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RESUMO NA LÍNGUA VERNÁCULA 

 

A leishmaniose visceral (LV) é uma antropozoonose causada por protozoários pertencentes 

ao complexo Leishmania donovani e classicamente transmitida por vetores flebótomos 

hematófagos; no entanto, as transmissões verticais também podem ocorrer. A presença de 

Leishmania no sêmen de animais infectados foi relatada causando danos nos tecidos 

seguidos por azoospermia e atrofia testicular na fase crônica. O objetivo deste estudo foi 

caracterizar as lesões no sistema genital masculino de hamsters dourados (Mesocricettus 

auratus), experimentalmente infectados com Leishmania (Leishmania) infantum, 

elucidando o perfil imunológico, histopatológica e carga parasitológica gerado por este 

animal durante a infecção experimental e implicações na transmissão sexual. A infecção 

experimental de machos foi confirmada com sucesso. Parâmetros hematológicos foram 

compatíveis com a infecção por Leishmania. Nos testículos, foram observadas alterações 

anátomo-histológicas e elevada carga parasitária analisada por qPCR no início da infecção, 

sendo associados com o aumento de citocinas pró-inflamatórias IL-1β, TNFα, INFγ. 

Posteriormente, o aumento da produção de IL-4 foi observado com baixa carga parasitária. 

Fêmeas negativas acasaladas com machos experimentalmente infectados com L. infantum 

foram positivas por PCR para Leishmania sp. Este estudo evidenciou a presença de L. 

infantum no testículo e epidídimo de hamsters experimentalmente infectados, 

demonstrando formas amastigotas do parasito no lúmen dos túbulos seminíferos e ducto 

epididimário, livre que qualquer fagócito; bem como os mecanismos imunológicos e de 

carga parasitaria necessários para permanência do parasito no sistema reprodutor 

masculino, causando baixo impacto sobre a fertilidade dos machos. Ainda, verificou-se que 

L. infantum foi sexualmente transmitida neste modelo experimental. 

 

PALAVRAS-CHAVE: Leishmania infantum, Mesocricettus auratus, qPCR, 

imunofluorescência, citocinas. 
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RESUMO EM INGLÊS (ABSTRACT) 

 

Visceral leishmaniasis (VL) is an anthropozoonosis caused by protozoa belonging to the 

Leishmania donovani complex. Hematophagous phlebotomine vectors classically transmit 

the parasite; however, vertical transmissions of VL also occur. The presence of Leishmania 

has been reported in the semen of infected animals, causing tissue damage leading to 

azoospermia and testicular atrophy at the chronic stage. The aim of this study was to 

characterize lesions in the male genital system of golden hamsters (Mesocricettus auratus), 

experimentally infected with Leishmania (Leishmania) infantum, elucidating the 

immunological and histopathological profile and parasite loadgenerated by the animal 

during experimental infection and the implication of sexual transmission. Male hamster 

experimental infection confirmed successfully. Hematological parameters were compatible 

to Leishmania infection. Anatomo-histological changes observed in the testis; high parasite 

load by qPCR in the beginning of infection were compatible with the increase of pro-

inflammatory cytokines IL-1β, TNFα, INFγ. Subsequently, increased IL-4 production was 

associated with low parasite load. Negative females mated with L. infantum experimentally 

infected males were positive for Leishmania sp. by PCR. The study showed the presence of 

L. infantum in the testis and epididymis of experimentally infected hamsters, showing 

parasite amastigotes in the seminiferous tubules lumen and epididymal duct, free of any 

phagocyte. In addition, the immunological profile and parasitic load demonstrated how 

parasites stay in the male reproductive system, causing low impact on male fertility. 

Further, it was found that L. infantum was sexually transmitted this experimental model. 

 

KEYWORDS: Leishmania infantum, Mesocricettus auratus, qPCR, imunofluorescence, 

citokines. 
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1. INTRODUÇÃO/JUSTIFICATIVA 

 

1.1 Histórico da Leishmaniose Visceral 

 A descoberta do agente causadorda leishmaniose visceral é universalmente 

aceita, na qual William Leishman e Charles Donovan, relataram, independentemente, a 

presença do parasita em baçode pacientes com calazar. A forma cutânea, descoberta por 

David Cunningham (1885), era desconhecida para Leishman e Donovan (COX, 2002).  

 Em 1900, na Índia, um soldado inglês apresentou invalidez com ataques de febre, 

anemia e aumento do baço sendo encaminhado ao hospital para investigação e tratamento; 

dentre os exames realizados, Leishman puncionou o baço e observou um enorme número 

de corpos ovais nos esplenócitos e nas células sanguíneas. Meses depois, ao examinar o 

sangue, fígado e baço de um roedor morto de tripanossomíase; corpos idênticos na forma, 

tamanho e cor foram encontrados semelhantemente ao caso do soldado (BAILEY e 

BISHOP, 1959).  

 Em 1903, Leishman publicou seus achados no British Medical Journal e Charles 

Donovan confirmou suas conclusões em Madras quase que simultaneamente, publicando 

seus dados na mesma revista (THARAKARAM, 1999). Sir Ronald Ross propôs que os 

corpos deveriam ser nomeados de corpos de Leishman-Donovan, e o parasita Leishmania 

donovani, sendo esta nomenclatura adotada em todo o mundo (BAILEY e BISHOP, 1959). 

 O parasito foi encontrado em cães pela primeira vez na Tunísia em 1908, por 

Nicolle e Comte, sugerindo o possível papel destes animais como reservatório da doença. 

A coincidência da distribuição da leishmaniose visceral (LV) com o Phlehotomus 

argentipes, apontada por Sinton, foi o suporte para que demonstrassem a transmissão do 

parasito pela picada do vetor em hamster (ADLER e THEODOR, 1931).  

 Nas Américas, Migone em 1913 realizou o primeiro relato de LV no Paraguai, 

onde o paciente faleceu após não responder ao tratamento para a malária eque havia 

contraído a doença no Estado do Mato Grosso, Brasil. Em necropsia, foi observado formas 

amastigotas no sangue,cujos sintomas eram altamente indicativos de LV (MICHALIK E 

GENARO, 2005; MAIA-ELKHOURY et al., 2008; LAISON, 2010). 

 Em 1934, Henrique Penna ao necropsiar amostras de fígado de pacientes 

suspeitos de febre amarela no Brasil, constatou que 41 destes óbitos ocorreram devido a 

leishmaniose visceral (LAISON e RANGEL, 2005; LAISON 2010). Em 1936, criou-se 

uma comissão visando continuar os estudos de Penna, chefiada por Evandro Chagas. Mais 
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casos da doença em humanos e cães foram relatados no Nordeste Brasileiro, nas áreas 

rurais de Abaetetuba e Moju. Ainda, sugeriu-se que o flebotomíneo Lutzomyia longipalpis, 

um provável vetor e transmissor da Leishmania infantum nas Américas (CHAGAS et al., 

1937). 

 Até o início da década de 1950, apenas 379 casos de leishmaniose visceral foram 

notificados, distribuídos em 13 Estados; e acreditava-se que a transmissão da leishmaniose 

visceral fosse exclusivamente rural (MAIA-ELKHOURY et al., 2008). De 1953 a 1965, a 

doença foi estudada em diversas regiões do País, demonstrando o seu caráter endêmico e, 

posteriormente, iniciaram-se as primeiras campanhas governamentais para o controle da 

LV no Brasil (MICHALIK E GENARO, 2005). 

 

1.2 Características gerais da LV 

 Leishmaniose visceral (LV) inclui um grupo complexo de doenças causadas por 

protozoários intracelulares do gênero Leishmania que infectam macrófagos a partir de 

vários mamíferos (SOTO et al., 2009). O gênero Leishmania compreende grande número 

de espécies, com 22 causando doenças em humanos; dentre elas, a forma visceral 

representa uma enfermidade grave e letal, se não tratada (CASTILHO et al., 2008).  

 O complexo donovani possui como principais espécies Leishmania (Leishmania) 

donovani (Ross, 1903); Leishmania (Leishmania) infantum (Nicolle, 1908) e Leishmania 

(Leishmania) chagasi (Cunha e Chagas, 1937), sendo esta última observada no Brasil 

(ASSIS et al., 2010; LAISON, 2010). Entretanto, a identidade de L. (L.) chagasi (no novo 

mundo), tem sido objetivo de questionamento e muitos autores relatam a semelhança 

molecular com L. (L.) infantum (no velho mundo), classificando ambas as espécies como 

sinonímia (LAINSON e RANGEL, 2005; LAINSON, 2010). Ainda, incluiu Leishmania 

(L.) forattinii, encontrado no Brasil em gambá, Didelphis aurita marsupialis, e roedor, 

Proechimys iheringi denigratus (YOSHIDA et al, 1993). 

 A incidência da LV foi estimada entre 200.000 a 400.000 casos em todo o 

mundo, sendo potencialmente fatal com mais de 20.000 mortes por ano (WHO, 2012). 

Mais de 98 países e territórios são endêmicos para leishmaniose e a grande maioria dos 

casos de LV ocorre em seis países: Bangladesh, Brasil, Etiópia, Índia, Sudão do Sul e 

Sudão (DIAS et al., 2005; KEDZIERSHI e EVANS, 2014), afetando principalmente 

pessoas pobres na África, Ásia e América Latina, sendo associada à desnutrição, 

deslocamento da população, condições precárias de habitação, sistema imunológico fraco e 
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falta de recursos (WHO, 2012). L. (L.) donovani é considerada uma antroponose, 

predominante na Índia, Nepal e Bangladesh; enquanto que L. (L.) infantum é considerada 

zoonose, encontrada na região do Mar Mediterrâneo, Europa, África, China e Américas 

(MICHALIK e GENARO, 2005). 

