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RESUMO

Toxocariase em comunidades indigenas brasileiras: uma abordagem em saude

Unica

A toxocariase € uma doenca parasitaria zoonotica negligenciada que pode afetar
desproporcionalmente populacdes em situacao de vulnerabilidade social, principalmente
em regides tropicais e subtropicais. Populac¢des indigenas sdo suscetiveis a infeccao por
Toxocara spp. devido as condi¢des inadequadas de infraestrutura e acesso a cuidados
de saude e assisténcia veterinarias limitados. O presente trabalho teve como objetivo
investigar o panorama da toxocariase em comunidades indigenas localizadas nos
estados de Sao Paulo e Parana (artigo 1), e na triplice fronteira Brasil-Paraguai-Argentina
(artigo 2), sob a perspectiva de Saude Unica. Amostras de sangue foram coletadas de
indigenas para pesquisa de anticorpos anti-Toxocara spp. pela técnica de ELISA, junto a
aplicacdo de questionario socioepidemioldgico para identificacdo de possiveis fatores de
risco associados a soropositividade. Amostras de fezes e pelo de cédes, assim como
amostras de solo, foram coletadas para pesquisa de ovos de Toxocara spp. Os resultados
soroldgicos indicaram altas prevaléncias nos indigenas, mostrando soropositividade em
342/463 (73,9%; IC 95%: 70,0-77,7) individuos das comunidades de Parana e Sao Paulo,
e em 246/258 (95,3%; IC 95%: 92,1-97,3) indigenas da triplice fronteira. Ovos de
Toxocara spp. foram encontrados em 9/194 (4,6%) amostras de fezes e em 4/204 (2,0%)
amostras de pelo de cdes das comunidades de Parana e Sao Paulo; enquanto ovos de
Toxocara spp. foram observados em 8/124 (6,5%) amostras de fezes de cades da
comunidade da triplice fronteira. A contaminacdo do solo por ovos de T. canis foi
confirmada por meio de caracterizagdo molecular dos ovos recuperados de amostras de
solo positivas das comunidades do estado do Parana (36/90; 40,0%) e na triplice-fronteira
(30/74; 40,5%). Esses achados destacam a intensa exposicao de populacdes indigenas
a Toxocara spp., onde a transmissao é sustentada por uma combinacdo de fatores de
infraestrutura, socioecondémicos e culturais, enfatizando a importancia de intervengfes
integradas em territérios indigenas para promoc¢édo de educacdo e de saude animal e

humana, utilizando abordagens em Satde Unica.

Palavras-chave: epidemiologia, soroprevaléncia, Toxocara spp., vulnerabilidade

social, zoonose.



ABSTRACT

Toxocariasis in Brazilian Indigenous Communities: A One Health Approach

Toxocariasis is a neglected zoonotic parasitic disease that can disproportionately
affect socioeconomically vulnerable populations, especially in tropical and subtropical
regions. Indigenous populations are susceptible to infection by Toxocara spp. due to
inadequate infrastructure and limited access to health care and veterinary assistance.
Thus, the present study aimed to investigate the scenario of toxocariasis in Brazilian
indigenous communities located in the states of Sdo Paulo and Parana (scientific
paper 1) and in the Brazil-Paraguay-Argentina tri-border region (scientific paper 2) from
a One Health perspective. Blood samples were collected from indigenous people to
investigate the presence of anti-Toxocara spp. antibodies, along with the application
of a socioepidemiological questionnaire to identify possible risk factors associated to
seropositivity. Feces and dog hair samples, as well as soil samples, were also collected
to assess the presence of Toxocara spp. eggs. The serological results indicated high
prevalence in the indigenous population, showing seropositivity in 342/463 (73.9%;
95% CI: 70.0-77.7) individuals from the communities of Parana and S&o Paulo, and in
246/258 (95.3%; 95% CI: 92.1-97.3) indigenous people from the tri-border region.
Toxocara spp. eggs were found in 9/194 (4.6%) feces samples and in 4/204 (2.0%)
hair samples from dogs in the communities of Paran& and Sao Paulo; while Toxocara
spp. eggs were observed in 8/124 (6.5%) feces samples from dogs in the tri-border
community. Soil contamination by T. canis eggs was confirmed by molecular
characterization of eggs recovered from positive soil samples from communities in the
state of Parana (36/90; 40.0%) and the tri-border region (30/74; 40.5%). These findings
highlight the intense exposure of indigenous populations to Toxocara spp., where
transmission is sustained by a combination of infrastructure, socioeconomic, and
cultural factors, emphasizing the importance of integrated interventions in indigenous
territories to promote animal and human health and education using One Health

approaches.

Keywords: epidemiology, seroprevalence, Toxocara spp., social vulnerability,

ZO0NoSiS.
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ARTIGO CIENTIFICO 11

Uma abordagem em Sautde Unica para a toxocariase em populagdes indigenas

brasileiras, seus cées e avaliagcdo da contaminacdo do solo

Resumo

Introducéo: Embora a vulnerabilidade socioecondmica e o estilo de vida de indigenas
possam contribuir para a transmissao de Toxocara spp., estudos delineados para
investigar a toxocariase em populacdes indigenas brasileiras utilizando abordagem
em Saude Unica s&0 escassos.

Métodos: Dessa forma, o objetivo do presente estudo foi investigar a presenca de
anticorpos anti-Toxocara spp. em indigenas e em profissionais de saude de
comunidades indigenas do estado de Sao Paulo e do Parana por meio de ensaio
imunoenzimatico. A pesquisa de ovos de Toxocara spp. em amostras de fezes e pelo
de cédes, e em amostras de solo das comunidades indigenas também foi realizada.
Resultados: Ao total, 342/463 (73,9%) indigenas e 46/147 (31,3%) profissionais de
saude foram soropositivos para Toxocara spp. Além disso, ovos de Toxocara canis
foram recuperados em 9/194 (4,6%) amostras de fezes de caes e em 4/204 (2,0%)
amostras de pelos de caes, principalmente nas comunidades do estado do Parana
(3/42; 7,1%). A contaminacdo do solo foi observada apenas nas comunidades do
estado do Parana (36/90; 40,0%), com a detec¢do molecular (PCR) de T. canis. O
consumo de agua de rio foi associado a soropositividade em indigenas (OR: 11,4; IC
95%: 4,61-37,81; p<0,0001).

Discusséo: Os indigenas das comunidades do estado do Parana apresentaram 2,72
vezes mais chances (IC 95%: 1,7-4,4) de serem soropositivos do que aqueles do
estado de Séo Paulo, provavelmente devido a falta de infraestrutura sanitaria. A
toxocariase € uma doenca transmitida principalmente pelo solo, mas, neste contexto,
também pode ter sido transmitida pela &gua, provavelmente por meio da
disseminagédo de ovos embrionados para o sistema de abastecimento de agua pela
chuva. Profissionais de saude em regime frequente nas comunidades indigenas
apresentaram 9,2 vezes mais chances (IC 95%: 2,27-49,28; p= 0,004) de serem

soropositivos do que profissionais que as visitavam esporadicamente, sugerindo

! Artigo cientifico de acordo com as normas da revista Frontiers in Public Health.
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exposicao ao Toxocara spp. durante o trabalho. Ainda, os resultados apontaram uma
soroprevaléncia significativamente maior em indigenas do que em profissionais de
saude (p < 0,0001), provavelmente devido a exposi¢cdo prolongada aos ovos do
parasito. Em conclusédo, os indigenas das comunidades visitadas sdo altamente
expostos a Toxocara spp., € profissionais de saude que trabalham em regime

frequente nessas comunidades apresentam maior chance de infeccao.

Palavras-chave: epidemiologia, fatores de risco, povos tradicionais, Toxocara spp.,

Zoonoses.

1 Introducéo

A populacao indigena brasileira é estimada em aproximadamente 1,7 milh&do
de individuos, representando aproximadamente 0,83% da populacdo, e cerca da
metade (46,03%) desses povos reside em areas rurais (1). Niveis socioecondmicos e
educacionais mais baixos, além de habitos de vida, podem expor indigenas a
patbgenos zoondticos (2), incluindo espécies de Toxocara, parasito encontrado
principalmente em cées (T. canis) e gatos (T. cati) (3).

Fémeas adultas de Toxocara spp. podem produzir milhares de ovos por dia ho
intestino delgado de seu hospedeiro definitivo, que sao liberados por meio das fezes
no ambiente e podem embrionar entre 2 e 6 semanas (3). Os ovos de Toxocara spp.
podem se desenvolver em uma ampla faixa de temperatura (4), podendo permanecer
viaveis, em condi¢cdes ambientais favoraveis, durante anos (5). Os ovos de Toxocara
spp. séo eliminados principalmente por caes e gatos filhotes devido ao alto nimero
de larvas transmitidas via transplacentaria e transmamaria, respectivamente (6).

A gravidade da toxocariase nos hospedeiros definitivos depende da carga de
parasitos adultos presentes no intestino delgado. As formas adultas competem com o
hospedeiro por nutrientes e, em filhotes, podem causar enterite, abaulamento
abdominal, tosse, vomitos, convulsdes, oclusdo intestinal e, até mesmo, morte em
casos de infec¢gdo macicga (6, 7). Em animais mais velhos (6 meses a 1 ano), as larvas
tendem a entrar em hipobiose nos tecidos e podem ser reativadas no futuro (8).

Em humanos, a toxocariase visceral (ou larva migrans visceral) pode induzir
principalmente disturbios pulmonares e hepaticos (9-12), enquanto a forma ocular
pode causar granulomas, deficiéncia visual e cegueira (13-16). A forma neurol6gica

(neurotoxocariase) pode causar disturbios no sistema nervoso central, incluindo
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vasculite cerebral, meningite, meningoencefalite, convulsdes e comprometimento
cognitivo (5, 17, 18). Manifestacdes cutaneas (urticria, prurido, exantema
eritematoso) acompanhadas de eosinofilia também tém sido associadas a toxocariase
(19, 20), como em um caso de paniculite eosinofilica (PE) em uma menina brasileira
de 5 anos (21).

A soroprevaléncia mundial da toxocariase foi estimada em 19,0% e a nacional
em 27,6%, de acordo com um estudo de meta-analise (22). Em popula¢des indigenas,
estudos mostram uma variagdo da soroprevaléncia para Toxocara spp. entre 4,8%
(9/188) na Malésia (23) e 76,6% (252/329) em criancas em Taiwan (24). Comunidades
indigenas podem estar mais expostas a toxocariase, visto que o contato com o solo,
a ingestdo de agua dos rios e atividades agricolas tém sido associados a alta
soroprevaléncia (383/483; 79,3%; 95% IC: 75,5-82,3) em individuos indigenas
colombianos (25). Até o momento, a maior soroprevaléncia para Toxocara spp. no
Brasil foi observada em condi¢des rurais, incluindo criancas em idade escolar
(503/791; 63,6%) de uma pequena cidade da regido Nordeste (26) e em habitantes
adultos (247/344; 71,8%) da regido Sul do Brasil (27).

A abordagem em Saulde Unica tem sido considerada altamente aplicavel as
comunidades indigenas devido a sua intima relacio com o meio ambiente,
particularmente ligada as suas crencas patrimoniais e concepc¢des de saude (2).
Embora o estilo de vida e a vulnerabilidade socioeconémica possam contribuir para a
circulacdo de Toxocara spp. entre humanos, animais e o ambiente em populagbes
indigenas, até o momento, nenhum estudo investigou seu impacto na satde indigena,
particularmente utilizando a abordagem Saude Unica. Dessa forma, este estudo teve
como objetivo avaliar a soropositividade para Toxocara spp. em indigenas e
profissionais de saude relacionados, e a presenca de ovos de Toxocara spp. em caes
e em amostras de solo de nove comunidades indigenas brasileiras dos estados de

Sao Paulo e do Parana.

2 Materiais e Métodos
2.1 Aspectos éticos

O presente estudo recebeu aprovacao inicial de trés diferentes instancias
indigenas, que posteriormente foram submetidas em conjunto e aprovadas pelo
Comité de Etica em Saude Humana do Ministério da Satde do Brasil (protocolo
52039021.9.0000.0102) e pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA;
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protocolo niumero 033/2021) da Universidade Federal do Parani. O consentimento
informado por escrito para participacdo neste estudo foi fornecido pelos participantes

ou pelos seus responsaveis legais/parentes.

2.2 Desenho do estudo

Este estudo utilizou uma abordagem soroepidemioldgica transversal, baseada
no conceito “One Health”, para avaliar a toxocariase em comunidades indigenas do
Parana (regido Sul do Brasil) e de Sdo Paulo (regido Sudeste do Brasil). Tanto
indigenas quanto profissionais de saude participaram do estudo soroepidemioldgico
para avaliacdo dos fatores de risco associados. Além disso, ovos de Toxocara spp.

foram pesquisados em amostras de pelo e fezes de cées, e em amostras de solo.

2.3 Area de estudo

Participantes indigenas das etnias Guarani, Terena e Kaingang, foram
amostrados entre dezembro de 2020 a fevereiro de 2022, em cinco comunidades
indigenas localizadas no estado do Parana e em quatro comunidades no estado de

Séo Paulo (Figura 1).

N

Sao Paulo

Séo Paulo

Latitude
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Figura 1. Localizagcéo das aldeias Kopenoty, Teregua, Ekerua e Nimuendaju no municipio de

Avai (A) no estado de S&o Paulo; e das aldeias Tekoa Pindoty (B), Kuaray Haxa (C), Araca’i
(D), Tupa Nhe’e Kreta (E) e Guaviraty (F) no estado do Parana.



121
122
123
124
125
126
127
128
129
130
131
132
133
134
135
136
137
138
139
140
141
142
143
144
145
146
147
148
149
150
151
152
153
154

16

2.4 Caracteristicas da populacao
2.4.1 Comunidades indigenas

As caracteristicas socioecondmicas das comunidades indigenas séo distintas
nos estados do Parana e Sao Paulo. A populacao indigena que vive has comunidades
do Parana possui fortes lagcos ambientais e depende de recursos naturais para seu
sustento, como caca de animais silvestres, pesca e agricultura de subsisténcia (28).
O artesanato com recursos naturais € uma forma de renda secundaria e inclui a
confeccao de cestos, colares, animais silvestres em miniatura esculpidos em madeira,
lancas, arcos e flechas (28, 29). Essas comunidades ndo possuem sistemas de
tratamento de 4gua nem fossas sépticas em suas residéncias. As comunidades
indigenas do estado de Sédo Paulo dependem da agricultura como sua principal
atividade econbmica (comércio exterior) e subsisténcia (30). Individuos nessas
comunidades indigenas também trabalham em fazendas rurais proximas e em areas
urbanas, com baixa atividade de caca (31). Além disso, o artesanato também é uma
fonte de renda para as familias (32). As comunidades indigenas do estado de Séo
Paulo possuem pocos artesianos para abastecimento de agua e fossas sépticas para
descarte de fezes.

De acordo com a Secretaria Especial de Saude Indigena (SESAI), as
populacées indigenas passam por um programa de vermifugacdo preventiva com
insumo farmacéutico ativo comercial (albendazol) duas vezes ao ano (maio e

novembro) para controlar o risco de infeccao por helmintos.

2.4.2 Profissionais da saude

O SESAI foi criado em 2010 pelo Ministério da Saude do Brasil para melhorar
a saude indigena e emprega cerca de 22.000 profissionais de saude (52,0%
indigenas) que prestam servi¢os de saude locais a uma populacao indigena estimada
em 1,7 milh&o de individuos (1).

