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RESUMO 

A leishmaniose visceral canina (LCan) é uma zoonose tropical causada pelo 

protozoário Leishmania (L.) infantum no Brasil. Distúrbios no eixo hipotálamo pituitária 

adrenal (HPA) foram relatados em doenças infecciosas, incluindo leishmaniose visceral 

humana e experimental, ainda não relatava na LCan. O cortisol é um hormônio esteroide 

que regulam diversos processos fisiológicos, incluindo as respostas imunológicas. O 

objetivo deste estudo foi investigar os distúrbios hormonais do eixo HPA em cães com 

LCan e sua relação com a resposta imunológica do hospedeiro. Para isso, os níveis 

séricos de cortisol e do hormônio adrenocorticotrófico (ACTH) foram quantificados em 12 

cães saudáveis e 23 cães naturalmente infectados com Leishmania spp. utilizando 

ensaios imunoenzimáticos (ELISA) competitivo e de captura, respectivamente. A 

expressão das enzimas óxido nítrico sintase induzível (iNOS) e arginase-1, bem como 

da proteína de morte celular programada-1 (PD-1), foi avaliada em células 

mononucleares do sangue periférico (CMSP) isoladas, marcadas com anticorpos 

conjugados a fluoróforos e analisadas por citometria de fluxo. Além disso, os níveis 

séricos das citocinas IL-1β, IL-6, IL-10, IL-12, interferon-gama (IFN-γ), fator de necrose 

tumoral (TNF-α) e fator de crescimento transformador beta (TGF-β) foram quantificadas 

no soro por ELISA de captura. A carga parasitária no sangue periférico e swab conjuntival 

foi quantificada por qPCR. Todos os parâmetros avaliados foram correlacionados com 

os níveis séricos de cortisol. Foi observado um aumento nos níveis de cortisol sérico, 

enquanto os níveis de ACTH estavam reduzidos em cães com LCan. As expressões de 

iNOS, arginase-1 e PD-1 também estavam elevadas nas CMSP de e as citocinas sericas 

IL-10, IL-12 e IFN-γ apresentaram níveis aumentados em cães com LCan.  O cortisol 

demonstrou correlação negativa com globulinas, PD-1 e IL-12, mas correlação positiva 

com as plaquetas, albumina e TGF-β. Esses achados sugerem que L. infantum pode 

induzir desregulação do eixo HPA e modular a resposta imunológica nos cães infectados, 

contribuindo para o entendimento dos mecanismos patogênicos da doença. 
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ABSTRACT 

Canine visceral leishmaniasis (CVL) is a tropical zoonosis caused by the protozoan 

Leishmania (L.) infantum in Brazil. Dysregulation of the hypothalamic-pituitary-adrenal 

(HPA) axis has been reported in infectious diseases, including human and experimental 

visceral leishmaniasis, but it has not yet been reported in CVL. Cortisol is a steroid 

hormone that regulates various physiological processes, including immune responses. 

The aim of this study was to investigate hormonal disturbances in the HPA axis in dogs 

with CVL and their relationship with the host immune response. For this purpose, serum 

levels of cortisol and adrenocorticotropic hormone (ACTH) were measured in 12 healthy 

dogs and 23 naturally infected dogs with Leishmania spp using competitive and sandwich 

enzyme-linked immunosorbent assays (ELISA), respectively. The expression of inducible 

nitric oxide synthase (iNOS), arginase-1, and programmed cell death protein-1 (PD-1) 

was evaluated in peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) isolated, labeled with 

fluorochrome-conjugated antibodies, and analyzed by flow cytometry. Additionally, serum 

levels of cytokines IL-1β, IL-6, IL-10, IL-12, interferon-gamma (IFN-γ), tumor necrosis 

factor-alpha (TNF-α), and transforming growth factor-beta (TGF-β) were quantified using 

sandwich ELISA. Parasite load was determined by qPCR. All parameters were correlated 

with serum cortisol levels. The results showed increased serum cortisol levels in dogs 

with CVL, while ACTH levels were reduced. The expression of iNOS, arginase-1, and 

PD-1 was also elevated in dogs with leishmaniasis. The cytokines IL-10, IL-12, and IFN-

γ were increased. Cortisol demonstrated a negative correlation with globulins, PD-1, and 

IL-12, but a positive correlation with platelets, albumin, and TGF-β. These findings 

suggest that L. infantum may induce HPA axis dysregulation and modulate the immune 

response in infected dogs, contributing to the understanding of the pathogenic 

mechanisms of the disease. 

. 

 

Keywords: visceral leishmaniasis; dogs; hormonal disturbances; glucocorticoid. 
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1 INTRODUÇÃO GERAL 

 

1.1 EPIDEMIOLOGIA DA LEISHMANIOSE VISCERAL 

As leishmanioses são doenças zoonóticas tropicais negligenciadas causadas 

por protozoários do gênero Leishmania da ordem Kinetoplastida e da família 

Trypanosomatidae, as quais apresentam mais de 20 espécies que infectam humanos 

e animais (1,2). As diferentes espécies desses protozoários podem levar a três formas 

principais de manifestação da doença em humanos: leishmaniose cutânea (LC), 

leishmaniose mucocutânea (LCM) e leishmaniose visceral (LV) (3). A LV é a forma 

mais severa das leishmanioses e é causada pelas espécies Leishmania (L.) donovani 

e L. infantum no velho mundo e L. infantum (sinônimo de L. chagasi) no novo mundo 

(2).  

O parasito apresenta-se sob duas formas: a forma promastigota que exibe 

flagelo aparente e se desenvolve no tubo digestivo dos vetores; e a forma amastigota 

que não possui flagelo aparente e se multiplica em células do sistema fagocitário 

mononuclear do hospedeiro vertebrado (4). Uma vez infectado, o hospedeiro pode 

manter-se assintomático ou evoluir para um amplo espectro de manifestações 

clínicas, como febre, perda de peso, anemia e hepatoesplenomegalia. A doença ainda 

pode ser de forma progressiva, que caso não seja realizado o tratamento correto, leva 

a morte do paciente (5).  

A LV é amplamente distribuída no mundo, principalmente em regiões tropicais e 

subtropicais.  Em todo o mundo, estima-se que ocorram 50.000 a 90.000 casos novos 

da infeção, entretanto apenas 25 a 45% dos casos são reportados a Organização 

Mundial de Saúde (OMS) (2). Nas américas, a LV é endêmica em 13 países, com uma 

média anual de 2488 casos e uma taxa de letalidade de quase 8%, considerada a 

maior taxa em comparação com outros continentes (6).  

 O Brasil é o principal país endêmico para LV nas Américas (2) e concentra 90% 

dos casos registrados na região (6). Dados do Ministério da Saúde do Brasil 

demonstram que em 2022 foram registrados 1684 casos de LV no país com 165 

óbitos, sendo a maioria dos casos registrados na região Nordeste (43%) seguido das 

regiões Norte (14%), Sudeste (14,5%) Centro Oeste (6%) e Sul (0,5%) (7). Dos casos 

de LV registrados no Brasil no ano de 2022, 83 foram no estado de São Paulo, com 

11 óbitos (7). No estado de São Paulo, a doença foi notificada pela primeira vez no 

município de Araçatuba no ano de 1999 (8), quando foi confirmado o primeiro caso 
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canino autóctone no município (9) e desde de então, entre 1999 a 2022 foram 8.553 

casos registrado no estado com 266 óbitos (10).  

 O principal meio de transmissão da LV entre os mamíferos vertebrados ocorre 

pela picada da fêmea do flebotomíneo hematófago Lutzomyia longipalpis (11). 

Contudo, são encontrados formas promastigotas da Leishmania em carrapatos e 

pulgas, porém, o papel desses vetores na sua transmissão ainda não é conhecido 

(12,13). Outros meios de transmissão são  a transmissão venérea (14,15), 

transplacentária (16) e foi sugerido transmissão por transfusão sanguínea (17,18). 

 A infecção da L. infantum também ocorre em espécies de animais silvestres 

(19), e animais domésticos, como gatos (20) e, mais frequente, os cães (21). Em áreas 

urbanas, os cães domésticos são considerados os principais reservatórios do 

protozoário (22). Há uma relação significativa entre a prevalência da doença em 

humanos e a presença de cães soropositivos, especialmente em áreas endêmicas 

(23,24). Essa conexão deve-se à proximidade dos cães com os humanos, ao elevado 

parasitismo na pele de cães infectados, particularmente em regiões ulceradas (25), à 

alta prevalência da infecção em cães em áreas endêmicas, sendo que muitos 

permanecem assintomáticos (26), e à dificuldade no diagnóstico de animais infectados 

que não apresentam sintomas (27). Dessa forma, os cães se tornam um alvo 

estratégico nas medidas de controle da doença (21). 

 

1.2 LEISHMANIOSE VISCERAL CANINA 

A infecção canina tem início quando as fêmeas dos flebotomíneos infectados 

realizam o repasto sanguíneo e inoculam as formas promastigotas do parasito na 

corrente sanguínea do animal. No interior dos macrófagos, essas formas 

promastigotas transformam-se em amastigotas (28). Os macrófagos podem ativar 

mecanismos leishmanicidas para eliminar a infecção (29), entretanto, tais 

mecanismos não são eficientes, tornando assim um lugar seguro para a replicação 

intracelular do parasito (30).  

Assim, as amastigotas continuam se replicando no interior do macrófago e são 

transportados para o linfonodo drenante. Ocorre então a disseminação linfática para 

outros tecidos ricos em células do sistema mononuclear fagocitário como: baço, 

fígado, medula óssea e pele (27,31). Nesses órgãos, o parasito continua a se 

multiplicar no interior dos macrófagos, até provocar a ruptura dessas células, o que 

possibilita a infecção de novos macrófagos (32).   Esse ciclo contribui para uma 
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inflamação crônica que induz alterações estruturais e funcionais nos órgãos atingidos 

(33,34), levando ao desenvolvimento da doença.  

A evolução e manifestação clínica da Leshmaniose Canina (LCan) depende do 

equilíbrio entre a capacidade do hospedeiro de induzir mecanismos leishmanicidas e 

as estratégias do parasito para suprimir ou evadir a resposta imune do hospedeiro 

(35). Desta maneira, alguns cães controlam a infecção por um período de tempo sem 

o aparecimento de sinais (26) enquanto outros apresentam evolução aguda ou 

progressiva da doença, que se não tratada pode levar à morte (27).  

A LCan é uma doença sistêmica, podendo afetar tanto a pele quando outros 

órgãos, levando a sinais clínicos que são, muitas vezes, inespecíficos (25). Os sinais 

clínicos podem se desenvolver de três meses a vários anos após os cães serem 

infectados (33) sendo os mais frequentes: onicogrifose, lesões cutâneas, 

linfadenopatia generalizada, caquexia, febre, diarreia, hepatoesplenomegalia e pode 

levar a uma doença renal (36); manifestando-se em um estágio inicial, marcado por 

proteinúria leve, ou evoluir para formas mais graves, como síndrome nefrótica ou 

insuficiência renal terminal. A insuficiência renal crônica é uma complicação severa 

da doença e constitui a principal causa de óbito em cães afetados pela doença (37,38). 

Algumas alterações laboratoriais como anemia não regenerativa, hipoalbuminemia, 

hiperglobulinemia, trombocitopenia, proteinúria, azotemia renal e aumento de enzimas 

hepáticas também são encontradas nos cães doentes (39). 

O diagnóstico da LCan apresenta desafios devido à ampla variação do quadro 

clínico e às múltiplas alterações clinicopatológicas que podem ser observadas. Assim 

é essencial adotar uma abordagem diagnóstica personalizada para cada paciente, 

considerando o contexto clínico ao investigar a suspeita dessa doença (39). Alguns 

testes sorológicos para detecção de anticorpos específicos (40) e técnicas de 

pesquisa do DNA da Leishmania spp. (41) são cruciais para o diagnóstico preciso da 

doença. 

O tratamento da LCan apresenta altos índices de recidiva, independentemente 

do protocolo terapêutico adotado, seja com o uso de um único medicamento ou em 

terapias combinadas (27). Além disso, alcançar a cura clínica e parasitológica é um 

desafio, e a resistência aos medicamentos representa uma preocupação crescente 

(42) Nesse contexto, terapias imunológicas têm mostrado potencial na luta contra a 

LCan, buscando principalmente restaurar a resposta imunológica do hospedeiro para 

conter a infecção e controlar o parasito  (43). Assim, a resposta imunológica 
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desempenha um papel crucial não apenas na evolução clínica da doença, mas 

também no sucesso das estratégias terapêuticas, tornando-a um elemento-chave no 

manejo da LCan. 

 

1.3 RESPOSTA IMUNOLÓGICA NA LEISHMANIOSE VISCERAL CANINA 

A resposta imunológica desenvolvida pelo cão frente à infecção por L. infantum 

é complexa e determinante para a resistência ou susceptibilidade (22). A primeira linha 

de defesa contra o protozoário é a imunidade inata. Uma parte dos promastigotas 

inoculadas na derme após a picada do flebotomíneo são mortos decorrentes da ação 

do sistema complemento (29), porém, inibidores do complemento presente na saliva 

do flebotomíneo e mecanismos de inativação do C3b pelo protozoário podem induzir 

a falha da resposta imune neste momento (44,45). Algumas moléculas do parasito 

que sobreviveram a ação do complemento, são reconhecidas por receptores do 

sistema imune inato, conhecidos como Toll-Like Receptor (TLRs) que são presentes 

em células de Langerhan, Kupffer, dendríticas, natural killer, monócitos/macrófagos e 

neutrófilos (28,30). Os TLRs utilizam de proteínas adaptadoras para desencadear uma 

transdução de sinais afim de produzir citocinas pró-inflamatórias, tais como TNF- α, 

IFN-γ e IL-12, assim como moléculas coestimulatórias que estimulam macrófagos 

infectados a ativar mecanismos leishmanicidas e induzem a resposta imune 

adaptativa (46).  

A ativação do inflamossoma pelo receptor NLRP3, do tipo NODlike (NLR),  

durante a imunidade inata também é um mecanismo que envolvido na infecção por L. 

infantum (46).  Após ativação do NLRP3, ocorre a ativação da caspase-1 e clivagem 

da pré-IL-1b em IL-1b ativa, citocina pró-inflamatória importante para produção de 

óxido nítrico (NO) pelos macrófagos, aumentando a ação leishmanicida contra o 

parasito (47).  

Contudo, o controle do parasito depende da ativação da resposta imune 

adaptativa. Tanto a resposta celular (Th1) quanto a humoral (Th2) são ativadas, e o 

equilíbrio entre elas desempenha um papel crucial na progressão da LCan  (48,49).  

