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PELLISSARI, M. C. C. Reacao inflamatéria no sistema nervoso central de caes
com leishmaniose visceral e pesquisa de amastigotas e linfécitos T na medula
espinhal. 2023. 72 f. Dissertacdo (Mestrado) - Faculdade de Medicina Veterinaria,
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RESUMO

O sistema nervoso central € composto por encéfalo e medula espinhal, ao passo que
ganglios nervosos e nervos constituem o sistema nervoso periférico. Lesdes
inflamatorias na medula espinhal relacionadas a Leishmaniose Visceral sdo pouco
descritas na literatura humanos ou animais. O presente estudo tem como objetivo
caracterizar a distribuicdo e intensidade da inflamagé&o encefalica e medular de caes
naturalmente infectados por Leishmania infantum. Além disso, verificar a presenca e
distribuicdo de linfécitos TCD3 e investigar possiveis vias de migracdo destas células
na medula espinhal de caes acometidos por Leishmaniose Visceral. Para tanto, foi
realizada uma revisdo bibliografica consultando plataformas de bases de dados
como PubMed, LILACS, SciELO, Google Scholar e Portal de Periédicos CAPES,
com énfase em artigos publicados entre os anos de 2000 a 2022, que abordavam as
alteracBes neuroldgicas relacionadas a Leishmaniose, além de outros protozoarios,
afim de explanar as funcdes fisiol6gicas e patolégicas das barreiras pertencentes ao
sistema nervoso central e periférico, e as possiveis vias de migracdo leucocitaria e

entrada de agentes infecciosos no sistema nervoso.

Palavras-chave: Leishmania. Mielite. Encefalite. Linfocito T.



PELLISSARI, M. C. C. Inflammatory reaction in the central nervous system of
dogs with visceral leishmaniasis and investigation of amastigotes and T
lymphocytes in the spinal cord. 2023. 72 f. Dissertacdo (Mestrado) - Faculdade de
Medicina Veterinaria, Universidade Estadual Paulista, Aracatuba, 2023.

ABSTRACT

The central nervous system is composed of the encephalon and spinal cord, whereas
nerve ganglia and nerves constitute the peripheral nervous system. Inflammatory
lesions in the spinal cord related to Visceral Leishmaniasis are poorly described in
human or animal literature. The present study aims to characterize the distribution
and intensity of brain and spinal cord inflammation in dogs naturally infected with
Leishmania infantum. In addition, to verify the presence and distribution of TCD3
lymphocytes and investigate possible migration pathways of these cells in the spinal
cord of dogs affected by Visceral Leishmaniasis. To this end, a literature review was
carried out consulting database platforms such as PubMed, LILACS, SciELO, Google
Scholar and CAPES Periodical Portal, with emphasis on articles published between
the years 2000 and 2022, which addressed the neurological changes related to
Leishmaniasis, as well as other protozoa, in order to explain the physiological and
pathological functions of the barriers belonging to the central and peripheral nervous
system, and the possible routes of leukocyte migration and entry of infectious agents

into the nervous system.

Keywords: Leishmania. Myelitis. Encephalitis. T lymphocytes.



LISTA DE FIGURAS

1 INTRODUCAO GERAL

Figura l - Representacdo esquematica das alteragcdes que ocorrem na BHE em
situacdes de ruptura OU NEO0-TUPLUIA ......ceevveiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 19
Figura 2 - Representacdo esquematica dos principais componentes da barreira
hemato-medular (BHE) ..........ouuuiiiiiii e 21
Figura 3 - Representacdo esquematica das barreiras do SNP.............cc.ooeeevveennnns 22
2 CAPITULO 1
Figural- Exame macroSCOPICO HOS CABS.......uuuiiiieeeriiiiiiiiiiiieeeeeeassaniniieeeeeeaaeaeaanns 39
Figura 2 - Representacdo anatdbmica das areas do encéfalo avaliadas no presente
ESTUTO ..o 40
Figura 3 - Fotomicrografias de cortes histologicos das regides encefalicas dos cées
com LV, demonstrando a distribuicdo e intensidade da inflamacéo....... 40
Figura 4 - Fotomicrografias de cortes histologicos da medula espinhal de cdes com
LV, demonstrando diferentes intensidades de inflamacéo observadas em
cortes corados por Hematoxilina-Eosina (HE), e a imunomarcagao para
linfocitos TCD3+ revelada por DAB.........cooiii i 42
Figura5 - Gréafico de colunas demonstrando o valor médio e desvio padrao
(representado por barras) de linfécitos T CD3+ nos diferentes segmentos
medulares (cervical, toracico e lombar) de cada grupo...........cccuveeeee... 43
Figura 6 - Fotomicrografia do canal medular de c&o cOmM LV ...........evvvviiiiiiinnnnnnnee 47
ANEXO A
Figura S1 - Demonstracdo da graduacdo da reacdo inflamatoria no encéfalo e
Medula eSPINNAl .........cooii i 70
Figura S2 - Demonstracdo da contagem de linfocitos TCD3+ pelo software ImageJ
(ferramenta “MUltipOiNt”) ........uui s 71
Figura S3 - Representacdo esquemaética das possiveis vias de migracao leucocitaria

para a medula espinhal ... 72



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Intensidade da inflamacdo na medula espinhal e encéfalo dos cdes de

cada grupo. Avaliacdes foram realizadas em cortes corados com HE...44

Tabela 2 - Distribuicdo e intensidade da reag&o inflamat6ria medular do grupo 1..44



AIDS
APCs
BAMs
BHE
BHL
BHM
BHN
BHN
CEUA
DAMPs
DCs
FMVA
FOA
HE
HIV
IFN-X
IHQ

ILCs
INOS
LCR
LV
LVC
MHC
NO
PAMPs
PBS
PC
PRRs
SNC
SNP

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Sindrome de imunodeficiéncia adquirida
Células apresentadoras de antigeno
Macréfagos associados as fronteiras
Barreira-hemato-encefélica

Barreira hemato-liquérica

Barreira hemato-medular

Barreira hemato-neural

Barreira hemato-neural

Comiss&o de Etica no Uso de Animais
Padrdes moleculares associados a danos
Células dendriticas

Faculdade de medicina veterinaria de Aracatuba
Faculdade de odontologia de Aracatuba
Hematoxilina-Eosina

Virus da imunodeficiéncia humano
Interferon - gama

Imuno-histoquimica

Interleucinas

Células linfoides inatas

Oxido nitrico sintetase induzivel

Liquido cefalorraquidiano

Leishmaniose visceral

Leishmaniose visceral canina

Complexo principal de histocompatibilidade
Oxido nitrico

Padrdes moleculares associados a patdgenos
Tampao fosfato-salino

Plexo coroide

Receptores de reconhecimento de padrdes
Sistema nervoso central

Sistema nervoso periférico



B
T-bet
TGF-B
Thl
Th2
TLRs
TNF-a
Z0-1

Trypanosoma brucei

Fator de transcricdo associado a células T
Fator de crescimento transformador - beta
Linfocitos T auxiliares tipo 1

Linfocitos T auxiliares tipo 2

Receptores do tipo Toll

Fator de necrose tumoral - alfa

Zonula occludens



SUMARIO

1 INTRODUGAO GERAL ....oooeveteieeeeeeeeeeeeeeee ettt ettt eaesae et eee e 16
1.1 Inflamacédo no Sistema Nervoso Central............ooouuviiiiiiieiiiieiiciiee e, 16
1.2 Barreiras do Sistema NervosSo Central .............cccouuuummimiiiiiiiiiiiiiiiiieeee 18
1.2.1 Barreira Hemato-encefalica (BHE) ... 18
1.2.2 Barreira Hemato-liquorica(BHL) ............ccoiiieiiiiiiiiiii e 19
1.2.3 Barreira Hemato-medular(BHM)...........cooiiiiiiiiiiic e 20
1.2.4 Barreira Hemato-neural (BHN) ...........uiiiiiiiiiiiei e 21
1.3 Células da glia: astrocitos € MICrOgla .........ccuvvvveeiiiieeeieiiiieeeee e 23
1.4 LinfOCItOS T NO tECIAO NEIVOSO ......uviiiiiiiieeeeiiiiiiieee e e e e e e 23
1.5 Resposta imune na Leishmaniose Visceral...........cccccooviiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeee, 24
1.6 Encefalite € mielite pOr ProtOZOArIOS ........cciveeeeiiiieiiee e e 26

1.7 Comprometimento do tecido nervoso central e periférico na leishmaniose

VLYol - | TP 28
L8 JUSHI I CA VA e ee e e e e 29
S @] o1 T=3 1Yo PSR 30

2 CAPITULO 1 - REACAO INFLAMATORIA NO SISTEMA NERVOSO CENTRAL DE
CAES COM LEISHMANIOSE VISCERAL E PESQUISA DE AMASTIGOTAS E

LINFOCITOS T NA MEDULA ESPINHAL .....coeiiiitieie et 31
2.1 RESUMIO ...ttt e e e e e e e e s 32
2.2 ADSITACT ...ttt e e e e e e e e as 32
P2 B 111 {0 T (U Tox- T PRSP 33
2.4 MateriaiS € METOUOS .......ccoeeieeee e 34
2.4, L ANIMAUS. .o 35
2.4.2 Andlise histopatOIOQICaA. .......ccceeeeeiiieiiiee e e 36
2.4.3 Andlise ImMuNO-hiStOQUIMICAL..........oevuiiiiii e 36
2.4.4 ANAIISE ESTAtiSHCA ... .uuveeeiiieeiiiiiiieeee e 37
2.5 RESUIAUOS ... 37
2.6 DISCUSSED .....ciieeee oo 45

2.7 CONCIUSAO .o e 49



2.8 FINANCIAMENTO ... e e e et 49

2.9 REFEIENCIAS ....ovvviieeiiiiie ettt et e e e et e e e e e e e e e e e st e e e e eabaeeeeens 49
APENDICE A - REFERENCIAS DA INTRODUGAO GERAL ........ccocovevirieieieeenns 52
ANEXO A - NORMAS DE PUBLICACAO DA REVISTA .....oooiiiiieeeeeeee e 58
ANEXO B - CERTIFICADO DO COMITE DE ETICA ....ooviiiiiieceeeeeee e 69

ANEXO C - FIGURAS SUPLEMENTARES.........ooi e 70



16

1  INTRODUCAO GERAL

1.1 Inflamacé&o do Sistema Nervoso Central

O sistema nervoso é constituido por encéfalo, medula espinal e ramificacdes
nervosas (nervos e ganglios). Encéfalo e medula espinal compdem o sistema
nervoso central (SNC), enquanto os ganglios nervosos e nervos constituem o
sistema nervoso periférico (SNP)

O sistema nervoso central (SNC) é considerado um 6rgao imuno-privilegiado
devido a Barreira Hemato-Encefélica (BHE) e ao numero relativamente reduzido de
linfécitos (imunovigilancia periférica), encontrados no parénquima cerebral. No
entanto, no contexto da inflamacao crénica, ha evidéncias que sugerem a entrada de
células imunes periféricas no SNC, como mondcitos, 0s quais sao altamente
fagociticos e se proliferam e se diferenciam ao redor de areas que sofreram injurias,
com o objetivo de fagocitar patégenos e debris celulares (DIONISIO-SANTOS;
OLSCHOWKA; O’'BANION, 2019).