Além dos povos indigenas, profissionais de saude nao indigenas também foram
amostrados durante incursdes e visitas especificas ao Distrito Sanitario Especial
Indigena (DSEI) Litoral Sul. O DSEI Litoral Sul era uma das 34 divisdes nacionais sob
a SESAI do Ministério da Saude do Brasil na época das coletas e gerenciava mais de
25.000 indigenas de 25 etnias, vivendo em uma area de 174.521,07 km2 (43,13
milhdes de acres) com 129 comunidades indigenas localizadas em quatro estados

brasileiros (Santa Catarina, Parana, Sdo Paulo e Rio de Janeiro) (33).
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Os profissionais de saude foram classificados em grupos de acordo com seu
nivel de contato, frequéncia de visitas as populacdes indigenas e funcao. O primeiro
grupo (regime de trabalho frequente) foi composto por profissionais como médicos,
enfermeiros, técnicos de enfermagem, motoristas e professores que visitavam as
comunidades indigenas cinco dias por semana. O segundo grupo (regime de trabalho
periddico) incluiu profissionais multidisciplinares da DSEl que visitavam as
comunidades periodicamente (uma a duas vezes por més). O terceiro grupo (regime
de trabalho esporadico) incluiu profissionais administrativos e de saude que visitavam

as comunidades indigenas uma a duas vezes por ano.

2.5 Coleta das amostras

2.5.1 Amostras de sangue humano

Indigenas e profissionais de salude nao indigenas foram amostrados apés a
assinatura de um termo de consentimento e preenchimento de um questionario
epidemiologico. Enfermeiros certificados coletaram amostras de sangue (10 mL) por
puncdo venosa cefalica, em tubos a vacuo contendo gel separador de soro sem
anticoagulante. As amostras de sangue foram mantidas em temperatura ambiente (25
°C) até a formacdo de coagulos visiveis e centrifugadas a 800 g por 5 minutos. As
amostras de soro foram armazenadas em microtubos a -20 °C até o momento da

sorologia.

2.5.2 Amostras de fezes e pelo de caes

As amostras fecais de caes foram coletadas da ampola retal e armazenadas
individualmente em tubos graduados (50 mL) contendo solucdo de formalina a 10%,
seguidas de refrigeracdo (4°C) até o momento do exame microscopico (8). Amostras
de pelo de cées foram coletadas das regiées perineal e dorsal com laminas de bisturi
estéreis, colocadas em tubos graduados individuais (50 mL) e mantidas sob

refrigeracéo (4°C) até o processamento.

2.5.3 Amostras de solo
Um total de 90 amostras de solo foram coletadas no esatdo do Parana (30
amostras por comunidade) e 40 no estado de Sao Paulo (10 amostras por

comunidade), totalizando 130 amostras. As amostras de solo foram coletadas
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aleatoriamente em areas comuns de cada comunidade indigena e o nimero de pontos
de coleta foi determinado pela presenca de solo na area. Pontos com presenca de
grama ou fezes ndo foram amostrados.

Aproximadamente 50 g de solo foram coletados a uma profundidade de 5 a 15
cm, acondicionados em sacos plasticos individuais e mantidos sob refrigeragéo (4 °C)
até o momento do processamento, seguindo o protocolo descrito anteriormente (34).

2.6 Sorologia de humanos

2.6.1 Preparacdo de antigenos de excrecéo-secrecdo de T. canis (TES)

Nematoides adultos de T. canis foram previamente obtidos de filhotes
naturalmente infectados que liberaram os parasitos de forma espontanea. As fémeas
do parasito foram tratadas com hipoclorito de sédio a 1% por cinco minutos e lavadas
com solugdo salina a 0,9% por trés minutos para remoc¢ao dos residuos. Os ovos
foram coletados por meio da secc¢éo do parasito e incubados em formalina a 2% a
28°C por aproximadamente 30 dias. As larvas eclodidas dos ovos foram incubadas
(37°C) em meio Eagle isento de soro, seguindo um protocolo previamente descrito
(35). Semanalmente, o sobrenadante da cultura foi removido e tratado com 5,0 yL/mL
de inibidor de protease fenilmetilsulfonil fluoreto (PMSF; 200 mM), concentrado com
um kit comercial (Amicon Ultra Centrifugal Filter Unit, Millipore, Danvers, MA, EUA),
dialisado com agua destilada, centrifugado (18.500 g por 60 min a 4 °C), filtrado em
membranas de filtro de 0,22 um (Millipore) e a concentracdo de proteina foi

determinada por meio do método de Lowry (36).

2.6.2 Pré-adsorcado do soro com extrato de Ascaris suum adultos

A especificidade do ensaio imunoenzimatico (ELISA) foi melhorada pela pré-
adsorcao das amostras de soro com extratos de parasitos adultos (AWE) de A. suum,
para eliminar anticorpos produzidos pela exposi¢cdo a Ascaris spp., que poderiam
causar reatividade cruzada com antigenos de Toxocara spp. (37). Nematoides adultos
foram recuperados dos intestinos de suinos abatidos e macerados em agua destilada.
Em seguida, uma parte de NaOH (1,5 M) foi adicionada a nove partes de agua, e a
mistura (concentracao final de 0,15 M) foi incubada a temperatura ambiente por 2
horas. O pH da mistura foi neutralizado com HCI 6 M e centrifugado a 18.500 g por 20
minutos a 4 °C. Os lipidios foram removidos com éter, e o sobrenadante foi filtrado

através de membranas de filtro de 0,22 ym. Todas as amostras de soro foram pré-
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incubadas com AWE de A. suum (25,0 ug/uL) em solucéo salina tamponada com
fosfato 0,01 M (PBS, pH 7,2) contendo 0,05% de Tween 20 (PBS-T) (Sigma, St. Louis,
MO, Estados Unidos) por 30 minutos a 37°C.

2.6.3 ELISA indireto

O ELISA foi realizado em placas de microtitulacdo de poliestireno de 96 pogos
(Corning, Costar, Nova York, EUA) revestidas com antigenos TES (1,9 pg/uL por
poco) em tampéo carbonato-bicarbonato 0,06 M a pH 9,6 por 1 hora a 37 °C e por 18
horas a 4 °C. As placas foram bloqueadas com leite desnatado comercial em PBS-T
por 1 hora a 37 °C. As amostras de soro previamente adsorvidas com antigeno
somatico de A. suum foram distribuidas em duplicata nas placas de poliestireno, que
foram incubadas por 1 hora a 37°C, e lavadas trés vezes por 5 minutos. Apds essa
etapa, as placas foram incubadas com anticorpo anti-imunoglobulina G humana
(especifico para Fc) produzido em cabras (Sigma A6029) em uma diluicdo de 1:5000
(45 minutos a 37°C), seguido por trés lavagens de 5 minutos. A reacao foi revelada
usando um substrato o-fenilenodiamina (0,4 mg/mL, Sigma), e acido sulfarico 2 N
H2SOa4 foi adicionado para interromper a reagéo.

Controles positivos e negativos foram incluidos em cada placa. A absorbancia
foi lida a 492 nm, e o valor de corte foi definido como a absorbancia média de 90 soros
de controle negativo mais trés desvios-padréo. Este ensaio apresentou sensibilidade
de 78,3% e especificidade de 92,3%, conforme relatado anteriormente (38, 39).

Todas as amostras de soro foram testadas no Laboratorio de Investigacédo
Médica do Instituto de Medicina Tropical de S&o Paulo (IMT-USP), Universidade de
Sédo Paulo, Brasil. As amostras de soro negativas utilizadas como controle neste
estudo foram mantidas no banco de soro e rotineiramente utilizadas para
sorodiagnostico de toxocariase por ELISA, tendo sido previamente testadas por um
protocolo estabelecido (35), garantindo que as amostras fossem negativas para
parasitos em estudos anteriores (40, 41). Assim, o valor de corte obtido para o
anticorpo lgG correspondeu a uma densidade 6ptica (DO) < 0,5, considerada auséncia
de infecgao ou resultado negativo (35, 42).

2.7 Recuperacao de ovos de Toxocara spp. das amostras de caes
As amostras de fezes dos cdes foram processadas por meio da técnica de

flutuac&o em solucéo hipersaturada de cloreto de sodio (NaCl) (3). A solucéo (d = 1,20
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g/cm3) foi adicionada as amostras, que posteriormente foram filtradas em gaze e
mantidas em repouso para flutuacdo (5 minutos) e analise sob microscopia Optica
(objetiva: 10x) para identificacéo de estruturas parasitarias.

As amostras de pelo dos caes foram processadas de acordo com um protocolo
previamente descrito com algumas modificacbes (43). Agua destilada (20 mL) e
detergente anidnico Tween-80 (5%, 0,2 mL) foram adicionados as amostras,
homogeneizados por agitacéo e incubados “overnight” em temperatura ambiente. Em
seguida, as amostras receberam adicdo de agua destilada (mais 20 mL) e Tween-80
(5%, 0,2 mL) e foram homogeneizadas. O material foi filtrado em tamises de malha
metalica (300, 212 e 38 ym) em agua corrente (5 minutos). O material da lavagem
retido na peneira de 38 ym foi coletado com pipeta, centrifugado e analisado

microscopicamente (ampliacdes: 10x e 40x).

2.8 Recuperacao de ovos de Toxocara spp. do solo

As amostras de solo foram processadas seguindo protocolos previamente
descritos na literatura (34, 44), com algumas modificac6es. Para cada amostra, 20
gramas de solo foram pesados e deixados em repouso (12 horas) com detergente
aniénico Tween-80 a 5% (100 mL). Em seguida, o sobrenadante foi descartado e mais
solucéo de Tween-80 a 5% foi adicionado (100 mL). O material foi filtrado em tamises
metalicas (300, 212, 90 e 38 um) em agua corrente. O solo retido na Gltima peneira
(38 um) foi coletado e processado com uso de técnica de centrifugo-flutuacdo com
solucéo de sulfato de zinco (d = 1,35 g/cm?®). O sobrenadante contendo o material da
flutuacao foi transferido para outro tubo de centrifuga, homogeneizado com agua
destilada (quantidade suficiente para 15 mL) e centrifugado (873 g por 5 minutos).
Estes ultimos processos (adicdo de agua destilada, centrifugacdo e descarte do
sobrenadante) foram repetidos trés vezes para remover a solucao de sulfato de zinco.
ApOs esse processo, todo o pellet foi analisado microscopicamente (objetivas: 10x e
40x).

Os ovos de Toxocara spp. recuperados do solo foram classificados em quatro
grupos: nao viaveis (parede rompida ou nao intacta), viaveis (ovos intactos com
conteudo), ovos em embrionamento (com divisdo celular) ou ovos embrionados
(contendo larva) (45). Os ovos observados foram coletados e congelados (-20 °C) em

microtubos com agua destilada para posterior caracterizacdo molecular.
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2.9 Extracédo de DNA e reacdo em cadeia da polimerase (PCR)

O DNA genbmico foi extraido de um “pool” de ovos de Toxocara spp.
recuperados do solo de cada comunidade utilizando um kit de purificacdo comercial
(PureLink™ Microbiome DNA purification kit; Invitrogen, Waltham, MA, Estados
Unidos), seguindo as instru¢gdes do fabricante, com algumas modificagdes. Os ovos
foram rompidos com auxilio de um homogeneizador de tecidos (D160 Homogenizer,
Scilogex, Rocky Hill, CT, Estados Unidos) em um microtubo contendo solugcéo tampéo
de lise, seguida de incubagdo com solugédo de proteinase K (20 uL) a 65°C por 16
horas. O DNA gendmico das amostras controle positivo foi obtido de ovos produzidos
por fémeas de adultas de T. canis e T. cati em cdes e gatos naturalmente infectados.
A concentracdo de DNA extraido foi determinada pela mensuracdo da absorbancia
(260/280 nm) em espectrofotdbmetro (NanoDrop 2000, Thermo Scientific, Waltham,
MA, Estados Unidos).

A regido do DNA ribossdmico (rDNA), compreendendo sequéncias parciais de
ITS1 e ITS2, foi analisada molecularmente com os primers previamente descritos (46)
para T. canis (Forward:5'-CTC GAG TCG ACG AAG TAT GTA C-3'; Reverse:5-AAT
TGG GCC GCC CAT CAT AC-3') e T. cati (Forward:5-GTA AGA TCG TGG CAC GCG
TAC GTA-3'; Reverse:5-TCT TTG ATG TCA AGA CTT CAG CGC-3'). As reacoes
(volume de 25 L) continham 10 uM de cada primer, 0,02 mM de nucleotideos, 30 mM
de MgClz, 2 pyL de tampao (tampédo de PCR 10x), 1 U de Tag DNA polimerase
(Invitrogen) e aproximadamente 50 ng do DNA extraido. As amplificacbes foram
realizadas em termociclador (Multigene, Labnet International, Edison, NJ, Estados
Unidos) sob as seguintes condi¢des: 94 °C por 60 s, seguido por 35 ciclos a 94 °C por
60 segundos, 55 °C por 45 segundos e 72 °C por 30 segundos, e um ciclo final a 72
°C por 5 minutos. A eletroforese (60 minutos a 80 V) foi realizada com a aplicacdo dos
produtos de PCR (25 pL) com tampao de carga 5x (4 uL) em gel de agarose a 1,5%
corado com brometo de etidio. Os produtos de amplificacdo foram visualizados sob

luz ultravioleta.

2.10 Coleta de informacgdes epidemioldgicas

Durante a coleta das amostras de sangue dos participantes humanos, um
questionario individual foi aplicado para coletar informagdes epidemiolégicas, com a
assisténcia de um tradutor indigena quando necessario. O questionario avaliou a

potencial exposicao a Toxocara spp. e incluiu informagdes sobre género, idade, nivel
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educacional, posse de animais, fontes de agua potavel, consumo de carne de caca e
de carne crua/malcozida.

Para garantir a intervencdo veterinaria e a pesquisa ética, todos os caes
amostrados (e aqueles trazidos voluntariamente e ndo amostrados) foram
examinados e receberam vacina contra raiva (Immunovet R, Biovet, Sdo Paulo, SP,
Brasil) e vacina polivalente contra cinomose, hepatite, adenovirus, parainfluenza,
parvovirus, coronavirus, Leptospira  interrogans  sorovares  Canicola,
Icterohaemorrhagiae, Copenhageni e Grippotyphosa (Poly 10, Lema-Injex Biologic,
Lagoa Santa, MG, Brasil). Os cdes também receberam tratamento anti-helmintico oral
(pamoato de pirantel associado a praziquantel), “pour-on” contra carrapatos e pulgas
(fipronil) e tratamento para sarna sarcoptica e tungiase (ivermectina) administrados

de acordo com as recomendacdes do fabricante.

2.11 Analise estatistica

A associacgao entre potenciais fatores de risco e soropositividade para Toxocara
spp. em indigenas e profissionais de saude foi testada por meio da analise univariada
usando o teste qui-quadrado ou teste exato de Fisher, conforme apropriado. Variaveis
com valor de p menor que 0,2 na andlise univariada foram submetidas a analise
multivariada (regressdo logistica). Foram calculados os valores das razdes de
chances (OR) com intervalo de confianca (IC) a 95%, e valores de p menores que
0,05 foram considerados estatisticamente significativos. A precisdo do modelo
logistico para predicao da soropositividade em indigenas e profissionais de saude foi
avaliada estimando a area sob a curva ROC (Receiver Operating Characteristic).

Todas as analises foram realizadas no programa R (versao 4.2.2) (47).

3 Resultados

Foram amostrados 463 participantes indigenas de nove comunidades das
etnias Guarani, Terena e Kaingang. Deste total, 162 individuos pertenciam a cinco
comunidades localizadas no estado do Parana e 301 individuos a quatro comunidades
do estado de Séao Paulo. Além dos participantes indigenas, 147 profissionais de saude
nao indigenas foram amostrados durante visitas a DSEI Litoral Sul.

No geral, anticorpos IgG anti-Toxocara spp. foram detectados em 342/463
(73,9%; IC 95%: 70,0-77,7) indigenas, e aqueles residentes em comunidades do

Parana apresentaram 2,72 vezes (IC 95%: 1,7-4,4; p < 0,0001) mais chances de
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soropositividade quando comparados aos do estado de Sdo Paulo. Além disso, 46/147
(31,3; IC 95%: 24,4-39,2) profissionais de saude ndo indigenas foram soropositivos,
e a maioria deles trabalhava em comunidades indigenas do estado do Parana. O teste
qui-guadrado mostrou que a soroprevaléncia em indigenas foi estatisticamente maior
(x2 = 85,53; df = 1; p < 0,0001) do que em profissionais de saude nédo indigenas
(Tabela 1).