Durante a resposta inata, células apresentadoras de antígenos (APCs) são recrutadas 

para capturar leishmanias ou seus fragmentos e migrar para os linfonodos drenantes 

(31). Após o processamento do antígeno, as APCs apresentam peptídeos do parasito 

associados ao complexo principal de histocompatibilidade (MHC classe I e II), 

aumentam a expressão de moléculas coestimulatórias (50) e produzem IL-2, IL-12 
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(51). Esse conjunto de eventos estimulam a proliferação e diferenciação de linfócitos 

T naive em células T efetoras Th1 (T CD4+ e T CD8+) (51). 

A imunidade protetora da LCan está associada a resposta do tipo Th1, visto 

que, as células T CD4+ produzem duas importantes citocinas: o IFN-γ e o TNF-α 

(52,53). Estas moléculas atuam em mecanismos leishmanicidas ativando macrófagos 

infectados a produzirem NO e outras espécies reativas de oxigênio (peróxido de 

hidrogênio (H2O2) e íon superóxido) levando a morte intracelular do protozoário 

(51,54). A células T CD8+ também podem produzir IFN-γ ou exercer atividade 

citotóxica sobre células infectadas pela leishmania (55).  

No entanto, a suscetibilidade da infecção e a progressão da LCan estão 

associadas com a predominância da resposta humoral do tipo Th2, na qual há 

aumento da produção de anticorpos, em sua maioria imunoglobulina G (IgG), que leva 

à supressão da resposta efetora Th1 e, consequentemente, aumento da carga 

parasitária (56,57). A fase clínica da doença é caracterizada por uma 

hipergamaglobulinemia (39). Estes anticorpos se ligam aos antígenos da leishmania 

formando imunocomplexos (58,52), que se depositam em órgãos como o rim levando 

a danos renais e, eventualmente, à insuficiência renal em estágios mais avançados 

da doença (59). Para melhor compreensão, as diferenças principais da resposta Th1 

e Th2 estão presentes na figura 1.  

Durante a resposta Th2, ocorre o estímulo à produção da citocina anti-

inflamatória IL-10 e do fator de crescimento transformador beta (TGF-β). Esses 

mediadores desempenham um papel crucial na supressão da resposta imunológica 

celular, reduzindo a capacidade leishmanicida dos macrófagos (56,60,58,52). Além 

de sua produção aumentada, a IL-10 em sobrenadantes de células mononucleares do 

sangue periférico (CMSP) mostra uma relação direta com a carga parasitária nas 

CMSPs de cães diagnosticados com LCan (61).  

O TGF-β também tem seus níveis elevados durante a infecção canina por L. 

infantum  (62), reforçando sua importância na progressão da doença. Outra citocina 

relevante para a suscetibilidade à infecção é a IL-6, cuja produção também está 

aumentada em soro sanguíneo e sobrenadante de células esplênicas de cães com 

LCan (63,64). Ela pode atuar inibindo a atividade microbicida dos macrófagos, o que 

facilita a proliferação do parasito. Além disso, níveis elevados dessa citocina têm sido 

associados aos casos mais graves da doença e à mortalidade em pacientes humanos 

(65).  
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Os macrófagos possuem um papel importante durante a resposta contra a 

infecção. Assim, por se replicar e viver obrigatoriamente dentro dos macrófagos, a 

sobrevivência da Leishmania spp. depende do balanço de duas enzimas induzíveis, a 

oxido nítrico sintase induzível (iNOS) e arginase 1 (66). O IFN-γ estimula o macrófago 

a aumentar produção da enzima iNOS, gerando o perfil microbicida, M1, que utiliza 

da L-arginina para a produção de NO que leva a morte do parasito intracelular (67). A 

alta expressão de iNOS foi presente em macrófagos nos quais continham poucas ou 

nenhuma presença da forma amastigotas da L. infantum em amostras caninas, 

enquanto que em macrófagos com a baixa expressão da enzima continha alta carga 

parasitária (68), confirmando o papel leishmanicida da iNOS durante a infeção. Devido 

a modulação da resposta imunológica do hospedeiro pelo protozoário os macrófagos 

sofrem uma polarização para o perfil M2, no qual há indução da enzima arginase 1, 

que hidrolisa a L-arginina produzindo dois compostos: L-ornitina e uréia. A L-ornitina 

é a principal fonte intracelular de poliaminas, as quais são necessárias para 

crescimento do parasito (69,70). A inibição da arginase pode ser uma estratégia 

promissora para tratamento da leishmaniose visceral, visto que alguns compostos 

fenólicos obtiveram uma ação inibitória com a enzima, e microbicida contra a L. 

infantum (71).   

Além disso, o parasito e seus antígenos também regulam a expressão de 

moléculas co-estimulatórias (72). A ativação da molécula co-estimulatória 

Programmed Cell Death (PD-1), que pertence à família B7-CD28, desempenha um 

papel crucial ao induzir apoptose, inibir a proliferação celular e suprimir a produção de 

citocinas (73). Na LCan, a expressão elevada da molécula PD-1 foi observada em 

linfócitos T CD3+ e linfócitos B CD21+, tanto em sangue periférico quanto em células 

mononucleares esplênicas (73). A interação entre PD-1 e seus ligantes está associada 

à apoptose de células T e à regulação de mediadores imunológicos, como TNF-α, IL-

4 e NO (72). Assim, PD-1 regula a atividade leishmanicida de leucócitos esplênicos 

em cães com leishmaniose e prejudica a resposta imune do hospedeiro (74).  

Sabe-se que a supressão do sistema imunológico celular, junto com uma 

intensa resposta humoral, ocorre devido aos mecanismos que o parasito desenvolveu 

para modular a resposta imune. Assim, durante a resposta inata e adaptativa do 

hospedeiro, ocorre um aumento da produção de citocinas pró-inflamatórias 

sistematicamente que modulam, não só o sistema imune como também, o eixo 

Hipotálamo, Pituitária Adrenal (HPA) levando a alterações hormonais em doenças 
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infecciosas (75). Além disso, há uma ação hormonal, principalmente em situações de 

estresse, sobre a modulação da resposta imunológica no hospedeiro (76). Portanto, 

conhecer os mecanismos que as alterações hormonais regulam a resposta imune 

durante a LCan, é fundamental para entender a progressão da doença e também 

identificar possíveis alvos terapêuticos para a doença.  

 

 

Figura 1: Na Leishmaniose Visceral Canina a resposta celular (Th1) e humoral (Th2) são ativadas. A 

resistência ou progressão da doença são determinadas pelo balanço entre essas duas respostas. Os 

que apresentam uma maior ativação da resposta celular decorrente do aumento de citocinas como IL-

2 e IFN-γ ativam macrófago a produzirem NO que são eficazes para eliminação do parasito intracelular, 

levando a uma resistência a infecção. Entretanto, animais que apresentam uma ativação exacerbada 

da resposta humoral, apresentam uma elevada produção de anticorpos e produção da citocina IL-10, 

que inibe a ativação de mecanismos leishmanicidas e promove a replicação do parasito. (Figura retirada 

da tese de doutorado “MicroRNA-194 regulates parasitic load and IL-1β-dependent nitric oxide 

production in the peripheral blood mononuclear cells of dogs with leishmaniasis”. Costa et al., 2023) 

 

1.4 EIXO HIPOTÂLAMO-PITUITÁRIA-ADRENAL E O SISTEMA IMUNOLÓGICO  

O sistema endócrino e o sistema imunológico desempenham papéis cruciais 

no controle de inúmeras funções fisiológicas, bioquímicas e funcionais do organismo, 

quanto em situações de desordens, como doenças infecciosas e metabólicas (77,78). 

Essas interações imune endócrinas ocorrem através de mecanismos bidirecionais, 

mediados por moléculas especializadas de comunicação, identificadas como citocinas 
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e hormônios, respectivamente (79). A variedade de interações entre os componentes 

endócrinos e imunológicos pode levar a disfunções em um ou mais desses 

mecanismos contribuindo para o surgimento ou agravamento de diversas patologias 

(78). 

As comunicações bidirecionais que ocorrem entre o sistema imunológico e 

neuroendócrino, atuam no nível do eixo hipotálamo-hipófise-adrenal (HPA), do eixo 

hipotálamo-hipófise-gonadal (HPG) e do eixo hipotálamo-hipófise-tireoide (HPT) 

(80).  Na resposta inata, os TLRs reconhecem padrões moleculares associados a 

bactérias e vírus e, em associação com a prostaglandina E2, parecem contribuir para 

a ativação precoce do eixo HPA (81,82).  

O hormônio liberador de corticotropina (CRH) é produzido por neurônios do 

núcleo paraventricular do hipotálamo e liberado na circulação hipofisária. Esse 

hormônio estimula a liberação do hormônio adrenocorticotrófico (ACTH) pela glândula 

pituitária anterior, que, por sua vez, induz a produção de glicocorticoides (GCs), como 

o cortisol, pela glândula adrenal, além de produzir dehidroepiandrosterona (DHEA) e 

seu sulfato éster (DHEAS). A secreção de CRH é regulada positivamente por 

neurotransmissores como serotonina, norepinefrina, histamina e dopamina, enquanto 

o ácido γ-aminobutírico (GABA), opiáceos e hormônios como ACTH e GCs atuam 

como reguladores negativos por meio de um mecanismo de feedback (83,79,84).  

As citocinas sintetizadas pelo sistema imune, como a IL-1, IL-6 e TNF- α atuam 

diretamente no Sistema Nervoso Central (SNC) ativando o eixo HPA (79), muitas 

vezes, em situações de processos inflamatórios intensos contra agente infecciosos 

(85). Outra citocina com o papel de regulador na comunicação entre o sistema 

imunológico e neuroendócrino, é a IL-10. Além de atuar estimulando a produção de 

CRH e ACTH nos tecidos hipotalâmicos e hipofisários, também atua estimulando a 

produção de GCs diretamente na glândula adrenal (79). Assim, as citocinas 

produzidas localmente ou periférica podem atuar ativando eixo HPA.    

Estímulos de estresse, sejam externos ou internos, podem levar à 

desregulação do eixo HPA, resultando no aumento da secreção de GCs pela glândula 

adrenal, sendo o cortisol o principal exemplo (86). Os GCs são hormônios esteroides 

que regulam diversos processos fisiológicos, incluindo as respostas imunológicas 

(87). Sua ação ocorre por meio de dois tipos de receptores: os receptores 

mineralocorticoides (MRs) e os receptores glicocorticoides (GRs) (88), que 

desempenham funções tanto no eixo HPA quanto nas células imunológicas. Quase 
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todas as células do sistema imune expressam receptores para esses hormônios em 

sua superfície (89).  A modulação imunológica mediada pelos GCs ocorre por duas 

vias principais: diretamente, pela ligação aos receptores presentes na superfície das 

células; ou indiretamente, por meio da desregulação na produção de citocinas (90,91).  

Os GCs levam a efeitos genômicos e não genômicos quando se ligam aos GRs 

e modulam fatores de transcrição envolvidos na sinalização inflamatória, como a 

proteína ativadora-1 (AP-1) e o fator nuclear κB (NF-κB) (92),  reduzindo a expressão 

de genes pró inflamatórios. Assim, inibem a produção de citocinas pró-inflamatórias 

como IL-1, IL-6, TNF-α e as relacionadas a uma resposta do tipo Th1 como a  IL-2, IL-

12, IFN-γ, enquanto estimula a produção de citocinas anti-inflamatórias IL-4 e IL-10, 

favorecendo uma resposta Th2 (79,84).  

A ativação das células T também são atenuadas pelos GCs. Esses hormônios 

modulam a sinalização do receptor de células T (TCR), reduzindo os eventos de 

fosforilação inicial após sua interação com as células apresentadoras de antígeno 

(APCs) (93). Além disso, os GCs inibem a atividade e a maturação das células 

dendríticas, regulando negativamente a expressão de moléculas do complexo 

principal de histocompatibilidade (MHC) classe II (92). Adicionalmente, esses 

hormônios promovem a regulação positiva da expressão de PD-1 em células T e NK 

(94,95,96), um coestimulador negativo envolvido na apresentação de antígenos, como 

já descrito. 

O NF-κB desempenha um papel importante na regulação das respostas 

inflamatórias, aumentando a expressão de mediadores inflamatórios como a iNOS 

(97). Consequentemente, os GCs também regulam a produção de NO, diminuindo a 

expressão de iNOS em resposta à estímulo inflamatório (98,99) o que pode favorecer 

o crescimento do agente infecciosos durante uma infecção.  

Diversos estudos indicam que, embora o efeito geral dos glicocorticoides seja 

a redução da atividade das células T, sua ação é seletiva. Esses hormônios tendem a 

suprimir predominantemente as resposta das célula Th1, ao mesmo tempo em que 

preservam, ou até mesmo favorecem, a função das células Th2 e das células T 

reguladoras (Treg) (87). Por outro lado, o DHEA estimula uma resposta Th1, através 

da estimulação do ativador células T para produzir IL-2 (79). Para melhor 

entendimento, efeitos dos GCs nas populações de células imunes na figura 2.   
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Figura 2: Os glicocorticoides agem nas células imunes tanto direta quanto indiretamente para suprimir 

a indução de respostas pró-inflamatórias. Eles inibem a produção de citocinas pró-inflamatórias, como 

a IL-1β e o TNF, enquanto promovem a produção de citocinas anti-inflamatórias, como a IL-10, por 

macrófagos e células dendríticas. Eles também promovem a apoptose de macrófagos, células 

dendríticas e células T, levando à inibição das respostas imunes. 

Fonte: Imagem retirada do artigo Sternberg, 2007.   

 

Ainda como um sistema bidirecional, o cortisol também pode diminuir a 

quimiotaxia para linfócitos, monócitos e granulócitos, além de promover o desbalanço 

da resposta celular e humoral, exacerbando a resposta de anticorpos (79). Diferentes 

modelos experimentais de infecção mostram que tal desequilíbrio do eixo HPA impede 

o hospedeiro de montar uma resposta imune adequada, que por sua vez pode 

influenciar a suscetibilidade à doença (75). Assim, torna-se válido estudos sobre a 

influência do eixo HPA sobre o sistema imunológico durante uma infecção, 

principalmente sobre durante a LCan. 

 

1.5 EIXO HIPOTÁLAMO-PITUITÁRIA-ADRENAL E A LEISHMANIOSE VISCERAL 

CANINA  

Existem estudos  avaliando os distúrbios hormonais do eixo HPA nas doenças 

psicológicas e neurodegenerativas (88,100,101). No entanto, o impacto direto ou 

indireto de agentes infecciosos sob o eixo HPA, tem sido menos estudado (75). Nas 

doenças infecciosas, a modulação do eixo HPA gera um aumento de cortisol já 
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observado em outras doenças infecciosas como malária (102), doença de chagas 

(103), tuberculose (104,105), em doenças virais (106,107) e LV em hamsters (108) e 

humanos (109) mas ainda não caracterizado em cães. 

Na leishmaniose cutânea os níveis plasmáticos de cortisol não estão alterados 

(110). Contudo, na LV humana, os níveis plasmáticos de ACTH e cortisol estão 

elevados nos pacientes humanos doentes sugerindo uma disfunção no sistema 

endócrino na fase crônica (109). Porém, não há estudos sobre a ação da disfunção 

hormonal na progressão da doença. 