 No Brasil, a LV acometia indivíduos com condições socioeconômicas reduzidas, 

residentes em áreas rurais ou semiáridas do nordeste, que contava com cerca de 90% dos 

casos notificados no País. Com o passar dos anos, os casos que se concentravam 

principalmente no nordeste passaram a ser notificados com mais frequência nas regiões 

norte, centro-oeste e sudeste, com expansão da doença em quase todo o território nacional, 

principalmente nos municípios com crescente urbanização e alto índice de pobreza 

(MARCONDES E ROSSI, 2013). 

 A LV tem sido apontada como doença re-emergente, caracterizando nítido 

processo de transição epidemiológica, com incidência crescente nos últimos anos e 

expansão geográfica para os estados mais ao sul do País, além de um franco processo de 

urbanização em cidades localizadas em regiões distintas, como o nordeste e o sudeste 

(MAIA-ELKHOURY et al, 2008). Enquanto em 1999, 92,9% dos casos de LV estavam 

concentrados na região nordeste e apenas 2,6% no sudeste, com a expansão territorial da 

doença em 2011 a distribuição de casos humanos passou a ser de 47,8% e 15% 

identificados, respectivamente, nas regiões nordeste e sudeste do Brasil (BRASIL, 2013). 

O intenso processo migratório, as pressões econômicas ou sociais, a pobreza, o 

processo de urbanização crescente, o esvaziamento rural e as secas periódicas provocam 

transformações ambientais e a expansão das áreas endêmicas para LV, com o surgimento 

de novos focos, levando a redução do espaço ecológico da doença que facilita a ocorrência 

de epidemias (ALVES et al., 2009). Cidades como: Boa Vista (GUERRA et  al., 2004) 

Santarém e Teresina (COSTA et  al., 1990); São Luiz (CALDAS et  al., 2001; MENDES et  

al., 2002), Recife (DANTAS-TORRES e BRANDÃO-FILHO, 2006), Fortaleza (REY et  

al., 2005), Natal (JERONIMO et al., 1994); Montes Claros (MONTEIRO et  al., 2005), 

Belo Horizonte (ALVES e BEVILAQUA, 2004), Araçatuba (CAMARGO-NEVES et  al., 

2001), São Paulo (CAMARGO-NEVES et  al., 2007),  Barra de Guaratiba (CABRERA et  

al., 2003), Rio de Janeiro (MARZOCHI et  al., 1985), Santa Maria (POCAI et AL., 1998), 

Campo Grande (OLIVEIRA et  al., 2006) e Cuiabá (ALMEIDA et  al., 2010) já 

vivenciaram ou vivenciam epidemias de LV humana e canina. 
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 Crescem também, o número de casos de infecção concomitante por HIV (vírus da 

imunodeficiência humana) e Leishmania, fazendo com que a co-infecção entre HIV-

Leishmania seja considerada como doença infecciosa emergente (MICHALIK e 

GENARO, 2005). As leishmanioses têm ganhado importância como infecção oportunista 

entre pacientes com infecção por HIV que vivem ou viveram em áreas consideradas 

endêmicas para essas parasitoses. Mudanças epidemiológicas expressivas vêm ocorrendo 

nos últimos anos na área onde uma estreita relação entre a LV e AIDS tem sido relatada 

(ALVAR et al, 2008; JARVIS e LOCKWOOD, 2013). Mudança no padrão de transmissão 

da LV proveniente da zona rural para as cidades, associada à interiorização da AIDS, levou 

à co-infecção de  L. (L.) chagasi/HIV no Brasil (MAIA-ELKHOURY et al, 2008). 

Ocorrendo, também, o aumento do número de casos na faixa etária de 20 a 49 anos e a 

letalidade de aproximadamente 23% em maiores de 50 anos, tendo maior exposição da 

população às duas infecções (WHO, 2012). A infecção por Leishmania e por HIV podem 

potencializar os efeitos uma das outras (JARVIS e LOCKWOOD, 2013); já queo HIV 

suprime a atividade antiparasitária da resposta imune modulada por Th1, enquanto a 

presença do parasito pode acelerar a replicação viral (FALEIRO et al., 2014). 

 Com relação a sua biologia, o parasito apresenta duas formas principais: 

amastigota e promastigota. A forma promastigota possui dimensão de 16 a 40µm de 

comprimento por 1,5 a 3µm de largura, sendo caracteriza por um corpo alongado, com 

extremidades afiladas, presença de flagelo, núcleo e cinetoplasto; esta forma encontra-se 

no intestino do hospedeiro invertebrado (intermediário). A forma amastigota mede de 3 a 

5,5µm de comprimento por 1,5 a 3µm de largura, sendo encontrada nas células do 

hospedeiro vertebrado (definitivo), com aspecto oval ou esférico, presença de núcleo e 

cinetoplasto, ausência de flagelo (FORTES, 2004; REY, 2008). 

As Leishmania spp. têm um ciclo de vida complexo (ALVAREZ-RUEDA et al., 

2009). Durante o repasto sanguíneo em um hospedeiro vertebrado infectado, o 

flebotomíneo ingere macrófagos parasitados por formas amastigotas que se multiplicam e 

diferenciam-se no tubo digestório do vetor (BANETH, 2006). No interior do intestino 

médio, rapidamente ocorre ruptura das células liberando as formas amastigotas que, após 

divisão binária, se transformam em promastigotas arredondadas e de flagelo curto que se 

dividem intensamente ou em formas alongadas de flagelo longo, que se multiplicam 

lentamente (REY, 2008). Quando a matriz peritrófica se rompe, as formas promastigotas 

migram para o intestino anterior onde são encontradas as formas paramastigotas em 
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reprodução intensa; promastigotas longas com flagelos longos, multiplicando-se 

lentamente; e promastigotas curtas de flagelo longo, ágeis na movimentação e que nunca 

foram vistas em processo de multiplicação, sendo denominadas promastigotas 

metacíclicas, que são as formas infectantes para o hospedeiro vertebrado (MICHALICK e 

GENARO, 2005). O ciclo biológico completa-se com a picada do flebótomo infectado e 

subsequente inoculação de formas promastigotas metacíclicas do parasita na corrente 

sanguínea de um novo hospedeiro vertebrado (BANETH, 2006), onde são fagocitadas por 

macrófagos e internalizadas por outras células, nas quais as formas promastigotas 

metacíclicas vão se diferenciar em formas amastigotas (REAL et al., 2010).  

A transmissão da LV ocorre, principalmente, pela ação hematófaga de insetos 

vetores pertencente à subfamília Phlebotominae, particularmente a espécie Lutzomyia 

longipalpis (OLIVEIRA et al., 2012); todavia, tem sido relatada a transmissão de 

leishmaniose visceral em locais onde não há a presença do vetor biológico. Casos 

autóctones de LV foram relatados nos Estados Unidos da América e no Reino Unido, 

(SYMMERS; 1960; ASTE, 2002); transmissão por meio de agulhas contaminadas entre 

usuários de drogas (PINEDA et al., 2001; BURTON, 2001; CRUZ et al., 2002) e por 

transfusão de sangue também foram relatados (OWENS et al., 2001; REINE, 2004; 

FREITAS et al., 2006). A transmissão sexual e vertical foram considerados vias de 

infecção (DINIZ et al., 2005; ROSYPAL e LINDSEY, 2005; SILVA et al., 2009; 

TURCHETTI et al., 2014). 

Inúmeras espécies de vertebrados podem ser infectadas por Leishmania spp., mas o 

cão é reconhecidamente o reservatório mais importante para a leishmaniose visceral 

americana (DINIZ et al., 2005; LABAT et al., 2010; KEDZIERSHI e EVANS, 2014). Em 

áreas silvestres, canídeos silvestres desempenham papel importante semelhante, além de 

outros animais já encontrados albergando L. (L.) infantum, como marsupiais e roedores em 

áreas rurais e peri-urbanas (SILVA, 2007; QUINTAL et al., 2011).  

 
1.3 Modelo experimental 

Camundongos não são muito susceptíveis a infecção por Leishmania infantum e a 

doença tende a auto-cura, tornando este um modelo menos adequado; a infecção no fígado 

é de auto-resolução, enquanto que a infecção no baço é progressiva e encontra-se em 

estado assintomático. Em contraste, a infecção por Leishmania infantum em hamsters 
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dourados (Mesocricettus auratus) está associada com doença sintomática e pode ser fatal 

(McCALL et al., 2013), sendo esta espécie altamente suscetível à infecção experimental.  

Estudos foram realizados em hamster, iniciando-se por Stauber (1966), que 

descreveu a leishmaniose no hamster dourado e a semelhança com a doença humana em 

vários aspectos. Adler e Theodor (1931) realizaram o primeiro xenodiagnóstico em 

hamster, caracterizando a forma de transmissão da doença; Ott (1967) utilizou este modelo 

como uma ferramenta de diagnóstico para o estudo das leishmanioses, onde se injetava 

tecido humano ou animal possivelmente infectado em hamster para avaliar o curso de 

infecção, avaliando baço e fígado para detecção do parasito, sendo dependente da rota de 

inoculação. Farrel (1976) descreveu o hamster como um modelo experimental para estudos 

de imunidade adquirida, descrevendo padrões de resistência a leishmaniose visceral. 