Tabela 1. Taxas de prevaléncia (%) de anticorpos IgG anti-Toxocara spp. em populagbes

indigenas (n=463) residentes em nove comunidades dos estados do Parana e Sao Paulo,

Brasil.
Comunidades ELISA Prevaléncia (%)
indigenas positivo Participantes (IC 95%)
Parana
Tekoa Pindoty 16 22 72,7 (51,9-86,9)
Kuaray haxa 16 18 88,9 (67,2-96,9)
Araga'i 69 72 95,8 (88,5-98,6)
Tupa Nhe'e Kreta 28 29 96,5 (82,8-99,4)
Guaviraty 9 21 42,9 (24,5-63,5)
Subtotal 138 162 85,2 (78,9-89,8)
Sao Paulo
Kopenoty 78 125 62,4 (53,7-70,4)
Teregua 35 47 74,5 (60,5-84,8)
Ekerua 35 56 62,5 (49,4-74,0)
Nimuendaju 56 73 76,7 (65,8-84,9)
Subtotal 204 301 67,8 (62,3-72,8)
Total 342 463 73,9 (69,7-77,7)

3.1 Fatores de risco associados a soropositividade humana para Toxocara spp.

Os fatores de risco associados a soropositividade para Toxocara spp. nos
povos indigenas foram analisados e estdo apresentados na tabela 2. O modelo final
de regresséao logistica revelou que o consumo de agua do rio foi o Unico fator preditivo
para toxocariase humana, com risco 11,4 vezes maior (p< 0,0001; IC 95%: 4,6-37,8)
de soropositividade em comparacdo com pogos artesianos. Embora a andlise
univariada tenha incluido género na regressao logistica (p=0,1), essa variavel nao foi
considerada estatisticamente significativa no modelo final (p = 0,155). As demais
variaveis avaliadas nao foram significativas na analise univariada, incluindo idade (p=
0,542), nivel educacional (p= 0,355), consumo de carne crua/malpassada (p= 0,558),
consumo de carne de caca (p= 0,547), posse de gato (p= 0,686) e posse de cao (p=
0,349). O desempenho do modelo final de regresséo de acordo com a curva ROC
(AUC: 65,3%; IC 95%: 60,6—70,0) foi considerado razoavel.
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Tabela 2. Fatores de risco associados a soropositividade de anticorpos anti-Toxocara spp.

(IgG) em indigenas (n = 463) nos estados do Parana e S&o Paulo, Brasil, por meio de analises

uni e multivariada.

Analise Univariada

Andlise Multivariada

Positivos  Negativos OR OR
(%) (%) (IC 95%) p (IC 95%) p

Variaveis 342 (73,9) 121 (26,1)
Género 0,1
Feminino 169 (49,4) 71 (58,7) 1,0 [Referéncia] 1,0 [Referéncia]
Masculino 173 (50,6) 50 (41,3) 1,45 (0,96-2,22) 1,38 (0,89-2,12) 0,155
Idade (anos) 0,542
03 al7 104 (30,4) 33 (27,3) 1,0 [Referéncia]
18 a 26 76 (22,2) 22 (18,2) 1,09 (0,59-2,05)
27 a 40 84 (24,6) 32 (26,4) 0,83 (0,47-1,47)
41 a 89 78 (22,8) 34 (28,1) 0,73 (0,41-1,28)
Nivel educacional 0,244
lletrados 9 (2,6) 4 (3,3) 1,0 [Referéncia]
Fundamental 173 (50,6) 73 (60,3) 1,07 (0,27-3,48)
Ensino Médio 127 (37,1) 34 (28,1) 1,69 (0,42-5,64)
Superior 33(9,7) 10 (8,3) 1,47 (0,33-5,81)
Consumo de
aguado rio <0,001
N&o 245 (71,6) 117 (96,7) 1,0 [Referéncia] 1,0 [Referéncia]
Sim 97 (28,4) 4 (3,31) 11,1 (4,51-37,8) 11,4 (4,61-37,81) <0,0001
Consumo de
carne cruaou
malcozida 0,558
N&o 326 (95,3) 113(93,4) 1,0 [Referéncia]
Sim 16 (4,7) 8 (6,6) 0,69 (0,29-1,76)
Consumo de
carne de caca 0,547
Nao 154 (45,0) 59 (48,8) 1,0 [Referéncia]
Sim 188 (55,00 62 (51,2) 1,16 (0,77-1,76)
Posse de gato 0,686
Nao 183 (53,5) 68 (56,2) 1,0 [Referéncia]
Sim 159 (46,5) 53 (43,8) 1,11 (0,73-1,70)
Posse de céo 0,349
N&o 75 (21,9) 21 (17,4) 1,0 [Referéncia]
Sim 267 (78,1) 100 (82,6) 0,75(0,43-1,27)

A regressao logistica dos profissionais de saude n&o indigenas revelou maior

soropositividade nos homens (OR: 2,3; IC 95%= 1,0-5,1; p= 0,048) em comparacéo

as mulheres, e também no grupo com regime de trabalho frequente (OR: 9,2; IC 95%-=

2,3-49,9; p= 0,004) em comparagéo ao grupo com regime esporadico (Tabela 3). Uma
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tendéncia de soropositividade foi observada com o aumento da idade (p= 0,002) na

andlise univariada, mas nao foi confirmada pela regressédo logistica. O consumo de

agua nas comunidades indigenas (p= 0,289) e a ingestdo de carne crua/malcozida

(p= 1,0) ndo foram estatisticamente significativos. A curva ROC do modelo logistico

para profissionais de satde n&o indigenas (AUC: 78%; IC 95%: 70,3-85,8) apresentou

desempenho satisfatorio a bom.

Tabela 3. Fatores de risco associados a soropositividade de anticorpos anti-Toxocara (IgG)

em profissionais de saude (n = 147) dos estados do Parana e Séo Paulo, Brasil, por meio de

analises uni e multivariadas.

Resultado do ELISA

Analise Univariada

Analise Multivariada

Positivo Negativo OR OR
(%) (%) (IC 95%) p (IC 95%) p

Variaveis 46 (31,3) 101 (68,1)
Género 0,111
Feminino 22 (47,8) 64 (63,4) 1,0 [Referéncia] 1,0 [Referéncia]
Masculino 24 (52,2) 37 (36,6) 1,88 (0,92-3,84) 2,25 (1,02-5,13) 0,048
Idade (anos) 0,002
20a29 6 (13,0) 36 (35,6) 1,0 [Referéncia]
30a38 7 (15,2) 26 (25,7) 1,60 (0,47-5,65) 0,92 (0,23-3,74) 0,912
39a46 18(39,1) 18(17,8) 5,77 (2,02-18,6) 3,02 (0,84-11,7) 0,096
47 a 65 15(32,6) 21(20,8) 4,15 (1,44-13,4) 2,58 (0,74-9,67) 0,143
Regime de trabalho
nas comunidades <0,001
Esporédico
(1-2 vezes por ano) 3 (6,52) 32 (31,7) 1,0 [Referéncia] 1,0 [Referéncia]
Periddico
(1-2 vezes por més) 20 (43,5) 51(50,5) 3,98 (1,22-18,7) 3,01 (0,78-15,16) 0,135
Frequente
(5 dias por semana) 23 (50,00 18(17,8) 12,7 (3,72-61,8) 9,22 (2,27-49,28) 0,004
Consumo de agua
nas comunidades 0,289
Nao 31 (67,4) 78 (77,2) 1,0 [Referéncia]
Sim 15(32,6) 23 (22,8) 1,64 (0,74-3,55)
Ingestdo de carne
crua/malcozida 1,0
N&o 41 (89,1) 89 (88,1) 1,0 [Referéncia]
Sim 5(10,9) 12 (11,9) 0,92 (0,27-2,70)

3.2 Ovos de Toxocara spp. recuperados nas amostras de caes

Foram coletadas e analisadas 194 amostras de fezes e 204 amostras de pelo

de cées pertencentes as comunidades indigenas.
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Em relacdo as amostras de fezes, 9/194 (4,6%) estavam positivas para
Toxocara canis, das quais 3/32 (9,4%) eram de caes de comunidades do Parana e
6/162 (3,7%) de Sao Paulo (Tabela 4).

Entre as amostras de pelo, ovos de Toxocara spp. foram recuperados em 4/204
(2,0%) amostras, sendo 1/162 (0,6%) de S&o Paulo (n = 27 ovos) e 3/42 (7,1%) do
Parana (n= 7 ovos; 1 a 4 ovos por cdo). Todos os ovos recuperados foram

classificados como viaveis (ndo embrionados).

Tabela 4. Frequéncia de ovos de Toxocara spp. em amostras fecais e de pelos de cées

residentes em comunidades indigenas dos estados do Paran& e S&o Paulo, Brasil.

Amostras: positivas /total (%)

Comunidades do Paran& Fezes Pelo
Araca'f 2/20 (10,0) 2/20 (10,0)
Guaviraty 1/12 (8,3) 0/12 (0,0)
Tupa Nhe’e Kreta N.A. 1/10 (10,0)
Total 3/32(9,4) 3/42 (7,1)
Comunidades de S&o Paulo Fezes Pelo
Ekerua 1/44 (2,3) 0/44 (0,0)
Kopenoty 5/50 (10,0) 1/50 (0,0)
Nimuendaju 0/35 (0,0) 0/35 (0,0)
Teregua 0/33 (0,0) 0/33 (0,0)
Total 6/162 (3,7) 1/162 (0,6)

N.A.: ndo amostrado.

3.3 Ovos de Toxocara spp. no solo

Foram coletadas 130 amostras de solo, sendo 90 de comunidades do Parana
e 40 de S&o Paulo. No Parana, 36/90 (40,0%) amostras de solo foram positivas para
Toxocara spp. (Tabela 5). A presenca de ovos no solo foi observada apenas nas
comunidades do Parand, com maior frequéncia na comunidade de Araca'i (70,0%;
meédia de oito ovos/50 g de solo), seguida por Tupa Nhe’e Kreté (26,6%; média de um
ovo/50 g de solo) e Guaviraty (23,3%; média de um ovo/50 g de solo). De acordo com
os critérios de classificacdo, a maioria dos ovos de Toxocara spp. recuperados
(56/121; 46,3%) apresentavam larvas (ovos embrionados) ou foram classificados
como viaveis (53/121; 43,8%). Nao foram encontrados ovos de Toxocara spp. nas 40

amostras das comunidades indigenas de Sao Paulo.
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Tabela 5. Ovos de Toxocara spp. recuperados de amostras de solo coletadas em
comunidades indigenas dos estados do Parana (regido Sul) e Sdo Paulo (regido Sudeste),
Brasil, e caracteristicas morfolégicas de acordo com os critérios de Roddie et al. (45).

Comunidades Caracteristicas morfolégicas dos ovos de Toxocara spp.
Parana Positivo (%) \% NV EM E
Guaviraty 7/30 (23,3) 9 0 2 0
Araga'i 21/30 (70,0) 36 2 5 52
Tupé Nhe'e Kretd 8/30 (26,6) 6 3 0 4

Total (%) 53/121 (43,8) 5/121(4,1) 7/121(5,8)  56/121 (46,3)

Comunidades Caracteristicas morfolégicas dos ovos de Toxocara spp.
Sao Paulo Positivo (%) \% NV EM E
Kopenoty 0/10 0 0 0 0
Teregua 0/10 0 0 0 0
Ekerud 0/10 0 0 0 0
Nimuendaju 0/10 0 0 0 0

Total 0 0 0 0

V: viavel; NV: ndo viavel; EM: em embionamento; E: embrionados (contendo larva).

3.4 Deteccao Molecular (PCR)

A amplificacdo genética revelou DNA de Toxocara canis no “pool” de ovos
recuperados das amostras de solo coletadas nas comunidades indigenas do estado
do Parand, incluindo Araca'i, Guaviraty e Tupa Nhe’é Kreta.

N&o houve amplificacdo de DNA de T. cati nas amostras analisadas.

4 Discusséo

O presente estudo foi o primeiro a avaliar a soroprevaléncia e os fatores de
risco associados a toxocariase em populacdes indigenas brasileiras utilizando
abordagem em Saude Unica, incluindo cées, solo e profissionais de satde. Este
estudo revelou alta soropositividade para Toxocara spp. em individuos indigenas
(342/463; 73,9%). A taxa de soropositividade observada no presente estudo é
ligeiramente superior a soropositividade relatada em um estudo realizado em
populacdo adulta rural na regido sul do Brasil (247/344; 71,8%) (27). Residir em area
rural ja foi relatado na literatura como um fator de risco associado a soropositividade
para Toxocara spp. (OR: 1,8), corroborando os resultados de uma meta-analise (22).

Um dos fatores que pode influenciar a soroprevaléncia em uma populagéo é a
técnica utilizada para a deteccao de anticorpos. Os testes de ELISA indireto, utilizando
antigenos TES, tém sido os mais comumente empregados para avaliar o estado

epidemioldgico da toxocariase em humanos (48). O teste de ELISA empregado no
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presente estudo apresenta sensibilidade de 78,3% e especificidade de 92,3%, e
utilizou 96 amostras negativas para calcular o valor de corte acrescido de trés desvios-
padrdo, aumentando o rigor na determinacédo do teste como positivo. Além disso, a
pré-adsorcdo das amostras de soro com extrato de A. suum foi realizada para
minimizar reagdes cruzadas com outros parasitos da ordem Ascaridida (37).

A soroprevaléncia de toxocariase em populac¢des indigenas latino-americanas
foi observada em criancas (1/7; 14,3%) e em adultos (4/43; 9,3%) indigenas Warao
na Venezuela (49) e em adultos Tepehuanos (33/126; 26,2%) no México (50). Na
Colbmbia, uma alta prevaléncia (383/483; 79,3%) foi observada no povo Wiwa como
consequéncia das caracteristicas do estilo de vida indigena, incluindo a falta de
acesso a agua potavel (rios e pocos desprotegidos usados como fonte de agua) ou
instalacdes sanitarias, acesso de caes e gatos abandonados a aldeias e areas de
moradia, e consequente contaminacdo do solo e de vegetais por ovos, em clima
tropical favoravel a transmissdo de Toxocara spp. (25). Algumas populacdes
indigenas brasileiras também estdo expostas a esses fatores de risco, como
saneamento precario, 0 que pode explicar o risco de 2,72 vezes maior de
soropositividade em indigenas que vivem no estado do Parana. Em contrapartida,
comunidades do estado de Sao Paulo apresentaram maior acesso a condi¢des de
saneamento (como pocos artesianos para abastecimento de agua e fossas sépticas
para descarte de fezes) e apresentaram menor soroprevaléncia.

O modelo de regresséo logistica revelou a fonte de &gua como o unico fator de
risco para toxocariase, com 11,4 vezes mais chances de soropositividade em
indigenas que usavam o rio como principal fonte de agua. Da mesma forma, um
estudo em Moscou sugeriu que a agua é um fator de disseminacédo para ovos de
Toxocara spp., 0 que foi relacionado ao acesso de caes/gatos a reservatorios internos
usados por humanos e a ingestao acidental de agua contaminada (51). Além disso, a
alta frequéncia de ovos de T. canis observada nas comunidades do estado do Parana
pode indicar transmissao da toxocariase pela agua, além da transmisséo pelo solo, ja
gue a chuva pode carrear ovos embrionados do solo para o rio local. Ademais, um
estudo de meta-analise considerou o consumo de agua nao tratada ou néo filtrada
como um fator de risco para toxocariase humana (22), porque a filtracdo e a
sedimentacdo podem n&o ser suficientes para remover ovos embrionados de

Toxocara spp. (52). Portanto, o acesso a agua potavel limpa e instalagdes sanitarias
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adequadas podem desempenhar um papel essencial na prevencgao da toxocariase em
populac¢des indigenas.