Em hamsters infectados experimentalmente com L. infantum, altos níveis 

plasmáticos de cortisol são observados após a infecção. Com exceção dos monócitos, 

as concentrações de todos os outros leucócitos apresentaram forte correlação 

negativa com o cortisol, enquanto as transaminases foram positivamente 

correlacionadas. A produção de cortisol apresentou uma correlação positiva com os 

marcadores imunológicos pró-inflamatórios (IL-6 e IL-1β), anti-inflamatórios (IL-10 e 

TGF-β) e com a enzima arginase; enquanto o IFN-γ e a enzima iNOS apresentaram 

correlações negativas, sugerindo um importante papel desse hormônio na regulação 

da resposta imunológica à Leishmania spp.(108). Entretanto, a relação dos distúrbios 

hormonais e a regulação imunológicas na LCan não foram avaliadas.  

Assim, o objetivo desse estudo foi avaliar os níveis séricos de cortisol e ACTH 

nos cães naturalmente infectados com L. infantum e avaliar como os hormônios 

regulam a resposta imunológica durante a doença. Sugerimos a hipótese que o ACTH 

e o cortisol têm papel na supressão da resposta imune contra a Leishmania spp. tendo 

o cão como espécie de estudo. A descoberta desses mecanismos pode ser importante 

para o melhor entendimento da imunopatogenese da doença, como também na 

utilização em novas estratégicas terapêuticas. 
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2.1 RESUMO 

 

A leishmaniose visceral canina (LCan) é uma zoonose tropical causada pelo 

protozoário Leishmania (L.) infantum no Brasil. Distúrbios no eixo hipotálamo pituitária 

adrenal (HPA) foram relatados em doenças infecciosas, incluindo leishmaniose 

visceral humana e experimental, ainda não relatava na LCan. O cortisol é um hormônio 

esteroide que regulam diversos processos fisiológicos, incluindo as respostas 

imunológicas. O objetivo deste estudo foi investigar os distúrbios hormonais do eixo 

HPA em cães com LCan e sua relação com a resposta imunológica do hospedeiro. 

Para isso, os níveis séricos de cortisol e do hormônio adrenocorticotrófico (ACTH) 

foram quantificados em 12 cães saudáveis e 23 cães naturalmente infectados com 

Leishmania spp utilizando ensaios imunoenzimáticos (ELISA) competitivo e de 

captura, respectivamente. A expressão das enzimas óxido nítrico sintase induzível 

(iNOS) e arginase-1, bem como da proteína de morte celular programada-1 (PD-1), 

foi avaliada em células mononucleares do sangue periférico (CMSP) isoladas, 

marcadas com anticorpos conjugados a fluoróforos e analisadas por citometria de 

fluxo. Além disso, os níveis séricos das citocinas IL-1β, IL-6, IL-10, IL-12, interferon-

gama (IFN-γ), fator de necrose tumoral (TNF-α) e fator de crescimento transformador 

beta (TGF-β) foram quantificadas no soro por ELISA de captura. A carga parasitária 

foi quantificada no sangue periférico e swab conjuntival por qPCR. Todos os 

parâmetros avaliados foram correlacionados com os níveis séricos de cortisol. Os 

resultados mostraram aumento nos níveis de cortisol sérico, enquanto os níveis de 

ACTH estavam reduzidos em cães com LCan. As expressões de iNOS, arginase-1 e 

PD-1 também estavam elevadas nas CMSP de e as citocinas séricas IL-10, IL-12 e 

IFN-γ apresentaram níveis aumentados em cães com LCan. O cortisol demonstrou 

correlação negativa com globulinas, PD-1 e IL-12, mas correlação positiva com as 

plaquetas, albumina e TGF-β. Esses achados sugerem que L. infantum pode induzir 

desregulação do eixo HPA e modular a resposta imunológica nos cães infectados, 

contribuindo para o entendimento dos mecanismos patogênicos da doença. 

 

 

Palavras Chaves: Leishmaniose visceral, cães, distúrbios hormonais, glicocorticóides 
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2.2 RESUMO DO AUTOR 

 

A leishmaniose visceral canina (LCan) é uma doença tropical transmitida por 

um protozoário chamado Leishmania (L.) infantum, endêmica no Brasil. Já se sabe 

que algumas infecções, como a leishmaniose visceral humana e em hamster, podem 

causar alterações no eixo hipotálamo-pituitária-adrenal (HPA), mas isso ainda não 

tinha sido investigado em cães com LCan. O cortisol, o hormônio do stress, é peça-

chave nesse eixo e tem um papel importante na regulação de vários processos 

fisiológicos, especialmente nas respostas imunológicas contra o parasito. Neste 

estudo, buscamos entender como a LCan afeta o eixo HPA e sua relação com a 

resposta imunológica dos cães. Para isso, medimos os níveis de cortisol e do 

hormônio adrenocorticotrófico (ACTH) no sangue de 12 cães saudáveis e 23 cães 

infectados naturalmente com Leishmania spp usando testes específicos (ELISA). 

Também analisamos a expressão de algumas proteínas e enzimas importantes, como 

iNOS, arginase-1 e PD-1, em células do sangue, utilizando a citometria de fluxo. Além 

disso, medimos várias citocinas (IL-1β, IL-6, IL-10, IL-12, IFN-γ, TNF-α e TGF-β) no 

soro e avaliamos a carga parasitária por qPCR. Por fim, correlacionamos tudo isso 

com os níveis de cortisol. Os resultados mostraram que os cães com leishmaniose 

tinham níveis de cortisol mais altos no sangue, enquanto os níveis de ACTH estavam 

mais baixos. As proteínas iNOS, arginase-1 e PD-1 estavam mais expressas nos cães 

infectados, e as citocinas IL-10, IL-12 e IFN-γ também apresentaram níveis 

aumentados. Curiosamente, o cortisol se correlacionou negativamente com PD-1, 

globulinas e IL-12, mas positivamente com plaquetas, albumina e TGF-β. Esses dados 

indicam que a Leishmania infantum pode causar uma desregulação no eixo HPA e 

influenciar a resposta imunológica dos cães, o que pode ajudar a entender melhor os 

mecanismos por trás da doença. 

  

2.3 INTRODUÇÃO 

 

A Leishmaniose Visceral (LV) é uma zoonose causada por protozoários 

hemoflagelados intracelulares pertencentes à família Trypanosomatide do gênero 

Leishmania, sendo a Leishmania infantum (sinônimo de L. chagasi) o principal 

agente etiológico no Brasil [1]. Estima-se que de 50.000 a 90.000 novos casos 
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ocorram anualmente em todo mundo, sendo que apenas de 25 a 45% dos casos são 

reportados a Organização Mundial de Saúde (OMS) [2]. O Brasil é considerado um 

país endêmico nas Américas para a doença, concentrando 90% dos casos 

registrados na região [2]. Os cães domésticos são considerados reservatórios da 

doença para os humanos em regiões urbanas [3], existindo uma correlação 

importante na prevalência da doença em humanos e cães soropositivos, 

principalmente em áreas endêmicas [4,5].  

A evolução e manifestação clínica da Leishmaniose Visceral Canina (LCan) 

depende do equilíbrio entre a capacidade do hospedeiro de induzir mecanismos 

leishmanicidas e das estratégias do parasito para suprimir ou evadir a resposta 

imune do hospedeiro [6]. Os sinais clínicos são muitas vezes inespecíficos, sendo os 

mais frequentes: onicogrifose, lesões cutâneas, linfadenopatia e perda de peso [7] . 

Cães resistentes a infecção, desenvolvem geralmente uma resposta 

imunológica celular do tipo Th1 com produção de citocinas, como IL-12, o IFN-γ e o 

TNF-α [8,9] estimulando macrófagos a produzirem óxido nítrico (NO) e outras 

espécies reativas de oxigênio (peróxido de hidrogênio e íon superóxido) levando a 

morte intracelular do protozoário [10,11]. Em contraste, cães susceptíveis a doença 

apresenta uma resposta humoral do tipo Th2, com produção exacerbada de 

anticorpos [12] e produção de citocinas anti-inflamatórias (IL-4, IL-10, TGF-β), 

aumentando a sobrevivência do parasito e levando ao aparecimento do quadro 

sintomático [9]. 

Por se replicar e viver obrigatoriamente nos macrófagos, para a sua 

sobrevivência, a Leishmania spp. depende do balanço de duas enzimas induzíveis, 

a iNOS e arginase 1 [13]. O IFN-γ aumenta a expressão de iNOS no macrófago 

estimulando a produção de NO que leva a morte do parasito intracelular [14]. 

Entretanto, a modulação da resposta imunológica do hospedeiro pelo protozoário, 

leva o macrófago a sofrer uma polarização para o perfil no qual há indução da enzima 

arginase 1, produzindo dois compostos: L-ornitina e uréia. A L-ornitina é a principal 

fonte intracelular de poliaminas, as quais são necessárias para crescimento do 

parasito intracelular [15,16].  

Outra molécula importante para suscetibilidade da doença é a PD-1, molécula 

coestimuladora com a função negativa, expressa nos linfócitos do baço e do sangue 

periférico dos cães com leishmaniose visceral [17], diminuindo a capacidade 

proliferativa das células T [18] e a atividade microbicida do macrófago [19]. 
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A resposta imune inata e adaptativa do hospedeiro aumentam as citocinas 

pró-inflamatórias que modulam, não só o sistema imune como também, o eixo HPA 

levando a um aumento de cortisol já observado na leishmaniose visceral em hamster 

[20] e humanos [21] e em outras doenças infecciosas como malária [22], doença de 

chagas [23], tuberculose [24], em doenças virais [25] mas ainda não estudada na 

leishmaniose visceral em cães. 

 As citocinas IL-1 e IL-6 tem suas produções aumentadas durante a LCan 

[26,27]. Nas doenças infecciosas essas citocinas podem atuar diretamente no 

sistema nervoso central (SNC), resultando na ativação de eixos neuroendócrinos, 

principalmente o eixo HPA, causando aumento da produção do hormônio liberador 

de corticotropina (CRH) pelo hipotálamo que induz a hipófise a sintetizar o ACTH 

que, por sua vez, estimula as glândulas adrenais para produzir esteroides, 

glicocorticoides, dehidroepiandrosterona (DHEA) e seu sulfato éster (DHEAS) 

[28,29]. Esses hormônios podem atuar na resposta imunológica durante a LCan.  

Os glicocorticoides (GCs) exercem efeitos tanto genômicos quanto não 

genômicos, modulando fatores de transcrição associados à sinalização inflamatória, 

como o fator nuclear kappa B (NF-κB) [30]. Essa modulação resulta na redução da 

expressão de genes pró-inflamatórios que, consequentemente, inibem a produção 

de citocinas pró-inflamatórias, como IL-1, IL-6 e TNF-α, bem como as relacionadas 

à resposta imune do tipo Th1, incluindo IL-2, IL-12 e IFN-γ. Paralelamente, os GCs 

estimulam a produção de citocinas anti-inflamatórias, como IL-4 e IL-10, promovendo 

uma resposta imune do tipo Th2 [28,31]. 

Esses hormônios também desempenham um papel relevante na atenuação 

da ativação de células T, modulando a sinalização do receptor de células T (TCR) 

[32] e induzem a regulação positiva da expressão de PD-1 em células T e células 

natural killer (NK) [33,34] regulando a apresentação de antígenos durante a resposta 

adaptativa. Além disso, também podem regular a produção de NO, reduzindo a 

expressão de iNOS em resposta a estímulos inflamatórios [35,36], o que pode ser 

benéfico para replicação do parasito.  

Ainda como um sistema bidirecional, o cortisol também pode diminuir a 

quimiotaxia para linfócitos, monócitos e granulócitos, além de promover o desbalanço 

da resposta celular e humoral, exacerbando a resposta de anticorpos [28]. Diferentes 

modelos experimentais de infecção mostram que tal desequilíbrio do eixo HPA 

impede o hospedeiro de montar uma resposta imune adequada, que por sua vez 
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pode influenciar a suscetibilidade à doença [29] 

Em pacientes humanos com LV, a evidência dos distúrbios hormonais foi 

relatada, porém pouco sobre sua influência na doença foi elucidado [21]. Em 

hamsters infectados experimentalmente com L. infantum, observou-se altos níveis 

de cortisol após a infecção. Todos os leucócitos, exceto os monócitos, apresentaram 

uma forte correlação negativa com o cortisol, enquanto as transaminases mostraram 

correlação positiva. O cortisol também se correlacionou positivamente com 

marcadores imunológicos pró e anti-inflamatórios, além da enzima arginase-1. Em 

contraste, o IFN-γ e a enzima iNOS mostraram correlações negativas, indicando que 

o cortisol pode desempenhar um papel crucial na regulação da resposta imunológica 

ao parasito. [20]. Neste estudo, buscamos investigar as alterações do eixo HPA na 

LCan, analisando os níveis séricos do cortisol e ACTH e sua associação com 

parâmetros clínicos, laboratoriais e imunológicos envolvidos na progressão da 

doença.  

 

2.4 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

2.4 .1. Ética 

Todos os procedimentos e métodos utilizados no estudo foi aprovado pela 

Comissão de Ética no Uso de Animais – CEUA da FOA, UNESP, Araçatuba/SP, nº 

282-2023.  

 

2.4 .2. Triagem dos Animais 

Para compor o grupo de cães com leishmaniose foram considerados 23 cães 

machos, entre um e oito anos de idade, de várias raças e pesos, provenientes do 

Centro de Controle de Zoonoses de Araçatuba/SP ou de tutores locais, mediante 

termo de consentimento assinado anterior a colheita das amostras. O diagnóstico da 

LCan foi realizado por métodos sorológico: ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent 

Assay) [37] ou teste imunocromatográfico (Teste Rápido DPP/BioManguinhos, BR) 

para detecção dos anticorpos anti-Leishmania e confirmado por método molecular 

para DNA da Leishmania spp em amostras de sangue ou swab conjuntival [38] . Todos 

os cães apresentaram ao menos três sinais clínicos característicos da doença [7]. 

Exames hematológicos e bioquímicos séricos para avaliação do perfil renal e 
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hepáticos do grupo foram realizados para determinação do estadiamento clínico 

desses animais. Foram selecionados apenas cães no estágio moderado da doença 

segundo estadiamento previamente proposto [39]. 

Selecionamos 12 cães machos, entre um e cinco anos de idade, de várias raças 

e pesos diferentes, provenientes de tutores locais, mediante termo de consentimento 

assinado anterior a colheita das amostras para compor o grupo saudável. Todos os 

cães apresentaram testes sorológicos ELISA e imunocromatográfico para LCan 

negativos e ausência do DNA da Leishmania spp em amostras de sangue e swab 

conjuntival. Os animais apresentavam – se clinicamente saudáveis após realização 

de exame físico completo e não apresentaram alterações em exames hematológicos 

e nos perfis bioquímicos condizentes a outras infecções. 

