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FRIGERIO, E. D. Alteracfes histopatolégicas em hipofise de cdes naturalmente
infectados por Leishmania infantum — Imunomarcacdo de amastigotas e
linfécitos TCD3. 2023. 91 f. Dissertacdo (Mestrado) - Faculdade de Medicina
Veterinaria, Universidade Estadual Paulista, Aracatuba, 2023.

RESUMO

A hipdfise, ou glandula pituitaria, € composta pela neuro-hipéfise e adeno-hipofise,
envolvidas pelo circulo arterial cerebral, é classificada como um 6rgao enddocrino
responsavel por controlar as funcdes fisiolégicas metabdlicas, reprodutoras e de
crescimento, auxiliando na manutencdo da homeostase. A Leishmaniose Visceral
Canina (LVC) é causada pelo protozoario Leishmania infantum, normalmente
observados no interior das células do sistema mononuclear fagocitario e disseminado
no organismo do hospedeiro. Ocasionalmente s&o observados sinais clinicos
neurolégicos, lesdes inflamatdrias e complicacdes vasculares no sistema nervoso
central (SNC) de cées infectados, cuja patogénese nao é totalmente compreendida.
Esta revisdo tem como objetivo descrever as caracteristicas morfoldgicas e funcdes
da hipofise, e os efeitos da leishmaniose visceral e de outras doencas sistémicas que
podem causar disfuncéo da glandula. Para isso foi realizada a analise e comparacéo
de livros e artigos cientificos sobre as infec¢cdes de Leishmania infantum (Chagasi),
alteracdes hipofisarias e enddcrinas, publicados nas bases de dados informatizadas
PubMed, LILACS, SciELO, Google Scholar e no Portal de Periddicos da CAPES em
lingua inglesa no periodo de 1976 a 2022. A hipdfise apresenta funcdo chave para a
homeostase do organismo, e alteracbes inflamatérias nesta glandula podem
influenciar em sua atividade endécrina. Conclui-se que a presenca de inflamacéo na
hipdfise pode levar a uma disfuncéo, acarretando em desordens fisioldgicas, e que
isso precisa ser melhor investigado em cées infectados por Leishmania spp., uma vez
que j& foram observadas mudanca nas concentracbes de horménios e suas
interferéncias no organismo, em paciente humano e em hamster como modelo

experimental.

Palavras-chave: Glandula pituitaria. Leishmaniose Visceral. Histopatologia.

Inflamacao. Imuno-histoquimica.
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ABSTRACT

The hypophysis, or pituitary gland, is composed of the neurohypophysis and the
adenohypophysis, surrounded by the cerebral arterial circle, and is classified as an
endocrine organ responsible for controlling the physiological metabolic, reproductive,
and growth functions, helping to maintain homeostasis. Canine Visceral Leishmaniasis
(CanlL) is caused by the protozoan Leishmania infantum, normally observed within the
cells of the mononuclear phagocytic system and disseminated in the host organism.
Occasionally neurological clinical signs, inflammatory lesions, and vascular
complications are observed in the central nervous system (CNS) of infected dogs, the
pathogenesis of which is not totally understood. This review aims to describe the
morphological characteristics and functions of the pituitary gland, and the effects of
visceral leishmaniasis and other systemic diseases that can cause dysfunction of the
gland. This was done by analyzing and comparing books and scientific articles about
Leishmania infantum (Chagasi) infections, pituitary and endocrine changes, published
in the computerized databases PubMed, LILACS, SciELO, Google Scholar, and the
CAPES Periodical Portal in English from 1976 to 2022. The pituitary gland has a key
function for the homeostasis of the organism, and inflammatory alterations in this gland
may influence its endocrine activity. We conclude that the presence of inflammation
in the pituitary gland may lead to dysfunction, resulting in physiological disorders, and
that it needs to be better investigated in dogs infected by Leishmania spp., since
changes in the concentrations of hormones and their interference in the body have

already been observed in human patients and in hamsters as experimental models.

Keywords: Pituitary gland. Visceral leishmaniasis. Histopathology. Inflammation.

Immunohistochemistry.
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1 INTRODUCAO GERAL

A leishmaniose visceral € uma doenca crbnica e multissistémica com
apresentacoes clinicas variadas, cuja evolu¢cdo depende diretamente da resposta
imune desenvolvida pelo hospedeiro e dos 6rgaos acometidos (BANETH et al., 2008).
Em cées, o desenvolvimento de uma resposta imune celular Th1l é determinante para
o controle e eliminagéo do parasita, enquanto que o desenvolvimento de resposta
imune humoral Th2 é associado a suscetibilidade a infeccdo (HOSEIN et al., 2017).

A etiopatogenia dos sinais clinicos esta relacionada a formacéao e deposicéo de
imunocomplexos, a presenga do parasita associado a infiltrado inflamatério
granulomatoso em diversos 6rgaos e ao desenvolvimento de autoanticorpos, o que
explica a variabilidade de apresentacdes da doenca (BANETH et al., 2008). A ativacéo
do sistema imune inato e adaptativo em resposta a infeccdo promove a producédo de
uma série de citocinas inflamatdrias que refletem néo so6 no tipo de resposta imune a
ser desenvolvida, mas também na modulagéo de circuitos neuroenddécrinos, que sao
diretamente relacionados a resposta imunologica (BOTASSO; MORALES-MONTOR,
2009).

A hipdfise € um o6rgdo neuroenddcrino responsavel pela interface na
comunicacao entre o hipotdlamo e glandulas enddécrinas periféricas, cuja regulacao é
essencial para a manutencdo da homeostase dos organismos em situacdes
fisiologicas e patolégicas (PEREZ-CASTRO et al., 2012). Nao existem estudos
avaliando alteracdes na hipdéfise durante a leishmaniose visceral canina, no entanto,
existem evidéncias de que a doenca pode promover distarbios hormonais
relacionados a ativacdo do eixo hipotalamo-hipo6fise-adrenal, resultando em um
aumento do cortisol sérico em animais infectados, que pode estar associado a uma
progressao desfavoravel da doenca (BARROS-GONCALVES et al., 2021).

1.1 Caracteristicas hipofisarias gerais

A hipofise ou glandula pituitaria € um orgéo neuroenddcrino, responsavel pela
producéo e secrecao de hormoénios que atuam regulando o funcionamento de outras
glandulas enddcrinas, fundamentais para a homeostase do organismo (POLLEDO et
al., 2018).



14

Localiza-se no processo ventral do assoalho do diencéfalo, na face superior do
osso basisfendide, em uma regido chamada de fossa pituitaria ou sela tarcica, logo
abaixo do quiasma Optico e adjacente ao corpo mamilar (DANIEL, 1976; HONG;
PAYNE; JANE JR, 2016). O teto e a base da fossa pituitaria sdo delimitados por duas
camadas de dura-mater, uma interna e outra externa, que formam o diafragma da sela
tdrcica e se conectam ao periosteo e a capsula da glandula (VAN DER VLUGT-
MEIJER; VOORHOUT; MEIJ, 2002). Na porgdo ventrolateral ao diafragma,
circundando a hipdfise, estdo localizadas as veias dos seios cavernosos e a rete
mirabilis carotidea (AIYAN et al., 2019). O espaco subaracndide recobre a parte dorsal
da hipéfise (VAN DER VLUGT-MEIJER; VOORHOUT; MEIJ, 2002).

Em cées adultos, a glandula pituitaria é redonda, bilobada e seu tamanho varia
individualmente e de acordo com a raga, sexo e peso do animal (KIPPENES et al.,
2001; VAN DER VLUGT-MEIJER; VOORHOUT; MEIJ, 2002).

A hipdfise possui origem embriolégica dupla, sendo subdividida em adeno-
hipofise, de origem ectodermal, e em neuro-hipdfise, originada do neuroectoderma,
cada qual possuindo caracteristicas histolégicas e fisiologicas proprias e distintas
(AMAR; WEISS, 2003).

A adeno-hipéfise ndo tem conexao anatémica direta com o tecido nervoso e é
subdividida em outras trés porcdes: pars distalis, pars tuberalis e pars intermedia
(HONG; PAYNE; JANE JR, 2016) (Figura 1). O lobo anterior da glandula hipéfise é
composto exclusivamente pela pars distalis, cuja origem embriolégica remete ao

tecido epitelial que compde a orofaringe primitiva (Bolsa de Rathke).
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Figura 1- Fotomicrografia da divisdo histologica das regides da hipéfise. Bar= ZOOum
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Fonte: Elaborado pelo autor.

A neuro-hipofise € composta pela pars nervosa e se desenvolve a partir de um
crescimento descendente da base do diencéfalo, mantendo continuidade com o
sistema nervoso através de um pediculo chamado infundibulo (DANIEL, 1976), o qual
conecta a neuro-hipéfise ao hipotdlamo, permitindo a passagem de hormdnios
hipotalamicos através do sistema porta-hipofisario e/ou do trato hipotalamo-hipofisario
(VAN DER VLUGT-MEIJER; VOORHOUT; MEIJ, 2002). Junto a pars intermedia,
regido intermediaria entre adeno-hip6fise e a neuro-hipéfise, separadas por uma
fissura na bolsa de Rathke, compdem o lobo posterior da glandula (AMAR; WEISS,
2003). Durante o desenvolvimento embrioldgico, a bolsa epitelial oral avanca
circundando a evaginacao neural, formando uma dupla camada que da origem a
hipofise (AMAR; WEISS, 2003).

A haste hipofisaria conecta os lobos anterior e posterior na regido da eminéncia
mediana do hipotalamo, sendo composta pelo infundibulo e pars tuberalis da adeno-

hipofise, que se localiza ao redor do mesmo (DANIEL, 1976).
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1.2 Estrutura histoldgica hipofiséaria

Histologicamente a hipdéfise € revestida por uma capsula fibrosa de tecido
conjuntivo e preenchida por uma rede de fibras reticulares que oferece suporte as
células da glandula. Como todos os tecidos enddcrinos, possui estroma esparso e
altamente vascularizado, visando sustentar a intensa atividade metabdlica do
parénquima (ALRAHMAN; SHEHAN; SAUD, 2022).

A pars distalis da adeno-hipofise é constituida por corddes e ilhas de células
epiteliais secretoras cuboidais que produzem hormonios que sdo armazenados em
granulos de secrecdo, para posteriormente serem liberados no intersticio
(ALRAHMAN; SHEHAN; SAUD, 2022). As células epiteliais glandulares sao
permeadas pelas células foliculo-estelares, cuja fungcdo ndo € bem determinada
(HIGASHI et al., 2021).

As células foliculo-estelares tém morfologia em forma de estrela e séo
conectadas umas as outras, formando uma rede que recobre a superficie luminal da
fenda intraglandular. Podem ainda se aglomerar através de desmossomos, formando
foliculos que contém coldide em seu interior (HIGASHI et al., 2021). Acredita-se que
as células foliculo-estelares estejam envolvidas em diversos processos fisiolégicos na
hipofise, como na eliminacdo de residuos, transporte de nutrientes, comunicagao
eletrofisiol6gica e suporte mecéanico as células epiteliais secretoras (HIGASHI et al.,
2021).

Na coloracdo de hematoxilina-eosina, as células epiteliais secretoras podem
ser classificadas em cromofobas e croméfilas acidéfilas ou baséfilas, de acordo com
sua afinidade com o corante (ALRAHMAN; SHEHAN; SAUD, 2022). As células
acidéfilas sdo as somatotropicas e lactotropicas, responsaveis por produzir o
horménio do crescimento (GH) e a prolactina, respectivamente. As células basdfilas
séo as tireotroéficas, corticotroficas e gonadotropicas, responsaveis pela producéo dos
horménios adrenocorticotréfico (ACTH), tireotrofina (TSH), hormdnio estimulador de
foliculos (FSH) e horménio luteinizante (LH) (AMAR; WEISS, 2003). A determinacéo
do tipo celular especifico e seu produto de secrecdo ndo € possivel através das
colorag@es histoldgicas de rotina, sendo necessario a utilizacdo de técnicas como a

imuno-histoquimica para sua avaliagdo. As células cromofébas n&o possuem



17

afinidade com corantes e podem ser células que degranularam ou células que ainda
vao se diferenciar (VALA et al., 2013).

A pars intermedia € caracterizada histologicamente por apresentar células
epiteliais secretoras basofilas menores que as da pars distalis, difusamente
distribuidas (ALRAHMAN; SHEHAN; SAUD, 2022) e que produzem o hormdnio
estimulador de melandcitos (MSH) e lipotropinas (VALA et al., 2013).

A pars tuberalis € composta por células cuboidais fracamente basofilicas
arranjadas em corddes, cuja funcdo ndo é bem determinada (VALA et al., 2013).

A neuro-hipofise é formada por axbénios ndo mielinizados associados a
pituicitos, um tipo especifico de célula da glia que apresenta mudltiplos
prolongamentos, responsaveis por oferecer suporte as fibras nervosas. Os corpos
celulares dos axonios localizados na neuro-hipéfise tém origem nos nucleos
supradpticos e paraventriculares do hipotalamo (AMAR; WEISS, 2003). O hipotadlamo
possui neurbnios secretores caracterizados por possuirem corpos de Nissl muito
desenvolvidos, resultando em habilidade secretora (PEREZ-CASTRO, 2012). A
ocitocina é sintetizada pelos corpos celulares neuronais do nucleo paraventricular do
hipotalamo, enquanto o hormdénio antidiurético (ADH) é sintetizado nos corpos
celulares neuronais do ndcleo supradptico. Ambos os hormdnios séo conjugados com
sua proteina carreadora derivada de pr6-horménios (neurofisina) e séo transportados
em vesiculas de secrecdo através dos axdnios, passando pelo infundibulo e
acumulando-se na extremidade terminal axonica na pars nervosa (AMAR; WEISS,
2003). Os acumulos intracelulares de secrecao podem formar depdsitos distinguiveis
na histologia, denominados corpusculos de Hering. Por fim, os horménios sao
liberados por exocitose para adentrar nos capilares sanguineos fenestrados
abundantes na regido, chegando a circulagao sistémica (AMAR; WEISS, 2003).

1.3 Vascularizacado da hipofise

O suprimento vascular da glandula pituitaria ocorre a partir da artéria carotida
interna caudal e rostral, que formam um circulo arterial ao redor da hipofise, localizado
no espaco subaracnoide (EVANS, 1993; FLETCHER, 1993). No céo, este circulo é
suprido por meio da artéria basilar e do sistema arterial carotideo, que é formado por

uma série de artérias aferentes anastomosadas que acumulam sangue em uma rede



18

denominada rete mirabilis, considerada a principal fornecedora de sangue ao circulo
de Willis (AIYAN et al., 2019; BAKER, 1979). A rete mirabilis € um sistema responsavel
pelo acimulo e reserva de sangue, reducdo da pressao sanguinea encefélica nas
artérias aferentes e reducdo da temperatura do sangue que atinge o encéfalo
(BAKER, 1979; KIELTYKA-KURC; FRACKOWIAK; BRUDNICKI, 2015; ZGUIGAL,
1988).