Em condig®es fisiologicas, as barreiras limitam a imunovigilancia de linfécitos
T periféricos, impedindo que estes atravessem para o tecido nervoso, promovendo
danos através de uma resposta imune adaptativa exacerbada (CROESE;
CASTELLANI; SCHWARTZ, 2021). Assim, células residentes do tecido nervoso,
responsaveis pela imunidade inata, como as células gliais, astrécitos e micréglia,
sdo as principais responsaveis pela imunovigilancia no SNC, podendo reagir ao
aumento de mediadores inflamatorios (citocinas e quimiocinas), a indutores
exdgenos (padrdes moleculares associados a patdgenos, PAMPs) ou endbégenos
(padrdes moleculares associados a danos (DAMPs) (KIGERL et al., 2014).

Apesar dos mecanismos de protecdo das barreiras, sabe-se que o sistema
nervoso é suscetivel aos efeitos da inflamacéo crbnica sistémica, bem como a
invasdo de patdgenos, e pode desenvolver resposta imune inata e adaptativa
especificas (CROESE; CASTELLANI; SCHWARTZ, 2021). A presenca crbnica de
mediadores pro-inflamatorios na circulagéo sistémica pode promover alteracdes nas
barreiras cerebrais, permitindo a infiltracdo de células imunes periféricas, como
linfécitos e mondcitos, entre outras, além dos patégenos (RANSOHOFF; BROWN,
2012). Ainda, os mediadores inflamatérios promovem a ativagdo da microglia e

astrocitos, que passam a produzir imunomoduladores e expressar receptores
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relacionados a imunidade inata, como 0s receptores para sistema complemento ou
receptores do tipo Toll (TLRs) (RANSOHOFF; BROWN, 2012). A micréglia, cuja
funcdo é analoga a de macrofagos periféricos, é responsavel pela remocédo de
debris celulares e patdégenos por meio da fagocitose, e, ao ser ativada, produz uma
série de mediadores pr6 ou anti-inflamatérios, incluindo citocinas, proteinas
neurotoxicas, quimiocinas e fatores neurotroficos (DIONISIO-SANTOS;
OLSCHOWKA; O’'BANION, 2019).

A entrada de agentes infecciosos no sistema nervoso central pode ocorrer via
hematégena, como no caso de bactérias, via infeccdo de células endoteliais ou
através da BHE pela entrada de células mononucleares infectadas. Algumas areas
do SNC possuem capilares fenestrados, como o0 plexo coroide e Orgaos
circunventriculares, por onde agentes infecciosos podem ter acesso ao cérebro
diretamente (GIANNUZZI et al. 2017).

Lesbes traumaticas da medula espinal resultam em danos diretos nos
axonios, corpos celulares neuronais e na glia, que causam perdas funcionais abaixo
do local de lesdo. A inflamacdo na medula espinal € uma resposta complexa que
envolve células residentes do sistema nervoso central, bem como infiltracbes de
células imunes, e € mediada por uma variedade de vias moleculares e moléculas de
sinalizagcédo (DAVID; ZARRUK; GHASEMLOU, 2012).

O sistema nervoso central, similarmente aos outros tecidos, também possui
um sistema imune inato, representado por receptores de reconhecimento de padrées
(PRRs), como receptores Toll-like (TLRs), os quais sdo capazes de reconhecer
certas estruturas moleculares, patdgenos ou alteracdes de constituintes teciduais.
(VANDEVELDE et al. 2012).

Os efeitos da inflamacédo sistémica adaptativa na fungcdo do SNC pode ter
efeitos benéficos, quando ocorre uma resposta inflamatdria controlada, ou pode ter
efeitos deletérios, quando a inflamacdo persiste de maneira descontrolada e €
exacerbada devido a presenca continua de citocinas pré-inflamatorias, ou pela falha
ou inibic&o de citocinas antiinflamatérias (PERRY, 2007).



18

1.2 Barreiras do Sistema Nervoso Central

1.2.1 Barreira Hemato-encefélica (BHE)

Histologicamente, a barreira hemato-encefalica € uma unidade neurovascular
especializada composta por diversas camadas: um glicocalix continuo e espesso,
células endoteliais ndo-fenestradas com reduzida atividade vesicular e conectadas
por jungBes oclusivas; duas membranas basais (a endotelial e a dos astricitos da
glia limitante interna, além dos pés terminais de astrdcitos. Ao nivel molecular, ha
ectoenzimas, receptores e moléculas transportadoras nas diversas camadas, as
quais regulam ou revertem o transito de moléculas através da BHE. Juntos, tais
elementos fornecem um microambiente estavel ao SNC, o qual é Unico pelos
seguintes motivos: composicao idnica diferencial, necessaria para a funcéo
neuronal; um pool de neurotransmissores especializados; baixa concentracdo
proteica pada minimizar a proliferagéo celular; baixa exposi¢cao a toxinas sistémicas,
para minimizar danos neuronais, e reduzido transporte de células e moléculas
inflamatorias, para minimizar a inflamacao local, em condi¢cées normais. Mudancas
na permeabilidade da BHE podem ser relacionadas ou ndo a ruptura em si ou ao
aumento da permeabilidade da mesma. Quando ocorre a ruptura da BHE, esta é
acompanhada por danos endoteliais ou nas junc¢des oclusivas, além de danos aos
astrocitos, ao passo que quando nao ocorre a ruptura, as mudancas ocorrem a nivel
molecular, como por exemplo alteracdes enzimaticas. (Fig. 1) (VARATHARAJ;
GALEA, 2017).
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Figura 1 - Representacdo esquematica das alteracdes que ocorrem na BHE em

situacdes de ruptura ou ndo-ruptura.
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As mudancas quando ocorre a ruptura ocorre a nivel histolégico, com alteracBes nas juncdes
oclusivas, denudacéo do glicocélix, aumento do trafico vesicular, re-indugdo da fenestragédo capilar,
disfuncdo da glia limitante, astropatias em associacdo com mudang¢as endoteliais. J& quando n&o
ocorre a ruptura, as alteracdes ocorrem a nivel molecular, e sdo a producao de citocinas pelas células
endoteliais, aumento de receptores endoteliais e moléculas transportadoras, modulagdo da funcao
dos astrocitos e aumento da invagéo de patégenos.

Fonte: VARATHARAJ, GALEA, 2017.

1.2.2 Barreira Hemato-liquorica (BHL)

A barreira hemato-liqudrica (BHL) consiste em uma camada simples de
células ependimarias localizadas revestindo o plexo coroide (PC), que garantem a
separacdo entre o plasma e o liquor. E responsavel por vedar a passagem de
substancias sanguineas para o liquor por meio de difusdo passiva, de forma que a
passagem de substdncias ocorre unicamente por canais de proteinas
transmembrana, de forma semelhante a BHE (HAQQANI et al., 2011). Com um fluxo
sanguineo rapido (10x maior que no cérebro) e capilares altamente permedveis, o
PC humano fornece ao SNC uma elevada taxa de renovacao de fluido contendo
micronutrientes, peptideos e hormonios para redes neuronais. O movimento de

7

proteinas/peptideos através da BHL é muito limitado, ocorrendo por vias
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paracelulares através de juncdes oclusivas incompletas e pinocitose/exocitose
transcelular de baixa capacidade. As células da BHL também sdo unidas na porgéo
apical por jungdes do tipo oclusivas e separadas por uma fina membrana basal. Sua
funcéo é fundamental, visto que o liquor tem acesso a todo o SNC e medula espinal
por meio do espaco perivascular (JOHANSON; STOPA; MCMILLAN, 2010).

1.2.3 Barreira Hemato-medular (BHM)

A barreira hemato-medular € uma estrutura fundamental para a ocorréncia de
reacoes inflamatdrias na medula espinhal. Esta ainda necessita de mais
investigacbes sobre seu papel nas desordens neurolégicas medulares, e ainda é
considerada como uma extensdo da BHE, porém, possuem componentes estruturais
similares com diferencas funcionais que podem diferir quanto ao seu papel nas
desordens medulares (CHOPRA et al., 2021).

A funcao dos capilares da barreira hemato-medular (BHM) € baseada em um
sistema especializado de células endoteliais ndo fenestradas e estruturas
acessorias, incluindo a membrana basal, pericitos e pés terminais de astrécitos. A
interacdo destas estruturas constitui as fungdes regulatérias e protetoras da BHM
(BARTANUSZ et al., 2011) (Figura 2).

As células da BHM sé&o responsaveis por restringir ou permitir a entrada de
moléculas do sangue para a medula espinhal. A membrana basal desempenha um
papel no bloqueio da entrada de macromoléculas, fornecendo integridade estrutural
para as células e as separando dos pericitos, cuja funcao € associada a proliferacéo,
migracdo e diferenciacdo das células endoteliais. Adjacente a lamina basal, os
processos astrociticos mantém a integridade funcional e estrutural das
caracteristicas da barreira, como polaridade e permeabilidade (CHOPRA et al.,
2021).

As proteinas das junc¢des oclusivas que compdem a BHM séo principalmente
a claudina-1, claudina-5 e ocludina, assim como proteinas que compdem a Zonula
occludens (ZO-1). A maior permeabilidade da BHM tem sido atribuida a niveis
reduzidos de proteinas especificas, como a ocludina e ZO-1 (CHOPRA et al., 2021).
Estudos atestaram maior permeabilidade de citocinas inflamatérias como intérferons
(IFNs) e o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) na medula espinhal em relacdo ao
encéfalo (PAN; BANKS; KASTIN, 1997).
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Figura 2 - Representacdo esquematica dos principais componentes da barreira

hemato-medular (BHE).
?Percyte
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Basal lamina

Astrocyte
foot
process

Antenor spinal &

As artérias vertebrais (ndo mostradas) e artérias radiculomedulares segmentadas que constituem o
sistema que fornece suporte sanguineo as artérias espinhais posteriores e anteriores. A barreira da
medula espinhal consiste de células endoteliais ndo fenestradas ligadas por junc¢des oclusivas, lamina
basal, pericitos e pés terminais de astrdcitos.