Como critério de inclusão apenas cães machos foram utilizados para evitar a 

interferência dos hormônios que atuam no ciclo reprodutivo das fêmeas na produção 

de cortisol.  

  

2.4 .3. Colheita e acondicionamento das amostras sanguíneas e conjuntivais. 

Para minimizar o efeito do ciclo circadiano, as amostras sanguíneas de todos os 

cães foram coletadas entre 8 e 10 horas da manhã. Com agulhas hipodérmicas e 

seringas descartáveis, o sangue total foi coletado por meio da punção da veia jugular 

dos cães de ambos os grupos. Três mililitros (ml) foram acondicionados em tubos 

plásticos contendo heparina (Becton-Dickson, EUA), (10 UI/ml de sangue) destinados 

à obtenção das células mononucleares. Para obtenção do soro sanguíneo, 12 ml 

foram acondicionados em tubos plásticos contendo ativador de coágulo (Vacuplast 

GmbH, Austria) e centrifugados a 3.000 rpm por 5 minutos e separados para avaliação 

dos marcadores bioquímicos e testes sorológicos para detecção de anticorpos anti-

leishmania. Dois ml de soro sanguíneo foram acondicionadas em -80ºC para dosagem 

das citocinas, do cortisol e ACTH. Outros 1 ml de sangue total foram acondicionados 

em tubo plástico contendo K2EDTA (Becton-Dickson, EUA) para realização do 

hemograma e extração de DNA para qPCR. As amostras sanguíneas para os exames 

laboratoriais foram levadas imediatamente para processamento em laboratório 

externo.  

As amostras conjuntivais foram coletadas com swab estéril em região de 

conjuntiva palpebral superior de ambos os olhos acondicionadas em microtubos 

DNA/RNA free (Eppendorf, EUA) e armazenadas em -20ºC até a extração de DNA. 
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2.4.4. Diagnóstico da LCan por teste imunocromatográfico DPP e ELISA 

indireto 

O teste imunocromatográfico DPP foi realizado seguindo as instruções do 

fabricante. Os soros dos cães foram analisados por ELISA indireto, utilizando como 

antígeno o lisado total de promastigotas L. chagasi (MHOM/BR00/MER02). A técnica 

utilizada para preparação e realização de ELISA foi conforme protocolo previamente 

descrito [37]. 

 

2.4.5. Isolamento das Células Mononucleares do Sangue Periférico (CMSP) 

As CMSP de ambos os grupos foram isoladas usando gradiente de Histopaque 

1077 (Sigma, EUA) seguindo as recomendações do fabricante. As hemácias foram 

lisadas usando um tampão de lise contendo 7,46 g/L de cloreto de amônio.  Em 

seguida, as células isoladas foram lavadas com três vezes em solução salina 

tamponada com fosfato (PBS) pH 7,2 e ressuspensas em 1 ml de RPMI 1640 (Sigma, 

EUA) suplementado com 10% de soro fetal bovino inativado (SFB) (Gibco, EUA), 

0,03% L -glutamina (Sigma, EUA), 100 UI / mL de penicilina (Sigma, EUA) e 100 mg / 

mL de estreptomicina (Sigma, EUA).  

  

2.4.6. Quantificação de iNOS, Arginase-1 e PD-1 usando Citometria de Fluxo 

Para quantificação da expressão de iNOS e Arginase 1, as CMSP foram 

fixadas com 500 μl de tampão de fixação (Invitrogen) e incubadas por 10 min em 

temperatura ambiente. As células foram centrifugadas a 400 g por 5 minutos e 

lavadas duas vezes com tampão de permeabilização (Invitrogen). Em seguida, as 

células foram ressuspensas com 50 μl de tampão de permeabilização (Invitrogen) e 

incubadas com anticorpo policlonal de coelho anti-iNOS de camundongo conjugado 

a PE (BIORBYT) reagente com espécie canina; e anticorpo de coelho anti-arginase 

1 de humano conjugado a FITC (BIORBYT). O blast da proteína humana 

(#NP_000036.2) tem similaridade com a proteína canina (#XP_038409331) de 

92,24%. Para evitar ligação inespecífica, as CMSPs foram incubadas com seus 

respectivos isotipos controles (BIORBYT) por 60 minutos a 26ºC. As células foram 

lavadas PBS (pH 7,2) com 1% de albumina sérica bovina (BSA) e armazenadas a 

4°C no escuro até a análise. 

Para quantificação da molécula coestimuladora negativa PD-1, as CMSP 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/NP_000036.2
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_038409331.1?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=BR6ZA450013
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isoladas foram lavadas com PBS (pH 7,2) e centrifugadas a 400 g por 5 minutos. 

Após centrifugação, foram bloqueadas com 1000 μL de PBS com 10% de soro fetal 

bovino (SFB) (Gibco, EUA) e centrifugadas novamente a 400 g por 5 minutos.  Em 

seguida, as células foram incubadas com anticorpo monoclonal anti-PD1 conjugado 

com PE (anti-humano CD279, BD Biosciences, EUA) (a proteína PD-1 mostra um 

alto grau de homologia entre as espécies canina e humana) [40] e com seu isotipo 

controle (BD Biosciences, EUA), conforme recomendação do fabricante. As células 

foram lavadas PBS (pH 7,2) com 1% de BSA e armazenadas a 4°C no escuro até a 

análise. 

Para todos os alvos, a aquisição de 10.000 eventos foi realizada em citômetro 

de fluxo Accuri C5 (BD Biosciences, EUA) e analisada usando BD Accuri C6 

Software, versão 1.0.264.21 (BD Biosciences, CA, EUA).  

 

2.4.7. Mensuração do Cortisol e do ACTH usando Kit Comercial ELISA  

A mensuração do cortisol sérico dos cães foi realizada usando kit comercial 

QuicKey Pro Canine Cortisol ELISA (MyBioSource, San Diego, EUA), seguindo as 

instruções do fabricante. O ACTH sérico dos cães foi avaliado usando kit comercial 

Canine Adrenocorticotropic Hormone (ACTH) ELISA (MyBioSource, San Diego, EUA), 

seguindo as instruções do fabricante.  

 

2.4.8. Quantificação das Citocinas IL-1β, IL-6, IL-10, IL-12, IFN-y, TNF-α e TGF-β 

usando ELISA de Captura  

A quantificação das citocinas IL-1β, IL-6, IL-10, IL-12, IFN-y e TNF-α no soro 

dos cães de ambos os grupos foram realizadas utilizando o kit DuoSet ELISA 

Development Systems kits caninos (R&D Systems, Minneapolis, MN, EUA), seguindo 

as instruções do fabricante.  

A quantificação do TGF-β no soro dos cães de ambos os grupos foi realizada 

utilizando kit Quantikine™ ELISA Canine TGF-β1 Immunoassay (R&D Systems, 

Minneapolis, MN, EUA), seguindo as instruções do fabricante. 

 

2.4.9. Extração de DNA e Quantificação da Carga Parasitária  

 A extração de DNA das amostras do sangue e da conjuntiva dos cães foram 

realizadas utilizando o kit comercial DNAeasy® kit (Quiagen, Valencia, Califórnia, 

91355, USA) de acordo com as recomendações do fabricante. O DNA extraído foi 
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analisado em espectrofotômetro260/280 (NanoDrop Technologies ND 1000 UV/VIS, 

USA) para avaliação do grau de pureza e quantificação.  

A quantificação da carga parasitária foi realizada por PCR em tempo real 

(qPCR) usando iniciadores que amplificam um fragmento de 116 pb do DNA do 

cinetoplasto (kDNA) de Leishmania spp. (5' CCTATTTTACACCAACCCCCAGT 3' e 5' 

GGGTAGGGGCGTTCTGCGAAA 3'). Para a reação de qPCR, foi padronizado com 

50 ng de DNA genômico purificado, 12,5 µl de SYBR Green JumpStart Taq ReadyMix 

(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA), 900 nM de primer e 9,5 µl de água ultrapura para 

um volume final da reação completar 25 µl. A condição de amplificação utilizada foi 

composta por um aquecimento inicial de 94°C por 3 minutos, seguidos por 40 ciclos 

de denaturação (94°C por 40 segundos), anelamento (56ºC por 30 segundos) e 

extensão (72ºC por 30 segundos). No final da amplificação, uma curva de dissociação 

do fragmento amplificado foi determinada de 60°C a 95°C com um aumento de 0,5°C 

a cada 5 segundos. A quantificação do DNA do parasito das amostras dos cães com 

leishmaniose foi determinada comparando a uma curva padrão com 450 ng de DNA 

de promastigotas de Leishmania infantum (MHOM/BR00/MER02) com uma diluição 

em série com fator 5. A curva padrão e amostras foram realizadas em duplicatas. 

 

2.4.10. Análise Estatística 

A análise estatística foi realizada usando o software GraphPad Prism V10 

(GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA, USA). Inicialmente, todas as variáveis foram 

testadas quanto à normalidade utilizando teste de Shapiro-Wilk.  A correlação entre o 

nível sérico de cortisol dos cães com leishmaniose com as variáveis do hemograma, 

neutrófilos, marcadores bioquímicos renais (creatinina e ureia) e proteinograma 

(proteína total, albumina e globulinas), enzimas iNOS e Arginase-1; molécula PD-1 e 

citocinas IL-12 e TGF- β foi usado o teste de correlação de Pearson. O teste de 

correlação de Spearman foi usado para correlacionar o nível sérico de cortisol com os 

sinais clínicos e com as variáveis do leucograma (exceto os neutrófilos), plaquetas, 

marcadores bioquímicos hepáticos (ALT, AST e FA) e com as citocinas IL-1β, IL-6, IL-

10, TNF-α e IFN-γ.   

Para comparação entre os grupos, o teste T de Student foi usado para as 

variáveis das células vermelhas, neutrófilos, marcadores bioquímicos renais 

(creatinina e ureia) e proteinograma (proteína total, albumina e globulinas), enzimas 

iNOS e Arginase-1; e para as citocinas IL-12 e TGF-β. O teste de Mann-Whitney para 
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variáveis do leucograma (exceto os neutrófilos), plaquetas, marcadores bioquímicos 

hepáticos (ALT, AST e FA), hormônios cortisol e ACTH, citocinas IL-1β, IL-6, IL-10, 

TNF-α e IFN-γ; e molécula PD-1.  

Foram considerados valores com significância quando p < 0,05 para todas as 

análises descritas acima. 

 

2.5. RESULTADOS 

 

2.5.1. Achados Clínicos e Laboratoriais  

Cães com leishmaniose (grupo leishmaniose) apresentaram ao menos três 

sinais clínicos característicos da doença, sendo a onicogrifose a mais frequentes 

(91%[21/23]), seguido da linfoadenopatia e lesão cutânea (83%[19/23]), lesão 

periocular (61%[14/23]) e alopecia (52%[12/23]). Outros sinais característicos, como 

caquexia (39%[9/23]), hepatoesplenomegalia (39%[9/23]), seborreia (30%[7/23]) e 

afecções oftálmicas (22%[5/23]) foram observadas com menor frequência em nosso 

estudo.  Os cães incluídos no grupo saudáveis (grupo saudável) não apresentaram 

sinais clínicos (Tabela S1). Os cães selecionados no grupo leishmaniose 

apresentaram teste sorológico reagente para anticorpos anti-Leishmania no ELISA 

indireto [37]  e 15 cães foram reagentes em teste rápido DPP. Também foi detectado 

o DNA da Leishmania spp. por qPCR (Tabela S1). Os cães saudáveis foram negativos 

em todos os testes diagnóstico sorológicos e molecular para leishmaniose (Tabela S1) 

Nos achados hematológicos dos cães com leishmaniose, a contagem de 

hemácias, hemoglobina, hematócrito, volume corpuscular médio, linfócitos e 

plaquetas foram estatisticamente menores quando comparados aos cães saudáveis, 

sendo que doze cães apresentaram anemia e onze e com trombocitopenia (Tabela 

S2-S3). No perfil bioquímico, a hipoalbuminemia associada a uma hiperglobulinemia 

levando a um aumento da proteína total plasmática foi o achado mais frequente nos 

cães com leishmaniose (96%[22/23]) (Tabela S4). No perfil bioquímico hepático cães 

apresentaram aumento do aspartato aminotransferase (AST) e dois apresentaram 

aumento da fosfatase alcalina (FA) (Tabela S4). Cães que apresentaram com 

elevados níveis de creatinina ou ureia foram descartados do projeto. Os cães incluídos 

no grupo controle, não apresentaram alterações nos parâmetros hematológicos e 

bioquímicos (Tabela S2 – S4).  
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2.5.2. O cortisol sérico aumentou e o ACTH sérico diminuiu em cães com 

leishmaniose. 

Doenças infecciosas podem levar a distúrbios hormonais no hospedeiro [41]. 

Os níveis de cortisol plasmáticos apresentaram-se elevados durante a infecção em 

hamsters [20] e em humanos [21] com L. infantum. Mensuramos a concentração sérica 

do cortisol e do ACTH nos cães de ambos os grupos.  

 O nível sérico de cortisol foi maior (Teste Mann-Whitney, p = 0,046; Fig 1A), 

enquanto o ACTH sérico foi menor (Teste de Mann-Whitney, p = 0,002; Fig 1B) nos 

cães com leishmaniose quando comparados aos cães saudáveis.  
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Fig 1: Nível sérico de cortisol e ACTH nos cães saudáveis (Saudável) e dos cães com 

leishmaniose (Leishmaniose).  As avaliações do nível sérico de cortisol (A) e ACTH (B) foram 

realizados usando kit QuicKey Pro Canine Cortisol ELISA e kit comercial Canine Adrenocorticotropic 

Hormone (ACTH) ELISA, respectivamente, dos cães saudáveis (n=12) e dos cães com leishmaniose 

(n=23). Os dados são expressos como mediana e intervalo interquartil (25 e 75). Os símbolos 

representam dados individuais para cada animal. Asteriscos indicam diferenças significativas (Teste de 

Mann-Whitney para as duas variáveis, p < 0,05). 

 

2.5.3. Cortisol apresentou correlação com as plaquetas, albumina e globulinas 

nos cães com leishmaniose.  

Glicocorticoides podem modular resposta imunológica, com ação anti-

inflamatórias, diminuindo quimiotaxia de leucócitos [42]. Além disso, o cortisol parece 

ter uma associação com os parâmetros clínicos e imunológicos durante a 

leishmaniose visceral [20]. Avaliamos a correlação dos níveis de cortisol sérico com 

os parâmetros clínicos e laboratoriais em cães com leishmaniose. O cortisol 

apresentou correlação positiva com a contagem de plaquetas (Teste de Correlação 
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de Spearman, r = 0,427; p = 0,042) e albumina (Teste de Correlação de Pearson, r = 

0,523; p = 0,010). Por outro lado, cortisol e a globulina apresentaram uma correlação 

negativa (Teste de Correlação de Pearson, r = -0,458; p = 0,028) (Tabela 1). 