A partir da artéria carétida interna caudal, ramifica-se a artéria hipofisaria
superior, responsavel por suprir o lobo anterior da hipoéfise e o pedunculo hipofisario
(Figura 2) (VAN DER VLUGT-MEIJER; VOORHOUT; MEIJ, 2002). Da por¢ao medial
da artéria hipofisaria superior saem multiplas pequenas artérias, que se anastomosam
e formam um plexo primério de capilares fenestrados, localizado na eminéncia
mediana e porcdo superior do pedunculo hipofisario (AMAR; WEISS, 2003). Este
plexo primério € fundamental, pois a eminéncia mediana recebe as terminacdes das
células hipotalamicas, que produzem fatores envolvidos no controle da funcdo adeno-
hipofisaria (PEREZ-CASTRO, 2012). Assim, os capilares do plexo convergem em
vénulas, formando as veias hipofisarias portais, que percorrem do pedunculo para a
pars distalis, onde se origina um segundo plexo de capilares sinusoides, responsavel
pela difusédo dos fatores reguladores hipotalamicos. Os capilares se reconstituem em
veias hipofisarias laterais eferentes, que drenam para os seios cavernosos (AMAR;
WEISS, 2003). O fluxo pode ser inverso, de forma que os hormonios liberados pela
adeno-hipdfise refluem para a eminéncia mediana. Este sistema € chamado sistema
porta-hipofisario e garante a modulacéo hipotalamica da producéo de horménios pelas
células epiteliais hipofisarias, por meio de feedback (PEREZ-CASTRO, 2012).
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Figura 2- Vascularizacdo do eixo hipotalamo-hipofisério, e locais de produgéo, transporte,
armazenamento e liberagdo dos horménios
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Fonte: JUNQUEIRA; CARNEIRO; ABRAHAMSOHN, 2017

O lobo posterior € irrigado pela artéria hipofisaria inferior, que se origina de um
ramo cavernoso do tronco meningo-hipofisario, que € um ramo da artéria caroétida
interna rostral (AMAR; WEISS, 2003). A artéria hipofisaria inferior se forma abaixo do
diafragma da sela tarcica, fluindo para o sulco entre a pars distalis e pars nervosa,
dividindo-se em ramos ascendentes e descendentes que suprem toda a pars nervosa,
recebendo os hormdnios liberados nos terminais axénicos. A drenagem venosa do
lobo posterior também é feita para os seios cavernosos, culminando na veia jugular
interna (PEREZ-CASTRO, 2012).
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1.4 Papel dos 6rgaos Circunventriculares (CVOs)

Existem quatro formas principais pelas quais a comunicagao entre o sistema
imune e o SNC ¢é possibilitada: pelo transporte por meio da BHE, pela sintese e
secrecdo de substancias por células endoteliais vasculares, pelos nervos vagal e
simpatico, e pela estimulagdo dos o6rgdos circunventriculares (CVOs) (KELLEY;
SHIMADA, 2020), os quais sdo compartimentos do SNC posicionados proximos ao
terceiro e quarto ventriculos, cuja presenca € essencial para que haja comunicacao
entre este sistema e a circulacdo sanguinea. Os CVOs sdo estruturas intensamente
vascularizadas, com funcbes homeostaticas e neurossecretoras, desprovidas de
BHE, uma vez que possuem endotélio sem zo6nulas de oclusdo e por isso, a
vasculatura é fenestrada, e apresentam nulcleos secretores e integrativos no
hipotalamo e no tronco encefalico envolvidos na regulacdo imunolégica (BLACK;
CANCELLIERE; FERGUSON, 2017; JOHNSON; GROSS, 1993). Devido a sua
estrutura, os CVOs sdo suscetiveis a exposicdo de componentes presentes na
circulacao, tais como citocinas, endotoxinas e patdgenos, representando um ponto de
acesso que influencia diretamente o SNC, sendo capazes de atuar na iniciacdo e
modulacdo da inflamacao local, com possivel elevada vigilancia de células T para
manter tais compartimentos livres de infecces (BENTIVOGLIO; KRISTENSSON,;
ROTTENBERG, 2018; BLACK; CANCELLIERE; FERGUSON, 2017; MASTORAKQOS;
MCGAVERN, 2019).

Os CVOs possuem divisdes e sao classificados como sensoriais ou secretores
(Figura 3). Os sensoriais compreendem o 6rgao subfornical (SFO), a area postrema
(AP) e o organum vasculosum da lamina terminal (OVLT), conhecidos por
transmitirem informacGes sobre a circulacdo periférica ao SNC. Ja os secretores
compreendem a glandula pineal, o 6rgao subcomisural (SCO), a eminéncia mediana
(EM) e a neuro-hipdfise, os quais secretam substancias diretamente na circulacéo
(BLACK; CANCELLIERE; FERGUSON, 2017; MORITA et al., 2016). Os CVOs
sensoriais sdo compostos estruturalmente por neurdnios, células da glia, células
ependimarias, astrécitos, microglia, macréfagos e oligodendrécitos (DELLMAN,
1998). Dentre esses, destaca-se a atuagdo de astrocitos GFAP positivos presentes
no SFO, que expressam aquaporina-4 e endotelina, ambas envolvidas no processo
de inflamacéo e disfungédo da BHE, respectivamente (LI et al., 2011; LO et al., 2005;
POCSAI; KALMAN, 2015). Além disso, ja foram relatadas conexdes para o SNC por
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meio de inervagdes do SFO e por entradas multissinapticas entre OVLT e AP (KROUT
et al., 2002).

Figura 3 - Localizacdo anatémicas dos 6rgaos circunventriculares sensoriais (sensory CVOS)
e secretorios (secretory CVOSs), representado em corte médio-sagital do cérebro de rato

@ Sensory CVOs
© Secretory CVOs

Legenda: Area prostema (area postrema), intermediate pituitary (pars intermedia), median eminence
(eminencia mediana), OVLT (organum vasculosum da lamina terminal), pinel gland (glandula pineal),
posterior pituitary (neuro-hip6fise) e subfornical organ (6rgéo subfornical)

Fonte: BLACK; CANCELLIERE; FERGUSON, 2017

Todos os CVOs possuem microglia e macréfagos no parénquima e nos
espacos perivasculares, 0s quais sdo responsaveis pela expressao de MHC de
classes | e Il, sugerindo a capacidade destas células na apresentacédo de antigenos
aos linfécitos T e servindo como primeira linha de defesa contra patdgenos invasores
(KAUR; LING, 2017). A EM é uma estrutura fundamental para a comunicacao entre
0s sistemas neurais e endocrinos, localizada na base do hipotalamo, acima da haste
hipofisaria, e que através desta, faz conexdo com a neuro-hipofise (KAUR; LING,
2017). A neuro-hipdfise possui pericitos, fibroblastos e mastocitos nos espagos
perivasculares (SEYAMA; PEARL; TAKEI, 1980), além de células semelhantes a glia
chamadas pituicitos, as quais se localizam em contato intimo com o espaco
perivascular dos capilares e possui natureza astrocitica caracterizada pela expressao
de marcadores especificos de astrocitos (GFAP) envolvidos no controle da secregéo
neuro-hipofisaria (HATTON, 1988; REDECKER, 1987; WITTKOWSKI, 1998). Neste
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CVO secretor também ha microglia e macrofagos proximos aos capilares, capazes de
influenciar a vasculatura neuro-hipofisaria (POW et al., 1989).

Considerando que os CVOs nao possuem barreiras efetivas e permitem o
contato entre o sangue e o liquido cefalorraquidiano, facilitando a comunicacéo entre
0 sistema nervoso central, o sangue periférico e a resposta imune periférica, nossa
hipbtese € de que o acometimento destas regides pode contribuir para 0s mecanismos
desencadeantes das lesdes observadas no encéfalo dos animais, quer pela agéo
direta do parasito ou pela producédo local de mediadores inflamatdérios.

1.5 Fisiologia hipofisaria

1.5.1 Adeno-hipéfise

A secrecdo hormonal pela adeno-hipéfise € um processo regulado por
mecanismos dindmicos, que envolvem fatores estimulantes e inibitérios hipotalamicos
e sinais de feedback derivados de 6rgdos-alvo periféricos. Esses fatores ainda
interagem com a regulacdo paracrina e autécrina da glandula, induzindo assim a
resposta transcricional, traducéo e secrec¢do de horménios (PEREZ-CASTRO, 2012).

Os horménios produzidos pela adeno-hipéfise sao liberados para a circulacéo
sistémica e érgaos-alvo em “pulsos” a partir do estimulo hipotalamico. A frequéncia
dos pulsos associada a dificuldade da depurag¢édo metabdlica determina a manutencao
dos picos plasmaticos (AMAR; WEISS, 2003).

Os fatores de regulacao produzidos pelo hipotalamo chegam na adeno-hipéfise
através do sistema porta-hipofisario, controlando a producdo de horménios pelas
células epiteliais secretoras especializadas (HONG; PAYNE; JANE JR, 2016). Entre
os fatores de regulacdo hipotalamicos, incluem-se: o horménio liberador de
gonadotrofina (GnRH); hormdnio liberador de tireotrofina (TRH); hormonio liberador
de corticotrofina (CRH); fator de liberacdo de somatotrofina (GRF); somatostatina
(SST); fator de inibicdo de prolactina (PIF); fator de liberagdo de melanocortina
(MSHRF), entre muitos outros peptideos (AMAR; WEISS, 2003; PEREZ-CASTRO,
2012).

Em sintese, as células somatroficas constituem de 40% a 50% da populacéo

de células secretoras da adeno-hipdfise, sendo responsaveis pela producéo de GH,
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horménio relacionado principalmente ao estimulo do crescimento das epifises 0sseas
(VALA et al., 2003). Reguladores da sintese de GH incluem multiplos fatores que
interagem com a producdo de GnRH, incluindo as concentragdes de hormonios
tireoidianos, glicocorticoides, grelina e insulina na circulagdo sistémica (PEREZ-
CASTRO, 2012).

As células tireotréficas sé@o responsaveis pela producdo de TSH, uma
glicoproteina cuja ligacdo em seu receptor nas células da tireoide promove a sintese
de triiodotironina (T3) e tiroxina (T4) (VALA et al., 2003). Mecanismos inibidores da
producdo de TSH incluem as somatostatinas e principalmente a relacao de feedback
com os hormonios tireoidianos (AMAR; WEISS, 2003).

As células corticotréficas sdo responséaveis pela producdo de corticotropina
(ACTH), que age regulando a liberacao de glicocorticoides e aldosterona pela glandula
adrenal (AMAR; WEISS, 2003). Alteracfes fisiolégicas como 0 estresse e injuria
produzem impulsos aferentes que estimulam a producdo de CRH e ACTH, enquanto
0 aumento de glicocorticéides na circulagdo promove o blogueio da sua producao em
nivel hipotalamico e hipofisario (PEREZ-CASTRO, 2012).

As células lactotroficas sdo responsaveis pela producdo de prolactina,
horménio relacionado principalmente ao desenvolvimento da glandula mamaria e
lactacdo. Sua regulacdo envolve multiplos fatores, incluindo uma intima relacdo com
as células gonadotrdficas, que produzem LH e FSH, visto que estas estdo associadas
a hormonios gonadais como estradiol, testosterona, progesterona e inibina (PEREZ-
CASTRO, 2012).

1.5.2 Neuro-hipé6fise

A neuro-hipéfise tem como principal fungdo o armazenamento e secrecdo de
ocitocina e horménio antidiurético (ADH), que sao sintetizados nos corpos celulares
neuronais dos nucleos paraventricular e supradptico do hipotalamo, respectivamente
(AMAR; WEISS, 2003). Este sistema de integracdo neuroenddcrino é denominado
eixo hipotalamico-hipofisario.

A ocitocina e o ADH séo liberados no hipotdlamo como pré-horménios, sendo

dependentes de proteinas carreadoras co-secretadas denominadas neurofisinas. As
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neurofisinas atuam no processamento pos-traducional dos hormdénios e no seu
transporte em vesiculas através dos axonios (AMAR; WEISS, 2003).

Os hormonios séo liberados nos terminais axdnicos atraves de exocitose, em
resposta a potenciais de acdo dependentes de calcio que atingem suas terminacdes
nervosas (AMAR; WEISS, 2003). Os terminais ax6nicos da neuro-hipofise estao
intimamente relacionados a capilares sanguineos fenestrados, facilitando a difuséao
dos mesmos para circulagéo sisttmica (HONG; PAYNE; JANE JR, 2016).

A ocitocina é um horménio cujos principais alvos de ac¢do sdo a glandula
mamaria e o Utero, nos quais promove estimulos contrateis nas células mioepiteliais
e musculatura lisa uterina (PEREZ-CASTRO, 2012). A vasopressina ou horménio
antidiurético (ADH) atua em receptores acoplados a proteina G que promovem a
formacao de segundos mensageiros em resposta a ligacdo. Esses receptores estao
localizados nas células dos ductos coletores renais, endotélio e musculatura lisa
vascular, principalmente (HONG; PAYNE; JANE JR, 2016).

Nos tubulos renais, o ADH atua aumentando a permeabilidade dos ductos, de
forma a permitir que a agua penetre no intersticio hipertbnico da piramide renal,
diminuindo o volume final de urina e consequentemente aumentando sua
concentracdo. Esse mecanismo € ativado e Uutili em uma série de situacdes
relacionadas a diminuicdo do volume plasmatico circulante e/ou aumento da pressao
osmatica, afetando diretamente a pressao arterial sistémica, na qual também atua
através da promocdo da vasoconstricdo (AMAR; WEISS, 2003). A vasopressina
também atua de forma paracrina em receptores especificos localizados na hipéfise
anterior, que promovem o aumento da producéo de corticotropina (PEREZ-CASTRO,
2012).

1.6 Leishmaniose Visceral

As leishmanioses séo doencas de carater zoonotico, amplamente distribuidas
pelos continentes, cujos transmissores apresentam vasta disseminacdo em regides
tropicais e em zonas temperadas, afetando humanos e animais domésticos e
silvestres (DESJEUX, 1992). Tem como agente etiolégico 0s protozoarios

pertencentes a ordem Kinetoplastidae, familia Trypanossomatidae e ao género
Leishmania (LAINSON; SHAW, 1987), os quais sao transmitidos por fémeas de
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dipteros do género Lutzomyia, popularmente conhecidos como “mosquito-palha”
(DESJEUX, 1992; GRIMALDI; TESH; McMAHON-PRATT, 1989) que albergam a
forma promastigota de Leishmania spp. em seu organismo. A transmisséo das formas
promastigotas no hospedeiro vertebrado ocorre durante o repasto sanguineo do vetor
infectado (LAINSON; SHAW, 1987).

