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RESUMO

A erliquiose canina ¢ uma doenga infecciosa causada pela bactéria Ehrlichia spp., descrita em
todo o mundo. Cées portadores de erliquiose sdo mais predispostos a desenvolverem lesdo renal
aguda e consequentemente doenga renal cronica. Variagdes na resposta inflamatoria causada
pelo hospedeiro resultam em diferentes fases, sendo a aguda, subclinica e cronica. Em cada
uma delas, € possivel que ocorra o desenvolvimento de comorbidades multissistémicas, sendo
as glomerulonefrites comumente observadas. Desta forma, o presente estudo teve como
objetivo avaliar a fisiopatogenia da proteinaria e da lesdo renal aguda na erliquiose canina,
analisando o perfil de citocinas inflamatorias e correlacionando com os pardmetros renais, em
pacientes caninos infectados espontaneamente com £. canis na fase aguda e subclinica. Através
da maior compreensdo da fisiopatogenia da doenca, ¢ possivel promover avangos nos
tratamentos na medicina veterinaria € humana. Para a realizagdo do estudo, foram recrutados
58 cdes com raga, idade, sexo e pesos variados foram alocados em trés grupos distintos. Apos
avaliag@o clinica e laboratorial, 18 animais foram inseridos no grupo de cdes higidos (Grupo
controle-GC). Os cdes com diagndstico molecular positivo estritamente para F£. canis, com
presenca de manifestagdes clinicas foram inseridos no grupo de animais com doenga aguda
(GDA; n=24), e aqueles com diagnéstico molecular e soroldgico positivos estritamente para £.
canis, porém, sem sinais e manifestagdes clinicas, foram considerados com doenga subclinica
(GSC; n=16). Foram avaliadas as citocinas TNFa, IL-4, IL-6, INF-, e IL-10. Todas as citocinas
apresentaram diferencas estatisticas (p<0,0001) em relagido aos grupos supracitados. TNFa, IL-
4, IL-6 e INF-, evidenciaram um padrdo aumentado no GDA e GSC. Houve correlagdo positiva
entre TNFa, INF-, e IL-10 e a proteintiria no GDA, bem como a correlagdo negativa da IL-10
com a proteinuria no GSC. Desta forma, conclui-se que o TNFa e INF-, estdo relacionados a
inflamac¢do aguda da doenga, enquanto a IL-10 parece atenuar as manifestagdes clinicas, mas
ndo a proteinuria. Em ambas as fases, tais citocinas apresentam potencial em causar proteinuria,

e consequentemente levar ao quadro de lesdo renal em cdes infectados.

Palavras-chave: hemoparasitose, interleucinas, IL-10, INF-,, TNF-q



ABSTRACT

Canine ehrlichiosis is an infectious disease caused by the bacteria Ehrlichia spp., described
worldwide. Dogs with ehrlichiosis are more predisposed to develop acute kidney injury and
consequently chronic kidney disease. Variations in the inflammatory response caused by the
host result in different phases, being acute, subclinical and chronic. In each of them, the
development of multisystemic comorbidities is possible, with glomerulonephritis being
commonly observed. Thus, the present study aimed to evaluate the pathophysiology of
proteinuria and acute kidney injury in canine ehrlichiosis, analyzing the profile of inflammatory
cytokines and correlating them with renal parameters in canine patients spontaneously infected
with E. canis in the acute and subclinical phases. Through a better understanding of the
pathophysiology of the disease, it is possible to promote advances in treatments in veterinary
and human medicine. To carry out the study, 58 dogs of varying breed, age, sex and weight
were recruited and allocated into three distinct groups. After clinical and laboratory evaluation,
18 animals were included in the group of healthy dogs (Control Group-CG). Dogs with a strictly
positive molecular diagnosis for F. canis, with the presence of clinical manifestations were
included in the group of animals with acute disease (ADG; n=24), and those with a strictly
positive molecular and serological diagnosis for E. canis, however, without clinical signs and
manifestations, they were considered to have subclinical disease (SCG; n=16). The cytokines
TNFa, IL-4, IL-6, INF-, and IL-10 were evaluated. All cytokines showed statistical differences
(p<0.0001) in relation to the aforementioned groups. TNFa, IL-4, IL-6 and INF-, showed an
increased pattern in GDA and GSC. There was a positive correlation between TNFo, INF-, and
IL-10 and proteinuria in the GDA, as well as a negative correlation between IL-10 and
proteinuria in the GSC. Thus, it is concluded that TNFo and INF-, are related to the acute
inflammation of the disease, while IL-10 seems to attenuate the clinical manifestations, but not
proteinuria. In both phases, such cytokines have the potential to cause proteinuria, and

consequently lead to kidney damage in infected dogs.

Keywords: hemoparasitosis, interleukins, IL-10, INF-,, TNF-a
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CAPITULO 1

1 INTRODUCAO

A erliquiose monocitica canina é causada por uma bactéria gram-negativa, intracelular
obrigatéria, denominada Fhrlichia spp. Sua transmissdo ocorre através da picada de carrapatos
infectados, e acomete cdes de varios locais em todo o mundo (MYLONAKIS; HARRUS;
BREITSCHWERDT, 2019). Ocorre o periodo de incubag@o, e a progressdo da doenga pode ser
assintomatica, subclinica, aguda ou cronica, que sdo classificadas de acordo com sinais clinicos
e alteracdes em exames complementares (HARRUS; WANER; NEER, 2011). A agdo do
sistema imunologico, influenciado pelas citocinas pode ter uma importante correlagdo com a
diferenca entre as fases descritas (TAJIMA; RIKIHISA, 2005; FARIA et al., 2011).

A fase aguda da erliquiose canina ocorre geralmente ap6os 10 a 14 dias apos infecgéo, e
¢ marcada por hipertermia, linfadenopatia, hepatoesplenomegalia e emaciagdo (UNVER et al ,
2009). Os achados histopatolégicos estdo associados a vasculite, infiltrado mononuclear e
glomerulonefrite associada (DE CASTRO et al., 2004). Na fase subclinica da doenga, os
animais ndo apresentam sinais clinicos e as alteracdes em exames complementares geralmente
sdo ausentes ou discretas (WANER, et al. 1997). Esta fase € caracterizada por niveis elevados
de anticorpos séricos, devido a conten¢do da bactéria nos tecidos, exercida pela resposta imune
do individuo infectado (IQBAL; RIKIHISA, 1994). A constante estimula¢do do sistema
imunologico provavelmente induz a deposi¢do de imunocomplexos nos rins, o que pode causar
glomerulonefrite (HARRUS et al., 2001) e acelerar a progressdo da doenga renal crénica.

