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MORAIS, H. R. Gordura da medula 6ssea e condi¢gdo corporal como parametros
de negligéncia na leishmaniose visceral canina. 2019. 55 f. Tese (Doutorado)-
Faculdade de Medicina Veterinaria, Universidade Estadual Paulista, Aracatuba,
20109.

RESUMO

Em cées com leishmaniose visceral (LVC), é comum a emaciac¢ao corporal cronica,
a qual pode caracterizar negligéncia. Objetivou-se verificar as condigdes corporais e
quantificar gordura de medula 6ssea (GMO), buscando estabelecer parametros que
possam caracterizar casos de negligéncia em caes com LVC. Foram utilizados 39
cdes naturalmente infectados e com diagndstico de LVC, provenientes de
Aracatuba/SP. Os animais foram divididos em trés grupos: multissintomaticos
(MULT]I; n=25); oligo/assintomaticos (OLIGO; n=14); o grupo controle (CONT; n=11)
foi constituido de cdes com sorologia e PCR negativos para LVC. Foi determinado o
score corporal e o indice de massa corporal (IMC) por meio da divisdo do peso do
animal (kg) pelo comprimento da coluna (m). A medula 6ssea foi colhida de 0ssos
longos (fémur e Umero), homogeneizada e separada em duas aliquotas para
mensuracdo da gordura, por meio da porcentagem (método Soxhlet) e gordura
sobrenadante (mm em tubo de 15mL). O grupo MULTI apresentou score corporal
(1,88) inferior ao OLIGO (2,93) e CONT (3,27). O IMC do MULTI (18,33) foi menor
que o do OLIGO (28,59). O IMC do CONT foi de 22,92, sem diferenca (p<0,05) em
relacdo aos animais positivos. A quantidade de GMO do MULTI foi de 1,6mm e
21,64%, valores inferiores e significativamente diferentes (p<0,05) aos do OLIGO
(4mm; 58,47%) e CONT (5,5mm; 64,1%). Portanto, a avaliagdo macroscépica da
GMO e sua quantificacdo é eficaz na determinacdo de condi¢cbes corporais na LVC
cronica, podendo ser um parametro utilizado em casos de negligéncia e maus tratos

nesta espécie.

Palavras-chave: Leishmania spp. Maus tratos. Caquexia.



MORAIS, H. R. Bone marrow fat and body condition as negligence parameters
in canine visceral leishmaniasis. 2019. 55 f. Tese (Doutorado)-Faculdade de

Medicina Veterinaria, Universidade Estadual Paulista, Aracatuba, 2019.

ABSTRACT

In dogs with visceral leishmaniasis (CVL), chronic body wasting is common, which
may characterize neglect. The objective was to verify body conditions and quantify
bone marrow fat (BMF), seeking to establish parameters that can characterize cases
of neglect in dogs with CVL. 39 naturally infected dogs with a diagnosis of
leishmaniasis from Aracgatuba/SP were used. The animals were divided into three
groups: multisymptomatic (MULTI; n=25); oligo/asymptomatic (OLIGO; n=14); the
control group (CONT; n=11) consisted of dogs with negative serology and PCR for
CVL. Body score and body mass index (BMI) were determined by dividing the weight
of the animal (kg) by the length of the column (m). The bone marrow was harvested
from long bones (femur and humerus), homogenized and separated into two aliquots
to measure the fat, by means of the percentage (Soxhlet method) and supernatant
fat (mm in 15mL tube). The group MULTI presented lower body score (1.88) than
OLIGO (2.93) and CONT (3.27). The BMI of MULTI (18.33) was lower than that of
OLIGO (28.59). The BMI of CONT was 22.92, with no difference (p<0.05) in relation
to the animals in CVL groups. The amount of BMF in MULTI was 1.6mm and
21.64%, lower and significantly different values (p<0.05) than those observed in
OLIGO (4mm; 58.47%) and CONT (5.5mm, 64.1%). Therefore, the gross evaluation
of bone marrow fat and its quantification is effective in determining body conditions in
chronic CVL and may be a parameter used in cases of neglect and abuse in this

species.

Keywords: Leishmania spp. Abuse. Cachexia.
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1 CAPITULO 1

1.1. CONSIDERACOES GERAIS

1.1.1. Complexo Leishmanioses

A leishmaniose visceral € uma protozoonose negligenciada, veiculada por
vetores e considerada uma doenca atribuida a paises de clima tropical. Embora
principalmente distribuida em paises pobres do Sudeste Asiatico, Africa Oriental e
América Latina, a doenca também € endémica em VAarios paises europeus
mediterraneos, tornando esta parasitose uma doenca importante, tanto para

habitantes locais como para turistas (PACE, 2014).

As leishmanias sao classificadas em dois subgéneros: Leishmania, que
se encontra nas Américas e no Velho Mundo (Europa, Asia e Africa) e a Viannia,
apenas endémica no Velho Mundo (WHO, 2010), os quais se diferenciam com base
em diferencas dos locais de desenvolvimento dos protozoarios no interior do vetor.
No trato alimentar do fleb6étomo, o crescimento de espécies do subgénero
Leishmania é restrito a partes anteriores ao piloro, na juncdo do intestino médio e
posterior (desenvolvimento suprapilar), enquanto que o das espécies do subgénero
Viannia ocorre no intestino médio e posterior (desenvolvimento peripilar). O

fleb6tomo fémea € o Unico vetor responsavel pela transmissao da leishmaniose.

A sobrevivéncia do parasita depende da transmissdo zoondtica ou
antropozoonética bem-sucedida entre o vetor fleb6tomo e um mamifero como
reservatorio. Seres humanos com calazar, leishmaniose cutanea pos calazar e, em
menor grau, aqueles com infeccdo assintomatica sdo 0s Unicos reservatorios em
ciclos antroponoticos. A transmissao zoonotica ocorre nos ciclos domésticos, em que
0 cdo é o reservatorio principal, ou em ciclos silvestres, como nas florestas tropicais
das Américas ou nos desertos da Asia Central, onde a transmissdo enzoética ocorre
entre animais selvagens, com humanos sendo hospedeiros finais se infectados
(BERN; MAGUIRE; ALVAR, 2008).
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A leishmaniose visceral canina € uma doenga cronica que pode atingir
praticamente todos os sistemas do organismo, com manifestacdes clinicas que
incluem febre, anemia, perda progressiva de peso, linfadenopatia generalizada,
hepato e esplenomegalia, lesdes cutaneas, alteracdes renais, digestorias,
cardiorrespiratorias, locomotoras, neuroldgicas e oculares (BANETH et al., 2008;
CIARAMELLA et al, 1997; FEITOSA et al, 2000; KOUTINAS et al., 1999;
SILVESTRINI et al., 2016; ZOBBA et al., 2017).

A variabilidade e a inespecificidade de sinais clinicos refletem o resultado
combinado de uma imunidade celular ineficiente, que leva a inflamacgéo
granulomatosa compensatoéria e imunidade humoral exacerbada, o que resulta na
deposicdo de imunocomplexos em tecidos-alvo e formacdo de auto-anticorpos
(KOUTINAS e KOUTINAS, 2014).

O desenvolvimento de nefropatia € uma das principais causas de morte
em animais com leishmaniose e, apesar de ser um processo multifatorial, €, na
verdade, o resultado da deposicdo de complexos imunes nos glomérulos,
secundéria a antigenemia persistente culminando em glomerulonefrite (ARESU et
al., 2012).

O aumento da deposicdo de tais complexos causada pela resposta
imune, a qual provoca a reacdo de 6rgaos relacionados ao sistema imunoldgico
(linfadenomegalia e esplenomegalia), também provoca inflamacdo de tecidos
diversos (ex. uveite, pneumonia intersticial), fazendo com que o tratamento na
clinica seja dificultado (ACERO et al.,, 2015). Ainda segundo estes autores,
manifestacbes cutaneas podem variar de reacdo nodular localizada a alopecia,
Ulceras e dermatite, acompanhada de atrofia muscular com emagrecimento, diarreia

e onicofrigose.

1.1.2. Inani¢&o, emaciagdo e caquexia

A producdo do fator de necrose tumoral (TNF) ou caquexina e

7

interleucina-1 por macrofagos também é estimulada por imunocomplexos, e em
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casos de leishmaniose visceral jA € relacionada h& tempos como causa do
desenvolvimento de subnutricdo e de perda de peso em hamsters com leishmaniose
visceral (HARRISON et al., 1986; PEARSON et al., 1990; PEARSON et al., 1992;
TRACEY e CERAMY, 1992). Ainda segundo os autores, esta perda de peso é
progressiva com o decorrer da doenga, devido a sua caracteristica catabdlica,
causando atrofia de miocitos e adipdcitos, com consequente liberacdo de &cidos
graxos livres. Conforme a doenca avanca, o consumo de alimento também
decresce, resultando em emaciacao, a qual é agravada em caes cujos proprietarios
possuem baixa renda, os quais geralmente ndo fornecem alimentacdo de nivel

nutricional adequado.

O animal caracterizado como emaciado € aquele que apresenta uma
perda grave e difusa de gordura e musculo esquelético. Quando um animal nestas
condicbes é submetido a necropsia, normalmente € procurada a causa da
emaciacao, e a privacao negligente ou intencional de alimentos pode ser uma das
suspeitas (GERDIN et al., 2015).

Existe uma associacao estatisticamente significativa entre a positividade
de Leishmania spp na sorologia e na cultura esplénica e a emaciacéo observada nos
cdes com leishmaniose (DOS-SANTOS et al., 2008). Entretanto, embora a
leishmaniose visceral possa levar a perda de peso e emaciacdo, outras doencas

infecciosas associadas a ma nutricdo podem contribuir para o agravamento dos
sinais (ANDREOTI et al., 2006; BARROUIN-MELO et al, 2006).

Muitos cdes com leishmaniose visceral apresentam mioatrofia,
inicialmente nos musculos das fossas temporais, seguida, sucessivamente, pelo
resto da musculatura do corpo. A atrofia muscular progressiva pode ser mais
proeminente nos musculos mastigatorios, e é atribuida a natureza catabdlica da
doenca (FEITOSA et al., 2000; VAMVAKIDIS et al., 2000). Ha relatos de casos de
miosite em decorréncia de leishmaniose visceral (FERRARO et al., 2012; MACRI e
GUARDA, 1987; VAMVAKIDIS et al., 2000), geralmente decorrente da presenca de
amastigotas e deposicdo de imunocomplexos, ocasionando inflamagéao,

degeneracéo e fibrose do tecido muscular.

Conforme Freeman (2012), a caquexia, caracterizada como perda de

massa corporal magra, desempenha um papel chave para a sobrevivéncia ou nao
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dos animais, uma vez que suas manifestacdes clinicas deletérias (anorexia, perda
de peso, m& qualidade de vida) podem indicar opcdo para eutanasia por parte do
proprietario, ressaltando a importancia da identificacdo precoce e do tratamento
efetivo. Ainda segundo o autor, o aumento das necessidades energéticas, a
diminuicdo da absorgéo de nutrientes e da ingestdo de energia e as alteragcdes no
metabolismo sdo quatro aspectos marcantes na fisiopatologia da caquexia, a qual
deve ainda ser melhor estudada em animais domeésticos para o desenvolvimento de
tratamentos eficazes, ja sabido que seu diagnostico deve ser feito nos estagios

iniciais.

A inanicdo e a ma nutricdo sdo termos utilizados muitas vezes como
sindnimos, mas existe definicdo especifica para cada termo. A inanicdo pode ser
definida como a privagcdo prolongada de alimento, e seus efeitos mérbidos.
Entretanto, a ma nutricdo, caracterizada pelo fornecimento de quantidades
inadequadas de alimento ou baixa qualidade nutricional, pode resultar em efeitos
morbidos semelhantes. Uma das formas mais cruéis de abuso € a inani¢éo, a qual é
justificada no caso de doencas cronicas, a menos que o0 animal se encontre sob
atendimento direto ou cuidados do médico veterinario (SINCLAIR; MERCK;
LOCKWOOD, 2007).

A inanicdo refere-se a uma série de restricbes energéticas, desde
transientes e discretas até a prolongadas e severas, podendo envolver restricdo
calérica global ou déficit em macronutrientes especificos (proteina, gordura,
carboidratos) ou micronutrientes (DEVLIN, 2011), que provoca modificacbes

fisiolégicas que podem ser subdivididas em trés fases, conforme McCue (2010):

Fase |: Inicia assim que o ultimo alimento € digerido e o corpo entra no
estado de pos-absorcao, e é de pouca duracdo. Na pratica, € mais a necessidade do
cérebro de um suprimento constante de glicose entre as refeicdes do que uma

adaptacéo a falta de alimentos em longo prazo.

Fase 1l: Na medida em que as reservas de glicogénio estao
completamente esgotadas, a Fase Il da inani¢cdo se inicia marcada por uma maior
mobilizacdo dos estoques de gordura. O metabolismo da gordura libera glicerol e
acidos graxos volateis, sendo que este fornece substrato para a oxidacdo beta,

formando acetil-CoA que pode ser metabolizado no ciclo do &cido citrico e
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acetoacetil-CoA que pode ser convertido em corpos de cetona para substrato
energético do tecido cerebral. H4& mudancas fisiolégicas profundas, inclusive

interferindo na formacéo de gordura de medula éssea.

Fase lll: Se a privacdo de alimentos for prolongada, as reservas de
gordura sdo exauridas, o cérebro ja ndo pode depender de corpos cetbnicos e
comeca a Fase Ill da inanicdo. O organismo utiliza como substrato energético o
tecido muscular para que os aminoacidos possam ser convertidos em glicose no
figado para manter a funcéo cerebral. Este processo, por poder levar rapidamente a
morte, indica a necessidade de uma forte pressao de selecao favorecendo qualquer
adaptacdo que atrase o inicio desta fase, e especula-se que a gordura da medula

0ssea constitui-se em uma destas adaptacdes.

Ha diversas alteracbes fisioldgicas associadas com a inanicdo e
consequente caquexia, como niveis baixos de leptina e/ou estrégeno na circulacdo
sanguinea, resisténcia ao horménio do crescimento, diminuicdo do fator de
crescimento da insulina (IGF-1), aumento dos fatores de transcricdo para formacao
de adipdcitos (PPARy2) ou combinacgao de fatores (DEVLIN, 2011).

1.1.3. Metabolismo de gordura e medula 6ssea

O tecido 6sseo e adiposo surge de células tronco mesenquimais, que sao
ativadas por fatores de transcricdo especificos que modulam a expressao do gene
alvo. O rastreamento de linhagem genética revela concomitantemente uma fonte
ndo endotelial e ndo hematopoiética para adipdcitos de medula 6ssea, 0s quais
podem estar implicados em mudltiplos processos que interferem na manutencao
apropriada do reparo do tecido 6sseo e no sistema hematopoiético, por meio da
regulacéo celular da linhagem mesenquimal, a qual afeta, portanto, a morfologia
0ssea e o microambiente funcional do tecido (AMBROSI et al., 2017).