Fonte: BARTANUSZ et al. 2011.

1.2.4 Barreira Hemato-Neural (BHN)

A barreira hemato-neural (BHN) € uma barreira seletiva formada pelas células
endoteliais dos capilares do SNP tipicamente circundada por prolongamentos
astrociticos, localizada entre o perineuro e os capilares endoneurais (KIM et al.,
2006). Estruturalmente, é muito semelhante a BHE e BHM, porém é considerada
mais permeavel, devido a menor quantidade de juncdes oclusivas entre as células
(KAPLAN; CHOW; GU, 2020). Os astrécitos desempenham um papel critico na
inducéo e manutencgdo da BHN, regulando positivamente proteinas a transcricdo das
proteinas de jun¢des oclusivas e de proteinas transportadores (KIM et al., 2006).

Portanto, deve-se considerar a possibilidade de entrada de leucécitos e
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agentes infecciosos através da barreira hemato-neural (BHN), devido ao contato
direto do endotélio microvascular do endoneuro com a circulacdo sanguinea
sistémica. Alteracdes estruturais nos vasos endoneurais ou interagdes com
leucécitos hematdgenos sdo descritas em diversos casos de neuropatias periféricas
em humanos, e pode ser um fator que contribui na fisiopatogenia de doencas
infecciosas, visto que a BHN é uma interface crucial entre a circulacéo sistémica e o
compartimento interno de nervos periféricos e raizes nervosas que emergem da
medula espinhal (UBOGU, 2021). Além disso, fibras nervosas mielinizadas
possuem uma barreira adicional, a barreira de mielina, formada pelo mesaxdnio,
incisuras de Schmidt-Lantermann e a regido perinodal, nos quais se encontram
proteinas de jungfes oclusivas como claudinas e ocludinas (Figura 3) (REINHOLD;
RITTNER, 2016).

Figura 3 - Representacdo esquematica das barreiras do SNP
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Observar a BHN, que consiste nas células endoteliais de vasos perineurais e endoneurais, com
juncBes oclusivas, e a BM, formada pelo mesaxdnio, incisuras de Schmidt-Lantermann e a regido
perinodal.

Fonte: REINHOLD; RITTNER (2016)
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1.3 Células da glia: Astrocitos e microglia

As funcgbes dos astrécitos incluem a participacdo na manutencdo da barreira
hematoencefélica e hemato-liquédrica, regulacdo do fluxo sanguineo, metabolismo
energético, suporte antioxidativo, homeostase hidroeletrolitica, e defesa imune
formando a glia limitante externa na base da pia-mater, transmissdo sinaptica e
neurogénese (OBERHEIM; GOLDMAN; NEDERGAARD, 2012). Os efeitos da
heterogeneidade regional dos astrécitos sob as funcbes anteriormente citadas tém
sido amplamente investigados. Astrécitos protoplasmaticos predominam por toda a
substéancia cinzenta, e sua morfologia caracteriza-se por numerosos prolongamentos
que originam delicadas ramificagBes dispostas de forma globoide e uniforme. J& os
astrécitos fibrosos sdo comumente encontrados na substéncia branca, e exibem
morfologia de longos processos semelhantes a fibras. Ambos os subtipos fazem
contato extenso com vasos sanguineos (SOFRONIEW; VINTERS, 2009).

A microglia, sensores constantes as mudancas no microambiente do SNC,
possui fungdes como restabelecer a homeostase, mas também servem como células
imunes primarias do SNC, regulando a resposta imune inata e a funcdo dos
astrocitos reativos, determinando suas funcbes como nheuroprotetoras ou
neurotoxicas. Por outro lado, os astrécitos secretam moléculas que regulam os
fendtipos e funcBes da micréglia, desde a motilidade até sua atividade fagocitica.
Portanto, a interacdo microglia-astrécitos € fundamental para a manutencdo da
homeostase e deteccédo de disturbios no SNC (JHA et al., 2019).

1.4 Linfécitos T no tecido nervoso

Durante a imunovigilancia, células T podem patrulhar as regibes periféricas
relacionadas ao SNC (ventriculos, plexo coroide e leptomeninges), que sao sitios
mais expostos e menos restritos que o parénquima do tecido nervoso, e detectar
alteracdes. Enquanto o acesso ao parénquima do SNC é restrito em condi¢des
normais, diversos processos podem iniciar a invasédo de células T ao parénquima.
Tais células sdo incapazes de reconhecer antigenos nativos, mas reconhecem
pequenos peptideos ligados a molécular do complexo MHC e apresentadas na
superficie de células apresentadoras de antigenos (APCs). Macrofagos associados
as fronteiras (BAMSs), células dendriticas (DCs), células linfoides inatas (ILCs),

células T, mondcitos e granuldcitos fazem parte da interface imune entre o
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parénquima e o ambiente externo ao SNC. Somente células que foram ativadas
sistemicamente antes de entrarem no parénguima nervoso sao capazes de invadi-lo,
e se acumular nas meninges e ao redor de vasos, enquanto células T em repouso
sao incapazes de adentrar a BHE (MUNDT et al., 2019).

Células T que adentram o SNC por via hematdgena podem se utilizar de trés
rotas: vasos do plexo coroide, das leptomeninges ou do parénquima propriamente
dito. Qual via tais células imunes podem utilizar para a imunovigilancia do SNC ou
qguando elas podem iniciar um processo autoimune, como em casos de esclerose
multipla em humanos, ainda continua em debate entre autores (MUNDT et al., 2019;
PINHEIRO et al., 2016; ZHU; PAUL, 2009).

1.5 Respostaimune durante aleishmaniose visceral

No que diz respeito a resposta imune inata, a Leishmania spp. desenvolveu
estratégias para perpetuar a infeccao e reproducédo em células infectadas. Um dos
mecanismos € conhecido como o uso da apoptose de células infectadas a seu favor,
uma vez que parasitos mortos induzem a exposicdo de fosfatidilserina, um
fosfolipideo de membrana que sinaliza a fagocitose de corpos apoptéticos. O
reconhecimento da fosfatidilserina presente na membrana celular de parasitos
mortos favorece a “invasao silenciosa” de novas células e induz a producéo de
citocinas antiinflamatérias como TGF-B. Além disso, o parasito retarda a apoptose
de neutrdfilos, inibindo a sintese de caspase-3 e de proteinas anti-apoptéticas. Este
fenbmeno é essencial para que haja mais células apresentadoras de antigenos
(APCs) no local de infeccdo e o parasito possa infecta-las, ou seja, enquanto outros
parasitos intracelulares tém mecanismos de evaséo do sistema imune, a Leishmania
spp. deve cooperar com diferentes moléculas efetoras do sistema imune inato para
sobreviver (CECILIO et al. 2014).

Enquanto o a resposta imune inata do hospedeiro contra a leishmaniose é
importante, € agora claro que a imunidade mediada por células T e as citocinas
produzidas a partir de varias células imunes tém um papel crucial na determinacao
do resultado da doenca. Neste contexto, o fenbmeno conhecido como “dicotomia de
Th1-Th2" tornou-se popular com base no papel das citocinas produzidas por estas
células na progressédo da doenca e/ou protecdo do hospedeiro (DAYAKAR et al.,
2019).
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As células TCD4, conhecidas como células T auxiliares, regulam a resposta
imune celular e humoral adequadas a uma vasta gama de agentes patogénicos e
envolvem-se no progresso de muitas doencas, como a LV, pela producao de células
B, hipergamaglobulinemia e depdsito de imunocomplexos. Elas recrutam e ativam
outras células imunes incluindo células B, células CD8 T, macrofagos, mastécitos,
neutrofilos, eosindfilos e basofilos. Com base nas suas fungbes, no seu padréo de
secrecdo de citocinas e na expressao de fatores especificos de transcricdo, as
células, diferenciadas das células TCD4 ativadas sdo classificadas em quatro
linhagens principais, células Thl, Th2, Thl7 e T reguladoras (Treg) (ZHANG et al.,
2014).

A recuperacédo do hospedeiro na LV é dependente principalmente da resposta
Thl, na qual ha inducdo da producdo de células T pela interleucina-12 (IL-12) de
células dendriticas e macrofagos. Células T ativadas produzem éxido nitrico (NO), o
qual é responsavel pela destruicdo do parasito (BACELLAR et al., 1996; DAYAKAR
et al., 2019; GHALIB et al., 1995).

No que diz respeito a acdo de citocinas na Leishmaniose Visceral Canina
(LVC), aquelas relacionadas a progressédo da doenca sdo IL-4 e IL-10, as quais
desativam macréfagos e suprimem a resposta imune Thl, ou seja, a resposta imune
celular responsavel pela fagocitose de amastigotas (SAMANT et al., 2021); a IL-6,
que estimula a hipergamaglobulinemia e, portanto, aumenta a deposicdo de
complexos imunes em diversos 6rgdos vitais que contribuem para a piora do quadro
clinico do animal (LIMA et al., 2003); a IL-10 em sinergia com o fator de crescimento
TGF-B, o qual inibe a proliferacdo de células T e a ativacdo de macréfagos, a
expressdo de INOS, TNF-a e IFN-X (DAYAKAR et al., 2019). Ja as citocinas
envolvidas na protecdo do hospedeiro sdo o IFN-y, o qual ativa macrofagos, e,
portanto, a destruicdo de formas amastigotas de Leishmania spp. em colaboracéo
com TNF-a e a IL-2, responsavel pela ativacado de iNOS; a IL-12 e IL-15, as quais
estimulam a expresséo de T-bet, um fator de transcricdo que regula a expressao de
guimiocinas na resposta imune celular (LAZAREVIC; GLIMCHER, 2011) e modulam
a expressao da proteina de morte celular programada (PD-1) em linfocitos (COSTA
et al., 2020).

Ha relatos em humanos sobre o papel da IL-15, a qual ativa ambas respostas

Thl e Th2 e demonstra um papel pleiotropico, induz a proliferacdo de células T, inibe
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a apoptose, preserva células T de memdria e a maturacdo de células B. Outra
citocina que possui papel duplo na imunologia durante a LV humana € a IL-17, a
qual induz a producédo de TNF-q, IL-1 e quimiocinas; afeta a funcdo de neutrofilos,
reduzindo a apoptose, além de induzir a producao de IL-6 (DAYAKAR et al., 2019).