As alterac¢des histopatologicas renais mais evidentes em cdes com erliquiose incluem as
glomerulonefrites proliferativas e membranoproliferativas, nefrite e fibrose intersticial,
infiltrado linfohistioplasmocitario em diversos graus no intersticio, regides perivasculares e
periglomerulares, compativeis com os disturbios imunomediados e inflamatorios causados pela
enfermidade (SILVA et al., 2016). A fase subclinica pode ser marcada por proliferacdo de
células mesangiais, glomerulosclerose segmentar focal, glomérulos isquémicos, fibrose
intersticial leve a moderada e atrofia tubular (CRIVELLENTTI et al., 2021). Devido a todos os
danos renais secundarios supracitados, os pacientes caninos acometidos com erliquiose
possuem mais chances de desenvolver doenga renal cronica (BURTON et al., 2020).

Frente a estes achados, observam-se variagdes de resposta diante a0 mesmo agente em
momentos distintos da doenga. O que poderia corroborar com tratamentos diferentes para

impedir eu reduzir a progressdo de lesdo renal. O presente estudo teve como objetivo aprofundar
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os conhecimentos sobre a fisiopatogenia da proteinuria, avaliando o perfil de citocinas
inflamatoérias e correlacionando com parametros de avaliagdo renal, em pacientes caninos
infectados espontaneamente com £. canis na fase clinica aguda e subclinica. O aprimoramento
do conhecimento da fisiopatogenia da doenga permite avangos em sua terapéutica, contribuindo
para a medicina veterindria € humana, visto que os seres humanos também sdo acometidos por

outras espécies de ehrlichia e rickettsias (ISMAIL; MCBRIDE, 2017).

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Erliquiose monocitica canina

A Ehrlichia spp. € uma bactéria gram-negativa, intracelular obrigatoria, que se replica
principalmente em mondcitos, macrofagos e neutrofilos (AGUIAR et al., 2020). As demais
espécies derivadas incluem a FE. canis, E. chaffeensis, E. ewingii, E. muris eauclarensis, F.
ruminantium e F. minasensis (DUMLER et al., 2001). A erliquiose monocitica canina ocorre
pela infeccdo por F. canis, enquanto a forma monocitotropica € secundaria a I. chaffeensis, e a
granulotropica, pela F. ewingii (BEALL et al., 2012).

A distribuig@o desses patogenos foi previamente documentada em todo o mundo, porém,
areas tropicais e subtropicais sdo consideradas endémicas e a prevaléncia pode atingir até 88%,
em paises como o Brasil (VIEIRA et al., 2011). O principal vetor € o carrapato marrom do céo,
Rhipicephalus sanguineus, mas também pode ser transmitida por outros carrapatos (JOHNSON
et al., 1998; OLANO; WALKER, 2002). A bactéria ¢ inoculada no hospedeiro pela secre¢io
salivar do vetor infectado (MOREIRA et al., 2003), mas a transmissdo também pode ocorrer de
maneira indireta, via transfusdes de sangue ou hemocomponentes contendo morulas de
Ehrlichia spp. (WARDRORP et al., 2016). Contraditoriamente, a transmiss@o via perinatal nao
foi documentada até o momento (TAQUES et al., 2016).

O periodo de incubagdo da F. canis varia entre 8 a 20 dias. As fases em que a doenga
pode se desenvolver inclui a aguda (2 a 4 semanas), subclinica, ou cronica, que sdo classificadas
de acordo com sinais clinicos e altera¢des em exames complementares (HARRUS; WANER,;
NEER, 2011). Muitos cées ndo tratados ou sob terapias inadequadas podem desenvolver a fase
subclinica da erliquiose, e essa pode persistir meses a anos (BURTON et al., 2020).

A intensidade das manifestagdes clinicas pode variar com os estagios da doenga, tipo da
cepa infectante, susceptibilidade e resposta imune do hospedeiro (DINIZ; MOURA DE

AGUIAR, 2022). Os sinais sdo multissistémicos e inespecificos, incluindo apatia, febre,
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prostragdo, letargia, perda de peso, linfadenopatia, anorexia e esplenomegalia, possivelmente
acompanhadas de focos de hemorragia (WOODY; HOSKINS, 1991). O sangramento pode ser
cutaneo, no caso de petéquias, equimoses ou hematomas (figura 1), assim como na forma de
epistaxe, hematuria ou em qualquer outro local (BAl et al., 2017). Quadros agudos mais severos
podem resultar em falha multipla de 6rgéos e morte (NAIR et al., 2016).

A trombocitopenia € um achado laboratorial que pode estar associado a qualquer fase
da erliquiose monocitica canina, uma vez que seu decaimento esta relacionado ao consumo pelo
organismo, destrui¢do imunomediada, sequestro de plaquetas pelo bago ou redugdo da sua
producdo nos casos de hipoplasia medular (BRANDAO et al., 2006). Outras altera¢des
hematologicas comuns s@o leucopenia e anemia normocitica € normocrdmica, usualmente nao
regenerativa ou até mesmo pancitopenia importante (DE CASTRO et al.,, 2004). As
anormalidades bioquimicas comumente encontradas incluem aumento da atividade da alanina
aminotransferase (ALT) e fosfatase alcalina, hiperglobulinemia e proteinuria (HARRUS;

WANER; NEER, 2011; NAIR et al., 2016).

Figura 1. Hematoma em regido abdominal de paciente com trombocitopenia

imunomediada secundario a infeccio aguda por E. canis. Fonte: arquivo pessoal.
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Na fase subclinica da erliquiose canina, nota-se aumento de anticorpos séricos (IQBAL;
RIKIHISA, 1994), e os animais ndo apresentam sinais clinicos nem alteragdes laboratoriais
importantes como anemia, trombocitopenia, leucocitose, hiperproteinemia com
hipergamaglobulinemia (WANER et al.,, 1997). A constante estimulacdo do sistema
imunologico na erliquiose provavelmente induz deposi¢do de imunocomplexos nos rins, o que
pode causar glomerulonefrite (HARRUS et al., 2001) e acelerar a progressdo da doenga renal
cronica (BURTON et al., 2020).

Os quadros cronicos podem se desenvolver em alguns cdes e geralmente € observado
perda de peso, uveite, hifema ou demais lesdes oculares, miocardites, arritmias cardiacas,
discrasias sanguineas, edema articular, déficit neurologico ou convulsdes e glomerulopatias
com graus variados, podendo evoluir para sindrome nefrética (PANCIERA; EWING;
CONFER, 2001; DINIZ et al., 2008; BURTON et al., 2020; DINIZ; MOURA DE AGUIAR,
2022).