Conforme dados emitidos pela Organizacdo Pan-Americana da Saude (OPAS,
2020), em 2019 o Brasil se enquadrou como 0 pais com a maior taxa de letalidade
dentre os cinco paises que apresentaram 0S maiores numeros de casos de
leishmaniose em humanos, demonstrando o impacto desta doenca na saude publica.
Por este aspecto, levando em consideracéo os reservatérios naturais da mesma, 0s
cdes tém a maior importancia epidemiolégica no ambito doméstico, pois atuam como
a fonte de infeccdo que apresenta maior proximidade com humanos (BRASIL, 2002).

O agente causador da leishmaniose visceral canina (LVC) no Brasil, listada
como uma das doencas tropicais mais letais e negligenciadas do mundo (OMS, 2010),
€ 0 protozoario Leishmania infantum, anteriormente denominado Leishmania chagasi
(MAURICIO; STOTHARD; MILES, 2000). O acompanhamento da infecgdo causada
por este protozoario nas populagcbes canina e humana € dificultado devido
subnotificacdo da doenca e de casos subclinicos (SHIMOZAKO; WU; MASSAD,
2017), os quais podem chegar a margem de 40 a 60% dos cées infectados (BRASIL,
2014). Em um estudo realizado a partir de dados do municipio de Aracatuba, estado
de S&o Paulo, foi demonstrado que a introducdo e manutencdo da LVC estdo
interligadas aos flebotomineos presentes na regiao e aos caes latentes e clinicamente
enfermos, com destaque para 0s primeiros, uma vez que por estarem aparentemente
saudaveis, atuam como fonte de infeccdo contribuindo para o aumento de animais e
humanos infectados (SHIMOZAKO; WU; MASSAD, 2017).

Os flebotomineos do género Lutzomya sp, ao picarem um hospedeiro
vertebrado infectado por L. infantum, ingerem macréfagos parasitados pelo
protozoario na forma amastigota, a qual € transformada em promastigota no tubo
digestivo destes vetores, possibilitando a transmissédo para outros hospedeiros
suscetiveis (NOLI, 1999). As formas promastigotas sédo inoculadas na pele do
hospedeiro vertebrado durante o repasto sanguineo, sendo fagocitadas pelas células
do sistema mononuclear fagocitario, onde perdem o flagelo e se transformam em
amastigotas, que por sua vez iniciam um processo intenso de divisdo binaria com

posterior ruptura dessas células e liberagdo dos protozoarios na circulagdo, os quais
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serdo fagocitados novamente ou ingeridos pelo vetor (LAINSON; SHAW, 1987).
Dessa forma, as amastigotas sdo capazes de infectar sistemicamente o organismo do
hospedeiro, sendo encontrados nos macrofagos e em outras células do sistema
mononuclear fagocitario, principalmente dos 6rgdos hemolinfaticos, como medula
0ssea, linfonodos e baco (TAYLOR; COOP; WALL, 2007).

1.6.1 Manifestacdes clinicas

E reconhecida a diversidade de tropismo de L. infantum, o qual permite o
desenvolvimento de diversas manifestagfes clinicas nos hospedeiros (DEDET;
PRATLONG, 2009), uma vez que a gravidade de tais sinais esta diretamente
relacionada com a resposta imunologica do animal. Animais resistentes
desencadeiam respostas imunes eficazes por células Thl pré-inflamatérias, com
producgéo de interleucina-12 (IL-12) e interferon-gama (IFN-y), além de promover a
ativacdo de oxido nitrico (NO) e espécies reativas de oxigénio (ROS) por meio dos
macrofagos. Os cdes suscetiveis, por sua vez, produzem resposta Th2, com alta
producédo de anticorpos e de IgG, associados a superproducao de interleucina-10 (IL-
10), em detrimento da producéo de IFN-y e da resposta de células T CD4+, o que leva
a progresséo da doenca (BOGGIATTO et al., 2010; MULLER et al., 1989; TIZARD,
2014).

A principio, a infeccdo é inaparente; a medida que evolui, podem ser
observados sinais clinicos que incluem febre, perda de peso, anemia, polilria,
polidipsia, vémito, hepatomegalia, atrofia muscular generalizada, dermatopatias,
como ulceracdo nas pinas e no nariz, epistaxe e onicogrifose. Além disso, a
proliferacéo celular de linfocitos B, citada anteriormente, resulta em linfadenomegalia,
esplenomegalia e hiperglobulinemia, levando a formagcdo e deposicdo de
imunocomplexos nas paredes dos vasos sanguineos, 0s quais podem acarretar em
vasculite, poliartrite, uveite, glomerulonefrite e no acometimento do sistema nervoso
(BANETH, 2006).

Ocasionalmente, manifestacdes clinicas neurologicas e lesées no sistema
nervoso central (SNC) sado observadas em cédes com LVC. Em estudos, foram
relatadas alteracbes que demonstraram envolvimento do SNC, como telencéfalo,

tronco encefélico, cerebelo e nervos cranianos, em caes positivos para a doencga, 0s
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quais apresentaram sinais clinicos de alteragcdes no movimento, como incoordenacéo
motora, hipermetria, quedas, tremores de intencdo, mioclonia, andar em circulos,
episédios de perseguicdo a cauda, monoparesia, paraparesia, tetraparesia e
tetraplegia, além de alteracbes oculares, incluindo cegueira, anisocoria, midriase
bilateral, estrabismo e nistagmo, e outros, como convulsédo, ptose facial, disfagia,
cabeca inclinada lateralmente, vocalizacdo, déficit proprioceptivo, depresséo leve a
severa, hipertonicidade dos musculos extensores e dor na regido cervical
(GIANNUZZI et al., 2017; IKEDA et al., 2007).

1.6.2 Alteragdes no sistema nervoso central

Estudos sobre a patogénese das manifestacbes clinico-patolégicas
neurolégicas causadas por L. infantum ainda sdo escassos. Os principais achados
patolégicos neurolégicos sao as lesdes inflamatérias e complicacbes vasculares
(GIANNUZZI et al., 2017). Em caes naturalmente infectados que apresentavam ou
nao sinais clinicos neurolégicos, foram descritas alteracdes histoldégicas, como
degeneragdo neuronal, neuronofagia, meningoencefalite, congestdo vascular,
infiltrado inflamatério linfoplasmocitico perivascular, focos de micro-hemorragia,
radiculoneurite, mielite, plexo coroidite, depdsitos amiloides e depdsitos de
imunocomplexos nos vasos sanguineos do plexo coréide (GARCIA-ALONSO et al.,
1996; IKEDA et al., 2007; MACAU et al., 2017; MARQUEZ et al., 2012). As alteracdes
foram mais intensas e frequentes nos caes que manifestaram sinais clinicos
neuroldgicos (IKEDA et al., 2007).

Héa poucos relatos da identificacdo de formas amastigotas de L. infantum no
SNC, embora tenham sido detectadas no tronco encefalico (OLIVEIRA, 2016) e plexo
coroide (GRANO et al, 2019). Tal identificacdo também ocorreram nos espacos extra
e intracelular do parénquima da medula espinhal, no telencéfalo, talamo, plexo
cordide, vasos sanguineos das leptomeninges e em nervos espinhais de um céo
naturalmente infectado que recebia glicocorticéides, sugerindo ruptura da barreira
sangue-liquido cefalorraquidiano (LCR) e da barreira hematoenceféalica (BHE), devido
a possivel exacerbacio da infeccéo pelo uso deste farmaco (MARQUEZ et al., 2012).
Entretanto, em c8es infectados sem historico de uso de medicamentos

corticosterdides ou anti-Leishmania também foram visualizadas formas viaveis do
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parasito no citoplasma de macrofagos localizados no espacgo perivascular da
substéancia cinzenta do tronco encefalico, na substancia branca da medula espinhal
cervical e no LCR, corroborando o fato de que L. infantum é capaz de penetrar a BHE,
disseminar por meio do LCR e infectar o encéfalo e a medula espinhal de cées
(OLIVEIRA et al., 2017). Por outro lado, a presenca de DNA do parasita no SNC e
LCR usando qPCR é mais frequentemente reportada (CARDINOT et al., 2016;
GRANO et al., 2014; MELO et al., 2015).

1.6.3 Patogenia das lesdes no encéfalo e permeabilidade das barreiras

encefalicas

As alteracdes histopatologicas descritas no SNC na leishmaniose visceral
podem ser decorrentes do efeito direto de L. infantum no mesmo, de lesbes
imunomediadas, de complicagées vasculares induzidas por efeitos indiretos, da
imunossupressao induzida pelo parasito ou do tratamento farmacologico (GIANNUZZI
et al., 2017). Sabe-se que durante uma infec¢éo ativa, células do sistema imunol6gico
sdo mobilizadas por tecidos linféides periféricos; para que estas adentrem o
parénquima do SNC, séo selecionadas e reguladas por barreiras existentes
(MASTORAKOS; MCGAVERN, 2019), como a BHE, que protege o SNC de forma
anatbmica e fisiolégica e € constituida por membrana basal, células endoteliais,
pericitos, glia limitante e microglia. Além disso, possui zdénulas de oclusao (“tight
junctions”) entre as células, que nao possuem fenestragbes (MARCHETTI,
ENGELHARDT, 2020).

Devido a estas caracteristicas, a BHE foi por muito tempo considerada
impermeavel. No entanto, seu papel na comunicacdo entre o corpo e o encéfalo
durante eventos fisioldgicos ou patologicos demonstra que a BHE atua como unidade
funcional neurovascular, uma vez que sua composicdo de células interage em
consonancia com o0s neurdnios, sendo capazes de responder a estimulos
inflamatorios e transmitir esses sinais entre a periferia e 0 SNC, atuando mais como
“‘interface” entre os sistemas, do que como “barreira” (BANKS, 2016). As células
TCD4+ e TCD8+ ativadas possuem passagem limitada através da BHE: entram no
espaco perivascular, porém sdo incapazes de penetrar a membrana basal astrocitica
e a glia limitans (ENGELHARDT; SOROKIN, 2009). Alguns fatores astrociticos ja sdo
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conhecidos por promoverem permeabilidade da BHE, entre eles NO, IFN-y e fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a) (CHEN et al., 2000; LAU; YU, 2001). Além disso, ja foi
demonstrado que a agéo cronica do IFN-y inibe a via que mantém a integridade
estrutural dos pericitos, células envolvidas na formacao e manutencdo da BHE, o que
acarreta em disfuncdo da mesma, sinalizando um possivel mecanismo que

correlaciona a inflamacéao crénica a disfuncdo da BHE (JANSSON et al., 2016).

1.7 Alteracdes na hipofise durante doencas sistémicas

A glandula pituitaria tem um papel central na manutencdo da homeostase
corporal, respondendo a diversos sinais complexos derivados de sistemas centrais e
periféricos. Dessa forma, alteracbes patoldgicas sistémicas podem levar a sua
desregulacdo e disfungdes no sistema neuro-endoécrino (PEREZ-CASTRO et al.,
2012). As principais desordens pituitarias séo de origem proliferativa (MILLER et al.,
2018), porém alteragdes inflamatorias também sdo reportadas, sendo a hipofisite
linfocitica a mais comum (BELLASTELA et al., 2003).

A hipofisite € uma desordem inflamatdria crénica que ocorre na glandula
pituitaria, de origem primaria ou secundaria. A hipofisite primaria € um distarbio
autoimune de etiologia desconhecida, caracterizado por uma inflamacao restrita a
glandula pituitaria, que ndo pode ser associada a outros distarbios inflamatérios
sistémicos (BELLASTELA et al., 2003). Uma série de auto anticorpos contra células
hipofisarias ja foram descritos na literatura, no entanto, mais pesquisas Sao
necessarias para compreensao dos mecanismos patogénicos na hipofisite priméria
(LANGLOIS; VARLAMOV; FLESERIU, 2022).

A hipofisite secundaria é relacionada a processos inflamatérios locais,
induzidos por tumores ou cistos, ou sistémicos, como outras endocrinopatias
autoimunes, utilizacado de medicamentos, doencas infecciosas, entre outras condicbes
(BELLASTELA et al., 2003; LANGLOIS; VARLAMOV; FLESERIU, 2022).

A inflamacé@o pode acometer todas as por¢cbes da hipofise e se estender ao
hipotalamo, sendo que a adeno-hipdfise é a porcdo mais frequentemente envolvida
e/ou que concentra maior presenca de células inflamatérias (LANGLOIS;
VARLAMOV; FLESERIU, 2022). Quanto as manifestacdes clinicas, as hipofisites

podem ser subclinicas ou causar disfungdes neuroldgicas e/ou enddcrinas,
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envolvendo hipofuncao ou hiperfuncéo das células acometidas, devido a compressao
ou destruicédo do tecido adjacente ao infiltrado inflamatério (CATUREGLI et al., 2005;
RAO et al., 2016).

Dentre os padrbes histopatolégicos de hipofisite reconhecidos na literatura,
incluem-se: a hipofisite linfocitica, a granulomatosa, a xantomatosa, a relacionada a
IgG-4, a necrotizante e as formas mistas, que podem ocorrer tanto na hipofisite
primaria como secundaria, embora o padrdo linfocitico seja o mais relatado
(LANGLOIS; VARLAMOV,; FLESERIU, 2022).

A hipofisite granulomatosa € caracterizada pela presenca de granulomas
necrosantes formados por histiocitos e plasmaocitos que circundam areas de necrose
no parénquima da glandula pituitaria (BELLASTELA et al., 2003). Na hipofisite
xantomatosa, ha infiltrado de histiocitos contendo lipidios em seu citoplasma,
associados a moderada quantidade de linfocitos dispersos (BELLASTELA et al.,
2003). A hipofisite linfocitica é caracterizada por um infiltrado predominante de
linfécitos difusos no intersticio da glandula pituitaria e/ou multifocal na regido dos
acinos da adeno-hipoéfise (RAO et al., 2016). Os linfécitos ainda podem se apresentar
agregados em foliculos linféides com centros germinativos e estarem acompanhados
de plasmacitos, macrofagos, eosinéfilos e neutréfilos em discreta quantidade (GUBBI
et al., 2019). Os linfocitos T CD3* sao o principal tipo celular envolvido (RAO et al.,
2016) seguidos pelos linfécitos B CD20* (GUBBI et al., 2019). Na hipofisite
relacionada a IgG-4 ha predominio de linfocitos B, sendo considerada uma condi¢édo
rara (BAPTISTA et al.,, 2017). Com a evolucdo da inflamacédo, todos os padrbes
histol6gicos podem promover a fibrose da glandula pituitaria (GUBBI et al., 2019).

