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RESUMO

A leishmaniose visceral canina (LVC) é uma doenca crbnica e progressiva de alta
variabilidade clinica, que pode incluir manifestagées neuroldgicas. Em virtude das
alteracdes inflamatorias encefélicas, sabe-se atualmente que cdaes infectados
cronicamente podem apresentar déficits neurologicos significativos. Apesar da
importancia clinica desta desordem, sdo escassos 0s relatos que caracterizam
lesbes neuroldgicas na LVC. Estudos prévios realizados em caes com LVC
evidenciaram a presenca de inflamacao encefalica pela observacao de infiltracéo de
linfécitos T, ativacdo de células da glia, alteracdes degenerativas de neurdnios,
meningite, coroidite, além da ativacdo de metaloproteinases e alteracdo na
expressio génica de quimiocinas e de citocinas pré-inflamatérias. E sabida a funcéo
de microRNAs (miRNAs) na regulacdo da expressdo de proteinas fundamentais
para a funcdo, a diferenciacdo e o desenvolvimento de tipos celulares do sistema
imunologico; e a desregulacdo da atividade de miRNAs esta envolvida em diversas
enfermidades. No sistema nervoso, o equilibrio entre diferentes estados fenotipicos
da microglia e dos astrocitos pode promover inflamacdo ou reparo tecidual e
influenciam a progressdo dos disturbios inflamatérios. Os miRNA operam ativando
ou modulando os genes expressos por células da glia e astrocitos, e podem
exacerbar ou restringir a sinalizacdo de um processo inflamatério. Ainda, na LVC,
em virtude de a supressdo imunoldgica celular ser determinante para a sua
progressao, sabe-se que os miRNAs e sua regulacdo imunologica sdo essenciais
para a mudanca do padrdo da resposta. Assim, o presente estudo buscou a melhor
compreensao da patogénese das alteracbes neuroldgicas causadas pela LVC, por
meio da avaliacao da expressdo de miRNA em cérebro de cdes com leishmaniose.

Palavras-chaves: Leishmania infantum; miRNA; neuroinflamacéo; neuropatologia



ABSTRACT

Canine visceral leishmaniasis (CanL) is a chronic and progressive disease
characterized by high clinical variability, which may include neurological
manifestations. Despite the clinical importance of this disorder, there are few reports
characterizing neurological lesions in CanL. Previous studies conducted in dogs with
CanL have demonstrated the presence of brain inflammation, manifested by T
lymphocyte infiltration, glial cell activation, neuronal degeneration, meningitis,
choroiditis, as well as the activation of metalloproteinases and alterations in the
expression of chemokines and pro-inflammatory cytokines. MicroRNAs (miRNAS)
play a crucial role in regulating protein expression, essential for the function,
differentiation, and development of immune cell types. Dysregulation of miRNA
activity is implicated in various diseases. In the nervous system, the balance between
different phenotypic states of microglia and astrocytes can either promote
inflammation or tissue repair, thereby influencing the progression of inflammatory
disorders. MiRNAs operate by activating or modulating genes expressed by glial cells
and astrocytes and can exacerbate or restrict the signaling of an inflammatory
process. Moreover, in CanL, where cellular immunosuppression is decisive for
disease progression, miRNAs and their immunoregulatory functions are essential for
altering the pattern of immune responses. Thus, the present study aimed to enhance
our understanding of the pathogenesis of neurological changes associated with
CanL, by evaluating miRNA expression in the brains of dogs affected by

leishmaniasis.

Keywords: Leishmania infantum, miRNA, neuroinflammation, neuropathology
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1 INTRODUCAO GERAL

1.1 Aspectos epidemiolégicos e clinicos da Leishmaniose

As leishmanioses sdo um grupo de doencas de carater zoonagtico, causadas
por mais de vinte espécies do protozoéario Leishmania sp. (ordem Kinetoplastida,
familia Trypanosomatidae), transmitidas pela picada de mosquitos flebotomineos.
Ocorrem principalmente em regides tropicais e subtropicais, com maior incidéncia
em paises da Africa, Asia, América Latina e regides no Mediterraneo (Alvar et al.,
2012)

Nas Américas, a leishmaniose é endémica em 13 paises, sendo considerada
um problema de saude publica (Organizacdo Mundial da Saude — OMS, 2010). O
Brasil concentra cerca de 90% dos casos registrados nas Américas, com uma meédia
de 3.400 casos por ano (Organizacdo Panamericana de Saude — OPAS, 2020).

Dentre as apresentacdes clinicas da doenca, podem ser citadas a forma
cutdnea, mucocutanea e visceral, sendo a leishmaniose visceral (LV) a
apresentacao clinica mais grave (Grimaldi; Tesh, 1993).

Os céaes, além de desenvolverem a forma visceral da doenca, sado
considerados importantes reservatérios da Leishmania infantum, principal espécie
relacionada a LV em &reas endémicas e espécie predominante no Brasil. Uma vez
infectados, os caes abrigam o parasito em seu sangue e tecidos, atuando como
fonte de infeccdo para o mosquito. Por este motivo, a leishmaniose visceral canina
(LVC) tem grande importancia epidemiolégica, visto o intenso parasitismo cutaneo
dos cées, o que favorece a transmissdo ao homem (Alvar et al., 2012).

A LVC classica é considerada uma doenca cronica e sistémica, promovendo
um amplo espectro de sinais clinicos ndo especificos, podendo acometer qualquer
orgdo do animal, mas principalmente o figado, bago, linfonodos, medula 6ssea e
rins. Os caes infectados podem apresentar desde infeccdo subclinica a formas
graves da doenca, que inclui mais comumente alteracdes dermatologicas, renais,
hepaticas e oculares, associadas a sinais inespecificos como linfoadenomegalia
generalizada, perda de peso ou caquexia, alteracdo do apetite, letargia, palidez de
mucosas, hepatoesplenomegalia, polidria, polidpsia, febre e diarreia crénica (Solano-

Gallego et al, 2009). Alteragbes Ilaboratoriais como hipoalbuminemia,
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hiperglobulinemia, anemia n&o regenerativa, trombocitopatias, aumento de enzimas
hepéticas e azotemia renal costumam acompanhar os sintomas, em diferentes graus
de severidade (Solano-Gallego et al., 2011).

No exame necroscopico de animais com leishmaniose, a linfoadenopatia,
hepatoesplenomegalia e presenca de multiplas les6es cutaneas ulcerativas ou
erosivas sdo as alteragcbes macroscopicas mais caracteristicas (Solano-Gallego et
al., 2011). Na histopatologia, observa-se infiltrado piogranulomatoso ou
granulomatoso associado a presenca de formas amastigotas em diversos 6rgaos,
incluindo pele, muasculos, articulagbes, 0ssos, trato urogenital e gastrointestinal,
embora as alteragbes mais marcantes ocorram nos linfonodos e baco.

A evolucdo clinica da leishmaniose depende de uma série de fatores
relacionados a viruléncia do patégeno e a capacidade do sistema imune do
hospedeiro de desenvolver respostas favoraveis. Cées infectados sdo descritos
como susceptiveis quando a replicacao irrestrita do parasita leva a danos
progressivos. Ainda, existem animais resistentes que se mantém assintomaticos ou
com sinais discretos por toda a vida, ainda que com carga parasitaria moderada a

acentuada (Koutinas, A.; Koutinas, C., 2014).

1.2 Resposta Imune na LVC

A resposta imune na LVC é complexa e 0s mecanismos imunolégicos
relacionados a resisténcia, suscetibilidade e estabelecimento da infeccdo em caes
ainda nao foram completamente estabelecidos (Hosein; Blake; Solano-Gallego,
2017). Entretanto, é sabido que a evolucdo da doenca depende diretamente do tipo
de resposta imune desenvolvida e que esta é considerada compartimentalizada e
orgao-especifica (Reis et al., 2009).

Inicialmente, células da resposta imune inata como macréfagos e ceélulas
dendriticas agem visando a eliminagdo do patdgeno por meio da fagocitose e da
inducdo da producdo de citocinas proé-inflamatérias como interleucina 1 (IL-1),
interleucina 6 (IL-6) e fator de necrose tumoral alfa (TNF- a), que participam da
posterior ativacdo da resposta imune adaptativa (Hosein; Blake; Solano-Gallego,
2017). Assim, a resposta imune inata € responsavel por instruir o desenvolvimento

de uma resposta imune adaptativa especifica e de longa duracdo (Kumar, 2019).
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Em cées infectados clinicamente saudaveis, a resposta imune adaptativa do
tipo Thl (celular) prevalece, mediada por citocinas como interleucina 2 (IL-2),
interferon-gama (IFN-y) e TNF-a. A ativacdo da producdo de oxido nitrico (NO) e
espécies reativas de oxigénio (ROS) pelos macréfagos € determinante para
eliminacao do parasita (Baneth et al., 2008).

O desenvolvimento de sinais clinicos mais graves estd associado a uma
resposta imune celular predominantemente do tipo Th2 (humoral) (Reis et al., 2009).
A resposta Th2 é caracterizada por uma superproducéo de interleucina-10 (IL-10),
que inibe a atividade das células Thl e dos macréfagos, permitindo a sobrevivéncia
dos parasitas, além de uma alta producao de anticorpos e IgG (linfécitos B), com
marcada reducao na populacéo de linfocitos das células T CD4+, mais eficientes no
combate ao parasito (Baneth et al., 2008). A proliferacéo celular de linfécitos B leva
a formacéo e deposicdo de imunocomplexos nas paredes dos vasos sanguineos,
gue muitas vezes € responsavel pelo desenvolvimento dos sinais clinicos (Reis et
al., 2009).