Além de serem os principais locais de armazenamento de energia, 0
tecido adiposo tem revelado, durante essas Ultimas décadas, sua diversidade em

bY

relacio a sua composicdo celular, localizacdo anatébmica e propriedades
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fisiopatologicas. Os adipdcitos brancos armazenam o excesso de fornecimento de
energia em uma gota de triglicerideos unilocular para liberar &cidos graxos em
periodos de deplecédo de energia (HARDOUIN; RHARASS; LUCAS, 2016).

Constituido como a gordura corporal mais abundante, o tecido adiposo
“‘branco” de alta densidade é uma reserva de baixo custo energético, servindo
também como érgdo enddcrino, secretor de horménios que sinalizam o estado
energeético para o cérebro e regulam o apetite e a sensibilidade a insulina, além de
secretar leptina (HAMRICK, 2004; TRAYHURN e BEATTIE, 2001). Este hormonio,
com origem em adipdcitos e responsavel pela saciedade, interfere na remodelacéo
da massa d6ssea por meio da neuromediacdo da serotonina e pelo tbnus simpatico
gerado pelo hipotadlamo, indicando que a gordura (metabolismo energético) tem um
papel no controle da massa 6ssea (CONFAVREUX, 2011).

Além da sustentacdo, protecdo de 6Orgdos e homeostase de célcio e
fésforo, que constituem as trés funcdes classicas do tecido 6sseo, a remodelacéo
0ssea, por meio da osteocalcina, também regula o metabolismo de energia, por
meio do controle de secrecdo e sensibilidade a insulina. Isso se deve ao fato de que
0 gene da osteocalcina esta localizado em uma area gendmica que confere risco
para diabetes, o que explica a situacdo de animais deficientes em osteocalcina
apresentarem alta glicemia e hipoinsulinemia. Ademais, tal metabolismo de energia
afeta os osteoblastos, por meio do controle central da massa 6ssea, envolvendo
neurbnios  serotoninérgicos, hipotalamo e sistema nervoso  simpatico
(CONFAVREUX, 2011). Tais mecanismos estéo indicados na figura 01.

A leptina, por meio da regulacédo do apetite e do metabolismo energético,
fornece feedback ao cérebro sobre o armazenamento de energia. Ademais, ela
controla a funcédo dos osteoblastos, os quais, por sua vez, controlam o metabolismo
energético por meio da osteocalcina, cuja bioatividade € diminuida quando ha
comprometimento da secre¢do de insulina, causada também pela leptina
(FERNANDES; GONCALVES; BRITO, 2017). Portanto, a osteocalcina e leptina tém

sido associadas a regulacdo da homeostase de glicose e energia.
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Figura 01 - InteracBes entre o metabolismo 6sseo e energético. A leptina inibe a
formacédo 6ssea por meio de uma transmissédo central da serotonina (tronco cerebral
para o hipotalamo) e por meio do tdnus simpéatico gerado pelo hipotdlamo. Por sua
vez, 0s osteoblastos secretam osteocalcina, um horménio que regula o metabolismo
energético, por meio de sua estimulagdo na secre¢do e sensibilidade a insulina.
Adrb2, receptor b2-adrenérgico; AN, nuacleo arqueado; Gla-OCN, osteocalcina
carboxilada; Glu-OCN, osteocalcina ndo carboxilada; ObRb, receptor de leptina;
OST-PTP, proteina tirosina fosfatase osteotesticular; SNS, sistema nervoso
simpéatico; VMH, nlcleo hipotalamico ventromedial.

Hypothalamus

VMH
Appetite
SNS
«— 2 Fa
Liver Adiponectin =y’ ) 4
TR Os!eoblasl
Fat \
{ Insulin secretion
 B-Cel profferation| € Glu-OCN ! ! —
Pancreas

Fonte: CONFAVREUX (2010)
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Segundo Devlin (2011), o baixo nivel de leptina é o principal mecanismo
que esta por tras do acumulo de gordura na medula 6ssea, o qual é desencadeado
pela inanicéo; tal achado foi realizado por meio de testes em animais com baixos
niveis de leptina e seu receptor, sendo que eles apresentavam maior adiposidade na

medula 6ssea.

Fernandes, Gongalves e Brito (2017) ressaltam que a interacdo entre
tecido adiposo e 0Osseo é significativa. Adipocinas como leptina e adiponectina,
secretadas por adipdécitos, controlam a homeostase de energia, mas também tém
acOes complexas em células 6sseas. A adiponectina € um importante regulador da
massa 0ssea e do metabolismo energético: além de sua capacidade de diminuir a
atividade do sistema nervoso simpatico, aumentando a massa 6ssea e diminuindo o
gasto energético, também atua diretamente sobre osteoblastos, inibindo sua

proliferacéo e favorecendo a apoptose.

Dietas ricas em gordura resultam na expansao do tecido adiposo da
medula O6ssea e na alteracdo de seu microambiente, juntamente com acao pro-
inflamatéria, o que contribui para um efeito negativo no metabolismo Gsseo.
Atualmente, o meio pelo qual o metabolismo da gordura afeta o tecido 6sseo ainda
nao € clara, e sdo necessarios mais estudos para elucidar os mecanismos pelos
quais ela atua. Estudos sobre o impacto do metabolismo da gordura no metabolismo
0sseo também fornecem pistas sobre se as mudancas na composicao lipidica da
dieta podem ser uma estratégia terapéutica na prevencéo de perda ossea (TIAN e
YU, 2017).

Ao nascimento, as cavidades dos 0ssos longos sdo preenchidas com
medula vermelha hematopoiética ativa, composta na sua maioria de células imunes
em diferentes estagios de maturacdo. No momento em que € atingido o pico de
massa 6ssea, o tecido adiposo da medula pode, dependendo do compartimento
0sseo, ocupar até 70% do espaco da medula (DEVLIN, 2011; JUSTESEN et al.,
2001). Conforme a idade avanca, h& substituicdo gradativa da medula Ossea
vermelha pela amarela, influindo também nesta mudanca e nas alteracdes de sua
composicdo outros fatores, como cancer, quimioterapia, influéncia hormonal,
radiacdo e neoplasias malignas hematopoiéticas (GEORGIOU; HUI; XIAN, 2012).

Segundo Abreu et al. (2011), a medula 6ssea é um importante 6rgdo hematopoiético
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e local de armazenamento de amastigotas em céaes infectados por Leishmania spp,
o que facilita a ocorréncia de disfun¢des na producdo de eritrocitos, leucécitos e
plaguetas. Devlin (2011) ressalta que o acumulo de gordura na medula é

correlacionado positivamente com diminuicdo da hematopoiese.

O desenvolvimento da adiposidade da medula 6ssea € dependente da
idade, género e tecido 6sseo. O acumulo de gordura de medula 6ssea ocorre de
forma ordenada e centripeta: o processo comeca nas falanges terminais em torno do
nascimento, continua no esqueleto apendicular (da diafise as extremidades distal e
proximal dos ossos longos) e, finalmente, surge no esqueleto axial (HWANG e
PANICEK, 2007; SCHELLER e ROSEN, 2014). A adiposidade da medula pode ser
patolégica em alguns casos, como na osteoporose ou uso de glicocorticéides, mas
de efeito neutro ou até benéfico em outras situacdes, como por exemplo, durante o

desenvolvimento puberal normal (DEVLIN et al., 2010).

Segundo Fazeli et al. (2013), em um estudo com roedores, a adipogénese
segue um padrdo comparavel a outros mamiferos. Conforme a idade aumenta, ha
maior porcentagem de gordura nas cavidades da medula éssea e ocorrem evidentes
variacdes nos niveis de gordura e uma alta correlacdo positiva entre presenca
elevada de gordura em medula 6ssea e o tamanho do animal, com significativa
densidade mineral 6ssea (FAZELI et al., 2013). Bertolo et al. (2015), utilizando
diferentes racas caninas, em um estudo para avaliar a habilidade de células tronco
mesenquimais derivadas da medula 6ssea em diferenciarem-se em fendtipos
adipogénico, osteogénico e condrogénico, eles observaram que todas as racas

avaliadas preservaram o mesmo potencial de diferenciacédo adipogénica.

A gordura da medula 6ssea é um tecido dinamico, cuja massa aumenta
durante a inanicéo, indicando um estado de equilibrio energético crénico negativo.
Em outras palavras, mesmo quando as gorduras subcutaneas e viscerais sao
consumidas, as reservas adiposas da medula 0ssea se expandem (DEVLIN et al.,
2010). Segundo Devlin (2011), a razao deste aumento do tecido adiposo contido na
medula 6ssea pode ser devida a trés fatores: preenchimento em espacos teciduais
deixados por células 6sseas mortas, consequéncia patologica da formacdo Ossea

suprimida ou uma adaptacdo para sobrevivéncia na inani¢cdo, sendo este o fator
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mais especulativo. Além disso, o acumulo de gordura na medula é correlacionado

positivamente com diminui¢cdo da hematopoiese.

Em animais, Meyerholtz et al. (2011) e Gerdin et al. (2015) evidenciam
qgque a mensuracdo de gordura de medula 6ssea femoral permite uma avaliacao
guantitativa do status nutricional. Gerdin et al. (2015) relataram que a atrofia de tal
gordura, juntamente com a do omento, pericardio e perirenal € ocasionada
concomitantemente com a perda de gordura e massa muscular corporal em animais
com inani¢cdo e emaciacao, cujos tecidos, em exames histopatoldgicos, apresentam
atrofia do figado, rins, testiculos, glandula tireoide, além de hemossiderose

esplénica.

Os adipécitos de medula que se acumulam sob condicdes fisiol6gicas ou
homeostéaticas modulam o tecido 6sseo e também a hematopoiese, a qual demanda
alto requerimento energético (SCHELLER et al.,, 2016). Contudo, em caso de
prolongada privacdo de alimento, observa-se a substituicdo da coloracdo amarelada
da gordura da medula 6ssea por uma cor acastanhada, devido a atrofia serosa da
gordura, de aspecto gelatinoso (STERN, 2013). Segundo Devlin (2011), caréncia
alimentar induz a balanco energético negativo, que provoca as seguintes
modificacdes fisioldgicas: reducdo do gasto de energia e utilizacdo da gordura
armazenada como principal fonte de combustivel do corpo, em substituicdo a

glicose.

A transformacdo gelatinosa de gordura de medula 6ssea, acometendo
principalmente individuos adultos, é caracterizada por mudancgas morfolégicas que
associam atrofia de adipécitos e perda de células hematopoiéticas, com a deposicédo
de substancias gelatinosas nos espacos medulares (ex: acido hialurénico), e é
associada com caquexia e inanicdo, assim como em quadros de anemia e outros
estados patoldgicos, comprometendo a eritropoiese (BOHM, 2000). Ainda segundo o
autor, tais mudancas ndo sao caracterizadas como doenca especifica da medula,
mas um sinal morfolégico de doenca e estdo associadas a perda de peso na maioria
dos casos, além de quadros infecciosos, cancer, desordens metabdlicas e

insuficiéncia cardiaca.

Em cées com leishmaniose, a proliferacdo de macrofagos na medula

0ssea pode causar danos ao mudar a arquitetura desse 6rgdo e ocupar o espaco de
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células hematopoiéticas. Do mesmo modo, tais eventos podem prejudicar o
funcionamento e a diferenciacdo desses tipos de células devido a liberagdo de
citocinas, fatores de crescimento e 6xido nitrico (MOMO et al., 2014). Ainda segundo
0s autores, na medula éssea, ha interferéncia na diferenciacéo celular e ativacéo de
fatores de transcricdo, levando a displasia de diferentes linhagens celulares e
afetando diretamente a populagéo de células presentes no sangue periférico.

1.1.4. Maus tratos e negligéncia

A disponibilidade de tratamento é pequena para a leishmaniose visceral
canina (BRASIL, 2006), sendo até recentemente proibida no Brasil. Algumas
alternativas podem ser buscadas, como melhorar o sistema imunolégico do
paciente, a nutricdo e, definitivamente, informar as autoridades de saude sobre os
casos positivos, evitando o retorno de cées para zonas endémicas, uma vez que ha
o risco de serem fonte de parasitas para os vetores (ACERO et al., 2015).

O governo brasileiro, desde 1963, por meio do Decreto-Lei 51.838/63
(BRASIL, 1963), ja estabelece as normas técnicas especiais para 0 combate as
leishmanioses, a fim de interromper a transmissédo da doenca do animal ao homem,
e/ou inter-humana, sendo que previa a eliminacdo de animais domésticos doentes,
tipificando em seu artigo 9° o sacrificio sem crueldade.

A portaria interministerial nimero 1.426/08 (BRASIL, 2008), do Ministério
da Saude e da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), determina a proibicéo
do tratamento de leishmaniose visceral canina com produtos de uso humano ou nao
registrados no Ministério da Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento, considerando a
falta de efichcia de medicamentos, a possibilidade de manutencdo de cdes como
reservatoérios e a inducao de cepas de Leishmania resistentes.

O Ministério da Saude brasileiro determina que animais portadores de
leishmaniose visceral sejam eutanasiados, ressaltando que, apesar de haver cura
clinica, ndo existe comprovacdo de cura parasitologica e os cédes, além de
apresentarem recidiva do quadro clinico apés o término do tratamento, permanecem
reservatorios da doencga (BRASIL, 2006). Recentemente, desde 2016, o tratamento
€ disponibilizado por meio da portaria interministerial do Ministério da Saude da

Agricultura com o uso do produto Milteforan® (Miltefosina, Virbac), mas ainda de
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forma pouco abrangente e possuindo alto custo, além do fato de que se deve
respeitar a necessidade de reavaliacdo clinica dos animais submetidos ao
tratamento.

A resolucdo n°® 1000/12 (BRASIL, 2012) do Conselho Federal de Medicina
Veterinaria, que dispde sobre os procedimentos e métodos de eutanasia, tem em
seu artigo 3° a ameaca a saude publica, no caso da leishmaniose visceral canina,
como uma das situacdes elencadas para adocdo da eutanasia como procedimento
clinico.

Maiores incidéncias de casos de leishmaniose s&o usualmente
encontradas em regifes de baixa renda per capita (MATHERS; EZZATI; LOPEZ,
2007), geralmente na periferia de municipios. Isso propicia a impossibilidade de
proprietarios em arcar adequadamente com o0s custos de manutencdo da higidez
dos animais, assim como tais regides peridomiciliares possuem maiores infestacbes
do vetor (PAULAN et al.,, 2012), e onde a populacdo possui menor escolaridade
(MENEZES et al., 2016), favorecendo o aparecimento da doenca.

O Decreto 24.645, de 10/07/1934 (BRASIL, 1934), j4 estabelecia as
medidas de protecdo aos animais, tipificando em seu artigo 3° as situacdes que sao
caracterizadas como maus tratos, dentre elas os atos de abuso e crueldade, lugares
improprios de abrigo, abandono de animais doentes (comum em casos avangados
de leishmaniose visceral, quando o proprietario se abstém de realizar o tratamento
do cdo doente) e ndo dar morte rapida (sugerindo o uso de métodos adequados de
eutanasia, com assisténcia veterinaria integral).