A suspeita diagnostica deve ser considerada frente ao historico clinico e achados
laboratoriais, associados ou ndo a presenga de sinais clinicos (DAGNONE; MORAIS;
VIDOTTO, 2001). A combinagio de técnicas moleculares e soroldgicas aumentam as chances
de otimizar o diagnostico confirmatério para Ehrlichia spp. e outras rickettsias, visto que o
parasita pode desencadear diferentes fases no hospedeiro (MAGGI et al., 2013). Uma
alternativa relativamente simples e acessivel de pesquisar tal agente, conta com o esfregago
sanguineo de amostras obtidas da punc¢io de vasos periféricos do pavilhdo auricular dos cédes
suspeitos (BORIN; CRIVELLENTTI;, FERREIRA, 2009).

O teste sorologico pode ser feito por alguns kits rapidos, como o Snap 4Dx Plus® —
IDEXX, ou entdo por ensaios de imunofluorescéncia. No primeiro se obtém um resultado
rapido, custo relativamente acessivel e de facil armazenamento e execugdo da técnica. Possui
elevada sensibilidade para deteccdo de E. canis e E. ewingii, além de ser reagente para outras
rickettsias (LIU et al., 2018). Na analise sorologica por imunofluorescéncia € possivel detectar
os titulos de anticorpos, porém, possui maior tempo de execugdo e deve ser realizado em
ambiente laboratorial com equipamentos e kits especificos para a analise (DINIZ; MOURA DE
AGUIAR, 2022). Os exames moleculares, como a rea¢do em cadeia da polimerase (PCR),
permitem obter resultados altamente precisos mesmo nos periodos mais recentes de infecgao,
ou seja, nos primeiros 7-14 dias (RODRIGUEZ-ALARCON et al., 2020).

O tratamento deve ser instituido para cdes que apresentem suspeita clinica, alteragdes
laboratoriais e detecc¢do direta do agente (Ehrlichia spp.) e/ou persisténcia de elevados titulos

de anticorpos com intervalos de 2 a 3 semanas. A presenga isolada de anticorpos, ndo
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acompanhada de PCR positivo, pode indicar exposi¢do prévia e resolucdo autolimitante da
infeccdo. Nesse cendrio, mesmo a presenca de elevados titulos podem ser resultado de um
processo infeccioso que foi debelado (DINIZ; MOURA DE AGUIAR, 2022).

As tetraciclinas sdo consideradas a terapia de escolha, e a doxiciclina é a mais indicada.
Durante a fase aguda da erliquiose monocitica canina, a doxiciclina atua reduzindo o estresse
oxidativo, além de eliminar o parasita. A dose recomendada pode variar de 5 mg/kg a cada 12
horas ou 10 mg/kg a cada 24 horas, durante 21 a 28 dias (EDDLESTONE et al., 2007).

Os cuidados com a prescrigdo da doxiciclina incluem fornecé-la junto do alimento
comercial, evitar oferecer leite, queijo e derivados ou antidcidos associados, pois reduzem a
absorc¢do e biodisponibilidade. Cerca de duas semanas apos o inicio da antibioticoterapia, €
esperado que as anormalidades do hemograma retornem aos valores basais ou estejam proximas
do valor de referéncia (MYLONAKIS; HARRUS; BREITSCHWERDT, 2019, DINIZ;
MOURA DE AGUIAR, 2022).

O uso de glicocorticoides € controverso, pois pode induzir a outras alteracdes
hematologicas. Ainda hoje, seu uso tem sido considerado de forma empirica, principalmente
nos casos onde ndo seja observada resposta clinica, laboratorial ou na suspeita de
mielossupressdo (SILVA et al., 2021). A terapia suporte com sulfato ferroso, filgrastim e acido
folico pode ser necessaria para pacientes mielossuprimidos. De maneira semelhante, pode ser
necessario incluir reposi¢do hidroeletrolitica, analgésica, antipirética, orexigénica, antiemética
e correcdes de hemocomponentes de alguns pacientes mais gravemente acometidos (DINIZ;
MOURA DE AGUIAR, 2022).

O prognostico de cdes portadores de erliquiose crénica € considerado reservado,
principalmente os casos onde foram constatadas mielossupressdo e pancitopenia
(MYLONAKIS; HARRUS; BREITSCHWERDT, 2019). Segundo um estudo realizado por
Shipov e colaboradores (2008), a presenga de leucopenia e anemia severa, hipocalemia e
aumento do tempo de tromboplastina parcial ativada, servem de ferramentas prognosticas para

pacientes caninos com erliquiose em qualquer estagio da doenga.

2.2. Lesao renal em cées secundaria a Ehrlichia spp.

Diversas evidencias cientificas permitem relacionar a erliquiose canina ao
desenvolvimento tanto da doenga renal cronica, quanto a aguda em cdes (CODNER et al., 1992;
LUCKSCHANDER; KLEITER; WILLMANN, 2003; SILVA et al., 2016). Ademais, por ser

uma afec¢do com manifestagcdes e acometimento multissistémico, também ha um maior risco
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de surgirem comorbidades no miocardio (DINIZ et al., 2008), oculares (LEIVA; NARANIJO,
PENA, 2005), neurolégicas (THOMAS, 2000) e entre outros tecidos (DE CASTRO et al., 2004;
NAIR et al., 2016).

As consequéncias clinicas da erliquiose canina estdo diretamente relacionadas a fase da
doenga, cepa infectante da . canis, susceptibilidade do hospedeiro e resposta imune (DINIZ;
MOURA DE AGUIAR, 2022). Na fase aguda, as células mononucleares infectadas tendem a
infiltrar o endotélio vascular de varios tecidos, inclusive o parénquima renal, resultando em
vasculite local (SIMPSON, 1974). Teoriza-se que, a medida em que ha aumento de
imunoglobulinas pelo processo infeccioso, ocorre a formagdo de imunocomplexos que se
depositam nos rins, resultando em glomerulonefrite e predispondo o animal a proteinuria e
perda de funcdo renal (FRANK; BREITSCHWERDT, 1999).

A maioria dos cdes portadores de erliquiose apresentam algum grau de lesdo renal. Um
estudo realizado por Silva e colaboradores (2016), detectou a presenca de lesdes
tubulointersticiais, glomerulares membranoproliferativas e nefrite intersticial em cées
infectados com F. canis em fase aguda. Além disso, também foi relatada moderada a elevada
quantidade de células linfoplasmocitérias, indicando um alto potencial imunogénico na
fisiopatogenia da lesdo renal em cédes com erliquiose canina. Segundo Crivellenti et al., (2021),
cées portadores de erliquiose na fase subclinica também podem apresentar importantes lesdes
histolégicas. As caracteristicas dessas anormalidades incluem proliferagdo de células
mesangiais, glomerulosclerose segmentar focal, glomérulos isquémicos, fibrose intersticial leve
a moderada e atrofia tubular.

Embora existam evidencias de que a fase subclinica possa ser marcada por elevados
niveis de anticorpos (IQBAL; RIKIHISA, 1994) e citocinas (TAJIMA; RIKIHISA, 2005),
ainda sdo escassos os estudos que correlacionaram esses achados ao desenvolvimento direto de

lesdo renal em cies.