1.3 Leishmaniose e o Sistema Nervoso Central

Existem poucos estudos caracterizando a patogenia das alteracdes
neuroldgicas na Leishmaniose, entretanto, ja é sabido que o parasita pode infectar o
tecido nervoso (Melo et al., 2017) e que manifestacdes clinicas neurologicas podem
ocorrer com a progressdo e cronificacdo da doenca. Em cées, a presenca de
alteracdes tanto inflamatoérias quanto vasculares é descrita, em associacdo ou ndo a
presenca de sinais clinicos (Giannuzzi et al., 2017), afetando o sistema nervoso
central e o periférico.

Dentre os sinais clinicos neuroldgicos relatados em cdes com LVC, podem
ser citadas a ocorréncia de convulsbes generalizadas, comportamento atipico,
fotofobia, agresséo transitoria, tetraplegia, andar em circulos, alteragdes vestibulares
e cerebelares, mioclonia, paresia de membros e vocalizagédo (Blavier et al., 2001,
Maia et al., 2015; Giannuzzi et al., 2017).

Embora poucos animais desenvolvam sinais clinicos neurologicos (Giannuzzi
et al., 2017), alteracbes histopatologicas como meningite, coroidite, infiltrado
inflamatorio linfoplasmocitico perivascular e alteracdes morfologicas indicativas de

ativacdo da micréglia e de astrécitos sdo observadas em grande parte dos caes
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infectados (Oliveira et al.,, 2017; Melo; Machado, 2011; Melo et al., 2009). A
presenca de focos de micro hemorragias, multiplos infartos e depdsitos de
imunocomplexos nos vasos sanguineos do plexo cordéide também €& descrita,
embora menos frequente (Garcia-Alonso et al., 1996; Marquez et al., 2013), além de
depdsitos amiloides, degeneracédo neuronal e neuroniofagia (Ikeda et al., 2007).

Estudos comprovam que a Leishmania € capaz de penetrar a barreia
hematoencefalica (BHE), disseminando-se no liquido cefalorraquidiano (LCR) e
infectando o encéfalo e a medula espinhal de céaes (Oliveira et al., 2017). Formas
amastigotas do parasito ja foram detectadas na meninge (Marquez et al.,, 2013),
medula espinhal (Oliveira et al., 2017) e no plexo coroide (Grano et al., 2014) de
cées infectados, bem como no LCR, embora os relatos sejam escassos. A deteccéo
de DNA de Leishmania por PCR (Polimerase Chain Reaction) no tecido nervoso é
mais frequente, e esta descrita em diferentes areas do cérebro de caes (Oliveira et
al., 2017; Grano et al., 2014).

A presenca das alteracBes inflamatérias comprova que a LVC pode afetar o
SNC, seja devido a resposta inflamatoria sistémica ou pela infeccdo do parasita.
Produtos da inflamagdo, como citocinas e quimiocinas liberadas na circulagéo
durante a resposta imune periférica podem cruzar a barreira hematoencefalica,
levando a ativacdo da micréglia residente no cérebro, que entdo desencadeia uma
cascata neuroinflamatoria (Negi; Das, 2018). Disfuncdo na BHE (Melo et al., 2015) e
na barreira hematoliquorica (Silva et al., 2023) foram identificadas no cérebro de
cdes infectados, permitindo assim a invasdo de células do sistema imune e
patégenos.

Ainda, no tecido nervoso de cdes com LVC, foi detectado aumento da
expressao de genes com fungBes pré-inflamatérias, tanto da imunidade inata quanto
adaptativa, como interleucina 1 beta (IL-1B), IL-6, IFN-y, TNF-a e IL-10 (Melo et al.,
2017; Grano et al., 2018; Bregano et al. 2018), além do aumento dos transcritos para
os receptores do tipo Toll Like (TRL) TLR-2, TLR-4 e TLR-9. O aumento da
expressao génica relacionados a producdo de quimiocinas, como os genes C-C
motif chemokine ligand (CCL) -3, CCL-4, CCL-5 também é descrito (Melo et al.,
2015), com destaque para CCL-5, cujo aumento da expressao génica foi detectado
na regiao do plexo coroide, onde a presenca de linfécitos T € marcante (Silva et al.,
2023).
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1.4 MicroRNASs

Os micros RNAs (miRNAs) sdo pequenos RNAs nado codificantes, altamente
conservados entre as espécies e capazes de regular a expressao de genes alvos no
nivel pds-transcricional. Apresentam cerca de 19 a 25 nucleotideos, processados no
ndcleo e depois transportados para o citoplasma, onde podem ser degradados ou
reconhecer um RNA mensageiro (MRNA) especifico. Os miRNA se ligam por
complementariedade as regides 3 nao traduzidas dos mRNA, bloqueando a
traducédo de proteinas (Bartel, 2004).

Os miRNAs podem originar-se de regides intergénicas, de introns ou de
éxons de genes, entretanto, sabe-se que cerca de metade de todos os miRNAs
atualmente identificados séo intrébnicos, enquanto os restantes estdo nas regides
intergénicas, podendo ser transcritos independentemente de um gene hospedeiro
(O’Brien et al., 2018). Por vezes, dois ou mais miRNAs estdo localizados proximos
uns dos outros, e sdo transcritos em uma Unica transcricdo longa, sendo
denominados clusters (familia) (Bartel, 2004).

A biogénese classica dos miRNAs (via candnica) inicia-se no nucleo a partir
do DNA, onde a RNA polimerase Il transcreve o pri-miRNA (com centenas de
nucleotideos), e este é clivado pelo complexo proteico DGCR8 (DiGeorge Syndrome
Critical Region 8) e pela endoribonuclease Il (Drosha), resultando em um pré-miRNA
com cerca de 70 a 100 nucleotideos (Slota; Booth, 2019). Os trabalhos também
mencionam a existéncia de vias alternativas na biogénese dos miRNAs, como a via
miRtron, que ndo requer a clivagem mediada por Drosha, de modo que os pri-
mMiRNAs sdo processados diretamente pela maquinaria de splicing para gerar pré-
miRNAs (lorio; Croce, 2012).

No citoplasma, os pré-miRNA sdo clivados em uma fita dupla pela
ribonuclease Il (Dicer), formando o miRNA maduro, com cerca de 22 nucleotideos.
Uma das cadeias, 0 miRNA guia, é entdo carregada no complexo de silenciamento
induzido por RNA (RISC). O RISC é essencialmente uma maquinaria proteica
composta de proteinas da familia Argonauta, que guia o miRNA guia para encontrar
MRNAs complementares. Quando o miRNA guia se liga ao mRNA alvo, o RISC
pode bloquear a tradugdo do mRNA ou induzir sua degradacao, regulando assim a

expressao génica (Slota; Booth, 2019).
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Assim, os miRNAs maduros regulam os mRNAs de acordo com seu grau de
complementariedade e homologia, podendo induzir o silenciamento ou degradacéo
dos transcritos alvos ou a inibicdo da traducao (O’Brien et al., 2018).

A capacidade de ligacdo por complementaridade parcial permite que o0s
mMiRNAs interajam com muitos alvos diferentes. Um Unico miRNA pode ter efeitos
biolégicos opostos em diferentes tipos celulares, dependendo das fungbBes dos
mRNAs-alvo. Além disso, cada mRNA pode ser alvo de multiplos miRNAs, e os
efeitos bioldgicos de um miRNA especifico podem refletir a soma das interacdes
com outros miRNAs na mesma célula. A coexpressao de miRNAs de um cluster, por
exemplo, pode resultar em uma regulacdo coordenada de mdltiplos alvos génicos,
ampliando o impacto regulatorio dos miRNAs sobre processos biolégicos (O’Brien et
al., 2018).

A expressao dos miRNAs, assim como a expressdo dos mRNAs, pode ser
regulada por diversos mecanismos e em varios niveis, desde a sua sintese,
processamento e manutencdo da sua estabilidade. A presenca de alteracbes
gendbmicas (mutacdes), presenca de fatores de transcricdo, interagdo com outros
RNAs ndo codificantes e a modulacdo epigenética, como a metilagdo de DNA e a
modificacdo de histonas podem impactar diretamente na expressdo dos miRNAs
(Morales; Monzo; Navarro, 2017).

Os miRNAs intragénicos estdo incorporados nos introns dos genes
hospedeiros e sdo co-transcritos com esses genes, de modo que mudancas na
expressdo dos genes hospedeiros afetam diretamente sua expressédo. Por outro
lado, os miRNASs intergénicos possuem seus proprios promotores independentes e
sdo regulados por fatores de transcricdo especificos que se ligam a esses
promotores. Além da regulacdo transcricional, a expressdo dos miRNAs pode ser
modulada em niveis pdés-transcricionais, por alteracdes na atividade de enzimas
criticas em sua biogénese como Dicer e Drosha (Gulyaeva; Kushlinskiy, 2016). Os
préoprios miRNAs podem regular a expressdo de componentes da magquinaria
epigenética, criando um mecanismo de feedback altamente controlado (lorio; Croce,
2012).

Além de seus papéis regulatorios autécrinos, os miRNAs também podem ser
liberados para alterar a fungdo de outras células proximas ou em todo o corpo,
sendo liberados no espaco extracelular em vesiculas (exossomos). Uma vez

liberados no espaco extracelular, os exossomos podem ser captados por células



16

vizinhas ou células distantes através da circulacdo sanguinea ou linfatica. Os
MIiRNAs contidos nos exossomos sdo capazes de regular a expressdo génica nas
células receptoras, influenciando assim diversos processos fisioldgicos e patologicos
(Gaudet et al., 2018).

A atividade dos miRNAs é fundamental para o controle da expressao de
genes e, portanto, na transcricdo de proteinas que atuam em inimeras atividades
celulares, incluindo as relacionadas a resposta imunoldgica. Assim, genes que
modulam a inflamacdo e a resposta imune podem ser co-regulados por varios
MIRNAs e a desregulagdo da atividade de miRNA vem sendo destacada em
diversas enfermidades, incluindo as doencas infecciosas (Nejad; Stunden; Gantier,
2018).

