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RESUMO

Inquérito soro-epidemioldgico das infec¢gdes por Coxiella burnetii em bovinos
daregido Oeste do estado de Séao Paulo

A coxielose é uma zoonose associada a bactéria intracelular Coxiella burnetii sendo
uma infeccdo comum em ruminantes e humanos de paises asiaticos e europeus. No
Brasil estudos epidemiolégicos sobre a enfermidade sdo escassos. O presente
estudo avaliou a presenca de anticorpos anti-Coxiella (fase Il) em 231 amostras de
soro bovino provenientes de doze fazendas de leite e corte da regido Oeste do
estado de Sao Paulo, colhidas entre os anos de 2012-2018, que estavam mantidas
em estoque sob congelamento a -250C, utilizadas em outras rotinas diagnésticas.
As amostras foram testadas pelo método ELISA, utilizando kit comercial importado
(Bio-X - Diagnostics®). Do total avaliado, 176 (76,2%) animais foram
sorologicamente positivos. Onze (91,6%) das 12 propriedades apresentaram ao
menos um animal positivo, com prevaléncias variando entre 20 e 100%. Os
resultados denotam alta prevaléncia da coxielose em bovinos de leite e corte na
regido Oeste Paulista, sugerindo que a enfermidade deve ser avaliada com relacao
aos potencias impactos na reproducdo dos animais, incluindo diagnéstico diferencial
com patogenos abortivos. Considerando-se o risco de transmissao zoonotica e o
desconhecimento acerca da doenca, as autoridades de saude locais devem estar
atentas a possiveis casos humanos subdiagnosticados ou confundidos com outras
enfermidades similares.

Palavras-chave: Inquérito soro-epidemioldgico; Zoonose emergente; Febre Q;
Coxielose; Coxiella burnetii.
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ABSTRACT

Coxielose is a zoonosis associated with the intracellular bacterium Coxiella burnetii being a common
infection in ruminants and humans from Asian and European countries. In Brazil, epidemiological
studies on the disease are scarce. The present study evaluated the presence of anti-Coxiella antibodies
(phase I1) in 231 bovine serum samples from 12 dairy farms in the western region of the state of S&o
Paulo, collected between the years of 2012-2018, which were maintained in stock under freezing at -
250C, used in other diagnostic routines. Samples were tested by the ELISA method using imported
commercial kit (Bio-X - Diagnostics®). Of the total evaluated, 176 (76.2%) animals were
serologically positive. Eleven (91.6%) of the 12 farms presented at least one positive animal, with
prevalence varying between 20 and 100%. The results indicate a high prevalence of coxielose in milk
and beef cattle in the western region of Sdo Paulo, suggesting that the disease should be evaluated in
relation to the potential impacts on animal reproduction, including differential diagnosis with abortive
pathogens. Considering the risk of zoonotic transmission and lack of knowledge about the disease,
local health authorities should be aware of possible human cases that are underdiagnosed or confused
with other similar diseases.

Keywords: Serum epidemiological survey; Emerging zoonosis; Q fever; Coxielose; Coxiella burnetii.

RESUMO

A coxielose é uma zoonose associada a bactéria intracelular Coxiella burnetii sendo uma infeccéo
comum em ruminantes e humanos de paises asiaticos e europeus. No Brasil estudos epidemiolégicos
sobre a enfermidade sdo escassos. O presente estudo avaliou a presenca de anticorpos anti-Coxiella
(fase 1) em 231 amostras de soro bovino provenientes de doze fazendas de leite e corte da regido
Oeste do estado de S&o Paulo, colhidas entre os anos de 2012-2018, que estavam mantidas em estoque
sob congelamento a -25°C, utilizadas em outras rotinas diagnosticas. As amostras foram testadas pelo
método ELISA, utilizando kit comercial importado (Bio-X - Diagnostics®). Do total avaliado, 176
(76,2%) animais foram sorologicamente positivos. Onze (91,6%) das 12 propriedades apresentaram ao
menos um animal positivo, com prevaléncias variando entre 20 e 100%. Os resultados denotam alta
prevaléncia da coxielose em bovinos de leite e corte na regido Oeste Paulista, sugerindo que a
enfermidade deve ser avaliada com relacdo aos potencias impactos na reproducdo dos animais,
incluindo diagnostico diferencial com patégenos abortivos. Considerando-se o risco de transmissao
zoondtica e o desconhecimento acerca da doenca, as autoridades de sadde locais devem estar atentas a
possiveis casos humanos subdiagnosticados ou confundidos com outras enfermidades similares.
Palavras-chave: Inquérito soro-epidemioldgico; Zoonose emergente; Febre Q; Coxielose; Coxiella
burnetii.