A Lei 9605, de 12/02/1998 (BRASIL, 1998) traz em seu artigo 32 a

tipificacdo de maus tratos e a pena respectiva:

Art. 32. Praticar ato de abuso, maus-tratos, ferir ou mutilar animais
silvestres, domésticos ou domesticados, nativos ou exoéticos:

Pena - detencéo, de trés meses a um ano, e multa.
§ 1° Incorre nas mesmas penas quem realiza experiéncia dolorosa
ou cruel em animal vivo, ainda que para fins didaticos ou cientificos, quando

existirem recursos alternativos.

§ 2° A pena é aumentada de um sexto a um terco, se ocorre morte
do animal.
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O estado de S&o Paulo, a fim de coibir as praticas de maus tratos,
inclusive de proprietarios com historico de agressao contra animais, estabeleceu na
Lei n® 16.308/2016 (SAO PAULO, 2016) as penalidades as pessoas que cometerem
maus tratos a animais domesticos, determinando o decurso de cinco anos para nova

guarda de animal, contando-se a partir do acometimento da infragéo.

Incorrem, pois, em maus tratos as situacfes de abuso ocasionadas pela
negligéncia de proprietarios no cuidado com o cdo acometido de leishmaniose
visceral, embora tentem evitar o sofrimento dos animais mediante a ndo aceitacéo
da eutanasia, 0 que pode resultar na apresentacdo de mas condi¢cdes corporeas e
em emaciacdo. Geralmente, o Centro de Controle de Zoonoses do municipio, em
seu procedimento de rotina, recolhe esse animal e procede a eutanasia, a qual &
regulamentada pelas Leis 11.977/05 (SAO PAULO, 2005) e 12.916/08 (SAO
PAULO, 2008).
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2 CAPITULO 2 - Gordura da medula 6ssea e condicdo corporal como

parametros de negligéncia na leishmaniose visceral canina

2.1. RESUMO - Em cées com leishmaniose visceral (LVC), € comum a emaciacao
corporal cronica, a qual pode caracterizar negligéncia. Objetivou-se verificar as
condicbes corporais e quantificar gordura de medula 60ssea (GMO), buscando
estabelecer parametros que possam caracterizar casos de negligéncia em céaes com
LVC. Foram utilizados 39 cdes naturalmente infectados e com diagndstico
comprovado de LVC, provenientes de Aragatuba/SP. Os animais foram divididos em
trés grupos: multissintomaticos (MULTI; n=25); oligo/assintomaticos (OLIGO; n=14);
o grupo controle (CONT; n=11) foi constituido de cdes com sorologia e PCR
negativos para LVC. Foi determinado o score corporal e o indice de massa corporal
(IMC) por meio da divisédo do peso do animal (kg) pelo comprimento da coluna (m). A
medula Ossea foi colhida de ossos longos (fémur e Umero), homogeneizada e
separada em duas aliquotas para mensuracao da gordura, por meio da porcentagem
(método Soxhlet) e gordura sobrenadante (mm em tubo de 15mL). O grupo MULTI
apresentou score corporal (1,88) inferior ao OLIGO (2,93) e CONT (3,27). O IMC do
MULTI (18,33) foi menor que o do OLIGO (28,59). O IMC do CONT foi de 22,92,
sem diferenca (p<0,05) em relacdo aos animais positivos. A quantidade de GMO do
MULTI foi de 1,6mm e 21,64%, valores inferiores e significativamente diferentes
(p<0,05) aos do OLIGO (4mm; 58,47%) e CONT (5,5mm; 64,1%). Portanto, a
avaliacdo macroscépica da GMO e sua quantificacdo é eficaz na determinacdo de
condi¢cBes corporais na LVC cronica, podendo ser um parametro utilizado em casos

de negligéncia e maus tratos nesta espécie.

Palavras-chave: Leishmania spp. Maus tratos. Caquexia.
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Bone marrow fat and body condition as negligence parameters in canine

visceral leishmaniasis

2.2. ABSTRACT - In dogs with visceral leishmaniasis (CVL), chronic body wasting is
common, which may characterize neglect. The objective was to verify body
conditions and quantify bone marrow fat (BMF), seeking to establish parameters that
can characterize cases of neglect in dogs with CVL. 39 naturally infected dogs with a
proven diagnosis of leishmaniasis from Aragatuba/SP were used. The animals were
divided into three groups: multisymptomatic (MULTI; n=25); oligo/asymptomatic
(OLIGO; n=14); the control group (CONT; n=11) consisted of dogs with negative
serology and PCR for CVL. Body score and body mass index (BMI) were determined
by dividing the weight of the animal (kg) by the length of the column (m). The bone
marrow was harvested from long bones (femur and humerus), homogenized and
separated into two aliquots to measure the fat, by means of the percentage (Soxhlet
method) and supernatant fat (mm in 15mL tube). The group MULTI presented lower
body score (1.88) than OLIGO (2.93) and CONT (3.27). The BMI of MULTI (18.33)
was lower than that of OLIGO (28.59). The BMI of CONT was 22.92, with no
difference (p<0.05) in relation to the animals in CVL groups. The amount of BMF in
MULTI was 1.6mm and 21.64%, lower and significantly different values (p<0.05) than
those observed in OLIGO (4mm; 58.47%) and CONT (5.5mm, 64.1%). Therefore, the
gross evaluation of bone marrow fat and its quantification is effective in determining
body conditions in chronic CVL and may be a parameter used in cases of neglect

and abuse in this species.

Keywords: Leishmania spp. Abuse. Cachexia.
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2.3. INTRODUCAO

A leishmaniose visceral € uma antropozoonose que acomete homens, animais
domeésticos e silvestres. As espécies relacionadas formam o complexo Leishmania
donovani, composto por L. donovani e L. infantum (= chagasi)®®*%°. E transmitida
principalmente por flebotomineos do género Lutzomyia, sendo o cdo o principal

reservatorio do parasita na area urbanal

O Ministério da Saude brasileiro® determina que animais portadores de
leishmaniose visceral sejam eutanasiados devido ao risco de permanecerem como
reservatérios da doenca. Desde 2016, a Portaria Interministerial do Ministério da
Saude e da Agricultura permite o tratamento individual de cdes com o produto
MILTEFORAN® (Miltefosina, Virbac), o qual foi registrado para tratamento individual

em casos confirmados, respeitando a necessidade de reavaliacao clinica.

Ha uma grande polémica na questédo da eutanasia de cées positivos para
leishmaniose visceral, com regulamentacéo pelas Leis 11.977/05% e 12.916/08%". A
eutanasia é frequentiemente ndo aceita pelos tutores, os quais, muitas vezes,
acabam mantendo os animais no domicilio, mas negligenciam no seu cuidado,
potencializado pelo fato do alto custo do tratamento. Muitas vezes, a manutencao
dos cédes nessas situacOes ocorre até que apresentem condi¢cdes corporeas
precérias, caracterizadas por lesdes e severa emaciacao corporal, quando entdo sdo

encaminhados ao Centro de Controle de Zoonoses — CCZ.

A avaliacdo de condi¢des corpdreas e organicas gerais do animal, como o
indice de massa corporal® e a quantidade de gordura de medula 6ssea de 0ssos

longos'®4®

, pode servir como parametro de referéncia para avaliacdo de maus tratos
de caes, 0s quais sao caracterizados por situacbes de abuso, muitas vezes por

ignorancia, podendo caracterizar crime ambiental.’

O presente trabalho propde verificar as condicbes corpéreas e avaliar a
quantificacdo de gordura de medula O6ssea de cdes com leishmaniose visceral,
buscando estabelecer um parametro que possa caracterizar casos de negligéncia

e/ou abuso dos caes.

Veterinary Pathology — ANEXO C (Normas de submisséo)
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2.4. MATERIAIS E METODOS

2.4.1. Caes

Foram utilizados 50 caes, sendo 33 machos e 17 fémeas, de 01 a 05 anos de idade,
sem raca definida, provenientes de bairros variados de Aracatuba — SP. Trinta e
nove dos 50 animais, naturalmente infectados por Leishmania spp, foram
diagnosticados com leishmaniose visceral por meio de teste sorolégico ELISA
(Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) para a deteccdo de anticorpos anti-
leishmania, e foram consideradas amostras positivas com densidade Optica acima
de 0,270%, além da investigacédo da presenca de DNA do parasito em amostras de
baco por gPCR (Real Time Quantitative PCR).*°

Os caes foram divididos em trés grupos (Figura 02), de acordo com 0s

sinais clinicos apresentados®?”:

25 cdes multissintomaticos (MULTI), 14 caes
oligo/assintoméaticos (OLIGO) e 11 cées controle com resultados negativos no ELISA

e PCR para leishmaniose (CONT).

Caes multissintométicos (MULTI) foram caracterizados por apresentar
alteracBes organicas visiveis e variadas, como lesdes cutaneas (dermatite, crostas,
Ulceras), onicogrifose, caquexia, palidez de mucosa (anemia), atrofia muscular,
dentre outros sinais clinicos. Caes oligo/assintomaticos (OLIGO) foram
categorizados como sem sinais clinicos aparentes ou com sinais discretos da

doenca, como linfadenomegalia e perda de peso.
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Figura 02 — A — Cédo com leishmaniose visceral apresentando multiplos sinais clinicos
(multissintomaético). Observar pele com areas de alopecia, crostas e dermatite, além
de onicogrifose, caguexia e atrofia muscular. Em B, cdo com leishmaniose visceral
sem sinais clinicos evidentes ou com sinais discretos da doenca

(oligo/assintomético).

Fonte: Imagem registrada pelo autor
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O score corporal foi avaliado por meio da classificacdo Purina®, variando
de um (1 = muito magro) a cinco (5 = clinicamente obeso) e o indice de massa
corporal (IMC) foi calculado por meio da divisdo do peso do animal (em kg) pelo
comprimento da coluna (em m). As medidas foram realizadas da articulacdo atlanto
occipital até a sacro-iliaca.?

Para melhor caracterizar as condicdes de higidez dos caes, outros
exames complementares foram realizados. Foram colhidas, de maneira asséptica,
amostras de sangue de veia jugular, 1ImL armazenado em tubo a vacuo com EDTA,
para realizacdo imediata de hemograma; e 10mL em tubo sem anticoagulante para a
realizacdo do perfil bioquimico e teste ELISA. Apdés 20 minutos, foi realizada
centrifugacéo (800xg por 10 minutos) dos tubos sem anticoagulante para a obtencéo
do soro, que foi separado em aliquotas e armazenado a -20°C. Foram realizados
exames bioquimicos de determinacdo da funcdo renal (ureia/creatinina) para
estadiamento da doenca.**

A avaliacdo bioquimica do sangue foi realizada para verificacdo da funcao
hepatica e renal. Assim, foram utilizados kit comerciais para a determinacdo da
Fosfatase Alcalina LiquiformVet® (1011-4/30); Creatinina KVet® (1010-300); Ureia
UV LiquiformVet® (1013-4/50); ALT/GPT LiquiformVet® (1008-4/30); Albumina Vet®
(1007-1/250); Proteinas Totais® (99-250) (Labtest Diagnostica®), de acordo com as
recomendacdes do fabricante.

A sorologia para pesquisa de anticorpos para outros agentes etiolégicos
foi determinada com testes soroldgicos de ELISA para E. canis e Babesia spp.l>* e
RIFI (Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta) para Toxoplasma gondii e Neospora

caninum.*’

2.4.2. Exame Necroscépico

A eutanasia foi realizada no Centro de Controle de Zoonoses de Aracatuba — SP,
seguindo o Manual de Vigilancia e Controle da Leishmaniose Visceral do Ministério
da Saude® e a Resolucdo N° 1.000, de 11 de maio de 2012 do Conselho Federal de
Medicina Veterinaria (CFMV), que dispde detalhadamente sobre procedimentos e
métodos de eutanasia em animais. Foram utilizados 15-20mg/kg IV de barbitaricos

(Thiopental, Cristalia Itapira, SP), como recomendado no codigo de ética para uso
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de animais em pesquisa cientifica (AVMA, 2001), seguido de inje¢c&o intravenosa de
100mg/kg IV de cloreto de potéssio 19%.

O exame macroscopico do cadaver foi realizado segundo método de
rotina, mas sendo dada especial atencdo a distribuicAo e caracteristicas
macroscopicas do tecido adiposo (ex. perirenal, subcutaneo, base do coracao) e ao
conteulido gastrico (quantidade, corpos estranhos).

2.4.3. Colheita e avaliacdo da gordura da medula 6ssea

De cada animal foram colhidos os ossos longos (fémur e tibia) para avaliacdo
morfolégica do tecido hematopoiético e adiposo®®, e pesquisa de atrofia serosa.
Foram feitos cortes longitudinais para a colheita da medula 6ssea e a mesma foi
acondicionada em tubos Falcon de 15mL. Em alguns animais foi possivel observar
ja ao exame macroscopico a escassez de tecido adiposo medular (Figura 03),
entretanto, devido a subjetividade do exame, foram feitos testes quantitativos. Em
alguns animais, devido ao pequeno porte, foi necessaria a colheita suplementar de
medula 6ssea dos Umeros, o que nao diferencia a porcentagem de gordura, em

comparacdo com o fémur.?
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Figura 03 — Medula 6ssea de fémur de um cdo multissintomatico (A), onde nota-se a
presenca de atrofia serosa de gordura de medula éssea (setas). Em B, medula 6ssea
de um cado oligo/assintomatico, onde ¢é possivel visualizar a gordura
macroscopicamente (setas).
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Fonte: Imagem registrada pelo autor.
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O processamento para quantificacdo da gordura ocorreu por meio da
homogeneizacdo do conteaddo medular em cadinho de porcelana, seguido de
colheita de 2g do material, que foi armazenado em freezer a -20°C até o momento
do processamento, para andlise de quantificacdo de gordura.'® Outra aliquota, de 3g
do mesmo material apds a devida homogeneizacdo, foi imersa em 8mL de agua
destilada em tubos graduados de capacidade de 15mL, sendo posteriormente
submetida & centrifugacéo a 4000 rpm por 5 minutos.*® Apés esta etapa, foi medida
a altura da gordura sobrenadante do referido tubo, em mm (Figura 04). A amostra de
gordura (2g) colhida para quantificacdo bioquimica foi processada por meio do
método de extracdo de lipideos baseado na lixiviagcdo exaustiva por meio de
solvente organico (éter etilico) em aparelho extrator Soxhlet® completo, seguida de

remoc&o por evaporacéo do referido solvente.®

2.4.4. Andalise estatistica

As diferencas entre os grupos infectados e controle foram determinadas por
correlacdo, avaliada pelo teste de Spearman. Valores de P<0,05 foram considerados
estatisticamente significantes. Todas as analises estatisticas foram realizadas
utilizando o software Prism (v6.05, GraphPad, La Jolla, CA, EUA).
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2.5. RESULTADOS

Com o estadiamento clinico*, constatou-se que, dentre os cdes do grupo MULTI,
44% deles foram clinicamente classificados como estagio 2, seguido de estagio 3
(28%), 1 (24%) e apenas 4% em estagio clinico 4. Dentre os caes do grupo OLIGO,
50% deles encontravam-se clinicamente em estagio 1, seguido de estagio 2
(28,57%), estagios 4 (14,29%) e 3 (7,14%). Esta classificacdo, que se baseia em
sinais clinicos e determinacdo da funcéo renal dos caes com LV, nao foi a utilizada
neste estudo para categorizagdo dos animais, visto a dispersdo dos valores de IMC
e gordura dentre os varios estagios. Com isso, a classificacao e separacdo dos cdes

MULTI e OLIGO ocorreram por meio de sinais clinicos. %2’
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Figura 04 - Gordura sobrenadante em mm (setas) em tubos com amostras
homogeneizadas de medula 6ssea de fémur de cdo multissintomatico (A) e
oligo/assintomético (B), respectivamente. Nota-se a maior quantidade de gordura
sobrenadante em tubos de medula 6ssea de cées oligo/assintomaticos.
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Fonte: Imagem registrada pelo autor.