Existem alguns relatos de hipofisite priméria ou secundéria promovendo ou n&o
distarbios enddcrinos ou neurolégicos em caes, no entanto, por ser considerado um
guadro esporadico, ha muitas limitagdes e divergéncias nos relatos (ADISSU; HAMEL-
JOLETTE; FOSTER, 2010; BLOMQVIST et al., 2020; MEIJI et al., 2012; MILLER et
al., 2018; POLLEDO et al., 2018; WOLFESBERGER et al., 2011).

Em estudos avaliando alteracdes histopatolégicas na glandula pituitaria de
cédes, a prevaléncia de alterac6es inflamatorias foi baixa em detrimento de alteragfes
proliferativas (MILLER et al., 2018; POLLEDO et al., 2018). Sao citadas hipofisites
linfociticas de provavel origem autoimune primaria (ADISSU; HAMEL-JOLETTE;
FOSTER, 2010; MILLER et al., 2018; POLLEDO et al., 2018), bem como hipofisites

secundarias a processos infecciosos que podem cursar com meningoencefalite, como
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na infeccdo pelo virus da cinomose (POLLEDO et al.,, 2018) e na blastomicose
sistémica (MILLER et al., 2018). A hipofisite em caes é descrita associada a quadros
de hipo e hiperadrenocorticismo (ADISSU; HAMEL-JOLETTE; FOSTER, 2010;
WOLFESBERGER et al.,, 2011), hipotireoidismo (ADISSU; HAMEL-JOLETTE;
FOSTER, 2010) e diabetes insipidus (MEIJI et al., 2012), demonstrando que, assim
como nos humanos, a infiltracao linfocitica acentuada afeta a arquitetura hipofisaria,
podendo levar a sua insuficiéncia (MEIJI et al., 2012). O eixo hipofise-adrenal parece
ser o mais sensivel a infiltragdo inflamatoria, estando relacionado a maioria das
alteracdes clinicas observadas em caes (ADISSU; HAMEL-JOLETTE; FOSTER,
2010; BLOMQVIST et al., 2020; MEIJI et al., 2012; WOLFESBERGER et al., 2011).

As hipofisites relacionadas a processos infecciosos bacterianos, fungicos, virais
ou por protozoarios sdo pouco estudadas, mas ha relatos em cédes (MILLER et al.,
2018; POLLEDO et al., 2018), humanos (BEN ABID et al., 2017) e outros animais
(ANYOUGU; SHOYINKA; IHEDIOHA, 2022).

Em humanos, hé relatos de hipofisite granulomatosa associados a tuberculose,
com ou sem envolvimento de outros érgaos e promovendo alteracdes endocrinas
significativas, como diabetes insipidus e hiperprolactinemia (BEN ABID et al., 2017).
A tuberculose na glandula pituitaria € considerada uma condicdo extremamente rara
e de dificil diagndstico, que costuma ser identificada através do aumento da hipofise
visualizado através de ressonancia magnética (BEN ABID et al.,, 2017). Os
protozodrios Trypanosoma brucei e T. congolense também ja foram detectados por
analise molecular no cérebro e glandula pituitaria de ovelhas durante infeccéo
experimental, sendo associados a aumento de cortisol plasmatico e hiperplasia da
glandula adrenal (ANYOUGU; SHOYINKA; IHEDIOHA, 2022).

1.7.1 Alteragdes na hipofise durante a leishmaniose

Até o momento, a literatura € inexistente a respeito alteracdes histopatologicas
hipofisarias na leishmaniose, no entanto, a presenca de distarbios enddcrinos de
origem primaria hipofisaria ja foi relatada em humanos (VERDE et al., 2011) e modelos
experimentais (BARROS-GONCALVES et al., 2021).

E sabido que a resposta imune através da producéo de diversas citocinas

interage na ativacdo e inibicdo de eixos hipofisarios (PEREZ-CASTRO et al., 2012;
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VERDE et al., 2011). O aumento da producao de corticoides em resposta ao estresse
cronico, por exemplo, ocorre a partir da ativacdo do eixo hipotalamo-hipoéfise-adrenal
por citocinas proé-inflamatérias como interleucina-1 (IL-1), interleucina-2 (IL-2),
interleucina-6 (IL-6) e TNF-a, que também s&o responsaveis pela inibi¢ao da liberacéo
de tireotropina e gonadotrofinas nessas condi¢cdes (HELMREICH et al., 2005). As
infeccbes crbnicas sistémicas, portanto, como causas de estresse cronico, tém
potencial para promover distirbios na produgdo hormonal da hipdfise e
consequentemente de todos os seus Orgaos-alvo.

Estudos em pacientes humanos com leishmaniose crénica identificaram sinais
de disfuncao hipofiséaria relacionada a producdo de ADH, ACTH, TSH e horménios
sexuais (VERDE et al., 2011). A secrecao inapropriada de ADH foi relacionada a
ocorréncia de hiponatremia, considerado um distarbio eletrolitico associado a
mortalidade na leishmaniose humana (DAHER et al., 2017).

Em estudo conduzido com hamsters infectados com Leishmania infantum, foi
observado aumento significativo de cortisol sérico poés-infec¢do, que foi ainda
correlacionado positivamente ao aumento da expressdo génica de transcritos pro-
inflamatorios, como IL-10, fator de crescimento transformador beta (TGF- B) e IL-6
(BARROS-GONCALVES et al., 2021).

Considerando a suscetibilidade e exposicdo da hipéfise a componentes
presentes na circulacao, tais como citocinas e agentes infecciosos, a investigacao de
alterac6es morfolégicas e funcionais na glandula durante a leishmaniose é relevante,
visto o tropismo do agente por diversos tecidos e sua capacidade de promover uma

resposta imune 6rgao-especifica.
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1.8 Justificativa

O desenvolvimento de doenca clinica progressiva na Leishmaniose Visceral
(LV), por acometer varios tecidos, acarreta em desordem da homeostasia local ou
sistémica. A hipofise € uma glandula responsavel pela producédo e liberacdo dos
principais horménios que controlam as demais glandulas do sistema enddcrino, e
semelhante a outros tecidos pode ser acometida. Portanto, a auséncia de literatura
sobre alteragBes hipofisarias durante a LV em caes, reforcam a importancia deste

estudo.

1.9 Objetivos

Investigar a presenca de amastigotas de Leishmania spp. e caracterizar
alteracdes inflamatdrias destacando o envolvimento de linfécitos T CD3* em diferentes

regides da hipofise de cées.
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2 CAPITULO 1- HIPOFISITE LINFOCITICA EM CAES COM
LEISHMANIOSE VISCERAL

2.1 Resumo

O comprometimento morfolégico de glandulas enddcrinas, como a hipofise, é pouco
investigado em cées acometidos pela leishmaniose visceral canina (LVC). Formas
amastigotas foram identificadas por meio de imuno-histoquimica na hipofise de dois
caes (9,52%). A avaliacdo histopatolégica em cortes corados por Hematoxilina e
Eosina demonstrou a presenca de inflamacédo em 76,19% das regides hipofisarias
analisadas das amostras dos cées infectados (G1). A maior frequéncia de inflamacéao
foi observada na regido de pars distalis e pars intermedia de cdes do G1. Houve
correlacdo entre a intensidade de inflamacdo e a quantidade de linfécitos TCD3*
imunomarcados nas regifes hipofisarias analisadas, caracterizando a ocorréncia de
hipofisite linfocitica. Esses dados indicam que a presenca de inflamacdo e/ou do
parasito na regido hipofisaria pode resultar em disfuncéo da glandula, acarretando no
agravamento do estado clinico do paciente, comprometendo a eficiéncia do

tratamento e do prognéstico.

Palavras-chave: Glandula pituitaria. Inflamacgéo. Linfécito T. Leishmania infantum.
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2.2 Abstract

The morphological involvement of endocrine glands, such as the pituitary gland, is
poorly investigated in dogs affected by canine visceral leishmaniasis (CanL).
Amastigote forms were identified by immunohistochemistry in the pituitary glands of
two dogs (9.52%). Histopathological evaluation in sections stained by Hematoxylin and
Eosin showed the presence of inflammation in 76.19% of the analyzed pituitary regions
of the samples from infected dogs (G1). The highest frequency of inflammation was
observed in the pars distalis and pars intermedia region of G1 dogs. There was a
correlation between the intensity of inflammation and the amount of immunolabeled
TCD3+ lymphocytes in the analyzed pituitary regions, characterizing the occurrence of
lymphocytic hypophysitis. These data indicate that the presence of inflammation and/or
the parasite in the pituitary region can result in dysfunction of the gland, worsening the
clinical condition of the patient, compromising the efficiency of treatment and

prognosis.

Keywords: Pituitary gland. Inflammation. T lymphocyte. Leishmania infantum.
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3 INTRODUCAOQ?

As leishmanioses sdo doencas de carater zoonotico, amplamente distribuidas
pelos continentes, acometendo os animais domesticos e silvestres (Desjeux, 1992).
O agente etioldgico da leishmaniose visceral canina (LVC), listada como uma das
doencas tropicais mais letais e negligenciadas do mundo (World Health Organization,
2010), é o protozoario Leishmania infantum (Mauricio et al., 2000). As formas
amastigotas infectam sistemicamente o hospedeiro, ocasionando a estimulacéo
cronica do sistema mononuclear fagocitario, e conferindo um carater imunomediado a
patogénese das lesdes (Taylor et al., 2007), o qual esta diretamente relacionado as

manifestacdes clinicas (Baneth, 2006; Tizard, 2014).

Os cées infectados podem apresentar a doenca na forma subclinica ou
sisttmica, e o0s sinais clinicos incluem frequentemente a anorexia,
hepatoesplenomegalia, linfadenomegalia e lesdes cutaneas (Baneth, 2006). Outros
orgaos e tecidos podem ser acometidos como a glandula tireoide (Cortese et al.,
1999), o coracao (Rosa et al., 2014), o figado (Madeira et al., 2016), os rins (Baneth
et al., 2008) entre outros, incluindo o sistema nervoso central (SNC) (Giannuzzi et al.,

2017).

Alteracfes na hipofise de caes, por diferentes etiologias, apresentam relatos
limitados e com divergéncias sobre as terminologias e classifica¢cdes (Polledo et al.,
2018). Normalmente espera-se que linfocitos ndo sejam observados na histologia
normal da glandula pituitaria (Blomqvist et al., 2020). Tal glandula integra os circuitos
formados pela interac&o do eixo hipotalamico-hipofisario com as glandulas enddcrinas

secundérias, as quais sao funcionalmente inter-relacionadas, auxiliando na funcao

1 Normas da Revista Veterinary Parasitology (Anexo B).
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dos drgaos-alvo e manutencdo da homeostase, de modo que, a disfuncdo de uma
glandula acarretara em alteracdo na secrecdo de outras (Eiler, 2007; Greco and
Stabenfeldt, 2004; Guyton e Hall, 2011). As hipofisites pode ser de origem idiopatica
ou secundaria as doencas sistémicas, incluindo as infecciosas, autoimunes e
imunomediadas (Basaria et al., 2000; Polledo et al., 2018; Prete e Salvatori, 2000;
Schaefer et al., 2008). Os achados histopatologicos séo caracterizados pela infiltracao
de linfocitos em diferentes regifes da glandula, alterando seu parénquima, o que
acarreta nas alteracdes subclinicas e disfungdes hormonais (Caturegli et al., 2005;
Polledo et al., 2018). Em cées, as hipofisites primarias de origem imunomediada e
secundaria a doencas sistémicas e infecciosas séo relatadas em casos esporadicos
com a presenca de infiltrado inflamatério compostos por linfocitos T CD3+ (Adissu et
al., 2010; Blomqvist et al., 2020; Miller et al., 2018; Polledo et al., 2018; Wolfesberger
et al., 2011). Na LVC, a diversidade de tropismo por diferentes tecidos do protozoario
ocasiona uma variabilidade na resposta imune (Dedet; Pratlong, 2009), sendo que os
linfécitos T CD4+ sao relacionados a resposta imune contra a infec¢do (Barbiére,
2006; Michalick; Genaro, 2007; Marcondes, 2008; Day, 2007; Tizard, 2014; Boggiatto

et al., 2010).

Os drgaos circunventriculares (CVOs) e o plexo coréide sdo estruturas que
podem servir como rota de entrada para parasitos e outros patdégenos ao tecido
nervoso como demonstrado por infeccbes com o parasita Trypanosoma brucei
(Bentivoglio et al., 2018). Essas estruturas sao desprovidas da barreira
hematoencefalica (BHE), mas possuem a barreira hemato-liquérica formada por
juncdes ocludentes entre as células epiteliais do plexo cordide, e entre os tanicitos
especializados que revestem as cavidades ventriculares que delineiam os CVOs

(Duvernoy e Risold, 2007). A neuro-hipdfise é classificada como um 0rgao
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circunventricular (CVO) e desprovida de barreiras efetivas, uma vez que possuem
vasos fenestrados, estdo suscetiveis a exposicdo de componentes presentes na
circulacao, tais como citocinas, endotoxinas e patdgenos, representando um ponto de
acesso que influencia diretamente o SNC. Assim como outros CVO, a neuro-hipdfise
€ capaz de atuar na iniciacdo e modulacdo da inflamacao local (Bentivoglio et al.,

2018; Kaur e Ling, 2017; Mastorakos e McGavern, 2019; Taylor et al., 2007).

A literatura que aborda o comprometimento da hipéfise na LVC é inexistente.
Uma vez que a barreira hematoencefélica € permeéavel na regido hipofisaria e que
existem relatos de acometimento do tecido nervoso em caes com LVC com descri¢ao
do envolvimento de linfécitos T CD3* (Grano et al., 2019; Marquez et al., 2013; Melo
et al.,, 2009; Oliveira, 2016), o objetivo deste estudo foi investigar a presenca de
amastigotas de Leishmania spp. e caracterizar alteraces inflamatoérias destacando o

envolvimento de linfécitos T CD3* em diferentes regides da hipofise de caes com LVC.

3.1 Material e Métodos

3.1.1 Etica
Todos os procedimentos e métodos utilizados no estudo foram submetidos a
avaliacdo da Comissdo de Etica no Uso de Animais — CEUA da FOA, UNESP,

Aracatuba/SP, e aprovado sob n°0354-2021.

3.1.2 Animais

Vinte e seis caes, quinze machos e onze fémeas, com idade entre 1 e 7 anos,
foram selecionados do Hospital Veterinario da Faculdade de Medicina Veterinaria de
Aracgatuba-UNESP e do Centro de Controle de Zoonoses de Aracatuba, Estado de

Sao Paulo, Brasil.
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3.1.3 Diagnéstico de Leishmaniose Visceral
O diagnostico sorologico foi obtido por ensaio imunoenzimatico (D.O > 0,270),
de acordo com Lima et al. (2003), e/ou pesquisa citologica direta de aspirado de

linfonodo popliteo (puncédo biopsia aspirativa).