Como observado anteriormente no Brasil (27, 53) e na Nigéria (54), a auséncia
de associacao significativa entre os fatores de risco para toxocariase (sexo, idade,
escolaridade, consumo de carne crua ou malpassada, consumo de carne de caga,
posse de cdes ou gatos) pode estar relacionada a alta soropositividade humana e
consequentes dificuldades para significancia estatistica. Apesar do alto numero
(250/463; 54,0%) de indigenas que declarou o habito de consumo de carne de caca,
apenas 24 (5,2%) relataram consumir carne crua/malpassada (16/24 soropositivos).
Assim, o tamanho amostral pode ter sido uma limitagdo para alcangar significancia
estatistica para algumas variaveis, mas devem ser interpretadas com cautela devido
a possibilidade de viés de informacao.

Outros estudos relataram que o género masculino é um fator de risco potencial
para soropositividade para Toxocara spp., particularmente em homens que sao
trabalhadores agricolas, pois estdo em contato préximo com o solo (22, 55). Embora
a principal fonte de alimento dos indigenas fosse a subsisténcia agricola, o género
nao foi estatisticamente associado a soropositividade no presente estudo. Além disso,
as proporcoes de homens (50,6%) e mulheres (49,4%) soropositivos foram
semelhantes, apontando que a exposi¢ao a toxocariase foi independente do género.
Resultados semelhantes foram observados nas popula¢des indigenas da Colémbia
(25) e do México (50). Isso pode ser explicado pelas diferentes estruturas sociais
dentro de diferentes comunidades. Além do contato com o solo durante atividades
laborais, o consumo de 4gua nao tratada também foi considerado um fator de risco
(25). Portanto, o risco de infeccdo humana por Toxocara spp. € maior em
comunidades com solo contaminado que usam fontes de agua que contém ovos do
parasito (56). Este achado pode justificar a alta exposicdo de ambos 0s sexos,
particularmente em comunidades com condi¢des inadequadas de saneamento ou que
se lavam alimentos com agua contaminada (25).

A soropositividade nao foi influenciada pela idade, corroborando os resultados
de populacdes indigenas no México (50). No entanto, esse achado diferiu daquele em
comunidades indigenas colombianas, onde uma prevaléncia maior foi observada em
adultos do que em adolescentes (25). Por outro lado, em comunidades rurais da
Amazonia brasileira, a idade acima de 14 anos foi considerada um fator de protecdo

(OR: 0,46) (57). A idade continua sendo um fator de risco controverso na toxocariase
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humana, pois individuos mais jovens podem ter maior probabilidade de serem
infectados devido a ingestéo de ovos presentes no solo contaminado ou contato com
cées e gatos (22, 58), enquanto adultos ou mais velhos podem ser soropositivos
devido a persisténcia de anticorpos e a exposi¢ao crénica ao Toxocara spp. durante
a vida (25). Os resultados sugerem que pessoas mais jovens e mais velhas
provavelmente s&o expostas a solo contaminado durante atividades recreativas e
trabalho agricola. Dessa forma, futuros estudos podem ser delineados para investigar
o impacto da idade no ciclo da doenca.

A posse de cédo ou gato ndo foi associada a soropositividade para Toxocara
spp. em indigenas, possivelmente devido a auséncia de cercas e ao uso de coleiras,
0 que resultou na presenca de cdes e gatos vadios em todas as comunidades
indigenas. Um estudo de meta-analise revelou que o contato com caes (OR =1,5) e
gatos (OR = 1,6) foi um fator de risco para a soropositividade para Toxocara spp. na
populacdo menor de 18 anos (59). A presenca de cées vadios em comunidades
indigenas aumenta o risco de exposi¢ao, como foi observado em indigenas Crees no
Canada (60). Além disso, criangas aborigenes em idade escolar que possuem céaes
no leste (61) e nordeste (23) do Taiwan apresentaram 1,8 e 3,8 vezes mais chances
de serem soropositivas, respectivamente.

A presenca de ovos de Toxocara spp. nas fezes (4,6%) e no pelo (2,0%) dos
céaes foi considerada baixa, com resultados dentro da faixa de positividade observada
nas regides Sul (1,8 a 48,9%; média 11,7%) e Sudeste do Brasil (0,7 a 39,0%; média
11,2%) (62). No entanto, outro estudo no Parand encontrou ovos de Toxocara spp.
em 12/115 (10,4%) amostras de fezes e em 22/104 (21,2%) amostras de pelo de caes
(53), indicando uma potencial subestimacdo da prevaléncia no presente estudo,
provavelmente pela amostragem de apenas cdes adultos. Cdes mais jovens podem
reduzir drasticamente a eliminacdo de ovos apés 12 semanas e, apdés 40 semanas,
cées infectados geralmente ndo apresentam nenhum sinal devido a uma resposta
imune adaptativa (8). No entanto, as mas condi¢cdes nutricionais e sanitarias
observadas nas comunidades do presente estudo podem ter predisposto caes adultos
a infeccdo por T. canis por meio do solo contaminado. O papel de raposas e caes
selvagens como potencial fonte de contaminagcéo ambiental tem sido discutido (63) e
também pode ser considerado. A possibilidade de contaminag&o do solo por ovos de

Toxocara spp. eliminados por canideos selvagens que vivem em territorios indigenas
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pode ter contribuido para o ciclo de transmissdo do parasito e pode ser melhor
investigada futuramente.

A contaminacéo do solo foi observada apenas em comunidades do estado do
Parana (23,3 a 70,0%), com alta frequéncia de ovos embrionados infectivos (56/121;
46,3%). A analise molecular de DNA dos ovos de Toxocara spp. recuperados do solo
de areas comuns revelou a presenca apenas de T. canis, provavelmente devido a alta
circulacao de cées vadios nesses ambientes. Na Pol6nia, um namero maior de ovos
de T. canis foi recuperado em areas rurais, enquanto T. cati em areas urbanas (64).
O comportamento dos gatos enterrarem suas fezes (65) pode ter influenciado a falta
de amplificacdo do DNA de T. cati no presente estudo. Este resultado deve ser
interpretado com cautela, visto que a amplificacdo do DNA por PCR foi realizada de
um pool de ovos recuperados em cada comunidade e pode nao excluir a
contaminacgdo por T. cati. Portanto, outras investigacées envolvendo amostragem de
solo nos domicilios indigenas podem ser conduzidas para elucidar a presenca de ovos
de Toxocara spp. em areas peridomiciliares.

Profissionais da salude nédo indigenas com regime de trabalho frequente,
particularmente no Parana (46/147, 31,30%), apresentaram 9,2 vezes mais chances
de serem soropositivos do que aqueles que visitavam esporadicamente as
comunidades indigenas, sugerindo exposicdo ao Toxocara spp. durante suas
atividades laborais. No entanto, os indigenas apresentaram soroprevaléncia
significativamente maior do que todos os profissionais de saude, provavelmente
devido a exposicao diaria ao Toxocara spp. ao longo do tempo. A fonte de agua de
consumo nao foi considerada um fator de risco para os profissionais de saude,
indicando a presenca de outras vias de infec¢do. Profissionais de saude do sexo
masculino apresentaram 2,3 vezes mais chances de serem soropositivos; as razdes
para as diferencas de género entre os profissionais de saude ainda nao estéo claras,
e investigacdes adicionais sobre os diferentes papeis de homens e mulheres podem
ser realizadas. No entanto, a alta soroprevaléncia observada no grupo de profissionais
da saude é uma preocupacdo de saude publica, e estudos com foco no impacto da
toxocariase nessa populacdo sao necessarios.

O presente estudo apresenta algumas limitagdes, como a inclusdo de indigenas
por conveniéncia, pois eles precisaram visitar voluntariamente a unidade de saude
local para participar. Ainda, as andlises estatisticas dos fatores de risco utilizaram

respostas de questionarios, que podem representar as percep¢des dos participantes,
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mas nao os habitos reais. O presente estudo ndo permitiu que profissionais de saude
realizassem uma auto-entrevista, pois eles podem néo ter total conhecimento sobre a
toxocariase e outras doencas tropicais negligenciadas, e também devem ser
educados em termos de seguranca alimentar e a necessidade de lavar as maos com
frequéncia. Além disso, esses profissionais podem néo ter a oportunidade de lavar as
maos com frequéncia nas comunidades, bem como a falta de higiene nas instalagdes
e de limpeza das caixas de agua. Portanto, sdo necessarios futuros estudos
delineados para avaliar o conhecimento pessoal e de higiene dos profissionais de
saude como potencial fator de risco associado a toxocariase e outras doencas
transmitidas pelo solo e pela agua.

Por fim, futuras pesquisas devem investigar o papel do Toxocara spp. em
provocar sintomas clinicos em pessoas soropositivas para identificar o impacto clinico
da toxocariase nessas comunidades. Além disso, o ELISA utilizado foi projetado para
deteccdo geral de anticorpos e nao € capaz de diferenciar infeccbes recentes e
cronicas. Devido as dificuldades de acesso as comunidades indigenas e recusa dos
indigenas em coletar amostras de fezes (mesmo com a ajuda de enfermeiros locais),
nenhum exame de fezes da populagéo indigena foi realizado para avaliar a coinfec¢éo
por Ascaris lumbricoides, o que poderia interferir nos resultados do ELISA. Embora o
western blot possa ser usado para confirmar os achados positivos do ELISA e reduzir
os resultados falso-positivos (47), o presente estudo limitou-se a deteccédo de
anticorpos por ELISA usando pré-adsorcdo para mitigar a reatividade cruzada com
este parasito (36).

Além disso, apesar dos esfor¢cos, nenhuma amostra de fezes de gato foi
coletada no presente estudo por dois motivos. Primeiro, os proprietarios indigenas se
recusaram a submeter os gatos ao estresse de captura e contencdo. Segundo, como
0s gatos eram predominantemente ferais, ndo foi possivel distinguir se as fezes
presentes no ambiente eram de cées ou gatos. A limitacao de visitas também reduziu
a possibilidade de coletar um maior nimero de amostras de solo para determinar a
frequéncia de ovos de Toxocara spp. em diferentes locais de cada comunidade. No
entanto, estudos futuros podem incluir a coleta de fezes de gato para estabelecer
completamente o papel desta espécie na toxocariase nas comunidades indigenas.

Em resumo, populacbes indigenas em todo o mundo enfrentam taxas
desproporcionalmente altas de doencas relacionadas ao meio ambiente e aos

animais. Este estudo relatou alta soroprevaléncia para Toxocara spp. em diferentes
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populacées indigenas no sul e sudeste do Brasil. Ndo surpreendentemente, a maior
soroprevaléncia de Toxocara spp. foi observada em comunidades indigenas com
condi¢cBes sanitarias precarias que utilizavam um rio local como fonte de agua de
consumo. Profissionais de saude que trabalhavam cinco dias por semana nas
comunidades indigenas tinham quase 10 vezes mais chances de serem soropositivos
do que aqueles que as visitavam esporadicamente, sugerindo exposi¢cao ao Toxocara
spp. durante atividades laborais, levantando preocupacdes com a saude. Além disso,
este estudo revelou que a soroprevaléncia foi significativamente maior em indigenas
do que em profissionais de saude, provavelmente devido a exposicdo ao Toxocara

spp. ao longo do tempo.
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ARTIGO CIENTIFICO 2 2

Alta soroprevaléncia para Toxocara spp. em uma comunidade indigena da
triplice fronteira (Brasil, Paraguai e Argentina): uma perspectiva de Saude

Unica

Resumo

A toxocariase € uma zoonose parasitaria negligenciada que afeta principalmente
populacdes vulneraveis de regides tropicais e subtropicais em todo o mundo. Além da
vulnerabilidade, comunidades indigenas existem ha muito tempo antes das areas
limitrofes, particularmente em paises da América do Sul, levando ao isolamento
cultural, preocupacfes migratorias e ambientais, ultimamente associadas a baixa
infraestrutura e falta de politicas de saude. O objetivo do presente estudo foi realizar
um levantamento soroldgico para Toxocara spp. em indigenas e pesquisar ovos do
parasito em amostras de cdes e solo de uma comunidade indigena Guarani-Mbya
localizada em uma area de triplice fronteira entre Brasil, Paraguai e Argentina. No
geral, a soropositividade foi observada em 246/258 (95,3%; IC 95%: 92,1-97,3)
indigenas, sem fatores de risco estatisticamente associados a soropositividade,
provavelmente devido a maior soroprevaléncia humana relatada até o momento em
todo o mundo. Embora ovos de Toxocara spp. tenham sido visualizados em apenas
8/124 (6,5%) amostras de fezes de cées, ovos do parasito foram recuperados em
13/42 (30,9%) amostras de solo de areas comuns e 17/32 (53,1%) peridomiciliares,
identificados molecularmente como T. canis por amplificacdo de DNA. O alto numero
de ovos infectivos de T. canis encontrados nas amostras de solo reforca o papel da
exposicao ambiental diaria na manutencdo da transmissdo da doenca dentro da
comunidade, o que pode refletir o padrdo da doenga em outras comunidades
indigenas. Além disso, o comportamento migratorio da etnia Guarani através da
triplice fronteira pode ter disseminado a infec¢éo para outras comunidades indigenas

fronteiricas do Brasil, Paraguai e Argentina.

Palavras-chave: epidemiologia; Satde Unica; Toxocara spp.; vulnerabilidade social;

Zoonoses.

2 Artigo cientifico de acordo com as normas da revista One Health.
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1 Introducéo

Parasitos do género Toxocara tém sido patdégenos zoondticos de importancia
socioeconbémica [1], com impacto econémico da toxocariase estimado em 2,5 bilhdes
de dolares por ano, geralmente relacionado a custos de tratamento médico e perda
de renda dos acometidos [2]. Embora subestimada, aproximadamente um quinto da
populacao global pode estar infectada por T. canis e T. cati [3], nematédeos comuns
em cées e gatos, respectivamente [4].

A infecgdo humana comumente ocorre pela ingestdo acidental de ovos
embrionados de Toxocara spp. presentes no solo [5] ou pelo consumo de carne crua
ou malcozida de hospedeiros paraténicos, principalmente bovinos e aves [6]. ApGs a
ingestao, as larvas L3 séo liberadas do ovo ou da carne, penetram a parede do
intestino delgado, acessam a circulagdo sanguinea e migram pelo corpo,
potencialmente invadindo os érgdos [5]. Embora sejam raros, dois casos congénitos
de toxocariase foram relatados na literatura até o momento [7,8].

Embora as infec¢cdes humanas sejam principalmente subclinicas, as larvas de
Toxocara spp. podem desencadear inflamacéo local associada a eosinofilia com
aumento da producao de citocinas e anticorpos especificos [9]. A patologia clinica da
toxocariase varia de acordo com a forma e a intensidade da infeccéo, juntamente com
a localizacéo das larvas e a idade do hospedeiro [10]. A forma visceral da toxocariase
pode ocasionar lesBes hepaticas [11,12], pulmonares [13,14] e cardiacas [15], ou
resultar em morte [16]. A toxocariase ocular pode levar a granuloma periférico ou
posterior, endoftalmite, distorcbes e descolamento da retina, estrabismo e cegueira
[17,18]. A neurotoxocariase também pode ocasionar manifestacbes neuroldgicas,
como meningite, encefalite, mielite, vasculite cerebral, convulsdes e cefaleia [19,20].

A toxocariase é uma zoonose parasitaria negligenciada que tem impactado
comunidades mais pobres [4] de regides tropicais e subtropicais em todo o mundo [9],
podendo afetar desproporcionalmente popula¢des indigenas que vivem em situacao
de pobreza [21]. As populacbes indigenas brasileiras tém sido historicamente
conquistadas, dizimadas e translocadas para areas geograficas remotas,
principalmente para unidades de conservacéo, carentes de saneamento basico, agua
potavel e assisténcia veterinaria para animais de estimacédo e gado, resultando em
exposicdo a agentes zoonoticos e desvantagem socioecondmica, quando

comparadas a outras etnias brasileiras [22].
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Nenhuma espécie nativa domesticada foi encontrada no Brasil na época das
invasdes europeias no inicio do século XVI, demonstrando que as comunidades
indigenas brasileiras podem nunca ter domesticado espécies nativas durante 20 a
30.000 anos de existéncia [23]. Dessa forma, cdes e gatos domeésticos podem ter
trazido novos patdgenos e estabelecido novos ciclos de doencas, impactando a saude
indigena. Além da vulnerabilidade inerente, comunidades indigenas localizadas em
areas limitrofes de paises em desenvolvimento podem estar expostas a indices de
desenvolvimento humano ainda mais baixos, associados a preocupa¢des ambientais,
fluxo migratorio e politicas de salude, o que pode apresentar fragilidades na
perspectiva de Satde Unica [24].