1.5 MicroRNAs na Leishmaniose Canina

Nos ultimos anos, o papel dos miRNAs na leishmaniose tem sido amplamente
estudado. Diversos miRNAs foram identificados como moduladores-chave da
resposta imune e da carga parasitaria em cdes. Esses miRNAs desempenham
papéis cruciais na regulacdo de vias de sinalizacdo, expressao génica e resposta
inflamatoria, afetando diretamente a progressédo da doenca e a eficacia da resposta
imunoldgica contra o parasita.

Na infeccdo por Leishmania donovani de fagdcitos humanos in-vitro, foi
demonstrado que o parasita é capaz de induzir alteracdo na atividade de miRNAs
como miR-21, miR-155 e miR-146b-5p, interferindo na sinalizagdo de TGF-f3, fator
responsavel por reduzir a producdo de INF-y, o que diminuiu a resposta oxidativa e
eliminacao do parasita (Geraci; Tan; McDowell, 2015).

Em relacdo a modulacéo do perfil de resposta imune em Th1/Th2, o miR-21 e
0 miR-148a foram demonstrados aumentados em leucdcitos esplénicos de cées
LVC, favorecendo o desenvolvimento de uma resposta imune do tipo Th2 (Rebech
et al., 2023). Quanto a polarizacdo de macrofagos, foi verificado que o miR-21 regula
a polarizacdo dos macréfagos ao suprimir a PTEN, influenciando sua mudanca de
perfil de M2 (fendtipo anti-inflamatorio) para M1 (fenétipo pré-inflamatério), essencial
para a atividade leishmanicida (Freitas et al., 2023). Adicionalmente, o papel do miR-
21 também parece estar relacionado a regulacdo da expressdo de CD69 em

linfécitos B, reduzindo os niveis de IL-10 (Bragato et al., 2022). Sabe-se que a IL-10
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suprime a resposta imunitaria, e 0s seus niveis aumentados tém sido associados a
progressao do LVC.

O miR-371 foi correlacionado positivamente com a carga parasitaria,
possivelmente como regulador do gene Runx3, resultando em uma resposta Th2
mais pronunciada (Bragato et al., 2018). Ja o papel do miR-150 foi associado a
regulacdo da carga parasitaria nas células mononucleares do sangue periférico de
cdes com LVC, associando aos niveis de granzima B (Soares et al., 2023).

Adicionalmente, 0 miR-346 foi identificado em macréfagos caninos e no
plasma de cdes naturalmente infectados. Sua regulagcéo positiva pode contribuir
para o controle da resposta de genes envolvidos no estresse oxidativo, sugerindo
um possivel papel na regulacdo da carga parasitaria, além de ser um candidato a
biomarcador (Buffi et al., 2022).

A relacdo entre a interleucina 1 beta (IL-18) e o miR-194 em caes com
leishmaniose foi investigada, indicando que o miR-194 pode regular negativamente a
producdo de IL-18 em células inflamatdrias. A inibicdo do miR-194 resultou em um
aumento na producédo de IL-18 em células mononucleares do sangue periférico
(PBMCs) de céaes com LVC (Costa et al., 2024).

Ainda, o miR-194 apresentou uma forte correlagdo positiva com o aumento da
ureia sérica nos caes, destacando que este pode desempenhar um papel no
desenvolvimento de lesdes renais. Além disso, mostrou uma forte correlacédo
negativa com a concentracdo de hemoglobina, sugerindo uma possivel correlacéo
com a anemia, que é frequentemente observada em cées sintoméaticos (Bragato et
al., 2018).

1.6 MicroRNAs na Neuroinflamagéo

Os miRNAs demonstraram estar envolvidos na regulamentacdo de varios
processos biologicos dentro do SNC, sendo implicados em multiplos disturbios
neurologicos (Quinn; O’Neill, 2011). As interagbes miRNA-alvo no SNC sé&o
complexas e podem afetar muitos processos, incluindo morte neuronal,
neurogénese, angiogénese, agregacao plaquetéaria, infiltracdo de leucdcitos,
disfuncdo da BBB e infarto do tecido, promovendo déficits neurolégicos apos lesdes
(Hussain; Chang, 2021).
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No tecido nervoso, além de atuarem em diversas funcdes fisiolégicas, no
contexto da neuroinflamagdo, os mMIRNA operam ativando ou modulando a
expressao de genes das células da glia e astrocitos, podendo promover ou restringir
a sinalizacao inflamatoéria. Tanto a micréglia quanto os astrocitos sao considerados
parte do sistema imunoldgico inato no SNC, devido a sua capacidade para produzir
imunomoduladores e expressar receptores associado a imunidade inata (Matejuk;
Ransohoff, 2020).

Os astrocitos sédo as células mais abundantes no SNC e exercem multiplas
fungbes fisioldgicas no tecido nervoso, como a homeostase de ions e &gua,
reciclagem de neurotransmissores, participacdo na formacédo e eficiencia BBB,
regulacdo da sinaptogénese neuronal e sinalizacdo imunolégica. Sdo mantidos
quiescentes em situacdes fisiologicas; no entanto, podem sofrer alteracdes
morfoldgicas e bioquimicas na presenca de estimulos lesivos (Giovannoni; Quintana,
2020).

As células microgliais sdo macréfagos residentes no SNC com papel
essencial referente ao combate de infec¢des, remocdo de detritos celulares,
fagocitose, mielinizacdo e até mesmo a vascularizacdo do SNC (Guo et al., 2019).
Semelhante aos macrofagos periféricos, a micrdglia responde diretamente aos
patbgenos e mantém a homeostase celular eliminando-os. ApGs a exposicao a
estimulos, a microglia pode se polarizar nos fenétipos M1 (pré-inflamatério) ou M2
(anti-inflamatério), produzindo varias substancias, incluindo citocinas pro-
inflamatdrias, proteinas neurotdxicas, quimiocinas, citocinas anti-inflamatorias e
fatores neurotréficos (Guedes; Cardoso; Lima, 2013).

A expressdo aumentada ou diminuida de diversos miRNAs foi associada a
modulacdo do perfil de ativacdo da micréglia e dos astrécitos em diversas
enfermidades. Em geral, os miRNAs mais estudados no contexto da
neuroinflamacéo e sabidamente expressos pela microglia e astrocitos incluem os
mMiRNA-155, miRNA-27b e miRNA-326, cuja funcdo € promover uma resposta pro-
inflamatodria; os mMiRNA-124, miRNA-146a, miRNA-21, miRNA-223, tém sido
associados a efeitos anti-inflamatorios, enquanto a familia let-7 tem uma funcéo
reguladora mista (Gaudet et al., 2018).

Entre os miRNAs relacionados a ativacdo da microglia, os alvos diretos da
maioria dos miRNAs (miR-27a, miR-181a, miR-203, miR-125b, miR-199, miR-29b,
mMiR-7 e miR-146a) estdo dentro da via do fator nuclear kappa B (NF-kB), indicando
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o importante papel desta via na sua ativacao (Guo et al., 2019). A microglia também
pode expressar niveis elevados de miRNA-128, que por sua vez atua visando
manter seu estado quiescente (Conrad; Dittel, 2011). Quanto a polarizacdo dos
astrocitos, os mMiRNAs miR-136-5p, miR-140, miR-124-3p e miR-21a-5p s&o
considerados reguladores criticos em favorecer o fenotipo A2 (protetor) (Faraoni et
al., 2009).

A regulacdo da integridade da BBB também pode ser influenciada pela
atividade de miRNAs. Estudos apontam que os miRNAs miR-155, miR-98 e let-7
podem influenciar a expressdo de genes que controlam proteinas de juncéo
apertada (tight junctions) e proteinas transportadoras, influenciando na
permeabilidade da barreira (Ma; Zhang; Yin, 2020).

Sendo assim, a liberacdo de miRNAs durante a neuroinflamacéo pode moldar
a resposta inflamatéria, incluindo a modulacdo do fendtipo da micréglia e dos
astrocitos, a intensidade da resposta e o equilibrio entre funcfes efetoras toxicas ou

reparadoras.

1.7 Justificativa

A ocorréncia de inflamacdo cerebral é comum em caes com LVC
cronicamente infectados, embora o envolvimento do SNC na doenca seja
subestimado. E sabido que o parasita pode infectar o SNC e que héa alteracdo na
expressdo génica no tecido favorecendo um ambiente pré-inflamatério. No entanto,
0S mecanismos moleculares subjacentes a patogenia das alteragdes cerebrais ainda
nao esta completamente estabelecido. Investigar a expressdo de miRNAs no tecido
cerebral pode fornecer informacdes sobre como a resposta inflamatoria é regulada
nesse contexto. Assim, 0 presente estudo buscou a melhor compreensdao da
patogénese das alteracdes neuroldgicas causadas na LVC, por meio da avaliagao

da expressédo de miRNA em cérebro de caes com leishmaniose.
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1.8 Objetivos

Determinar através de RT-gPCR a existéncia de miRNAs diferencialmente

expressos no tecido nervoso de cdes com LVC.
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2 CAPITULO 1 - EXPRESSAO DE MICRORNAS NO CEREBRO DE CAES COM
LEISHMANIOSE?