Introducéo

A Febre Q é uma zoonose associada a bactéria Coxiella burnetii, microrganismo de localizacéo
intracelular que infecta ampla variedade de hospedeiros, incluindo ruminantes domésticos como
caprinos, ovinos e bovinos, considerados principais reservatorios do agente (QUINN, 2005). Dessa
forma, a enfermidade apresenta prevaléncia elevada em zonas rurais onde estas espécies sao
exploradas economicamente.

C. burnetii, ao contrério de outros microrganismos de localiza¢do intracelular, é capaz de
sobreviver no ambiente extracelular na forma de esporos metabolicamente inertes (Small-Cell Variant-
SVC) consideradas as formas infectantes do agente. Estas formas, altamente resistentes ao ambiente,
podem ser inaladas ou ingeridas por hospdeiros suscetiveis a partir de materiais infectantes
provenientes de excrecdes, tecidos e fluidos do sistema reprodutivo de animais hospedeiros
(AGERHOLM, 2014). Nos tecidos do hospedeiro sdo internalizadas em fagolisossomos, e por meio de
mecanismos adaptativos, sobrevivem a accidificagdo e sdo modificadas para forma metabolicamente
ativa (Large-Cell Variant-LCV), capaz de se multiplicar por fissdo binaria no interior dos vacuolos
parasitofagos (KAZAR, 2005; WILLIAMS; PEACOCK; MCCAUL, 1981).

Segundo Agerhom (2014) em ruminantes C. burnetii é associada a transtornos do sistema
reprodutor, incluindo casos esporadicos de abortamento, partos prematuros, natimortos e nascimento
de bezerros fracos em bovinos, ovinos e caprinos, apo6s infectar a placenta com subsequente
disseminagdo para o feto via hematogénica ou via amnidtica-oral. Ademais, 0 microrganismo também
é capaz de multiplicar-se na glandula mamaria de animais de exploracéo leiteira, constuindo possivel
via de transmissdo para humanos e outros animais (ASTOBIZA et al., 2012; SCHIMMER et al.,
2014). Touros soropositivos eliminam o agente no sémen (KRUSZEWSKA; TYLEWSKA-
WIERZBANOWSKA, 1997).

A excrecdo prolongada e infec¢do persistente da bactéria em animais portadores facilita a
disseminacdo do agente entre propriedades proximas e para humanos. Ovelhas portadoras podem
eliminar o agente nas fezes por até cinco meses apds o parto, trés meses via descargas vaginais e
quatro meses via leite (ASTOBIZA et al., 2010), similarmente ao que foi observado em bovinos
(GARCIA-ISPIERTO; TUTUSAUS; LOPEZ-GATIUS, 2014).

C. burnetii é comumente identificada em carrapatos, o que leva a crer que agem como vetores.
Contudo, esta via de transmisséo € ainda, questionavel, visto que sdo necessarias investigagdes mais
aprofundadas sobre a ecologia evolutiva da febre Q e os fatores de viruléncia C. burnetii, associados
aos vetores (DURON et al., 2015; PSAROULAKI et al., 2014).

Humanos se infectam principalmente pela inalagdo ou ingestdo de particulas infectantes
presentes nas fezes, leite, muco vaginal e fetos abortados de ruminantes domésticos, ou por contato
com fémites contaminados (GALE et al., 2015; HATCHETTE et al., 2001). Desta forma, individuos
que trabalham com animais, incluindo tratadores, médicos veterinarios e magarefes apresentam

predisposicdo a infeccdo, comparados a outras ocupaces (NJERU et al., 2016). Em humanos, a
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infeccdo é comumente assintomatica. As formas sintomaéticas apresentam sinais clinicos brandos,
ambiguos e inespecificos (GRAVES; ISLAM, 2016; MAURIN; RAOULT, 1999; RAOULT;
FENOLLAR; STEIN, 2002).