O score corporal médio avaliado foi de 2,48, sendo que os cées do grupo
MULTI apresentaram score corporal médio de 1,88 (1-3) e portanto inferior (p<0,05)
aos caes do grupo OLIGO (2,93) e CONT (3,27), sendo gque estes dois ultimos nao
apresentaram diferenca significativa (p<0,05) entre si (Tabela 01; Figura 05). O IMC
médio dos caes do grupo MULTI (18,33) foi menor que o do grupo OLIGO (28,59). O
IMC do grupo CONT foi de 22,92 e néo apresentou diferenca (p<0,05) em relagéao
aos grupos de cdes MULTI e OLIGO (Tabela 01; Figura 05).

A quantidade de gordura da medula 6ssea (Tabela 01; Figura 05) do
grupo MULTI foi de 1,6 (mm tubo) e 21,64 (em %), respectivamente, portanto inferior
(p<0,05) ao observado nos grupos OLIGO (4; 58,47) e CONT (5,5; 64,1). O score

corporal e os métodos de quantificacdo de gordura nao diferiram entre os caes
incluidos nos grupos OLIGO e CONT (p<0,05).
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Tabela 01 — Valores médios de gordura, score e IMC de animais multissintomaticos,
oligo/assintomaticos e controle para leishmaniose visceral canina.

Caes Score Gordura Tubo (mm) 95 Gordura IMC
Multissintomaticos 1,88% 1,62 21,64% 18,33%
Oligo/Assintomaticos 2,03 4° 58,47" 28,59"
Controle 3,27° 5,5° 64,1° 22,92%

Obs: Letras diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente entre si (p<0,05) e letras iguais na
mesma coluna ndo diferem estatisticamente entre si (p<0,05), Spearman Test (v6.05, GraphPad, La
Jolla, CA, USA). Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 05 — Resultados da quantificacdo de gordura da medula 0ssea, representados
em relacdo ao score corporal e ao IMC de animais com LVC multissintomaticos,
oligo/assintomaticos e controle. Nota-se que os caes com varios sintomas (MULTI)
apresentam menor porcentagem de gordura de medula éssea, além de menor score e
IMC (p<0.05; Spearman test).
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O exame necroscopico dos animais, bem como os testes bioquimicos,
foram realizados com o intuito de demonstrar outras caracteristicas que pudessem
agravar a situacdo de negligéncia dos caes com LV, mantidos por seus tutores.
Assim, foi constatado que 90% dos cédes avaliados, considerando os trés grupos,
apresentavam ectoparasitismo por carrapatos. A atrofia muscular generalizada
atingiu 30,77% dos animais positivos, sendo que a atrofia do musculo temporal
apareceu com maior frequéncia (38,36%). 84% dos MULTI apresentaram Ulceras

cutaneas, mais frequente que nos OLIGO (42,86%) (Tabela 02).

Lesbes cutaneas e alopecia também foram sinais externos comuns
evidenciados nos cades do grupo MULTI (80% e 68%, respectivamente), comparadas
com os achados observados no céaes do grupo OLIGO (42,86% para ambas) e
CONT (27,27% para ambas). A lesdo em ponta de orelha acometeu 51,28% dos
cées positivos, porcentagem semelhante a onicogrifose, que atingiu 56,51% dos
animais positivos, sendo que 80% dos MULTI apresentaram crescimento anormal
das unhas (Tabela 02). Portanto, em relagdo ao exame externo, observa-se maior
comprometimento da higidez dos MULTI em relagdo ao OLIGO e CONT, uma

caracteristica comum em situacfes que o animal é negligenciado em seu cuidado.

Tabela 02 - Sinais clinicos observados em cdes com leishmaniose visceral
classificados como multi, oligo/assintomaticos e em cées do grupo controle

Sinais MULTI
Lesao Ponta Orelha 56% (14/25) 42,86% (6/14) 72,73% (8/11)
Alopecia 68% (17/25) 42,86% (6/14) 27,27% (3/11)

12% (3/25) 0 0

OLIGO/ASSINT CONTROLE

Hiperqueratose

Lesdo cutanea
Ulceras
Onicogrifose
Ixodiose
Puliciose

80% (20/25)
84% (21/25)
80% (20/25)
88% (22/25)
56% (14/25)

42,86% (6/14)
42,86% (6/14)
14,29% (2/14)
92,86% (13/14)
50% (7/14)

27,27% (3/11)
0
9,09% (1/11)
90,9% (10/11)
45,45% (5/11)

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Em relacdo aos achados da necropsia (Tabela 03), a esplenomegalia foi a
alteracdo anatomopatoldgica mais frequente nos trés grupos analisados, com 84%
dos cdes MULTI apresentando esta alteracdo. A esplenomegalia também foi
observada em cées dos grupos OLIGO (71,43%) e CONT (72,73%). Hepatomegalia
e linfadenomegalia, que sé@o outras alteracdes comuns observadas em caes com LV,
acometeram com maior frequéncia, respectivamente e em ordem decrescente, 0S
cdes dos grupos MULTI (72%; 56%), OLIGO (57,14%; 50%) e CONT (36,36%;
9,09%).

Tabela 03 — Alteragdes anatomopatolégicas observadas em cdes com leishmaniose
visceral agrupados como multi e oligo/assintomaticos e em caes do grupo controle.

Sinais MULTI OLIGO/ASSINT CONTROLE
AMT 56% (14/25) 7,14% (1/14) 18,18% (2/11)
AMG 48% (12/25) 0 9,09% (1/11)
Mucosa Hipocorada 44% (11/25) 7,14% (1/14) 18,18% (2/11)
Mucosa Perlacea 16% (4/25) 21,43% (3/14) 0
Mucosa Ictérica 4% (1/25) 0 0
Linfadenomegalia 56% (14/25) 50% (7/14) 9,09% (1/11)
Hepatomegalia 72% (18/25) 57,14% (8/14) 36,36% (4/11)
Esplenomegalia 84% (21/25) 71,43% (10/14) 72,73% (8/11)
PTGI 12% (3/25) 7,14% (1/14) 0
SNE 16% (4/25) 14,29% (2/14) 0
Secrecao Ocular 20% (5/25) 7,14% (1/14) 18,18% (2/11)
METGI 4% (1/25) 0 0
CEP 16% (4/25) 7,14% (1/14) 9,09% (1/11)

AMT: atrofia do musculo temporal. AMG: atrofia muscular generalizada. PTGI: parasitos no trato
gastrintestinal. SNE: secrecdo nasal/epistaxe. METGI: material estranho no trato gastrintestinal. CEP:
congestao/edema pulmonar. Fonte: Elaborado pelo autor.

O conteudo gastrico (Tabela 04) observado com maior frequéncia foi
caracterizado pela presenca de racdo em cédes dos grupos MULTI (60%) e OLIGO
(71,43%). Entretanto, 63,64% dos cées do grupo CONT e 28% dos cédes dos grupos
MULTI e OLIGO apresentaram estbmago vazio. A ingestdo de corpos estranhos,
uma caracteristica de privacao de alimento, foi observada com mais frequéncia em
cées do grupo OLIGO (21,43%).
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Tabela 04 — Conteddo estomacal observado em cdes com leishmaniose visceral
agrupados como multi e oligo/assintométicos, e em cédes do grupo controle.

Conteddo MULTI OLIGO/ASSINT CONTROLE
Vazio 28% (7/25) 28,57% (4/14) 63,64% (7/11)
Racéo 60% (15/25) 71,43% (10/14) 27,27% (3/11)

Comida Caseira 8% (2/25) 0 9,09% (1/11)
Corpo Estranho 16% (4/25) 21,43% (3/14) 0

Fonte: Elaborado pelo autor.

Em relacdo ao hemograma (Tabela 05), 96% dos cdes do grupo MULTI
apresentaram anemia, porcentagem superior a observada nos animais do grupo
OLIGO (57,14%) e do grupo CONT (18,18%). A leucocitose e trombocitopenia foram
observadas com baixa frequéncia nos cdes dos grupos MULTI (24; 16%), OLIGO
(35,71; 28,57%) e CONT (18,18; 18,18%), respectivamente. Entre os cdes MULTI,

52% apresentaram linfopenia (Tabela 05).

A hiperproteinemia foi detectada em 69,23% dos animais diagnosticados
com LV, com percentuais quase iguais nos dois grupos positivos (Tabela 05). Em
relacdo aos testes bioquimicos, os cdes MULTI apresentaram maiores niveis de
ureia (61,16) e fosfatase alcalina e menores indices de albumina (1,48) e creatinina
(1,13), em comparacéo aos OLIGO e CONT (Tabela 06).

Tabela 05 - Principais alteracbes hematolégicas observadas em cées com
leishmaniose visceral agrupados como multi e oligo/assintomaticos, e em cédes do
grupo controle

Alteracéo MULTI OLIGO/ASSINT CONTROLE
Anemia 96% (24/25) 57,14% (8/14) 18,18% (2/11)
Leucocitose 24% (6/25) 35,71% (5/14) 18,18% (2/11)
Linfopenia 52% (13/25) 35,71% (5/14) 36,36% (4/11)
Trombocitopenia 16% (4/25) 28,57% (4/14) 18,18% (2/11)
Hiperproteinemia 68% (17/25) 71,43% (10/14) 36,36% (4/11)

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Tabela 06 — Valores médios dos exames bioquimicos em cdes com leishmaniose
visceral agrupados como multi e oligo/assintométicos, e em caes do grupo controle

Exame MULTI OLIGO/ASSINT CONTROLE
ALT (U/L) 45,28 30,21 41,9
FA (U/L) 96,8 54,93 31,67
PT (mg/dL) 8,48 8,76 7,64
Albumina (mg/dL) 1,48 2,22 2,87
Creatinina mg/dL) 1,13 1,42 1,14
Ureia (mg/dL) 61,16 58,36 27,1

Fonte: Elaborado pelo autor.

Outros fatores que podem caracterizar o0 agravamento das condi¢des de
higidez dos cées é a presenca de sorologia positiva para outros patégenos (Tabela
07). Para isto foram feitos exames complementares que constataram que 92% dos
MULTI apresentaram sorologia positiva para Neospora spp, sendo este numero
superior aos do OLIGO (71,43%) e CONT (45,45%). Ja para Toxoplasma spp,
OLIGO foram os que apresentaram maior positividade (57,14%), enquanto que 0S
MULTI e CONT apresentaram porcentagem meédia de infeccdo de cerca de 40% e

27,27%, respectivamente (Tabela 07).

Tabela 07 — Presenca de anticorpos detectados no exame sorolégico em cées com
leishmaniose visceral agrupados como multi e oligo/assintoméaticos, e em caes do
grupo controle

Agente etioldgico MULTI OLIGO/ASSINT CONTROLE
Toxoplasma spp 40% (10/25) 57,14% (8/14) 27,27% (3/11)
Neospora spp 92% (23/25) 71,43% (10/14) 45,45% (5/11)
Erlichia spp 92% (23/25) 64,29% (9/14) 72,73% (8/11)
Babesia spp 76% (19/25) 85,71% (12/14) 45,45% (5/11)

Fonte: Elaborado pelo autor.
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2.6. DISCUSSAO

A guantidade de gordura (método Soxhlet) dos cdes do grupo MULTI foi inferior a
observada em cées dos grupos OLIGO e CONT (Tabela 01, Figura 05). Os valores
observados neste estudo (21,64 a 58,47%) estdo de acordo com um estudo® que
relatou maiores quantidades de gordura de medula 6ssea em caes com boa
condicao corporal e porcentagens menores em caes emaciados (em média de 17%),
com indices variando de <1 a 64%. Entretanto, neste mesmo trabalho, os valores
para cdes normais foram descritos com resultado médio de 82% (variando entre 65-
98%), um pouco maiores do que os observados no grupo dos cdes CONT. Estas
diferencas possivelmente decorreram devido a utilizagcdo de metodologias diferentes
de quantificacdo de gordura, baseado na secagem da gordura a 100°C seguida de

resfriamento & temperatura ambiente, previamente & sua medicdo. **

Em estudo com animais com bom score corporal, ha relato®® de
porcentagem média de gordura (59,4%) semelhante ao observado nos cdes com
melhor score deste experimento (CONT). Por outro lado, resultados opostos®? ao
deste estudo observaram que camundongos submetidos a restricdo caldrica
apresentaram maior adiposidade na medula 6ssea do que camundongos que
recebiam dieta normal. Isso pode ser explicado pelo fato de que os autores
utilizaram como estudo somente a restricdo de calorias, ndo avaliando doencas

7

cronicas concomitantes, como a leishmaniose visceral, onde é evidente a

18,33,34,45

participacéo de citocinas na perda de peso e subnutricdo , com possibilidade

portanto de esgotamento das reservas lipidicas, incluindo a da medula 6ssea.

Foi verificada uma correlacdo positiva nos caes de melhor score corporal
e melhor indice de massa corporal com maior quantidade de gordura de medula
O0ssea (Tabela 01, Figura 05), por outro lado, quanto maior a quantidade de sinais
clinicos, que incluem a perda de peso, de um animal com diagnostico de

leishmaniose, menor é a adiposidade de medula.

Neste estudo, foram utilizados animais adultos jovens (01 a 05 anos de
idade), ndo sendo possivel, portanto, determinar a influéncia da idade na quantidade
de gordura de medula 6ssea. Quanto maior a idade, maior o estoque de adipécitos

nas cavidades de o0ssos longos, o0 que afeta a regeneracdo osteogénica e
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hematopoiética.2 Nao foram avaliados animais idosos neste trabalho. O tipo de
alimentacao ofertada aos cées deste estudo néo foi avaliado, devido a procedéncia
dos animais (CCZ). Entretanto, dietas ricas em gordura reprogramam a linhagem
mesenquimal para, preferencialmente, originar células adipogénicas na medula
0ssea,? 0 que prejudicam a reconstituicdo e a consolidacdo da fratura Ossea.
Embora o estudo de fraturas ndo seja 0 objetivo desta pesquisa, este foi o Unico
trabalho encontrado na literatura que fez referéncia ao tipo de dieta de cées e a
quantidade de gordura na medula 6ssea. NOs inferimos, devido a procedéncia dos
cées, que dietas ricas em gordura ndo foram oferecidas aos animais deste

experimento.

Em um estudo retrospectivo envolvendo 40 casos de cédes emaciados,
com suspeita de inanicdo, observou-se atrofia e deplecdo de gordura de medula
O0ssea em cerca de 67% de animais que apresentavam alguma doenca que
ocasionou caquexia, e em 80% de cdes desnutridos por causas exdgenas.'’ Estes
resultados foram baseados em registros macroscopicos e/ou histopatolégicos. A
inspecao visual da gordura da medula 6ssea no exame macroscopico € um método
subjetivo, por este motivo, neste estudo, a determinacdo da quantidade de gordura
da medula (em mm tubo e pelo método Soxhlet) constitui-se em um meio mais

acurado para a sua guantificacao.