2.1 Resumo

A desregulacdo da atividade dos microRNAs (miRNAS) pode estar envolvida
em diversas doencas, uma vez que estes atuam regulando a expressao de proteinas
fundamentais no sistema imunoldgico. A Leishmaniose Canina (LVC) é uma doenca
cronica e progressiva, que pode causar comprometimento no sistema nervoso
central. Devido a inflamacao sistémica, a presenca de alteraces histopatoldgicas
como meningite, coroidite e manguitos perivasculares é frequente em céaes
infectados. Visando a melhor compreensao dos mecanismos envolvidos na resposta
inflamatoéria no cérebro durante a LVC, avaliamos a expressdo de 28 miRNAs
selecionados no tecido nervoso de dezesseis cées infectados com L. Infantum. Para
compor um grupo controle, utilizamos amostras de cérebro de cinco cées cuja causa
de morte ndo estava relacionada a processos infecciosos ou comprometimento do
sistema nervoso central, com sorologia e PCR do baco negativos. Cortes
histol6gicos de seccbes de cérebro dos cdes corados com hematoxilina e eosina
foram avaliados quanto a intensidade e distribuicdo de células inflamatérias. A
expressao relativa dos miRNAs foi avaliada através de RTqPCR pelo método 2-
AACT. Os miRNAs mir-19a-3p (p=0.003450), miR-219a-5p (p=0.03113), mir-451a
(p=0.0172) e o mir-33a-5p (p= (p=0.0480) foram menos expressos no cérebro de
animais do grupo infectado em relacdo ao grupo controle (down-regulation). A
analise de vias revelou que estes miRNAs podem atuar regulando genes presentes
em vias cruciais para a resposta imune e neurodegeneracdo. Esses resultados
fornecem novos insights sobre o0s mecanismos moleculares subjacentes a

patogénese da leishmaniose no encéfalo de céaes.

Palavras-chave: neuropatologia; neuroinflamacéo; Leishmania infantum

! CitacBes e referéncias conforme as normas da Revista Veterinary Parasitology (Anexo B).
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2.2 Abstract

Dysregulation of the activity of microRNAs (miRNAs) may be involved in
several diseases, as they act by regulating the expression of fundamental proteins in
the immune system. Canine Leishmaniasis (CVL) is a chronic and progressive
disease, which can cause impairment of the central nervous system. Due to systemic
inflammation, the presence of histopathological changes such as meningitis,
choroiditis and perivascular cuffs is common in infected dogs. Aiming to better
understand the mechanisms involved in the inflammatory response in the brain
during CanL, we evaluated the expression of 28 selected miRNAs in the nervous
tissue of sixteen dogs infected with L. Infantum. To compose a control group, we
used brain samples from five dogs whose cause of death was not related to
infectious processes or involvement of the central nervous system, with negative
serology and spleen PCR. Histological sections of dog brain sections stained with
hematoxylin and eosin were evaluated for the intensity and distribution of
inflammatory cells. The relative expression of miRNAs was evaluated through
RTQPCR using the 2-AACT method. The miRNAs mir-19a-3p (p=0.003450), miR-
219a-5p (p=0.03113), mir-451a (p=0.0172) and mir-33a-5p ((p=0.0480) were less
expressed in the brain of animals from the infected group in relation to the control
group (down-regulation). Pathway analysis revealed that these miRNAs may act by
regulating genes present in pathways crucial to the immune response and
neurodegeneration. These results provide new insights into the molecular
mechanisms underlying the pathogenesis of leishmaniasis in dog’s brain.

Keywords: neuropathology; neuroinflammation; Leishmania infantum

2.3 Introducéao

A Leishmaniose Visceral Canina (LCan ou LVC) é uma doencga cronica,
sistémica e progressiva, que promove um amplo espectro de sinais clinicos,
podendo acometer qualquer 6rgdo do animal. Os mecanismos imunolégicos
envolvidos na suscetibilidade e progressdo da infeccdo ainda ndo foram

completamente estabelecidos (Hosein et al.,, 2017), mas sabe-se que a resposta
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imune é considerada oOrgdo-especifica e que o tipo de resposta desenvolvida
determina a evolucdo da doenca (Reis et al., 2009).

A resposta inflamatoéria desenvolvida no SNC é Unica e complexa; e € sabido
que estimulos cronicos periféricos desencadeiam a ativacdo de microglia e
astrocitos, considerados células da imunidade inata no tecido nervoso (Negi; Das,
2018). Em virtude dos mediadores inflamatérios produzidos sistemicamente na LVC,
a doenca pode promover alteracdes no sistema nervoso central (SNC) (Melo et al.,
2015; Melo et al., 2017). Em cées, tanto o sistema nervoso central como o periférico
podem ser afetados pela leishmaniose. Dentre os sinais clinicos neurolégicos
relatados em cées com LVC, podem ser citadas a ocorréncia de convulsdes
generalizadas, comportamento atipico, fotofobia, agressdo transitoria, tetraplegia,
andar em circulos, alteracfes vestibulares e cerebelares (Gianuzzi et al., 2017).

Embora poucos animais desenvolvam sinais clinicos neurolégicos, alteracdes
histopatoldégicas como meningite, coroidite e alteracdes morfoldgicas indicativas de
ativacdo da micréglia e de astrécitos sdo observadas em grande parte dos caes
infectados (Oliveira et al., 2017; Melo et al., 2011; Melo et al, 2009). A presenca de
vasculite, focos de micro hemorragias e multiplos infartos também é relatada,
embora com menor frequéncia (Garcia-Alonso et al., 1996; Marquez et al., 2013),
além de depdsitos amiloides, degeneracdo neuronal e neuroniofagia (lkeda et al.,
2007).

Alteracbes na barreira hematoencefalica (BHE) (Melo et al., 2015) e
hematoliquorica (Silva et al., 2023) foram identificadas no cérebro de cées
infectados, associadas ao aumento da expressao de genes no tecido nervoso com
funcdes proé-inflamatérias, como interleucina (IL) -1B, IL-6, interferon (IFN)-y, fator de
necrose tumoral (TNF)-a e o receptor Toll Like (TRL)-4 (Grano et al., 2018; Melo et
al., 2017; Melo et al., 2015).

Os microRNAs (miRNAs) séo pequenos RNAs nao codificantes capazes de
regular a expressdo de genes alvo em nivel pés-transcricional. No SNC, as
interagcbes miRNA-alvo sdo complexas e podem afetar muitos processos, incluindo
morte neuronal, neurogénese, angiogénese, agregacao plaquetaria, modulacdo da
microglia e astrocitos, infiltracdo de leucoécitos e até disfuncdo da BHE (Slota and
Booth, 2019). Diversos fatores, como a presenca de promotores especificos,
interacbes com proteinas ligantes e modificagcbes epigenéticas influenciam

diretamente a expressdo dos miRNAs (Bartel, 2004). A desregulacdo de diversos
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miRNAs foi documentada em condi¢cdes neuropatolégicas em humanos e em cées
(Marmol-Sanchez et al., 2023), no entanto, a literatura ainda é escassa em relagédo a
expressao de miRNAs no SNC em doencas infecciosas, especialmente as causadas
por protozoarios.

Na LVC, estudos recentes identificaram diversos miRNAs diferencialmente
expressos em cdaes infectados, sugerindo sua participagdo na regulacdo da
expressao génica e na resposta imune durante a infeccdo. Os miR-148a, mir-194,
mir-150 tiveram seus niveis de expressdo correlacionados com a gravidade da
infeccdo e/ou com a carga parasitaria dos animais. Ainda, a expressao diferencial
do miR-21 e do miR-148a foi associada a polarizacédo das respostas do tipo Th1/Th2
(Costa et al., 2024; Melo et al., 2019; Rebech et al., 2023; Soares et al., 2023).

No contexto da neuroinflamacdo, os miRNA operam modulando a expressao
de genes que podem promover ou restringir a sinalizacdo inflamatoria, sendo
determinantes na diferenciacdo da micréglia e astrocitos no fendtipo pré ou anti-
inflamatorio. Entre os miRNAs relacionados a ativacdo da micréglia, os alvos diretos
da maioria dos miRNAs estdo dentro da via do fator de transcricdo NF-kapa B (NF-
kB), indicando o importante papel desta via na ativacdo da mesma (Guo et al.,
2019).

Considerando as altera¢cdes histopatoldgicas observadas no cérebro de caes
com LVC e o aumento da expressdo de genes com fungdes pré-inflamatorias
identificados no cérebro desses animais, € possivel que miRNAs estejam envolvidos
na regulacdo de vias determinantes para a imunopatogénese da leishmaniose
cerebral. Nossos achados sugerem que a expressao diferencial de mIiRNAS,
incluindo a diminuicao significativa de miR-19a, miR-219a, miR-451a e miR-33a nos
cérebros dos cdes com LVC, esta associada a genes alvo presentes em vias
cruciais para a resposta imune e neurodegeneracdo. Esses resultados fornecem
novos insights sobre os mecanismos moleculares subjacentes a patogénese da

leishmaniose no encéfalo de caes.
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2.4 Métodos

2.4.1 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, n° 739/2022 (Anexo A).

2.4.2 Animais

Para compor o grupo infectado, foram selecionados 16 cdes adultos que
apresentavam alteracdes histopatoldégicas no SNC, com idades entre 1 e 5 anos,
sem raga definida, 12 machos e 4 fémeas, provenientes do Centro de Controle de
Zoonoses de Aracatuba/SP. Os caes apresentavam pelo menos trés sinais clinicos
compativeis com LVC, como linfoadenomegalia, hepatoesplenomegalia, onicogrifose
e/ou lesBes dermatoldgicas. Para confirmacdo do diagndstico de LVC, foi realizado
exame citolégico de linfonodo e baco, sendo incluidos cdes com exame
parasitolégico positivo em pelo menos um dos tecidos avaliados; teste sorologico
ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) para a deteccdo de anticorpos anti-
Leishmania, sendo considerados positivas amostras com densidade éptica acima de
0,270 (Lima et al., 2003) e a quantificacdo da presenca de DNA do parasito em
amostras de baco por qPCR (Real Time Quantitative PCR) (Toz et al., 2013).
Exames complementares como hemograma e avaliacdo bioquimica sérica de perfil
hepatico e renal foram realizados, visando a determinacdo do estadiamento clinico
dos animais segundo Solano-Gallego et al., 2009.