Pearsonet al. (1983) relataram como humanos e hamsters desenvolvem semelhantemente 

febre, hepato-esplenomegalia, hiperglobulinemia, anemia e perda de peso. Evans et al. 

(1990) determinaram fatores humorais em estado experimental de imunossupressão; 

Biswas et al. (1992) avaliaram os parâmetros hematológicos durante a anemia 

experimental; Requena et. al. (2000) associou parâmetros clínicos e imunológicos 

avaliando antígenos e imunocomplexos na infecção por L. infantum; Wyllie e Fairlamb 

(2006) sugeriram o refinamento de técnicas para propagação de L. donovani em hamster.  

Apesar da gama de estudos realizados neste modelo, houve redução no uso de 

hamster devido a dificuldades de materiais espécie-específicos, restringindo seu uso para 

isolamento de novas estirpes e manutenção dos parasitos in vivo, para recuperação das 

formas amastigotas presentes nos tecidos. Entretanto, devido a modernizações de técnicas 

e kits que promovem reações cruzadas com outras espécies, como camundongos, por 

exemplo, este modelo pode ser utilizado novamente com mais segurança. Lafuse et al. 

(2013) relatam alterações na eritropoiese, usando desde técnicas tradicionais de parâmetro 

hematológicos a análise expressão gênicas, mais apuradas e ainda uso de kits para 

camundongo na dosagem de ferro em modelo hamster. 

Em termos reprodutivos, o hamsteré um animal muito precoce e há casos em que se 

reproduziram com apenas um mês de idade, mas, geralmente, a puberdade ocorre aos 28 

dias de idade e a maturidade sexual, aos 42 (PESSOA, 2007). O hamster é o mamífero que 

possui os maiores testículos com relação ao peso corporal (BRACKETT, 2012), com ciclo 

espermatogênico de 09 dias (SILVERTHORN, 2010). 
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1.4 Aspectos do aparelho reprodutor masculino 

 O testículo é um órgão altamente especializado que possui duas funções 

principais: a geração de gametas masculinos e a produção e liberação controlada de 

esteróides sexuais (KAUR et al., 2013). Morfologicamente, consiste em dois grandes 

compartimentos: os túbulos seminíferos (sítio da espermatogênese), onde as células de 

Sertoli suportam as células germinativas estruturalmente, nutricionalmente e com fatores 

de crescimento. São rodeadas por camadas de células mióides peritubulares e o interstício 

(local da esteroidogênese), que cerca os túbulos seminíferos e contém as células de Leydig, 

vasos sanguíneos, vasos linfáticos, leucócitos e fibroblastos (HEDGER e MEINHARDT, 

2003; KAUR et al., 2013).  

 A espermatogênese é um processo no qual as células germinativas entram em 

divisão, diferenciação e meiose para dar origem a espermátides haplóides (O´DONNEL et 

al., 2001; HEDGER e MEINHARDT, 2003). As espermatogônias indiferenciadas 

presentes nos túbulos seminíferos são as células germinativas, que se dividem por mitose 

assegurando a produção de um grande número destas células. A meiose é a segunda etapa 

da espermatogênese, na qual reduz o número de cromossomos da célula germinal para 

estado haplóide, formando os espermatócitos primários, secundários e as espermátides. 

Posteriormente, ocorre a espermiogênese, onde espermátides arredondadas sofrem 

alterações morfológicas significativas, tornando-seespermatozoides com núcleo alongado 

(HEDGER e MEINHARDT, 2003; BRACKETT, 2012). 

 Há a liberação gradual dos espermatozoides no lúmen dos túbulos seminíferos 

(espermiação), com auxílio das células peritubulares mesenquimais ou mióides, que 

contêm elementos contráteis gerando ondas peristálticas ao longo dos túbulos para 

transportar os espermatozoides imóveis dos testículos para a rete testis e epidídimo 

(HEDGER e MEINHARDT, 2003). Ao atingirem o epidídimo, os espermatozoides se 

alojam e maturam, em sua grande maioria na cauda do epidídimo(O´DONNEL et al., 2001; 

SILVERTHORN, 2010). O epidídimo é um tubo único revestido internamente por epitélio 

pseudo-estratificado, composto por células basais e prismáticas que se apoiam sobre a 

lâmina basal envolto por tecido conjuntivo frouxo e de fibras musculares lisas; que ao 

contraírem-se auxiliam na movimentação dos espermatozoides (JUNQUEIRA e 

CARNEIRO, 1999).  

 Durante a primeira divisão meiótica da espermatogênese, as células se movem 

para regiões mais profundas do túbulo seminífero e as junções impermeáveis das células de 
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Sertoli se formam abaixo dos espermatócitos e se degeneram acima deles, permitindo, 

portanto, efetivamente que as células transponham a barreira hemato-testicular 

(BRACKETT, 2012). 

 As células de Sertoli adjacentes de um túbulo seminífero são unidas umas às 

outras por junções de oclusão que formam uma barreira adicional entre o lúmen do túbulo 

e o liquido intersticial que está fora do túbulo. Estas junções de oclusão restringem a 

transferência de moléculas entre os três compartimentos: o lúmen do túbulo, um 

compartimento basal na superfície basolateral das células de sertoli e líquido intersticial. 

Por causa das barreiras entre estes compartimentos, o líquido luminal tem uma composição 

diferente do espaço intersticial (SILVERTHORN, 2010) reconhecidamente imuno-

privilegiado, que protegem as células germinativas de ataques auto-imunes (FIJAK e 

MEINHARDT, 2006). 

 Tecidos imunologicamente privilegiados são tecidos cujas respostas imunes 

locais ocorrem contra antígenos endógenos (por exemplo, fetais e gametogênicas) ou 

exógenos (por exemplo, enxerto e tumorais) sendo ativamente reprimidas. Por conseguinte, 

o termo "privilégio imunitário" deve ser utilizado para denotar a sobrevivência prolongada 

das células que expressam antígenos que, sob circunstâncias normais, deve provocar uma 

resposta imune, assim como os mecanismos que contribuem para esta sobrevivência 

(MEINHARDT e HEDGER 2011).  

 O testículo, apesar do seu estado imune privilegiado, não é isolado do sistema 

imunitário; além dos macrófagos residentes, mastócitos são encontrados adjacentes aos 

vasos sanguíneos subcapsulares. Como na maioria dos outros tecidos, células circulantes 

do sistema imunológico, incluindo linfócitos T, também têm acesso relativamente livre 

para o testículo, e o testículo tem uma drenagem linfática eficiente e eficaz para os 

linfonodos regionais. Portanto, as citocinas produzidas localmente, bem como aquelas em 

circulação geral têm o potencial para exercer efeitos no testículo (HEDGER e 

MEINHARDT, 2003).  

Parece que os fatores imunes podem desempenhar um papel direto durante a 

esteroidogénese testicular e gametogênese,podendo ter uma relação com a infertilidade 

masculina, sendo que estes fatores implicam nos produtos de leucócitos, macrófagos e 

mastócitos (MEINHARDT e HEDGER 2011). Citocinas, tais como IFNγ, TNFα, 

interleucinas, fator de inibição de leucemia (LIF), fator de células estaminais (SCF), fator 
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de inibição de migração de macrófagos (MIF), que se ligam a receptores de superfície de 

células e provocam a proliferação e diferenciação celular (WEINBAUER et al., 2010). 

Hedger e Meinhardt (2003) destacam a complexidade das redes de regulação de 

citocinas no interior do testículo e a sobreposição com as citocinas produzidas por células 

do sistema imunológico, bem como células somáticas durante as respostas imunitárias e 

inflamatórias, sendo elas IL-1α, IL-1β, IL-2, IL-6, TNFα, TGF,IFNγ e MIF. A IL-1 e IL-

6produzidas pelas células de Sertoli podem potencialmente agir como fator fisiológico 

parácrine dos linfócitos e outras células testiculares. Estas citocinas podem também ser 

necessárias para regular função de linfócitos locais importantes para a proteção 

imunológica do tecido. Outros produtos leucocitários, como IL-1, IL-2, IFNγ e TNFα 

regulam (induzir/inibição) a esteroidogénese das células de Leydig e a secreção de 

transferrina, responsável pelo transporte de ferro para o meio intratubular, pelas células de 

Sertoli (HULEIHEL e LUNENFELD, 2004). TNFα e LIF são suspeitos de desempenhar 

um papel na interacção células-germinativas com as células de Sertoli e no controle 

autócrino da proliferação de células de Sertoli (WEINBAUER et al., 2010). 

A resposta imune específica para o antígeno presumivelmente existe para evitar 

reações auto-imunes no testículo, particularmente àquelas associadas com a 

espermatogênese, um processo altamente complexo de diferenciação celular, que começa 

posteriormente ao estabelecimento dos mecanismos normais de tolerância imunológica 

(MEINHARDT e HEDGER 2011). 