O valor do score corporal médio dos animais com LV (2,26) foi
semelhante a um estudo™ que relatou score de 2,2 em cdes com leishmaniose
visceral em uma area rural da mata atlantica brasileira. Cinquenta e oito por cento
destes cdes apresentavam score de até 2, corroborando com este estudo, onde a
maioria dos cées positivos eram multissintomaticos, e cujo score corporal médio foi
de 1,88. A graduacdo de score corporal utilizada neste trabalho foi a mesma
preconizada por um estudo de avaliacdo do percentual de gordura corporal em cées
de pequeno e médio portes.”* Os autores associaram a importancia da
suplementacdo do score corporal de cinco pontos, o qual foi utilizado neste estudo,
com medidas morfométricas para a sensibilidade da deteccdo de adiposidade dos
referidos cées, propiciando, pois, nesses animais, o0 aumento da validagdo do status

de sobrepeso, o que foi feito neste trabalho.
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O indice de massa corporal dos cdes do grupo MULTI foi inferior ao
observado nos cdes OLIGO. Essa medida apresenta correlagdo positiva com a
soropositividade para Leishmania spp.'* A altura esta relacionada com o maior
comprimento e quantidade de medula 6ssea existente no fémur. Este osso foi eleito
para colheita de medula neste estudo, junto com o Umero de cé@es de porte menor.
N&ao ha diferenca na quantidade porcentual de gordura de medula 6ssea de acordo

com o osso longo escolhido.*®

O IMC de cées do grupo CONT néo diferiu (p <0,05) do grupo OLIGO
(Tabela 1, Figura 5), indicando que a medida morfométrica € mais efetiva para
diferenciar cdes em mau estado, caracterizando os cdes do grupo MULTI, que séo
0S mais comumente enviados para centros de zoonoses pelos tutores, que

geralmente tém baixo poder aquisitivo.

A frequéncia de infestagdo por carrapatos em animais com leishmaniose
(89,74%) foi semelhante ao encontrado por outro estudo™, de 86%, onde também
encontraram porcentagens altas, mesmo mediante tratamento prévio antiparasitario

realizado em 77% dos animais. O alto indice de ectoparasitismo é indicativo de
negligéncia dos tutores.

Em um estudo de associacdo estatistica entre 21 sinais clinicos comuns
atribuidos a leishmaniose visceral, 11 deles, dentre os quais a atrofia muscular,
mostraram-se estatisticamente mais comuns em caes soropositivos do que em
animais controle.*® A ocorréncia de atrofia muscular generalizada e do musculo
temporal encontrada neste estudo (Tabela 03) foi bem menor do que a observada
em um estudo em que alteracdes musculares foram detectadas em 92% dos cdes.*
No entanto, segundo tais autores, tais alteracdes podem ser ainda maiores, devido a
polimiosite crénica de animais infectados. A atrofia muscular € um dos sinais clinicos
de maior relevancia em termos de negligéncia no cuidado com o animal, visto que é

correlacionada negativamente com nutricdo e alimentagéo adequada.

A linfadenomegalia foi observada em 56% dos cdes MULTI e 50% dos
cdes OLIGO (Tabela 03). Porcentagem maior desta alteracdo, de 85%,%8 foi
encontrada em um estudo envolvendo 329 cées infectados naturalmente por
Leishmania spp e também em um outro estudo®, onde observaram

linfadenomegalia em 83,93% dos caes, em Teresina — Pl. Avaliando 37 cées de
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Aracatuba — SP, observou-se que 70,3% deles apresentavam linfadenomegalia.*
Por outro lado, semelhante a este estudo, foi encontrada porcentagem de 58% em
animais positivos para leishmaniose.** Como mostra a literatura, a linfadenomegalia
€ um importante sinal clinico a ser avaliado em um céo positivo para Leishmania
spp, uma vez que sua prevaléncia é significativa, sendo um dos sinais mais
frequentes e iniciais da doenca, e as variagbes de porcentagem descritas nos
trabalhos podem estar associadas aos diferentes estadiamentos clinicos da LV nos

animais avaliados.

A onicogrifose, outro sinal clinico muito comum, foi observada em 80%
dos caes do grupo MULTI e em 14,29% dos cdes OLIGO, totalizando um
acometimento médio de 56,41% dos animais com infeccdo por Leishmania spp.

Porcentagem semelhante foi encontrada respectivamente, de 58,93% e 73%.3%4

As alteracOes cutaneas representaram grande fracdo das alteragcbes
clinicas e anatomo patolégicas (Tabela 02), principalmente as lesdes ulcerativas
(69,23%). Outro tipo de lesédo cutanea observada com frequéncia neste estudo foi a
dermatite de ponta de orelha, com valores em porcentagem semelhante ao
reportado por outros autores.*® Alteracdes dermatoldgicas foram encontradas em
63% dos animais.*® Foi encontrada porcentagem deste tipo de alteracdo em 75,7%
de cdes com LV, também provenientes de Aracatuba — SP.** Alteracdes de pele
manifestam-se tardiamente (18 meses de infeccdo) e com baixa frequéncia®®, sendo
portanto, importantes sinais clinicos para caracterizar a cronicidade da doenca nos

cées deste estudo, os quais geralmente apresentam reducao da gordura medular.

Ao exame macroscopico do conteudo gastrico, observou-se que 64,1%
dos animais com leishmaniose visceral apresentaram predominantemente racdo em
seu conteudo estomacal e os demais 28,21% deles apresentaram auséncia de
qualguer contetdo no estémago (Tabela 04). Observou-se esvaziamento gastrico
em 30% dos animais que foram mortos devido a emaciacéo por causas exogenas e
em 86% dos animais mortos por emaciagcdo devido a alguma doenca
concomitante.'” Mesmo considerando que a auséncia de contetido estomacal seja
um achado comum em animais emaciados, neste estudo, os cées do grupo CONT
foram os que apresentaram maior porcentagem de auséncia de conteudo gastrico

(63,64%). E importante frisar que a possivel causa de maior porcentagem de
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animais com leishmaniose apresentar ragcdo em seu contetdo estomacal deve ser
decorrente da alimentacédo fornecida no CCZ, onde racéo e 4gua sao oferecidos aos

animais dependendo do periodo de estadia nas baias.

Semelhante aos cdes do grupo OLIGO (Tabela 05), observou-se anemia

3 assim como

em 60% dos cdes em um inquérito realizado no Reino Unido,
alteracdo hematolégica em 53,3% dos cdes,?® e frequéncia de anemia de 63,16%";
tais porcentagens encontram-se abaixo da encontrada nos animais MULTI deste
experimento (96%). Avaliando 36 caes com LV e categorizando-os em oligo, multi e
assintomaticos, observou-se, assim como neste estudo, maior frequéncia de anemia
nos animais infectados, sendo que cdes assintomaticos apresentaram menores
indices de alteracdes hematoldgicas, como seria esperado para animais com melhor

estado nutricional e parasitolégico.>

Ao contrario do presente estudo (Tabela 05), foi encontrada
trombocitopenia em 87% de cées infectados por Leishmania spp,?® atribuindo este
fato a deteccao de anticorpos anti-Ehrlichia em alguns animais, sugerindo um efeito
patolégico combinado. Por outro lado, corroborando com este trabalho, os autores
também encontraram indices de 71% de animais anémicos. Neste estudo, 69,23%
dos cédes com LV apresentaram hiperproteinemia, provavelmente correlacionada a
hipergamaglobulinemia. A hiperproteinemia neste estudo foi mais frequente do que a
relatada em um estudo®, de 56,75%, provavelmente devido ao uso de cdes em
estagios clinicos diferentes da LV.

Em relacdo a pesquisa de anticorpos para Babesia spp, todos os grupos
experimentais apresentaram valores superiores aos 1,3% relatados por outro
estudo™, provavelmente devido & regido onde as amostras foram colhidas, visto que
um levantamento®? conduzido no mesmo estado da federacdo observou indices de
cerca de 74,3% de positividade concomitante (Babesia spp e Leishmania spp),
semelhante aos indices deste estudo, de 76 e 85,71% de animais MULTI e OLIGO,

respectivamente.

Os animais com leishmaniose deste estudo apresentaram indices
elevados de ureia, diferentemente dos animais controle, indicando que este € um
exame bioquimico importante para avaliar a situacdo dos animais e progresséao da

doenca,* resultado também observado em outro estudo.*® Os aumentos dos niveis
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de ureia e creatinina aparecem tardiamente pés infeccéo,?® e sdo caracteristicos de
animais em estado cronico e de emaciacdo, o que foi principalmente, mas né&o
exclusivamente, observado nos caes do grupo MULTI. A categorizacdo de animais
positivos para Leishmania spp*' n&o foi a utilizada neste estudo, visto a dispersdo
dos valores de IMC e gordura dentre os varios estdgios. Com isso, a classificacdo e

separacéo dos cdes MULTI e OLIGO ocorreram por meio de sinais clinicos.®?’

Neste estudo, 0s niveis de creatinina nos trés grupos analisados
apresentaram-se dentro da normalidade, assim como reportado em um estudo®
onde nao observou-se diferenca nos grupos de acordo com sinais clinicos (oligo e
multissintomaticos). Esses autores relatam que tal normalidade indica uma incipiente
nefropatia, ja& que os rins ainda conseguem manter os indices fisiolégicos de
creatinina. A limitacdo do aumento de creatinina no soro de caes infectados pode ser
devida a atrofia muscular,**** fato evidenciado nos cédes do grupo MULTI deste
estudo. A quebra da creatina fosfato, durante a contracdo muscular, da origem a
creatinina, portanto a atrofia muscular reduz a producao de creatinina, que deve ser

excretada na urina.

Foram encontradas porcentagens de sorologia positiva para Neospora
caninum e Toxoplasma gondii, de cerca de 4,97% e 26,9%, respectivamente.?
Todos estes valores sdo menores do que a sorologia destes mesmos agentes em
todos os trés grupos analisados neste estudo (Tabela 07), assim como em um
estudo® em que somente 4,17% de cdes apresentavam positividade concomitante
por Toxoplasma gondii. Ademais, foi observada sorologia menor por Neospora spp
(32,6%);'° em relacdo ao T. gondii, a frequéncia de infeccdo concomitante foi de
41%, semelhante aos cdes do grupo MULTI (Tabela 07). A raz&o pela qual os
indices encontrados na literatura estdo geralmente abaixo dos encontrados neste
estudo pode ser devido ao fato de que os caes, principalmente os do grupo MULTI,
encontravam-se em precarias condi¢cdes de higidez, com manifestacdo de sinais

clinicos variados e apresentando, portanto, sorologia alta para outros patdogenos.

Foi observada frequéncia menor de cdes com sorologia positiva para
Ehrlichia spp (51,16%)* do que o observado neste estudo. Tais autores observaram
gue animais com infeccdo concomitante apresentaram duas vezes mais frequéncia

de amastigotas na ponta de orelha do que caes infectados somente por Leishmania
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spp. Neste estudo, a dermatite ulcerativa em ponta de orelha acometeu 51,28% dos
animais positivos, ressaltando o risco conjunto da co-infeccdo e lesdo nessa regiao
corporal. A alta porcentagem de animais do grupo CONT com lesdo em ponta de
orelha (72,73%) neste estudo mostrou-se atipica, necessitando um estudo mais

especifico para determinagdo da causa destas lesdes.

2.7. CONCLUSAO

A determinacdo da quantidade de gordura de medula 6ssea pelos dois métodos
utilizados neste estudo constitui um parametro eficaz de determinacéo de condicdes
corporais na leishmaniose visceral canina, podendo ser utilizada como base para
estudos de negligéncia em casos envolvendo a medicina veterinaria forense. O
indice de massa corporal proposto (massa animal/comprimento da coluna) nao

apresentou resultados efetivos.

A observacdo de cées com leishmaniose visceral e com reducédo
significativa da gordura da medula 6ssea alerta para a adocdo de politicas
educativas, visando a diminuicdo de situacBes de negligéncia e/ou maus tratos a

estes animais.

2.8. DECLARACAO

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica e Experimentacdo Animal da
Faculdade de Medicina Veterinaria da Universidade Estadual Paulista, UNESP
(protocolo FOA 01084-2015).
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ANEXO A — Valores de referéncia de exames hematologicos

Tabela 08 - Valores de referéncia utilizados nos exames hematologicos do presente
trabalho. MEYER, D.J.; HARVEY, J.W. Veterinary laboratory medicine: interpretation &

diagnosis. 2.ed. Philadelphia: Sauders, 2004. 351p.

Valores de referéncia Unidade
Eritrocitos 5,50 - 8,50 x10°/uL
Hemoglobina 12,00 - 18,00 g/dL
Volume Globular 37,00 — 55,00 %
VCM 60,00 — 77,00 fL
CHCM 32,00 - 36,00 %
Leucdcitos 6.000 — 17.000 /uL
Segmentados 3.000 — 11.500 JuL
Linfocitos 1.000 — 4.800 /uL
Mondcitos 150 -1.350 JuL
Eosindfilos 150 - 1.250 /uL
Plaquetas 160 — 430 x10%/uL
PPT 68 g/dL
ALT 21-73 U/L
EA 20 - 156 U/L
PT 5,40 — 7,10 g/dL
Albumina 26-33 g/dL
Creatinina 05-15 mg/dL
Ureia 21,40 - 59,92 mg/dL

Fonte: Elaborado pelo autor.
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ANEXO B — Comité de ética
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CAMPUS ARACATUBA
FACULDADE DE ODONTOLOGIA
FACULDADE DE MEDICINA VETERINARIA

CEUA - Comissao de Etica no Uso de Animais
CEUA - Ethics Committee on the Use of Animals

CERTIFICADO
Certificamos que o Projeto de Pesquisa intitulado “Investigacdo de condicdes de
negligéncia em cées com Leishmaniose visceral", Processo FOA n° 01084-
2015, sob responsabilidade de Gisele Fabrino Machado apresenta um protocolo
experimental de acordo com os Principios Eticos da Experimentacdo Animal e sua
execucao foi aprovada pela CEUA em 24 de marco de 2018
' VALIDADE DESTE CERTIFICADO: 10 de Janeiro de 2015
_DATA DA SUBMISSAO DO RELATORIO FINAL: até 10 de Fevereiro de 2019.

CERTIFICATE
We certify that the study entitled “Investigation of neglect conditions in dogs with
visceral leishmaniasis”, Protocol FOA n® 01084-2015, under the supervision of
Gisele Fabrino Machado presents an expenmental protocol in accordance with the
Ethical Principles of Animal Experimentation and its implementation was approved
by CEUA on March 24, 2016
VALIDITY OF THIS CERTIFICATE: January 10, 2018, ":
DATE OF SUBMISSION OF THE FINAL REPORT: February 10, 2019.