 

Tabela 1. Correlações entre os níveis séricos de cortisol com os achados 

clínicos, sorológicos, variáveis hematológicas, bioquímicas dos cães com 

leishmaniose.    

Variáveis Nível de Cortisol 

  ra pb 

Sinais Clínicos -0,360 0,092 

D.O. (ELISA) -0,264 0,225 

Hemácias 0,352 0,099 

Hemoglobina 0,343 0,110 

Hematócrito 0,329 0,125 

VCM 0,043 0,847 

CHCM 0,258 0,236 

Neutrófilos 0,112 0,610 

Linfócitos 0,124 0,574 

Monócitos 0,142 0,517 

Eosinófilos 0,165 0,451 

Plaquetas 0,427 0,042 

Albumina 0,523 0,010 

ALT  0,006 0,979 

AST -0,272 0,209 

Creatinina -0,177 0,418 

FA -0,185 0,398 

Globulina -0,458 0,028 

Proteína Total -0,269 0,215 

Ureia -0,033 0,881 

 

Abreviação: densidade óptica (D.O.), volume corposcular médio (VCM), concentração de hemoglobina 

corpuscular média (CHCM), alanina aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST), 

fosfatase alcalina (FA). Variáveis em negrito demonstra correlação significativa.  

a. Correlação utilizando teste de Pearson para distribuições paramétricas e teste de Spearman para 

não paramétricas com coeficientes de correlação representados por valores de r; n = 23.  

b. Valor de significância p<0.05. 

 

2.5.4. Cortisol não apresentou correlação com iNOS, arginase-1 e carga 

parasitária nos cães com leishmaniose. 

Os GCs podem atuar na polarização dos macrófagos, regulando 
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negativamente fatores de transcrição responsáveis pelo aumento da expressão de 

iNOS durante estímulos inflamatórios [36].  Avaliamos a expressão das enzimas iNOS 

e Arginase -1 nas CMSP dos cães com leishmaniose por citometria de fluxo.  

A iNOS participa da produção de NO pelo macrófago, levando a ação 

microbicida, enquanto a Arginase-1, participa na síntese de poliaminas, essenciais 

para a sobrevivência do parasito intracelular [13]. Observamos um aumento 

significativo na expressão da iNOS (Teste T de Student, p = 0,002 Fig 2A) e da 

arginase-1 (Teste T de Student, p = 0,011; Fig 2B) nas CMSPs dos cães com 

leishmaniose. Apesar de observamos aumento da enzima iNOS não indica ativação 

de macrófago e controle da infecção, sendo que arginase-1 apresenta maior 

expressão em comparação a própria iNOS nas CMSP dos cães com leishmaniose 

(Teste T de Student, p < 0,0001; Fig S1).  

Para avaliar se o cortisol tem relação com a polarização do macrófago infectado 

e, consequentemente, com sobrevivência do parasito, correlacionamos o cortisol com 

a expressão das enzimas iNO, arginase-1 e carga parasitária. Observamos que o 

cortisol não apresentou correlação com iNOS, arginase-1 e carga parasitária durante 

a LCan (Tabela S5). 
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Fig 2. Expressão das enzimas iNOS e Arginase-1 nas CMSPs dos cães saudáveis (Saudável) e 

dos cães com leishmaniose (Leishmaniose). As avaliações da expressão de iNOS (A) e Arginase-

1 (B) foram realizadas nas CMSPs dos cães saudáveis (grupo saudável, n=10) e dos cães com 

leishmaniose (grupo leishmaniose, n=22) e analisadas por citometria de fluxo. Os dados são 

expressos como mediana e intervalo interquartil (25 e 75). Os símbolos representam dados individuais 

para cada animal. Asteriscos indicam diferenças significativas (Teste T de Student para iNOS e 

Arginase-1 p < 0,05). 
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2.5.5. PD-1 apresenta expressão aumentada nas CMSP e correlação negativa 

com o cortisol nos cães com leishmaniose. 

O PD-1 desempenha um papel essencial na regulação da ativação dos 

linfócitos, ao se ligar aos ligantes presentes nas células apresentadoras de antígeno, 

contribuindo para a manutenção da tolerância imunológica, da homeostase e para a 

prevenção de respostas excessivas [17,18]. O papel do PD-1 durante a LCan pode 

estar associado a inibição da ativação das células T, regulando e diminuindo a 

resposta imune com o parasito [19]. Observamos que a PD-1 foi mais expresso nas 

CMSP dos cães doentes em comparação aos cães saudáveis (Teste T de Student, p 

= 0,021; Fig 3A).  

Uma ação importante dos GCs é a modulação da expressão de PD-1 nos 

linfócitos T e nas células NK durante situação de câncer [33,34]. O nível de cortisol 

sérico apresentou correlação negativa com a expressão de PD-1 na LCan (Teste de 

Correlação de Pearson; r = -0,506; p = 0,016; Fig. 3B).  
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Fig 3. Expressão da molécula coestimuladora PD-1 nas CMSPs de cães saudáveis e cães com 

leishmaniose, e correlação com os níveis séricos de cortisol dos cães com leishmaniose. (A) 

Expressão de PD-1 nas CMSPs de cães saudáveis (n = 10) e cães com leishmaniose (n = 22), 

analisada por citometria de fluxo. (B) Gráfico de dispersão mostrando a correlação entre os níveis 

séricos de cortisol e a mediana da fluorescência de PD-1, com a reta de regressão linear ajustada. 

Os dados são expressos como mediana e intervalo interquartil (25 e 75). Os símbolos representam 

dados individuais para cada animal. Asteriscos indicam diferenças significativas (Teste t de Student 

para comparação entre os grupos; Teste de Correlação de Pearson, "r" representa o coeficiente de 

correlação; p < 0,05).  

 

2.5.6. IL-10, IL-12 e IFN-γ estão aumentadas nos cães com leishmaniose. 

O cortisol parece ter relação com a produção de citocinas durante a infecção 
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experimental da leishmaniose visceral em hamsters [20], avaliamos a produção das 

citocinas inflamatórias (IL-1β, IL-6, IL-12, IFN-γ e TNF-α) e anti-inflamatórias (IL-10 e 

TGF-β) no soro sanguíneo dos cães infectados com Leishmania spp. pelo método 

ELISA de captura com kits comerciais específicos. 

Observamos um aumento significativo dos níveis séricos de IL-10, IFN-γ (Teste 

de Mann Whitney, p = 0,0006, p = 0,027; Fig 4A e 4C) e IL-12 (Teste T de Student, p 

<0,0001; Fig 4B) nos cães com leishmaniose. Entretanto, IL-1β, IL-6, TNF-α (Teste de 

Mann Whitney, p = 0,427, p = 0,6291, p = 0,474) e TGF-β (Teste T de Student, p = 

0,639) não apresentaram diferença significativa entre os grupos (Fig. S2). 
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Fig 4: Níveis séricos de IL-10, IL-12 e IFN-γ nos cães saudáveis (Saudável) e nos cães com 

leishmaniose (Leishmaniose). As avaliações dos níveis séricos das citocinas IL-10 (A), IL-12 (B) e 

IFN- γ (C) foram realizadas para o método de ELISA de captura com kit comercial dos cães saudáveis 

(grupo saudáveis, n=10) e dos cães com leishmaniose (grupo Leishmaniose, n=21). Os dados são 

expressos em barras indicando média dos níveis das citocinas com erro padrão da média em cada 

grupo. Asteriscos indicam diferenças significativas (Teste de Mann-Whitney para IL-10 e IFN-γ; e Teste 

T de Student para IL-12, p < 0,05). 

 

2.5.7. O cortisol correlacionou negativamente com IL-12 e positivamente com 

TGF- β nos cães com leishmaniose.   

Para avaliar a relação do cortisol com a resposta imunológica na LCan, 

realizamos uma correlação entre o nível sérico do cortisol e os níveis séricos das 

citocinas. IL-1β, IL-6, IL-10, IFN-γ e TNF-α não apresentaram correlação significativa 

com o cortisol (Tabela S5). Porém, observamos uma correlação negativa com a IL-12 

(Teste de Correlação de Pearson; r = -0,536; p = 0,012; Fig. 5A) e positiva com o TGF- 

β (Teste de Correlação de Pearson; r = 0,491; p = 0,024; Fig. 5A) nos cães com 

leishmaniose.  
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Fig 5. Correlação entre os níveis séricos de IL-12 e TGF-β com o nível sérico de cortisol dos 

cães com leishmaniose Correlação entre o nível sérico de cortisol e a IL-12 (A) e TGF- β com a reta 

de regressão linear ajustada. Os símbolos representam dados individuais para cada animal. (Teste 

de Correlação de Pearson, "r" representa o coeficiente de correlação; p < 0,05).  

 

2.6. DISCUSSÃO 

Na LCan, a sobrevivência do parasito está associada a uma resposta ineficaz 

produzida pelo hospedeiro, que induz um perfil anti-inflamatório com exacerbada 

resposta humoral e baixa resposta celular [43]. Sabe-se que elevadas concentrações 

de GCs podem atenuar a secreção de citocinas pró-inflamatórias e estimular um perfil 

de resposta humoral [28,29]. A regulação endócrina atuando na resposta imunológica 

em cães com leishmaniose ainda não foi elucidada. No presente estudo, investigamos 

os distúrbios no eixo HPA determinando os níveis séricos de cortisol e ACTH nos cães 

com leishmaniose e relacionando-os com os achados clínicos, laboratoriais e com os 

marcadores imunológicos circulantes que atuam na progressão da doença.  

Os cães diagnosticados com sorológicos e molecular para leishmaniose 

apresentaram onicogrifose, linfoadenopatia, lesão cutânea e periocular como os 

achados clínicos mais frequentes e compatíveis com sinais clássicos esperado na LCan 

[7,44]. Devido ao desenho experimental do estudo, selecionamos animais no estágio 

moderado da doença [39] , assim, cães sem sinais clínicos característicos ou que 

apresentaram alterações clínicas condizentes a outras doenças não entraram para o 

estudo, propondo assim, uma menor dispersão do grupo estudado. 

Apesar do estágio moderado da doença, a produção de IgG média a alta é 

observada nesse estágio [39]. De fato, um aumento da globulina sérica foi observado 
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em nosso estudo. A alta concentração de anticorpos favorece a ligação a antígenos 

do parasito formando complexos imunes, que se depositam em órgãos como o rim, 

articulações e olho [45], processo responsável pelas manifestações clínicas 

observadas nos cães doentes. Alterações nos bioquímicos séricos renais não foram 

observados devido a condições de inclusão do estudo.  

Estudo anterior avaliou que a ação do glicocorticoide cortisol é importante na 

regulação da imunidade na leishmaniose visceral em hamsters infectados [20]. Em 

cães com leishmaniose, altos níveis séricos de cortisol, mas não de ACTH, foram 

observados. Similares a nossos achados, pacientes humanos com leishmaniose 

visceral apresentaram altos níveis de cortisol [21]. Os distúrbios no eixo HPA já foram 

observados em outros modelos de infecção de infecções sistêmicas como exemplo, 

na malária [22] e na doença de Chagas [23], sugerindo que alguns protozoários podem 

atuar desregulando o eixo HPA, de modo que elevam os níveis de cortisol 

sistematicamente.   

Curiosamente, observamos uma diminuição do ACTH nos cães com 

leishmaniose. Algo semelhante foi observado em ratos infectados experimentalmente 

com Trypanosoma brucei no qual, a infecção levou um aumento inicial e, em seguida, 

uma diminuição da concentração plasmática do ACTH [46]. Entretanto, é conhecido 

que a regulação da secreção de CRH e ACTH é ocasionado pelo feedback negativo 

do cortisol circulante que atua diretamente no hipotálamo e pituitária [31,47] através 

de dois tipos de receptores: mineralocorticoides (MR) e glicocorticoides (GR) [48]. 

Além disso, estressores externos e internos podem levar à desregulação do eixo HPA 

aumentando a produção de cortisol [49]. Assim, é possível que a leishmaniose visceral 

crônica atue como estressor interno e com a desregulação do eixo HPA, o aumento 

do cortisol sérico, atue nos receptores GR levando a uma diminuição da secreção de 

ACTH pela glândula pituitária por mecanismo de feedback negativo. Estudos futuros 

deverão ser realizados para melhor ratificar esses resultados.  

Anteriormente, foi observado uma ação inibitória dos GCs na iNOS [36],  

enzima precursora do NO, molécula com ação microbicida contra o parasito [14]. 

Apesar da alta expressão de iNOS pelas CMSPs de cães com leishmaniose, não 

indica eliminação completa do parasito intracelular, pois, a alta expressão da arginase-

1 também foi observada e superior a expressão da iNOS. Assim, buscamos avaliar se 

o cortisol apresentava relação com mecanismos microbicidas e de sobrevivência do 

parasito diretamente do macrófago, visto ao que foi observado em estudo anterior 
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[20].  Contudo, nos cães com leishmaniose, o cortisol não parece ter relação com a 

polarização de macrófagos e com a carga parasitária. É possível, que na LCan, o 

cortisol possa estar regulando a resposta através de outros marcadores imunes.  

Identificamos uma alta expressão da molécula co-estimulatória inibitória PD-1 

em nossos cães com leishmaniose. Embora os GCs modulem positivamente a 

expressão de PD-1 nas células T e NK no contexto tumoral [34,52], durante a LCan, 

observamos um padrão distinto. Essa correlação negativa pode ser devido a 

modulação distinta que os GCs  possuem em diferentes contextos da resposta 

imunológica [53]. A ligação do hormônio em seu receptor presente na célula imune, 

ativa fatores de transcrição que podem inibir ou estimular a resposta [54], com 

implicações importantes durante leishmaniose. Esse achado sugere que na LCan, a 

regulação do PD-1 pelo cortisol é mais complexa. Outros estudos devem ser 

realizados para melhorar o entendimento dessa regulação na doença.  

Apesar das citocinas IL-10, IL-12 e IFN-γ estarem elevadas nos cães com 

leishmaniose, apenas a IL-12 apresentou correlação negativa com o cortisol. 

Semelhante a esse achado, a dexametasona, um GC exógeno, inibe a produção de 

IL-12p40 em monócitos humanos [56] e altera o perfil da resposta Th1 para Th2 [57] 

o que torna benéfico para a sobrevivência da Leishmania spp. Além disso, o TGF- β, 

ainda que não parece estar elevado em nossos cães, apresentou uma correlação 

positiva com o cortisol. Semelhante ao que foi observado em hamster após infecção 

experimental com L. infantum [20]. Os efeitos imunossupressores dos GCs são 

atribuídos à sua capacidade de regular a transcrição genética, seja por meio da 

ligação a elementos de resposta hormonal nos promotores de diversos genes, seja 

pela modulação da expressão gênica através da interação com outros fatores de 

transcrição, como NF-κB e proteína ativadora -1 [58,59] que atuam nas vias gênicas   

Esses achados sugerem que o cortisol atua na LCan, regulando a resposta 

imunológica produção de citocinas que modulam o perfil de resposta da célula T.  