2.3. Citocinas pré/anti-inflamatorias e suas repercussdes renais

O sistema imune atua de maneira complexa e meticulosa para manter o organismo em
homeostase e seguro de patdgenos e/ou respostas inflamatorias exacerbadas. Uma ferramenta
eficiente na sinalizago celular ¢ através das citocinas (OPAL; DEPALQ, 2000).

Algumas das principais citocinas envolvidas no desenvolvimento da erliquiose canina
sdo o interferon gama (INF-,), fator de necrose tumoral-a (TNFa) e outras interleucinas, tais

como IL-4, IL-6 e IL-10 (TAJIMA; RIKIHISA, 2005; FARIA et al., 2011). A seguir, estdo
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descritas informagdes gerais referentes a relevancia, comportamento e efeitos dessas moléculas

no organismo animal.

2.3.1. Interleucinas 4, 6, 10 (IL-4, I1.-6 e IL-10) e Interferon gama (INF-,)

O termo interleucina € empregado para descrever moléculas oriundas principalmente de
leucocitos, que participam da comunicagdo celular (MUELLER; HARTMANN, 2021). A
interleucina 6 (IL-6) € uma citocina produzida por diversas c€lulas incluindo monocitos, células
endoteliais, adipocitos, células renais mesangiais e fibroblastos. Essa estimula a replicagdo de
linfécitos T, diferenciacdo de linfocitos B para sintese de anticorpos e a sintese de proteinas de
fase aguda como o fibrinogénio e da proteina C reativa. Também exerce papel fundamental na
glomerulopatia proliferativa mesangial, por estimular a proliferacio das células renais
mesangiais e causar hipertrofia renal patologica (SINGH, et al. 2022). Na doenca renal cronica
humana, a IL-6 é reconhecida como um dos melhores preditores inflamatorios e seus niveis
elevados sdo justificados pela alta produgo na doenga, assim como pela diminui¢io da taxa de
filtragcdo glomerular, o que diminui sua excre¢do (LIU; ZENG; LI, 2022).

A interleucina 10 (IL-10) € sintetizada a partir de linfdcitos € mondcitos, e tem potencial
anti-inflamatorio a nivel local ou sistémico. E regulada de maneira efetiva frente a resposta
imunologica, portanto, sua secre¢do geralmente ocorre algumas horas apos a sinalizagdo de
outras citocinas e fatores pro-inflamatorios, garantindo a ameniza¢do da inflamagdo em
diversos niveis (MEISEL et al., 1996). O aumento da IL-10 interfere na modulagio de citocinas
pré-inflamatorias como IL-1, IL-6, IL-12 e TNF-q, assim como descrito na figura 2.

Nos pacientes urémicos, a constante estimulacdo de monocitos parece estar
correlacionada a maior producdo de IL-10, quando comparados aos individuos saudaveis
(MORITA et al., 1997). Outra caracteristica relacionada aos pacientes doentes renais humanos
em estagio avangado, ¢ que a reducgdo da taxa de filtragdo glomerular eleva a concentragdo de

IL-10 devido a menor metabolizagdo e excre¢do renal (BRUNET et al., 1998).
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IL-12

IL-8

TNF-a

Figura 2. Interacio entre algumas citocinas pro-inflamatorias (IL-1, IL-6, IL-8, 1L-12,
TNF-a) e anti-inflamatorias (IL-10) e seus efeitos inibitorios (-) ou estimulatorios (+).

Adaptado de Stevinkel et al., 2005.

Considerado como um subgrupo das interleucinas, o interferon gama (INF-,) ¢ uma
proteina que participa da imunidade inata e adaptativa (KLOTZ et al., 2017). E produzido
predominantemente pelas células natural killer ativadas durante processos infecciosos,
principalmente os virais (MUELLER; HARTMANN, 2021). Outras interleucinas, como a IL-
12, IL-15 e IL-18 regulam e interferem na sua sintese (PEGRAM et al., 2011). Apesar de conter
a replicagdo viral, o INF-, aumenta a apresentacdo de antigenos dos linfécitos Thl e amplifica
o reconhecimento imunogénico. Também participa da ativagdo de macrofagos, aumentando sua

ligagdo aos receptores Toll-like, que potencializam a resposta imunologica a patégenos (HU;
IVASHKIV, 2009; MUELLER; HARTMANN, 2021).

2.3.3. Fator de necrose tumoral (TNF-a)

O fator de necrose tumoral (TNF-0) € uma proteina com efeito pré-inflamatorio. Este é
produzido pelos linfécitos T, mas também por células endoteliais vasculares, tubulares renais e
células mesangiais (MAJID, 2011). Sua sintese estd relacionada a processos inflamatorios,
citotdxicos ou eventos apoptdticos (MEHAFFEY; MAJID, 2017).

Em humanos, o TNFa ¢ altamente correlacionado ao desenvolvimento de
glomerulopatias (OBERG et al., 2004). Além disso, alguns modelos experimentais
evidenciaram que a inibi¢do farmacoldgica de TNF-a atenuou o desenvolvimento das lesdes
glomerulares em ratos (KARKAR; SMITH; PUSEY, 2001). Segundo Meisel e colaboradores
(1996), a IL-10 pode modular e reduzir a resposta inflamatoria causada pelo TNFa, (figura 2).
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CAPITULO 2

1 ARTIGO

PAPEL DAS CITOCINAS NA PROTEINI’JR’IA DA ERLIQUIOSE NA FASE AGUDA
CLINICA E SUBCLINICA EM CAES

Resumo

A erliquiose canina ¢ uma doenga infecciosa causada pela bactéria Ehrlichia spp., descrita em
todo o mundo, entretanto, ¢ considerada endémica principalmente em dareas tropicais e
subtropicais. Caes portadores de erliquiose sdo mais predispostos a desenvolverem uma série
de comorbidades e distirbios multissistémicos, principalmente associados a lesdo renal aguda
e predispor a doenga renal cronica. Variagdes na resposta inflamatéria do hospedeiro resultam
em diferentes fases: aguda, subclinica e cronica. Em cada uma delas, ¢ possivel que ocorra o
desenvolvimento de comorbidades multissistémicas, sendo as glomerulonefrites comumente
observadas. Desta forma, o presente estudo teve como objetivo avaliar a fisiopatogenia da
proteinuria e da lesdo renal aguda correlacionando o perfil de citocinas inflamatérias com
pardmetros de avaliagdo renal, em pacientes caninos infectados espontaneamente com E. canis
na fase clinica aguda e subclinica. Para isso, 58 cdes com raga, idade, sexo e pesos variados
foram alocados em trés categorias distintas. Apos uma triagem clinica e laboratorial minuciosa,
18 animais foram inseridos no grupo de animais higidos (grupo controle - GC). Os cdes com
diagnostico molecular positivo estritamente para . canis e presenga de manifestacdes clinicas
foram inseridos no grupo de animais com doenga ativa (GDA; n=24), e aqueles positivos tanto
no diagnostico molecular e sorologico, porém, sem sinais e manifestagdes clinicas, foram
considerados com doenga subclinica (GSC; n=16). Todas as citocinas apresentaram diferencas
estatisticas (p<0,0001) em relagdo aos grupos supracitados. TNFa, IL-4, IL-6 e INF-,
evidenciaram um padrdo aumentado no GDA e GSC. Houve correlagdo positiva entre TNFa,
INF-, e IL-10 e a proteinuria no GDA, bem como a correlagdo negativa da IL-10 com a
proteiniria no GSC. Desta forma, conclui-se que o TNFa e INF-, estdo relacionados a
inflamag¢do aguda da doenga, enquanto a IL-10 parece atenuar as manifestagdes clinicas, mas
ndo a proteinuria. Em ambas as fases, tais citocinas apresentam potencial em causar proteinuria,
e consequentemente levar ao quadro de lesdo renal em cdes infectados.