No Brasil, apesar do pais apresentar ampla gama de potenciais hospedeiros, representada por
um dos maiores rebanhos bovinos do mundo, existem poucos estudos acerca da coxielose em animais.
Similarmente, a transmissdo zoondtica e o registro de casos humanos sdo escassos no territério
brasileiro, sugerindo que a doenca pode apresentar relevancia em saude publica, contudo vem sendo
negligenciada pelas autoridades sanitarias (ROZENTAL et al., 2012; SICILIANO et al., 2008).

O presente estudo teve como objetivo, avaliar a presenca de anticorpos anti-Coxiella (fase I1)
em amostras de soro bovino provenientes de fazendas de leite e corte da regido Oeste do estado de Séo

Paulo.

Materiais e Métodos

Para o célculo do tamanho minimo amostral foram utilizados pardmetros de prevaléncia média
individual esperada= 21,3%, erro amostral maximo = 6% e valor da estatistica Z (Z,,) da distribuicdo
normal padronizada para 95% de confianca = 1,96 (BOTTCHER et al., 2011; CARBONERO et al.,
2015; COOPER et al., 2011; EL-MAHALLAWY et al.,, 2016; MCCAUGHEY et al., 2010;
MUSKENS et al., 2011; OHLSON et al., 2014). Segundo bibliografia consultada seriam necessarios
179 animais para construcdo do estudo, optou-se por avaliar 231 amostras provenientes de doze
fazendas de exploracdo leiteira e de corte da regido de Presidente Prudente - SP.

Foram utlizados dois bancos de amostras: Banco 1 proveniente do estoque de amostras para
contra-prova de exames de brucelose e Banco 2 composto por amostras de inquéritos soroldgicos para
doencas parasitarias em outros estudos. As amostras foram submetidas ao teste ELISA (Bio-X
Diagnostics™ - AbELISA BIO K 298) para pesquisa dos titulos de anticorpos da classe 1gG Anti-
Coxiella burnetii fase Il (WEGDAM-BLANS et al., 2012), o método ELISA é prova ouro na pesquisa
de anticorpos Anti-Coxiella. Todos os procedimentos foram realizados seguindo indicac¢Ges da bula do
fabricante. A leitura da densidade optica foi realizada em leitora ELISA da marca Robonik® versao
RZ3 para microplaca equipada com filtro de 450 nm. A validagdo do teste ELISA e o célculo do valor
de corte, identificando as amostras reagentes e ndo reagentes, foi realizado, conforme preconizado
pelo fabricante.

O resultado obtido da primeira placa ELISA contendo 95 amostras foi submetido a repeticdo
como contraprova, nas mesmas condigdes supracitadas, os dados em duplicata foram utilizados para
confirmacao dos resultados obtidos.

Os dados obtidos foram utilizados para a construcdo de tabelas de frequéncias, separadamente
para fazendas e animais. As prevaléncias foram estimadas por intervalo com 95% de confianca pelo
método de Agresti-Coull (R TEAM, 2018). As frequéncias de animais soropositivos foram

comparadas entre diferentes sistemas de producdo apds sobrepor intervalos com 95% de confianca
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estimados pelo método de Agresti-Coull. Foi estimada a razdo de chances (OR) para avaliar o risco de
soropositividade em animais de producgdo leiteira em relacdo a animais de corte. Todas as andlises
foram conduzidas no Programa R®. Foi adotado o valor de 5% de nivel de significancia (R TEAM,
2018).

Resultados
Os resultados referentes a sorologia dos animais estdo sumarizados na Tabela 1.