 

1.5Relação Parasito-hospedeiro 

A infecção por Leishmania infantum induz respostas imune tanto do tipo celular 

(hipersensibilidade retardada) quanto do tipo humoral (produção de anticorpos); mas o 

grau com que ocorrem estas respostas varia com as diversas formas da doença (REY, 

2008). Os aspectos relacionados com a imunidade humana não são claramente definidos e 

estudos realizados em modelos murinos (in vivo) e em culturas de células (in vitro) 

possibilitaram demonstrar alguns mecanismos para evasão e sobrevivência do parasito em 

seus hospedeiros vertebrados. A infecção por Leishmania depende de mecanismos imunes 

regulatórios, como a capacidade das células de se prevenir contra apoptose, estimular o 

complexo maior de histocompatibilidade (MHCII), modulando a expressão de citocinas do 

próprio macrófago e sua ação sobre os linfócitos T. A estimulação da produção de fator de 



 
 

26 
 

formação de colônia de granulócitos e macrófagos (GM-CSF) parece ser um dos 

mecanismos de controle de apoptose (MICHALICK e GENARO, 2005). 

Como a Leishmania é um parasita intracelular obrigatório, macrófagos são 

indispensáveis para sobrevivência, replicação e diferenciação parasitária sendo capaz de 

evadir a resposta imune inata do hospedeiro, havendo crescente número de parasitos 

durante as primeiras semanas de infecção (KANE e MOSSER, 2001). Após infecção 

inicial, neutrófilos e macrófagos são recrutados para o sítio de infecção e sua interação 

com o parasito influencia diretamente no desfecho da doença (LIU e UZONNA, 2012).  

Estudos sugerem que mais neutrófilos são recrutados no sitio de infecção e estas 

células são eficientes no controle da infecção, mas como neutrófilos são fagócitos de vida 

curta, estes atuam como células hospedeiras intermediárias, sendo utilizados como “Cavalo 

de Tróia” pelos parasitos, a fim de silenciar a entrada nos macrófagos evitando uma intensa 

ativação celular (MALAFAIA e REZENDE, 2009; LIU e UZONNA, 2012).De fato, 

interação de neutrófilos leva a um atraso no programa de morte programada seguidos de 

aumento dos níveis de MIP-1β, atraindo macrófagos ao sitio de infecção. Uma vez 

recrutados, realizam fagocitose de parasitas livres e de PMN infectados/apoptóticos, e se 

tornam a célula hospedeira definitiva para replicação parasitária e célula efetora da 

resposta celular para o controle parasitário (LIU e UZONNA, 2012). 

Na modulação da resposta imune, estudos realizados em murinos demonstraram 

que macrófagos parasitados e outras células apresentadoras de antígenos (APCs) 

apresentam antígenos de Leishmania aos linfócitos TCD4+. Estes linfócitos são 

estimulados a produzir interleucinas e dependendo do perfil estimulado, ocorre o 

desenvolvimento de duas subpopulações de linfócitos T auxiliares (Th). Th do tipo 1 (Th1) 

secretam grandes quantidades de IFNγ juntamente a produção de citocinas pro-

inflamatórias, enquanto que Th do tipo 2 (Th2) produz grande quantidade de IL-4 e de 

citocinas promotoras de anticorpos, produzidas por linfócitos B. Ainda, resposta do tipo 

Th1 está associada a capacidade de controlar a infecção e a resposta do tipo Th2 mais 

relacionada com o processo progressivo da doença (MOUGNEAU et al., 2011; 

SAPORITO et al., 2013; FALEIRO et al., 2014). 

Não se espera na infecção ativa a ausência de resposta pro-inflamatória, mas sim a 

associação de citocinas tanto de Th1 como também Th2; assim, o paradigma Th1/Th2 não 

possui uma determinação clara no perfil de resistência/susceptibilidade de Leishmania na 

infecção humana ou de modelos experimentais de LV (KEDZIERSKI e EVANS, 2014). 
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Quando os modelos experimentais adotados representarem a heterogeneidade genética da 

população humana, serão observadas respostas imunes mais complexas, mostrando que os 

vários padrões de resposta imunitária podem ser associados com a mesma resposta 

clínica;na doença humana, um quadro misto de citocinas Th1 e Th2 é frequentemente 

observado (SAPORITO et al., 2013). 

Resposta mista de Th1 e Th2 é relatada em antígenos estimulados PBMC de cães 

assintomáticos que desenvolvem resposta com IL-2, IFNγ e IL-10; entretanto, IL-2 e IFNγ 

predominam em cães assintomáticos e o desenvolvimento dos sintomas não pode ser 

associado ao aumento da expressão de IL-10 (BARBBIERI, 2006). LV está associada com 

o aumento da produção de várias citocinas pró-inflamatórias e quimiocinas, pacientes têm 

níveis elevados níveis de proteína no plasma de IL-1, IL-6, IL-8, IL-12, IL-15, IFNγ e 

TNFα; sugerindo que os desfechos clínicos desfavoráveis não estão relacionados com Th2, 

mas de outros mecanismos que contribuem para patogênese desta enfermidade (FALEIRO 

et al., 2014). 

Sabidamente, IL-4 é uma citocina de perfil anti-inflamatório e regulatório, e 

estudos realizados por McFarlane et al. (2011), comparando receptores de IL-4 em animais 

nocautes e selvagens, indicaram que IL-13, cujo receptor é compartilhado com IL-4, gera 

resposta protetora durante infecção por LV, apesar de IL-13 ser mediador aparente de 

resposta Th2. O aumento de IL-10 em sinergismo com IL-4 parece ser fundamental na 

progressão da doença, já que ambas são capazes de inibir: a ativação de macrófagos por 

IFNγ produzidos pelas células T CD4+; a transcrição do TNFα e a produção de H2O2 

(MICHALICK e GENARO, 2005). Poucos estudos têm demonstrado o envolvimento de 

células de linfócitos T CD8+ na resistência à LV, estes linfócitos são detectados somente 

em animais assintomáticos, sugerindo lise direta de L. (L.) infantum em macrófagos 

infectados por linfócitos T citotóxicos representam um mecanismo efetor adicional na 

resistência em cães (BARBIERI et al., 2006). Células T CD8+ participam da resposta 

imune específica para Leishmania através de INFγ promovendo atividade citotóxica em 

macrófagos infectados (SAPORITO et al., 2013). 

Ainda, grandes quantidades de IL-4 associados à resposta do tipo Th2 atuam como 

marcadores da resposta humoral com produção de grande quantidade de anticorpos 

produzidos por linfócitos B, sendo a LV caracterizada pela grande produção de anticorpos, 

principalmente IgG; entretanto como a ativação é policlonal, a maioria das 

imunoglobulinas é inespecífica (MELO et al., 2004). A possível explicação para essas 
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observações talvez seja que a IgG, que opsoniza parasitos, é mais eficiente na indução da 

produção da citocina IL-10 por macrófagos estando relacionada à exacerbação da infecção 

(CORREA, 2011). Tanto em animais experimentalmente infectados como humanos 

naturalmente infectados por L. (L.) infantum, a presença de anticorpos de imunocomplexos 

formados por IgG não confere proteção contra o patógeno, podendo a Leishmania ser 

opsonizada por IgG, o que permite maior facilidade na internalização do parasita, 

contribuindo para a progressão da doença, com prejuízo ao hospedeiro (MILES et al., 

2005). 

A marcada hipergamaglobulinemia (elevação da fração IgG) e a ausência de 

imunidade celular sãouma das principais características da infecção por Leishmania devido 

a ativação policlonal dos linfócitos B; sendo descritas em humanos, hamsters e cães 

(MARCONDES et al., 2006; CORREA, 2011). Acredita-se que essa ativação seja 

parcialmente responsável por imunocomplexos circulantes e vários fenômenos auto-

imunes (CORREA 2011). A hiperglobulinemia é deletéria e não protetora, uma vez que a 

eliminação da infecção ocorre por ativação da imunidade celular e não humoral. Esse 

aumento no nível de globulinas séricas ocorre por uma indução de linfócitos T auxiliar do 

tipo 2 (Th2), com consequente proliferação de linfócitos B e produção exacerbada de 

anticorpos. Um perigo potencial da regulação de linfócitos T prejudicada e da atividade 

exuberante de linfócitos B é a geração de uma grande quantidade de imunocomplexos 

circulantes, causando danos em vários órgãos (MARCONDES et al., 2006). Testes 

sorológicos têm sido empregados, com considerável importância, no diagnóstico e em 

inquéritos epidemiológicos dessas enfermidades; além disso, a análise de anticorpos anti-

Leishmania permite avaliar o curso evolutivo da infecção (SOUZA et al., 2005). 

 A gravidade das manifestações clínicas depende intrinsecamente do tipo de resposta 

imunológica expressada pelo indivíduo infectado e conforme a capacidade do indivíduo ou 

animal montar uma defesa imunológica efetiva a qual está relacionada a fatores 

ambientais, nutricionais, genéticos e ligados ao próprio parasita, induzindo 

preferencialmente Th1 ou Th2, a LV poderá expressar-se sobre amplo espectro, sob formas 

assintomáticas, oligossintomáticas ou sintomáticas (REY, 2008). 

A infecção apresenta manifestações clínicas variáveis que vão desde infecções sub-

clínica inaparente até uma doença sistêmica, caracterizada por febre, esplenomegalia, 

linfadenopatia, anemia, pancitopenia, perda de peso, fraqueza, perda de massa muscular, 

leucopenia, hipergamaglobulinemia policlonal e; na fase crônica, a doença pode causar 
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lesões genitais em machos e fêmeas (SILVA, et al., 2008; ASSIS, 2010). 