3.1.4 Delineamento experimental

Vinte e um cées infectados naturalmente por Leishmania ssp., ndo vacinados
ou tratados para LVC, foram incluidos no grupo infectado (G1). Estes animais foram
eutanasiados seguindo o Manual de Vigilancia e Controle de Leishmaniose Visceral
Canina do Ministério da Saude (Saude, 2006) e a Resolucdo 1000/2012 do Conselho
Federal de Medicina Veterinaria (CFMV, 2012) apds o diagnéstico ser confirmado por
exame parasitolégico e/ou ensaio sorolégico. Cinco cdes ndo infectados, sem historico
de comprometimento neurolégico, cuja eutandsia foi realizada "in extremis", foram

incluidos no grupo controle (G2).

3.1.5 Colheita do material

As necropsias foram realizadas em seguida a confirmacéo da morte do animal.
Foram avaliadas no exame macroscoépico, a auséncia ou presenca de alteracdes para
determinar o estadiamento clinico da doenca. Desta forma o G1 foi composto por caes
assintomaticos, oligossintomaticos e sintomaticos, conforme proposto por Mancianti
et al. (1988), e descrito por Reis et al. (2009) (Tabela S1). Conforme procedimento
padrdo, foram colhidas amostras de varios 6rgaos, incluindo a hipéfise. Todas as
amostras foram fixadas em formol tamponado a 10% e processadas rotineiramente
para inclusdo em parafina. Cortes histologicos com 5um foram corados com
hematoxilina e eosina (HE) e submetidos a reagfes de imuno-histoquimica (IHQ)

(Carson e Hladik, 2009).
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3.1.6 Imuno-histoquimica

As reacdes de imuno-histoquimica foram realizadas para deteccao de linfécitos
TCD3 e para pesquisa de formas amastigotas de Leishmania spp. utilizando os
anticorpos primarios, conforme descrito na Tabela 1. Foi utilizado soro hiperimune
heter6logo de camundongo experimentalmente infectado com Leishmania (V.) shawi
(cepa 15789) como anticorpo primario para deteccdo de Leishmania spp. (cedido
gentilmente pela Professora Dra. Marcia Dalastra Laurenti, Laboratorio de Patologia
de Moléstias infecciosas da FM-USP), e o anticorpo anti-CD3 (A0452, Dako) para
marcacao de linfécitos T. Para controle positivo das reac¢des, cortes histolégicos de
tecido linfoide (linfonodo popliteo) de cdo positivo para LVC (Fig. S1), e ainda tonsila
humana para linfocito TCD3+ para controle da reacdo. Para o controle negativo das

reacoes, foi adicionado o diluente de anticorpo sem o anticorpo primario.

Para a desparafinizacao e hidratacédo, os cortes histologicos foram submetidos
a banhos consecutivos, de 5 minutos em cada etapa, em xilol I, 1l e 1ll, seguidos pela
hidratacdo em alcool com concentracdes decrescentes (100, 95, 70 e 50%) e agua
destilada. Em seguida, para pesquisa de formas amastigotas, foi realizada a
recuperacao antigénica (Tabela 1), seguida de lavagem por 3 vezes em PBS a 1% pH
7,4. O bloqueio da peroxidase enddgena foi realizado com imersédo dos cortes por 30
minutos em solugdo composta por peréxido de hidrogénio 30V diluido em metanol
50% (v/v) com PBS 1% pH 7,4. Para a deteccao dos linfécitos TCD3* foi realizado o
bloqueio da peroxidase enddgena, e em seguida recuperacdo antigénica. Apos
lavagem por 3 vezes em PBS a 1% pH 7,4, os cortes foram incubados em temperatura
ambiente com um tampéao de bloqueio contendo 3% (p/v) de leite em po desnatado
(Molico®) em PBS pH 7,4 por 30 min, para bloquear sitios de ligagao inespecificos.

Os anticorpos primarios foram utilizados diluidos em tampéo de PBS pH 7,2 + soro
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fetal bovino 1%. A diluicdo padronizada dos anticorpos primarios foi descrita na Tabela

1.

Tabela 1- Lista de anticorpos, concentracdo, metodo de recuperacdo antigénica e
cromadgeno utilizados nas rea¢fes de imuno-histoquimica.

Célula/ . ... ~_ | Recuperagéo Substrato

. Anticorpo Diluicao . .
Parasita antigénica Cromogeno
Tripsina, pH 7,8,
1:100 | 37°C por 30 min

Linfocitos Anti-CD3,
T CD3* (A0452, Dako)

3,3’-diaminobezidine
(K3468, Dako)

em estufa
Leishmania | 5 cirato pA 6.0, 1 5 5. diaminobezidine
hiperimune de | 1:1000 100°C por 30
spp. . (K3468, Dako)
Camundongo min no vapor

Fonte: Elaborado pelo autor.

Os anticorpos primarios foram incubados sobre os cortes histolégicos durante
a noite, por 12 a 14 horas, a 4 °C em camara Umida. Para o controle negativo das
reacles, foi adicionado o diluente sem anticorpo primario. Em seguida, foram
incubados com anticorpos secundarios conjugados com peroxidase (EnVisionTM
FLEX — HRP; Dako, K8010) por 40 minutos a temperatura ambiente. Apés trés
lavagens com PBS pH 7,4 foi realizada a incubacdo com DAB (K3468, Dako). ApGs
lavagem em &gua corrente e contra coloragdo com hematoxilina de Harris, os cortes
foram desidratados, diafanizados e montados com resina transparente (Entelan®) e

laminulas de vidro.

3.1.7 Analise histopatoldgica e imuno-histoquimica

Os cortes histolégicos da hipéfise corados com HE foram observados em
microscopia de luz, para avaliar a presenca de formas amastigotas de Leishmania
spp. e de células inflamatérias nas regides da pars nervosa, pars intermedia, e pars

distalis. A quantificagéo de células inflamatorias foi feita por método semi quantitativo,
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utilizando uma escala de quatro graus (grau 0-3) modificada de Grano et al. (2018),
para representar a intensidade da inflamagcdo em escore ausente (0), discreto (1),
moderado (2) e acentuado (3) em cada regido analisada. Os cortes histologicos foram
avaliados por dois observadores, e os resultados quando divergentes, foram
reavaliados por um terceiro observador.

A avaliacdo imuno-histoquimica para linfécitos TCD3+ foi realizada com o
auxilio de um microscopio Olympus BX 50 acoplado a camera e ao computador.
Foram capturadas imagens de cinco high-power field (HPF; hot spot) das regides da
pars intermedia, pars distalis e pars nervosa, com ampliacdo final de 400x. Para a
contagem manual das células imunomarcadas, com morfologia consistente com
linfécitos, foi utilizado o software Image J 1.522 (Fig. S2). Marcacdo de células
intravasculares foram excluidas da contagem. A pesquisa de amastigotas de
Leishmania spp. imunomarcadas foi realizada em microscopia de luz, em objetiva de

40x e 100x com ampliagéo final de 400x e 1000x em todas as regides acima citadas.

3.1.8 Andlise estatistica

O teste de Shapiro-Wilk foi utilizado para avaliar a normalidade dos dados. As
diferencas entre os grupos foram determinadas pelo teste de Mann Whitney, para
dados ndo paramétricos. O Teste de correlagcdo de Sperman foi utilizado para
correlacdo do escore de inflamacdo com o estadiamento clinico, e a mediana da
contagem de linfécitos TCD3*, por regido. Valores de P <0,05 foram considerados
estatisticamente significativos. Todas as analises estatisticas foram realizadas com o

software Prism (v8.0.1, GraphPad, La Jolla, CA, EUA).
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3.2 Resultados

3.2.1 Detecgdo imuno-histoquimica de L. infantum

A imunodeteccdo de Leishmania spp. nos cortes de hipofise demonstrou
marcacgao positiva em 9,52% (2/21) dos casos. Formas amastigotas tipicas foram
localizadas no citoplasma de macrofagos e no intersticio da pars intermedia dos cées

infectados (Fig. 1).

Fig. 1. Fotomicrografia de hipdfise de cdo infectado com Leishmania spp. Imuno-
histoquimica para deteccdo de amastigotas (setas). Observar imunomarcacao
positiva e a presenca de amastigotas livres e no citoplasma de macréfagos em pars
intermedia (Pl) da adeno-hipoéfise, na zona marginal com pars nervosa (PN). (Soro
hiperimune de camundongo + 3,3’-diaminobezidine- DAKO; barra de escala = 20um).
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3.2.2 Estadiamento clinico

Entre os cdes do grupo infectado 52,38% foram classificados como
sintomaticos, apresentando ao menos trés lesées macroscopicas graves da doenca,
como alteracdes cutaneas difusas (alopecia, Ulceras, dermatite furfuracea), oculares
(blefarite, ceratoconjutivite), emagrecimento acentuado, e outros sinais clinicos
caracteristicos da LVC, como linfadenomegalia e onicogrifose (Fig. 2). Caes
classificados como assintomaticos, que nao apresentavam lesdes evidentes, e
oligossintoméaticos com lesdes cutaneas e emagrecimento discreto, linfadenomegalia,

representaram 23,81% dos caes, respectivamente (Tabela S2).

Fig. 2. Porcentagem (%) de cées infectados (G1) de acordo com o estadiamento
clinico

® Assintomaticos Oligossintomaticos ~ ® Sintomaticos

Fonte: Elaborado pelo autor.

3.2.3 Caracterizacao histopatolégica
O grupo de animais infectados (G1), apresentou infiltrado inflamatério
composto por linfécitos, plasmacitos e raros macréfagos, nas regides hipofisarias

avaliadas (Fig. 3) (Tabela S3). Células mononucleares foram observadas na pars
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intermedia em 11 animais (11/21), sendo a intensidade da inflamacao classificada
como discreta em 28,87% (6/21), moderada em 14,29% (3/21) e acentuada em 9,52%
(2/21). Na pars distalis a presenca de células inflamatérias foi evidenciada em 13
animais (13/21), sendo a intensidade discreta em 28,57% (6/21), moderada 23,80%
(5/21) e acentuada em 9,52% (2/21). Na pars nervosa a inflamacéo foi evidenciada
em 9 animais (9/21), sendo a intensidade discreta em 33,33% (7/21) e moderada em
9,52% (2/21) (Fig. 4). Nao houve correlacdo entre o estadiamento clinico da
leishmaniose e o escore de inflamacédo em nenhuma das regides hipofisarias do grupo

infectado (G1) (Fig. S3).

O grupo de animais nao infectados (G2) apresentou minimas alteracfes, com
a presenca discreta de grupos de células mononucleares focais na pars distalis em
40% (2/5) dos animais, e 20% (1/5) na pars intermedia. A pars nervosa apresentou

auséncia de inflamacé&o em 100% (5/5) dos animais do grupo controle.
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Fig. 3. Fotomicrografia das regides hipofisarias dos cdes (G1l), demonstrando a
distribuic&o e intensidade da inflamag&o composta por células mononucleares (setas).
(A) Observar células inflamatérias com distribuicdo focal e perivascular na pars
nervosa, com intensidade moderada. (B) Observar células inflamatorias entremeadas
as células cromdfilas, acidofilas e baséfilas com distribuicdo focal e intensidade
discreta em pars distalis (PD), e auséncia de inflamag&do em pars intermedia (Pl) e
pars nervosa (PN). (C) Observar inflamacédo com distribuicdo focal e moderada no
parénguima em pars distalis. (Coloracdo HE, barra = 20um).
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Fig. 4. Porcentagem (%) de céaes infectados (G1) de acordo com a intensidade de
células inflamatorias mononucleares observadas na pars distalis, pars intermedia e
pars nervosa.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

3.2.4 Imunomarcacao para linfécitos TCD3*

A identificacéo e quantificacédo de linfécitos TCD3* imunomarcados foi realizada
em todas as regides analisadas da hipofise dos caes infectados (n=21) e controle
(n=5). A diferenca entre os grupos foi determinada por regido, sendo que houve
diferenca entre os grupos G1 e G2 na pars nervosa (P = 0,0357) e ndo houve diferenca

entre G1 e G2 na pars intermedia (P = 0,4935) e pars distalis (P = 0,4000) (Fig. 5).

Por se tratar de animais naturalmente infectados, € esperado observar
variacbes na distribuicdo e quantidade dessas células dentre os individuos,
considerando que o tempo decorrente da infeccdo € desconhecido. Ainda, visando
homogeneizar as amostras em relacéo a quantidade de linfécitos T CD3+ encontrada
nos animais controle, n0s determinamos a mediana da quantidade de CD3+ nas
respectivas regioes da hipofise dos caes controle, estabelecendo um “cut-off”. Dessa
forma, selecionamos um subgrupo de 10 animais dentro dos animais infectados que

continham uma quantidade de CD3+ acima da mediana dos animais controle, sendo
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para a pars intermedia e pars distalis. Esta subpopulacdo de animais do grupo G1
guando comparados com G2, apresentou diferenca significativa em relacdo a G2 na
guantidade de linfécitos TCD3+ observada na pars intermedia (P = 0,0070) e na pars
distalis (P = 0,0007). Na pars nervosa dos caes infectados, a diferenca entre G1 e G2
se manteve (P = 0,0441), mesmo com a retirada de um Unico cdo que apresentava o

maior numero de TCD3* (n=20) (Fig. 6).