1.6 Encefalite e mielite por protozoariarios

As manifestacbes neuroldgicas por protozodrios tém sido reportadas em
humanos em casos de infec¢cdes por Trypanosoma cruzi, Trypanosoma brucei e
espécies de Leishmania como L. amazonensis e L. infantum em humanos,
principalmente em regibes tropicais nas quais tais doengas afetam
desproporcionalmente populacbes de baixa renda. Apesar de algumas doencas
terem manifestacdes neurolégicas conhecidas, como nos casos da doenca de
Chagas, muitas outras recebem pouca atencdo com relacdo as complicacdes
neurolégicas e devem ser reconhecidas para fornecer maiores informacgbes as
populacbes mais vulneraveis como turistas e emigrantes de areas endémicas
(BERKOWITZ et al., 2015).

Com relacdo a doenca de Chagas, ou Tripanosomiase americana, causada
pelo protozoario Trypanosoma cruzi, € conhecida por apresentar a forma aguda e
cronica. O achado histopatolégico fundamental associado a forma nervosa aguda da
doenca é a encefalite multifocal, geralmente apresentando necrose associada a
presenca de numerosas formas amastigotas do parasito. A reativacdo de encefalite
cronica na doenca de Chagas, embora pouco comum, foi notificada em pacientes
imunossuprimidos com neoplasias malignas do sistema hematopoiético-linfoide.
(PITELLA, 2009). Os achados histopatologicos mais comuns descritos nesta forma
da doencga séo infiltrados inflamatérios mononucleares multifocais sem a presenca
do parasito, distribuida discretamente pelo tecido nervoso do paciente chagasico.
Normalmente, ha envolvimento desta forma cronica da doenca com a forma cardiaca
cronica (PITELLA; MENEGUETTE; BARBOSA, 1993).

Um amplo espectro de manifestagbes motoras pode ocorrer em estagios
tardios da tripanosomiase humana africana. Tremores nas maos e lingua,
incoordenacdo de movimentos da cabeca, tronco e membros, paralisia de membros
posteriores também pode acontecer como resultado do envolvimento da medula

espinhal (mielite ou mielopatia) ou neuropatia motora periférica. Também ha relatos
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de disturbios sensoriais como hiperestesia profunda, anestesia e prurido, além de
alteracdes mentais, distarbios de sono e envolvimento visual como a neurite optica
(KENNEDY, 2008). Os modelos animais de tripanossomiase africana cronica sao
relevantes para estudar como o0s tripanossomas atravessam o BHE e invadir o
parénquima cerebral, a neuropatogénese do tripanossomiase africana e também
para avaliar ou conceber novas estratégias de tratamento para a fase tardia da
tripanossomiase africana. Trypanosoma brucei (TB) migra para fora dos vasos
sanguineos cerebrais para invadir o parénquima cerebral deixando a BHE intacta.
Semelhante a invasdo linfocitaria do sistema nervoso, as composicdes das
membranas basais de vasos intracerebrais tém um papel decisivo na determinacao
dos locais de penetracao de TB no cérebro. O IFN-y, por um lado, esta envolvido no
controle imunolégico da infeccdo, por outro lado, facilta a passagem de
Trypanosoma brucei até o parénquima através da membrana basal da BHE
(KENNEDY, 2008).

O acometimento de nervos periféricos também foi descrito recentemente em
equinos naturalmente infectados por Trypanosoma equiperdum, que causa a Durina,
uma doenca venérea dos equinos. Foram observadas alteracbes em nervos
periféricos, ganglios e medula espinhal, levando a degeneracdo axonal. Lesdes
histopatoldgicas foram mais graves nos nervos periféricos (e ganglios associados) e
consistentes em todos os animais. Nos nervos afetados, infiltragdo multifocal de
linfocitos, plasmocitos e macréfagos foram encontrados entre os axoénios de
fasciculos nervosos, com variavel edema axonal e fragmentacdo (YASINE et al.,
2019).

A toxoplasmose é a infeccdo oportunista mais comum que afeta seres
humanos com AIDS, a qual é causada pelo protozoario intracelular obrigatorio
Toxoplasma gongii (MAJMUNDAR et al., 2019). Os principais achados de biopsias
em humanos incluem inflamacé&o crénica com a presenca de taquizoitos, por vezes
presenca de cistos com bradizoitos e algumas vezes havia concomitancia com
pacientes com HIV. Os protozoarios podem entéo atingir uma série de sitios-alvo de
infeccdo, sendo uma delas o SNC. A infeccao inicial pode muitas vezes apresentar
uma linfadenopatia discreta ou pode também ser assintomatica. A infeccao torna-se
reativada quando ha imunossupressdo severa com linfocitos CD4+ contando menos
de 200 células/ml, o que justifica a sua forte associacdo com a HIV. A encefalite por

7

Toxoplasma é uma sindrome bem estudada e observada em casos de



28

imunossupressdo. No entanto, na medula espinal o envolvimento ndo é uma
apresentacao tdo comum, e a infec¢cdo da medula espinal raramente € vista sozinha.
(KUNG et al., 2011; MAJMUNDAR, et al, 2019).

A malaria é a infeccdo com um ou mais de quatro possiveis espécies de
Plasmodium sp. adquiridas por seres humanos quando um mosquito Anopheles
fémea inocula os protozoarios parasitas através da pele. Apenas Plasmodium
falciparum invade o SNC, causando malaria cerebral, apesar de relatorios
crescentes de que Plasmodium vivax, pode produzir malaria cerebral, anemia, e
problemas respiratérios (PICOT; BIENVENU, 2009). A neuropatologia de malaria
cerebral consiste em edema cerebral difuso, hemorragias localizadas na substancia
branca cerebral, e ligac@o de capilares cerebrais e vénulas por eritrocitos infectados;
pigmentacdo com hemozoina é bastante tipico (ROMAN, 2011).

1.7 Comprometimento do tecido nervoso central e periférico na

leishmaniose visceral

Nos pacientes humanos com leishmaniose, a ocorréncia de neuropatia
periférica € mais comum do que as manifestacbes relacionadas com o SNC.
Recentemente, Llanos-Cuentas e colaboradores (2013) resumiram o principal dano
neurolégico em pacientes com leishmaniose cutanea (LC) e visceral (LV) como
sendo (i) neuropatia periférica desmielinizante imunomediada em LV, (ii) neuropatia
periférica em CL devido a envolvimento direto parasitario com o nervo ou bainha
nervosa, (iii) envolvimento do SNC por disseminacdo hematdégena em LV ou
contiguidade proxima em ML, e (iv) neuropatia associada a tratamentos
leishmanicidas (MAIA et al., 2015). Assim, a leishmaniose visceral deve ser
considerada como um dos diagnosticos diferenciais para tanto para humanos quanto
para cdes com sinais de afecc¢des neurologicas, tanto centrais quanto periféricas, em
regides endémicas (GIANUZZI et al., 2017; ZOBBA et al., 2017).

Um estudo realizado com 288 pacientes humanos com Leishmaniose cutanea
mostrou que 5% dos pacientes apresentavam inflamacao perineural constituida por
linfécitos ou uma mistura de linfocitos, plasmécitos e macrofagos. Quatro pacientes
apresentavam neurite, num deles a inflamacdo granulomatosa estava associada a
destruicdo nervosa; e foram observadas formas de amastigotas dentro dos nervos

em dois pacientes (KUBBA et al., 1987).
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Outros poucos relatos bem documentados em humanos referem-se
principalmente a meningoencefalite e as manifestacdes oculares (LLANOS-
CUENTAS; VALENCIA; PETERSEN, 2013; PETERSEN; GREENLEE, 2011). Em um
estudo com doentes com LV da Africa Oriental relatou que os parasitas se propagam
para o SNC, principalmente para as meninges cerebrais, no liquido cefalorraquidiano
(LCR) e os endotélios dos vasos da meninge.

Em cées infectados por L. infantum, a taxa de prevaléncia de sintomas
neurolégicos na cidade de Aracgatuba, Brasil, foi estimada em 4% (FEITOSA et al.,
2000). Deve-se notar que estes sintomas sdo muito genéricos, e, portanto, torna-se
dificil associar estas anomalias neuroldgicas a infeccdo por Leishmania spp. Estudos
post-mortem revelaram que o0s sinais de alteracdes cerebrais sdo frequentemente
encontrados em caes que ndo apresentavam qualquer sinal de doenca neuroldgica
(MELO et al., 2009).

Quanto aos mecanismos envolvidos nas alteracfes neurolégicas durante a
leishmaniose canina, os trabalhos sugerem a participacdo da imunidade humoral e
celular (MELO et al., 2009, 2013; MELO; MACHADO, 2011). Além disso, além de
uma intensa infiltracdo inflamatéria composta principalmente por linfécitos TCD3,
macrofagos, plasmacitos e neutréfilos no plexo coroide, meninges e parénquima de
animais, foi observada uma marcada ativacdo astrocitica e microglial associada a
proliferacdo de células microgliais em areas cerebrais de cées infectados (MELO;
MACHADO, 2011).

Oliveira e colaboradores (2017) também observaram lesées no encéfalo e
medula de cdes acometidos por LV. Dentre os 48 cédes analisados, 31 possuiam
reacdo inflamatéria no encéfalo e um cdo apresentou mielite, com presenca de

formas amastigotas de Leishmania spp. na substancia branca cervical.

1.8 Justificativa

O presente trabalho justifica-se pelo fato de haver poucos estudos sobre a
patogenia da LVC no SNC, particularmente no que diz respeito as lesdes
observadas na medula espinhal, tendo em vista a diversidade na permeabilidade das
diferentes barreiras encefalicas, e a maior permeabilidade descrita para a BHM,
podemos supor que existem lesdes inflamatdrias mais acentuadas na medula

espinhal.
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1.9 Objetivos

Caracterizar a distribuicdo e intensidade da inflamagdo em regides do
encéfalo e medula espinhal em cortes corados por HE, e verificar, pela analise
imuno-histoquimica, a presenca e distribuicdo de linfocitos TCD3+ e possiveis vias
de migracdo destas células na medula espinhal de cdes com leishmaniose. Além
disso, verificar a presenca de formas amastigotas de Leishmania spp na medula

espinhal dos cées.
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2.1 Resumo

Lesdes inflamatérias na medula espinhal sdo pouco descritas em caes
naturalmente infectados por L.infantum. O presente estudo tem como objetivo
caracterizar a reacdo inflamatdria em regides do encéfalo e na medula cervical,
toracica e lombar de cdes acometidos pela Leishmaniose Visceral (LV), em cortes
corados por hematoxilina-eosina e de analise imuno-histoquimica para identificar a
distribuicdo e intensidade de linfocitos TCD3, além de pesquisar a presenca de
formas amastigotas do parasito. Os animais foram divididos em trés grupos: grupo 1:
Caes com LV e com inflamac¢do medular e encefélica; grupo 2: Cdes com LV sem
inflamacdo medular e com inflamacédo encefalica, e grupo 3, Cdes com LV sem
inflamacdo encefalica ou medular, com o intuito de avaliar possiveis vias de
migracdo leucocitaria até a medula espinhal de caes infectados. Neste estudo
observamos que lesfes inflamatdrias sédo frequentes no sistema nervoso central e
periférico de cdes com leishmaniose. A coroidite e meningite encefalicas, meningite
medular e perineurite foram mais frequentes. Dois caes apresentaram mielite. Os
linfécitos TCD3 foram observados compondo o infiltrado inflamatério em nervos
periféricos, leptomeninges e parénquima da medula espinhal, com distribuicdo
perivascular de intensidades variando entre discreta e intensa. O segmento da
medula cervical e lombar foram os que tiveram maior reacdo inflamatéria. Na
avaliacdo imuno-histoquimica para pesquisa de Leishmania sp., ndo foram
observadas formas amastigotas do parasito na medula espinhal dos animais.