Surpreendentemente, LV provoca alterações importantes do sistema genital 

(MCFARLANE, 2011; ASSIS et al, 2010; OLIVEIRA et al., 2012).  

Gonzales et al. (1983) observou o depósito de substância amilóide na degeneração 

testicular e a presença de formas amastigotas teriam relação direta com atrofia testicular, 

degeneração de células da espermatogênese com graduais alterações inflamatórias e 

degenerativas, levando a uma completa azoospermia em hamsters experimentalmente 

infectados. Riera e Valladares (1996) isolaram L. infantum do sêmen e urina de cães 

experimentalmente infectados. Cães machos naturalmente infectados, podem desenvolver 

lesões genitais associadas com a presença de formas amastigotas, principalmente no 

epidídimo, prepúcio e glande (DINIZ et al., 2005), causando orquite e prostatite (MANNA 

et al., 2012; MIR et al., 2012), além de lesões específicas nos testículos (AMARA et al., 

2009), causando aumento dos defeitos maiores e menores nos espermatozoides dos animais 

acometidos pelo estágio moderado a severo da doença e em estágios mais avançados da 

enfermidade, a integridade das membranas acrossomal e plasmática foi afetada 

negativamente (LABAT et al., 2010). 
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2. OBJETIVOS 

 

Geral 

Caracterizar aspectos histopatológicos, parasitológicos e imunológicos do aparelho 

reprodutor de hamsters experimentalmente infectados por L. (L.) infantum e implicação na 

transmissão sexual da leishmaniose visceral. 

 

Específicos 

1. Avaliar as alterações histopatológicas em diferentes compartimentos do aparelho 

reprodutor masculino em hamsters experimentalmente infectados por L. (L.) 

infantum; 

2. Analisar a carga parasitária no testículo, cabeça e cauda do epidídimo masculino 

em hamsters experimentalmente infectados por L. (L.) infantum; 

3. Caracterizar a cinética de citocinas IL-1β, TNFα, IFNγ e IL-4 no testículo e 

epidídimo em hamsters experimentalmente infectados por L. (L.) infantum; 

4. Verificar a ocorrência de transmissão sexual da leishmaniose visceral na infecção 

experimental de hamsters machos por L. (L.) infantum. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

3.1 Aspectos éticos 

Hamsters (Mesocricettus auratus) pesando entre 90 e 120g foram obtidos no 

biotério ANILAB, na Cidade de Paulínia- SP, totalizando 55 animais para manutenção de 

parasitos e infecção experimental. A pesquisa foi aprovada pelo Comitê de Ética em 

Experimentação Animal da Universidade de Uberaba processo CEEA 016004/2014 

(ANEXO 01), local onde os animais foram mantidos e realizados os procedimentos in vivo 

de anestesia e coleta de material biológico. 

 

3.2 Manutenção e recuperação de formas amastigotas de L. (L.) infantum 

A cepa utilizada L. (L.) infantum (MHOM/BR/1972/LD) foi caracterizada pelo Dr. 

J. J. Shaw (Instituto Evandro Chagas, Belém, Pará, Brasil) e gentilmente cedida pela Dra. 

Clara Lucia Barbieri (UNIFESP). Dez hamsters dourados (Mesocricettus auratus) machos 

de 06 semanas de idade foram infectados com 1x108 amastigotaspor animal, IP, para 

manutenção dos parasitos in vivo. Estes animais foram mantidos em sala isolada no 

biotério da Universidade de Uberaba, sendo cinco animais por caixa (17x35x40cm), com 

água e ração ad libitum. Após seis semanas de infecção, hamsters foram eutanasiados e as 

formas amastigotas foram recuperadas. O baço foi removido, macerado em 4mL de PBS 

1X e centrifugado duas vezes para remoção de tecido: 20 g por 10 min., 90 g por 5 min., 

com sobrenadante recuperado em ambas centrifugações. Posteriormente, foi centrifugado a 

1400 g por 5 min. para precipitação do parasito, excluindo o sobrenadante. Parasitos foram 

diluídos na proporção 1:50 e contados em câmara de Neubauer para infecção de novos 

animais. Protocolo detalhado no ANEXO 02. 

 

3.3 Infecção experimental em hamster dourado por L. (L.) infantum 

Hamsters machos (N = 45) com42 dias de idade, maduros sexualmente (PESSOA 

et al., 2007), foram divididos em seis grupos (Tabela 1), contendo 07 animais por grupo, 

exceto no grupo controle com 10 indivíduos. Para cada grupo infectado, eram sacrificados 

02 animais controle. Estes foram infectados com 1x106 amastigotas de L. (L.) infantum por 

animal, IP e acompanhados ao longo de 7, 10, 13, 16 e 19 semanas de infecção. Três ou 

quatro hamisters machos foram alojados por caixa, com água e ração ad libitum, com 

controle de temperatura a 25°C, uso de telas nas gaiolas e nas janelas da sala e, por fim, 

inseticida piretróide com citronela, afim de evitar aproximação de insetos aos animais. 
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Tabela 1. Grupos experimentais: número de hamsters infectados com amastigotas de L. (L.). infantum por 

animal durante as semanas de infecção. 

Grupos N de animais N de amastigotas/animal Semanas de infecção 

1 7 1 x 106 07  

2 7 1 x 106 10  

3 7 1 x 106 13  

4 7 1 x 106 16  

5 7 1 x 106 19 

6 10 -- Não infectado 

 

3.4 Coleta de amostras e análise macroscópica 

 Hamsters foram anestesiados com ketamina e xilazina, na dosagem de 100 e 10 

mg/kg IM, respectivamente (PESSOA, 2007), permitindo o manuseio para coleta de 

sangue. Amostras de sangue foram coletadas por punção cardíaca (seringa de 5ml e agulha 

25x7) e o sangue foi adicionado em tubo com anticoagulante EDTA e outra alíquota sem 

anticoagulante foi centrifugada (800 g por10 min.) para recuperar soro. Baço, fígado, 

testículos e epidídimo foram removidos e examinados macroscopicamente verificando a 

integridade do tecido, cor e tamanho, com imagens adquiridas (Nikkon Câmara) para 

posterior análise de medição de área com o programa Image J (Image J Software), 

comparando os animais infectados e o grupo controle. Fígado e baço foram seccionados e 

congelados a -80°C para posterior extração de DNA, para confirmação da infecção 

experimental por PCR. Para análises de testículos e epidídimos, o lado direito foi fixado 

em formaldeído para análise histológica e o esquerdo foi dividido em duas partes, sendo 

submetido ao congelamento (-80ºC) para extração de DNA e em solução de inibidor de 

protease (Complete) para posterior dosagem de citocinas.  

 

3.5 Aspectos laboratoriais 

As amostras de sangue foram divididas em duas frações: uma em tubos estéreis 

contendo 0,1 mL de solução a 10 % de EDTA (tripotassic EDTA) para a realização dos 

hemogramas e outra em tubos a vácuo sem anticoagulante para realização das provas 

bioquímicas. O sangue dos tubos sem anticoagulante foi centrifugado a 720g por 10 min. 

para a obtenção do soro sanguíneo que foram acondicionados em microtubos e 

conservados sob congelamento (-20ºC), por um período não superior a 48 horas, até o 

momento das análises bioquímicas. O hemograma, completo foi realizado em analisador 

automático de hematologia para uso veterinário (pocH – 100iVDiff®), previamente aferido 

com sangue controle. A contagem diferencial ou específica de leucócitos foi realizada em 
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lâminas com esfregaços sanguíneos corados pelo método de May-Grunwald-Giemsa 

(FERREIRA NETO et al., 1982). Foram determinadas em cada amostra de soro as 

concentrações de proteínas totais (método Biureto), albumina (método verde de 

bromocresol), alanina aminotransferase (método cinético UV IFCC), fosfatase alcalina 

(método Cinético optimizado) e gama glutamiltransferase (método Szasz modificado) em 

analisador automático Chemwell, previamente calibrado (Calibra H) e aferido com soro 

controle (Qualitrol), utilizando kits comerciais Labtest Diagnóstica. Os parâmetros 

hematológicos e bioquímicos foram comparados com os valores de referência (PESSOA, 

2007; MCKEON et al., 2011). 

 

3.6 PCR convencional 

Foram utilizados oligonucleotídeos iniciadores13A (5' - GGG GTG GAG TCT 

GGG CGT - 3') e 13B (5' - ATT TTA CAC CAA CCC CCA GTT - 3'), descritos por 

Rodgers et al. (1990) que resultam na amplificação de fragmento de 120 pares de base de 

cinetoplasto de Leishmania spp. (kDNA). A reação foi realizada em tubos de polipropileno 

de 0,2mL contendo10mMTris–HCl, 200 µM de desoxiribonucleosídeo trifosfato (dNTP), 

1,5MgCl2, 10µM de cada primer, 1U Taq DNA polimerase e 2µL de DNA 

(aproximadamente 50-80 ng), com volume final de 25µL. As amostras foram amplificadas 

em aparelho termociclador GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems) com 

desnaturação inicial de 95°C por 5 min., 34 ciclos de 95°C por 30s para desnaturação, 

63°C por 45s para anelamento, 72°C por 30s para extensão e 72°C por 5 min. para 

extensão final. As amostras foram visualizadas em gel de agarose a 2%. 