O grupo controle consistiu em cinco cdes com diagndéstico negativo para LVC
(sorologia e PCR), provenientes de regides ndo endémicas para a doencga. A causa
da morte dos cdes do grupo controle ndo estava relacionada a doencas infecciosas
e/lou enfermidades com comprometimento encefalico e 0s mesmos nao

apresentavam alteracdes significativas no hemograma ou avaliagdo bioquimica.



26

2.4.3 Colheita de material

Os céaes foram submetidos a eutanasia de acordo com a Resolucao N° 1.000,
de 11 de maio de 2012 do Conselho Federal de Medicina Veterinaria (CFMV), que
dispbe detalhadamente sobre procedimentos e métodos de eutandsia em animais. A
colheita de sangue para avaliagcdo hematoldgica e bioquimica foi realizada antes da
eutanasia. Posteriormente, os animais foram submetidos a necropsia para exame
macroscopico e colheita de amostras de tecidos.

Para a avaliacdo histopatolégica, foram realizados cortes coronais de um
hemisfério cerebral, selecionando areas pré-determinadas, incluindo o cortex
temporal e piriforme, talamo, hipocampo, bulbo, cerebelo e plexo coroide ventricular,
fixados em formalina 10%. Posteriormente, as seccfes foram submetidas ao
processamento histolégico convencional.

Para a avaliagdo molecular, do hemisfério cerebral contralateral, foram
colhidos fragmentos de cerca de 0,5 cm® das regies periventricular e meningea,
incluindo o talamo, hipocampo, substancia branca periventricular, cortex temporal
parietal e cortex piriforme (Figura 1). Esses fragmentos, assim como fragmentos do
baco, foram armazenados em solucédo preservadora de RNA (RNAlater®, Applied
Biosystems, AM7020) e estocados a - 80°C até o processamento.
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Figura 1 - Cortes coronais de encéfalo de cédo para ilustracdo das areas encefalicas
avaliadas.

Legenda: A- Corte coronal passando pelo quiasma 6ptico. No retdngulo amarelo destacamos a regido
de nlcleos da base. B — Corte coronal passando pelo infundibulo hipofisario. Destacadas as areas
que incluem o diencéfalo, hipocampo, lobo piriforme e lobo temporal. C — Corte coronal de tronco
encefalico passando pelos pedunculos cerebelares. D — Os circulos azuis indicam as regides de onde
foram colhidas amostras para compor um pool para pesquisa de miRNA (periventricular e peri-
meningeo).

Fonte: Elaborado pela autora, 2024.

2.4.4 Avaliacao histopatoldgica e imunohistoquimica do cérebro

Cortes de 5 um corados com HE foram utilizados para avaliagao
histopatolégica do cérebro. As regibes avaliadas incluiram o plexo coroide,
meninges, regido subependimaria e regido subpial, além do hipocampo e talamo. A
avaliacdo da presenca de infiltrado leucocitario foi conduzida de forma
semiquantitativa, graduando a presenca de ceélulas inflamatorias em discreta,
moderada ou acentuada, com distribuicdo focal, multifocal ou difusa. Para
determinacdo de um escore inflamatério, foram atribuidos graus de 0 a 3 de acordo
com a intensidade e localizagdo do infiltrado inflamatorio observado (Melo et al.,
2009). O grau O foi atribuido a cdes com auséncia de inflamagéo. O grau 1 foi
atribuido a animais com infiltrado discreto e focal nas meninges e no plexo coroide,
enquanto o grau 2 foi atribuido aos animais com infiltrado moderado nas meninges e

plexo coroide, mas com a presencga de alguns linfécitos no parénquima cerebral. O



28

grau 3 foi atribuido aos cées que apresentavam infiltrado moderado a acentuado em
duas ou mais regifes avaliadas, além da presenca de manguitos perivasculares.
Para a confirmacdo e melhor caracterizacdo da presenca de infiltrado
inflamatorio nas regibes destacadas, foram realizadas reacdes de
imunohistoquimica para detec¢éo de linfécitos TCD3 nos cortes de cérebro dos cées
com LVC, utilizando o anticorpo anti-CD3 (A0452, Dako), de acordo com o protocolo

do fabricante.

2.4.5 Carga parasitaria do baco

A extracdo de DNA do baco dos animais foi realizada utilizando o kit AllPrep
DNA/RNA/mMIRNA Universal Kit (Qiagen) seguindo as recomendacdes do fabricante.
O DNA extraido foi quantificado em espectrofotdbmetro NanoDrop™ ND-1000
(NanoDrop™, Thermo Fisher) para verificagdo da pureza (260/280) e quantidade. A
reacdo de qPCR foi realizada utilizando o equipamento Eppendorf Mastercycler®
RealPlex2, SYBR Green JumpStart Taqg Ready Mix (Sigma-Aldrich) e os primers 5’-
CTGGATCATTTTCCGATG e 5-TGATACCACTTATCGCACTT, que amplificam o
transcrito interno 1 (ITS1) do parasito, em um volume total de 25 pl, em duplicata. As
condi¢des de amplificagdo foram 94°C por 2 min, 40 ciclos de 94°C por 15 s e 60°C
por 1 min. As amostras foram submetidas a uma curva de dissociacdo de 60°C a
95°C; aumentando 0,5°C a cada 5 seg. A quantificacdo absoluta foi avaliada
utilizando uma curva padrdo com dez diluicdes (10’ a 10') em série de DNA extraido
de promastigotas de L. infantum (MHOM/BROO/MERO02).

2.4.6 Selegcédo dos miRNAs

Para selecionar os miRNAs a serem utilizados, uma pesquisa sistematica na
literatura foi conduzida no banco de dados PubMed, usando varias palavras-chave:
microRNA and dog brain; microRNA and astrocytes, microRNA and microglia,
microRNA and neuroinflammation, microRNA and central nervous system injury,
microRNA and neuronal infection, microRNA and inflammatory response, regulatory
function of microRNAs in astrocytes, regulatory function of microRNAs in microglia e
CNS microRNA profiles and dog.
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A partir desta pesquisa inicial, selecionamos 28 miRNAs (Tabela S1) que
demonstraram envolvimento pré ou anti-inflamatério em cées com alta frequéncia
nas palavras-chaves pesquisadas, especialmente os descritos na literatura como
bastante expressos no tecido nervoso de cées normais e/ou em diferentes
condicdes inflamatorias. Além destes, foram escolhidos os miRNAs diferencialmente
expressos associados a resposta inflamatoria em cées na leishmaniose (Bragato et
al., 2018).

2.4.7 Avaliacdo da expressao de miRNAs

A extracdo dos miRNAs do pool de amostras das regides periventriculares e
peri-meningeas do cérebro dos cdes foi realizada utilizando o kit AllPrep
DNA/RNA/mMIRNA Universal Kit (Qiagen) seguindo as recomendacdes do fabricante.
O RNA total extraido foi quantificado em espectrofotdmetro NanoDrop™ ND-1000
(NanoDrop™, Thermo Fisher) para verificagdo da pureza (260/280) e quantidade. O
cDNA foi sintetizado a partir do kit miRCURY LNA RT Kit (Qiagen), utilizando o
UniSp6 RNA Spike-in como controle da reacao.

A expressao relativa dos miRNAs foi avaliada por Real time Qpcr (RT-gPCR),
utilizando sequéncias disponiveis comercialmente e com similaridade comprovada
com miRNAs caninos (Koenig et al., 2016). Os ensaios foram realizados em placas
customizadas confeccionadas para PCR miRNA miRCURY (Qiagen), com genes
para normatizacdo das reacles, além dos primers para os MiRNAs alvos
selecionados. Para cada amostra, foram realizadas 32 reagdes, sendo 28 miRNAs
alvos e 4 controles de normatizagdo exégenos (UniSp6 e UniSp3 RNA Spike In). Os
resultados de Ct obtidos foram avaliados através da plataforma Gene Globe
Analyses (Qiagen). A quantificacdo da expressao génica foi avaliada pelo método 2-
AACT, segundo (Livak and Schmittgen, 2001), obtendo-se os valores de fold change
e fold regulation para cada um dos miRNAs avaliados em relagdo ao grupo controle.

Para a determinacdo de genes de referéncia endoégenos, uma vez que a
literatura carece de padronizagdo quanto a miRNAs estaveis no cérebro de cées
(Varvil and dos Santos, 2023), utilizamos os softwares Normfinder (Andersen et al.,
2004) e Genorm (Vandesompele et al., 2002) para verificar o indice de estabilidade

dos miRNAs em nossas amostras. Assim, selecionamos dois genes de referéncia
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enddgenos (hsa-miR-148a-3p e hsa-miR-340-5p) cujos valores de estabilidade se
mostraram adequados nos dois softwares (Tabela 1). Ambos os softwares fornecem
um valor de estabilidade para cada gene; e valores de estabilidade mais baixos
indicam maior estabilidade do gene. O NormFinder considera ndo apenas a média
da expressdo génica entre amostras, mas também a variabilidade entre grupos de
amostras. Ja o GeneNorm utiliza o algoritmo de média geométrica de pares para

estimar a estabilidade dos genes candidatos.

Tabela 1 - Fator de estabilidade dos genes de referéncia endégenos de acordo com

o NormFinder e Genorm.

Fator de Estabilidade

MIRNA NormFinder Genorm
hsa-miR-148a-3p 0.16 0.2085
hsa-miR-340-5p 0.11 0.2092

Fonte: Elaborado pela autora, 2024.