Diante deste cenario, recentemente nosso grupo de pesquisa detectou alta
exposicdo a Toxocara spp. (73,9%; IC 95%: 70,0—77,7) em populacdes indigenas que
vivem no sul e sudeste do Brasil, incluindo a recuperacéo de ovos de Toxocara spp.
em 9/194 (4,6%) amostras de fezes e em 4/204 (2,0%) amostras de pelos de caes,
com deteccdo de ovos em 36/90 (40,0%) amostras de solo de areas comuns,
identificamos molecularmente como T. canis [25]. No entanto, até 0 momento nenhum
estudo avaliou comunidades indigenas que vivem em areas limitrofes brasileiras.
Dessa forma, o presente estudo avaliou uma grande comunidade indigena localizada
perto da triplice fronteira do Brasil, Argentina e Paraguai, avaliando a soroprevaléncia
humana e potenciais fatores de risco associados a soropositividade, a infeccdo de

cées e a contaminacdo do solo sob a perspectiva de Satde Unica.

2 Materiais e Métodos
2.1 Aspectos éticos

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Satde Humana do Ministério
da Saude do Brasil (protocolo 52039021.9.0000.0102) e pela CEUA (protocolo
namero 033/2021) da Universidade Federal do Parana, Brasil. O presente estudo
também foi aprovado pelo Comité Assessor de Pesquisa Institucional e pela CEUA da

Unoeste (projeto 7994).

2.2 Desenho do estudo
Este foi um estudo soroepidemiolégico transversal baseado em uma
abordagem “One Health” para toxocariase em uma comunidade indigena clinicamente

saudavel (assintomatica), localizada em uma area de trés fronteiras entre o Brasil,
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Argentina e Paraguai. A comunidade indigena Ocoy foi escolhida com base em sua
alta vulnerabilidade devido a &rea de embarque de trés paises altamente povoada
(comércio, contrabando e trafico), translocacao forcada de seu desembarqgue original
apos a inundacdo da barragem, habitos de higiene precarios, ambiente insalubre
(agua da barragem ndo potavel) e habitada principalmente por individuos que falam
apenas 0 guarani (tradutor necessario). A selecao foi feita pelo Distrito Sanitario
Especial Indigena (DSEI) Litoral Sul, Secretaria Especial de Saude Indigena (SESAI)
e Ministério da Saude do Brasil, entre 150 comunidades indigenas com cerca de 20
mil indigenas vivendo nos estados do Parana, Sdo Paulo e Rio de Janeiro. Além disso,
como parte das atribuicdes oficiais do Sistema Unico de Salde (SUS), essa
comunidade indigena foi considerada prioritaria para a abordagem Satde Unica
devido a alta presenca de cdes e gatos abandonados, ndo castrados, nao

vermifugados e ndo vacinados.

2.3 Area do estudo

O presente estudo foi realizado na comunidade indigena Ava Guarani Tekoha
Ocoy (Figura 1), da etnia Guarani, subgrupo Mby4, localizada em Santa Rosa do Ocoi,
distrito do municipio de S&o Miguel do Iguacu, extremo Oeste do estado do Parana,
Brasil, fazendo fronteira com a Argentina ao sul, distante 10 km a oeste do Paraguai

e 40 km até a triplice fronteira Brasil, Paraguai e Argentina.

2.4 Caracteristicas da populacao

Historicamente, os grupos étnicos Guarani foram marcados por ondas
migratorias pelo Brasil, Paraguai e Argentina entre 1800 e 1900, relacionadas a
invasdes europeias, aspectos religiosos e exploracdo de subsisténcia. Como
resultado dessa dispersédo, os Guarani alcancaram as areas de Mata Atlantica da
costa sul e sudeste do Brasil no inicio de 1900 [26]. Trés grandes grupos da etnia
Guarani, denominados Mbya, Kaiowa e Nhandeva, se estabeleceram, diferenciando-
se entre si por costumes, dialetos, rituais e ocupacao de terras [27].

A comunidade Guarani Mbya tem se mantido tradicionalmente por meio da
subsisténcia com recursos naturais. A alta mobilidade populacional entre as
comunidades Guarani € conhecida como tekoa ("lugar bom para viver" ou "lugar do

jeito Guarani de ser"), historicamente conduzida por quarenta a cem individuos na
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época para fins religiosos e rituais, além da troca de matérias-primas, artesanato e
produtos agricolas [27,28].

A nacdo Guarani Ava Mbya pesquisada no presente estudo foi removida de
suas terras ancestrais na fronteira entre Brasil e Paraguai pelo governo militar no inicio
da década de 1970, que foram submersas devido a construcdo da hidrelétrica
binacional de Itaipu, juntamente com a maior barragem de usina hidrelétrica artificial
do mundo (e atualmente a terceira) na época [29]. A comunidade indigena foi
parcialmente realocada para uma area de barragem a beira do lago de 251 hectares,
lutando com sua crescente populacéo (atualmente 800 habitantes) vivendo em um
territério insuficiente e com a falta de 4gua potavel, visto que o lago local se tornou
inadequado para consumo, tomar banho e pescar, devido a poluicdo por residuos

sélidos e pesticidas [29].

Brasil
Paraguai . Aldeia Ocoy
" Foz do Iguagu A
Curitiba
Argentin

300 km

Longitude

Figura 1. Localizacdo da comunidade indigena Ava Guarani Tekoha Ocoy, situada no estado

do Paran4, na regido da triplice fronteira Brasil, Paraguai e Argentina.
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2.4 Amostragens e testes

2.4.1 Humanos

A amostragem de indigenas foi realizada por conveniéncia ap0s assinatura do
termo de consentimento e preenchimento de um questionario epidemioldgico.
Amostras de sangue (10 mL) foram coletadas por punc¢ao venosa utilizando tubos a
vacuo sem anticoagulante, realizada por enfermeiros certificados. Os tubos foram
mantidos em temperatura ambiente (25 °C) até a formacao de coagulos visiveis e, em
seguida, centrifugados (800 g por cinco minutos). As amostras de soro obtidas foram
congeladas (-20 °C) até realizacdo de ELISA para deteccao de IgG anti-Toxocara spp.

Os fatores de risco associados a soropositividade para Toxocara spp. foram
avaliados por meio das respostas ao questionario aplicado aos indigenas
participantes. O questionario incluiu perguntas sobre género, idade, escolaridade,
fonte de agua, consumo de carne crua ou malpassada, consumo de carne de caca,
hébito de roer unhas, contato com o solo e posse de cées e gatos.

Para realizac&o da sorologia, todas as amostras de soro foram pré-adsorvidas
com extrato de parasitos adultos de Ascaris suum, seguindo um protocolo
previamente estabelecido [30], melhorando a especificidade do ensaio e evitando
reatividade cruzada com outros antigenos ascarideos [31], apresentando
sensibilidade de 78,3% e especificidade de 92,3% [32,33].

A preparacdo do antigeno TES para o ELISA foi conduzida utilizando um
concentrado de proteinas de larvas eclodidas de ovos de T. canis coletados de fémeas
adultas do parasito, conforme descrito na literatura [30]. O ELISA foi realizado em
microplacas de poliestireno de 96 poc¢os (Corning, Costar, Nova York, EUA) revestidas
com antigenos TES (1,9 ug/uL por pogo) em tampao carbonato-bicarbonato (0,06 M)
a pH 9,6 por 1 hora a 37 °C e 18 horas a 4 °C. As placas foram lavadas (PBS-T) e
bloqueadas com solugcéo comercial de PBS-T com leite desnatado por 1 hora a 37 °C.
Ap6s uma lavagem tripla com PBS-T de 5 minutos, as amostras de soro pré-
adsorvidas foram adicionadas em duplicata e as placas incubadas por 1 hora a 37 °C.
O anticorpo anti-lgG humano (especifico para Fc) produzido em cabras (Sigma
A6029) na diluicdo de 1:10.000 foi adicionado (1 hora a 37 °C), seguido por outra
lavagem tripla de 5 minutos. A reacéo foi revelada usando substrato o-fenilenodiamina
(0,4 mg/mL, Sigma) e interrompida pela adi¢cdo de acido hiposulfuroso (H,SO, 2 N).

Controles positivos e negativos foram incluidos em cada placa. A absorbancia

foi lida a 492 nm, e o ponto de corte foi definido como a absorbancia média de 96
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soros de controle negativo mais trés desvios-padrdo. Os niveis de anticorpos foram
calculados como a razdo entre os valores de absorbancia de cada amostra e o valor

de corte fixado em 0,314.

2.4.2 Cées

Amostras de fezes e de pelo foram coletadas por conveniéncia de cédes da
comunidade indigena. As fezes foram coletadas da ampola retal e armazenadas em
tubos graduados (50 mL) contendo solugdo de formalina a 10%, seguidas de
refrigeracao (4 °C) até o exame microscopico. Apds a coleta de fezes, amostras de
pelo foram coletadas das regides perineal e lombar com laminas de bisturi e colocadas
em tubos graduados individuais (50 mL) mantidos sob refrigeracdo (4 °C) até o
processamento.

As amostras de fezes foram processadas pela técnica de flutuagcdo com
solucao hipersaturada de cloreto de sodio (NacCl) (d = 1,20 g/cm3). As amostras foram
misturadas a solucéo de NacCl, filtradas e transferidas para recipientes limpos cobertos
com uma lamina. Apds 5 minutos de flutuacdo, as laminas foram analisadas em
microscopia Optica com aumento de 10x para deteccdo de ovos de Toxocara spp.

As amostras de pelo foram processadas seguindo um protocolo previamente
descrito com modificagbes [34]. Em resumo, as amostras foram mantidas em
overnight com agua destilada (20 mL) e detergente aniénico Tween 80 a 5% (0,2 mL),
sendo posteriormente homogeneizadas novamente apds a adicdo das mesmas
quantidades de 4gua destilada e detergente. A mistura foi filtrada em tamises de malha
metdlica (300, 212 e 38 ym) em agua corrente por 5 minutos. O material retido no
altimo tamis (38 um) foi examinado microscopicamente (aumentos: 10x e 40x) para

deteccgéo de ovos de Toxocara spp.

2.4.3 Solo

2.4.3.1 Amostragens e processamento

Amostras de solo foram coletadas aleatoriamente em areas comuns (escola,
parquinho, casa de reza, posto de saude, trilha e campos de jogos) e em areas
peridomiciliares da comunidade indigena. O nimero de amostras coletadas em cada
local foi determinado pelas caracteristicas da area circundante, evitando areas com

presenca de grama ou fezes.
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O solo foi coletado de 5 a 15 cm de profundidade, acondicionado em sacos
plasticos individuais e refrigerado (4°C) até o processamento [35]. As amostras foram
processadas para recuperacdo de ovos de Toxocara spp. combinando alguns
protocolos descritos anteriormente [35,36]. Cada amostra de solo foi pesada (20 g) e
mantida “overnight” com detergente aniénico Tween 80 a 5% (100 mL). Em seguida,
0 sobrenadante foi descartado e a amostra recebeu adicdo de mais detergente (100
mL). O solo foi filtrado em tamises de malha metalica (300, 212, 90 e 38 um) em agua
corrente e o material retido no ultimo tamis (38 um) foi coletado e submetido a um
método de centrifugo-flutuacdo com solucao de sulfato de zinco (d = 1,35 g/cm3). O
material flutuado foi transferido para tubos de 15 mL, preenchidos com agua destilada
e centrifugado a 873 g por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado e o processo de
lavagem foi repetido mais duas vezes para remocéao do sulfato de zinco. Por fim, todo
o pellet foi examinado em microscopia oOptica (aumentos: 10x e 40x). Os ovos de
Toxocara spp. recuperados do solo foram classificados (néo viaveis, viaveis, em
embrionamento ou embrionados) [37] e coletados com auxilio de micropipeta de 25
uL e congelados (-20 °C) em microtubos com agua destilada para posterior extracao
de DNA.

2.4.3.2 Caracterizagcdo molecular

A caracterizacdo molecular dos ovos de Toxocara spp. recuperados do solo foi
realizada de acordo com um protocolo previamente descrito [25,38]. “Pools” de ovos
de Toxocara spp. recuperados das amostras de solo foram agrupados de acordo com
os locais de coleta, rompidos usando um homogeneizador de tecidos (Scilogex D160,
Rocky Hill, CT, EUA) e incubados a 65 °C por 16 horas com 20 yL de solucéo de
proteinase K. Em seguida, o DNA gendmico foi extraido seguindo as instrucdes do
fabricante de um kit comercial (PureLinkTM Microbiome DNA purification Kit,
Invitrogen, Waltham, MA, EUA). Para as amostras controle positivo, 0 DNA gendmico
foi extraido de ovos coletados de parasitos fémea de T. canis e T. cati. A concentracao
de DNA extraida foi verificada usando espectrofotbmetro por absorbancia a 260/280
nm (NanoDrop 2000, Thermo Scientific, Waltham, MA, EUA).

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) foi realizada com alvo nas
sequéncias de ITS1 e ITS2 da regido do rDNA, usando os pares de primers descritos
anteriormente [39] para T. canis (Forward: 5-CTCGAGTCGACGAAGTATGTAC-3
Reverse: 5-AATTGGGCCGCCCATCATAC-3') e T. cati (Forward: 5'-
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GTAAGATCGTGGCACGCGTACGTA-3; Reverse: 5'-
TCTTTGATGTCAAGACTTCACGGC-3').

Cada reacédo de PCR foi preparada com 10 uM dos primers forward e reverse,
0,02 mM de desoxinucleotideo, 30 mM de MgCI2, 2 uL de tampéo (tampéao PCR 10x),
1 U de Tag DNA polimerase (Invitrogen) e aproximadamente 50 ng do DNA extraido.
Agua livre de RNAse foi adicionada as reacbes em quantidade suficiente para
completar o volume de 25 uL por reacdo. A PCR foi realizada em termociclador
(Multigene, Labnet International, Edison, NJ, EUA) sob as seguintes condicdes:
desnaturacao inicial a 94 °C por 60 segundos; seguida por 35 ciclos a 94 °C por 60
segundos, 55 °C por 45 segundos e 72 °C por 30 segundos; e um ciclo final a 72 °C
por 5 minutos. Os amplicons foram visualizados em gel de agarose a 1,5% corado

com brometo de etidio sob luz ultravioleta apos eletroforese (80 V por 60 minutos).

2.6 Analise estatistica

As informacdes socioepidemioldgicas coletadas nos questionarios foram
tabuladas e categorizadas usando um software comercial (Excel, versdo 2401,
Microsoft Co., Redmond, WA, EUA) e as analises estatisticas foram conduzidas no
software R versédo 4.2.2 [40]. A analise univariada foi realizada usando o teste qui-
guadrado ou teste exato de Fisher para avaliar potenciais fatores de risco associados
a soropositividade para Toxocara spp. nos indigenas. O valor da razdo de chances
(OR) de cada variavel avaliada foi calculado com intervalos de confianca a 95%,
considerando um valor de p menor que 0,05 como estatisticamente significativo. Os
testes de Fisher e Mann-Whitney foram aplicados para a comparacdo de amostras
positivas de solo e o nUmero de ovos de Toxocara spp. recuperados dessas amostras.