 

3.7 Determinação da carga parasitária 

Para formar a curva padrão, foram realizadas diluições seriadas, de base 10, das 

formas amastigotas de Leishmania (L.) infantum (106-100 parasitas/mL) mantidos em 

cultura, em um volume total de 100 µL. Em cada tubo desta diluição, foram adicionados 

20 mg de tecido (testículo ou epidídimo) de um animal controle negativo. 

 A extração de DNA foi realizada com QIAamp DNA Mini Kit (QIAGEN) para 

tecido, de acordo com as instruções do fabricante. As amostras foram amplificadas em 

termociclador Applied Biosystems usando placas Axygen Scientific, contendo 10 µM dos 

mesmos oligonucleotídeos iniciadores descritos por Rodgers et al. (1990), somados à 
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6,25µLdomáster mix - Syber Green Rox Plus (Applied Biosystems) e 2µL de amostras de 

DNA (aproximadamente 50-80 ng), para um volume final de 12,5 μL, em triplicata.  

 Os ciclos de temperatura foram de 95°C por 5 min. para desnaturação inicial, 40 

ciclos de 95°C por 30s para desnaturação, 63°C por 45s para anelamento, 72°C por 30s 

para extensão e 72°C por 5 min. para extensão final. Após o alongamento final qPCR, as 

amostras foram submetidas à uma variação de temperatura de 50 a 95°C, com um aumento 

gradual de 0,5°C/s para determinação da temperatura de dissociação e possíveis produtos 

inespecíficos (QUINTAL et. al., 2011).  

Foi realizado o gel de agarose para verificar se a concentração de DNA era 

decrescente, tanto no testículo, quanto no epidídimo e, posteriormente, estas mesmas 

amostras foram submetidas ao tempo real. A média e o desvio padrão dos valores de CT 

(threshold cycle) da curva padrão do testículo e epidídimo foram calculados, analisando a 

replicabilidade entre os ensaios, sendo determinados por uma diferença de 

aproximadamente três ciclos entre cada ponto da curva, com média de r2 de 0,99 e 0,97 e 

valor do grau de inclinação da curva (slope) de -3,3 e -3,1 para testículo e epidídimo, 

respectivamente. Foram calculados, também, a média e desvio padrão da temperatura de 

dissociação, determinando especificidade da reação (Tabela 2). 

 

Tabela 2. Média e desvio padrão dos valores de threshold cycle (CT) da curva padrão de testículo e 

epidídimo, e temperatura de dissociação ou temperatura de Melting (TM). 

 

Tecido 
Curva padrão (valor de CT) 

TM °C 
1.0e+005  1.0e+004  1.0e+003 1.0e+002 1.0e+001 

Testículo 18,2 ± 0,3 21,5 ± 0,2 24,5 ± 0,2 27,9 ± 0,2 30,1 ± 0,2 79,7 ± 0,3 

Epidídimo 16,8 ± 0,5 20 ± 0,1 23,6 ± 0,7 26,8 ± 0,3 29,8 ± 0,2 79,8 ± 0,6 

 

3.8 Análise histológica 

Os testículos e epidídimos foram removidos da cavidade escrotal, fixados em 

formaldeído 4% e foi realizado corte transversal do testículo e posteriormente as amostras 

foram alojadas em casssetes em álcool 70%. As amostras foram incluídas com a parafina. 

Para as etapas de inclusão, seguiu a desidratação, retirando água dos tecidos e a sua 

substituição por álcool; diafanização, substituição do álcool, presente nos tecidos, por xilol 

e por fim impregnação, onde o xilol foi substituído por parafina fundida a 60°C e incluídos 

em pequenos blocos. Posteriormente, foi realizado a microtomia, na qual foram realizados 

cortes sucessivos de 5 micrômetros de espessura, que foram transferidos para um banho-
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maria, com o auxílio de uma pinça, para serem distendidos. Após a distensão, os cortes 

foram separados individualmente, utilizando lâminas de vidro previamente limpas, onde 

foram inseridos os cortes de tecido parafinizados, totalizando nove cortes aleatórios por 

amostra. As lâminas com os cortes foram transferidas para um suporte inclinado e 

finalmente, os cortes foram depositados em uma estufa a 60ºC para secagem por 24 horas. 

As lâminas foram coradas com Hematoxilina e Eosina (HE) e vermelho congo, com 

posterior visualização em microscopia óptica (BEHMER, 1976). 

Foram observadas lesões histológicas, como depósito de substâncias proteicas na 

membrana basal e no espaço intersticial; degeneração de células tubulares; infiltrado 

inflamatório; presença de Leishmania e alteração nas células de Leydig (GONZALEZ et 

al., 1983). Verificou-se, ainda, se a espermatogênese fora mantida, com a presença de 

espermatozoides. 

 
3.9 Reação de imunofluorescência 

Após realização dos cortes histológicos em parafina, as lâminas foram submetidas a 

sucessivos tratamentos para inibir a auto-fluorescência do testículo e epidídimo fixados em 

formol. Iniciou-se o processo de remoção da parafina, com xilol e álcool; seguidos por 

tratamento com cloreto de amônio 50mM por 1 hora; bloqueio com ovo-albumina por 20 

min. e posteriormente com leite desnatado em pó overnight. Procedeu-se a marcação de 

anticorpo primário anti-Leishmania infantum (soro proveniente de camundongo com 30 

dias de infecção), na proporção de 1:100 diluídos em PGN-saponina overnight; e, por fim, 

marcação do anticorpo secundário anti-mouse Alexa flúor 488 em verde na proporção de 

1:200 para marcação do parasito e TO-PRO-3em vermelho (TO-PRO-3, Life 

thechnologies, T3605) na proporção 1:500 diluídos em PGN-saponina para marcação de 

núcleo. Adicionou-se PPD, lamínulas e estas foram vedadas com esmalte. O protocolo 

completo está descrito no ANEXO 03.  

 

3.10 Dosagem de citocinas 

Testículo e epidídimo foram coletados, macerado se posteriormente armazenados a 

-80°C com solução de inibidor de protease na proporção 1:20 (Complete). INFγ, TNFα, 

IL-1β e IL-4 foram mensuradas por ELISA sanduíche, de acordo com as instruções do 

fabricante (OpTEIA, BD Bioscience). As concentrações de citocinas nas amostras de 

tecidos foram calculadas a partir da curva padrão, em triplicata. Limiar de detecção do 
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ELISA foi de 31,3 pg/mL (IFNγ), 15,6 pg/mL (TNFα), 31,3 pg/mL (IL-1β) e 7,8 pg/mL 

(IL-4). O coeficiente de variação foi inferior a 10%. 

 

3.11Avaliação da taxa de transmissão sexual 

 Após determinar quando os machos poderiam disseminar o parasita pelo sêmen 

(momento em que os parasitas passaram pela cauda do epidídimo), 10 fêmeas não 

infectadas, previamente testadas negativamente por PCR em amostras de sangue, foram 

divididas em dois grupos: o grupo 01, fêmeas que foram acasalados com machos negativos 

e grupo 2, fêmeas que foram acasaladas com machos de 13 semanas de infecção por L.(L.) 

infantum. Um casal foi mantido por caixa, com água e ração ad libitum, durante duas 

semanas a fim de acasalar e a cópula foi verificada com a presença de um tampão vaginal 

(dia 1 de gestação). As fêmeas foram sacrificadas após o desmame (período de cinco 

semanas) e útero, fígado e baço foram removidos para análise anátomo-histológica e 

extração de DNA para verificação da presença do parasito por qPCR, de acordo com os 

métodos previamente descritos. 

 

3.12Análise estatística 

A análise estatística foi realizada utilizando o programa Graph Pad Prism 6.0 

(GraphPad Software Inc). Os dados foram expressos como média ± desvio padrão (DP) 

dos sete animais por grupo (Não infectado, 7, 10, 13, 16, 19 semanas de infecção). O 

delineamento experimental utilizado foi blocos ao acaso, comparando dados entre os 

grupos por ANOVA, seguida do teste de Tukey para análise de comparação múltipla. Foi 

realizado teste de correlação entre carga parasitária e dosagem de citocinas.   

As diferenças foram consideradas estatisticamente significativas quando p < 0,05, 

demonstrada em gráficos pelos asteriscos gerados pelo programa Graph Pad Prism, sendo 

extremamente alta (****), alta (***), moderada (**) e baixa (*) significância. 

O teste T não pareado foi utilizado para comparar dois grupos: fêmeas negativas que 

foram acasaladas com machos negativos (grupo 1) e fêmeas negativas que foram 

acasaladas com machos infectados por L. (L.) infantum (grupo 2). As diferenças foram 

consideradas estatisticamente significativas quando p < 0,05. 
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4. RESULTADOS 

4.1 Análise macroscópica do baço e confirmação da infecção experimental 

Na 7ª semana de infecção, foi observado aumento de volume do baço progressivo 

até a 16ª semana de infecção, com coloração rubra, seguido por decréscimo da área do 

baço durante a 19ª semana (Figura 1). Todas as amostras de DNA de baço e fígado foram 

positivas para kDNA de Leishmania spp., confirmando a infecção experimental por PCR.  

 
 

Figura 1. Confirmação da infecção experimental: área do baço mensurada pelo programa Image J (ANOVA 

p<0.05) (A), imagem representativa de baço não infectado (B) e baço infectado (C). Eletroforese em gel de 

agarose a 2% da amostra de DNA de baço e fígado durante a 7ª semana de infecção (D). 