Palavras-chave: hemoparasitose, interleucinas, imunologia, nefropatia

1. Introducao
A erliquiose canina ¢ uma doenga infecciosa causada pela bactéria intracelular gram-
negativa Fhrlichia spp., transmitida pincipalmente pelo carrapato Rhipicephalus sanguineus
(Dumler etal., 2001), sendo encontrada no mundo todo, e considerada endémica principalmente

em areas tropicais e subtropicais (Aguiar et al., 2007; Silva et al., 2016).
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A severidade das manifesta¢des clinicas tende a variar de acordo com os trés estagios
da doenga, sendo eles o agudo, subclinico (assintoméatico) ou cronico (de Castro et al., 2004).
Os sinais sdo multissistémicos € comumente aparecem na forma de letargia, disorexia,
disturbios gastrointestinais, perda de peso, anemia, febre, epistaxe e linfadenopatia (Nair et al
2016).

Atualmente trabalhos tem demonstrado que cdes portadores de erliquiose canina sdo
mais predispostos a desenvolver lesdes renais (Burton et al., 2020). Umas das teorias aceitas
envolvem a cronicidade do depdsito de imunocomplexos nos rins, resultando em
glomerulonefrite e predispondo o animal a proteintria e perda de funcgéo renal (Caster et al.,
2014; Goldstein et al., 2013; Littman et al., 2013, Crivellenti et al., 2021). Como existem
diferencas importantes de respostas frente a mesma doenga, as interleucinas tem sido alvo
importante tanto da patogénese quanto alvo terapéutico de varios agentes infectantes, como o
coronavirus 2019 (COVID-19), o qual teve sua apresentacdo, patogenia e intensidade de sinais
clinicos e lesdo renal ligados a “cytokine storn’” (Chueh et al, 2020; Ronco 2020).

A analise histopatologica da fase aguda da erliquiose sugere lesdes mais complexas em
regides tubulointersticiais, glomerulares, especialmente a membranoproliferativas e nefrite
intersticial, além de moderada a elevada quantidade de células linfoplasmocitarias, indicando
um alto potencial imunogénico na fisiopatogenia nessa fase (Silva et al., 2016). Ja as lesdes
encontradas na fase subclinica envolvem a proliferagdo de células mesangiais, sinequias,
glomerulosclerose segmentar focal, glomérulos isquémicos, fibrose intersticial leve a moderada
e atrofia tubular e projecdes de espiculas semelhantes a glomerulopatia membranosa
(Crivellenti et al., 2021). Essas disparidades podem ser semelhantes as altera¢des vistas na
glomerulopatias de ordem imune em seres humanos, as quais citocinas sdo importantes
componentes da fisiopatogenia das altera¢des renais (Zhao et al. 2022). Ainda dependendo da

intensidade e tipo de citocinas produzidas, uma mesma doenga (COVID-19) pode cursar com
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quadros assintomaticos, brandos ou hiperagudos e levar ao comprometimento da fungdo de
multiplos orgdos, sendo os rins um dos mais acometidos (Ronco et al., 2020).

Diante das disparidades das duas fases na mesma doencga, buscou-se com esse trabalho
investigar a patogénese da lesdo renal e proteinuria através do perfil de citocinas inflamatodrias
que possam estar envolvidas no desenvolvimento de lesdo renal em cdes espontaneamente

infectados com E. canis nas fases aguda e subclinica.

2. Material e métodos
2.1. Desenho experimental
Estudo observacional analitico prospectivo. O presente estudo foi conduzido apods

aprovagio do Comité de Etica Veterinario (protocolo 010290/14 ¢ 069/15).

2.2. Critérios de elegibilidade e grupos experimentais

Os 58 cées inseridos no estudo foram recrutados de areas consideradas endémicas para
erliquiose canina. Os mesmos apresentaram raga, idade, sexo e pesos (> 1 kg) variaveis. Todos
os animais tiveram os parametros fisiologicos avaliados durante a inspeg¢@o clinica, bem como,
foram submetidos a analises laboratoriais (hemograma, creatinina, ureia, alanina
aminotransferase — ALT, fosfatase alcalina — FA, fosforo, calcio, albumina, proteina total,
sodio, potéssio, urinalise e razao proteina/creatinina urinaria — RPC), moleculares (PCR com
pesquisa para k. canis, Anaplasma sp. e Babesia sp.) e sorologicas (Immunocomb® - Biogal,
Israel commercial kit, com sensibilidade de 0,86% e especificidade de 0,98% para E. canis, e
ELISA Test-ITTM para leptospirose canina com analise de IgM e IgG - Biogal, Israel
commercial kit, incluindo a avaliagdo das cepas L. icterohaemorrhagiae, L. canicola, L.

pomona e L. grippotyphosa).
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Ciaes que apresentaram neoplasias, endocrinopatias, outros processos inflamatérios e
infecciosos em trato geniturinario, algum exame molecular e/ou sorologico reagente para as
demais doengas infecciosas supracitadas (que ndo a £. canis) de maneira concomitante nio
foram incluidos no estudo.

A partir desta triagem, trés subgrupos foram determinados. Os cdes higidos, sem
alteracdes clinicas, fisicas, laboratoriais e ndo reagentes para os exames moleculares e
sorologicos supracitados, foram incluidos no grupo controle negativo (GC). Caies
espontaneamente infectados com Ehrlichia canis (detectado no exame molecular, independente
do resultado sorologico), com presenca da doenga clinicamente ativa (apatia, hiporexia ou
anorexia, letargia, febre, perda de peso, €mese, secre¢do ocular, linfoadenodomegalia,
abdominalgia, hepato e/ou esplenomegalia, hemorragias, petéquias e epistaxe) associada as
alteragdes laboratoriais como anemia, trombocitopenia, leucocitose, hiperproteinemia com
hipergamaglobulinemia, foram alocados para o grupo de doenga aguda (GDA). Por ultimo, o
grupo de cies espontaneamente infectados com Ehrlichia canis, determinada apos avaliagdo
molecular e soroldgica, sem associagdo de doenga clinicamente ativa, compuseram o grupo de
doenga subclinica (GSC). O GC, GDA e GSC foi composto por 18, 24 e 16 caes,
respectivamente.