2.4.8 Previsao de alvos e andlise de vias

Para previsdo de possiveis genes alvos e vias relacionadas aos miRNAs
diferencialmente expressos, foi realizada uma busca nas plataformas MirDB (Chen
and Wang, 2020), mirwWalk(Sticht et al., 2018) e TargetScan (Agarwal et al., 2015).
Os genes alvos listados em pelo menos duas dessas plataformas foram utilizados
para analise funcional.

A andlise de enriguecimento foi realizada através da plataforma GProfiler
(Reimand et al., 2016), que utiliza as bases de dados publicas Gene Ontology (GO)
e Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) para determinar as funcdes
bioldgicas e as vias metabdlicas associadas aos genes diferencialmente expressos.
Os dados de GO e vias enriquecidas (KEGGS) com p<0.05 envolvidos na resposta

imune ou relacionados ao sistema nervoso central foram destacados.
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2.4.9 Estatistica

A andlise estatistica foi realizada utilizando o software GraphPad Prism
(GraphPad Software, Inc., CA, USA). A significancia entre as médias de dois grupos

foi analisada pelo teste t pareado (p>0.05).

2.5 Resultados

2.5.1 Achados clinicos e laboratoriais

Todos o0s dezesseis cées incluidos no grupo infectado no estudo
apresentaram teste soroldgico ELISA e gPCR do bago positivos para Leishmania
spp. (Tabela S2). Os caes possuiam pelo menos trés sinais clinicos compativeis
com a doenca, destacando-se a linfoadenomegalia (10/16), hepatoesplenomegalia
(8/16) e alteracBes cutaneas difusas (8/16). Nenhum dos animais apresentava sinais
clinicos neurolégicos ou alteracBes macroscopicas no sistema nervoso central.
Dentre as alteracdes laboratoriais observadas (Tabela S3), a presenca de anemia foi
a mais frequente (13/16), seguida pela hiperproteinemia (10/16) e trombocitopenia
(8/16). Assim, considerando as alteracdes clinicas e laboratoriais observadas, bem
como o resultado do teste ELISA, 7 caes (7/16) foram classificados no estagio |, com
apenas alteracGes laboratoriais discretas, 8 (8/16) animais no estagio I,
apresentando sinais clinicos discretos associados a anemia e hiperglobulinemia
discretas; e um (1/16) no estagio lll, apresentando alteracbes bioquimicas

significativas.

2.5.2 Lesdes histopatoldgicas do tecido nervoso

A avaliacao histopatoldgica do cérebro dos cdes com LVC revelou a presenca
de alteragcbes compativeis com infiltrado mononuclear, linfoplasmocitico (Figura 2, A,
B, C e D), principalmente na regido de plexo cordide, leptomeninges e regiao
subependimaria, em sua maioria discreto e focal, principalmente na regiao de plexo

coroide e meninge. Foi observada presenca de células inflamatérias no parénquima
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cerebral e/ou presenca de manguitos perivasculares em sete caes (Tabela S3). A
presenca de células inflamatérias foi confirmada na avaliagdo imunohistoquimica
para deteccdo de linfécitos TCD3+ (Figura 2, E, F). A presenca de gliose reativa
também foi observada, principalmente nas regibes periventriculares, com
distribuicdo focal a difusa. Astrogliose foi observada de forma discreta e difusa em
todo o parénquima cerebral. Sete cades (7/16) apresentaram alteracOes
histopatoldgicas no cérebro compativeis com o escore inflamatério 3, que consiste
em infiltrado moderado a acentuado em duas ou mais regides avaliadas. O escore 2
foi atribuido a seis (6/16) animais, que possuiam infiltrado discreto a moderado em
pelo menos uma regido; e trés (3/16) animais foram classificados com o escore 1,
caracterizado por infiltrado discreto em apenas uma regido. Os cées pertencentes ao
grupo controle ndo apresentavam alteracfes histopatolégicas nos cortes de cérebro

avaliados.

Figura 2 - Histopatologia do cerebro dos caes

A - Reglao de meninge de cdo infectado com LVC demonstrando |nf|Itrado mflamatorlo
mononuclear focal acentuado (seta). B — Regido subependiméria de céo infectado com LVC,
evidenciada pela presenca do plexo coroide (PC), demostrando presenca discreta de células
inflamatoérias difusa. C — Plexo coroide de cao infectado com LVC apresentando infiltrado
inflamatorio mononuclear acentuado (*). D — Manguito perivascular no cérebro de cdo com
LVC (seta). E — Manguito perivascular no cérebro de cdo com LVC, destacando a presenca
de linfécitos T CD3+ imunomarcados (Imunohistoquimica, DAB). F — Pléxo coroide de céo
com LVC, evidenciando a presenga de linfocitos T CD3+ imunomarcados
(Imunohistoquimica, DAB). A, B, C e D — Hematoxilina eosina, Obj. 40x.

Fonte: Elaborado pela autora, 2024.
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2.5.3 Carga parasitaria

A carga parasitaria do baco dos cdes no estudo foi avaliada por meio de
gqPCR. A reacdo de amplificacdo no baco obteve valores de eficiéncia de 87%, r?
0,996 e slope -3,67. Todos os 16 cdes foram positivos no PCR do baco e os valores
de carga parasitaria variaram entre 4,1 x 10* e 9,5 x 10° ng de DNA/ 10 mg de
tecido, sumarizados na Tabela S2. N&o foi observada correlacdo entre a carga
parasitaria no baco e a presenca/intensidade da inflamag&o no cérebro de cdes com

LVC.

2.5.4 Expressao relativa dos miRNAs

A quantificacdo da expressdo génica foi avaliada pelo método 2-AACT,
segundo Livak e Schimittgen (2001), para determinacéo dos valores de fold change
e fold regulation dos caes com LVC em relagéo ao grupo controle para cada um dos
MiRNAs avaliados (Tabela S4). Os miRNAs mir-19a-3p (p=0.0034), miR-219a-5p
(p=0.0311), mir-451a (p=0.0172) e o mir-33a-5p (p=0.0480) foram menos expressos
no cérebro de animais do grupo infectado em relacdo ao grupo controle (down-
regulation) (Figura 3). Ao avaliar a expressdo desses miRNAs de acordo com o
escore inflamatério dos animais, observou-se que 0s animais classificados como
escore inflamatdrio 3 obtiveram valores de fold regulation ainda menores para os
miR-19a e mir-219a-5p (Figura 4), embora apenas o miR-19a-3p tenha sido
significativamente menos expresso (p=0.10488) no grupo mais inflamado. O mir-
451a foi significativamente menos expresso nos animais com escore inflamatério 2
(p=0.018965). Nao foi observada diferenca estatistica significativa nos valores de
fold regulation nos demais miRNAs analisados com relagdo ao grupo controle ou

entre os caes com LVC com diferentes escores inflamatorios.
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Figura 3 - Expressao relativa (fold regulation) dos miRNAs avaliados no cérebro dos
cées com LVC em relacdo ao grupo controle. Os miRNAs mir-19a-3p (p=0.00345),
miR-219a-5p (p=0.0311), mir-451a (p=0.0172) e o mir-33a-5p (p=0.04803) foram
menos expressos nos caes do grupo infectado em relagdo ao grupo controle (down-

regulation).
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Figura 4 - Expresséao relativa (fold regulation) dos miRNAs em relacdo ao grupo
controle de acordo com o escore inflamatoério do cérebro dos cdes com LVC. O miR-
19a-3p foi significativamente menos expresso nos animais com maior intensidade de
inflamacé&o no cérebro (p=0.0104). O mir-451a foi significativamente menos expresso

nos animais com escore inflamatério 2 (p=0.0189).
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Fonte: Elaborado pela autora, 2024.

2.5.5 Previsao de alvos e vias

A pesquisa de genes alvos para cada um dos miRNAs diferencialmente
expressos foi realizada em trés bases de dados, TargetScan, mirDB e mirWalk
(Figura 5). Os genes alvos previstos em pelo menos duas plataformas foram
utilizados para a analise de enriquecimento na plataforma GProfiler, totalizando 992
genes. Os resultados de enriquecimento de vias (KEGG) e GO com p valor
significativo (p<0.05) e com envolvimento em respostas imunes celulares ou
relacionados ao sistema nervoso central foram destacados (Figura 6).

Constatamos que os miRNAs diferencialmente expressos executam funcdes
fisiolégicas e patolégicas no tecido nervoso, estando associados a genes alvo
presentes em vias de resposta do sistema imune como dos receptores T e

receptores Toll Like (TRL), via JAK-STAT, producao de fator de necrose tumoral
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(TNF) e de quimiocinas, migracdo transendotelial leucocitaria e resposta mediada
por células Natural Killer (NK), além de vias relacionadas a neurodegeneragdo e
depressao sinaptica (Tabela S5).

Figura 5 - Previsdo de genes alvos de acordo com as plataformas TargetScan,
mirDB e mirWalk. Os genes anotados em pelo menos duas das plataformas foram
utilizados para a analise de enriguecimento.

miR-19a-3p miR-219a-5p

Target irDB Target 0B

mirWalk

miR-451a miR-33a-5p

Target mirDB

mirWalk

Fonte: Elaborado pela autora, 2024.
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Figura 6 - Andlise de enriquecimento de vias de genes alvos dos miRNAs cuja
expressao foi significativamente menor no grupo infectado. Destacamos 15 vias com
p>0.05 importantes para o sistema imune e relacionadas ao sistema nervoso

central/Leishmaniose.
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2.6 Discussao

Em nosso trabalho, investigamos a expressado diferencial de miRNAs no
cérebro de cdes com LVC em relagdo a um grupo controle, associando-os as
alteracdes histopatologicas presentes no cérebro dos animais.