 

4.2 Aspectos laboratoriais 

O hematócrito decresceu gradativamente ao longo da 16ª a 19ª semana (p<0,05), 

quando comparadas ao grupo controle. Os valores de hemoglobina e consequentemente 

HCM estão abaixo dos valores de referência na 16ª e 19ª semana, caracterizando anemia 

absoluta do tipo normocítica normocrômica durante última semana de infecção. No 

leucograma, foi observada leucopenia ao longo de toda a infecção quando comparados ao 

controle (p<0,05), entretanto, dentro dos valores de referência, apesar da imensa amplitude. 

Durante a 7ª semana, além da leucopenia com discreta linfopenia (Tabela 3). 

Com relação às enzimas hepáticas, valores de GGT estão aumentados na 16ª e 19ª 

semanas (p<0,05); já TGP observou-se aumento na 10ª semana com redução progressiva 

até a 19ª semana; e PAL, cujos valores de referência possuem grande amplitude, com as 

amostras dentro do intervalo e sem alteração (Tabela 4).   
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Tabela 3.Valores hematológicos de referência para hamster (PESSOA, 2007), seguidos pela média e desvio padrão dos grupos controle e infectados ao longo do tempo. 

 

PARÂMETROS 

 

Semanas de infecção 

 

Valores de 

Referência 
Controle 7 10 13 16 19 

Proteínas séricas 4,5 a 7,5 7 ± 0,6 8,3 ± 0,4 6,8 ± 0,6 8,5 ± 0,6 8,2 ± 0,3 8,7 ± 0,7 

Eritrócito (106/mm3) 5 a 10 9,9 ± 0,4 9 ± 0,4 9,2 ± 0,4 9,4 ± 0,4 9,4 ± 0,4 8,7 ± 0,3* 

Hemoglobina (g/dL) 16,6 a 18,6 17,9 ± 1,5 17,4 ± 0,4 17,8 ± 0,4 16,4 ± 0,4* 15,6 ± 0,4* 14,1 ± 0,5* 

Hematócrito (%) 45a50 50,7 ± 1,6 49,1 ± 2 48,5 ± 1,7 48,8 ± 1,7 45 ± 1,7 37,4 ± 0,8* 

VCM (fL) 50 a 90 51 ± 0,0 55,2 ± 0,8 51,8 ± 0,8 52,5 ± 1,4 51,7 ± 1,7 52,7 ± 0,8 

HCM (pg) 18,6 a 33,2  18 ± 0,8 20,5 ± 0,6 19,3 ± 0,6 17,5 ± 0,3* 16,6 ± 0,5* 16,2 ± 0,3* 

CHCM (g/dL) 30 a 40 35,3 ± 1,8 37,1 ± 0,7 37,2 ± 0,9 33,2 ± 0,3 32,1 ± 0,7 30,7 ± 0,4 

Leucócitos (106/mm3) 3 a 11 7,8 ± 1,6 2,2 ± 0,7* 4,2 ± 0,7* 4,3 ± 0,4* 3,1 ± 0,9* 3,4 ± 0,3* 

Mielócitos (%) 0 0 ± 0 0 ± 0 0 ± 0 0 ± 0 0 ± 0 0 ± 0 

Metamielócitos (%) 0 0 ± 0 0 ± 0 0 ± 0 0 ± 0 0 ± 0 0 ± 0 

Neutrófilos (%) 10 a 42 15,5 ± 1 27,5 ± 1* 12 ± 1 13 ± 1 12,3 ± 1,9 18 ± 3,6 

Eosinófilos (%) 0 a 4,5 2 ± 0,01 0 ± 0 1 ± 0,01 1 ± 0,01 1,5 ± 0,8 1 ± 0,7 

Basófilos (%) 0 a 1 0 ± 0 0 ± 0 0 ± 0 0 ± 0 0 ± 0 0 ± 0 

Monócitos (%) 0 a 3 3 ± 0,1 4 ± 0,1* 2,2 ± 0,01 2,8 ± 0,1 2,6 ± 0,5 2,4 ± 0,5 

Linfócitos (%) 56 a 80 76 ± 0,15 67,7 ± 0,1* 84 ± 0,1 81,8 ± 0,1 81,2 ± 3,7 81 ± 5,1 

Plaquetas (103/mm3) 300 a 570 393,2 ± 57,5 630,6 ± 42,4 519 ± 35,3 486,4 ± 32,1 505,7 ± 39,7 713,7 ± 57,4 

*Análise estatística, p<0,05, quando comparadas com o controle. 

 
 
Tabela 4. Contagem sérica de enzimas hepáticas de referência para hamster (PESSOA, 2007), seguidos pela média e desvio padrão dos grupos controle e infectados ao 

longo do tempo. 

 

ENZIMAS HEPÁTICAS 
Semanas de infecção 

Valores de Referência Controle 7 10 13 16 19 

Gama Glutamil Transferase (U/L) 0 a 07 4,5 ± 2,6 9,4 ± 3,1 8,2 ± 4,9 7,1 ± 6,1 14 ± 2,8* 19 ± 2,9* 

Transaminase Glutâmica Pirúvica (U/L) 21 a 50 47 ± 14 40 ± 15 116±16* 86 ± 6 59 ± 7 15,4 ± 7* 

Fenilalanina Amonioliase (U/L) 08 a 187 68 ± 55 17 ± 8,4 91 ± 31 131 ± 43 135 ± 14 115 ± 16 

*Análise estatística (p<0,05), quando comparadas com o controle
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A quantidade de proteínas séricas totais foi elevada quando comparado o grupo 

controle (referência 4,5 a 7,5 g/dL) aos demais grupos infectados (p<0,05), exceto na 10ª 

semana de infecção, que se manteve inalterada. A quantidade de albumina permaneceu em 

volumes normais (referência de 2,6 a 4,1), exceto no grupo de 13 semanas, que teve uma 

redução moderada (p<0,05). Por outro lado, houve aumento no número de globulinas em 

todos os grupos infectados quando comparados ao grupo controle (referência de 2,7 a 4,2), 

exceto no grupo de 10 semanas (Figura 2), justificando o aumento das proteínas totais. 
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Figura 2. Concentração de proteínas séricas totais (A), albumina (B) e globulinas (C) em hamsters 

experimentalmente infectados por L. infantum, nas diferentes semanas de infecção. 
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4.3 Análiseanátomo-histológicatesticular 

Um animal de cada grupo infectado 10, 13 e 16 semanas de infecção demonstrou 

redução de volume testicular bilateral, totalizando 8,6% (03/35) de todos os animais 

infectados; enquanto que 91,4% (32/35) não foram observadas alterações macroscópicas 

evidentes. Após mensuração de área pelo programa Image J, no grupo de 07 semanas foi 

observada aumento de volume testicular (p<0,05), não havendo diferença estatística entre o 

controle e os demais grupos infectados por L. infantum ao longo do tempo (Figura 3).  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Figura 3. Análise macroscópica testicular ao longo das semanas de infecção por L. infantum: medição de área 

(A), onde cada ponto no gráfico corresponde a um animal (p<0,05); imagem representativa de testículo não 

infectado (B); testículo com aumento de volume durante a 7ª semana de infecção (C) e testículo com redução 

de volume (D). 

 

Em análises histológicas (Figura 4), não foram verificadas diferenças microscópicas 

no tecido avaliado comparando-se todas as semanas de infecção; os grupos avaliados ao 

longo do tempo se comportaram semelhantemente ao controle, com função de 

espermatogênese preservada, apesar da presença do parasito. 
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Figura 4. Imagem representativa de testículo em microscopia óptica corados com HE. Testículo não infectado 

(A) e testículo durante a 13ª semana de infecção L. infantum com redução do volume testicular (B). 
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No epidídimo, foi observada a presença sugestiva do parasito tanto nas células 

prismáticas quanto no lúmen do ducto epididimário, juntamente com os espermatozoides 

(Figura 5A). Durante a 13ª semana, visualizou-se a presença de plasmócitos, células 

germinativas adjacentes e um grande volume de grânulos lúmen em alguns ductos (Figura 

5B). Estes grânulos possuem tamanho compatível com as formas amastigotas de L. 

infantum; bem como com corpos residuais, artefatos ou corte transversal da cauda dos 

espermatozoides. Não foram observadas alterações patológicas evidentes. 

 
 

 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 5. Epidídimo durante a 13ª semana de infecção em microscopia óptica corados com HE. As setas 

pretas demonstram a presença sugestiva de L. infantum no lúmen do ducto epididimário e na célula 

prismática da cabeça do epidídimo (A). As setas pretas demonstram os grânulos no lúmen do ducto 

epididimário, e a seta cinza a presença de plasmócitos. 
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4.4 Reação de imunofluorescência 

Para aumentar a especificidade e confirmar a presença do parasito no testículo e 

epidídimo, utilizou-se imunofluorescência. Foi observado o parasito entre as células 

germinativas testiculares e no lúmen dos túbulos seminíferos. Tem-se exemplo da 

arquitetura testicular e presença do parasito (Figura 6) e contraste de fase demonstrando o 

núcleo e o cinetoplasto do parasito (Figura 7). 

 

 

 

Figura 6. Imagem representativa da arquitetura testicular por imunofluorescência em microscopia confocal. A 

seta branca determina a posição da forma amastigota de L. infantum dentro do túbulo seminífero testicular, 

com núcleo marcado em vermelho (A e C) e parasito em verde (B e D). 