Neste estudo, apresentamos que elevados níveis séricos de cortisol e baixos 

níveis séricos de ACTH são observados durante a LCan. Geralmente, os 

glicocorticoides são produzidos pelas glândulas adrenais através da ação do ACTH 

no seu receptor melanocortina 2 (MC2R) [42]. Contudo, outras vias podem atuar 

durante as doenças infecciosas e na LCan. As citocinas IL-1β, IL-6 e TNF-α podem 

atuar diretamente nos receptores da glândula induzindo a secreção hormonal [28,29]; 

e não podemos descartar que, anteriormente foi relatada a presença de parasito na 
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hipófise [60] e na glândula adrenal [61] de cães com leishmaniose, levando a 

processos inflamatório local e atuando diretamente no eixo HPA levando a sua 

desregulação.  

Concluímos que os nossos resultados indicam que a desregulação do eixo 

HPA, caracterizada por elevados níveis de cortisol e baixos níveis de ACTH, pode 

desempenhar um papel na patogênese da LCan, devido ao cortisol se relacionar com 

a citocina anti-inflamatória TGF- β e na polarização das células T. Outros estudos 

serão necessários para elucidar melhor os mecanismos subjacentes à desregulação 

do eixo HPA na progressão da doença e suas implicações terapêuticas, no ponto de 

vista da resposta imunológica e à sobrevivência do parasito. 
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2.9. Informações de Apoio 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig S1: Expressão das enzimas iNOS e Arginase-1 nas CMSPs dos cães com leishmaniose. As 

avaliações da expressão de iNOS e Arginase-1 foram realizadas nas CMSPs dos cães com 

leishmaniose (grupo leishmaniose, n=22) e analisadas por citometria de fluxo. Os dados são expressos 

como mediana e intervalo interquartil (25 e 75). Os símbolos representam dados individuais para cada 

animal. Asteriscos indicam diferenças significativas (Teste T de Student p < 0,05). 
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Fig S2: Níveis séricos de IL-1β, IL-6, TNF-α e TGF- β nos cães saudáveis (saudável) e com 

leishmaniose (Leishmaniose). As avaliações dos níveis séricos das citocinas IL-1β (A), IL-6 (B), TNF-

α (C) e TGF- β (D) foram realizadas pelo  método de ELISA de captura com kit comercial dos cães 

saudáveis (grupo saudável, n=10) e dos cães com leishmaniose (grupo Leishmaniose, n=21). Os dados 

são expressos em barras indicando média dos níveis das citocinas com erro padrão da média em cada 

grupo. Asteriscos indicam diferenças significativas (Teste de Mann-Whitney para IL-1β, IL-6 e TNF-α; 

e Teste T de Student para TGF- β, p < 0,05). 
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Tabela S1. Sinais Clínicos, diagnóstico sorológico e molecular dos cães com 

leishmaniose (Leishmaniose) e dos cães saudáveis (Saudáveis). 

Cães Sinais Clínicos  

Diagnóstico 

DPP  PCR 
D.O. 

ELISA 

Leishmaniose     

Infectado 1  Linfoadenopatia, onicogrifose, lesões cutâneas, alopecia + + 0,754 

Infectado 2  
Linfoadenopatia, onicogrifose, caquexia, lesões cutâneas, lesão 
periocular, alopecia, hepatoesplenomegalia e afecção oftálmica 

+ + 0,579 

Infectado 3 Linfoadenopatia, onicogrifose, lesões cutâneas e lesão periocular - + 0,322 

Infectado 4 
Onicogrifose, caquexia, lesões cutâneas, alopecia e 
hepatoesplenomegalia 

+ + 0,729 

Infectado 5 Linfoadenopatia, caquexia e lesão cutâneas + + 0,738 

Infectado 6  
Linfoadenopatia, onicogrifose, lesões cutâneas, lesão periocular e 
seborreia 

+ + 0,887 

Infectado 7  
Linfoadenopatia, onicogrifose, lesão periocular e 
hepatoesplenomegalia 

- + 0,305 

Infectado 8 Linfoadenopatia, onicogrifose, lesões cutâneas e lesão periocular - + 0,375 

Infectado 9 Onicogrifose, caquexia, lesões cutâneas, seborreia e alopecia + + 0,675 

Infectado 10 
Linfoadenopatia, onicogrifose, caquexia, leão periocular e afecção 
oftálmica 

- + 0,317 

Infectado 11 Linfoadenopatia, onicogrifose, lesões cutâneas e alopecia + + 0,865 

Infectado 12 Linfoadenopatia, onicogrifose, lesão cutâneas e lesão periocular - + 0,294 

Infectado 13 
Linfoadenopatia, onicogrifose, lesões cutâneas, lesão periocular, 
seborreia, alopecia e afecção oftálmica  

+ + 0,575 

Infectado 14 
Onicogrifose, lesões cutâneas, lesão periocular, afecção oftálmica 
e hepatoesplenomegalia 

+ + 0,580 

Infectado 15 
Linfoadenopatia, caquexia, lesões cutâneas, lesão periocular, 
seborreia e alopecia 

- + 0,500 

Infectado 16 
Linfoadenopatia, onicogrifose, lesões cutâneas, lesão periocular e 
hepatoesplenomegalia 

+ + 0,635 

Infectado 17 Onicogrifose, caquexia,, lesões cutâneas, seborreia e alopecia + + 0,650 

Infectado 18 
Linfoadenopatia, onicogrifose,lesões cutâneas, alopecia e 
hepatoesplenomegalia 

+ + 0,657 

Infectado 19 Linfoadenopatia, onicogrifose, caquexia e alopecia - + 0,360 

Infectado 20 
Linfoadenopatia, onicogrifose, lesões cutâneas, lesão periocular, 
seborreia, alopecia, afecção oftálmica e hepatoesplenomegalia 

+ + 0,850 

Infectado 21 
Linfoadenopatia, onicogrifose,  lesões cutâneas, lesão periocular, 
seborreia e hepatoesplenomegalia 

+ + 0,600 

Infectado 22 
Linfoadenopatia, onicogrifose, caquexia, alopecia e 
hepatoesplenomegalia 

- + 0,660 

Infectado 23 Linfoadenopatia, onicogrifose, lesões cutâneas e lesão periocular + + 0,470 

Saudáveis     

Controle 1 Sem sinais clínicos -  - 0,106 

Controle 2 Sem sinais clínicos -  - 0,102 

Controle 3 Sem sinais clínicos -  - 0,210 

Controle 4 Sem sinais clínicos - - 0,207 

Controle 5 Sem sinais clínicos -  - 0,171 

Controle 6 Sem sinais clínicos -  - 0,092 

Controle 7 Sem sinais clínicos -  - 0,097 

Controle 8 Sem sinais clínicos -  - 0,121 
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Controle 9 Sem sinais clínicos -  - 0,115 

Controle 10 Sem sinais clínicos -  - 0,186 

Controle 11 Sem sinais clínicos -  - 0,248 

Controle 12 Sem sinais clínicos -  - 0,150 

 

Abreviação: teste imunocromatográfico (DPP), Reação em Cadeia da Plimerase (PCR) densidade 

óptica (D.O). Ponto de corte D.O. >0,270 
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Tabela S2. Parâmetros das células vermelhas cães com leishmaniose (Leishmaniose) 

e dos cães saudáveis (Saudáveis). 

Cães 

 Hemácias Hemoglobina Hematócrito VCM CHCM 

Intervalo 
de 

Referência 

5,5 - 8,5 
x10¹²/mm³ 

12,0-18,0 g/dl 37-55 % 60-77 fL 31-35% 

Leishmaniose      

Infectado 1  5,0 9,6 29,0 57,7 33,1 

Infectado 2  7,4 14,8 45,0 60,8 32,9 

Infectado 3  7,3 16,5 48,0 65,6 34,4 

Infectado 4  5,7 14,0 40,0 70,2 35,0 

Infectado 5  7,3 16,7 50,0 68,4 33,4 

Infectado 6  6,4 12,8 41,0 64,1 31,2 

Infectado 7  7,4 17,8 52,0 70,0 34,2 

Infectado 8  6,0 14,7 42,0 70,5 35,0 

Infectado 9  4,2 8,6 27,0 64,3 31,9 

Infectado 10 7,8 17,3 50,0 64,1 34,6 

Infectado 11 3,2 8,5 24,0 74,8 35,4 

Infectado 12 6,7 15,7 47,0 70,4 33,4 

Infectado 13 3,3 6,5 21,0 63,6 31,0 

Infectado 14 5,2 9,3 31,0 59,5 30,0 

Infectado 15 4,6 8,6 30,0 65,4 28,7 

Infectado 16 6,4 14,9 44,0 68,5 33,9 

Infectado 17 3,4 7,4 24,0 70,8 30,8 

Infectado 18 5,1 11,3 33,0 64,6 34,2 

Infectado 19 7,3 16,3 49,0 67,4 33,3 

Infectado 20 3,5 7,2 22,0 63,0 32,7 

Infectado 21 4,1 8,8 26,0 63,1 33,8 

Infectado 22 5,2 11,8 35,0 66,8 33,7 

Infectado 23 5,1 11,4 34,0 66,3 33,5 

 Média±DV 5,6±1,50a 12,2±3,68a 36,7±10,24a 66,1±4,05a 33,1±1,72a 

Saudáveis            

Controle 1  7,5 17,4 49,0 65,6 35,5 

Controle 2  7,8 18,0 54,0 69,5 33,3 

Controle 3  7,7 19,3 55,0 71,2 35,1 

Controle 4  8,0 17,9 53,0 66,2 33,8 

Controle 5  7,6 17,8 51,0 67,5 34,9 

Controle 6  8,5 18,6 57,0 67,3 32,6 

Controle 7  6,4 16,3 47,0 73,6 34,7 

Controle 8  7,7 18,4 53,0 68,7 34,7 

Controle 9  6,3 14,2 42,0 66,9 33,8 

Controle 10  6,8 15,8 50,0 73,6 31,6 

Controle 11  6,7 15,8 46,0 68,8 34,4 

Controle 12  6,7 15,2 45,0 67,3 33,8 

  Média±DV 7,3±0,70a 17,0±1,50a 50,2±4,60a 68,8±2,58a 34,0±0,94b 

 

Abreviação: volume corpuscular médio (VCM), concentração média de hemoglobina corpuscular 

(CMHC), desvio padrão (SD). Letras iguais em colunas iguais indicam diferença estatística usando 

Teste T de Student (p<0,05). 
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Tabela S3. Parâmetros das células branca e plaquetas dos cães com leishmaniose 

(Leishmaniose) e dos cães saudáveis (Saudáveis). 

Cães  

  Neutrófilos Linfócitos Monócitos Eosinófilos Plaquetas 

Valores de 
Referência 

3.000-11.500 
x106/L 

1.000-4.800 
x106/L 

150-1.350 
x106/L 

150-1.250 
x106/L 

160-440 
x10³ 

Leshmaniose       

Infectado 1  3.355 1.198 360 1.078 206 

Infectado 2  8.503 761 1.650 1.777 220 

Infectado 3  4.080 4.998 816 306 240 

Infectado 4  5.041 1.917 152 84 180 

Infectado 5  6.037 1.230 234 120 150 

Infectado 6  6.052 1.958 178 712 204 

Infectado 7  3.861 660 102 457 229 

Infectado 8  3.590 1.300 248 1.052 275 

Infectado 9  4.945 563 376 313 127 

Infectado 10  3.660 2.379 61 0 200 

Infectado 11  2.178 1.089 0 33 100 

Infectado 12  6.237 1.782 535 356 151 

Infectado 13  3.357 392 480 87 122 

Infectado 14  6.358 225 224 598 191 

Infectado 15  7.146 82 487 406 180 

Infectado 16  4.110 1.781 343 548 125 

Infectado 17  5.143 612 245 122 425 

Infectado 18  3.995 611 47 47 140 

Infectado 19  6.845 1.423 622 0 122 

Infectado 20  3.902 447 74 74 82 

Infectado 21  4.818 5.735 344 344 140 

Infectado 22  9.250 393 147 0 188 

Infectado 23  2.960 680 120 240 80 

 Média±DP 5.018±1789,1a 1.401±1.401,6a 341±350,3a 381±435,9a 177±76,1a 

Saudáveis        

Controle 1  7.839 3.042 117 702 240 

Controle 2  6.438 2.001 174 142 250 

Controle 3  4.697 1.098 150 305 240 

Controle 4  9.120 4.016 608 456 200 

Controle 5  8.400 1.904 448 448 200 

Controle 6  5.200 2.640 80 180 240 

Controle 7  6.362 2.386 298 894 389 

Controle 8  3.876 2.720 136 168 180 

Controle 9  6.144 2.372 216 922 236 

Controle 10  3.620 2.391 273 346 220 

Controle 11  3.362 3.514 382 382 153 

Controle 12  4.421 3.039 276 1.174 229 

  Média±DP 5.790±1.922,5b 2.594-±767,8a 263±154,5b 510±336,9b 231±57,5b 

 

Abreviações: desvio padrão (SD). Letras iguais em colunas iguais indicam diferença estatística usando 

T de Studente (variável neutrófilo) e Teste de Mann Whitney (para as restantes) (p < 0,05). 
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Tabela S4. Parâmetros bioquímicos dos cães com leishmaniose (Leishmaniose) e dos 

cães saudáveis (saudáveis). 

Cães  

  Albumina ALT  AST Creatinina FA Globulina 
Proteína 

Total 
Ureia 

Valores 
de Ref. 