CEUA Coordinator

CEUA - Cominzdo de Etica no Uso de Animals
Faculdade de Odoniclogs de Aracatube
'Wumvmoukmm

Fus Joss Bonificia, 11583 - Vils Mendonga - CEP- 16015.050 ~ ARAGATUBA - 8§
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Text of the manuscript: kev points

= Mlicrosoft Word file, Antal 12 point font, leftjustifled, 1 Inch margins on all slide, doubls-
spaced, number every page. no lne numbesing

= Full-length manuscripts: Tile page, Abstract (<250 words), Keywords (118 charscters, use
heSH terms), Introduction (heading omitted), Materlals and Methods {include statement on
ethical reatment of animals; follow ARRIVE guldelines when relevant), Results, Discussion,
Acknowledgements, References, Figure legends. Submit Tabées as separate files.

= [Briefl communications and case reports: Absiract (2150 words), Keywords, Body of the
bext (<1700 words) with no subheadings. Acknowledgements, Referances (n=20), Figure
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=  Copying material from other manescripta, including the authors own work, constitules
plaglartam and Is unacceptable
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= Typecal legend format: Figure 1. Disgnosis, organ or issue, speces, case number. Sentence
description. Staining method. Grougs similar figunes to avoed repetition of ext

=  Supplemental Figures: narme as Supplemental Flgure 51, ete.; Include the name (51} in the
lower left comer of the figure. Supplemental Figure legends grouped in & separate Word file.

Beferance formatl kev points
In text citations are listed in superscript after the punctuation as shown, '8
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Submission and Evaluation of Manuscripts
Subrnit all articles via Menescript Cenfral: hitpef e misnsscniptosn bral combvetpath

If you do not keve access io the necessary rescurces for onfine submisslon, please contact Jill Findlay,
Managing Edior (velpathioumaloutiook com).

Authors are wrged to consull 3 recent ssue of the joumnsal and follow the style therein, as this follows the
10t Edition of the AR Manual of Style. Vietennary Pathology will also consider manuscripts prepared
according to the Uniform Requiremeants for Manescripts Submitied to Blomedical Jowmals (Mew Emngl J
Medl 336:309— 315, 1997). Pleass indicate in youwr cover letier and a3 a fooknoie on the titke page of your
manuscrpt that you have prepared youwr manuscrpt in the Uniform Reguirements format. Only original
papers written i Amerdcan English will be accepted. An aditing serdce including ranslation from Spanish,
Fortuguese of Chiness |s avalable from the publisher, SAGE; use of this service doss nol guarantes

accaptance of the paper by the poamal

Bubrmission of 8 manuscrpt requines esch author to have an Open Researcher and Contribuwior
dentification (ORCID D). ORCID provides & unigue and persistent digital Identifier that distinquishes
reseanchers from every other researcher, even those who share the same name, and, through integration
in key research workflows such &s manuscript and grant submission, supports automated inkages
between resesrchers and their professional activities, enswning that thelr work Is recognized. The collection
of ORCID IDs from cormesponding authors is now pan of the submission process of this journsd. f you
already have an ORCID ID you will be asked o assoclate that to your submission during the online
submission process. We also strongly encowrsgs all co-suthors to Bk thelr ORCID 1D 1o thelr accounts in
our online pesr review platiorma. It takes seconds 1o do: click the link when prompted, sign inbo your
ORCID account and our systems ane automatically updated. Your ORCID 1D will become pant of your
accapbed publcstion’s metadata, making your work attributable 1o you and ondy you. Your ORCID 1D s
publizshed with your article so that fellow ressanchers reading your work can link 1o your ORCID profile and
from there link to your other publications. If you do not already have an ORCID 1D please follow this link to
creale one o wsit our ORCID homepses to lesm mone.

You will b2 asked to provide contact detalls and acsdemic affiistions for all co-suthors via the submission
systern and kdentify wio lg to be the comeaponding author. Thess detalls must match what spgears on your
manuscript. The affiiation listed in the: manuscript should be the institution where the research was
conducied. if an author has moved 1o & new instiuton since completing the ressarnch, the new affillaton
can e included in & manuscrpt note at the end of the paper. At this stage please ensune you have incheded
all the requined statemeanis and declarations and upboaded any additional supplementary files {including
reporting guidelines where relevant).

Manuscripts submitted to Vefernary Fathology are evaluated by the edilorial staff. If the manuscript s
potentially suitable, peer reviewers are normally selected by the Associate Editor,

Vedennary Pathology operates a single-blind reviswing policy in which the reviewsesrs nams |s concaslsd
from the submitting author.

As part of the submission process, the comesponding author will be saked to provide the names of peans
who could be called upon o review your manuscript Fecommended reviewsrs should be experis in thelr
fliekts and should be able o provide an objeciive assesament of the manuscript. Authors should

i recommend revievwers who would have a conflict of interest, ncluding (but not Emited to) the following
guildelines:

= The reviewer should have no pror knowledge of youwr submissson

= The reviewsr should not have recenily collaborated with or have a personal redationship any of
the authors

= [Reviewsr nominees from the same instiution as any of the authors are not permitied

Editors are not oblged 1o invite any recommendsd reviewens 10 855858 your manuscripl. Authors may
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request that specific iIndividuals be excluded as reviewsars, but the decision 10 uSe oF not use opEosed
reiewers B made by e editors.

Accaptance of a manuscript for publication is determined by the Editor and Associate Editor based on
the peer review, sclentific medt and valie 1o readers. This decisson may be made in consultation with
other editorial staff andior the Editonal Board. Appeals of decisions should be directed 1o the kManaging
Editor (Emall: wetpathjoumal@outiook. com ).

When re-submitting a revised manuseript. upload a cean copy of the manuscrpt as the manuscript
file, and also uplosd a maked-up copy 835 a Supplemental Flle (enabling editors and reviewers o ses
chamnges that were made from the orginal version). Authors must include a response letber that

addresses each of the reviewers and editor's comments, In order.

Reslewer's comments should be taken a3 conatructive erticlams by exgens in the subject area, and
revisws lead o substantial Improvement in the gquality of sclentific manuscripts. Nonethaless, authors are
ot obliged o make changes a3 suggested by the reviewers, if a compseliing rebuttal or counter-
argurnent can be stated. After one or more reviews of the manuscrpt, the editorial staff will decide If the
reviewer's and editors’ comments have been satisfactorly addressed.

Editorial Policies

Scope and Criteria for Acceptance

Vieteringny Pathology publishes basic and applisd ressanch involving domestic, Bboratory, and 20
anirmaks, wildlife, poultry, and othes animals. The scope of the poumal includes novel descrptions of
pathologic changes, dinical pathology and clinlcal-pathologic correlations for nabwral and experimental
dissases of andmals, Investigations of the mobscular and cellular mechanksms of dissase (general
pathology ] and ather aspects of pathogenesia, descriptions and use of animal models of human disesse,
and shudies of pharmaceutical and emdronmental hazands,

Manuschpls considersd for publication must:

1. have significant imporance o andmal andfor human health,
2. include new knowdedge supporsd by valid data,
3. address disesse mechanisms (paogenasia, pathophysiolegy), or pathokegis findings in

Important new or emenging disessas, of dinico-pathologic corredations, AND
4. beof suficlently broed Interest 1o be of substantial value 1o veternary pathokogists.

Thus, marsscipts should characterize previously wirecognized disesses, advance our abdity to mors
socurately disgnose disesses, identify pathologle featunes that indicate prognosis oF appropaiate therapy, or
provide an important comparative vewpoint. Resuits of In wiro expeniments or genstic analyass may be
sultable if they reveal aspects of pathogenssls, or sdvance knowlkedge in understanding of disease
mechanisms, pathogenesis, pathologic diagnosis, or clinkeal relevance of pathologle findings. Descriptions
of mowel methods relevant o the practice of velerinary pathology are considerad, as are papers that
describe or valldate animal models of human disesse, enhance the ranslational sbedy of animal models, or
are relevant to animals used in pharmacolegs studies.,

Velennary Fathoiogy i the officlal journal of the Amercan College of Veterinary Pathologists, the European
College of Veterinary Pathalogists, and the Japanese College of Veternary Pathologiats. The Editor-in-
Chief |a responsible for the editonal content of the journal—incuding peer-reviswed manuscrpts—and the
tirning of f= publicaton. The aferementonad Colleges do not interfers with the recrultment. svalation o

aditing of Individual scientific manuscrpts submiited 1o the journal, but they do contribule 1o the sirabegc
diirection of the jouwmal.

Authorship
Fapers should only b= submitted for consideration once consant i given by all contributing suthors.
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Those submitting papers should camafully check that all thosse whose work contributed to the papsr are

achnowlsdged as contiibuting authors. The kst of authors should inclede all thoss who can legitimately

clalm authorship. This k2 all thoss wha:

(i) made & substantial contribution to the concept and design, scquisiton of data o analysis and
interpretation of data,

{H) drafied the arice or revised i critically for iImportant intellectual conbent, and

() approved the wersion to be publshed. Please rafer to the ICMIE Authorship quidelings.

Research Ethics, Ethical Treatment of Animals, and Consent of Animal Owners

Sulbvmitied mamecrpts should conform o the ICMJE Recommendations for the Conduct, Reporting,
Editing, and Publication of Scholarly Weork in kMedical Journals.

Studies inwvabdng Ive snimals (or samples that were oblalned from e animals for the purpose of the
study) must be approved by an InstEutional Animal Cere and Use Commities (LACUC). In the Methods
saction of e manuserpt, state the full name and institution of the LLWCLC, In addition to the approval
member. Furthermaores, studies must b camied out in accordance with all applicabls Instiutoensal, local,
and national guidelines and laws. These guidelines may include, but ane not solely limied bo, the Mational
instibutes of Health's Guide for the Cane and Use of Laboratory Animads, which can be obtained from

the Office of Laboratory Animal Welfane, the Guide for the Care and Use of Agricutturs! Animails i
Agncultural Ressarch and Teaching, evallable from the Federation of Animal Scence Soclatles. and the
Corventlon on International Trade in Endangered Specles of Wild Fauna and Flora. Manuscripts may be
regected if the editons suspect unnecessany of unscceplable animal suffedng. even i IACUC approval was
provided.

Siudles invobdng sarmples of records that are owned by the suthor's institution (such as anchived samples
ownied by a disgnostic laboratory) may nat reguise 1ACUC approval of informed consent of the animars
oniginal owners, depending on the requirements of the institution and becal laws. In swch clircumstanoes,
the poumnal does not reguire a statement of 1ACUC approval of informed osner consent. Authors must
ensure that they heve oblained appropriate permigsion from the instiution or iIndividuals who own the
samples of records, prior to submitiing a manuscrigt that involves analysls of thoss samples.

For studies in which samplss, data or pholographs ane collsctad from privately owned animals (such as
client-owned animals), please state in the Mathods whether written or verbal informed cwner consent was
obdalned, of include a staternent explaining why such consent was not necessary. Do not submit e
acheal written informed consent with yowr article, as this breaches confidentiality. As mentoned shove,
such conssnt may nod b2 necessary if ownership of diagnostic specmens s transferred o the author's
instiution.

Reports that nclude swrveys of human subjects must include a statement that the survey was approved
by & Imatitutional ethilcs board. b the Mathods section of the manuscript, state the full nerme and
instifution of the ressanch ethics board, in addition to the approval numbser

Flease also refer 1o the ICWMJIE Recommendations for the Prolection of RBesearch Parlicipants

Medical research Irvalving human subjects must be conducted according ta the Wordd Medical
Association Declaration of Helsink)

Availability of supporting research data

Manuschipis reporting orginal research must incleds a statement of the data avadshidity &t the end of the
Methods, which informs readers of whather the undedying data will be made available or not, and if so the
bocation &t which resders can access the data (and, when relevant, the dale when the data will b2 made
avallable and any restrictions on avallability). This statement may take the following form: The dala
analyzed ln this stwdy are S are nol svallable s Supplementsl Matensls (or by stating e name of the
repositony, permanent weblink, request to the author, et ).

Authors are strongly encouraged to include detaled tables of indhidual-animal raw data as
Supplarnental Materals, in an affort to promobe transganency &nd openness In communscation of
sckentific findings, 1o alow readers increased confidence in the findings, and to provide case serles data
a4 reference information to the scientific community.
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Al BAGE we are commitied to tacilitating openness, transparency and reproduciblity of researche Whene
redevant, The Joumnal encourages authors (o share their research data in a suitable public repositony
subject to ethical conslderations and whene data ks included, o add & dats scoessibility staternent in thelr
manuscript file. Authors should akso follew dats clation principles. For moee Inforrmation pleass visit the
SAGE Author Gateway, which includes information about SAGE"s partnership with the data repositony
Flgahare.

Duplicate or Related Publication, and Plagiarism

Subrmission of & manuscript imples commitment to publish in Vedennsny Pathology. Manuscripts subamitied
to the joumnal must not be under conalderation for another journal, nor should manuscripts of similar form or
with substantially similar content have been submitied, accepted or published elsewhere. In the cover letier
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submitted peper, as Ward or PDF files that are uploaded as supplemental information files. Fallure to notify
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that you have the Aghts o the work and that you have obiained and can supply all necessary permissions
for materials used in the study and for the repreduction of any copyright works not owned by you, that you
are submiiting the work for first publication in the Journal and that it s not being conssderad for publication
elzewhere and has not already been published ekewhere. Please see owr guldslines on prior publication.

Studies forming & novel Investigation of previously published case matestal must clearly state the
relatiorship to the prior works In creumstances in which the manuscript predominantly represants materal
alresdy published, please contact the editor to determine If sufficlent new materal i presented to warrant
publication. A paster of oral presentaton at a conference (if e published abstract is Bss than 350 wards),
of publicatisn of findings in a thests as part of a graduate degres, are not normally considered 1o Interfere
with pubbcation of the same material &5 a8 peer-reviewsd paper,

The Journal may accept submissions of papers that have besn posted on pre-paint servers; pleass alert the
Ediorial Office when submitting {contact detalls ane at the end of these guidelines) and include the DO for
the preprint in the designated fiebd in the manuscript submission system. Authors should not post an
updaied wersion of their paper on the preprint serser while it i3 being peer reviewsd for possible publication
in the journal. If the anicle s scoepied for publicaton, the author may re-use their work according o the

pounrmal's author anchiving poldcy. H your paper k= accepted, you must indude a link on your prepant to the
final version of your paper.

Diuplicate or redundant publication or copying from other manuscrpts without disclosure is wnethical.
Plagiarism includes copying mabtedtal from other publcations, including copying from the authors own work
that ts alesdy published elsawhens. Undisciosed duplicious, redundant or plagisnzed manuscnpts will b
refected of retracted, and the author's Instibution ey be notified,

Publication of Reprinted Material

Authors are responsibée for obtaining permission from copymight holders for reprsdecing any llustrations.,
tables, figures or lemgthy guotations presviously published elsswhers. Note that most published matesal ks
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the Ressarch Information Metwork (RIN], Veteringry Pathology requines sl Authors o acknowladge thelr
funding in a consistent fashion wndsr & separate heading. Please visit Funding Acknowledgements om the
SAGE Joumal Gateway to confiem the format of the acknosdsdgment text in the event of funding or state
in your ecknowledgments that: “This research recelved no specific grant from any funding agency in the
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publication, this role should be stated. If the study evalustes a commercial or candidate phamnaceutical
product or medical desice, the authors must disclose swupport in 8 cover letier when the manuscript ks
submitted for initlal reviesw, unless the sasociation of the suthor with the SpONSONNG COMpEany k5 obwkous.
The aditor will hold swch information In confidence. If the manwscript |s accepted for publication, the editor
will discuss with the suthors how such information is to be communicated 1o the reader.