As alteracdes inflamatorias observadas na histopatologia no cérebro de caes
com LVC neste estudo foram semelhantes as alteracdes descritas em trabalhos
anteriores (Melo et al., 2009; Sakamoto et al., 2013), que descrevem a presenca de

infiltrado inflamatorio linfoplasmocitico discreto a moderado em meninges, plexo
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cordide, regido subependimaria e regides perivasculares, além de reatividade glial e
de astrécitos (Melo & Machado, 2011).

Observamos que os miRNAs mir-19a (p=0.00345), miR-219a (p=0.0311),
mir-451a (p=0.0172) e o mir-33a (0.04803) foram menos expressos nos cdes do
grupo infectado em relacdo ao grupo controle (down-regulation).

Em nosso trabalho, 0 miR-19a foi quatro vezes menos expresso no cérebro
dos cées doentes. A diminuicéo foi ainda mais significativa nos caes classificados no
escore inflamatorio 3, no qual o mesmo foi cerca de doze vezes menos expresso. Na
inflamacéo periférica, dados de expressdo genética baseados em microarray
demonstraram um numero significativo de genes da resposta imune regulados pelo
miR-19, sugerindo que ha uma relacdo entre o miR-19 e a inflamacao (Li et al.,
2020). Ainda, estudos apontam que a expressdo de miR-19 é essencial para
aumentar a capacidade das células T efetoras para produzir IFN-y, favorecendo sua
diferenciacdo a uma resposta Thl (Jiang et al., 2011). J& no sistema nervoso, no
contexto da neuroinflamacdo, ha poucos estudos que destacam o mir-19, mas seu
papel jA foi estudado em gliomas (Wang et al.,, 2018) e lesGes de isquemia-
reperfusao (Liu et al., 2021; Zhou et al., 2021).

Um estudo recente detectou maior ativacdo da micrdglia na presenca de
mimics do mir-19a e mir-19b, com aumento da expressdo de citocinas proé-
inflamatorias e diminuicdo da expressdo de genes supressores da sinalizacdo de
citocinas (SOCS), possivelmente através das vias NF-kB e JAK-STAT (Sahebdel,
2023). A modulacéo da via NF-kB pelo mir-19 foi descrita na inflamagé&o induzida por
LPS em camundongos, através de genes alvos reguladores negativos da sinalizacéo
do NF-kB, como o A20, o RNF11 e o ZBTB16. Ao regular negativamente estes
genes, o0 estudo sugere que o miR-19a pode aumentar a atividade do NF-kB,
conduzindo a um aumento da expressdo de genes pré-inflamatorios (Gantier et al.,
2012).

Uma vez que em nosso estudo detectamos uma diminuigdo significativa da
expressdo do miR-19a no tecido nervoso de cdes com LVC, é possivel que este
mMiRNA atue na doenca visando manter a microglia em um estado quiescente. A
diminuicAio do miR-19 pode levar ao aumento da expressao de SOCS,
possivelmente pela via JAK-STAT, que se mostrou enriquecida.

O mir-219 também apresentou regulacdo negativa no cérebro dos cdes com

LVC em relag&o ao grupo controle, sendo de cinco vezes menos expresso nos cées
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com LVC e 17 vezes menos expresso no grupo infectado com escore inflamatério
trés. Estudos demonstraram que o0 miR-219 desempenha um papel crucial na
regulacdo da diferenciacdo de precursores neurais, especialmente na diferenciacéo
de oligodendrocitos durante o desenvolvimento, na mielinizacdo e regulacdo da
atividade neural (Hu et al., 2016).

Na resposta neuroinflamatéria, o miR-219 tem como alvo genes que
favorecem a ativacdo da microglia e astrécitos, assim, o aumento de sua expressao
visa atenuar a neuroinflamacédo e proteger contra danos neuronais, com importante
destaque na prevencao de convulsdes (Zheng et al., 2016). Esta modulac&o ficou
evidente em um estudo investigando o papel do mir-219 em lesdes na medula
espinhal de camundongos, que evidenciou seu papel na supressdo da producédo de
citocinas pro-inflamatoérias como TNF-a, IL-1B, IL-6 e ROS, possivelmente mediada
pela regulacdo do gene NEUROD?2 (Zhu et al., 2019). A expressao génica de IL-1f3,
TNF-a e INF-y (Melo et al., 2013) é marcadamente aumentada no cérebro de cées
com LVC, o que pode estar relacionado com a acentuada diminuicdo do mir-219
observada em nossos resultados, embora outros miRNAs nao investigados também
possam estar envolvidos.

Em nosso estudo, o miR-451a foi significativamente menos expresso no
tecido nervoso dos cdes com LVC, com diminuicdo significativa nos caes
classificados com escore inflamatério 2. Curiosamente, 0os animais com escore
inflamatoério 3 apresentaram uma regulacdo positiva do miR-451a, embora sem
diferenca estatistica em relacdo ao grupo controle. Em um estudo com mimics do
miR-451a in vitro, verificou-se a capacidade deste miRNA de inibir a ativacao
microglial desencadeada por LPS, reduzindo a producao de Oxido nitrico (NO) e a
expressao do marcador de ativacdo da microglia IBA-1. Ainda, o miR-451a foi capaz
reverter a ativacao microglial induzida por citocinas pré-inflamatérias, como IL-6, IL-
18 e TNF-a, tendo como alvo o receptor TRL4 (Sun and Zhang, 2018). Na LVC, é
descrito o aumento da expressdo de TRL4 no cérebro de cdes com LVC (Grano et
al., 2018). Visto que em nossos resultados o miR-451la teve sua expressao
diminuida nos cédes menos inflamados e aumentada nos cdes mais inflamados, &
possivel que a expressao diferencial deste miRNA também atue visando diminuir a

ativacdo microglial e reduzir os danos da neuroinflamacéo.
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2.7 Conclusao

Diante da complexidade que envolve a patogenia da reacdo inflamatéria no
cérebro na LVC, nossos achados sugerem que a expressao diferencial de miRNAs,
incluindo a diminuicdo significativa de miR-19a, miR-219a, miR-451a e miR-33a,
esta associada a genes alvo presentes em vias cruciais para a manutencdo do
ambiente inflamatdrio no cérebro. Embora a neuroinflamacdo seja um mecanismo
protetor, a neuroinflamacédo crénica pode induzir neurotoxicidade e esta relacionada
com a neurodegeneragcdo. Esses resultados fornecem novos insights sobre os

mecanismos moleculares subjacentes a patogénese da leishmaniose no encéfalo de
caes.

2.8 Informagdes de Apoio

Figura S1 - Placa customizada com os miRNAs e normalizadores.
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Tabela S1 — MiRNAs avaliados no estudo.

(Continua)
MmiRNA  miRNA Acesso Funcao Referéncia
cao humano MiRBase ¢
Supressao da
r(r:fl?{ hsa-miR- \» jy9a93,  Neuroinflamacéo e mantemo  Guo etal,
128 128-3p estado quiescente da 2019
microglia
Regula a resposta imune
cfa-  hsa-miR- adaptativa e inata, Koening et
. MI0008125 influenciando a polarizacdo de
miR-9 9-5p . ~ al., 2016
macrofagos e a expressao de
citocinas
Promove a ativacao da
cfa- . micréglia e astrocitos,
miR- hi§5m5'R MI0008078  producéo de citocinas pro- i?uggagt
155 P inflamatorias, como IL-6 e IL- N
1B
ofa- hSa-MiR- Producéo de citocinas Thl e Jiang et al
) MIO008051 proliferacao de células T 9 N
miR-19 19-5p 2011
CD4+
cfa- hsa-miR- Supressao da Bragato et
miR-21 21-5p MI0008165 neuroinflamacgao al., 2018
cfa-  pca-mir- . Koening et
miR- MIO008007 Regulacédo da atividade neural
219-5p al., 2016
219-1
cfa- . . .

. hsa-miR- Diferencialmente expresso na  Bragato et
MR- 950.5p MI0007998 LVC al., 2018
150
cfa- . . .

. hsa-miR- Diferencialmente expresso na  Bragato et
MR- "gp.5, MI0008031 LVC al., 2018
192
cfa- . . .

. hsa-miR- Diferencialmente expresso na  Bragato et
MR- 945, MI0008091 LVC al., 2018
194
cfa- hSa-MiR- Diferencialmente expresso na Bragato et
miR- MI0008169 LVC/ Inibe a ativacao de g

424-3p L . al., 2018
424 micrdglia e a astrogliose
ofa- Bragato et
miR- hsa-miR- MI0010367 Diferencialmente expresso na al., 2018
451a LVvC
451
ofa- Bragato et

. hsa-miR- Diferencialmente expresso na al., 2018

miR- 574-3p MI0008080 LVC

574
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Tabela S1 — MiRNAs avaliados no estudo.

(Concluséo)

MiRNA  miRNA Acesso Funcio Referéncia

céao humano MiRBase ¢

cfa- . L o ~ .

miR- hsa-miR- MI0008161 Ativacao da mmrogha, leséo Nejad et
10a 10a-5p em neurdnios al., 2018
cfa- . .

miR- hsa-miR- MI0008154 Homeosta_se vas_cular, Nejad et
126 126-5p resposta imune inata al., 2018
cfa- . L L , .

. sa-miR- Ativacao da microglia e via Nejad et

MR-~ 1g1a.5p MI0008126 NF-KB al., 2018
18l1a1l
r(rzuflaR hsa-miR- 110010363 Ativacdo da microglia Nejad et
203a ¢ g al., 2018
203
cfa- . . ~ , .