3 Resultados
3.1 Humanos

Um total de 246/258 indigenas (95,3%; IC 95%: 92,1-97,3) apresentaram
sorologia positiva para Toxocara spp. De todos os participantes, 160/258 (62,0%)
eram mulheres e 98/258 (38,0%) homens. A idade variou de 2 a 101 anos (mediana:
18 anos), sendo que participantes com idade menor ou igual a 18 anos representaram
51,6% (133/258), enquanto 45,3% (117/258) tinham mais de 18 anos. Alguns

participantes (8/258; 3,1%) nao souberam informar sua idade ou data de nascimento.
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Em relacdo a escolaridade, 107/258 (41,5%) participantes relataram ter
estudado até o ensino fundamental, e 150/258 (58,1%) possuiam, pelo menos, o
ensino fundamental completo. Os habitos comportamentais e alimentares revelaram
que 103/258 (39,9%) individuos tinham o habito de consumir carne de caca, enquanto
21/258 (8,1%) relataram consumir carne crua ou malpassada. O consumo de agua de
poco artesiano foi relatado por 65/258 (25,2%) individuos, enquanto a maioria
(184/258; 71,3%) relatou o uso de outras fontes, como agua de rio e nascente. Além
disso, 227/258 (88,0%) participantes declararam possuir cao e 135/258 (52,3%) gato.
O comportamento de roer unhas foi relatado por 108/258 (41,9%) individuos.

A analise univariada foi realizada para avaliar a associacdo entre a presenca
de anticorpos anti-Toxocara spp. e as variaveis estudadas. No entanto, nenhuma

variavel foi considerada estatisticamente significativa (Tabela 1).

3.2 Cées
A técnica de flutuacéo utilizada para o processamento de fezes de cées revelou
a presenca de ovos de Toxocara spp. em 8/124 (6,5%) amostras. Nenhum ovo de

Toxocara spp. foi recuperado das amostras de pelo.

3.3 Solo

No geral, ovos de Toxocara spp. foram recuperados em 30/74 (40,5%)
amostras de solo, sendo 13/42 (30,9%) amostras de areas comuns e 17/32 (53,1%)
de 16 domicilios (2 amostras por casa). Ovos de Toxocara spp. foram encontrados
em amostras de solo de todas as seis areas comuns (escola, parquinho, posto de
saude, campos de jogos, trilha e casa de reza) e em 11/16 (68,7%) casas avaliadas.

Um total de 388 ovos de Toxocara spp. (média de 5 ovos/20 g de solo) foram
recuperados de amostras de solo, sendo a maioria classificada como embrionados
(303/388; 78,0%) contendo larva, seguido por ovos viaveis (53/388; 13,6%), nao
viaveis (19/388; 4,9%) e em embrionamento (13/388; 3,3%). Um numero maior de
ovos de Toxocara spp. foi recuperado de areas residenciais (370 ovos no total; média
de 11 ovos/20 g de solo) do que de areas comuns (18 ovos no total; média de 0,4
ovos/20 g de solo).

N&o houve diferenca estatistica na comparacao entre a proporgdo de amostras

de solo positivas em areas comuns e em areas domiciliares (p=0,061). No entanto, o
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namero de ovos de Toxocara spp. recuperados dos domicilios foi significativamente
maior do que das areas comuns (p=0,001).

Um “pool” dos ovos de Toxocara spp. recuperados do solo em cada area
positiva (n = 17) foi submetido a extracdo de DNA e PCR convencional para T. canis
e T. cati. Apenas DNA de T. canis foi amplificado em 13 dos 17 locais positivos. Nos
4 locais restantes, nao foi detectado DNA de T. canis nem de T. cati, apesar de terem
sido considerados positivos pela analise microscopica. O numero de ovos de
Toxocara spp. encontrados em cada local e o resultado da PCR convencional estdo

apresentados na tabela 2.

Tabela 1. Associagéo entre a presenca de anticorpos anti-Toxocara spp. (IgG) no ELISA e
caracteristicas dos individuos indigenas (n = 258), em uma comunidade de uma &rea de

triplice fronteira no sul do Brasil, por analise univariada.

Positivo Negativo Analise univariada
n (%) n (%)
246 (95,3) 12 (4,7) OR (IC 95%)
Variaveis
Género 0,77
Feminino 153 (62,2) 7 (58,3) 1,0 [Referéncia]
Masculino 93 (37,8) 5(41,7) 0,84(0,26-3,01)
Idade (anos) 0,065
Até 18 123 (51,7) 10 (83,3) 1,0 [Referéncia]
19 ou mais 115 (48,3) 2(16,7) 4,39(1,11-31,8)
Nivel educacional 0,246
Ensino médio ou acima 145 (59,2) 5(41,7) 1,0 [Referéncia]
Até o fundamental 100 (40,8) 7 (58,3) 0,50(0,14-1,64)
Fonte de agua 0,194
Pocos artesianos 64 (27,0) 1(8,33) 1,0 [Referéncia]
Outros/rio 173 (73,0) 11 (91,7) 0,28(0,01-1,49)
Consumo de carne de
caca 1
N&o 64 (26,7) 3(27,3) 1,0 [Referéncia]
Sim 176 (73,3) 8 (72,7)  1,06(0,22-3,89)
Consumo de carne
crua/malpassada 1
N&ao 197 (83,8) 10 (83,3) 1,0 [Referéncia]
Sim 38 (16,2) 2(16,7) 0,91(0,22-6,70)
Posse de céo 1
N&o 28 (11,5) 1(8,33) 1,0 [Referéncia]
Sim 216 (88,5) 11 (91,7) 0,79(0,03-4,36)
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Posse de gato 0,624
Nao 114 (46,7) 7 (58,3) 1,0 [Referéncia]
Sim 130 (53,3) 5(41,7) 1,58(0,48-5,63)
Onicofagia 0,183
Nao 134 (57,3) 4(33,3) 1,0 [Referéncia]
Sim 100 (42,7) 8 (66,7) 0,38 (0,10-1,27)
Contato com solo 1
Nao 24 (10,1) 1(8,33) 1,0[Referéncia]
Sim 214 (89,9) 11 (91,7) 0,91 (0,04-5,08)

Tabela 2. Ovos de Toxocara spp. recuperados de amostras de solo coletadas em areas
comuns e domiciliares em uma comunidade indigena de uma area de triplice fronteira no sul
do Brasil de acordo com caracteristicas morfolégicas e resultados de PCR para T. canis.

Classificagdo morfolégica dos ovos

Amostras de Toxocara spp. eggs recuperados

positivas/ do solo (n= 388 ovos) Resultado
Areas comuns total (%) V NV EM E PCR
Escola 4/6 (66.6) 1 2 0 1 positivo
Parquinho 2/6 (33.3) 4 0 0 0 positivo
Posto de saude 1/6 (16.6) 0 1 0 0 negativo
Campos de jogos 1/15 (6.6) 0 1 0 0 positivo
Casa de reza 2/5 (40.0) 0 2 0 0 positivo
Trilha 3/4 (75.0) 2 4 0 0 negativo
Total 13/42 (30.9) 7 10 0 1
Areas domiciliares v NV EM E
Casal 0/2 (0.0) 0 0 0 0 -
Casa 2 2/2 (100.0) 3 1 4 0 positivo
Casa 3 1/2 (50.0) 0 1 0 1 positivo
Casa 4 1/2 (50.0) 0 1 0 0 positivo
Casa 5 0/2 (0.0) 0 0 0 0 -
Casa 6 0/2 (0.0) 0 0 0 0 -
Casa7 1/2 (50.0) 0 1 0 0 negativo
Casa 8 0/2 (0.0) 0 0 0 0 -
Casa9 2/2 (100.0) 20 1 4 59 positivo
Casa 10 2/2 (100.0) 5 0 3 13 negativo
Casa 11 1/2 (50.0) 0 0 1 0 positivo
Casa 12 2/2 (100.0) 6 2 1 217 positivo
Casa 13 2/2 (100.0) 12 0 0 0 positivo
Casa 14 0/2 (0.0) 0 0 0 0 -
Casa 15 1/2 (50.0) 0 2 0 0 positivo
Casa 16 2/2 (100.0) 0 0 0 12 positivo
Total 17/32 (53.1) 46 9 13 302

*V: vidvel; NV: ndo viadvel; EM: em embrionamento; E: embrionados (contendo larva).

4 Discussao

O presente estudo avaliou a toxocariase humana, a infeccdo de cées e a

contaminacdo do solo em uma comunidade indigena com alto fluxo migratério,



334
335
336
337
338
339
340
341
342
343
344
345
346
347
348
349
350
351
352
353
354
355
356
357
358
359
360
361
362
363
364
365
366

52

localizada proxima a triplice fronteira entre Brasil, Paraguai e Argentina, com base na
perspectiva de Saude Unica. De acordo com o conhecimento dos autores, até o
momento, a soroprevaléncia humana para Toxocara spp. (95,3%) observada no
presente estudo foi a mais alta relatada em todo o mundo, superando outras taxas
mais altas, incluindo 359/387 (92,8%) individuos na Africa [41]; 172/208 (82,7%)
quilombolas no Brasil [42]; e 383/483 (79,3%) indigenas da comunidade Wiwa na
Colémbia [43]. A soroprevaléncia também foi maior do que a soropositividade geral
de 73,9% (342/463) relatada por nosso grupo de pesquisa em nove comunidades
indigenas distribuidas no sul e sudeste do Brasil [38].

O alto nimero de indigenas soropositivos no presente estudo indicou um alto
nivel de exposi¢do ao Toxocara spp., 0 que prejudicou a avaliacao e o teste de fatores
de risco associados. A exposi¢do ao Toxocara spp. tem sido associada a areas rurais
[3], e populacbes dessas areas no Brasil apresentaram amplas taxas de
soropositividade, variando de 14,4% [44] a 71,8% [45], relacionadas a baixos padroes
de vida e falta de condicbes sanitérias basicas, o que pode predispor a transmissao
da toxocariase [25,46,47]. Além disso, as comunidades indigenas Guarani
apresentam taxas de mortalidade causadas principalmente por causas evitaveis
(51,6%), incluindo doencas respiratorias (40,6%), infecciosas e parasitarias (18,8%),
indicando maior exposi¢cdo de povos indigenas a doenca quando comparados a
populacdo em geral [48]. Neste estudo, as desigualdades em saude incluiram falta de
agua potavel, condicbes de saneamento inadequadas e acesso limitado de
assisténcia a saude [48]. Portanto, esse padrdo distinto da populagédo indigena
Guarani pode ter contribuido com o aumento da exposicdo ao Toxocara spp. €
potencialmente a outros helmintos transmitidos pelo solo.

Outras varidveis também sdo associadas a toxocariase, como género
masculino [42], idade mais jovem [3,50], baixo nivel educacional [51-53], baixa renda
[54], habitos alimentares [55,56] e contato com o solo [50,57,58]. Embora um
guestionario epidemioldgico individual tenha sido aplicado para identificar possiveis
fatores de risco associados a soropositividade na comunidade estudada, a alta
prevaléncia de 95,3% comprometeu a comparagcao estatistica entre 0os grupos e a
avaliacdo da associacdo entre soropositividade e variaveis epidemiolégicas. No
entanto, a alta soroprevaléncia alerta para a exposi¢cao grave e 0s potenciais riscos a

saude enfrentados por esta populagédo vulneravel. Apesar da alta soroprevaléncia



367
368
369
370
371
372
373
374
375
376
377
378
379
380
381
382
383
384
385
386
387
388
389
390
391
392
393
394
395
396
397
398
399
400

53

para Toxocara spp. observada no presente estudo, os individuos foram considerados
clinicamente saudaveis no momento da amostragem.

Embora o teste de ELISA tenha sido amplamente utilizado em estudos de
soroprevaléncia para a detecgdo de anticorpos anti-Toxocara, com sensibilidade de
78,3% e especificidade de 92,3% [32,33], a reacdo cruzada com outros ascarideos
pode levar a resultados superestimados ou subestimados, enviesando a comparacao
entre estudos sorologicos. O protocolo utilizado no presente estudo adotou a pré-
adsorcao das amostras de soro com extrato de A. suum para reduzir a reatividade
cruzada com outros ascarideos, incluindo A. lumbricoides [31]. Este protocolo também
tem sido utilizado para avaliar a soropositividade em diferentes populagdes, inclusive
em pesquisas com pessoas gque vivem em assentamentos rurais [44,46,52], criancas
[49], doadores de sangue adultos [59], pessoas em situacdo de rua [25], indigenas
[38], mulheres privadas de liberdade [60], quilombolas [42] e gestantes [58,61], com
soropositividade variando de 11,1% [49] a 82,7% [60].

Ovos de Toxocara spp. séo comumente encontrados nas fezes de caes e gatos
infectados, contaminando o solo de areas onde esses animais estdo presentes [5].
Nesse contexto, o contato com o solo tem sido considerado um importante fator de
risco para toxocariase [3,41,49,50], pois os ovos de Toxocara spp. podem sobreviver
no solo por varios anos sob condi¢des favoraveis de temperatura e umidade [62]. Esse
fato é particularmente relevante para individuos que vivem em areas rurais, trabalham
em atividades agricolas e para criancas que brincam no solo [41,50,63]. A
contaminacgao do solo por ovos de Toxocara spp. ja foi relatada em areas rurais [64],
comunidades indigenas [38] e quilombolas [42]. No presente estudo, ovos do parasito
foram encontrados em 40,5% (30/74) das amostras de solo analisadas, em uma taxa
semelhante a de 40,0% (36/90) observada anteriormente em amostras de solo
coletadas de areas comuns em nove comunidades indigenas dos estados do Parana
e Sao Paulo [38]. No presente estudo, além das amostras de areas comuns, amostras
peridomiciliares também foram avaliadas, resultando em mais da metade das
amostras (53,1%; 17/32) contaminadas, apresentando um numero maior de ovos
infecciosos em areas domiciliares do que em areas comuns. A caracterizacao
molecular dos locais positivos revelou apenas DNA de T. canis, como detectado
anteriormente em comunidades indigenas do sul do Brasil [38]. No presente estudo,
apesar das propor¢cfes semelhantes de amostras positivas, as areas domiciliares

apresentaram maior quantidade de ovos de T. canis do que as areas comuns. Como
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nenhuma espécie domesticada estava presente em comunidades indigenas
brasileiras antes das invasdes europeias no inicio dos anos 1500 [23], a toxocariase
na comunidade pode ter sido consequéncia direta da presenca de caes e gatos em
comunidades indigenas, o que pode ter prejudicado, juntamente com outras causas,
o equilibrio da Saude Unica.

O uso de &gua nao filtrada tem sido considerado um fator de risco para
toxocariase, pois a dgua pode estar contaminada com ovos infectivos de Toxocara
spp. [50]. Comunidades indigenas brasileiras com infraestrutura sanitaria inadequada
apresentaram 2,72 vezes mais chances de serem soropositivas, e 0 uso de agua de
rio em vez de pogos artesianos aumentou em 11,4 vezes o risco de soropositividade
nessas populacdes [38]. No presente estudo, apesar de a fonte de agua néo ter sido
identificada como um fator de risco, a maioria dos indigenas (71,3%) relatou o
consumo dessas fontes de risco como agua de rio e nascente, indicando a fonte de
agua como uma potencial contribuicdo para a alta soropositividade humana.

O contato direto com cédes e gatos, especialmente aqueles ndo vermifugados
ou limpos regularmente, pode aumentar o risco de toxocariase humana, uma vez que
ovos de Toxocara spp. presentes nas fezes e no pelo de animais podem ser fontes de
infeccdo [34,37,65]. Neste estudo, nenhum ovo de Toxocara spp. foi recuperado das
amostras de pelo dos cées, indicando que o contato direto com a pelagem desses
animais pode ndo ser uma via de transmissdo importante na comunidade indigena
estudada. Os resultados do presente estudo corroboraram os de comunidades
quilombolas no Brasil, onde nenhuma amostra positiva de pelo de cées foi observada
[42]. No entanto, 22/104 (21,15%) amostras de pelo de caes apresentaram ovos de
Toxocara spp. em comunidades litoraneas do sul do Brasil [66].