Para avaliar se a intensidade da inflamacao esta associada com o aumento de
linfécitos TCD3+, realizamos teste de correlagdo; sendo encontrada correlacdo entre
esses parametros nas trés regides hipofisarias, sendo o valor de P na pars nervosa

(P=0,0033), pars intermedia (P= 0,0223) e na pars distalis (P= 0,0154) (Fig. 7).
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Fig. 5. (A), (C) e (E) Fotomicrografia representativa das regides pars nervosa (PN),
pars intermedia (PI) e pars distalis de hipofise de céo infectado com Leishmania spp.,
de imuno-histoquimica para deteccao de linfécitos T CD3+ revelado com DAB DAKO
(barra de escala = 20pm). (B), (D) e (F) Graficos de dispersao mostrando o numero
de linfocitos TCD3+ nas regifes hipofisarias de cées do grupo G1 (n= 21) e G2
(controle n=5). As linhas horizontais representam os valores da mediana e do intervalo
interquartil. (B) O nimero de células TCD3+ foi maior na pars nervosa (*P=0,0357).
(D) e (F) N&o houve diferenca na pars intermedia (P=0,4935) e pars distalis
(P=0,4000).
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Fig. 6. Graficos de dispersdo mostrando o nimero de linfécitos TCD3+ nas regides
hipofisarias de subpopulagfes do G1, as linhas horizontais representam os valores da
mediana e do intervalo interquartil. (A) Na avaliacdo da pars nervosa foi retirado animal
com maior numero de células TCD3+, entre os cées infectados (G1; n=20), e quando
comparado com o grupo controle (G2; n=5), a diferenca estatistica foi mantida (* P=
0,0441); (B) e (C) Na avaliacao da pars intermedia e pars distalis, foi selecionada uma
subpopulacdo de dez caes infectados (G1; n=10) com maior numero de células
TCD3+ em relagcdo ao grupo controle (G2; n=5). Esta subpopulacdo de caes
apresentou aumento significativo de células TCD3+, respectivamente (** P=0,0070) e
(*** P=0,0007).
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Fig. 7. Gréficos de dispersdo demonstrando correlacao positiva entre o escore de
inflamacéo e a mediana da contagem de Linfocitos TCD3+ por regido hipofisaria do
grupo infectado (G1) pelo teste de Spearman. (A) Pars nervosa (r= 0,6110; **P=
0,0033). (B) Pars intermedia (r= 0,4957; *P= 0,0223). (C) Pars distalis (r= 0,5213; *P=
0,0154).
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3.3 Discussao

Embora a LVC seja reconhecida como uma doenca grave e sistémica, ha
poucos estudos descrevendo as lesGes neuroldgicas e suas complicacdes, incluindo
o envolvimento da hipofise.

A avaliacdo imuno-histoquimica da hipdfise de cdes com LVC revelou a
presenca de formas amastigotas de Leishmania spp. em dois animais. Devido ao
namero reduzido de amastigotas no tecido hipofisario, a pesquisa do parasito nao foi
efetiva em cortes corados com HE. Entretanto, com a utilizacdo da imuno-
histoquimica, formas amastigotas imunomarcadas foram observadas dentro e fora do
citoplasma de macrofagos na regido da pars intermedia de dois caes. Este € o primeiro
relato de amastigotas de Leishmania spp. na hipofise de cdes e, semelhante ao
encéfalo, existem poucos relatos da identificacdo por imuno-histoquimica das formas
amastigotas de L. infantum, no plexo cordide e meninge, de cdes naturalmente
infectados (Font et al., 2004; Grano et al., 2019; Macau et al., 2017; Marquez et al.,
2013; Oliveira, 2016).

Também, semelhante ao observado em estudos realizados no encéfalo de caes
com LVC, a presenca de inflamacdo nao foi relacionada com a presenca de formas
amastigotas no tecido (lkeda et al., 2007; Melo et al., 2009; Revest et al., 2008;
Santarém et al., 2007). No entanto, o tecido nervoso também é acometido em cées
com LVC, com ativagdo das células da glia, que pode estar diretamente relacionada
a modulacdo da resposta inflamatoria local e alteracdo da permeabilidade das
barreiras (Melo e Machado, 2011).

Além de formas amastigotas do parasito, também observamos a presenca de
infiltrado inflamato6rio composto por células mononucleares (linfocitos, plasmadcitos e

macréfagos). Houve correlagédo entre a intensidade da inflamacéo e a quantidade de
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linfécitos TCD3* nas regides hipofisarias analisadas, conforme demonstrado pela
deteccdo imuno-histoquimica. O aumento da quantidade de linfécitos TCD3* foi
observado em todas as regifes hipofisarias do grupo infectado.

A presenca de linfécitos na hipéfise foi descrita em cédes que apresentavam
doencas concomitantes, como linfoma multicéntrico, osteoartrite, hiperplasia nodular
em pars distalis e adenoma hipofisario. A resposta celular composta com predominio
de células TCD3* pode caracterizar hipofisite linfocitica subclinica (Blomqvist et al.,
2020). Em seres humanos, a causa de hipofisite linfocitica permanece desconhecida,
mas com base na natureza da inflamacéo, os linfécitos T sdo cruciais para o
desenvolvimento da doenca, e portanto, a hipétese € de que esta afeccdo seja de
origem imunomediada (Bellastella et al., 2003; Caturegli et al., 2005; Falorni et al.,
2014; Grau-Roma et al., 2017).

Na hipéfise dos cées deste estudo, a maior intensidade de inflamacéo foi
observada em pars distalis e pars intermedia da adeno-hipofise. Em seres humanos
com hipofisite linfocitica, a adeno-hipofise também foi a &rea mais afetada (Fehn et
al., 1998). O processo autoimune ou imunomediado, possivelmente tem como alvo
subtipos especificos de células hipofisarias, podendo causar danos em células
secretoras de ACTH, FSH/LH ou TSH, localizadas na adeno-hipdfise (Falorni et al.,
2014; Fehn et al., 1998; Grau-Roma et al., 2017).

Em seres humanos, sdo observados casos semelhantes de hipofisite linfocitica,
destacando o fato de que a presenca destas células inflamatérias na pars distalis e
pars nervosa deve ser considerada patologica (Caturegli et al., 2005; Gubbi et al.,
2019; Milligan et al., 1984). A hipofisite linfocitica foi associada ao hipopituitarismo e
hipoadrenocorticismo secundario, além da deficiéncia na producdo do horménio

corticotrofico (ACTH) e cortisol, em caes (Wolfesberger et al. 2011). Também foi
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considerada a provavel causa determinante de morte subita do cdo (Adissu et al.,
2010; Blomgvist et al., 2020; Miller et al., 2018; Polledo et al., 2018).

Plasmacitos também foram observados compondo a inflamacé&o na hipofise dos
caes. Este tipo celular foi observado na coloracdo HE das amostras de tecido
hipofisario e, embora a presenca de plasmaocitos seja descrita em casos de hipofisite
em humanos, em caes, aparentemente, este nimero é menor quando comparado ao
de linfécitos TCD3*. Estas células ndo foram caracterizadas com auxilio da imuno-
histoquimica em nosso estudo, mas € uma célula tipica da resposta inflamatoria
durante a LVC (Baneth et al., 2008). Semelhante as avaliacGes realizadas nas
hipofisites de seres humanos, mais estudos serdo necessarios para auxiliar no
entendimento da funcdo destas células nos casos de hipofisite linfocitica (Blomqvist
et al., 2020; Fehn et al., 1998).

N&do foi observada relacdo entre os estadiamentos clinicos de LVC
apresentados pelos cdes, segundo Mancianti et al. (1988), e a intensidade da
inflamacéo no tecido hipofisario. Esses dados indicam que a inflamacao da hipéfise
ndo esta relacionada ao estadiamento clinico da LVC. Nossos achados corroboram
com outros estudos realizados que analisaram alteragcdes no encéfalo em animais
com LVC, os quais também n&o houve correlagdo entre o estadiamento clinico da
doenca e a intensidade de inflamacgéo no tecido nervoso (Grano et al., 2018; Ikeda et
al., 2007; Melo et al., 2009; Melo e Machado, 2009). Os caes avaliados foram
naturalmente infectados e, portanto, um grupo heterogéneo em relacéo a fase da
infeccdo, o que dificulta a compreensao da evolucdo das alteracdes inflamatérias da
hipofise.

A resposta imune anti-Leishmania inclui a producéo de varias citocinas (Baneth

et al., 2008), como o TNF-a, que pode regular o sistema endocrino, sendo capaz de
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inibir a secrecao de hormonios da hipdéfise, como o TSH (Pang et al., 1989) e horménio
gonadotrofico (Walton e Cronin, 1989). Um caso de hipotiroidismo primario associado
a presenca de formas amastigotas de Leishmania sp. foi relatado em um céao,
associado com concentracdo alta de TNF-a, e possivel influéncia na funcéo do eixo
hipotalamico-hipofisario (Cortese et al., 1999).

Em seres humanos com leishmaniose visceral, existem relatos de
anormalidades enddcrinas, como disfuncédo na secrecdo do horménio antidiurético
(ADH) e alteracdes no eixo hipotalamico-hipofise-adrenal, hipéfise-tireoide e hipdfise-
gonadas (Lima Verde et al., 2011), que ainda precisam ser melhor investigadas no
cdo. Podemos inferir que a ocorréncia de hipofisite na LVC também pode resultar na
producdo de citocinas, como o TNF-a, que podem ter acdo local ou sistémica,
podendo interferir direta ou indiretamente na producdo de hormonios hipofisarios e
contribuir para a modulacao positiva ou negativa da resposta do hospedeiro a infec¢éo
(Lima Verde et al., 2011; Melo et al., 2013; Pang et al., 1989; Walton e Cronin, 1989).
Novos estudos sdo necessarios para elucidar os mecanismos e a patogenia da LVC

na hipofise e suas consequéncias para o quadro clinico do paciente.

3.4 Concluséao

Este € o primeiro relato da presenca de amastigotas de Leishmania spp. na
hipéfise e o primeiro relato de hipofisite linfocitica em cdes com LVC com
imunomarcacao para linfocitos TCD3+. A presenca de linfécitos TCD3+ e/ou do
parasito na regido hipofisaria pode resultar em disfungcéo da glandula, e determinar o
agravamento do estado clinico do paciente, comprometendo a eficiéncia do

tratamento e do prognéstico.
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3.5 Informagbes de Apoio

Fig. S1. Fotomicrografia representativa do controle positivo das reacées de imuno-
histoquimica de cortes histolégicos de tecido linfoide (linfonodo popliteo) de céo

positivo para LVC.

Fig. S2. Demonstragdo da contagem de células TCD3* imunomarcadas com revelador

3,3’-diaminobezidine (DAKO) no software ImageJ 1.522.

Tabela S1. Classificacdo estabelecida de acordo com estadiamento clinico da LVC

conforme Mancianti et al. (1988).

Tabela S2. Estadiamento clinico dos cées infectados (G1), em assintomaticos

oligossintomaticos e sintomaticos.

Tabela S3. Porcentagem dos cées infectados (G1) e controle (G2) que apresentaram

inflamacéo nas regides hipofisarias, graduadas pela presenca e intensidade.

Tabela S4. Dados brutos do experimento.
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APENDICE B - FIGURAS E TABELA SUPLEMENTARES

Fig. S1. Fotomicrografia representativa do controle positivo das reacbes de imuno-
histoquimica de cortes histolégicos de tecido linfoide (linfonodo popliteo) de céo
positivo para LVC, revelado com DAB DAKO (barra de escala = 20um). (A) Detecgao
de linfécitos T CD3* com anticorpo anti-CD3 (A0452, Dako). (B) Imunomarcacao para
Leishmania spp. utiizando soro hiperimune heter6logo de camundongo
experimentalmente infectado com Leishmania (V.) shawi (cepa 15789).
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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Fig. S2. Demonstracdo da contagem de células TCD3* imunomarcadas com revelador
3,3’-diaminobezidine (DAKO) no software ImageJ, em vermelho contagem de
linfécitos TCD3* selecionadas utilizando ferramenta do programa, linhas verde grid
feito pelo programa para auxiliar na contagem. A fotomicrografia foi obtida com auxilio
do dispositivo de microimagem digital Olympus BX 50 acoplado a camera e
computador para captura de imagem, por meio do software Cellsens (Olympus Life
Science) em objetiva de 40, com ampliacdo 400x; hot spot. Bar= 20um.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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Tabela S1. Classificacdo estabelecida de acordo com estadiamento clinico da LVC
conforme Mancianti et al. (1988).

Classificacao Observacoes

Auséncia de sinais e sintomas referentes a infeccao

0 Assintomatico por Leishmania

Adenopatia linféide, discreta reducdo de peso e/ou

1 Oligossintoméatico
pelos opacos

Todos ou alguns dos sinais graves da doenca, ou
seja, alteracbes cutaneas (alopecia, dermatite
furfuracea, Ulceras), onicogrifose, ceratoconjutivite,
rigidez de membro posterior, etc.

Fonte: Elaborado pelo autor.

2 Sintomatico

Tabela S2. Estadiamento clinico dos cées infectados (G1), em assintomaticos
oligossintomaticos e sintoméaticos.

Estadiamento clinico N %
Assintomaticos 5 23,81
Oligossintomaticos 5 23,81
Sintomaticos 11 52,38
Total 21 100

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Tabela S3. Porcentagem dos cées infectados (G1) e controle (G2) que apresentaram
inflamacéo nas regides hipofisarias, graduadas pela presenca e intensidade.

Presenca de

Regib S|ul :
. eg'lo,e'.s celutas Discreta Moderada Acentuada
hipofisarias mononucleare
S
Pars nervosa 9 7 (33,33%) 2(9,52%) -
G1
(n21) i':] ";‘erfme dia 11 6 (28,57%) 3 (14,29%) 2 (9,52%)
Pars distalis 13 6 (28,57%) 5(23,81%) 2 (9,52%)
Pars nervosa 0 - - -
G2 Pars 0
(n5) intermedia 1 1(20%) i )
Pars distalis 2 2 (40%) - -

Fonte: Elaborado pelo autor.
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CEUA - Comissio de Etica no Uso de Animais
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histopatolégicas em hipofise e rete mirabilis de cdes naturalmente infectados
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Gisele Fabrino Machado apresenta um protocolo experimental de acordo com os
Principios Eticos da Experimentacdo Animal e sua execugdo foi aprovada pela
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DATA DA SUL _:.'1ISSAO DO RELATORIO FINAL: até 30 de Setembro de 2022,

CERTIFICATE

We certify that the study entitled “Characterization of histopathological changes
in hypogiiy o - and rete mirabilis of dogs naturally infected by Leishmania
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ANEXO B - NORMAS DE SUBMISSAO

GUIDE FOR AUTHORS

1. Original research papers (Regular Papers)
2. Review articles

3. Letters to the Editor

4, Book reviews

Original research papers should report the results of original research. The material should not have
been previously published elsewhere, except in a preliminary form.

Review articles should cover subjects falling within the scope of the journal which are of active current
interest. They may be submitted or invited.

Letters to the Editor offering comment or useful critique on material published in the journal are
welcomed. The decision to publish submitted letters rests purely with the Editors-in-Chief. It is hoped
that the publication of such letters will permit an exchange of views which will be of benefit to both
the journal and its readers.

Book reviews will be included in the journal on a range of relevant books which are not more than
2 years old and were written in English.

Book reviews will be solicited by the Book Review Editor. Unsolicited reviews will not usually be
accepted, but suggestions for appropriate books for review may be sent to one of the Book Review
Editors noted below:

Dr G. Baneth

School of Veterinary Medicine,
Hewbrew University,

Rehovot,

Israel
gad.baneth@mail.huji.ac.il

Dr E. Papadopoulos

Faculty of Veterinary Medicine,
Aristotle University of Thessaloniki,
Thessaloniki,

Greece

eliaspap@vet.auth.gr

You can use this list to carry out a final check of your submission before you send it to the journal for
review. Please check the relevant section in this Guide for Authors for more details.