2,6-3,3 
g/L 

21-102 
U/L 

23-66 
U/L 

0,5-1,5 
mg/dL 

20-156 
U/L 

2,7-4,4 
g/L 

5,4-7,1 
g/L 

10,03-
50,03 
mg/dL 

Leishmaniose          

Infectado 1  2,5 26 47 1,1 66 7,0 9,5 25,0 

Infectado 2  2,1 36 41 1,0 41 6,4 8,5 26,0 

Infectado 3  3,1 36 47 1,4 33 4,5 7,6 48,0 

Infectado 4  2,0 22 50 1,0 40 8,0 10,0 30,0 

Infectado 5  1,4 31 52 1,4 66 9,9 11,3 33,0 

Infectado 6  1,8 36 23 1,4 24 9,0 10,8 36,0 

Infectado 7  3,1 41 26 1,1 66 4,9 8,0 27,0 

Infectado 8  2,9 26 26 1,1 24 4,9 7,8 33,0 

Infectado 9  1,2 15 52 0,6 58 8,1 9,3 35,0 

Infectado 10  2,4 36 20 0,9 74 6,2 8,6 45,0 

Infectado 11  2,7 32 55 0,8 87 7,3 10,0 26,0 

Infectado 12  2,7 57 26 0,9 41 5,7 8,4 25,0 

Infectado 13  1,0 62 204 1,1 91 6,9 7,9 42,0 

Infectado 14  1,4 20 47 1,1 182 7,8 9,2 33,0 

Infectado 15  2,0 20 26 0,9 41 7,8 9,8 9,0 

Infectado 16  2,5 31 15 1,2 24 7,8 10,3 27,0 

Infectado 17  1,8 31 36 1,1 58 5,2 7,0 47,0 

Infectado 18  2,2 21 88 1,0 107 7,2 9,4 60,0 

Infectado 19  2,4 62 52 1,0 99 5,2 7,6 41,0 

Infectado 20  1,1 62 94 0,9 265 7,8 8,9 43,0 

Infectado 21  1,2 57 41 0,9 74 6,7 7,9 19,0 

Infectado 22  2,1 31 41 0,9 58 6,3 8,4 33,0 

Infectado 23  2,1 31 26 0,7 66 6,4 8,5 30,0 

 Média±DV 2,1±0,6a 36±14,5a 49±38,9a 1,0±0,2a 73±54,3a 6,8±1,4a 8,9±1,1a 33,6±10,9a 

Saudáveis          

Controle 1  4,0 24 66 1,2 23 3,6 7,6 48,1 

Controle 2  4,0 53 61 0,8 49 3,0 7,0 40,6 

Controle 3  3,8 41 55 1,3 91 4,0 7,8 29,7 

Controle 4  3,3 24 23 1,3 154 2,9 6,2 35,0 

Controle 5  3,8 31 61 1,2 23 2,4 6,2 32,0 

Controle 6  4,0 30 32 0,9 39 3,6 7,6 24,2 

Controle 7  3,0 52 47 1,2 41 3,4 6,4 40,0 

Controle 8  3,9 68 28 1,1 20 2,3 6,2 32,4 

Controle 9  2,8 41 31 1,5 74 2,4 5,2 29,0 

Controle 10  3,1 26 20 1,2 49 3,5 6,5 42,0 

Controle 11  3,4 57 31 0,7 41 4,0 7,4 20,0 

Controle 12  3,1 57 36 1,4 74 2,8 5,9 47,0 

 Média±DV 3,5±0,4a 42±15,1b 45±22,6a 1,1±0,2b 57±37,9b 3,1±0,6a 6,7±0,8a 35,0±8,8b 

 

Abreviação: referência (Ref.), alamina transferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST), fosfatase 

alcalina (FA), desvio padrão (SD). Letras iguais em colunas iguais indicam diferença estatística usando 

Teste de Mann Whitney (AST, ALT e FA) e Teste T de Student (restante) (p<0,05). 
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Tabela S5. Correlações entre os níveis séricos de cortisol com marcadores 

imunológicos e carga parasitária dos cães com leishmaniose.    

 

Variáveis 
Nível de Cortisol 

r p 

iNOS CMSP -0,216 0,333 

Arginase CMSP -0,302 0,173 

IL-1β (pg/ml) 0,153 0,507 

IL-6 (pg/ml) 0,065 0,780 

IL-10 (pg/ml) -0,079 0,733 

IFN-γ (pg/ml) 0,140 0,544 

TNF-α (pg/ml) 0,064 0,782 

Carga Parasitária Sangue -0,250 0,367 

Carga Parasitária Conjuntiva -0,044 0,861 

 

Abreviação: oxido nítrico sintáse induzível (iNOS) células mononucleares do sangue periférico (CMSP), 

interleucina (IL), picograma (pg), mililitro (ml), interferon (IFN), fator de necrose tumoral (TNF). Variáveis 

em negrito demonstra correlação significativa.  

a. Correlação utilizando teste de Pearson para distribuições paramétricas e teste de Spearman para 

não paramétricas com coeficientes de correlação representados por valores de r;  

b. Valor de significância p<0.05 
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ANEXO A – NORMAS PARA PUBLICAÇÃO DA RESVISTA PLOS 

NEGLECTED TROPICAL DISEASES 

 

About the Journal 

PLOS Neglected Tropical Diseases publishes original research articles of importance 

to the NTDs community and the wider health community. We will consider manuscripts 

of any length; we encourage the submission of both substantial full-length bodies of 

work and shorter manuscripts that report novel findings that might be based on a more 

limited range of experiments. 

The writing style should be concise and accessible, avoiding jargon so that the paper 

is understandable for readers outside a specialty or those whose first language is not 

English. Editors will make suggestions for how to achieve this, as well as suggestions 

for cuts or additions that could be made to the article to strengthen the argument. Our 

aim is to make the editorial process rigorous and consistent, but not intrusive or 

overbearing. Authors are encouraged to use their own voice and to decide how best 

to present their ideas, results, and conclusions.  

 

Style and Format 

When you first submit to the journal, providing you include all the necessary information 

needed for editorial assessment and review, we will not ask you to make any formatting 

changes. During resubmission, we may ask you to meet formatting requirements.   

 

File format: Manuscript files can be in the following formats: DOC, DOCX, RTF or 

PDF. Microsoft Word documents should not be locked or protected. 

LaTeX manuscripts must be submitted as PDFs. Read the LaTeX guidelines. 

Length: Manuscripts can be any length. There are no restrictions on word count, 

number of figures, or amount of supporting information. 

 We encourage you to present and discuss your findings concisely. 

Font: Use a standard font size and any standard font, except for the font named 

“Symbol”. To add symbols to the manuscript, use the Insert → Symbol function in your 

word processor or paste in the appropriate Unicode character. 

Headings: Limit manuscript sections and sub-sections to 3 heading levels. Make sure 

heading levels are clearly indicated in the manuscript text. 
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Layout and spacing: Manuscript text should be double-spaced. 

Do not format text in multiple columns. 

Page and line numbers: Include page numbers and line numbers in the manuscript 

file. Use continuous line numbers (do not restart the numbering on each page). 

Tables: Insert tables immediately after the first paragraph in which they are cited. 

Supporting Information : Upload Supporting Information (SI) files separately. 

Footnotes:Footnotes are not permitted. If your manuscript contains footnotes, move 

the information into the main text or the reference list, depending on the content. 

Language : Manuscripts must be submitted in English.  

You may submit translations of the manuscript or abstract as supporting information. 

Read the supporting information guidelines. 

Abbreviations : Define abbreviations upon first appearance in the text. 

Do not use non-standard abbreviations unless they appear at least three times in the 

text.Keep abbreviations to a minimum. 

Reference style: PLOS uses “Vancouver” style, as outlined in the ICMJE sample 

references. 

See reference formatting examples and additional instructions below. 

Equations : We recommend using MathType for display and inline equations, as it will 

provide the most reliable outcome. If this is not possible, Equation Editor or Microsoft's 

Insert→Equation function is acceptable. 

Avoid using MathType, Equation Editor, or the Insert→Equation function to insert 

single variables (e.g., “a² + b² = c²”), Greek or other symbols (e.g., β, Δ, or ′ [prime]), 

or mathematical operators (e.g., x, ≥, or  ±) in running text. Wherever possible, insert 

single symbols as normal text with the correct Unicode (hex) values. 

Do not use MathType, Equation Editor, or the Insert→Equation function for only a 

portion of an equation. Rather, ensure that the entire equation is included. Equations 

should not contain a mix of different equation tools. Avoid “hybrid” inline or display 

equations, in which part is text and part is MathType, or part is MathType and part is 

Equation Editor. 

Nomenclature:  

 Use correct and established nomenclature wherever possible. 

Units of measurement - Use SI units. If you do not use these exclusively, provide the 

SI value in parentheses after each value. Read more about SI units. 

Drugs Provide the Recommended International Non-Proprietary Name (rINN). 
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Species names- Write in italics (e.g., Homo sapiens). Write out in full the genus and 

species, both in the title of the manuscript and at the first mention of an organism in a 

paper. After first mention, the first letter of the genus name followed by the full species 

name may be used (e.g., H. sapiens). 

Genes, mutations, genotypes, and alleles- Write in italics. Use the recommended 

name by consulting the appropriate genetic nomenclature database (e.g., HUGO for 

human genes). It is sometimes advisable to indicate the synonyms for the gene the 

first time it appears in the text. Gene prefixes such as those used for oncogenes or 

cellular localization should be shown in roman typeface (e.g., v-fes, c-MYC). 

Allergens- The systematic allergen nomenclature of the World Health 

Organization/International Union of Immunological Societies (WHO/IUIS) Allergen 

Nomenclature Sub-committee should be used for manuscripts that include the 

description or use of allergenic proteins. For manuscripts describing new allergens, the 

systematic name of the allergen should be approved by the WHO/IUIS Allergen 

Nomenclature Sub-Committee prior to manuscript publication. Examples of the 

systematic allergen nomenclature can be found at the WHO/IUIS Allergen 

Nomenclature site. 

Copyediting manuscripts 

Prior to submission, authors who believe their manuscripts would benefit from in-depth 

professional copyediting are encouraged to use language-editing and copyediting 

services. Obtaining this service is the responsibility of the author and should be done 

before initial submission. These services can be found on the web using search terms 

like “scientific editing service” or “manuscript editing service”. 

Note that if your manuscript is accepted, PLOS will not perform a detailed copyediting 

step. Therefore, please carefully review your manuscript, paying special attention to 

spelling, punctuation, and grammar, as well as scientific content. 

 

Manuscript Organization 

Most manuscripts should be organized as follows. Instructions for each element 

appear below. 

 Title 

 Authors and Affiliations 

 Abstract 

 Author Summary 
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 Introduction 

 Methods 

 Results 

 Discussion 

 Acknowledgments 

 References 

 Supporting information Captions 

Uniformity in format facilitates the experience of readers and users of the journal. To 

provide flexibility, however, the Results and Discussion can be combined into one 

Results/Discussion section. 

 

Parts of a Submission 

Title 

Include a full title and a short title for the manuscript. 

 

Titles should be written in sentence case (only the first word of the text, proper nouns, 

and genus names are capitalized). Avoid specialist abbreviations if possible. For 

clinical trials, systematic reviews, or meta-analyses, the subtitle should include the 

study design. 

 

Author list 

Author names and affiliations 

Enter author names on the title page of the manuscript and in the online submission 

system. 

On the title page, write author names in the following order: 

 First name (or initials, if used) 

 Middle name (or initials, if used) 
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 Last name (surname, family name) 

Each author on the list must have an affiliation. The affiliation includes department, 

university, or organizational affiliation and its location, including city, state/province (if 

applicable), and country. Authors have the option to include a current address in 

addition to the address of their affiliation at the time of the study. The current address 

should be listed in the byline and clearly labeled “current address.” At a minimum, the 

address must include the author’s current institution, city, and country. 

If an author has multiple affiliations, enter all affiliations on the title page only. In the 

submission system, enter only the preferred or primary affiliation. Author affiliations will 

be listed in the typeset PDF article in the same order that authors are listed in the 

submission. 

 

 Corresponding author 

The submitting author is automatically designated as the corresponding author in the 

submission system. The corresponding author is the primary contact for the journal 

office and the only author able to view or change the manuscript while it is under 

editorial consideration. 

The corresponding author role may be transferred to another coauthor. However, note 

that transferring the corresponding author role also transfers access to the manuscript. 

(To designate a new corresponding author while the manuscript is still under 

consideration, watch the video tutorial below.) 

Only one corresponding author can be designated in the submission system, but this 

does not restrict the number of corresponding authors that may be listed on the article 

in the event of publication. Whoever is designated as a corresponding author on the 

title page of the manuscript file will be listed as such upon publication. Include an email 

address for each corresponding author listed on the title page of the manuscript. 

 

Consortia and group authorship 

If a manuscript is submitted on behalf of a consortium or group, include its name in the 

manuscript byline. Do not add it to the author list in the submission system. You may 

include the full list of members in the Acknowledgments or in a supporting information 

file. 
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PubMed only indexes individual consortium or group author members listed in the 

article byline. If included, these individuals must qualify for authorship according to 

our criteria. 

 

Author contributions 

Provide at minimum one contribution for each author in the submission system. Use 

the CRediT taxonomy to describe each contribution. Read the policy and the full list of 

roles. 

Contributions will be published with the final article, and they should accurately reflect 

contributions to the work. The submitting author is responsible for completing this 

information at submission, and we expect that all authors will have reviewed, 

discussed, and agreed to their individual contributions ahead of this time. 

PLOS Neglected Tropical Diseases will contact all authors by email at submission to 

ensure that they are aware of the submission. 

 

Cover letter 

Upload a cover letter as a separate file in the online system. 

The cover letter should address the following questions: 

 Why is this manuscript suitable for publication in PLOS Neglected Tropical 

Diseases? 

 Why will your study inspire the NTDs community, and how will it drive the 

understanding of NTD pathobiology, epidemiology, prevention, treatment, 

control, or policy? 

The cover letter will only be available to the editor and the journal staff. 

 

Title page 

The title, authors, and affiliations should all be included on a title page as the first page 

of the manuscript file.  

 

Abstract 

The Abstract comes after the title page in the manuscript file. The abstract text is also 

entered in a separate field in the submission system.   

https://journals.plos.org/plosntds/s/authorship#loc-authorship-requirements
https://journals.plos.org/plosntds/s/authorship#loc-author-contributions
https://journals.plos.org/plosntds/s/authorship#loc-author-contributions
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The Abstract should be succinct; it must not exceed 250–300 words. Authors should 

mention the techniques used without going into methodological detail and summarize 

the most important results with important numerical results given. 

The Abstract is conceptually divided into the following three sections with these 

headings: Background, Methodology/Principal Findings, and 

Conclusions/Significance. 

Do not include any citations. Avoid specialist abbreviations. 

 

Author Summary 

We ask that all authors of research articles include a 150-200 word non-technical 

summary of the work, immediately following the Abstract. Subject to editorial review 

and author revision, this short text is published with all research articles as a 

highlighted text box. 

Distinct from the scientific abstract, the Author Summary should highlight where the 

work fits in a broader context of life science knowledge and why these findings are 

important to an audience that includes both scientists and non-scientists. Ideally aimed 

to a level of understanding of an undergraduate student, the significance of the work 

should be presented simply, objectively, and without exaggeration. 

Authors should avoid the use of acronyms and complex scientific terms and write the 

author summary using the first-person voice. Authors may benefit from consulting with 

a science writer or press officer to ensure that they effectively communicate their 

findings to a general audience. 

 

Introduction 

The introduction should put the focus of the manuscript into a broader context. As you 

compose the Introduction, think of readers who are not experts in this field. Include a 

brief review of the key literature. If there are relevant controversies or disagreements 

in the field, they should be mentioned so that a non-expert reader can delve into these 

issues further. The Introduction should conclude with a brief statement of the overall 

aim of the experiments and a comment about whether that aim was achieved. 