Financial inerest. Authors must disclase in the submission lefer as well 88 in the "Declaration of
Conficting Interests” any financial interast (including employment, consultancies, and honorarla) in &
com@any (or ils competitor) that produces or benefits from a produect under discussion, or & diagnostic test
of therapy of & dissase relevant 1o the manuscript. The “Decdaration of Conflicting interests® section =
compdeted during the process of online submission of the manuscript.

Fublication of papers dealing with a commercial or candidate phamaceutical product or medical devics
of diagnostic test does not convey of Imply an endorsement by the journal Vederdnary Pathology of the
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has had an Article Processing Charge (APC) funded by the Wellcome Trust will be published under a
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To faclitate this. It s essential that the comesponding author Indicates that thelr work i Wellcome T nest
funded when they submit thelr work by selecting the relevant FundRef 1D in the manuscript submissson,

SAGE sudits the funding status of all of ow Open Access arficles on & regular basis. f for any reason the
corect process has not bean followed, SAGE undertakes to make any reguired sdyestrnents ina timedy
Manner.

These commiiments also apply o0 APCs pakd for by &l other parners of the Charity Open Access Fund
{COAF): Arthaitls Ressarch UK, Bloodwise, British Hearl Foundation, Cancer Research UK, Parkinson's
LK.

General Information for All Types of Manuscripts

Margins and Fonts

Electronic text files should be submitted as Word files. Manuscripis should e prepared using Asal 12
podnt font. Mangins on all sides should be at least 25 mm (1 nch), with no Aght justiication.

All sections of the manuseript should be double- spaced. Every page should be numbered. Line numberns
are not used; these are added auiomatically when the manuscript & converted to FOF format.

Arrangement of Sections

There are more specific guidelines for full-length manuseripts, bref commurications and case reports;
horwever, the general arrangement of the sections of the manuscrpt s as follows:

Title page

Ahstract

Keywords

Introduction {untitled; no heading is included)
haterials and Methods

» Fheaults

» Discussion

+ Acknowledgemeants

= Declaraton of conflicting interssts
= Fuinediing

» Feferences

= Figure legends

» Tables (submit as separate files)

Use of Case Numbers

MNumbser cases starting with case 1 regardiess of your particular numbering system. Laborsiory case
numbers should not be wed. Inclede case numbers in all sections of the manuscript where the cases are
described or discussed (eg, case 1-10, case 2, 3, and 5).

Citation of Figures and Tables

Figures and tablas are numbered by the onder they are cited in the text. For exarmpls, the first figure cited
fir thee ted e Figure 1, the second cied is Figure 2, sl

Hobtes in the text (eg. the manuiacheer name, or personal communicatons) are put in parenthesas at the
appropriate locatlon within the text. Fooinotes are wsed only for tables and are not used n the body of the

et

Abbraviations and Momeanclature

Abbreviations should be intuithve, kept to a minimum, only for words used 25 Bmes in the manuscrpt, snd
defined at thedr first mention within the body of the article; for examgle, “neuron-apecific enolase (NSE)L"
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Avold abbreviations in the abstract. Abbresiations used in tables are spelsd out In full in a footnoie.
Abbrewiations used in figure legends should be defined once in each plate of figures.

For anatomic teminokogy, use the English equivalents of terms used in Momina Anatomics Veternada. and
Homina Hisiologica Velerinara Mames of infectious agents should foliow published standards for viruses
{ICTY, International Committes on Taxonomy of Vineses), bacterla (List of prokaryotic names with standing
in nomenciature, of Bacterlal nomenclature up-to-date) snd fungl (Specles Fungorum or Mycobank).
Bacterial names [genus and species) are ialiczed (Mannheimiz haemalplice). Vines names ae writien in
kvwer case (except for those which are a proper name) and are not (talcized [bovine herpesvirus-1, Weat
Hile virus} except when referring generally o the concept of the taxonomic grouping. For listing the genetic
abrains of mica, use mamr&mamwna d&ﬁg‘ﬂﬂnn awailable from the company prosiding the mice
{for example, Moyse gtics Jeckson Laboratory). Disease names should be those in

generally accepted use.

Title Page
The first page should include:

the full tile of the paper
the full narme of each author (eg. first narme, middle inittals I needed, last namea)
the names and locations of the instiutions where the work was conducied, with the authors”
indtlalg In parentheses after the appoopriate Instibuton; for example: Tokyo University [SH,
TE)L

= the sddress, telephone number, fax number, and e-mall sddress of the comesponding author.

Authors should create concise, informative and descriptive tides that clearly inform readers of the content
of the manescnigt. Tides shoukd, where relevant, include the key aspects describing the nature of e work
such &g the speces of animal, name of the dsease, specific mokscules or calls, disease meachanism,
pathogenesis or the dinkcal-pathologlc corelation that s the focus of the work. Tilles that focus on the
subject of the work are generally more effective that those based on the methods.

Abstract

The abstract should be informative rather than descriptive, and 250 words or less (=150 words for Brief
Communlcatons and Case Reports). The abstract should briefly summanze the rationals and methods for
the study, but most of e absiract should b= a detsled summary of he findings and thelr significance.
Absolute naembers of subjects (either animals or tissue samples) should b2 ghven with the percentage in
parentheses (eq. *T5/250 tissues (30%) stained positively® (but, do not state the percentage i the
denominator 2 less than 10). The species of animal, the numbsr of animals studied, the organ systemn or
tissue evaleated, the technology of methods used, and the dissase process should be mentioned In the
abatract, as well &3 allernative names for the dissase or causative agent when redevant. Absiracts of
revlew papers should name the loplcs covered and provide a summary of the maein content, rather than

slmply stating the objectives of the review.
Keywords

Identify key words (up 1o 119 characiers with apaces) and place them after the abatract in alphabetic order.

Where posaible, use terma from the medical subject headings (MeSH) list of e LS. Mational Library of
Medicine. The species of animeal, the organ system or flssue studied, the technology or methods wsed, and

the disesse process should be listed, a3 well as altermative names for the disesse of causstive agent when
redevant, and other appropriste terms likely 1o be used by tose condwcting an intemet seanch. Where

possible, hese keywords should be repeaied in the absiract.

Tables

Tables are used to present key comparisons, summanzed data, and selecied Information of major
importance fo the cutcome of the study. In contrast, e following should b= incuded only as Supplemental
Tables: individual-anirnal data for =20 animals, rew data, data of lesger Importancs B the atudy's
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conclusions, or large data tables that do not fit on a single page of the printed journal.

Tables should be submitted &3 separate Word or Excel files, not as part of the maln document. Tables must
e editable snd cannot be embedded images ina Word docwment. Tables ane named in the onder that they
afe cited In the text (Table 1, Table 2 atc.).

Table rmust fit on & single page of the printed poumal and must not contain more than 130 characters
(including spaces) per row. Larger tables may be included ss Supplemental Materlals. The tile of the tabe
should be complete o that the reader s able to understand the content without reference to the texd; the
tithe may be more than one sentence. All pars of & table must be double-spaced and st in full-size type.
Omilt &l vertical lines from the table format. The contents of cells within & colurmn shodld B2 balanced 1o
avold disparity In the amount of text. Empty cells are not permitted; use nid or nda If the analysis was not
done or not applicable. Rows or columns with identical vakees should be omitied and mentioned as &
footnobe or i the bexd.

Footnotes ane designated by superscript letters In order of presentation wikhin the table (*This s the note for
the firat notation In the table. *Thig iz the second note. L A nole that appies 1o the able &3 8 whola should
b= located at the end of the table titke with a superscript ketter a (Table Title*). All abbreviations are induwdead
in & single footnote, and not shown by a superscript letter.

Floure nurnbesing. Figures are nembered (Fig. 1. Fig. 2, eic ) In the order cited in the text. Do not use Fig.
1a, 1b, g, o, except for differant staining tachnipuss on the same samgbe.

**Figure numbers must be placed in the lower left comes of images and should be sat in white or back
14-paoint Arial font with no barder.

Image file formatl. Images should be TIF fles with & resclution of 300 ploets per inch for coler and 600
pixels per inch for black and white, and at 30 or 180 mm wide (Le.. one column width or two colemn
widths). The image mode for color figures i RGE, and for bleck and white figures | Grayscale.

Growping of Images. Figures are usually groupsd a5 8 plate with edges directly apposed. Flates must
consist of sequentially numbered figures, arranged horlzontally in the appropeiate order, and they must
form a perfect square or rectangle with no white space bebsesn or around images. Do not add a bonder
around Images; white borders are sdded later by e publisher. See recent Esues of the jownal for
examples of approprisie figure arrangement in plates. Plates are either 90 or 160 mm wide (1 or 2
columna) and no more than 180 mrm high.

Each figure file should contain a single figure or plate. The editors may regroup figunes as required bo mesd
typesatiing requirements,

Effective methods of presentation include plaies that are 2-3 pholos wide (180 mm) by =4 phobos tall
(=180 mm), or 1 photo wide {30 mm) by 2 or 3 photos tall (2180 mm ). Other arrangements are
accepiable, depending on the total number of photos fo be submitted and how large the Images need to
b fior optirnal viewing.

Photograghes guality snd modifications. Groas and light microscope mages must be in color. Comect
anatomis orentation should be maintained; for instance, the swface of the skin should be at the top of
the figure, and where pogsible groas photos ahould be taken with the hasd 1o the right (but the
onentation of existing photos must not be flipped).

Fhotos of micrescople lesions must not contain photographic or tissue anefacts. The imapges must be
evenly Iit, and backgrounds of photomicrograghs must be white. Gross images should be presented
against & clean, uniform, evenly colored background. Before the images are submitted,

beckgrounds (grass, surgery drapes and other textured cloth, nulers, necropsy nurmbers, ebe.) must be
remowed of the figure prepared with a unifonm beckground of a sultable color.

Image modification or enhancement i acceptable if sppled to the entire Image, swch as changing the
bightness, contrast of color balance. |t is acceptable to modify the background of specimen phobo.

1
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Changing a kecalized area of the tissue or kesion s not normally considerned accepiable; it s essential
that medifications do not affect the verscity of what is shown, and the image submitied must match the

appearance of the real specimen.

Do ot use scale bars in gross of histolegse images. exscapt in rare cases whera thelr wee s ontical to the
understanding of the image: justification for thelr use must be included in the cover letter. If requirad, the

bar or scale should be abowt 1 cm bong, placed in e lower right of the Image, and e equivalent value {10,
25, 100 pm, eic) given in the legend, never on the image itself. Scale bars should b Included in electron
micrographs.

Hisiologle pholos may Include &n insat swch as a higher magnificaton if needad.

For graphs, the text labels shauld be in Aral font, at sufficient size to be aasily read in the published size of
the figurne.

Cost of cobor figures. Authors are allowed o free color plates (that is. tvo color pages up to 180 < 180
mrn}, and the cost of remaining plates will b= the responsibllity of the authors. The cost for each sdditional
color plate will be LS 5250, The suthor will be bllled directy by SAGE.

Obtaining permission 1o publish reprinted materal, including reginting fgures from published papers, s the
responsibllity of the commesponding author.

Figure Legends

Esch figure must heve a legend. Flgure legends should be placed in a separate section at the end of the
manuserpt within the main ‘Word docunent. and this section must not contain embedded figures. When
upboading figure fles to Manuscript Ceniral, please do not upload the indhvidual figure legends directly
{leave this option blank).

Information descrbed in the legend must b= clearly visible in the phoo; do not describe other findings of
the shudy that are ot vigible n the photo. Abbrendations wsed in figure legends should be defined once In

each plate of figures.

Flgure legends should b= concisely written. For gross and microscoplc images, figure legends should be
bazed on the following style as appropiate; Figure 1. Diagnosis, ongen or Bsswse, species, case number if
neaded. Brief description of the change that ls visibée in the photo, Mame of the stain o labeling method
{eg. nematoxylin and eosin, Masson's tichaome, iImmunchistochemistry for cytokerating, For
imrmunohistochermiatry, other atyles may be used b gwold regetiion. sueh as "The neoplastic calls hawa
cyioplasmic immunolabelling for cytokerstin®.

For figure panels that include multiple mages with the same diagnosis, figure legends should be grouped
o avold repetition. For example, Figures 1-4. Leishmania infanivm chagas! infecton, Aght atral
miyocandiuem, dog. Figure 1. Amasigoetes in he cytaplasm of a macraphage. Immunohistochemistry for
Ledshmants. Figure 2. Lymphocytes infllirate the subeplcardial reglon. Hematosylin and eosin (HE).
Figure 3. There |s coagulative necrosis of cardiac myocytes. HE. Figure 4. The Interstitiem is expandad
by collagen. Masson's frichrome.

For Bustrations of ofher laboratory data such &s graphs and photos of gels, fiqure kegends should brisfly
menson the mathodology and Indicate the imgotant findings where necessary, at a level of detall that
sl the reader to wnderstand the data belng presented. However, the text of the materizls and methods
or the results should not be repeated.

Supplermental Figure legends should be submited in & separaie Word file.

Acknowledgements
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All conbributors who do not meet the criteda for authorship should be Ested In an “Acknowledgements'

saction. Examples of those who might be acknosledged include & person who provided purely technical
hedp, wiriting assistance, or a departrent chalr who provided only general support.

Declaration of Conflicting Interasts

State any potental conflicts of interest such as those related 1o financal suppon for the study or a financial
interest In the study outcomes or product being tesied (see also the above seclion “Conflict of Interest
Policy™). i there are none, state: "The authons) declared no potential conflicts of interest with respect to
the research, suthorship, andier publication of this artcle.

Funding

List the sources of funding for the study [ses also the sbove section "Conflict of Interest Policy”™). if thera
was none, state: *The author(s) recelved no financisl support for the research, authorship, andior
publication of this anicke.

References

Oy published matesials or material that has been accepted for publication should be Ested in the
References section. In the cass of accapted aricles that ane not yet avadable online, 8 copy of the letter of
acosptance and the manuscript itsell should be provided:; these are uplosdsd &5 supplementary files, for
wiewing by the editonial staff and reviewers. Personal communications and personal cbservations should be
wsed sparingly and cited |n parentheses in the test (eg. JB Wikkams, personal Communicaion )

In the text, citations should be in superserpt, have no parentheses, and follow all puncluation marks (eg.
Previous shudies hawe shown that mice are good models of this dsease. ™™ "),

The reference kst should be aranged alphabetically and references numbered consecutively. Jounmal
abbreviations should be those used in Index Medicus.

Article in a journal, £6 suthars: Holman RT, Wiese HF, Smith AM. Essentlal fatty acid deficlency. Am J
Pathol. 1976085255257,

Artiche in a journal, »6 authaors (list the first 3, then et al): Ortega J, Uzal FA, Walker R, et al.
Zygormycotic ynphadeniis in slaughtered feediot cattle. Am J Bathol. 2009:47:108—114.