Palavras-chave: Leishmania, mielite, neurite, linfocitos T.

2.2 Abstract

Inflammatory lesions in the spinal cord are poorly described in dogs naturally
infected by L.infantum. This study aims to characterize the inflammatory reaction in
different areas of the encephalon and the cervical, thoracic, and lumbar spinal cord of
dogs affected by Visceral Leishmaniasis (VL), in sections stained by hematoxylin-
eosin and immunohistochemical analysis to identify the intensity of inflammation and
distribution and quantity of TCD3 lymphocytes. Also, the presence of amastigotes of
was investigated. The animals were divided into three groups of infected dogs: group

1: VL dogs with spinal cord and brain inflammation; group 2: VL dogs without spinal
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cord inflammation and with brain inflammation, and group 3, VL dogs without brain or
spinal cord inflammation. In this study we observed that inflammatory lesions are
frequent in the central and peripheral nervous system of dogs with visceral
leishmaniasis. Encephalic choroiditis and meningitis, medullary meningitis, and
perineuritis were most frequent morphological changes. Two dogs from group 1
presented mielitis. TCD3 lymphocytes were observed composing the inflammatory
infiltrate in peripheral nerves, leptomeninges, and spinal cord parenchyma, with
perivascular distribution of intensities ranging from mild to intense. The cervical and
lumbar spinal cord segments had the most inflammatory reaction. In the
immunohistochemical evaluation for Leishmania sp. investigation, no amastigote

forms of the parasite were observed in the spinal cord of the animals.

Keywords: Leishmania. Myelitis. Neuritis. T lymphocytes.

2.3 Introducédo?

A Leishmaniose Visceral (LV) é uma doenca infecciosa e zoondética, causada
pelo protozoario Leishmania infantum, da classe Kinetoplastida e familia
Trypanosomatidae. Cédes domésticos sdo considerados os principais reservatorios
para a infeccdo humana. [1].

A Leishmaniose Visceral Canina (LVC) abrange um amplo espectro de
manifestacbes clinicas, tais como anemia, perda de peso, hepatomegalia,
esplenomegalia, linfadenopatia generalizada, alteracdes renais e hepaticas, lesdes
cutaneas [2]. Apesar da diversidade de sinais clinicos, manifestacdes neuroldgicas
durante a infeccéo pela Leishmania infantum s&o pouco descritas. Entretanto, sinais
neurolégicos como convulsées, deficiéncias motoras, andar em circulos, tremores,
vocalizagdo, hemiparesia/lhemiplegia e tetraplegia tém sido reportados em caes
acometidos por LV [3,4,5]. Assim, a leishmaniose visceral deve ser considerada
como um dos diagnosticos diferenciais para cdes com afeccdes neurologicas em
regibes endémicas [4,6] visto que esta doenca possui diferentes protocolos de
tratamento e progndésticos a serem considerados por médicos veterinarios.

Em seres humanos foram descritas anormalidades neurologicas em até 46%

dos pacientes com VL. Os pacientes reportavam sensacdo de queimacao nos peés,

1 Normas de publicagéo da revista (Anexo A).
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dificuldade para andar, surdez e déficit de nervos cranianos [7], ou seja, ha relatos
de sinais nervosos tanto centrais quanto periféricos. Sinais clinicos associados a
lesbes na medula espinhal dependem da localizacdo anatdbmica e severidade da
lesdo, podendo variar desde pequenas alteracfes sensoriais ou motoras até a
tetraplegia completa [8]. Algumas destas manifestacdes clinicas observadas em
seres humanos sao dificeis de serem avaliadas em caes, 0 que provavelmente
resulta na possivel subnotificacdo dos problemas neurolégicos que acometem esta
espécie durante a infec¢do por L. infantum.

No cérebro de cédes naturalmente infectados por L. infantum, com e sem
sinais neurolégicos, foram observadas degeneracdo neuronal com neuronofagia,
gliose focal a difusa, leptomeningite, congestdo e infiltrado linfoplasmocitario
perivascular,[3]. Mesmo na auséncia do parasito no encéfalo, as leses inflamatdrias
sao observadas [9].

A ocorréncia de inflamacdo na medula espinhal e em nervos periféricos em
caes com LV é pouco descrita e caracterizada na literatura [10, 5]. H& trés principais
interfaces especializadas em humanos que permitem seletivamente a entrada de
nutrientes, ions, lipideos e pequenas moléculas da circulacéo sistémica para o SNC;
dentre elas, a barreira hemato-medular (BHE), a barreira hemato liquérica (BHL) e a
barreira hemato-medular (BHM) [11]. Dentre estas, a mais estudada é a BHE [10,
12]. Apesar da BHE e BHM apresentarem similaridades anatdbmicas, ha diferencas
funcionais pouco estudas na BHM, e que sdo de suma importancia para elucidar a
patogenia das lesdes medulares. A permeabilidade a leucécitos e mediadores
inflamatorios da BHM é maior que o da BHE [11, 12]. Segundo Pan e colaboradores
(1997) [14] , h& ainda diferencas regionais de permeabilidade a mediadores
inflamatorios observados dentre os segmentos medulares, sendo o segmento

cervical o que possui maior permeabilidade.

2.4 Materiais e métodos

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® 0144-2021 (Anexo B).
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2.4.1 Animais

Foram selecionados 21 cées, machos e fémeas, adultos, com diagndstico de
Leishmaniose Visceral, provenientes do Centro de Controle de Zoonoses de
Aracatuba, e do hospital veterinario Luis Quintiliano de Oliveira da FMVA/UNESP
Aracatuba. Os animais foram encaminhados ao Servi¢co de Patologia Veterinaria da
Faculdade de Medicina Veterinaria de Aracatuba (FMVA-UNESP) para realizacéo de
necropsia. Todos 0s animais apresentaram teste imunocromatogréfico (DPP)
positivo para Leishmania sp, e a eutanasia foi realizada segundo o Manual de
Vigilancia e Controle da Leishmaniose Visceral, do Ministério da Saude [15] e a
Resolucdo 1000/2012 do Conselho Federal de Medicina Veterinaria [16]. Em adicao,
foi realizado exame parasitolégico direto para analise citolégica de puncdo biopsia
aspirativa de linfonodo popliteo para pesquisa de formas amastigotas de Leishmania
spp. Todos 0s animais possuiam ao menos trés sinais classicos da LV, como lesdes
de pele ulcerativas, alopécicas, por vezes crostosas, caquexia e linfadenomegalia, e
foram submetidos a necropsia para avaliacdo das lesGes macroscopicas e colheita
de material de diversos 6rgdos para exame histopatol6gico, com atencao especial ao
encéfalo e diferentes segmentos da medula espinhal. Em adicdo ao DPP, foi
realizado exame parasitolégico direto para andlise citolégica de puncdo biopsia
aspirativa de linfonodo popliteo para pesquisa de formas amastigotas de Leishmania
spp.

O enceéfalo e medula espinhal foram removidos do esqueleto axial e fixados
inteiros, por imersdo em formol tamponado a 10% pH 7,2 a 7,4, por 24 a 48 horas.
Realizou-se entdo cortes coronais do encéfalo passando pelo infundibulo hipofisario
e pedunculos cerebelares para a colheita de amostras. Para avaliacao histolégica
foram incluidas amostras da regido do diencéfalo, incluindo hipocampo e plexo
coroide do ventriculo lateral do cerebelo e plexo coroide do quarto ventriculo [9].
Além disso, foram colhidos fragmentos medulares localizados entre a 12 e 22
vértebra cervical, entre a 42 e 52 vértebra toracica, e entre a 32 e 42 vertebra lombar.
Amostras de cées néo infectados n&o foram colhidas devido a dificuldades de se
necropsiar caes sadios. Foram excluidos deste estudo cdes com diagndstico de
leishmaniose que possuiam também neoplasias, suspeita de doencgas infecciosas
como a cinomose, e com exame citoldgico com auséncia de formas amastigotas de

Leishmania spp.
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2.4.2 Analise histopatoldgica

As amostras foram processadas rotineiramente para obtencdo de cortes
histolégicos com 5um. Os cortes foram corados com hematoxilina-eosina (HE) para
pesquisa de formas amastigotas e avaliagdo das alteracBes inflamatoérias. A
intensidade da inflamacdo do encéfalo foi classificada segundo [17] da seguinte
maneira: grau 0, cdes sem inflamacéo; grau I, cdes com inflamacdo discreta
(infiltrado inflamatorio discreto principalmente nas leptomeninges e plexo coroide);
grau Il, cdes com inflamacdo moderada (infiltrado inflamatério nas leptomeninges e
plexo coroide com presenca de discreta quantidade de linfécitos na regido
perivascular do parénquima cerebral); grau Ill, animais com inflamacéo acentuada
(infiltrado inflamatdério nas leptomeninges e plexo coroide e intenso infiltrado
inflamatdério perivascular no parénquima cerebral).

Para avaliacdo da intensidade das alteracdes inflamatorias da medula
espinhal foram adotados os seguintes critérios: grau 0 (animais sem inflamacéo);
grau | (animais com inflamacé&o discreta nas leptomeninges); grau Il (animais com
inflamacdo moderada nas leptomeninges e raizes nervosas); grau lll (animais com
inflamacéo acentuada nas leptomeniges e raizes nervosas) e grau IV (animais com
inflamacéo acentuada, presenca de manguito perivascular no parénquima medular).
(Fig. S1)

Os animais com LV foram distribuidos em grupos, denominados: grupo 1,
cdes com inflamacdo medular e encefalica (n=7) e grupo 2, cdes sem inflamacéao
medular e com inflamacé&o encefélica (n=8), grupo 3, cdes sem inflamacéo medular e

sem inflamacé&o encefalica (n=6).