 

Methods 

This section should provide enough detail for reproduction of the findings. Protocols 

for new methods should be included, but well-established protocols may simply be 
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referenced. Detailed methodology or supporting information relevant to the 

methodology can be published on our web site. 

This section should also include a section with descriptions of any statistical methods 

employed. These should conform to the criteria outlined by the Uniform Requirements, 

as follows: 

Describe statistical methods with enough detail to enable a knowledgeable reader with 

access to the original data to judge its appropriateness for the study and to verify the 

reported results. When possible, quantify findings and present them with appropriate 

indicators of measurement error or uncertainty (such as confidence intervals). Avoid 

relying solely on statistical hypothesis testing, such as P values, which fail to convey 

important information about effect size and precision of estimates. References for the 

design of the study and statistical methods should be to standard works when possible 

(with pages stated). Define statistical terms, abbreviations, and most symbols. Specify 

the statistical software package(s) and versions used. Distinguish prespecified from 

exploratory analyses, including subgroup analyses. 

 

Submit detailed protocols for newer or less established methods. Well-established 

protocols may simply be referenced. Protocol documents for clinical trials, 

observational studies, and other non-laboratory investigations may be uploaded as 

supporting information. 

We recommend and encourage you to deposit laboratory protocols in protocols.io, 

where protocols can be assigned their own persistent digital object identifiers (DOIs). 

To include a link to a protocol in your article: 

1. Describe your step-by-step protocol on protocols.io 

2. Select Get DOI to issue your protocol a persistent digital object identifier (DOI)  

3. Include the DOI link in the Methods section of your manuscript using the 

following format provided by protocols.io: 

http://dx.doi.org/10.17504/protocols.io.[PROTOCOL DOI] 

At this stage, your protocol is only visible to those with the link. This allows editors and 

reviewers to consult your protocol when evaluating the manuscript. You can make your 

protocols public at any time by selecting Publish on the protocols.io site. Any 

referenced protocol(s) will automatically be made public when your article is published. 

http://www.icmje.org/recommendations/browse/manuscript-preparation/preparing-for-submission.html#d
https://www.protocols.io/
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PLOS ONE offers an option for publishing peer-reviewed Lab Protocol articles, which 

describe protocols hosted on protocols.io articles. Read more information on Lab 

Protocol articles. 

 

Results 

The Results section should include all relevant positive and negative findings. The 

section may be divided into subsections, each with a concise subheading. The Results 

section should be written in past tense. 

PLOS journals require authors to make all data underlying the findings described in 

their manuscript fully available without restriction, with rare exception.  

Large data sets, including raw data, may be deposited in an appropriate public 

repository. See our list of recommended repositories. 

For smaller data sets and certain data types, authors may provide their data 

within supporting information files accompanying the manuscript. Authors should take 

care to maximize the accessibility and reusability of the data by selecting a file format 

from which data can be efficiently extracted (for example, spreadsheets or flat files 

should be provided rather than PDFs when providing tabulated data). 

For more information on how best to provide data, read our policy on data availability. 

PLOS does not accept references to “data not shown.” 

As outlined in the Uniform Requirements, authors that present statistical data in the 

Results section should do the following:  

Give numeric results not only as derivatives (for example, percentages) but also as the 

absolute numbers from which the derivatives were calculated, and specify the 

statistical significance attached to them, if any. Restrict tables and figures to those 

needed to explain the argument of the paper and to assess supporting data. Use 

graphs as an alternative to tables with many entries; do not duplicate data in graphs 

and tables. Avoid nontechnical uses of technical terms in statistics, such as “random” 

(which implies a randomizing device), “normal,” “significant,” “correlations,” and 

“sample.” 

 

Discussion 

The Discussion should be concise and tightly argued. It should start with a brief 

summary of the main findings. It should include paragraphs on the generalizability, 

clinical relevance, strengths, and limitations of your study. 

https://www.plos.org/protocols/
https://www.plos.org/protocols/
https://journals.plos.org/plosntds/s/recommended-repositories
https://journals.plos.org/plosntds/s/supporting-information
http://journals.plos.org/plosgenetics/s/data-availability
http://journals.plos.org/plosgenetics/s/data-availability
http://www.icmje.org/recommendations/browse/manuscript-preparation/preparing-for-submission.html#e
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You may wish to discuss the following points also: 

 How do the conclusions affect the existing knowledge in the field? 

 How can future research build on these observations and what are the key 

experiments that must be done? 

Acknowledgments 

Those who contributed to the work but do not meet our authorship criteria should be 

listed in the Acknowledgments with a description of the contribution. 

Authors are responsible for ensuring that anyone named in the Acknowledgments 

agrees to be named. 

 

References 

Any and all available works can be cited in the reference list. Acceptable sources 

include: 

 Published or accepted manuscripts 

 Manuscripts on preprint servers, providing the manuscript has a citable DOI or 

arXiv URL. 

Do not cite the following sources in the reference list: 

 Unavailable and unpublished work, including manuscripts that have been 

submitted but not yet accepted (e.g., “unpublished work,” “data not shown”). 

Instead, include those data as supplementary material or deposit the data in a 

publicly available database. 

 Personal communications (these should be supported by a letter from the 

relevant authors but not included in the reference list) 

 Submitted research should not rely upon retracted research. You should avoid 

citing retracted articles unless you need to discuss retracted work to provide 

historical context for your submitted research. If it is necessary to discuss 

retracted work, state the article’s retracted status in your article’s text and 

reference list. 

Ensure that your reference list includes full and current bibliography details for every 

cited work at the time of your article’s submission (and publication, if accepted). If cited 

work is corrected, retracted, or marked with an expression of concern before your 

article is published, and if you feel it is appropriate to cite the work even in light of the 

post-publication notice, include in your manuscript citations and full references for both 
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the affected article and the post-publication notice. Email the journal office if you have 

questions. 

References are listed at the end of the manuscript and numbered in the order that they 

appear in the text. In the text, cite the reference number in square brackets (e.g., “We 

used the techniques developed by our colleagues [19] to analyze the data”). PLOS 

uses the numbered citation (citation-sequence) method and first six authors, et al. 

Do not include citations in abstracts.  

Make sure the parts of the manuscript are in the correct order before ordering the 

citations. 

 

Formatting references 

PLOS uses the reference style outlined by the International Committee of Medical 

Journal Editors (ICMJE), also referred to as the “Vancouver” style. Example formats 

are listed below. Additional examples are in the ICMJE sample references. 

Journal name abbreviations should be those found in the National Center for 

Biotechnology Information (NCBI) databases.  

 

 

 

 

http://www.nlm.nih.gov/bsd/uniform_requirements.html
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nlmcatalog/journals
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nlmcatalog/journals
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Supporting information 

Authors can submit essential supporting files and multimedia files along with their 

manuscripts. All supporting information will be subject to peer review. All file types can 

be submitted, but files must be smaller than 20 MB in size. 

Authors may use almost any description as the item name for a supporting information 

file as long as it contains an “S” and number. For example, “S1 Appendix” and “S2 

Appendix,” “S1 Table” and “S2 Table,” and so forth.   

Supporting information files are published exactly as provided, and are not copyedited. 

 

Supporting information captions 

List supporting information captions at the end of the manuscript file. Do not submit 

captions in a separate file. 

The file number and name are required in a caption, and we highly recommend 

including a one-line title as well. You may also include a legend in your caption, but it 

is not required. 

Example caption 

S1 Text. Title is strongly recommended. Legend is optional. 
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In-text citations 

We recommend that you cite supporting information in the manuscript text, but this is 

not a requirement. If you cite supporting information in the text, citations do not need 

to be in numerical order. 

 

Figures and Tables 

Figures 

You can include figures in the main manuscript file at initial submission. If the 

manuscript reaches the revise stage, prepare and submit each figure as an individual 

file. 

Cite figures in ascending numeric order at first appearance in the manuscript file. 

Figure captions 

Insert figure captions in manuscript text, immediately following the paragraph where 

the figure is first cited (read order). Don’t include captions as part of the figure files 

themselves or submit them in a separate document. 

At a minimum, include the following in your figure captions: 

 A figure label with Arabic numerals, and “Figure” abbreviated to “Fig” (e.g. Fig 1, 

Fig 2, Fig 3, etc). Match the label of your figure with the name of the file 

uploaded at submission (e.g. a figure citation of “Fig 1” must refer to a figure file 

named “Fig1.tif”). 

 A concise, descriptive title 

The caption may also include a legend as needed. 

 

Tables 

Cite tables in ascending numeric order upon first appearance in the manuscript file. 

Place each table in your manuscript file directly after the paragraph in which it is first 

cited (read order). Do not submit your tables in separate files. 

Tables require a label (e.g., “Table 1”) and brief descriptive title to be placed above the 

table. Place legends, footnotes, and other text below the table.  

 

Data reporting 

All data and related metadata underlying the findings reported in a submitted 

manuscript should be deposited in an appropriate public repository, unless already 

provided as part of the submitted article. 



79 

epositories may be either subject-specific (where these exist) and accept specific types 

of structured data, or generalist repositories that accept multiple data types. We 

recommend that authors select repositories appropriate to their field. Repositories may 

be subject-specific (e.g., GenBank for sequences and PDB for structures), general, or 

institutional, as long as DOIs or accession numbers are provided and the data are at 

least as open as CC BY. Authors are encouraged to select repositories that meet 

accepted criteria as trustworthy digital repositories, such as criteria of the Centre for 

Research Libraries or Data Seal of Approval. Large, international databases are more 

likely to persist than small, local ones. 

 

To support data sharing and author compliance of the PLOS data policy, we have 

integrated our submission process with a select set of data repositories. The list is 

neither representative nor exhaustive of the suitable repositories available to authors. 

Current repository integration partners include Dryad and FlowRepository. Please 

contact data@plos.org to make recommendations for further partnerships. 

Instructions for PLOS submissions with data deposited in an integration partner 

repository: 

 Deposit data in the integrated repository of choice. 

 Once deposition is final and complete, the repository will provide you with a 

dataset DOI (provisional) and private URL for reviewers to gain access to the 

data. 

 Enter the given data DOI into the full Data Availability Statement, which is 

requested in the Additional Information section of the PLOS submission form. 

Then provide the URL passcode in the Attach Files section. 

If you have any questions, please email us. 

 

Accession numbers 

All appropriate data sets, images, and information should be deposited in an 

appropriate public repository. See our list of recommended repositories. 

Accession numbers (and version numbers, if appropriate) should be provided in the 

Data Availability Statement. Accession numbers or a citation to the DOI should also be 

provided when the data set is mentioned within the manuscript. 

http://datadryad.org/
http://flowrepository.org/
mailto:data@plos.org
mailto:plosntds@plos.org
https://journals.plos.org/plosntds/s/recommended-repositories
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In some cases authors may not be able to obtain accession numbers of DOIs until the 

manuscript is accepted; in these cases, the authors must provide these numbers at 

acceptance. In all other cases, these numbers must be provided at full submission. 

1 Identifiers 

As much as possible, please provide accession numbers or identifiers for all entities 

such as genes, proteins, mutants, diseases, etc., for which there is an entry in a public 

database, for example: 

 Ensembl 

 Entrez Gene 

 FlyBase 

 InterPro 

 Mouse Genome Database (MGD) 

 Online Mendelian Inheritance in Man (OMIM) 

 PubChem 

Identifiers should be provided in parentheses after the entity on first use. 

 

Small and macromolecule crystal data 

Manuscripts reporting new and unpublished three-dimensional structures must include 

sufficient supporting data and detailed descriptions of the methodologies used to allow 

the reproduction and validation of the structures. All novel structures must have been 

deposited in a community endorsed database prior to submission (please see our list 

of recommended repositories). 

Small molecule single crystal data 

Authors reporting X-Ray crystallographic structures of small organic, metal-organic, 

and inorganic molecules must deposit their data with the Cambridge Crystallographic 

Data Centre (CCDC), the Inorganic Crystal Structure Database (ICSD), or similar 

community databases providing a recognized validation functionality. Authors are also 

required to include the relevant structure reference numbers within the main text (e.g. 

the CCDC ID number), as well as the crystallographic information files (.cif format) as 

Supplementary Information, along with the checkCIF validation reports that can be 

obtained via the International Union of Crystallography (IUCr). 

Macromolecular structures 

Authors reporting novel macromolecular structures must have deposited their data 

prior to submission with the Worldwide Protein Data Bank (wwPDB), the Biological 

http://www.ensembl.org/index.html
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene
http://flybase.bio.indiana.edu/
http://www.ebi.ac.uk/interpro/
http://www.informatics.jax.org/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=OMIM
http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/deposit/deposit_help.html
https://journals.plos.org/plosntds/s/recommended-repositories
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Magnetic Resonance Data Bank (BMRB), the Electron Microscopy Data Bank (EMDB), 

or other community databases providing a recognized validation functionality. Authors 

must include the structure reference numbers within the main text and submit as 

Supplementary Information the official validation reports from these databases. 

Striking image 

You can upload a visually striking image alongside your submission, which we may 

use to showcase your article through PLOS’ online channels. We choose the monthly 

issue image from the striking images submitted with articles scheduled for publication. 

Submission Criteria 

 Choose an image that represents the article in a striking and eye-catching way. 

 It can be derived from a figure or supporting information file from the paper, and 

it may be a cropped portion of an image or the entire image. 

 Alternatively, you can create or source an image, as long as it adheres to our 

CC BY license. 

 High resolution: between 300-600 dpi 

 Single panel 

 Ideally avoid added details like text, scale bars, and arrows. 

How to Submit 

1. Submit your striking image to the submission system using the file type “Striking 

Image”. 

2. Upload a separate file with the corresponding caption. 

If no striking image is uploaded, a member of the journal team will choose an 

appropriate image, which may be a figure from the submission or a separately sourced 

CC BY image. 

 

Additional Information Requested at Submission 

Financial Disclosure Statement 

This information should describe sources of funding that have supported the work. If 

your manuscript is published, your statement will appear in the Funding section of the 

article. 

Include your statement in the Financial Disclosure section of the initial submission 

form. 

The statement should include: 
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 Specific grant numbers 

 Initials of authors who received each award 

 URLs to sponsors’ websites 

Also state whether any sponsors or funders (other than the named authors) played any 

role in: 

 Study design 

 Data collection and analysis 

 Decision to publish 

 Preparation of the manuscript 

If they had no role in the research, include this sentence: “The funders had no role in 

study design, data collection and analysis, decision to publish, or preparation of the 

manuscript.” 

If the study was unfunded, include this sentence as the Financial Disclosure statement: 

“The author(s) received no specific funding for this work." 

 

Competing interests 

The corresponding author is asked at submission to declare, on behalf of all authors, 

whether there are any financial, personal, or professional interests that could be 

construed to have influenced the work. 

Any relevant competing interests of authors must be available to editors and reviewers 

during the review process and will be stated in published articles. 

 

Related manuscripts 

When submitting a manuscript, all authors are asked to indicate that they do not have 
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