Apenas 8/124 (6,45%) amostras de fezes de cées foram positivas para
Toxocara canis, semelhante a 9/194 (4,6%) amostras positivas de outras
comunidades indigenas [38]; 5/96 (5,2%) em comunidades quilombolas [42]; e 12/115
(10,43%) em areas litoraneas no Brasil [66]. Apesar da baixa frequéncia de Toxocara
spp. nas fezes dos caes avaliados, o resultado pode ter sido subestimado, uma vez
que os filhotes ndo foram amostrados devido a razdes de bem-estar animal. Os
filhotes tém maior quantidade de parasitos adultos de Toxocara canis em seus
intestinos (80%) em comparacgdo aos adultos (22,5%) [37], principalmente devido a
transmissao transplacentaria, onde a infec¢do pode passar verticalmente da mée para

os filhotes antes do nascimento [67].
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Como limitagcdo, a coleta de fezes de gatos néo foi realizada no presente
estudo. Os gatos da comunidade estudada eram, em sua maioria, gatos selvagens e
de vida livre. Dessa forma, devido ao estresse e as condicdes de saude
desconhecidas dos gatos ferais, a captura e a contencédo nao foram realizadas. No
presente estudo, DNA de T. cati ndo foi identificado nas amostras de solo. Estudos
anteriores mostraram que a recuperacao de T. cati em amostras de solo de areas
urbanas, especialmente parques, foi maior do que em areas rurais [35,68—-70]. Os
gatos tém o habito de enterrar suas fezes no solo e na areia, 0 que pode explicar a
falta de amplificacdo do DNA de T. cati nessas areas rurais [71]. Além disso, como o
DNA foi amplificado a partir de um conjunto de ovos recuperados, a possibilidade da
presenca de ovos de T. cati ndo pode ser excluida. Ainda, o tipo de uso da terra e a
precipitagdo podem afetar a distribuicdo de ovos de T. canis e T. cati em amostras de
solo [72]. Por exemplo, ovos de T. cati presentes nas fezes enterradas podem ser
protegidos da dessecacdo e de condicfes climaticas adversas, prolongando a
longevidade e o periodo de transmissdo para humanos e gatos [73]. Portanto, futuros
estudos podem considerar a coleta de solo durante todas as estacdes do ano e em
diferentes terrenos e usos do solo.

Em resumo, o presente estudo revelou a maior soroprevaléncia para Toxocara
spp. ja relatada no mundo até o momento, encontrada em uma comunidade indigena
de uma area de triplice fronteira no sul do Brasil. Apesar da auséncia de fatores de
risco na andlise estatistica, o grande niumero de ovos infectivos observados no solo
reforca o papel da exposicdo ambiental na manutencdo da transmissdo nessa
comunidade. A alta soropositividade também pode ser consequéncia da cultura
migratéria Guarani e da exposicao adicional ao Toxocara sp. durante 0s movimentos
na area de triplice fronteira do Brasil, Paraguai e Argentina. Como o tratamento de
solo contaminado por ovos de Toxocara spp. ndo esta bem estabelecido, a prevencéo
da contaminacéo do solo e as praticas de higiene continuam sendo a melhor opcéo
disponivel. Dessa forma, intervencdes visando saneamento ambiental, vermifugacéo
regular de cées e educacdo em saude sobre toxocariase e outras doencas zoonéticas
podem ser cruciais para melhorar a satide humana, animal e ambiental (Satde Unica)
dessas comunidades indigenas.

Em conclusdo, a abordagem Saide Unica aplicada no presente estudo
enfatizou a interconexdo entre a saude humana, animal e ambiental, destacando a

necessidade de estratégias abrangentes para abordar a transmissao da toxocariase
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e 0 impacto na saude, particularmente em populacdes vulneraveis, como as
comunidades indigenas. Futuros estudos envolvendo populagfes indigenas devem
sempre considerar a etnia, sua cultura e habitos para avaliar as vias de transmisséo
do patdgeno, desenvolver estratégias e aplicar acbes eficazes para monitorar,
controlar e prevenir com sucesso a toxocariase e outras zoonoses relacionadas aos

animais de estimacéo.
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professional editing. These services may be particularly useful for researchers for whom
English is not the primary language. They can help to improve the grammar, syntax, and flow
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the following link: editage.com/frontiers.

The Charlesworth Group Frontiers recommends the Charlesworth Group's author
services, who has a long-standing track record in language editing and proofreading. This is a
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CrossMark policy
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and may also give you additional publication record information about the document.

Title
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be avoided within the title.

Witty or creative titles are welcome, but only if relevant and within measure. Consider

if a titte meant to be thought-provoking might be misinterpreted as offensive or alarming. In
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extreme cases, the editorial office may veto a title and propose an alternative. Authors should
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- unambitious titles, for example starting with 'Towards," 'A description of,' ‘A characterization
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author's name with superscript numbers and be listed as follows:
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The corresponding author(s) should be marked with an asterisk in the author list.
Provide the exact contact email address of the corresponding author(s) in a separate section.
Example: Max Maximus* maximus@iuscience.edu If any authors wish to include a change of
address, list the present address(es) below the correspondence details using a unique

superscript symbol keyed to the author(s) in the author list.
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Equal contributions

The authors who have contributed equally should be marked with a symbol (1) in the
author list of the doc/latex and pdf files of the manuscript uploaded at submission.

Please use the appropriate standard statement(s) to indicate equal contributions:
- Equal contribution: These authors contributed equally to this work
- First authorship: These authors share first authorship
- Senior authorship: These authors share senior authorship
- Last authorship: These authors share last authorship
- Equal contribution and first authorship: These authors contributed equally to this work and
share first authorship
- Equal contribution and senior authorship: These authors contributed equally to this work and
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Example: Max Maximus 11, John Smith2t and Barbara Smith1 1These authors contributed

equally to this work and share first authorship

Consortium/group and collaborative authors

Consortium/group authorship should be listed in the manuscript with the other
author(s).

In cases where authorship is retained by the consortium/group, the consortium/group
should be listed as an author separated by a comma or ‘and'. The consortium/group name will
appear in the author list, in the citation, and in the copyright. If provided, the consortium/group
members will be listed in a separate section at the end of the article.

For the collaborators of the consortium/group to be indexed in PubMed, they do not
have to be inserted in the Frontiers submission system individually. However, in the manuscript
itself, provide a section with the name of the consortium/group as the heading followed by the

list of collaborators, so they can be tagged accordingly and indexed properly.

Example: John Smith, Barbara Smith and The Collaborative Working Group. In cases where
work is presented by the author(s) on behalf of a consortium/group, it should be included in
the author list separated with the wording ‘for' or ‘on behalf of." The consortium/group will not
retain authorship and will only appear in the author list.

Example: John Smith and Barbara Smith on behalf of The Collaborative Working Group.



69

Artificial intelligence

These guidelines cover acceptable uses of generative Al technologies such as Large
Language Models (ChatGPT, Jasper) and text-to-image generators (DALL-E 2, Midjourney,
Stable Diffusion) in the writing or editing of manuscripts submitted to Frontiers.

Al use by authors

Authors should not list a generative Al technology as a co-author or author of any
submitted manuscript. Generative Al technologies cannot be held accountable for all aspects
of a manuscript and consequently do not meet the criteria required for authorship.

If the author of a submitted manuscript has used written or visual content produced by
or edited using a generative Al technology, this use must follow all Frontiers guidelines and
policies. Specifically, the author is responsible for checking the factual accuracy of any content
created by the generative Al technology. This includes, but is not limited to, any quotes,
citations or references. Figures produced by or edited using a generative Al technology must
be checked to ensure they accurately reflect the data presented in the manuscript. Authors
must also check that any written or visual content produced by or edited using a generative Al
technology is free from plagiarism.

If the author of a submitted manuscript has used written or visual content produced by
or edited using a generative Al technology, such use must be acknowledged in the
acknowledgements section of the manuscript and the methods section if applicable. This
explanation must list the name, version, model, and source of the generative Al technology.
We encourage authors to upload all input prompts provided to a generative Al technology and

outputs received from a generative Al technology in the supplementary files for the manuscript.

Abstract

As a primary goal, the abstract should make the general significance and conceptual
advance of the work clearly accessible to a broad readership. The abstract should be no
longer than a single paragraph and should be structured, for example, according to the IMRAD
format. For the specific structure of the abstract, authors should follow the requirements of the
article type or journal to which they're submitting. Minimize the use of abbreviations and do not
cite references, figures or tables. For clinical trial articles, please include the unique identifier

and the URL of the publicly-accessible website on which the trial is registered.

Keywords

All article types require a minimum of five and a maximum of eight keywords.
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Text

The entire document should be single-spaced and must contain page and line numbers
in order to facilitate the review process. The manuscript should be written using either Word or
LaTeX. See above for templates.

Nomenclature

The use of abbreviations should be kept to a minimum. Non-standard abbreviations
should be avoided unless they appear at least four times, and must be defined upon first use
in the main text. Consider also giving a list of non-standard abbreviations at the end,
immediately before the acknowledgments.

Equations should be inserted in editable format from the equation editor.

Italicize gene symbols and use the approved gene nomenclature where it is available.
For human genes, please refer to the HUGO Gene Nomenclature Committee (HGNC). New
symbols for human genes should be submitted to the HGNC here. Common alternative gene
aliases may also be reported, but should not be used alone in place of the HGNC symbol.
Nomenclature committees for other species are listed here. Protein products are not italicized.

We encourage the use of Standard International Units in all manuscripts.

Chemical compounds and biomolecules should be referred to using systematic
nomenclature, preferably using the recommendations by the International Union of Pure and
Applied Chemistry (IUPAC).

Astronomical objects should be referred to using the nomenclature given by the
International Astronomical Union (IAU) provided here.

Life Science Identifiers (LSIDs) for ZOOBANK registered names or nomenclatural acts
should be listed in the manuscript before the keywords. An LSID is represented as a uniform
resource name (URN) with the following format:
urn:lsid:<Authority>:<Namespace>:<ObjectID>[:<Version>]

For more information on LSIDs please see the 'Code' section of our polices and

publication ethics.

Sections
The manuscript is organized by headings and subheadings. The section headings
should be those appropriate for your field and the research itself. You may insert up to 5

heading levels into your manuscript (i.e.,: 3.2.2.1.2 Heading Title).

For Original Research articles, it is recommended to organize your manuscript in the following
sections or their equivalents for your field.

Introduction: Succinct, with no subheadings.



71

Materials and methods: This section may be divided by subheadings and should
contain sufficient detail so that when read in conjunction with cited references, all procedures
can be repeated. For experiments reporting results on animal or human subject research, an
ethics approval statement should be included in this section (for further information, see the
'‘Bioethics' section of our polices and publication ethics.)

Results: This section may be divided by subheadings. Footnotes should not be used
and must be transferred to the main text.

Discussion: This section may be divided by subheadings. Discussions should cover
the key findings of the study: discuss any prior research related to the subject to place the
novelty of the discovery in the appropriate context, discuss the potential shortcomings and
limitations on their interpretations, discuss their integration into the current understanding of
the problem and how this advances the current views, speculate on the future direction of the
research, and freely postulate theories that could be tested in the future.

For further information, please check the descriptions defined in the journal's 'Article

types' page, in the 'For authors' menu on every journal page.
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agencies that aided the efforts of the authors. Should the content of the manuscript have
previously appeared online, such as in a thesis or preprint, this should be mentioned here, in

addition to listing the source within the reference list.

Scope statement

When you submit your manuscript, you will be required to summarize in 200 words your
manuscript's scope and its relevance to the journal and/or specialty section you're submitting
to. The aim is to convey to editors and reviewers how the contents of your manuscript fit within
the selected journal's scope. This statement will not be published with your article if it is
accepted for publication. The information will be used during the initial validation and review
processes to assess whether the manuscript is a suitable fit for the chosen journal and
specialty. We encourage you to consider carefully where to submit your manuscript, as
submissions to an unsuitable journal or specialty will result in delays and increase the likelihood
of manuscript rejection. If you are submitting to a Research Topic, please also clarify how your

submission is suited to the specific topic.
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Figure and table guidelines
CC-BY license

All figures, tables, and images will be published under a Creative Commons CC-BY
license, and permission must be obtained for use of copyrighted material from other sources
(including re-published/adapted/modified/partial figures and images from the internet). It is the
responsibility of the authors to acquire the licenses, follow any citation instructions requested
by third-party rights holders, and cover any supplementary charges.

For additional information, please see the 'Image manipulation' section of our polices

and publication ethics.

Figure requirements and style guidelines

Frontiers requires figures to be submitted individually, in the same order as they are
referred to in the manuscript; the figures will then be automatically embedded at the end of the
submitted manuscript. Kindly ensure that each figure is mentioned in the text and in numerical
order.

For figures with more than one panel, panels should be clearly indicated using labels
(A), (B), (C), (D), etc. However, do not embed the part labels over any part of the image, these
labels will be replaced during typesetting according to Frontiers' journal style. For graphs, there
must be a self-explanatory label (including units) along each axis.

For LaTeX files, figures should be included in the provided PDF. In case of acceptance,
our production office might require high-resolution files of the figures included in the manuscript
in EPS, JPEG or TIF/TIFF format.

To upload more than one figure at a time, save the figures (labeled in order of
appearance in the manuscript) in a zip file and upload them as 'Supplementary Material
Presentation.’

Please note that figures not in accordance with the guidelines will cause substantial

delay during the production process.

Captions

Captions should be preceded by the appropriate label, for example 'Figure 1." Figure
captions should be placed at the end of the manuscript. Figure panels are referred to by bold
capital letters in brackets: (A), (B), (C), (D), etc.

Image size and resolution requirements

Figures should be prepared with the PDF layout in mind. Individual figures should not
be longer than one page and with a width that corresponds to 1 column (85 mm) or 2 columns
(180 mm).
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All images must have a resolution of 300 dpi at final size. Check the resolution of your
figure by enlarging it to 150%. If the image appears blurry, jagged, or has a stair-stepped effect,
the resolution is too low.

The text should be legible and of high quality. The smallest visible text should be no
less than eight points in height when viewed at actual size.

Solid lines should not be broken up. Any lines in the graphic should be no smaller than
two points wide.

Please note that saving a figure directly as an image file (JPEG, TIF) can greatly affect
the resolution of your image. To avoid this, one option is to export the file as PDF, then convert

into TIFF or EPS using a graphics software.

Format and color image mode
The following formats are accepted: TIF/TIFF (.tif/.tiff), JPEG (.jpg), and EPS (.eps)

(upon acceptance). Images must be submitted in the color mode RGB.

Chemical structures

Chemical structures should be prepared using ChemDraw or a similar program. If
working with ChemDraw please use our ChemDraw template. If working with another program
please follow the guidelines below.

Drawing settings: chain angle, 120° bond spacing, 18% width; fixed length, 14.4 pt;
bold width, 2.0 pt; line width, 0.6 pt; margin width, 1.6 pt; hash spacing, 2.5 pt. Scale 100%
Atom Label settings: font, Arial; size, 8 pt

Assign all chemical compounds a bold, Arabic numeral in the order in which the

compounds are presented in the manuscript text.

Table requirements and style guidelines

Tables should be inserted at the end of the manuscript in an editable format. If you use
a word processor, build your table in Word. If you use a LaTeX processor, build your table in
LaTeX. An empty line should be left before and after the table.

Table captions must be placed immediately before the table. Captions should be
preceded by the appropriate label, for example 'Table 1.' Please use only a single paragraph
for the caption.

Kindly ensure that each table is mentioned in the text and in numerical order.

Please note that large tables covering several pages cannot be included in the final

PDF for formatting reasons. These tables will be published as supplementary material.
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Tables which are not according to the above guidelines will cause substantial delay
during the production process.

Accessibility

Frontiers encourages authors to make the figures and visual elements of their articles
accessible for the visually impaired. An effective use of color can help people with low visual
acuity, or color blindness, understand all the content of an article.

These guidelines are easy to implement and are in accordance with the W3C Web
Content Accessibility Guidelines (WCAG 2.1), the standard for web accessibility best practices.