O exame molecular de reacdo em cadeia da polimerase (PCR) avaliou o gene rRNA 16S
da E. canis e os primers utilizados foram o ECC (59-AGAACGAACGCTGGCGGCAAGCC-
39) e ECB primer (59-CGTATTACCGCGGCTGCTGGC-39), seguido por HE-3 primer (59-
TATAGGTACCGTCATTATCTTCCCT) e ECA primer (59-

CAATTATTTATAGCCTCTGGCTATAGGAA-39).

Andlise de marcadores inflamatorios
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Todos os pacientes foram submetidos a dosagem de citocinas séricas, incluindo o fator
de necrose tumoral alfa (TNFa), interferon gama (IFN,), interleucinas 4, 6 ¢ 10 (IL-4, IL-6 e
IL-10, respectivamente). A sua quantifica¢do foi realizada a partir do método imunoenzimatico
tipo sanduiche (ELISA), com anticorpos monoclonais Quantikine HS (R&D System,

Minneapolis, Minnesota, USA).

2.3. Andlises estatisticas

A estatistica descritiva e distribui¢do de frequéncia das variaveis foi realizada em todos
os grupos. As citocinas inflamatorias e grupos de tratamentos que mostraram distribui¢do
normal, foram submetidas a analise de variancia (ANOVA) para dados paramétricos. Dados
ndo paramétricos foram analisados pelo teste de Kruskal-Wallis e multipla comparacdo de
Dunns. A distribui¢do de normalidade foi avaliada por meio dos testes de Kolmogorov-Smirnov
e Shapiro-Wilk, com significancia estabelecida para p < 0,05. A analise de correlagdo das
citocinas € RPC também foram submetidas ao teste de normalidade pelo Kolmogorov-Smirnov
e Shapiro-Wilk. Os dados paramétricos foram analisados pelo teste de Pearson e ndo
parameétricos por Spearman. Todos os céalculos foram realizados através do software GraphPad

Prism 5.0.

3. Resultados
Os cdes saudaveis (GC) apresentaram idade média de 1,2 anos (variando de 3 meses a
5 anos), peso médio de 12,6 kg (£2,54), e composto por 33,3% de fémeas e 66,6% de machos.
Os animais sem ra¢a definida foram predominantemente observados, representando 88,8% das
racas, além destes, apenas um Fila Brasileiro (5,6%) e Pastor Alemao (5,6%) foram incluidos
neste grupo. Dentre os animais com manifestagdes subclinicas (GSC), foi observado média de

2,5 anos de idade (variando de 6 meses a 8 anos), peso médio de 11,4 kg (£1,66), e 62,5% de
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fémeas e 37,5% de machos. Em relacdo as ragas, os cdes sem raga definida continuaram sendo
os mais acometidos (62,5%), seguido de Poodles (18,75%), Boxers (12,5%) e apenas um cao
da raga Dachshund (6,25%). O grupo de cdes com manifesta¢des clinicas de erliquiose canina
(GDA) apresentou idade média de 2,8 anos (com variagdo de 3 meses a 8 anos), peso médio de
11,9 kg (£2,08), composto por 70,8% de fémeas e 29,2% de machos. Neste grupo, os cdes sem
raca definida seguiram mais frequentes (58,3%), entdo o Rottweiler e Poodle (12,5% cada), e
Blue Heeler (8,3%). Apenas um individuo das ragas Pitbull e Shih-Tzu (4,2% cada) foram
observados.

As concentragdes (pg/ml) das citocinas pro-inflamatérias TNFa, IL-4, IL-6 e INF-,
foram mais evidentes no grupo de GDA, moderadamente elevadas no GSC e inferiores no GC.
Este padrdo foi inversamente observado com os valores (pg/ml) da IL-10 (anti-inflamatoria) e,
portanto, se mostraram maiores no GC, moderados no GSC e relativamente inferiores no GDA.
Os valores de média, desvio padrdo, mediana, minimo e maximo pertinentes a cada item estdo
descritos na tabela 1, a seguir.

As citocinas TNFa, IL-4, IL-6 e IL-10 foram analisadas de maneira pareada ao GC,
GDA e GSC, e todas apresentaram relevante diferenca estatistica (p < 0,0001) na analise de
variancia (ANOVA), quando comparadas aos trés grupos supracitados. O INF-, foi avaliado
pelo teste de Kruskal-Wallis e também evidenciou diferenga estatistica com p < 0,0001 para
cada grupo testado. Os animais com erliquiose aguda apresentaram os maiores valores de
citocinas pro-inflamatorias (TNFa, IL-4, IL-6 e INF- ), seguida pelos animais subclinicos. A
IL-10 apresentou os menores valores nos animais com doenga aguda, em seguida nos com
doenga subclinica e por ultimo o grupo controle.

A média obtida na razdo da RPC no grupo de animais saudaveis (GC) foi de 0,11
(£0,05), enquanto a mediana, minima e maxima do GDA fo1 0,25 (0,02-2,5) e 0,19 (0,06-2,2)

no GSC. Tais parametros diferiram estatisticamente no GC, quando comparados aos GSC e
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GDA (P = 0,0035), entretanto, ndo houve diferenca entre os grupos GDA e GSC isoladamente.
Nenhum animal do GC apresentou valor de RPC superior a 0,2, ja os grupos GDA tiveram 12
(50,0%) e o GSC tiveram sete (43,75%) cdes nessas condi¢gdes. Valores superiores a 0,5 foram

encontrados em sete (29,16%) e quatro (25,0%) individuos do GDA e GSC, respectivamente.

Tabela 1. Valores médios (pg/ml) das citocinas TNFa, IL-4, IL-6, IL-10 e INF-, de cées

espontaneamente infectados com . canis em fase clinica aguda e subclinica.