Tabela 1 — Soropositividade em bovinos de exploracdo leiteira e corte em rebanhos da regido Oeste do
estado de S&o Paulo

Propzledad Expl(())ra(;a Amostrazl?eagentes Amostras testadas Perz:oe/(r:)tual
1 Corte 29 29 100,0%
2 Corte 27 30 90,0%
7 Corte 4 10 40,0%
9 Corte 5 15 33,3%
10 Corte 0 15 0,0%
11 Corte 3 10 30,0%
Total - 68 109 62,4%
8 Leite 4 4 100,0%
4 Leite 34 36 94,4%
5 Leite 24 25 96,0%
6 Leite 18 22 81,8%
12 Leite 1 5 20,0%
Total - 81 92 88,0%
3 Misto 27 30 90,0%
Total geral - 176 231 75,2%

Foram identificados presenga de Anticorpos Anti-Coxiella em 176 das 231 amostras de soro
analisadas (IC95%= 70,3% a 81,2%). A prevaléncia em rebanhos de exploragdo leiteira (88%,
IC95%= 79,7% a 93,3%) foi estatisticamente superior a de corte (62,3%, 1C95% = 53 a 71%). Onze
das 12 propriedades apresentaram ao menos um animal soropositivo, com prevaléncias variando entre
20 e 100%. Animais provenientes do banco de soros 1 (167/186 = 89,8%, IC = 84,5% a 93,4%)
apresentaram-se reagentes em maior frequéncia do que animais do banco 2 (20%, 1C95% =10,7% a
34%). Animais de exploracdo de leiteira apresentarem chance 4,43 (IC95% = 2,11 a 9,30) vezes de

serem sororeagentes, quando comparados com animais de corte.

Discusséo
Os resultados denotam que a coxielose é altamente prevalente em bovinos na regido estudada.
Os impactos destes achados em saude publica e salde animal sdo desconhecidos, visto que existem

poucos relatos da enfermidade em animais no Brasil, apesar da mesma figurar como doenca de
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notificacdo obrigatoria em animais (BRASIL, 2013). Similarmente ao modelo epidemiolégico descrito
em outros paises (B(")TTCHER et al., 2011; KREIZINGER et al.,, 2015; KRUSZEWSKA;
TYLEWSKA-WIERZBANOWSKA, 1997), é razoavel supor-se que a enfermidade apresenta
impactos na reproducdo de bovinos no Brasil. O desconhecimento dos profissionais da &rea animal e
humana, possivelmente contribuem para este panorama.

A predominancia de animais soropositivos no Banco 1 em comparagéo ao Banco 2, sugere que
C. burnetii pode estar envolvida em problemas reprodutivos em bovinos, visto que 0s animais
pertencentes a esta amostragem apresentavam problemas reprodutivos, sendo encaminhados para teste
soroldgico de brucelose.

Os percentuais observados foram superiores ao de varios estudos conduzidos na Europa. Na
Dinamarca, pesquisadores observaram anticorpos em amostras de leite individuais de vacas
provenientes de 24 rebanhos, nos quais verificaram que dez foram positivos (PAUL et al., 2012). Na
Suécia, a prevaléncia de anticorpos em rebanhos leiteiros foi de 8,2% (OHLSON et al., 2014). Na
Espanha, estudo envolvendo a detec¢do de anticorpos e DNA de C. burnetii em leite de 178 rebanhos
bovinos, revelou que 19 foram positivos para a presenca de anticorpos anti-C. burnetii. No mesmo
estudo, de 1.306 vacas avaliadas, 12,3% foram positivas. Na Alemanha, estudos soroepidemioldgicos
com teste de ELISA, envolvendo amostras de 21.051 bovinos provenientes de 603 propriedades
leiteiras resultaram 14,8% de positividade. Neste mesmo estudo 72,3% dos rebanhos analisados foram
positivos (BOTTCHER et al., 2011). Os resultados se aproximaram dos observados na Holanda, onde
268 (78,6 %) de 341 rebanhos bovinos apresentaram animais soropositivos, nos quais, em 193 (56,6
%) foi possivel detectar DNA bacterianos por testes de PCR (MUSKENS et al., 2011).