Ensure sufficient contrast between text and its background People who have low visual
acuity or color blindness could find it difficult to read text with low contrast background color.
Try using colors that provide maximum contrast.
WC3 recommends the following contrast ratio levels:
- Level AA, contrast ratio of at least 4.5:1
- Level AAA, contrast ratio of at least 7:1
You can verify the contrast ratio of your palette with these online ratio checkers:
- WebAIM
- Color Safe

Avoid using red or green indicators: More than 99% of color-blind people have a red-
green color vision deficiency. Avoid using only color to communicate information: Elements
with complex information like charts and graphs can be hard to read when only color is used
to distinguish the data. Try to use other visual aspects to communicate information, such as
shape, labels, and size. Incorporating patterns into the shape fills also make differences

clearer; for an example please see below:

Supplementary material

Data that are not of primary importance to the text, or which cannot be included in the
article because they are too large or the current format does not permit it (such as videos, raw
data traces, PowerPoint presentations, etc.), can be uploaded as supplementary material
during the submission procedure and will be displayed along with the published article. All
supplementary files are deposited to Figshare for permanent storage and receive a DOI.

Supplementary material is not typeset, so please ensure that all information is clearly
presented without tracked changes/highlighted text/line numbers, and the appropriate caption
is included in the file. To avoid discrepancies between the published article and the
supplementary material, please do not add the title, author list, affiliations or correspondence

in the supplementary files.
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The supplementary material can be uploaded as: data sheet (Word, Excel, CSV, CDX,
FASTA, PDF or Zip files); presentation (PowerPoint, PDF or Zip files); image (CDX, EPS,
JPEG, PDF, PNG or TIF/TIFF); table (Word, Excel, CSV or PDF); audio (MP3, WAV or WMA);
video (AVI, DIVX, FLV, MOV, MP4, MPEG, MPG or WMV).

Technical requirements for supplementary images: 300 DPIs; RGB color mode.

For supplementary material templates (LaTeX and Word), see our supplementary material
templates.

References

Frontiers' journals use one of two reference styles, either Harvard (author-date) or
Vancouver (numbered). Please check our help center to find the correct style for the journal to
which you are submitting.

All citations in the text, figures or tables must be in the reference list and vice-versa

The names of the first six authors followed by et al. and the DOI (when available) should
be provided

Given names of authors should be abbreviated to initials (e.g., Smith, J., Lewis, C.S.,
etc.)

The reference list should only include articles that are published or accepted

Unpublished data, submitted manuscripts, or personal communications should be cited
within the text only, for article types that allow such inclusions.

For accepted but unpublished works use 'in press' instead of page numbers

Data sets that have been deposited to an online repository should be included in the
reference list. Include the version and unique identifier when available

Personal communications should be documented by a letter of permission

Website URLSs should be included as footnotes.

Any inclusion of verbatim text must be contained in quotation marks and clearly
reference the original source.

Preprints can be cited as long as a DOI or archive URL is available, and the citation
clearly mentions that the contribution is a preprint. If a peer-reviewed journal publication for the
same preprint exists, the official journal publication is the preferred source. See the preprints

section for each reference style below for more information.
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ANEXO B — NORMAS DA REVISTA ONE HEALTH

Writing and formatting
File format

We ask you to provide editable source files for your entire submission (including figures,
tables and text graphics). Some guidelines:

Save files in an editable format, using the extension .doc/.docx for Word files and .tex
for LaTeX files. A PDF is not an acceptable source file.

Lay out text in a single-column format.

Remove any strikethrough and underlined text from your manuscript, unless it has
scientific significance related to your article.

Use spell-check and grammar-check functions to avoid errors.

We advise you to read our Step-by-step guide to publishing with Elsevier.

Title page

You are required to include the following details in the title page information:
Article title. Article titles should be concise and informative. Please avoid abbreviations and
formulae, where possible, unless they are established and widely understood, e.g., DNA).
Author names. Provide the given name(s) and family name(s) of each author. The order of
authors should match the order in the submission system. Carefully check that all names are
accurately spelled. If needed, you can add your name between parentheses in your own script
after the English transliteration.
Affiliations. Add affiliation addresses, referring to where the work was carried out, below the
author names. Indicate affiliations using a lower-case superscript letter immediately after the
author's name and in front of the corresponding address. Ensure that you provide the full postal
address of each affiliation, including the country name and, if available, the email address of
each author.
Corresponding author. Clearly indicate who will handle correspondence for your article at all
stages of the refereeing and publication process and also post-publication. This responsibility
includes answering any future queries about your results, data, methodology and materials. It
is important that the email address and contact details of your corresponding author are kept
up to date during the submission and publication process.
Present/permanent address. If an author has moved since the work described in your article
was carried out, or the author was visiting during that time, a "present address" (or "permanent
address") can be indicated by a footnote to the author's name. The address where the author
carried out the work must be retained as their main affiliation address. Use superscript Arabic

numerals for such footnotes.
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Abstract

You are required to provide a concise and factual abstract which does not exceed 250
words. The abstract should briefly state the purpose of your research, principal results and
major conclusions. Some guidelines:

Abstracts must be able to stand alone as abstracts are often presented separately from
the article.

Avoid references. If any are essential to include, ensure that you cite the author(s) and
year(s).

Avoid non-standard or uncommon abbreviations. If any are essential to include, ensure

they are defined within your abstract at first mention.

Keywords

You are required to provide 1 to 7 keywords for indexing purposes. Keywords should
be written in English. Please try to avoid keywords consisting of multiple words (using "and" or
"of").

We recommend that you only use abbreviations in keywords if they are firmly
established in the field.

Highlights

You are encouraged to provide article highlights at submission.

Highlights are a short collection of bullet points that should capture the novel results of
your research as well as any new methods used during your study. Highlights will help increase
the discoverability of your article via search engines. Some guidelines:

Submit highlights as a separate editable file in the online submission system with the
word "highlights" included in the file name.

Highlights should consist of 3 to 5 bullet points, each a maximum of 85 characters,
including spaces.

We encourage you to view example article highlights and read about the benefits of

their inclusion.

Graphical abstract

You are encouraged to provide a graphical abstract at submission.

The graphical abstract should summarize the contents of your article in a concise,
pictorial form which is designed to capture the attention of a wide readership. A graphical
abstract will help draw more attention to your online article and support readers in digesting

your research. Some guidelines:
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Submit your graphical abstract as a separate file in the online submission system.

Ensure the image is a minimum of 531 x 1328 pixels (h x w) or proportionally more and
is readable at a size of 5 x 13 cm using a regular screen resolution of 96 dpi.

Our preferred file types for graphical abstracts are TIFF, EPS, PDF or MS Office files.

We encourage you to view example graphical abstracts and read about the benefits of
including them.

Units, classifications codes and nomenclature
This journal requires you to use the international system of units (SI) which follows
internationally accepted rules and conventions. If other units are mentioned within your article,

you should provide the equivalent unit in SI.

Math formulae
Submit math equations as editable text, not as images.
Present simple formulae in line with normal text, where possible.
Use the solidus (/) instead of a horizontal line for small fractional terms such as X/Y.
Present variables in italics.
Denote powers of e by exp.
Display equations separately from your text, numbering them consecutively in the order

they are referred to within your text.

Tables

Tables must be submitted as editable text, not as images.

Some guidelines: Place tables next to the relevant text or on a separate page(s) at the
end of your article; Cite all tables in the manuscript text; Number tables consecutively
according to their appearance in the text; Please provide captions along with the tables; Place
any table notes below the table body; Avoid vertical rules and shading within table cells; We
recommend that you use tables sparingly, ensuring that any data presented in tables is not

duplicating results described elsewhere in the article.

Figures, images and artwork
Figures, images, artwork, diagrams and other graphical media must be supplied as
separate files along with the manuscript. We recommend that you read our detailed artwork

and media instructions. Some excerpts:
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When submitting artwork: Cite all images in the manuscript text; Number images
according to the sequence they appear within your article; Submit each image as a separate
file using a logical naming convention for your files (for example, Figure_1, Figure_2 etc);

Please provide captions for all figures, images, and artwork.

Text graphics may be embedded in the text at the appropriate position. If you are
working with LaTeX, text graphics may also be embedded in the file.

Artwork formats

When your artwork is finalized, "save as" or convert your electronic artwork to the
formats listed below taking into account the given resolution requirements for line drawings,
halftones, and line/halftone combinations:

Vector drawings: Save as EPS or PDF files embedding the font or saving the text as
"graphics."

Color or grayscale photographs (halftones): Save as TIFF, JPG or PNG files using a
minimum of 300 dpi (for single column: min. 1063 pixels, full page width: 2244 pixels).

Bitmapped line drawings: Save as TIFF, JPG or PNG files using a minimum of 1000
dpi (for single column: min. 3543 pixels, full page width: 7480 pixels).

Combinations bitmapped line/halftones (color or grayscale): Save as TIFF, JPG or PNG
files using a minimum of 500 dpi (for single column: min. 1772 pixels, full page width: 3740
pixels).

Please do not submit files that are too low in resolution (for example, files optimized for
screen use such as GIF, BMP, PICT or WPG files); disproportionally large images compared

to font size, as text may become unreadable.

Figure captions

All images must have a caption. A caption should consist of a brief title (not displayed
on the figure itself) and a description of the image. We advise you to keep the amount of text
in any image to a minimum, though any symbols and abbreviations used should be explained.

Provide captions in a separate file.

Color artwork

If you submit usable color figures with your accepted article, we will ensure that they
appear in color online.

Please ensure that color images are accessible to all, including those with impaired

color vision. Learn more about color and web accessibility.
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Generative Al and Figures, images and artwork

Please read our policy on the use of generative Al and Al-assisted tools in figures,
images and artwork, which can be found in Elsevier's GenAl Policies for Journals. This policy
states:

We do not permit the use of Generative Al or Al-assisted tools to create or alter images
in submitted manuscripts.

The only exception is if the use of Al or Al-assisted tools is part of the research design
or methods (for example, in the field of biomedical imaging). If this is the case, such use must
be described in a reproducible manner in the methods section, including the name of the model
or tool, version and extension numbers, and manufacturer.

The use of generative Al or Al-assisted tools in the production of artwork such as for
graphical abstracts is not permitted. The use of generative Al in the production of cover art
may in some cases be allowed, if the author obtains prior permission from the journal editor
and publisher, can demonstrate that all necessary rights have been cleared for the use of the

relevant material, and ensures that there is correct content attribution.

Supplementary material

We encourage the use of supplementary materials such as applications, images and
sound clips to enhance research.

Some guidelines: Supplementary material should be accurate and relevant to the
research; Cite all supplementary files in the manuscript text.

Submit supplementary materials at the same time as your article. Be aware that all
supplementary materials provided will appear online in the exact same file type as received.
These files will not be formatted or typeset by the production team. Include a concise,
descriptive caption for each supplementary file describing its content.

Provide updated files if at any stage of the publication process you wish to make
changes to submitted supplementary materials.

Do not make annotations or corrections to a previous version of a supplementary file.
Switch off the option to track changes in Microsoft Office files. If tracked changes are left on,

they will appear in your published version.

Video
This journal accepts video material and animation sequences to support and enhance
your scientific research. We encourage you to include links to video or animation files within

articles. Some guidelines:
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When including video or animation file links within your article, refer to the video or
animation content by adding a note in your text where the file should be placed.

Clearly label files ensuring the given file name is directly related to the file content.

Provide files in one of our recommended file formats. Files should be within our
preferred maximum file size of 150 MB per file, 1 GB in total.

Provide "stills" for each of your files. These will be used as standard icons to
personalize the link to your video data. You can choose any frame from your video or animation
or make a separate image.

Provide text (for both the electronic and the print version) to be placed in the portions
of your article that refer to the video content. This is essential text, as video and animation files
cannot be embedded in the print version of the journal.

We publish all video and animation files supplied in the electronic version of your article.

For more detailed instructions, we recommend that you read our guidelines on

submitting video content to be included in the body of an article.

Research data

We are committed to supporting the storage of, access to and discovery of research
data, and our research data policy sets out the principles guiding how we work with the
research community to support a more efficient and transparent research process.

Research data refers to the results of observations or experimentation that validate
research findings, which may also include software, code, models, algorithms, protocols,
methods and other useful materials related to the project.

Please read our guidelines on sharing research data for more information on
depositing, sharing and using research data and other relevant research materials.

For this journal, the following instructions from our research data guidelines apply.

Option C: Research data deposit, citation and linking

You are required to: Deposit your research data in a relevant data repositor; Cite and
link to this dataset in your article; If this is not possible, make a statement explaining why

research data cannot be shared.

Data statement

To foster transparency, you are encouraged to state the availability of any data at
submission. Ensuring data is available may be a requirement of your funding body or
institution. If your data is unavailable to access or unsuitable to post, you can state the reason
why (e.g., your research data includes sensitive or confidential information such as patient
data) during the submission process. This statement will appear with your published article on

ScienceDirect. Read more about the importance and benefits of providing a data statement.
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Data linking

Linking to the data underlying your work increases your exposure and may lead to new
collaborations. It also provides readers with a better understanding of the described research.

If your research data has been made available in a data repository there are a number
of ways your article can be linked directly to the dataset:

Provide a link to your dataset when prompted during the online submission process.

For some data repositories, a repository banner will automatically appear next to your
published article on ScienceDirect.

You can also link relevant data or entities within the text of your article through the use
of identifiers. Use the following format: Database: 12345 (e.g. TAIR: AT1G01020; CCDC:
734053; PDB: 1XFN). Learn more about linking research data and research articles in

ScienceDirect.

Research Elements

This journal enables the publication of research objects (e.g. data, methods, protocols,
software and hardware) related to original research in Elsevier's Research Elements journals.

Research Elements are peer-reviewed, open access journals which make research
objects findable, accessible and reusable. By providing detailed descriptions of objects and
their application with links to the original research article, your research objects can be placed
into context within your article.

You will be alerted during submission to the opportunity to submit a manuscript to one
of the Research Elements journals. Your Research Elements article can be prepared by you,
or by one of your collaborators.

Article structure - Article sections
Divide your manuscript into clearly defined sections covering all essential elements

using headings.

Glossary: Please provide definitions of field-specific terms used in your article, in a separate
list.

Footnotes: We advise you to use footnotes sparingly. If you include footnotes in your article,
ensure that they are numbered consecutively.

You may use system features that automatically build footnotes into text. Alternatively, you can
indicate the position of footnotes within the text and present them in a separate section at the

end of your article.
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Appendices

We ask you to use the following format for appendices: Identify individual appendices
within your article using the format: A, B, etc. Give separate numbering to formulae and
equations within appendices using formats such as Eq. (A.1), Eqg. (A.2), etc. and in subsequent
appendices, Eq. (B.1), Eq. (B. 2) etc. In a similar way, give separate numbering to tables and
figures using formats such as Table A.1; Fig. A.1, etc.

References
References within text

Any references cited within your article should also be present in your reference list and
vice versa. Some guidelines:

- References cited in your abstract must be given in full.

- We recommend that you do not include unpublished results and personal
communications in your reference list, though you may mention them in the text of your article.

- Any unpublished results and personal communications included in your reference list
must follow the standard reference style of the journal. In substitution of the publication date
add "unpublished results" or "personal communication."

- References cited as "in press" imply that the item has been accepted for publication.

- Linking to cited sources will increase the discoverability of your research.

Before submission, check that all data provided in your reference list are correct,
including any references which have been copied. Providing correct reference data allows us
to link to abstracting and indexing services such as Scopus, Crossref and PubMed. Any
incorrect surnames, journal or book titles, publication years or pagination within your
references may prevent link creation.

We encourage the use of Digital Object Identifiers (DOIs) as reference links as they

provide a permanent link to the electronic article referenced.

Reference style

Indicate references by adding a number within square brackets in the text. You can
refer to author names within your text, but you must always give the reference number, e.g.,
"as demonstrated [3,6]. Barnaby and Jones [8] obtained a different result ....".

Number references in the order they appear in your article.

Abbreviate journal names according to the List of Title Word Abbreviations (LTWA).
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