2.4.3 Andlise imuno-histoquimica

Cortes histolégicos de 5 pm dos diferentes segmentos medulares foram
submetidos a imuno-histoquimica para deteccdo de linfocitos TCD3 (IR524, Dako;
‘ready to use”). Os cortes foram desparafinizados utilizando 3 banhos de xilol, em
seguida hidratados em uma sequéncia decrescente de soluc¢des de alcool (absoluto,
95%, 70%, 50%) e agua, todos com 5 minutos de imersdo. A recuperacao antigénica
foi realizada com tampao citrato pH 6,0 a 100 °C, em panela de vapor, para o
anticorpo anti-CD3 durante 30 minutos. O bloqueio da peroxidase enddgena foi feito

com solucdo de metanol (50 mL), agua destilada (50 mL) e peroxido de hidrogénio
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30 volumes (Merck®) (2 mL), por 30 minutos. Para o bloqueio de sitios inespecificos,
foi utilizada a solucdo de leite em p6 desnatado (Molico®) a 3% em PBS (pH 7,2 a
7,4), por 30 minutos. O anticorpo primario foi incubado por aproximadamente 18
horas, e apds a lavagem com PBS, foi utilizado o anticorpo secundario com sistema
de deteccéo baseado em polimeros (EnVisionTM 151 FLEX — HRP; Dako, K8010),
por 40 minutos. Como revelador foi utilizado o kit DAB (Dako, K3468) e, por fim, a
hematoxilina de Harris diluida em agua destilada a 50% foi utilizada para a contra-
coloracdo. Para a pesquisa da presenca do parasito, foi utilizado como anticorpo
primario o soro de um animal positivo para Leishmania spp. (D.O. 1189), na diluicdo
de 1:100, segundo o protocolo de [18]. Como controle positivo das reacfes, foram
utilizadas amostras de linfonodo de um céo positivo para Leishmania spp

Com relacdo aos linfécitos TCD3+, foi realizada uma avaliagdo
semiquantitativa utilizando o programa Image J, e as células foram contadas
manualmente com o auxilio da ferramenta “multi-point” [19]. Foram avaliados seis
campos no aumento de 400x por &area de cada segmento medular, incluindo
substancia branca, substancia cinzenta e meninge de cada segmento medular
(cervical, toracica e lombar), totalizando 54 campos por animal, o equivalente a
5.010796,62 p?. (Figura S2).

2.4.4 Anélise Estatistica

O teste de Shapiro-Wilk foi aplicado para avaliacao da normalidade dos residuos
e o teste de Brown-Forsythe para a homoscedascidade das variancias. A analise
estatistica foi realizada utilizando o software GraphPad Prism 8.4.3 para Windows.
Considerando que os dados ndo possuem variancias homoscedasticas e residuos
de distribuicdo normal, os testes de Kruskal-Wallis e Dunn foram aplicados para

comparacao entre as medianas das células TCD3 por grupo.

2.5 Resultados

As alteragbes macroscopicas observadas durante a necropsia nos animais
incluiam predominantemente caquexia, lesbes cutaneas ulcerativas e por vezes
crostosas localizadas em ponta de orelha e/ou dorso, onicogrifose,
hepatoesplenomegalia e linfadenomegalia. Nao foram observadas alteracdes
macroscopicas no encéfalo e na medula espinhal. (Fig. 1).
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As representacfes anatbmicas das regides encefalicas avaliadas estédo
presentes na figura 2. Na avaliacéo histopatoldgica, as principais lesbes observadas
no encéfalo foram meningite e coroidite, caracterizadas por infiltrado inflamatorio néo
supurativo, linfoplasmocitario e perivascular, localizadas na meninge da regido do
hipocampo (n=9; 43%), talamo (n=9; 43%) e cerebelo (n=9; 43%); no plexo coroide
do 4° ventriculo (n=11; 52%) e plexo coroide do ventriculo lateral (n=8; 38%),
respectivamente. (Fig. 3) A inflamagao foi classificada quanto a intensidade,
variando de grau 0 a lll. Nos grupos 1 e 2, a intensidade variou entre grau | e grau |l.
No grupo 3 os animais ndo tinham inflamacéo encefélica (grau 0). As figuras 2C e
2D representam a reacdo inflamatoria encefalica, de diferentes intensidades,

observadas em cortes corados por HE.
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Figura 1 - Exame macroscoOpico dos cées.
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(A) Observar lesdes cutaneas alopécicas ou com rarefacdo pilosa multifocais na regido
toracica e abdominal esquerdas (circulos amarelos). (B) Observar lesdo crostosa e
alopécica na ponta de orelha (seta vermelha). (C) Observar lesdo ulcerativa na ponta de
orelha (retangulo azul). (D) Observar baco (*) e figado (**) sem alteracdes evidentes exceto
por discreto aumento de tamanho. (E) Observar esplenomegalia (*) e hepatomegalia (**)
acentuadas, caracterizada por espessamento da capsula esplénica e bordos hepaticos
arredondados ultrapassando o gradil costal.

Fonte: Elaborado pela autora.
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Figura 2. A e B) Representacado anatémica das areas do encéfalo avaliadas no

presente estudo.

A) Diencéfalo, incluindo o hipocampo (H), tdlamo (T) e o plexo coroide do ventriculo lateral (seta
amarela). B) Tronco cerebral (TC) e cerebelo (C), incluindo o plexo coroide do 4° ventriculo (seta
amarela).

Fonte: Elaborado pela autora.

Figura 3 - Fotomicrografias de cortes histolégicos das regifes encefalicas dos

cdes com LV, demonstrando a distribuicdo e intensidade da inflamacéo.
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A e B) Meninge do hipocampo. A) Nota-se meningite discreta caracterizada por infiltrado inflamatério
linfoplasmocitario perivascular (seta). B) Meningite moderada (seta). C e D) Plexo coroide do
ventriculo lateral. C) Coroidite mononuclear discreta (*) D) coroidite mononuclear acentuada (*).
(barra=20um). HE.

Fonte: Elaborado pela autora.
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N&o foram observadas formas amastigotas na coloracdo de HE no encéfalo
ou medula espinhal dos animais avaliados. Tais resultados encontram-se na tabela
1. Detalhes da caracterizagdo da reacdo inflamatéria medular do grupo 1 estdo
descritos na tabela 2. Nos segmentos de medula espinhal, no grupo 1, a intensidade
da inflamacédo variou de grau I, grau Ill e grau IV em 7 animais. O restante dos
animais ndo possuia inflamacao (grau 0). Na figura 4A, 4C e 4E sao representadas
fotomicrografias dos cortes corados por HE de diferentes intensidades de reacéo
inflamatdria medular e, nas figuras 4B, 4D e 4F, fotomicrografias da distribuicdo e
intensidade de linfécitos TCD3+ em diferentes localizacdes e segmentos medulares.

Com relacdo aos linfécitos T, o grupo 1 apresentou maior quantidade de
células TCD3+ em todos os segmentos quando comparado com grupos 2 e 3,
havendo diferenga significativa (p<0,0001). N&o houve diferenga significativa entre
0s grupos 2 e 3 (p>0,05). O maior valor médio de células contadas foi maior no

segmento cervical do grupo 1 (Figura 5).
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Figura 4 - Fotomicrografias de cortes histologicos da medula espinhal de cées
com LV, demonstrando diferentes intensidades de inflamacdo observadas em
cortes corados por Hematoxilina-Eosina (HE), e a imunomarcagédo para
linfécitos TCD3+ revelada por DAB.
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A) Observar o infiltrado inflamatorio perivascular discreto na meninge, caracterizando a inflamacgéo
grau |. B) Observar discreta quantidade de linfécitos T CD3+ (ponta da seta) ao redor de vasos na
meninge, também com inflamacgé&o de grau |. C) Observar o infiltrado inflamatério perineural moderado
na medula cervical, caracterizando uma inflamacéo de grau Il. D) Observar a moderada quantidade
de linfocitos T CD3+ (ponta da seta) no perineuro da medula lombar, na inflamacéo grau Il. E e F)
Observar a acentuada quantidade de linfocitos T CD3+ (ponta da seta) na substancia cinzenta (E) e
substancia branca (F) da medula cervical, caracterizando a inflamagao de grau IV. (A, barra = 50 ym;
B, C, D, E, F, barra = 20um).

Fonte: Elaborado pela autora.
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Figura 5 - Grafico de colunas demonstrando o valor médio e desvio padrao de
linfécitos T CD3* contados por 556755,2 p? nos diferentes segmentos

medulares (cervical, toracico e lombar) de cada grupo.
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Segmento medular de cada grupo

Observar que o grupo 1 obteve maior quantidade de células TCD3+ em todos os segmentos
medulares, ao passo que ndo houve diferenca entre os grupos 2 e 3. (p<0,05).

Fonte: Elaborado pela autora.
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Tabela 1 - Intensidade da inflamacdo observada na medula espinhal e encéfalo

dos cées de cada grupo nas analises realizadas em cortes corados por HE.

B Namero de cées
Grau da Inflamacgéo

Grupo Medula Espinhal Encéfalo
Grau | 1/7 517
Grau Il 0 217
Grau Il 417 0
Gl
Grau IV 217 0
Grau | 0 7/8
Grau Il 0 1/8
Grau lll 0 0
G2
Grau IV 0 0
G3 Grau 0 6/6 6/6

Legenda: G1: cdes com inflamacdo medular e encefélica; G2: cdes sem inflamag&o medular e
com inflamag&o encefalica; G3: cdes sem inflamag&@o medular ou encefélica.

Fonte: Elaborado pela autora.

Tabela 2 - Distribuicédo e intensidade da reacao inflamatéria por area da medula

espinhal avaliada do grupo 1.

Animal Grau Meningite Perineurite Neurite Mielite
1 1 + 0 0 0
3 4 + 0 0 4
8 4 0 + + +++
18 3 ++ + + 0
19 3 + + + 0
24 3 ++ ++ 0 0
27 3 ++ ++ 0 0

Legenda: 0: ausente; +: discreta; ++: moderada; +++: acentuada

Fonte: Elaborado pela autora.