No Brasil, existem poucos dados acerca da prevaléncia da enfermidade. Os principais estudos
foram conduzidos com animais carnivoros e pequenos ruminantes, observando-se baixa prevaléncia de
C. burnetii em ovinos (GUIMARAES et al., 2017; MARES-GUIA et al., 2014). Contudo, estudos
recentes tém apontado gque a doenca apresenta prevaléncia relativamente alta em humanos no Rio de
Janeiro (ROZENTAL et al., 2018), o que refor¢ca o conceito que é uma enfermidade negligenciada e
subnotificada no pais. Desta forma, ndo deve ser considerada como doenca exdtica.

No Brasil, as condi¢cBes geocliméaticas e o sistema de producdo sdo possiveis fatores que
favorecem a dispersdo do agente, posto que o pais é detentor de um dos maiores rebanhos comerciais
do mundo, apresenta, dessa forma, ampla gama de hospedeiros que podem atuar como reservatorios.
Ademais as condi¢Bes climaticas favorecem a dispersdo de carrapatos, que podem atuar como
potenciais vetores do agente (PSAROULAKI et al., 2014)

Na regido estudada existe grande numero de assentamentos rurais e uma das maiores
populagdes de bovinos do estado de S&o Paulo. Nestes locais, verificam-se condi¢cbes comumente
associadas a dispersdo da coxielose em outros paises, incluindo determinantes intrinsecos (animais
jovens, namero elevado de partos por vaca, animais com aptiddo para exploracdo leiteira) e

extrinsecos (introducdo frequente de animais no rebanho, alimentagdo de bezerros com sucedaneos do
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leite, co-infeccOes outros agentes, densidade populacional elevada e clima quente) (AGGER; PAUL,
2014; CARBONERO et al., 2015; MCCAUGHEY et al., 2010; NUSINOVICI et al., 2015; PAUL et
al., 2012).

No Brasil, existem diversos casos da doenga descritos na literatura consultada, contudo os
relatos ndo estabelecem nexo causal com contato com animais potencialmente transmissores e
concentram esforcos em associa-los com debilidades orgénicas e fatores imunossupressivos (LAMAS
et al., 2009; MARES-GUIA et al.,, 2014; ROZENTAL et al., 2018). Uma possibilidade a ser
considerada é que muitos destes casos estejam associados a ingestdo de produtos lacteos, visto que o
microrganismo é eliminado no leite de animais portadores e apresenta elevada resisténcia a injurias
ambientais (GALIERO et al., 2016; HIRAI et al., 2012). Os resultados obtidos reforcam o risco
potencial de transmisséo via leite, visto que bovinos de exploracéo leiteira apresentaram chances mais
elevadas de soropositividade.

A regido Oeste do estado de Sdo Paulo é uma das principais regiGes de bovinocultura que, no
ano de 2015 registrou mais de 700.000 cabegas de gado de leite, sendo que 73% desse valor pertencem
a producdo mista que ocasionalmente tem contato com trabalhadores pecuaristas e veterinarios e,
posteriormente com trabalhadores de frigorificos e abatedouros (IPEA, 2017). A ingestdo de leite cru é
considerada uma possivel via de transmissdo para humanos, apesar da pasteurizacdo ser capaz de
inativar o agente (CERF; CONDRON, 2006). Estudos demonstraram que o agente causador da
coxielose ¢ identificado em cerca de 60% dos tanques coletivos de refriamento de leite presentes em
zonas endémicas (BAUER et al., 2015; HILBERT et al., 2015). Contudo, no Brasil ainda ha um
expressivo volume de leite irregular comercializado, o que pode favorecer a transmissdo do agente,
mesmo em zonas urbanas (ABRAHAO; NOGUEIRA; MALUCELLI, 2005).

O presente estudo teve algumas limitagdes. Os Kits importados, apesar de apresentarem
sensibilidade e especificidade aceitaveis (VAIDYA et al., 2010; WEGDAM-BLANS et al., 2012),
ndo foram validados no Brasil. A confirmacgdo dos resultados com exames de biologia molecular é
dificultada pelo alto risco de manipulacdo do agente (nivel 3). Desta forma. a maioria dos estudos tem

sido conduzida com inquéritos soroepidemiol6gicos.