Grupo controle Grupo doen¢a aguda Grupo doenca subclinica

TNFa 75,0 £7,73* 1742 + 14,07° 1469+ 11,61°

1L-4 442 +5,18° 162,6 + 14,60° 130,0 £ 6,36°

IL-6 52,7+ 5,48 143,1 + 14,00° 106,8 + 12,97°

IL-10 72,2 +11,22° 31,4+ 9,84° 54,6 £9,77°

INF-, 61,5 (57-80)* 164,0 (129-187)° 138,5 (117-155)°

RPC 0,10 (0,05-0,24)* 0,25 (0,02-2,5)° 0,19 (0,06-2,2)°
CREAT 1,1 +£0,22° 0,8+0,27° 0,96 + 0,23%P
UREIA 345+ 1197° 30,0 (14,9-82,2)* 28,0 (17,0-58,0)*

TNFa.: fator de necrose tumoral o; IL-4: interleucina 4; IL-6: interleucina 6; IL-10: interleucina
10; INF~,: interferon ., CREAT: creatinina. Letras distintas evidenciam diferencas estatisticas
entre os grupos. Dados paramétricos foram representados por média + desvio padrido, e
pardmetros com distribui¢do ndo normal estdo descritos por seus valores medianos (minimo-
maximo).

Houve correlago entre a RPC e as citocinas TNFo, (=0,48; p < 0,0085), INF-, (r=0,37,
p <0,035) e IL-10 (r=0,3857; p < 0,0313) nos caes sintomaticos (GDA). No GSC também foi

observado correlagdo negativa da IL-10 (=-0,47; p <0,0319) com a RPC.

4. Discussio
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Dada a importancia e necessidade em determinar os processos inflamatorios que podem
resultar em danos renais envolvidos na fisiopatogenia da erliquiose canina, o nosso estudo
permitiu avaliar o perfil de citocinas em cdes espontaneamente infectados com FE. canis nas
fases aguda e subclinica, e correlacionar com parametros de avaliagdo renal.

As citocinas com potenciais pré-inflamatérios mensuradas foram TNFo, 1L-4, IL-6 e
INF-,, e todas mostraram um padrdo aumentado no GDA e GSC, sendo os patogenos, dentre
outros fatores, considerados um dos principais gatilhos para a ativag@o de cascatas inflamatorias
(Fajgenbaum and June, 2020). Em seres humanos € possivel definir que na nefrite membranosa
existe uma ativagdo importante do TNF-q, semelhante ao que foi descrito na fase subclinica, a
qual apresenta progressdo da perda de fung@o e inflamagdo ativa (Burton et al., 2020; Crivellenti
et al., 2021) e na fase aguda em que existe a infiltragdo celular inflamatoria e lesdo tubulo
intersticial, sendo essa uma provavel via de proteinaria, mas ndo de diferenciag@o entre as fases.

O aumento de TNFq, IL-6 e entre outras citocinas, resultam na quimiotaxia de células
inflamatdrias para os tibulos renais, exacerbando a proteinuria e lesdo deste 6rgao (Kalavrizioti
etal., 2015; Zhao et al., 2022). Em nosso estudo, o aumento de TNFa e INF-, foi correlacionado
a proteinuria em cdes portadores de erliquiose aguda. Esse achado justifica e parece estar
envolvido no desenvolvimento de lesdes membranoproliferativas, nefrite intersticial e infiltrado
linfoplasmocitario, observados em outros estudos (Silva et al., 2016), mas ndo com a fase
subclinica, a qual apresenta pouca celularidade, evidenciando que possa existir citocinas
atenuantes para esse processo como visto pela IL-10. Isso também ¢ relatado em artrite induzida
em ratos em que a IL-10 reduz significativamente a presenga de polimorfonucleares (principal
diferenca entre as glomerulopatias membranoproliferativas e membranosas) (Bober et al.
2000).

As citocinas IL-6 e IL-4 ndo demostraram uma correlagdo com a proteinuria, no entanto

indicam importante inflamagdo sistémica e podem contribuir na génese das alteragdes renais,
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assim como visto na nefropatia membranosa em camundongos “Heymann nephritis” a qual a
IL-4 ¢ um ponto crucial (Spicer, 2001). Neste estudo ndo ficaria respondido ainda a diferenga
entre as fases, ja que nas duas os aumentos das interleucinas sdo semelhantes, inclusive com
maior concentracdo na fase aguda. Dessa forma, acreditamos que modelos experimentais
induzidos apresentam importante diferenca das doencas “naturais”, sendo um dos principais
pontos para a diferenciagdo a IL.-10.

E visto, mesmo no inicio da glomerulopatia membranosa em humanos, o aumento
expressivo da IL-10 e sua relagdo com a proliferacdo das células B e producido de anticorpos
(Zhao et al., 2022), assim como o descrito anteriormente na fase subclinica, em que existe
intensa quantidade de anticorpos detectaveis na circulagdo (Crivellenti et al. 2021). Essas
caracteristicas da IL-10 provavelmente s3o as que diferenciam as fases, sendo a subclinica
semelhante as doencgas crénicas, mas progressivas e lentas, em que a IL-10 participa na
atenuacdo da IL-6, a qual apresenta comportamento mais agudo e com sinais clinicos aparentes.
O mesmo ocorre em seres humanos com artrite reumatoide em que a IL-10 inibe os sinais
clinicos promovidos pela IL-6, porém com a perpetuagdo da cronicidade lesional ¢ mantida
(Zhao et al ., 2022).

Assim, acreditamos que a IL-10 reduz os sinais clinicos e altera¢des laboratoriais
rotineiramente avaliados, no entanto mantem altas concentragdes de anticorpos, proteinuria e

mantendo assim, constante a lesdo renal.

5. Conclusiao
O envolvimento de citocinas inflamatorias na erliquiose canina na fase subclinica e
aguda sdo diferentes. O TNFa e INF-, estdo relacionados a inflamac¢do aguda da doenga,
enquanto a IL-10 parece atenuar os efeitos das citocinas inflamatérias, bem como, a

manifestagdo clinica dos pacientes, mas sem a capacidade de reduzir a proteinuria. Em ambas
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as fases, tais citocinas apresentam potencial em causar proteindria, € consequentemente levar

ao quadro de lesdo renal em cdes infectados.
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Full telephone, Fax No. and e-mail address of the corresponding author

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

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

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

Material studied, area descriptions, methods, techniques

Results

Discussion

Conclusion

Acknowledgments and any additional information concerning research grants, etc.
References

Tables

Figure captions

Tables (separate file(s))

Figures (separate file(s)).

Titles and subtitles should not be run within the text. They should be typed on a separate line,

without indentation. Use lower-case letter type.

SI units should be used.

Elsevier reserves the privilege of returning to the author for revision accepted manuscripts and

illustrations which are not in the proper form given in this guide.

Subdivision - numbered sections

Divide your article into clearly defined and numbered sections. Subsections should be
numbered 1.1 (then 1.1.1, 1.1.2, ...), 1.2, etc. (the abstract is not included in section numbering).
Use this numbering also for internal cross-referencing: do not just refer to 'the text. Any

subsection may be given a brief heading. Each heading should appear on its own separate line.

Essential title page information
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« Title. Concise and informative. Titles are often used in information-retrieval systems. Avoid
abbreviations and formulae where possible.

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

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

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

footnotes.

Highlights

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

have a look at the examples here: example Highlights.