45

2.6 Discussao

Todos os caes utilizados neste experimento apresentavam diagndstico
parasitolégico positivo para Leishmania spp., no entanto, ndo foram observadas
formas amastigotas de Leishmania spp. nos cortes corados por HE do encéfalo ou
medula dos animais. A pesquisa de amastigotas por imuno-histoquimica na medula
também foi negativa. A observacao do parasito na coloracdo HE ou com auxilio de
imuno-histoquimica é reportada em alguns casos, mas nao é frequente [20,21, 5];

A principal alteracdo inflamatdria observada no encéfalo dos cdes neste
estudo foi a coroidite observada no plexo coroide do ventriculo lateral de 11 cées
(51%) e no plexo coroide do 4° ventriculo de 8 cées (38%). Além da coroidite, foi
observada meningite localizada na regido do hipocampo (n=9; 43%), tdlamo (n=9;
43%) e cerebelo (n=9; 43%); e meningoencefalite em dois animais, um pertencente
ao grupo 1, e o outro pertencente ao grupo 2. Todas as lesbes inflamatérias no
encéfalo eram compostas por células com morfologia compativel com linfécitos e
plasmacitos, com padréo perivascular, e corroboram com as descrigbes de Melo e
colaboradores (2009) e Melo e Machado (2011), que relataram a ocorréncia de
leptomeningite e coroidite em cées naturalmente infectados por L.infantum. Em
nosso estudo, inflamagdo com presenca de manguitos perivasculares foi observada
na medula espinhal de dois animais (28% = grau IV). Este tipo de lesdo sugere a
disfuncbes nas barreiras presentes no encéfalo, a BHE e a BHL, uma vez que ha
passagem exacerbada de leucdcitos através das mesmas.

Nossos resultados também foram semelhantes aos relatados por [5] que
observaram alterac6es inflamatérias no tecido nervoso de 15 cées naturalmente
infectados com L. infantum, incluindo meningite em 80% dos animais, coroidite em
27%, e encefalite (7%). Os autores avaliaram amostras de medula espinhal cervical,
toracica e lombar de 48 cées, e em 15 cées (31%) com inflamagdo no SNC, um
animal apresentou mielite, com formacdo de manguitos perivasculares. A mielite foi
observada em dois cées do presente estudo, 0s quais apresentavam também
inflamacgéo nas regides do encéfalo avaliadas. Mesmo sem a deteccdo do parasito, a
presenca de inflamacdo no plexo coroide fornece evidéncias de que a infeccao
sistémica por L. infantum promove alteracdes na barreira hemato-liquorica [9] , 0 que
pode facilitar a passagem de mediadores inflamatérios e células para o SNC.

N&o foi observado nenhum caso de cdo com LV com alteracdes inflamatorias
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na medula, sem que houvesse também algum grau de inflamacdo no encéfalo. Esta
informacéo indica que a reacdo inflamatoria pode ter se iniciado no encéfalo dos
cdes e mais tardiamente acometeu a medula espinhal.

Ha relatos de que a migracao de linfécitos ocorre através da barreira hemato-
liqudrica, no plexo coroide de cdes com LV [9]. Foram observados em alguns cées, a
presenca de linfocitos TCD3+ no interior do canal medular e distribuidos difusamente
na regido subependimaria, o que reforca a teoria de que linfocitos presentes no
liquido cefaloraquidiano possam migrar para o tecido nervoso medular adjacente.
Assim € muito provavel que alteracdes na permeabilidade da BHL contribua para a
migracao de linfocitos T também observada na medula espinhal. (Figura 6). Este fato
nao era esperado, uma vez que a BHM e BHN s&do mais permeaveis a mediadores
pré-inflamatérios em comparacéo a BHE [13]

Vale ressaltar que a migracao de linfocitos T para o tecido nervoso depende
do tempo de evolugcdo da doenca, e nos cédes nhaturalmente infectados ndo é
possivel fazer esta estimativa.

O segmento cervical e lombar foram o0s que apresentaram maior reacao
inflamatoria no grupo 1 (com inflamacgéo medular e encefalica, corroborando com os
achados de [14] os quais destacam uma maior permeabilidade a mediadores proé-
inflamatorios da barreira hemato-medular nos mesmos segmentos. Entretanto, ha de
se considerar a possibilidade da migracdo celular através de lesbes de nervos
periféricos e a disfuncdo da barreira hemato-neural, atingindo a medula espinhal,
pelo fato de que em nossa pesquisa a perineurite e neurite foram achados
frequentes nos cées do grupo 1. Além disso, fibras nervosas desprovidas da barreira
de mielina sdo mais suscetiveis a entrada de leucécitos, o que pode agravar a
reacao inflamatéria em ganglios e terminacdes nervosas, podendo atingir o

parénquima medular posteriormente.
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Figura 6 - Fotomicrografia do canal medular de cdo com LV.
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Observar a presenca de linfécitos TCD3+ no interior do canal medular e maior concentracdo dos
mesmos na regido perivascular subependimaria, além de raros linfocitos difusamente distribuidos
pelo parénquima na mesma regido. (IHQ revelada por DAB, barra=20um).

Fonte: Elaborado pela autora.

Em nosso estudo, sete animais apresentaram alteracfes inflamatérias
medulares, com distribuic&do e intensidade variadas, tanto no parénquima quanto na
meninge e nervos periféricos, concomitantemente a inflamagdo encefélica,
corroborando com os achados da literatura e enfatizando o envolvimento do SNC em
conjunto com o sistema nervoso periférico (SNP) na LV. A mielopatia induzida por
inflamacdo secundaria a infeccdo por Leishmania spp. tem sido relatada
esporadicamente na literatura acometendo diferentes segmentos da medula espinhal
[22] relatam a presenca de um granuloma extramedular na regido lombar de um
céo,[23] relatou o caso de um cédo com leishmaniose e lesbes medulares na regido
cervical (entre a 52 e 62 vértebra), também [15] descreveram um caso em que se
observaram tanto o envolvimento do sistema nervoso central como do sistema
nervoso periférico em um cdo com Leishmaniose. Tais relatos reforcam o possivel

envolvimento também da barreira hemato-neural na patogenia das lesdes
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observadas na medula espinhal de animais infectados. No presente estudo a
presenca de linfécitos TCD3* na medula espinhal foi significativamente maior nos
animais que possuiam inflamag¢do medular e encefalica (grupo 1). Entretanto, na
avaliacdo por area marcada néo foi observada diferenca entre o grupo 1 e 0s grupos
2 (sem inflamacdo medular e com inflamacdo encefélica) e 3 (sem inflamacéo
medular ou encefalica) (p> 0,05).

A inflamacgéo sistémica de baixo grau pode ser iniciada in vivo apos lesédo
traumética ou em doencas como doencas neurodegenerativas, metabdlicas e
autoimunes. Indutores de a inflamacdo desencadeiam a producdo de mediadores
inflamatorios, que alteram a funcionalidade do tecidos e 6rgdos e levam a inducéo
prejudicial de diferentes sistemas de barreira no corpo, onde a barreira hemato-
encefélica, a barreira hemato-retiniana, a barreira hemato-nervosa, a barreira
hemato-linfatica barreira e a barreira sangue-liquido cefalorraquidiano
desempenham papéis importantes. As diferentes barreiras sao Unicas, mas
estruturadas de maneira semelhante. Eles sdo equipados com sofisticadas jungbes
complexos onde diferentes conexinas, subunidades de proteinas de canais de
juncdes comunicantes e hemi-canais, constituem parceiros importantes. As células
envolvidas nas varias barreiras sdo acopladas em redes, sdo excitaveis, mas nao
expressam potenciais de acdo e podem ser alvos para a inflamacdo levando a
alteracdes em varios parametros celulares bioquimicos, que resultam em disfuncéo
ou destruicdo das barreiras [24].

Neste contexto, por ser uma doenca parasitaria de evolucdo crbnica, a
leishmaniose visceral pode contribuir para a disfuncdo de varias barreiras em
diferentes tecidos do paciente, uma vez que, durante o curso da doenca, séo
produzidas citocinas proé-inflamatoérias periféricas, as quais podem adentrar o SNC
diretamente através de 6rgaos circunventriculares desprovidos de jun¢des oclusivas,
e ativam as células da glia; através de proteinas de transporte endoteliais; induzindo
o aumento de mediadores pro-inflamatorios pelas células endoteliais e macréfagos
na vasculatura cerebral ou por ativacdo e diapedese de mondcitos/macrofagos e
linfécitos T no paréngquima cerebral [25].

No caso do tecido nervoso, € possivel que as barreiras hemato-encefélica,
hemato-liqudrica e hemato-neural estejam comprometidas, mas aparentemente a
BHL seja a principal via de entrada de linfécitos TCD3+, haja visto que a coroidite foi

a lesdo mais frequente nos cdes com LV. A figura S3 demonstra esquematicamente
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as vias de migracao celular propostas no presente estudo.

A diversidade da distribuicdo de linfécitos TCD3+ no tecido e estruturas do
encéfalo e medula espinhal observadas tanto no HE como na imuno-histoquimica
podem ser decorrentes de diferentes tempos de infeccao pelo parasito, uma vez que
0s casos estudados sao de infeccao natural. Contudo, mais estudos sao necessarios
para caracterizar as vias de migracado leucocitaria que resultam na ocorréncia de

mielite, neurite e perineurite nos céaes infectados.

2.7 Conclusao

Neste estudo observamos que lesfes inflamatoérias sdo frequentes no sistema
nervoso central e periférico de cdes com leishmaniose. Os linfocitos TCD3+ séo
observados compondo o infiltrado inflamatério em nervos periféricos, leptomeninges
e parénquima da medula espinhal, mesmo na auséncia do parasito. Mais estudos
sd0 necessarios para analisar a relacao entre as barreiras centrais e periféricas e

suas alteracdes durante a leishmaniose visceral canina.
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Article Transfer Service
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with no need to reformat. Please note that your article will be reviewed again by the new journal.
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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
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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.

For gold open access articles: Upon acceptance of an article, authors will be asked to complete a
'License Agreement' (more information). Permitted third party reuse of gold open access articles is
determined by the author's choice of user license.

Author rights
As an author you (or your employer or institution) have certain rights to reuse your work. More
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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
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This journal offers aﬂthors a choice in publishing their research:

Open Access

» Articles are freely available to both subscribers and the wider public with permitted reuse

e An open access publication fee is payable by authors or their research funder

Please visit our Open Access page for more information.

Subscription

e Articles are made available to subscribers as well as developing countries and patient groups through
our access programs
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¢ No open access publication fee

All articles published open access will be immediately and permanently free for everyone to read
and download. Permitted reuse is defined by your choice of one of the following Creative Commons
user licenses:

Creative Commons Attribution-NonCommercial-NoDerivs (CC BY-NC-ND): for non-
commercial purposes, lets others distribute and copy the article, and to include in a collective work
(such as an anthology), as long as they credit the author(s) and provided they do not alter or modify
the article.

Elsevier has established agreements with funding bodies, https://www.elsevier.com/fundingbodies.
This ensures authors can comply with funding body open access requirements, including specific user
licenses, such as CC BY. Some authors may also be reimbursed for associated publication fees. If
you need to comply with your funding body policy, you can apply for the CC BY license after your
manuscript is accepted for publication.