Conclusoes

Os resultados obtidos sugerem que a coxielose apresenta alta prevaléncia em bovinos da regido
Oeste do estado de S&o Paulo. Apesar dos bovinos soropositivos terem sido detectados nos animais de
aptiddo leiteira e de corte, verificou-se a predominancia da detecgdo da presenca de anticorpos em
bovinos de exploracdo leiteira. Torna-se relevante a melhor abordagem da doenca através de estudos
mais elaborados de epidemiologia pois, sendo identificada de forma esporadica no pais devido aos
poucos estudos, pode possivelmente estar sendo subdiagnosticada ou confundida com patologias

similares, principalmente nas endocardites infecciosas.
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9. References: The references, according to the standard NBR 6023, Aug. 2000, and reformulation
number 14.724 of the Brazilian Technical Standards Association (ABNT), 2011, must be listed in
alphabetical order at the end of the manuscript. All the authors participating in a referenced study
must be mentioned, regardless of the number of participants. The accuracy and adequacy of
references for works that have been consulted and mentioned in the text of the article, as well as
opinions, concepts, and statements, are entirely the responsibility of the authors.
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format references in the article.

The remaining categories of works (Scientific Communication, Case Report, and Review) must follow the
above-mentioned standards but with the following additional directions for each category:

Scientific communication

Scientific communications must be presented in a concise manner but with a complete description of the
term research or ongoing research (Introductory note), with complete bibliographic documentation and
methodologies, similar to a regular scientific article. Scientific communications must contain the following
sections: Title (in Portuguese and English); Abstract with Keywords in Portuguese; Abstract with
Keywords in English; and Body of the text. The body of the text should not be divided into sections but
should follow this sequence: introduction, methodology, results and discussion (tables and figures may
be included), conclusion, and bibliographic references.

Case report

A case report should be a brief description of clinical and pathological cases, unprecedented results,
reporting of new species, or studies on the occurrence or incidence of plagues, microorganisms, or
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in English; Introduction with a literature review; case report(s), including results, discussion, and
conclusion; and bibliographic references.

Bibliographic review articles

Review articles must involve relevant topics within the scope of the journal. The number of review
articles per issue is limited, and authors can only write review articles of interest to the journal, following
an invitation by the editorial board members of the journal. If a review article is submitted by an author,
the inclusion of relevant results from the author or from the group involved in the study is required,
along with bibliographic references demonstrating experience and knowledge about the topic.

A review article must contain the following sections: Title (Portuguese and English); Abstract with
Keywords in Portuguese; Abstract with Keywords in English; Development of the proposed topic (the text
may be divided into sections, but this is not required); Conclusions or Final Considerations;
Acknowledgements (if applicable); and Bibliographic References.

Other important information

1. The publication of articles depends on the favorable opinion of ad hoc advisors and the approval of
the Semina: Ciéncias Agrarias UEL Editorial Board.

2. Reprints will not be given to the authors, since the issues will be available online at the journal’'s
website (http://www.uel.br/revistas/uel).

3. Copyright transfer: The authors agree with the transfer of publication rights of the manuscript to the
journal. Reproduction of the articles is only allowed when the source is cited. Commercial use of the
information is forbidden.

4. Unforeseen questions about or problems in the present standards will be addressed by the Editorial
Board of the subject area in which the article was submitted for publication.
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5. Number of authors: There is no limit to the number of authors, but people included as co-authors
should have effectively participated in the study. People with limited participation in the study or the
article preparation should be cited in the Acknowledgements section, as should institutions that granted
scholarships and other financial resources.

Submission conditions

As part of our submission process, the authors should verify that the submission conforms to all of the
items listed below. Submissions that are not in compliance with the standards will be rejected and the
authors informed about the decision.

1. The authors should state that the contribution is original and new and that it is not being
assessed for publication elsewhere; any exception(s) should be justified in the “Comments to the
Editor.”

2. The authors should also state that the material is correctly formatted and that the
Supplementary Documents are attached, BEING AWARE that the incorrect format will result
in the SUSPENSION of the evaluation process WITHOUT EVALUATION OF MERIT.

3. Authoring data for all of the authors should be entered in the Metadata field during the
submission process.

Use the button “include author.”

1. In the following step, please fill in the metadata in English.

In order to include the data, after saving the submission data in Portuguese, click on “edit metadata” at
the top of the page. Change the language to English and insert the title in English, the abstract, and
keywords. Save and continue to the next step.