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

including spaces, per bullet point).

Abstract

A concise and factual abstract is required. The abstract should state briefly the purpose of the
research, the principal results and major conclusions. An abstract is often presented separately
from the article, so it must be able to stand alone. For this reason, References should be avoided,

but if essential, then cite the author(s) and year(s). Also, non-standard or uncommon
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abbreviations should be avoided, but if essential they must be defined at their first mention in

the abstract itself.

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

Graphical abstract

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

information site.

Formulae

1. Give the meaning of all symbols immediately after the equation in which they are first used.

2. For simple fractions use the solidus (/) instead of a horizontal line.

3. Equations should be numbered serially at the right-hand side in parentheses. In general only

equations explicitly referred to in the text need be numbered.

4. The use of fractional powers instead of root signs is recommended. Powers of e are often

more conveniently denoted by exp.

5. In chemical formulae, valence of ions should be given as, e.g. Ca2+, not as Ca++.

6. Isotope numbers should precede the symbols e.g. 180.

7. The repeated use of chemical formulae in the text is to be avoided where reasonably possible;
instead, the name of the compound should be given in full. Exceptions may be made in the case

of a very long name occurring very frequently or in the case of a compound being described as

the end product of a gravimetric determination (e.g. phosphate as P205).
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Abbreviations

Define abbreviations that are not standard in this field in a footnote to be placed on the first
page of the article. Such abbreviations that are unavoidable in the abstract must be defined at
their first mention there, as well as in the footnote. Ensure consistency of abbreviations

throughout the article.

Acknowledgements

Collate acknowledgements in a separate section at the end of the article before the references
and do not, therefore, include them on the title page, as a footnote to the title or otherwise. List
here those individuals who provided help during the research (e.g., providing language help,

writing assistance or proof reading the article, etc.).

Formatting of funding sources

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

Funding: This work was supported by the National Institutes of Health [grant numbers xxxx,
yyyy]; 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.

Nomenclature
1. Authors and editors are, by general agreement, obliged to accept the rules governing

biological nomenclature, as laid down in the International Code of Botanical Nomenclature, the
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International Code of Nomenclature of Bacteria, and the International Code of Zoological

Nomenclature.

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

animals.

3. All biocides and other organic compounds must be identified by their Geneva names when

first used in the text. Active ingredients of all formulations should be likewise identified.

4. For chemical nomenclature, the conventions of the International Union of Pure and Applied
Chemistry and the official recommendations of the IUPAC-IUB Combined Commission on

Biochemical Nomenclature should be followed.

5. For the denomination of parasitic diseases or infections, authors are advised to consult the
Standardized Nomenclature of Animal Parasitic Diseases (SNOAPAD) published in 1988 in
Veterinary Parasitology (Kassai, T. et al., 1988. Vet. Parasitol. 29, 299-326).

Submission of sequence data to databases

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

they will appear in normal type.

Elsevier encourages authors to connect articles with external databases, giving their readers
one-click access to relevant databases that help to build a better understanding of the described
research. Please refer to https://www elsevier.com/databaselinking for more information and a

full list of supported databases.
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Footnotes

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

Table footnotes

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

Artwork

Electronic artwork

General points

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

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

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

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

* Use a logical naming convention for your artwork files.

* Provide captions to illustrations separately.

* Size the illustrations close to the desired dimensions of the published version.
» Submit each illustration as a separate file.

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

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

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

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

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

TIFF (or JPEG): Color or grayscale photographs (halftones), keep to a minimum of 300 dpi.
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TIFF (or JPEG): Bitmapped (pure black & white pixels) line drawings, keep to a minimum of
1000 dpi.

TIFF (or JPEG): Combinations bitmapped line/half-tone (color or grayscale), keep to a
minimum of 500 dpi.

Please do not:

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

* Supply files that are too low in resolution;

+ Submit graphics that are disproportionately large for the content.

Color artwork

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

the preparation of electronic artwork.

Figure captions

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

abbreviations used.

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

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

tables.

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

references to all tables.

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

in the text.

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

6. Column headings should be brief, but sufficiently explanatory. Standard abbreviations of

units of measurement should be added between parentheses.

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

columns instead.

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

the bottom of the table.

References

Citation in text

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

implies that the item has been accepted for publication.

Data references
This journal encourages you to cite underlying or relevant datasets in your manuscript by citing
them in your text and including a data reference in your Reference List. Data references should

include the following elements: author name(s), dataset title, data repository, version (where
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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.

Reference management software

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

field codes from different reference management software.

Reference Style
1. All publications cited in the text should be presented in a list of references following the text
of the manuscript. The manuscript should be carefully checked to ensure that the spelling of

author's names and dates are exactly the same in the text as in the reference list.

2. In the text refer to the author's name (without initial) and year of publication, followed — if
necessary — by a short reference to appropriate pages. Examples: "Since Peterson (1988) has

shown that..." "This is in agreement with results obtained later (Kramer, 1989, pp. 12-16)".

3. If reference is made in the text to a publication written by more than two authors the name

of the first author should be used followed by "et al.". This indication, however, should never
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be used in the list of references. In this list names of first author and co-authors should be

mentioned.

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

etc.

5. Use the following system for arranging your references:

a. For periodicals

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

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

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

c. For books

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

d. For multi-author books

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

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

is Vet. Parasitol.

7. In the case of publications in any language other than English, the original title is to be
retained. However, the titles of publications in non-Latin alphabets should be transliterated, and

a notation such as "(in Russian)" or "(in Greek, with English abstract)" should be added.
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8. Work accepted for publication but not yet published should be referred to as "in press".

9. References concerning unpublished data and "personal communications" should not be cited

in the reference list but may be mentioned in the text.

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

also be given.

11. Articles available online but without volume and page numbers may be referred to by means

of their Digital Object identifier (DOI) code.

Journal abbreviations source

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

Data visualization
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

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.

Research data
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
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data refers to the results of observations or experimentation that validate research findings. To
facilitate reproducibility and data reuse, this journal also encourages you to share your software,
code, models, algorithms, protocols, methods and other useful materials related to the project.

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

materials, visit the research data page.

Data linking

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

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

For more information, visit the database linking page.

For supported data repositories a repository banner will automatically appear next to your

published article on ScienceDirect.

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

Research Elements

This journal enables you to publish research objects related to your original research — such as
data, methods, protocols, software and hardware — as an additional paper in Research Elements.
Research Elements is a suite of peer-reviewed, open access journals which make your research
objects findable, accessible and reusable. Articles place research objects into context by
providing detailed descriptions of objects and their application, and linking to the associated
original research articles. Research Elements articles can be prepared by you, or by one of your

collaborators.
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During submission, you will be alerted to the opportunity to prepare and submit a Research

Elements article.

More information can be found on the Research Elements page.

Data statement

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

the Data Statement page.