. hsa-miR- Disfuncao da barreira Nejad et
rEIZF:{L 221-3p MI0008183 hematoencefélica al., 2018
cfa- psamir- Nejad et
miR- MI0010346 Anti-inflamatério

222-3p al., 2018
222
rgfl?{ hsa-miR- 116008039 Polarizac&o da microglia Nejad et
23a-3p ¢ 9 al., 2018
23a
r?wflaR hsa-miR- 116008008 Polarizacdo da micrdglia Nejad et
23b-3p ¢ 9 al., 2018
23b
cfa- . .
miR- "SEMIR- 6008058 Pré-inflamatorio Nejad et
26a-5p al., 2018
26a-1
cfa- hsa-miR- . Nejad et
miR-33  33a-5p MIO007988 Doencas neurodegenerativas al.. 2018
cfa-let-  hsa-let- Atua na ativacgao de Nejad et
7a-1 7a-5p MI0007989 receptores TRL al., 2018
cfa-let- hsa-let- Atua na ativacao de Nejad et
7b 7b-5p MI0010329 receptores TLR al., 2018
cfa- . .

. hsa-miR- L o, Nejad et

sr’%l?a 301a-3p MI0010348 Ativacao da microglia al.. 2018

Fonte: Elaborado pela autora, 2024.



Tabela S2 — Dados gerais dos caes incluidos no experimento.

Carga
Caio dade Sexo ELISA Parasitaria Estadiamento
D.O.* Baco Clinico **
(ng DNA/ 10ng
de tecido)
C1 Adulto M 1,421 2,38E+02 I
Cc2 Adulto M 1,426 7,00E+01 Il
C3 Adulto M 1,336 1,16E+03 I
C4 Adulto M 1,251 7,70E+02 I
C5 Adulto M 1,430 3,19E+03 Il
C6 Adulto M 0,617 2,93E+02 Il
Cc7 1 ano F 0,805 2,70E+03 I
C8 4 anos F 0,733 2,15E+03 Il
C9 Adulto M 0,523 9,57E+04 Il
C10 Adulto M 0,678 7,85E+02 I
Cl1 Adulto M 1,328 7,70E+02 I
C12 Adulto F 0,617 1,50E+03 I
C13 Adulto F 0,412 4,13E+01 I
Cl4 Adulto M 1,350 5,39E+03 I
C15 Adulto M 1,577 6,86E+02 Il
Cl6 Adulto M 1,535 1,68E+04 Il
Controle 1 Adulto M 0,069 Negativo
Controle 2 Adulto M 0,138 Negativo
Controle 3 Adulto M 0,124 Negativo
Controle 4 Adulto F 0,024 Negativo
Controle 5 Adulto M 0,114 Negativo

*Ponto de Corte ELISA: Leishmania (0,270). ** Solano-Gallego et al. (2009).
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Tabela S3 — Avaliacdo hematoldgica e bioquimica.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2024.
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Tabela S4 — Avaliacéo da inflamacé&o no cérebro dos cdes com LVC.

Inflamacéo / Presenca Células CD3+

Cao Meninge  Plexo Subepédima Parénquima Escore
C1 +F ++D 2
Cc2 +D ++ M +D +F 3
C3 +++ M ++D +F +F 3
C4 +F +F 1
C5 ++ M ++D +F 2
C6 +M +F +M 2
C7 ++D ++F +F 2
Ccs8 ++ D ++ F ++F +F 3
C9 +F ++F +F 3
C10 ++ M +++ F ++ M 3
Cl1 +M + ++F ++F ++M 3
Ci12 +M 1
C13 ++M ++F 2
Cl4 ++D +M 2
C15 +++M +D ++M ++F 3
C16 +F +F 1

*Presenca discreta (+), moderada (++) ou acentuada (+++), com distribuicdo focal (F), multifocal (M)
ou difusa (D). ** Escore 1 = infiltrado discreto e focal has meninges e no plexo coroide; escore 2 =
infiltrado moderado nas meninges e plexo coroide, mas com a presenca de alguns linfocitos no
parénquima cerebral; escore 3 = infiltrado moderado a acentuado em duas ou mais regides avaliadas,
além da presenca de manguitos perivasculares.

Fonte: Elaborado pela autora, 2024.
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Tabela S5 — Valores de fold change, fold regulation e p valor.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2024.



Tabela S6. Vias enriquecidas, genes alvos e p valor.

KEGG Genes Alvo p valor
T cell receptor ZNF385B, MAPKS8, PDPK1, MAPK6, HMGN1, 0.00005
pathway DKK1, KBTBD4, SLC49A3, SPARCL1, FUT9,
CYBRD1, PTK7, WNT10B, LPIN2
JAK-STAT SYNPR, GHR, MTOR, TRIM9, MAPKS, 0.00007
signaling pathway =~ SPPL3, HMGN1, BAIAP2, DKK1, KBTBD4,
SPARCL1, TMEM168, SOCS5, MBOAT?2,
LPIN2, SCN7A
TNF signaling SLCO1C1, MAPKS8, TRAF3, NONO, CDK8, 0.00012
pathway KBTBD4, SPARCL1, FUT9, PIP4K2C, PTK7,
TAF4, ARHGEF10L, POLDIP2
TGF-beta SKIl, TGFBR1, SMAD7, ADCY9, ARFGAP3, 0.00028
signaling pathway ANKRD6, WNT10B, MBOATZ2, BAMBI,
WNT10B, GPHN, ZFYVE9
NOD-like receptor SLCO1C1, CDKN2C, MAPKS8, TRAF3, 0.00056
KRT27, MEIS1, MEIS2, FUT9, ATG16L1,
PTK7, TENT4B, MEIS2, PANX1, TACC1
Chemokine ZNF385B, ADCY9, MAPK6, HMGN1, MEIS2, 0.00219
signaling pathway = NEUROGL1, DKK1, KBTBD4, PTK7, ADCY?9,
SPARCL1, STAT5B, PRKACB, LPIN2
VEGF ZNF385B, HMGN1, DKK1, KBTBD4, 0.00365
SPARCL1, FUT9, PTK7
Leukocyte ZRANB3, ADCY9, NEUROG1, KBTBD4, 0.00458
transendothelial PTK7, SPARCL1, FUT9, IQSEC2, PTK7,
migration FSTL4
B cell receptor ZNF385B, MAPK6, HMGN1, DKK1, KBTBD4, 0.00941
SPARCL1, LPIN2
Natural killer cell ~ ZNF385B, MAPK6, HMGN1, DKK1, KBTBD4, 0.03336
mediated SPARCL1, LPIN2
cytotoxicity
Toll-like receptor MAPKS8, TRAF3, CDK8, KBTBD4, SPARCL1, 0.03870
FUT9, PTKY
Pathways of ATRIP, VAPB, ZNF385B, ATP5J2, CAMK2G, 0.00400
neurodegeneration SPPL3, MAPK8, MTOR, PDK2, HMGN1,
TPGS1, FZD4, OLFM4, CDK8, MEIS2, DKK1,
DKK1, MBOAT2, FUT9, MBOAT2, GRINZ2A,
MBOAT?2, PTK7, CYBRD1, MEIS2, TACC1
Chagas disease TGFBR1, MAPKS8, WNT10B, MEIS2, 0.02289
KBTBD4, SPARCL1, FUT9, PTK7
Toxoplasmosis DKK1, MAPKS8, LAMC1, PDPK1, CDKS, 0.02289

MTHFED2, FUT9, PTK7

Fonte: Elaborado pela autora, 2024.
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ANEXO B — NORMAS DE SUBMISSAO DA REVISTA VETERINARY
PARASITOLOGY

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 E-mail address
¢ 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
e 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

AUTHOR INFORMATION PACK 13 May 2022 www.elsevier.com/locate/vetpar 6

64



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.

Acknowledgements

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
individuals who provided help during the research (e.g., providing language help, writing assistance
or proof reading the article, etc.).

Formatting of funding sources
List funding sources in this standard way to facilitate compliance to funder's requirements:

Funding: This work was supported by the National Institutes of Health [grant numbers xxxx, yyyyl;
the Bill & Melinda Gates Foundation, Seattle, WA [grant number zzzz]; and the United States Institutes
of Peace [grant number aaaa].

It is not necessary to include detailed descriptions on the program or type of grants and awards. When
funding is from a block grant or other resources available to a university, college, or other research
institution, submit the name of the institute or organization that provided the funding.

If no funding has been provided for the research, it is recommended to include the following sentence:

This research did not receive any specific grant from funding agencies in the public, commercial, or
not-for-profit sectors.

1. Authors and editors are, by general agreement, obliged to accept the rules governing biological
nomenclature, as laid down in the International Code of Botanical Nomenclature, the International
Code of Nomenclature of Bacteria, and the International Code of Zoological Nomenclature.

2. All biotica (crops, plants, insects, birds, mammals, etc.) should be identified by their scientific
names when the English term is first used, with the exception of common domestic animals.

3. All biocides and other organic compounds must be identified by their Geneva names when first
used in the text. Active ingredients of all formulations should be likewise identified.

4. For chemical nomenclature, the conventions of the International Union of Pure and Applied
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
Parasitology (Kassai, T. et al., 1988. Vet. Parasitol. 29, 299-326).

New nucleotide or amino acid sequence data must be deposited in publicly accessible databases, such
as GenBank™, EMBL or DDJB, and an accession number obtained and submitted to the Publisher
(at the latest) together with the final, revised manuscript. The accession number should appear
in a separate paragraph in the Materials and Methods section (example: Nucleotide sequence data
reported in this paper are available in the GenBank™, EMBL and DDBJ databases under the accession
numbers: XXXX, XXXX). In order for automatic links to be made between papers and databases,
authors should type the accession number in bold, underlined text. Letters in the accession number
should always be capitalised. When published they will appear in normal type.
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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.
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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.

AUTHOR INQUIRIES

Visit the Elsevier Support Center to find the answers you need. Here you will find everything from
Frequently Asked Questions to ways to get in touch.

You can also check the status of your submitted article or find out when your accepted article will
be published.
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