1. The authorship identification of the work should be removed from the archive and from Word
using the “Properties” option in order to ensure the anonymity criteria of the journal, in case the
article is subjected to peer review, according to the directions available at Ensuring a blind peer
review.

2. The files for submission should be in Word, OpenOffice, or RTF format (as long as they do not
exceed 2 MB).

The text should be typed on A4 paper, with numbered lines, 1.5 line spacing, and Times New Roman size
11 font.

1. Confirm that all ethical standards were followed if the research was performed with living beings.
Include proof documents of approval by an institutional ethics committee involving humans
and/or an ethics committee involving animals, if these documents are requested.

2. Include the payment of the Submission Fee, and attach the proof of payment as a
supplementary document in “Docs. Sup.”

Copyright Declaration

The Copyright Declaration for articles published in this journal is the author’s right. Since the articles
published in this journal are open access, the articles may be used freely, with their own attributions, for
educational and non-commercial purposes.

The journal has the right to make changes on a normative, orthographic, and grammatical level in the
original articles, with the aim of maintaining proper standard use of the language and the credibility of
the journal. Nevertheless, the writing style of the authors will be respected.

Alterations, corrections, or suggestions at a conceptual level, when necessary, will be directed to the
authors.
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The opinions expressed by the authors of the articles are their exclusive responsibility.
Privacy Policy

The names and affiliations reported in this journal are used exclusively for the services provided and are
not made available for any other purpose or to third parties.

Submission conditions

As part of our submission process, the authors are obliged to ensure that the submission conforms to all
of the items listed below. Submissions that are not in compliance with the standards will be returned to
the authors.

1. The authors state that the contribution is original and new and that it is not being assessed for
publication in another journal; any exception(s) should be justified in the “Comments to the
Editor.”

2. The authors state that the material is correctly formatted and that the Supplementary Files were
uploaded, BEING AWARE that the incorrect format will result in the SUSPENSION of the
evaluation process WITHOUT EVALUATION OF MERIT.

3. In the next step, fill in the metadata in English.

To include metadata, after saving the submission data in Portuguese, click on “edit metadata” at the
top of the page. Change the language to English and insert the title in English, the abstract, and
keywords. Save and go to the next step.

1. Authorship data from all authors should be filled in during the submission process.

Use the button “include author.”

1. Verify that the authorship identification of the work has been removed from the archive and
from Word using the Properties option in order to ensure the anonymity criteria of the journal, if
the article is submitted to peer review according to the directions available at Ensuring a blind
peer review.

2. The files for submission are in Word, OpenOffice, or RTF formats (as long as they do not exceed
2 MB).

The text is written with 1.5 line spacing and in Times New Roman size 11 font. Use italics instead of
underline (except for URL addresses).

The text follows the style patterns and bibliographic requirements described in Guidelines for
Authors under the heading “About the Journal.”

1. Confirm that all ethical standards were followed if the research was performed with living beings.
Provide documentation of the approval of an institutional ethics committee and proof of informed
consent if these documents are requested. Compliance with the applicable ethical precepts
should be cited in the text body.

2. A text indicating the relevance of the work (importance and distinction with respect to other
works already published), with a maximum length of 10 lines, must be included in the
field COMMENTS TO THE EDITOR.

Copyright Declaration

The Copyright Declaration for articles published in this journal is the author’s right. Since the articles
that are published in this journal are open access, the articles may be used freely, with their own
attributions, for educational and non-commercial purposes.
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The journal has the right to make changes on a normative, orthographic, and grammatical level in the
original articles, with the aim of maintaining proper standard use of the language and the credibility of
the journal. Nevertheless, the writing style of the authors will be respected.

Alterations, corrections, or suggestions at the conceptual level, when necessary, will be directed to the
authors. In these cases, after being changed, the articles will be subjected to a new assessment.

The opinions expressed by the authors of the articles are their exclusive responsibility.
Privacy Policy

The names and affiliations reported in this journal are used exclusively for the services provided and are
not made available for any other purpose or to third parties.

Should they be both highlighted and in boldface? Or should this just read “The headings should be in
boldface”?