Supplement in & journal: Mardley HJ. Sterols and keratinlzation. Br J Dermafol. 195881(Suppl 2):2942.

Chapter in a book (for which each chapter has a different author): Shigh EG. Neutral lipld slorage
disease. in: Dyer WU, ed. Blochemistny of Lipids. Sth ed. London, UK: Academic Press; 1956471478,

Book (for which the entire book has the same authars): Modiin J, Jenkins P. Decislon Anaiysis in
Plannimg for 5 Polo Outbreak  the Unifed Sfafes. San Francisco, CA: Pediatric Academic Socksties; 2004,

Supplemental Materials

Supplsrnental material is published electronically on the jownal websile and doss mot appeser in te print
wersion of the joumnal, but is readily accessed from the joumal’s website (from the citation of the paper, and
from the table of contents). In general, Information that ls necessany to wnderstand and provide validity to
the study {Le. information used by most readers) B included in the main part of the manuscript, whereas
information @at s neaded only for detalled snalyals and etique (Le. information to & small numbes of
regderns ) should be moved to supplernental materals. By so dolng, this can remove distractions, theaby
making the pager easler to read and focusing readers”’ attention on the key outcsmes of the stedy.
Information that should b= incuded In Supplemental materals and not in the main text of the paper
includes:

= Tables describing semi-guantitative scoring systems, unless e sconing sysiem B a3 main
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ouicome of the siudy
= Detais of the methods that would be nesded to replcate the findings or fully describe the
methaods, but are not nesded for readers to understand the work Mat was done

= Tables of individusl-andmal dats that sre lenge or iIncheds =20 animals

= Tables conteining large amounts of fext, of are too large to be printed in poriralt orientation on one
page. Tables must not have more than 130 cheractars (incuding spacas) per row.

» Detaded tables of data that are adequately swmmarized In the text, or are Included for
completensss but not neaded to understand the main outcome of the study

= Additional photegraphs of lesions, of videos.

Reference to each supplemental material should be made in the main text of the paper (eg.
Supplernental Figure 51, Supplemental Table 52, etc. ), and thelr lagendsftifles should be labelad in the
Same way.

Supplernental Materals should b= subrmitted in the format for publication because they are not type-set
of edited by the publisher and are not provided with the page proofs.

For Supplemental Fipres, the figure nams (Supplemental Figure 51) i included in the legand, and e
ablbreviated figure nams (51, 52, =ic.) is added to the lower left comer of =ach photo. Figure size and
formatting are as described above; submit as TIF files.

Supplernental figures legends are grouped and submitted &3 a separate Word docurment.

Supplernental tables should be single-spaced and may include barders as needed for clanty; the Eyout
should be as published. Large tables of data may be posied onling a8s an Excel file rather than a pd file;
please nobfy the editor of such reguests,

Types of Manuscripts

Full Length Manuscripts

Ful-ength manusciipts contadn the following sections, in ander: introduction (untitled; no heading s
included), Materdals and Methods, Results, Discussion, References, and Figure Legends. Logical
subesdings (but not sub- subheadings) may be used for groups of 22 paragraphs. Tabiles should be
uploaded to Manuscript Central as separate Word or Excel files, and Supplemental Figure iegends
should be grouped and updoadad in a separate Word file.

Titles should be concise and ceary inform readers of the content of the manuscript, with Important wornds
placed near the beginning of the tide. Tiles should, whers relevant, include the key aspects describing the
mature of the wiork such as the name of the disesse, specific molsculss or calls, and animal species that |s
thie focus of the work. Tiles that focus on the outcome of the work ane generally mone effective that those
based on the methods. Reviews should Include the word “rendew” in the Glle and keywords.

The Absiract should be Informatikee rather than descriptive, and 250 words or less. The absiract should
briafy summanze the rasonale and methods for the study, but rmost of the sbatract should be a detailed
summary of the findings and thelr significance. Absolule nembers of subjects (either animals or tissue
samples) should e ghven with the percentage in parentheses; for example, “T5250 tissues (30%) stained
jpasitively® (but, do not state the percentage if the denominator ks kess than 10).

The abstract should mention (a8 appropriate) the species of animal, the nember of animalks studied, the
organ aystem or tissue evaleated, the lechnology or methods wsed, and the disease process, as well as
alternative names for the disease of causative agent when relevant. Linnean nomencature (2g. sugar
glider, Petsuue brevieaps) should be includsd in the abatract for all but common domestie species.

The Iniroduction may incleds & short summary of the dissase or problem studied, a focused surnmary of
relevant prior sbudies, the rationale for the investigation, and the specific objectives or wpothesss, The
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Intraduction s not & comprahensive review of e dissass or tople. but instesd |s fecusad on prondding
adequate backgrownd information for the reader to understand the study. The last parsgreph of the
introduction should norrnally Inclede & clear staterment of hypothess or obgectives of the study. The
introguwction should not describe the experimental approach, methodology of results.

The Materials snd Methods describe the selecton of case materla (including thelr provenance, and
inchesion and exclusion criterla), the methodology &t a level of detall allowing knsadedpeabls collsagues
io repeat the shudy, and the statistical analysis. Tables of immunohistochemistry or POR methods should
be mioved to Suppermnental Materlals. Where relevant, suthors should eonsult published standards for
minkmum Information about reporting animal studies (ARRIVE guidelines), expedments using microammays
ica (MIAPE), or quantitative real-time FCR (MICE). and randomized clinécal trisls

(MIABAE ),
(CONSORT).

Manuscrpts repoiting onginal research must include a statement of the data availabllity at the end of the
Materials and Methods, which informs readens of whether the underlying data will be made avedlabls o
mot, and if 5o the kecation at which readers can access the data (and, when relevant, the date when the
dats will be made avallable and any restrictons on avallabity).

This statement may take the folowing form: The dats anslysed in this sfudy are £ are nof svaifable as
Lupplarmenital Maferals (or by atating the name of the repositony, peemanent weblink, request to the
author, eic).

Results should not be exheustie but instead focused on the major findings of the study. The text should
ot repeat the findings Ested In tabdes or figuras, but instead describe a different aspect of the findings.
Results that are not critical o the conclusions of the stedy (Induding large tables of indidduesl animal data,
and scofing systems for semi-guantfication of leskons) shouwld be moved to Supplemental Materials,
Surmmary data ane reporied 85 absolule numbers with percentages; eq. "positive staining In 15720 cases
(75%)" (bat, 3o not afate the percentage if e denominator | less than 10). Statiatical results deacrbad in
thie text or figure legend should normally menton the methoed used and the nember per group {eg.
P=0.015, Student's t- test. n=12 cases per group).

The Discussion often begins with & brief re- Reration of the main hypothesls or objectives and a summany
aof the main outcomes in relation to this rationals. Depending on the nature of the study, subsequent
paragraphs may: (&) summarze the findings without repeating what was atated in the Resuits, (b) discuss
the suitability or validity of the cases. methodology, of expermental system studied, (c) conssder the
posgible interpretations of the data incuding comeboration or contradiction of the hypothests,

{d) develop an argument in suppost of the favoured Interpratation, (e) compare the findings with that of prior
studies, () addrass any mportant lmitations of the sbedy, and () repot the impeations and imponance of
the findings without excessive speculation.

The final paragraph of the discussion should summarnize the magor findings and practical recommendations

based on the outcomes of the study. The methododsgy & naot normally mentioned, bt instead summanize
the key findings of the paper that will be of valus 1o resders. The conclusions should be stated specifically
rather than as & generality, and ey should not be speculative, but based on the fsetesl outosmes of the

shudy.

Brief Communications and Case Reports

Brief communications are used when the extant of the iImestigation or the findings do not warrant & full
paer

Collections of =3 cases are noemally consédered & case report rather than a cass serles. A case report
must provide a novel pathologic description of substantial valwe o velerinary pathologists. The following
are not usually suffickent for publication as a case report: & known entity In an unusual specles of andmal, a
neoplasm inan unusueal location, concurrent finding of two unrelated conditions in e same animal, e first

occcurmence of a dissase in a geographic region, or movel findings of trivial importance or that do not provide
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substantial value to readers. Multiple-animal case sares of such disease conditions are encouraged If ey
are novel and advance knowledge in pathobegic dagnosis, dinical relevance of pathologic findings. or
understanding of disesse mechanisms.

Brief communscations and case reparts ane limited to 4 pages of printad materal: 21700 wornds in the
by of B text, two plaies of =8 figures tolal, no more than 1 teble, and No more than 20 references.
Additional infoermation and photos, | relevant and of high quality, may be included as Supplermenial
materials.

Brief communécations and case reparts should have only the following headings: Abstract,
nts, References and Figure Legends. Headings are not used for Matedals and methods,
Resulis, and Discussion,

Abatracts for brief communications and case regpons are limited to 150 words. For descriptions of >1
cases, the findings should be described in aggregate rather than as a senes of ndividesl case reports.
Case repons focus on presenting the findings of the case and their interpretation and mplications, not a
review of the sssocisied Biersiure. The concluding peragraph shoukd be a surmmary of the iImporant
nowvel features of the case.

Reviews

Authors are encouraged io discuss the content with editordal staff prior to writing review papers. to ensune
the foplc and scope are sultable for the journal. Rewews should include a tile page, abstract, and key
words as described above.

The wond “review” should be inchedad in the title and keywords, Concise reviews focusad on a namowly
defined topic are usually more effective than long reviews of 8 brosd topa:.

Meeting Reports

Velennary Pathoiogy does nol nomally publish meeating repors, bul encourages submisaion of review
pagers arising from opics presentad st meetings and conferances.

Latters to the Editor

Letters to the editor sne considensd for publication provided they have not been submitted o published
efsewhere. Letters must provide sclentific or educationsl value 1o readers. Subject matier can incude
usaful criigue of recent articles in Veternany Pathology, current medical Bswes, and sclentific Esues
redevant 1o the ACVE, ECVF and JCVF

Letters should be based on published references. Case desconiptions. new unpublished data, or arguments
promoting future research are not nommally considensd, unless they are of considerable timely significance.
The sultabllity for publication s decided by the Edibor.

Letters are submitted via the online system as described above. All Individuals submitting a letter must sign
of be willing to sign the kefter, and they must proveds thelr full names, thles, institutional afiliatons, smd
sddressas. The principal submitber should also provide telephone and fax numbers and an e-mail sddrass.
Al Individuals submitting & leffer must disciose any financlal associations or ofher possibke conflicts of
interest related to the ketter.

Guest Editorials

Gauest editorials are normally solicitad from esxperts by editorial siaff, and usually refer to a recently
published paper in the joumal. The objective & to highlight pagers with particular novelty or impact, to
provide additional insights and value 1o the paper, and o provide & second perspective on the findings that
will enhance reader’s understanding or appreciation of the findings. They should provide additional
background of & conclae review of the taplc area, nclude inskghts and addiional dimeanssons bayond thoss
given In the accompanying paper, and expdain the significance of the research findings or the current event.
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Gapest editorials must not be simpgdy 8 summary of the paper's methods and findings. Guest ediforials ans
madmally kess than 1000 words, with no abstract or keywords, should be directed to & non- specislized
audience, and are not normally peer- reviewsd. Authorns are encouraged bo Include figures.

Commentaries

Commentares provide insight, perspective and faciually based opinion on a topéc of cument scentific
inlerest to readers. A pre-submission inguiry to the editor & recommendad.
Commentares may or may not be peer- reviewed, depending on the nature of the content.

Image Challenge

Veleninary Pafhalogy invites submission of orlginal, high-guality gross, histology or cytobagy Images for
consideraton as an mage Challenge, along with a muliple choice gquestion and answer. The alm is to

share exceptonal Images and to help readers iImprove their knowledge. The Image Challenge is not 3 case
repodt. It uses case-based Images o lllustrate and educate on a common eme. The primary criteria ans 1)
the condition & interesting. 2} the image shows a typlcal exarmple, 3) readens must be able to formulate a
diggnosis based on the single iImage without magnification, and 4) the image s of high gualty. Images
should show typlcal findings or common vasants of known condiions rather than “once-in-a-Ifetime” casas
of atypical case presentations.

Each submission should Include ons obginal high-guality color image as a TIF file, and guestion and
angwer texl submited as a single Word fle. One or 2 addisonal TIF images may be used o suppart the
angwer. The image must be in shap focus and cleary show the features described, and readers must be
ahls to formulate a disgnosis based on the single image without magnification. The mage should be 90
mim wide, 300 dpl, and RGE (not ChYK) imege mode. Do not include the figure number in the ower lefi
comer, of a border. knages for guestions should not heve any annotations. H snnotations [armows,
aateriska, elc) ane included In images for anawers, pease also sand the same image without annotatons.
Do not Inchude scale bars in gross or hisiologic iImages wnbzss it ks essential for disgnosis.

The mulliple cholos guestion should have 3-4 possible and viable snawers. Indicate the spacies and
anatomic location. The answer should be o more than 100 words, summarnze e iImporiant features of
the case, and may include one reference. For each guestion, the name of one contribulor and their
affiliation will be placed at the end of the answer_ Unsultable images will b= returmed; the publication of
potentially suitable images may be delayed wntil a theme-based collection is assembiled.

Confributors must agree io 8 non-exclusive grant of rights and a declaration of potential conflciing
intereats. Submissions must be original images and information that have not been published previously
and are nof under consideration for publication elsswhere.

For consideration, emad the Image, guestion and answer to: vpimagechallengeffamall.com. mage
Challenges are submitied wia this emall address, not through the ususl websile for submission of

manuacripts.

Obituaries
Obdtuaries, normally of college members of those with a particular relationship with the colleges, ans

published without charge for the first page. Subseguent pages incur & cost of US5100 per page. One page
s approzimately 480 words with a 0 x TO mm photo, or 700 words text-only. Please submit throwgh

e e manuscipiesntral comdsetpath & fora usual manuscipl.

Production and Page Proof Corrections

Your SAGE Production Editor will keep you informed as to your sicle's progress throughout e prodecion
process. Proofs will b= made available o the comesponding author wia our editing portal SAGE Edit or by
emall, and comrections should be made directly or notified to ws promptly. Awthors are reminded 1o check
their proofs carefully to confinn that all author information, Including names, affliiations, sequence and
contact detalls are comect, and that Funding and Conflict of interest statements, if any, ane accurate.
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Flease note that If there are any changes o the author kst &t this stage all authors will be reguined o
compete and sign a form authorising the change.

Fage proofs will be e-rmailled to the author about 3 weeks from the date that the aticde was submitied to the
putdisher. Proofs should be chacked carefully for typographical emors, mathemateal arrars, and any aother
necessary correciions. Flease ensure tat all tables and figures are comect, including thedr headers,
content, and apacing and alignment. The jpumal editor will need to spprove any substantial revriting.
Thess proods are an opportunity to correct any errors that may have been intredeced durng the production
process, not an opporiunity for rewriting. bn addition o joumnal edilor approval, a fee of $2 per line will be
charged for ecdensive rewriting not due o SAGE eror of regesest. Inatrections for how b submit page peood
cormections will be e-mailed with page proofs. Supplemental files are published onling as submitied (Swey
are not typeset or edibed by the publisher) and are not included with the page proofs.
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