Ensure that the following items are present:

One author has been designated as the corresponding author with contact details:
¢ E-mail address
e Full postal address

All necessary files have been uploaded:

Manuscript:

e Include keywords

* All figures (include relevant captions)

¢ All tables (including titles, description, footnotes)

e Ensure all figure and table citations in the text match the files provided
¢ Indicate clearly if color should be used for any figures in print
Graphical Abstracts / Highlights files (where applicable)

Supplemental files (where applicable)

Further considerations
e Manuscript has been 'spell checked' and 'grammar checked'
* All references mentioned in the Reference List are cited in the text, and vice versa
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e Permission has been obtained for use of copyrighted material from other sources (including the
Internet)

e A competing interests statement is provided, even if the authors have no competing interests to
declare

¢ Journal policies detailed in this guide have been reviewed

* Referee suggestions and contact details provided, based on journal requirements

* We require that non-commercial product names are used throughout the text in submissions. You
may include the commercial name(s) of products in the Material and Methods section, then use only
the non-commercial name thereafter

For further information, visit our Support Center.
BEFORE YOU BEGIN

Please see our information on Ethics in publishing.

Circumstances relating to animal experimentation must meet the International Guiding Principles for
Biomedical Research Involving Animals as issued by the Council for the International Organizations
of Medical Sciences. They are obtainable from the following URL: https://grants.nih.gov/grants/olaw/
guiding_principles_2012.pdf. Unnecessary cruelty in animal experimentation is not acceptable to the
Editors of Veterinary Parasitology. Please include an animal welfare statement under the heading
"Animal welfare statement" at the end of the text.

Corresponding authors, on behalf of all the authors of a submission, must disclose any financial
and personal relationships with other people or organizations that could inappropriately influence
(bias) their work. Examples of potential conflicts of interest include employment, consultancies,
stock ownership, honoraria, paid expert testimony, patent applications/registrations, and grants or
other funding. All authors, including those without competing interests to declare, should provide
the relevant information to the corresponding author (which, where relevant, may specify they have
nothing to declare). Corresponding authors should then use this tool to create a shared statement
and upload to the submission system at the Attach Files step. Please do not convert the .docx
template to another file type. Author signatures are not required.

Submission of an article implies that the work described has not been published previously (except in
the form of an abstract, a published lecture or academic thesis, see 'Multiple, redundant or concurrent
publication' for more information), that it is not under consideration for publication elsewhere, that
its publication is approved by all authors and tacitly or explicitly by the responsible authorities where
the work was carried out, and that, if accepted, it will not be published elsewhere in the same form, in
English or in any other language, including electronically without the written consent of the copyright-
holder. To verify originality, your article may be checked by the originality detection service Crossref
Similarity Check.

Preprints

Please note that preprints can be shared anywhere at any time, in line with Elsevier's sharing policy.
Sharing your preprints e.g. on a preprint server will not count as prior publication (see 'Multiple,
redundant or concurrent publication' for more information).

Inclusive language acknowledges diversity, conveys respect to all people, is sensitive to differences,
and promotes equal opportunities. Content should make no assumptions about the beliefs or
commitments of any reader; contain nothing which might imply that one individual is superior to
another on the grounds of age, gender, race, ethnicity, culture, sexual orientation, disability or health
condition; and use inclusive language throughout. Authors should ensure that writing is free from bias,
stereotypes, slang, reference to dominant culture and/or cultural assumptions. We advise to seek
gender neutrality by using plural nouns ("clinicians, patients/clients") as default/wherever possible
to avoid using "he, she," or "he/she." We recommend avoiding the use of descriptors that refer
to personal attributes such as age, gender, race, ethnicity, culture, sexual orientation, disability or
health condition unless they are relevant and valid. When coding terminology is used, we recommend
to avoid offensive or exclusionary terms such as "master", "slave", "blacklist" and "whitelist". We
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suggest using alternatives that are more appropriate and (self-) explanatory such as "primary",
"secondary", "blocklist" and "allowlist". These guidelines are meant as a point of reference to help
identify appropriate language but are by no means exhaustive or definitive.

For transparency, we encourage authors to submit an author statement file outlining their individual
contributions to the paper using the relevant CRediT roles: Conceptualization; Data curation;
Formal analysis; Funding acquisition; Investigation; Methodology; Project administration; Resources;
Software; Supervision; Validation; Visualization; Roles/Writing - original draft; Writing - review &
editing. Authorship statements should be formatted with the names of authors first and CRediT role(s)
following. More details and an example.

All authors should have made substantial contributions to all of the following: (1) the conception and
design of the study, or acquisition of data, or analysis and interpretation of data, (2) drafting the
article or revising it critically for important intellectual content, (3) final approval of the version to
be submitted.

Authors are expected to consider carefully the list and order of authors before submitting their
manuscript and provide the definitive list of authors at the time of the original submission. Any
addition, deletion or rearrangement of author names in the authorship list should be made only
before the manuscript has been accepted and only if approved by the journal Editor. To request such
a change, the Editor must receive the following from the corresponding author: (a) the reason
for the change in author list and (b) written confirmation (e-mail, letter) from all authors that they
agree with the addition, removal or rearrangement. In the case of addition or removal of authors,
this includes confirmation from the author being added or removed.

Only in exceptional circumstances will the Editor consider the addition, deletion or rearrangement of
authors after the manuscript has been accepted. While the Editor considers the request, publication
of the manuscript will be suspended. If the manuscript has already been published in an online issue,
any requests approved by the Editor will result in a corrigendum.

Article transfer service

This journal is part of our Article Transfer Service. This means that if the Editor feels your article is
more suitable in one of our other participating journals, then you may be asked to consider transferring
the article to one of those. If you agree, your article will be transferred automatically on your behalf
with no need to reformat. Please note that your article will be reviewed again by the new journal.
More information.

Upon acceptance of an article, authors will be asked to complete a 'Journal Publishing Agreement' (see
more information on this). An e-mail will be sent to the corresponding author confirming receipt of
the manuscript together with a 'Journal Publishing Agreement' form or a link to the online version
of this agreement.

Subscribers may reproduce tables of contents or prepare lists of articles including abstracts for internal
circulation within their institutions. Permission of the Publisher is required for resale or distribution
outside the institution and for all other derivative works, including compilations and translations. If
excerpts from other copyrighted works are included, the author(s) must obtain written permission
from the copyright owners and credit the source(s) in the article. Elsevier has preprinted forms for
use by authors in these cases.

Elsevier supports responsible sharing
Find out how you can share your research published in Elsevier journals.

You are requested to identify who provided financial support for the conduct of the research and/or
preparation of the article and to briefly describe the role of the sponsor(s), if any, in study design; in
the collection, analysis and interpretation of data; in the writing of the report; and in the decision to
submit the article for publication. If the funding source(s) had no such involvement, it is recommended
to state this.

==

Please visit our Open Access page for more information.
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Elsevier Researcher Academy

Researcher Academy is a free e-learning platform designed to support early and mid-career
researchers throughout their research journey. The "Learn" environment at Researcher Academy
offers several interactive modules, webinars, downloadable guides and resources to guide you through
the process of writing for research and going through peer review. Feel free to use these free resources
to improve your submission and navigate the publication process with ease.

Language (usage and editing services)

Please write your text in good English (American or British usage is accepted, but not a mixture of
these). Authors who feel their English language manuscript may require editing to eliminate possible
grammatical or spelling errors and to conform to correct scientific English may wish to use the English
Language Editing service available from Elsevier's Author Services.

Our online submission system guides you stepwise through the process of entering your article
details and uploading your files. The system converts your article files to a single PDF file used in
the peer-review process. Editable files (e.g., Word, LaTeX) are required to typeset your article for
final publication. All correspondence, including notification of the Editor's decision and requests for
revision, is sent by e-mail.

A cover letter is required for each new submission. It should address the novelty and significance
of the work and how it fits within the defined scope of Veterinary Parasitology. Essential information,
issues of concern or potential problems, (such as other publications or submissions containing similar
information) should be identified in the cover letter. Authors who submit papers based on local data/
surveys will need to indicate why their paper is relevant to a broader readership.

Authors are invited to suggest the names of up to 5 referees (with email addresses) whom they feel
are qualified to evaluate their submission. Submission of such names does not, however, imply that
they will definitely be used as referees.

For queries concerning the submission process or journal procedures please visit the Elsevier Support
Center. Authors can check the status of their manuscript within the review procedure using Elsevier
Editorial System.

Authors submitting hard copy papers will be asked to resubmit using Elsevier Editorial System.

Submission of an article is understood to imply that the article is original and is not being considered
for publication elsewhere. Submission also implies that all authors have approved the paper for release
and are in agreement with its content. Upon acceptance of the article by the journal, the author(s)
will be asked to transfer the copyright of the article to the Publisher. This transfer will ensure the
widest possible dissemination of information.

Seo

This journal is part of our Article Transfer Service. This means that if the Editor feels your
article is more suitable in one of our other participating journals, then you may be asked to
consider transferring the article to one of those. If you agree, your article will be transferred
automatically on your behalf with no need to reformat. More information about this can be found
here: https://www.elsevier.com/authors/article-transfer-service.

Submit your article
Please submit your article via https://www.editorialmanager.com/VETPAR/default.aspx.

PREPARATION

For questions about the editorial process (including the status of manuscripts under review) or for
technical support on submissions, please visit our Support Center.

This journal operates a single anonymized review process. All contributions will be initially assessed by
the editor for suitability for the journal. Papers deemed suitable are then typically sent to a minimum of
two independent expert reviewers to assess the scientific quality of the paper. The Editor is responsible
for the final decision regarding acceptance or rejection of articles. The Editor's decision is final. Editors
are not involved in decisions about papers which they have written themselves or have been written
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by family members or colleagues or which relate to products or services in which the editor has an
interest. Any such submission is subject to all of the journal's usual procedures, with peer review
handled independently of the relevant editor and their research groups. More information on types
of peer review.

If at all possible please refrain from sending chasers to the Editorial Office asking about the status of
your paper under review, as the Editors aim to review your paper as efficiently as possible and the
enquiry is unlikely to speed up the process.

It is important that the file be saved in the native format of the word processor used. The text
should be in single-column format. Keep the layout of the text as simple as possible. Most formatting
codes will be removed and replaced on processing the article. In particular, do not use the word
processor's options to justify text or to hyphenate words. However, do use bold face, italics, subscripts,
superscripts etc. When preparing tables, if you are using a table grid, use only one grid for each
individual table and not a grid for each row. If no grid is used, use tabs, not spaces, to align columns.
The electronic text should be prepared in a way very similar to that of conventional manuscripts
(see also the Guide to Publishing with Elsevier: https://www.elsevier.com/guidepublication). Note
that source files of figures, tables and text graphics will be required whether or not you embed your
figures in the text. See also the section on Electronic artwork.

To avoid unnecessary errors you are strongly advised to use the 'spell-check' and 'grammar-check’
functions of your word processor.

Manuscripts should have numbered lines with wide margins and double spacing throughout, i.e.
also for abstracts, footnotes and references. Every page of the manuscript should be numbered.
However, in the text no reference should made to page numbers; if necessary, one may refer to
sections. Avoid excessive usage of italics to emphasize part of the text.

Manuscripts in general should be organized in the following order:

Title (should be clear, descriptive and not too long)

Name(s) of author(s)

Complete postal address(es) of affiliations

Full telephone, Fax No. and e-mail address of the corresponding author

Present address(es) of author(s) if applicable

Complete correspondence address including e-mail address to which the proofs should be sent
Abstract

Keywords (indexing terms), normally 3-6 items. Please refer to last index (Vol. 100/3-4).
Introduction

Material studied, area descriptions, methods, techniques

Results

Discussion

Conclusion

Acknowledgments and any additional information concerning research grants, etc.

References

Tables

Figure captions

Tables (separate file(s))

Figures (separate file(s)).

Titles and subtitles should not be run within the text. They should be typed on a separate line, without
indentation. Use lower-case letter type.

SI units should be used.

Elsevier reserves the privilege of returning to the author for revision accepted manuscripts and
illustrations which are not in the proper form given in this guide.

Subdivision - numbered sections

Divide your article into clearly defined and numbered sections. Subsections should be numbered
1.1 (then 1.1.1, 1.1.2, ...), 1.2, etc. (the abstract is not included in section numbering). Use this
numbering also for internal cross-referencing: do not just refer to 'the text'. Any subsection may be
given a brief heading. Each heading should appear on its own separate line.
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e Title. Concise and informative. Titles are often used in information-retrieval systems. Avoid
abbreviations and formulae where possible.

e Author names and affiliations. Please clearly indicate the given name(s) and family name(s)
of each author and check that all names are accurately spelled. You can add your name between
parentheses in your own script behind the English transliteration. Present the authors' affiliation
addresses (where the actual work was done) below the names. Indicate all affiliations with a lower-
case superscript letter immediately after the author's name and in front of the appropriate address.
Provide the full postal address of each affiliation, including the country name and, if available, the
e-mail address of each author.

e Corresponding author. Clearly indicate who will handle correspondence at all stages of refereeing
and publication, also post-publication. This responsibility includes answering any future queries about
Methodology and Materials. Ensure that the e-mail address is given and that contact details
are kept up to date by the corresponding author.

e Present/permanent address. If an author has moved since the work described in the article was
done, or was visiting at the time, a 'Present address' (or 'Permanent address') may be indicated as
a footnote to that author's name. The address at which the author actually did the work must be
retained as the main, affiliation address. Superscript Arabic numerals are used for such footnotes.

Highlights are mandatory for this journal as they help increase the discoverability of your article via
search engines. They consist of a short collection of bullet points that capture the novel results of
your research as well as new methods that were used during the study (if any). Please have a look
at the examples here: example Highlights.

Highlights should be submitted in a separate editable file in the online submission system. Please
use 'Highlights' in the file name and include 3 to 5 bullet points (maximum 85 characters, including
spaces, per bullet point).

A concise and factual abstract is required. The abstract should state briefly the purpose of the
research, the principal results and major conclusions. An abstract is often presented separately from
the article, so it must be able to stand alone. For this reason, References should be avoided, but if
essential, then cite the author(s) and year(s). Also, non-standard or uncommon abbreviations should
be avoided, but if essential they must be defined at their first mention in the abstract itself.

The abstract should be clear, descriptive and not more than 400 words.

Graphical abstract

Although a graphical abstract is optional, its use is encouraged as it draws more attention to the online
article. The graphical abstract should summarize the contents of the article in a concise, pictorial form
designed to capture the attention of a wide readership. Graphical abstracts should be submitted as a
separate file in the online submission system. Image size: Please provide an image with a minimum
of 531 x 1328 pixels (h x w) or proportionally more. The image should be readable at a size of 5 x
13 cm using a regular screen resolution of 96 dpi. Preferred file types: TIFF, EPS, PDF or MS Office
files. You can view Example Graphical Abstracts on our information site.