To provide open access, this journal has a publication fee which needs to be met by the authors or
their research funders for each article published open access.

Your publication choice will have no effect on the peer review process or acceptance of submitted
articles.

The Journal of Comparative Pathology is published in British and not American English.
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 WebShop
https://webshop.elsevier.com/language-editing-services/language-editing/ or visit our customer
support site https://service.elsevier.com for more information.

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.

Submit your article
Please submit your article via https://www.editorialmanager.com/YJCPA/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.

Reference Style

The 'Vancouver Numbered' reference style should be used in your paper:

Text: Indicate references by number(s) in square brackets in line with the text. The actual authors
can be referred to, but the reference number(s) must always be given.

List: Number the references (numbers in square brackets) in the list in the order in which they appear
in the text.
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Reference to a journal publication:

[1] Van der Geer ], Hanraads JAJ, Lupton RA. The art of writing a scientific article. J Sci Commun
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Reference to a book:
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Reference to a chapter in an edited book:

[3] Mettam GR, Adams LB. How to prepare an electronic version of your article. In: Jones BS, Smith
RZ, editors. Introduction to the electronic age. New York: E- Publishing Inc; 1999, p. 281?304.
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Note shortened form for last page number. e.g., 51-9, and that for more than 6 authors the first 6
should be listed followed by 'et al'." For further details you are referred to 'Uniform Requirements for
Manuscripts submitted to Biomedical Journals' (J Am Med Assoc 1997;277:927-34), see also http://
www.nlm.nih.gov/tsd/serials/terms_cond.html.

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
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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.
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findings in the manuscript. Extensive reviews of the literature will not be permitted, except in Review
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different journal, a copy of that article must be provided, in confidence, for comparison.

Manuscripts should be word processed. Times New Roman font at 12 pitch should be used, with
generous margins and full double spacing throughout. Each line should be numbered by using the
line numbering facility within the word processing package.
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1. An Abstract of the findings presented in the paper and the conclusions drawn from them. Authors
may, if they wish, suggest up to 8 Keywords that should follow the Abstract.

2. A brief Introduction stating the purpose of the paper.
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4. A record of the Results. Systeme Internationale (S.I.) units should be used.
5. A Discussion of the significance of the results.

6. Any necessary Acknowledgments for assistance. All contributors who do not meet the criteria for
authorship as defined above should be listed in an acknowledgments section. Examples of those who
might be acknowledged include a person who provided purely technical help, writing assistance, or a
department chair who provided only general support. Authors should disclose whether they had any
writing assistance and identify the entity that paid for this assistance. Finally, the acknowledgments
section should include a declaration concerning Funding and any Role of the Funding Source. Authors
should declare the role of study sponsors, if any, in the study design, in the collection, analysis and
interpretation of data; in the writing of the manuscript; and in the decision to submit the manuscript
for publication. If the study sponsors had no such involvement, the authors should so state.

7. A Conflict of Interest statement. All authors must disclose any financial and personal relationships
with other people or organisations 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.

AUTHOR INFORMATION PACK 24 Feb 2023 www.elsevier.com/locate/jcpa 7

64



The Journal will publish a 'graphical abstract' in the on-line version of the Table of Contents for each
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the figures in a paper) that encapsulates the subject of the paper. The image may be accompanied
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Graphical abstracts are optional, but where authors would like to include such an abstract the image
and proposed sentence must be submitted with a revised manuscript. The sentence may be modified
by the Editor-in-Chief.

Tables require captions and should be self-explanatory. Each column should have a heading that
accurately describes all entries beneath.

All illustrative material must be of high quality. Text figures (i.e., diagrams, charts, graphs), should
bear lettering, numbers and symbols large enough to be legible after sizing to the journal pages. The
figures will be inserted in the text at appropriate places. Authors should submit composite images
electronically. The typesetter will use them as provided. Where the author wishes to draw attention to
particular features by means of arrows or lettering, these should be superimposed electronically on
the photographs. No charge will be made for a reasonable number of figures or for the use of
colour for photographic illustrations if, in the Editor's opinion, it enhances the presentation
of results. The maximum page area available for blocks is 23 x 16.9 cm. Figures designed to span
one or both columns on a page should be 8.2 cm or 16.9 cm wide, respectively.

Legends to all illustrations should be included at the end of the manuscript and, where appropriate,
should state the stain. and magnification. The magnification, where appropriate, should be indicated
by a bar placed directly on the image with the distance represented typed in sufficiently large font
to be legible on the published image.

The following formats can be used to submit figures electronically: EPS; TIFF (minimum resolution
of 300 dpi for colour and halftones, 1000 dpi for bitmapped line drawings and 500 dpi for
combination halftone/line drawing); DOC/XLS/ (if figures are created in any Microsoft Office
application please supply "as is"). For a detailed guide on electronic artwork please visit our website
https://www.elsevier.com/artworkinstructions.

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: contact Elsevier's Rights Department, Oxford, UK: phone (+1) 215
239 3804 or +44(0)1865 843830, e-mail healthpermissions@elsevier.com. Requests may also be
completed online via https://www.elsevier.com/permissions.
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Formatting of funding sources
List funding sources in this standard way to facilitate compliance to funder's requirements:
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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.

Data references
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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.

Preprint references

Where a preprint has subsequently become available as a peer-reviewed publication, the formal
publication should be used as the reference. If there are preprints that are central to your work or that
cover crucial developments in the topic, but are not yet formally published, these may be referenced.
Preprints should be clearly marked as such, for example by including the word preprint, or the name
of the preprint server, as part of the reference. The preprint DOI should also be provided.

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
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.
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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).

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

The Digital Object Identifier (DOI) may be used to cite and link to electronic documents. The DOI
consists of a unique alpha-numeric character string which is assigned to a document by the publisher
on initial electronic publication. The assigned DOI never changes. Therefore, it is an ideal medium
for citing a document, particularly 'Articles in press' because they have not yet received their full
bibliographic information. Example of a correctly given DOI (in URL format; here an article in the
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http://dx.doi.org/10.1016/j.physletb.2010.09.059

When you use a DOI to create links to documents on the web, the DOIs are guaranteed never to
change.

One set of page proofs (as PDF files) will be sent by e-mail to the corresponding author (if we do not
have an e-mail address then paper proofs will be sent by post) or a link will be provided in the e-
mail so that authors can download the files themselves. To ensure a fast publication process of the
article, we kindly ask authors to provide us with their proof corrections within two days. Elsevier now
provides authors with PDF proofs which can be annotated; for this you will need to download the free
Adobe Reader, version 9 (or higher). Instructions on how to annotate PDF files will accompany the
proofs (also given online). The exact system requirements are given at the Adobe site.

If you do not wish to use the PDF annotations function, you may list the corrections (including replies
to the Query Form) and return them to Elsevier in an e-mail. Please list your corrections quoting line
number. If, for any reason, this is not possible, then mark the corrections and any other comments
(including replies to the Query Form) on a printout of your proof and scan the pages and return via e-
mail. 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. We will do everything possible to get your
article published quickly and accurately. 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.

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. 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.

As an author you (or your employer or institution) may do the following:
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e make copies (print or electronic) of the article for your own personal use, including for your own
classroom teaching use

e make copies and distribute such copies (including through e-mail) of the article to research
colleagues, for the personal use by such colleagues (but not commercially or systematically, e.g., via
an e-mail list or list server)

e post a pre-print version of the article on Internet websites including electronic pre-print servers,
and to retain indefinitely such version on such servers or sites
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review and editing process) on your personal or institutional website or server, with a link to the
journal homepage (on elsevier.com)

e present the article at a meeting or conference and to distribute copies of the article to the delegates
attending such a meeting

o for your employer, if the article is a 'work for hire', made within the scope of your employment,
your employer may use all or part of the information in the article for other intra-company use (e.g.,
training)

e retain patent and trademark rights and rights to any processes or procedure described in the article
e include the article in full or in part in a thesis or dissertation (provided that this is not to be published
commercially)

» use the article or any part thereof in a printed compilation of your works, such as collected writings
or lecture notes (subsequent to publication of your article in the journal)

e prepare other derivative works, to extend the article into book-length form, or to otherwise re-use
portions or excerpts in other works, with full acknowledgement of its original publication in the journal
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ANEXO B - CERTIFICADO DO COMITE DE ETICA
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ANEXO C - FIGURAS SUPLEMENTARES

Figura S1 - Demonstracdo da graduacao da reacao inflamatdria no encéfalo e

medula espinhal.

Grano, et al. (2016)

= Grau 0: auséncia de inflamacio

« Grau I: inflamacéo discreta nas

leptomeninges e PC

= Grau II: inflamacido moderada nas

lepto + PC

« Grau III: inflamacdo intensa lepto
+ PC + infiltrado perivascular

intenso no parénquima cerebral

Presente estudo

Grau 0: auséncia

Grau I: leptomeningite discreta

acentuada

Grau I'V: mielite (manguito PV)

Legenda: PC: plexo coroide; PV: perivascular.

Fonte: Elaborado pela autora.
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Figura S2. Demonstracdo da contagem de linfécitos TCD3+ pelo software

ImagedJ (ferramenta “multipoint”).

71

i Image) _ %
File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help
=1 +
0 o|c|o| /4N A|o]¢| | o /]o| 7| [
‘Rectangle®, rounded rect or rotated rect (alt or long click to switch)
i
&
# v’ Ferramenta “multipoint”
o - -
o - 2 "
oP SBAES ontagem manua
; &.“" 4 LR
L2 o Y 2 * 2
e 8 é‘gé ¥* v Semiquantitativa
&
20 ym

Fonte: Elaborado pela autora.
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Figura S3 - Representacdo esquematica das possiveis vias de migracédo
leucocitaria para a medula espinhal.

v" Ruptura da BHE
v" Via Plexo coroide > BHL

v' BHL
v' Células ependimdrias
ME

v Les®es SNP
v" BHN

A) Seta azul: observar a migracdo através da teoria da disfuncdo ou ruptura da barreira
hematoencefalica (BHE) ou da BHL (evidenciada pela coroidite acentuada); B) Observar a presenca
de linfécitos TCD3+ no canal medular, por onde passa o liquor (disfuncdo da BHL) e uma possivel
migracdo direta através das células ependimarias pela observacdo de linfécitos TCD3+ na regido
subependimaria; C) Observar a via de migracdo através da disfungcdo da BHN e/ou barreira de
mielina, uma vez que se observa a neurite moderada (lesées no SNP).

Fonte: Elaborado pela autora.