It seems this sentence and the following sentence (after “1.”) should perhaps be switched for clarity, as
follows:

Using the following steps, please fill in the metadata in English.
1. Use the button “include author.”

Por favor, reveja os titulos e a ordenagao / numeracao dos passos nesta secao
cuidadosamente para garantir que os passos estdao numerados claramente na ordem que os
autores devem segui-los.

Como a sentenca indica “caso o artigo seja submetido a revisdo por pares”, parece desnecessario incluir
(ex .: artigos) aqui. Por favor, considere excluir isso.

Deve haver um item numerado separado com uma explicacdo da taxa de submissao? Em caso
afirmativo, forneca as informacdes apropriadas. Se nao, considere excluir isso.

Submission Preparation Checklist

As part of the submission process, authors are required to check off their submission's compliance with
all of the following items, and submissions may be returned to authors that do not adhere to these
guidelines.

1. A contribuicdo é original e inédita e nao esta sendo considerada para publicagcdo em outro
periodico; caso contrario, deve ser justificado em "Comentarios ao Editor".

2. Informamos que o texto esta formatado corretamente e que o Material Complementar sera
carregado, TENDO EM CONTA que a formatac&o incorreta implicara em uma SUSPENSAO do
processo de avaliacdo SEM AVALIACAO DE MERITO

3. Os arquivos de submissao estdo no formato Microsoft Word, OpenOffice ou RTF (desde que néo
excedam 2MB).

O espacamento entre linhas deve ser definido como 1,5; a fonte é Time New Roman, tamanho
11; usa italico em vez de sublinhado (exceto para enderecos de URL);

O texto segue o estilo e os requisitos de referéncia descritos em "Orientagdes dos autores”, na
secao "Sobre o periddico”.

4. Na etapa subsequente, os metadados devem ser fornecidos em portugués.
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0 Para inclui-los, depois de salvar os dados de submissao em inglés, clique em “editar metadados”
no topo da pagina - mude o idioma para o portugués e insira: titulo em portugués, resumo e
palavras-chave. Salve e continue com a préxima etapa.

5. As informacdes de autoria para todos os autores devem ser fornecidas no momento da
submisséo.

Use a opc¢ao “ incluir autor. "

6. A identidade do autor foi removida do arquivo e da opgéo "Propriedades" no Word, garantindo
assim que os critérios de confidencialidade da revista sejam atendidos, caso seja enviada para
revisao por pares (por exemplo, manuscritos), de acordo com as instrugdes listadas em
"Garantindo a Cegueira". Revisdo por pares. ”

7. Declaro que todos os regulamentos éticos foram seguidos, no caso de pesquisas com organismos
vivos, e possuo os documentos que demonstram aprovacéo pelo Comité de Etica e pelo Termo
de Consentimento Livre e Esclarecido, caso sejam solicitados. O cumprimento dos principios
éticos aplicaveis deve ser citado no texto.

8. Texto, até 10 linhas, indicando a relevancia do trabalho (importancia e diferencial em relagcéao
aos trabalhos publicados anteriormente) deve ser incluido e escrito no campo “COMENTARIOS
AO EDITOR”.

9. Taxa de submissao para artigos

Copyright Notice

O Copyright dos manuscritos publicados pertence ao periédico. Como sédo publicados em um periddico de
acesso aberto, eles estao disponiveis gratuitamente, para uso privado ou para fins educacionais e nao
comerciais.

A revista tem o direito de fazer, no documento original, alteracdes referentes as normas linguisticas,
ortografia e gramatica, com o objetivo de garantir as normas padréo do idioma e a credibilidade da
revista. No entanto, respeitara o estilo de escrita dos autores.

Quando necessario, alteracdes conceituais, corre¢des ou sugestdes serdo encaminhadas aos
autores. Nesses casos, 0 manuscrito deve ser submetido a uma nova avaliagdo ap6s revisao.

A responsabilidade pelas opinides expressas nos manuscritos é inteiramente dos autores.

Privacy Statement

The names and email addresses entered in this journal site will be used exclusively for the stated
purposes of this journal and will not be made available for any other purpose or to any other party.
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