Authors can make use of Elsevier's Illustration Services to ensure the best presentation of their images
and in accordance with all technical requirements.

1. Give the meaning of all symbols immediately after the equation in which they are first used.
2. For simple fractions use the solidus (/) instead of a horizontal line.

3. Equations should be numbered serially at the right-hand side in parentheses. In general only
equations explicitly referred to in the text need be numbered.

4. The use of fractional powers instead of root signs is recommended. Powers of e are often more
conveniently denoted by exp.

5. In chemical formulae, valence of ions should be given as, e.g. Ca2+, not as Ca++.
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6. Isotope numbers should precede the symbols e.g. 180.

7. The repeated use of chemical formulae in the text is to be avoided where reasonably possible;
instead, the name of the compound should be given in full. Exceptions may be made in the case of
a very long name occurring very frequently or in the case of a compound being described as the end
product of a gravimetric determination (e.g. phosphate as P205).

Abbreviations

Define abbreviations that are not standard in this field in a footnote to be placed on the first page
of the article. Such abbreviations that are unavoidable in the abstract must be defined at their first
mention there, as well as in the footnote. Ensure consistency of abbreviations throughout the article.
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Collate acknowledgements in a separate section at the end of the article before the references and do
not, therefore, include them on the title page, as a footnote to the title or otherwise. List here those
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Chemistry and the official recommendations of the IUPAC-IUB Combined Commission on Biochemical
Nomenclature should be followed.

5. For the denomination of parasitic diseases or infections, authors are advised to consult the
Standardized Nomenclature of Animal Parasitic Diseases (SNOAPAD) published in 1988 in Veterinary
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Elsevier encourages authors to connect articles with external databases, giving their readers one-
click access to relevant databases that help to build a better understanding of the described research.
Please refer to https://www.elsevier.com/databaselinking for more information and a full list of
supported databases.

Footnotes should be used sparingly. Number them consecutively throughout the article, using
superscript Arabic numbers. Many word processors build footnotes into the text, and this feature may
be used. Should this not be the case, indicate the position of footnotes in the text and present the
footnotes themselves separately at the end of the article. Do not include footnotes in the Reference
list.

Table footnotes

Indicate each footnote in a table with a superscript lowercase letter.

Electronic artwork

General points

* Make sure you use uniform lettering and sizing of your original artwork.

* Embed the used fonts if the application provides that option.

e Aim to use the following fonts in your illustrations: Arial, Courier, Times New Roman, Symbol, or
use fonts that look similar.

e Number the illustrations according to their sequence in the text.

¢ Use a logical naming convention for your artwork files.

e Provide captions to illustrations separately.

e Size the illustrations close to the desired dimensions of the published version.

e Submit each illustration as a separate file.

e Ensure that color images are accessible to all, including those with impaired color vision.

A detailed guide on electronic artwork is available.

You are urged to visit this site; some excerpts from the detailed information are given here.
Formats

If your electronic artwork is created in a Microsoft Office application (Word, PowerPoint, Excel) then
please supply 'as is' in the native document format.

Regardless of the application used other than Microsoft Office, when your electronic artwork is
finalized, please 'Save as' or convert the images to one of the following formats (nhote the resolution
requirements for line drawings, halftones, and line/halftone combinations given below):

EPS (or PDF): Vector drawings, embed all used fonts.

TIFF (or JPEG): Color or grayscale photographs (halftones), keep to a minimum of 300 dpi.

TIFF (or JPEG): Bitmapped (pure black & white pixels) line drawings, keep to a minimum of 1000 dpi.
TIFF (or JPEG): Combinations bitmapped line/half-tone (color or grayscale), keep to a minimum of
500 dpi.

Please do not:

e Supply files that are optimized for screen use (e.g., GIF, BMP, PICT, WPG); these typically have a
low number of pixels and limited set of colors;

e Supply files that are too low in resolution;

e Submit graphics that are disproportionately large for the content.

Color artwork

Please make sure that artwork files are in an acceptable format (TIFF (or JPEG), EPS (or PDF), or
MS Office files) and with the correct resolution. If, together with your accepted article, you submit
usable color figures then Elsevier will ensure, at no additional charge, that these figures will appear
in color online (e.g., ScienceDirect and other sites) regardless of whether or not these illustrations
are reproduced in color in the printed version. For color reproduction in print, you will receive
information regarding the costs from Elsevier after receipt of your accepted article. Please
indicate your preference for color: in print or online only. Further information on the preparation of
electronic artwork.

Figure captions

Ensure that each illustration has a caption. Supply captions separately, not attached to the figure. A
caption should comprise a brief title (not on the figure itself) and a description of the illustration. Keep
text in the illustrations themselves to a minimum but explain all symbols and abbreviations used.
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Illustration services

Elsevier's Author Services offers Illustration Services to authors preparing to submit a manuscript but
concerned about the quality of the images accompanying their article. Elsevier's expert illustrators
can produce scientific, technical and medical-style images, as well as a full range of charts, tables
and graphs. Image 'polishing' is also available, where our illustrators take your image(s) and improve
them to a professional standard. Please visit the website to find out more.

1. Authors should take notice of the limitations set by the size and lay-out of the journal. Large tables
should be avoided. Reversing columns and rows will often reduce the dimensions of a table.

2. If many data are to be presented, an attempt should be made to divide them over two or more
tables.

3. Tables should be numbered according to their sequence in the text. The text should include
references to all tables.

4. Each table should occupy a separate page of the manuscript. Tables should never be included in
the text.

5. Each table should have a brief and self-explanatory title.

6. Column headings should be brief, but sufficiently explanatory. Standard abbreviations of units of
measurement should be added between parentheses.

7. Vertical lines should not be used to separate columns. Leave some extra space between the columns
instead.

8. Any explanation essential to the understanding of the table should be given as a footnote at the
bottom of the table.

Citation in text

Please ensure that every reference cited in the text is also present in the reference list (and vice
versa). Any references cited in the abstract must be given in full. Unpublished results and personal
communications are not recommended in the reference list, but may be mentioned in the text. If these
references are included in the reference list they should follow the standard reference style of the
journal and should include a substitution of the publication date with either 'Unpublished results' or
'Personal communication'. Citation of a reference as 'in press' implies that the item has been accepted
for publication.

Data references

This journal encourages you to cite underlying or relevant datasets in your manuscript by citing them
in your text and including a data reference in your Reference List. Data references should include the
following elements: author name(s), dataset title, data repository, version (where available), year,
and global persistent identifier. Add [dataset] immediately before the reference so we can properly
identify it as a data reference. The [dataset] identifier will not appear in your published article.

Reference management software

Most Elsevier journals have their reference template available in many of the most popular reference
management software products. These include all products that support Citation Style Language
styles, such as Mendeley. Using citation plug-ins from these products, authors only need to select
the appropriate journal template when preparing their article, after which citations and bibliographies
will be automatically formatted in the journal's style. If no template is yet available for this journal,
please follow the format of the sample references and citations as shown in this Guide. If you use
reference management software, please ensure that you remove all field codes before submitting
the electronic manuscript. More information on how to remove field codes from different reference
management software.

Reference Style

1. All publications cited in the text should be presented in a list of references following the text of
the manuscript. The manuscript should be carefully checked to ensure that the spelling of author's
names and dates are exactly the same in the text as in the reference list.

AUTHOR INFORMATION PACK 13 May 2022 www.elsevier.com/locate/vetpar 13

88



2. In the text refer to the author's name (without initial) and year of publication, followed - if necessary
- by a short reference to appropriate pages. Examples: "Since Peterson (1988) has shown that..."
"This is in agreement with results obtained later (Kramer, 1989, pp. 12-16)".

3. If reference is made in the text to a publication written by more than two authors the name of the
first author should be used followed by "et al.". This indication, however, should never be used in the
list of references. In this list names of first author and co-authors should be mentioned.

4. References cited together in the text should be arranged chronologically. The list of references
should be arranged alphabetically on author's hames, and chronologically per author. If an author's
name in the list is also mentioned with co-authors the following order should be used: publications
of the single author, arranged according to publication dates — publications of the same author with
one co-author — publications of the author with more than one co-author. Publications by the same
author(s) in the same year should be listed as 1974a, 1974b, etc.

5. Use the following system for arranging your references:

a. For periodicals

Lanusse, C.E., Prichard, R.K., 1993. Relationship between pharmacological properties and clinical
efficacy of ruminant anthelmintics. Vet. Parasitol. 49, 123-158.

b. For edited symposia, special issues, etc., published in a periodical

Weatherley, A.J., Hong, C., Harris, T.J.,, Smith, D.G.,, Hammet, N.C., 1993. Persistent efficacy of
doramectin against experimental nematode infections in calves. In: Vercruysse, J. (Ed.), Doramectin
- a novel avermectin. Vet. Parasitol. 49, 45-50.

c. For books

Blaha, T. (Ed.), 1989. Applied Veterinary Epidemiology. Elsevier, Amsterdam, 344 pp.

d. For multi-author books

Wilson, M.B., Nakane, P.K., 1978. Recent developments in the periodate method of conjugating
horseradish peroxidase (HRPO) to antibodies. In: Knapp, W., Holubar, K., Wick, G. (Eds.),
Immunofluorescence and Related Staining Techniques. North Holland, Amsterdam, pp. 215-224.

6. Abbreviate the titles of periodicals mentioned in the list of references in accordance with BIOSIS
Serial Sources, published annually by BIOSIS. The correct abbreviation for this journal is Vet. Parasitol.

7. In the case of publications in any language other than English, the original title is to be retained.
However, the titles of publications in non-Latin alphabets should be transliterated, and a notation such
as "(in Russian)" or "(in Greek, with English abstract)" should be added.

8. Work accepted for publication but not yet published should be referred to as "in press".

9. References concerning unpublished data and "personal communications" should not be cited in the
reference list but may be mentioned in the text.

10. Web references may be given. As a minimum, the full URL is necessary. Any further information,
such as Author names, dates, reference to a source publication and so on, should also be given.

11. Articles available online but without volume and page numbers may be referred to by means of
their Digital Object identifier (DOI) code.

Journal abbreviations source
Journal names should be abbreviated according to the List of Title Word Abbreviations.

Include interactive data visualizations in your publication and let your readers interact and engage
more closely with your research. Follow the instructions here to find out about available data
visualization options and how to include them with your article.

Supplementary material such as applications, images and sound clips, can be published with your
article to enhance it. Submitted supplementary items are published exactly as they are received (Excel
or PowerPoint files will appear as such online). Please submit your material together with the article
and supply a concise, descriptive caption for each supplementary file. If you wish to make changes to
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supplementary material during any stage of the process, please make sure to provide an updated file.
Do not annotate any corrections on a previous version. Please switch off the 'Track Changes' option
in Microsoft Office files as these will appear in the published version.

This journal encourages and enables you to share data that supports your research publication
where appropriate, and enables you to interlink the data with your published articles. Research data
refers to the results of observations or experimentation that validate research findings. To facilitate
reproducibility and data reuse, this journal also encourages you to share your software, code, models,
algorithms, protocols, methods and other useful materials related to the project.

Below are a number of ways in which you can associate data with your article or make a statement
about the availability of your data when submitting your manuscript. If you are sharing data in one of
these ways, you are encouraged to cite the data in your manuscript and reference list. Please refer to
the "References" section for more information about data citation. For more information on depositing,
sharing and using research data and other relevant research materials, visit the research data page.

Data linking

If you have made your research data available in a data repository, you can link your article directly to
the dataset. Elsevier collaborates with a number of repositories to link articles on ScienceDirect with
relevant repositories, giving readers access to underlying data that gives them a better understanding
of the research described.

There are different ways to link your datasets to your article. When available, you can directly link
your dataset to your article by providing the relevant information in the submission system. For more
information, visit the database linking page.

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

In addition, you can link to relevant data or entities through identifiers within the text of your
manuscript, using the following format: Database: xxxx (e.g., TAIR: AT1G01020; CCDC: 734053;
PDB: 1XFN).

Mendeley Data

This journal supports Mendeley Data, enabling you to deposit any research data (including raw and
processed data, video, code, software, algorithms, protocols, and methods) associated with your
manuscript in a free-to-use, open access repository. During the submission process, after uploading
your manuscript, you will have the opportunity to upload your relevant datasets directly to Mendeley
Data. The datasets will be listed and directly accessible to readers next to your published article online.

For more information, visit the Mendeley Data for journals page.

Data statement

To foster transparency, we encourage you to state the availability of your data in your submission.
This may be a requirement of your funding body or institution. If your data is unavailable to access
or unsuitable to post, you will have the opportunity to indicate why during the submission process,
for example by stating that the research data is confidential. The statement will appear with your
published article on ScienceDirect. For more information, visit the Data Statement page.

AFTER ACCEPTANCE

To ensure a fast publication process of the article, we kindly ask authors to provide us with their proof
corrections within two days. Corresponding authors will receive an e-mail with a link to our online
proofing system, allowing annotation and correction of proofs online. The environment is similar to
MS Word: in addition to editing text, you can also comment on figures/tables and answer questions
from the Copy Editor. Web-based proofing provides a faster and less error-prone process by allowing
you to directly type your corrections, eliminating the potential introduction of errors.

If preferred, you can still choose to annotate and upload your edits on the PDF version. All instructions
for proofing will be given in the e-mail we send to authors, including alternative methods to the online
version and PDF.
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We will do everything possible to get your article published quickly and accurately. Please use this
proof only for checking the typesetting, editing, completeness and correctness of the text, tables and
figures. Significant changes to the article as accepted for publication will only be considered at this
stage with permission from the Editor. It is important to ensure that all corrections are sent back
to us in one communication. Please check carefully before replying, as inclusion of any subsequent
corrections cannot be guaranteed. Proofreading is solely your responsibility.

Authors can also keep track of the progress of their accepted article, and set up e-mail alerts informing
them of changes to their manuscript's status, by using the "Track your accepted article" option on the
journal's homepage https://www.elsevier.com/locate/vetpar For privacy, information on each article
is password-protected. The author should key in the "Our Reference" code (which is in the letter
of acknowledgement sent by the Publisher on receipt of the accepted article) and the name of the
corresponding author.

The corresponding author will, at no cost, receive a customized Share Link providing 50 days free
access to the final published version of the article on ScienceDirect. The Share Link can be used for
sharing the article via any communication channel, including email and social media. For an extra
charge, paper offprints can be ordered via the offprint order form which is sent once the article is
accepted for publication. Both corresponding and co-authors may order offprints at any time via
Elsevier's Author Services. Corresponding authors who have published their article gold open access
do not receive a Share Link as their final published version of the article is available open access on
ScienceDirect and can be shared through the article DOI link.
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Frequently Asked Questions to ways to get in touch.
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be published.
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