 

50µm 50µm 

10µm 10µm 



 
 

45 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Lúmen do túbulo seminífero testicular em contraste de fase por microscopia confocal. O círculo 

branco determina a posição do núcleo e o cinetoplasto de L. infantum (A) e a seta branca demonstra a forma 

amastigota de L. infantum em verde, juntamente com os espermatozoides (B). 
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No epidídimo, semelhantemente à coloração HE, foram observados parasitos nas 

células prismáticas e no lúmen do ducto epididimário juntamente com os espermatozoides 

(Figura 8), havendo maior dificuldade de observar a marcação do núcleo do parasito em 

função da grande quantidade de núcleos de espermatozoides (Figura 9). Torna-se claro que 

o parasito atinge o lúmen do ducto epididimário e que possivelmente seja eliminado 

juntamente com os espermatozoides. 

 

 

Figura 8. Sobreposição de imagens do epidídimo por imunofluorescência em microscopia confocal durante a 

13ª semana de infecção. A seta branca determina a posição da forma amastigota de L. infantum nas células 

prismáticas e lúmen do ducto epididimário, sendo o núcleo marcado em vermelho e parasito em verde. 

100µm 
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Figura 9. Lúmen do ducto epididimário por imunofluorescência em microscópio confocal durante a 13ª 

semana de infecção. A seta branca determina a posição da forma amastigota de L. infantum no lúmen do 

ducto epididimário, sobrepondo-se aos espermatozoides, sendo o núcleo marcado em vermelho (A e C) e 

parasito verde (B e D). 

 

Somados com imunofluorescência, as imagens também foram captadas em 

contraste de fase, confirmando a presença do parasito extracelular, no lúmen do ducto 

epididimário. Foi realizado um sequencial de imagens marcando o núcleo, forma 

amastigota de L. infantum e a sobreposição das duas imagens previamente citadas (Figura 

10A, B e C); paralelamente, o mesmo sequencial de imagens foi captado por contraste de 

fase (Figura 10D, E e F). Posteriormente, em maior aumento (5µm), observou-se o núcleo 

e o cinetoplasto do parasito por contraste de fase (Figura 11). 

D C 
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Figura 10. Lúmen do ducto epididimário por imunofluorescência e contraste de fase em microscopia confocal 

durante a 13ª semana de infecção. Seta branca determina a posição do núcleo do parasito em vermelho (A), 

forma amastigota de L. infantum em verde (B) e sobreposição de imagens (C). Seta preta indica a forma 

amastigota de L. infantum por contraste de fase (D), L. infantum em verde (D) e sobreposição de imagens (F). 
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Figura 11. Lúmen do ducto epididimário em contraste de fase por microscopia confocal durante a 13ª semana 

de infecção. A seta branca determina a posição do núcleo e a preta o cinetoplasto de L. infantum (A); a seta 

branca demonstra a forma amastigota de L. infantum extracelular em verde, no lúmen do ducto (B). 
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4.4Determinação da Carga Parasitária 

A maior carga parasitária foi observada no testículo na 7ª semana de infecção, com 

positividade na cabeça do epidídimo, mas não detectáveis na cauda do epidídimo. Durante 

a 10ª semana, há drástica redução na carga parasitária do testículo, onde já são detectados 

na cauda do epidídimo, sugerindo um tráfego do testículo para o epidídimo. Na 13ª semana 

ocorreu a maior carga parasitária na cauda do epidídimo.  

De uma maneira geral, a carga parasitária permaneceu abaixo de 50 parasitos/20mg 

no tecido testicular (Figura 12A), exceto na 7ª semana; na cabeça do epidídimo a carga 

permaneceu mais constante e inferior a 25 parasitos/15mg no tecido (Figura 12B); e na 

cauda do epidídimo os parasitos ficaram abaixo de 70 parasitos/15mg no tecido (Figura 

12C). Não foi observada amplificação nos controles negativos. 
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Figura 12. Carga parasitária no testículo (A), na cabeça (B) e cauda do epidídimo (C) em hamster 

experimentalmente infectados por L. infantum, demonstrando o número (N) de parasitos em 20 mg de tecido 

durante as semanas de infecção. 
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Cabeça do epidídimo 
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4.5 Dosagem de citocinas  

Foi observado o aumento de citocinas IL-1β, TNFα e IFNγno testículo durante a 7ª 

semana de infecção (p<0,05). Na 10ª semana, a citocina IL-4 obteve valores elevados 

(p<0,05). Citocinas testiculares IL-1β, TNFα, IFNγ e IL-4 mantiveram-se sem alteração 

nos tempos conseguintes de infecção (Figura 13). 

 
 

 
Figura 13. Dosagem de citocinas testiculares em hamster experimentalmente infectados com L. infantum ao 

longo do tempo. IL-1β (A), IFNγ (B) e TNFα (C)demonstraram valores elevados na 7ª semana de infecção e 

citocina IL-4 (D), com valores elevados na 10ª semana (p<0.05). 

 

Houve correlação entre a carga parasitária e a dosagem de citocinas IL-1β (R2 = 

0,96 e p = 0, 0028), IFNγ (R2 = 0,97 e p = 0, 0019) e TNFα (R2 = 0,88 e p = 0, 0188) no 

testículo; entretanto, não houve correlação com IL-4 (R2 = 0,22 e p = 0, 4255). 

No epidídimo, o macerado do tecido para ELISA não foi dividido entre cabeça, 

corpo e cauda, mas sim em epidídimo total com todas as partes. Somente durante 13ª 

semana, houve um aumento de citocina IL-1β; as demais citocinas, TNFα e IL-4 

mantiveram-se sem alteração em todos os tempos de infecção (Figura 14). 
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Figura 14. Dosagem de citocinas do epidídimo em hamster experimentalmente infectados com L. infantum ao 

longo do tempo. IL-1β (A) demonstrou valor elevado na 13ª semana de infecção (p<0,05). TNF (B) e IL-4 

(C) dos hamsters infectados permaneceram semelhantes ao controle. 
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4.6 Avaliação da taxa de transmissão sexual 

Fêmeas acasaladas com machos negativos (Grupo 1) tiveram filhotes regularmente 

e sem óbito. Nas fêmeas acasaladas com machos positivos durante a 13ª semana para L. 

(L.) infantum (Grupo 02), duas fêmeas foram a óbito na primeira e segunda semana após o 

parto; as demais fêmeas tiverem seus filhotes regularmente, tendo um percentual de 

sobrevivência de 66,6% (04/06).  

Baço e útero das fêmeas acasaladas foram removidos e observou-se aumento de 

volume em ambos os órgãos, quando comparados grupo 01 ao grupo 02 (Teste T não 

pareado p<0,05); ainda, o útero do Grupo 02 demonstrou maior hiperemia do que no 

Grupo 1 (Figura 15). 

 

 

 
 

 

Figura15. Área (cm2) mensurada pelo programa Image J de útero (A) e baço (B), comparando a Fêmeas 

acasaladas com machos negativos (Grupo 1) e fêmeas acasaladas com machos positivos durante a 13ª semana 

para L. (L.) infantum (Grupo 02). Imagens representativas de útero e baço de fêmeas do Grupo 1 (C) e Grupo 

2 (D). 
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O PCR de amostras de DNA de baço, fígado e útero, demonstrou positividade em 

pelo menos um dos órgãos avaliados em todas as fêmeas acasaladas com machos positivos 

(Grupo 2), onde as duas fêmeas que foram a óbito obtiveram positividade em todos os três 

órgãos avaliados (Tabela 5). Todas as fêmeas acasaladas com machos negativos (Grupo 1) 

foram negativas para Leishmania spp. por PCR. 

 

Tabela 5. PCR das fêmeas acasaladas com machos positivos para L. infantum, sendo detectáveis (+) ou não 

detectáveis (-) para o órgão avaliado. 

FÊMEA 
ÓRGÃO AVALIADO 

Baço Fígado Útero 

1 + + + 

2 + + + 

3 + - + 

4 + - + 

5 - + + 

6 - + - 
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5. DISCUSSÃO 

Monitorou-se experimentalmente a evolução de Leishmania (L.) infantum ao longo 

do tempo de infecção e como estes parasitas e comporta alterando as funções sistêmicas, 

específicas do aparelho reprodutivo masculino e suas aplicações na transmissão sexual. 

Assim, sugere-se o caminho percorrido pelos parasitas no sistema reprodutor masculino 

(Figura 16), de acordo com os resultados apresentados. Verificou-se ainda, presença de 

formas amastigotas não fagocitadas dentro dos túbulos seminíferos e do ducto 

epididimário, juntamente com os espermatozoides, sendo o primeiro relato de formas 

amastigotas livres em hospedeiro vertebrado (Figura 16C e D). 

 

 

 

Figura 16. Tráfego de L. (L.) infantum no sistema reprodutor masculino. Formas amastigotas fagocitadas por 

neutrófilos e monócitos chegam ao testículo via hematogênica (A). Com o aumento da carga parasitária e de 

citocinas pró-inflamatórias, mais macrófagos são atraídos ao local. Parasitos conseguem atravessar a barreira 

hemato-testicular atravessando as células de Sertoli e atingem o lúmen dos túbulos seminíferos, ocasionando 

edema e hipertrofia testicular (B). Posteriormente, amastigotas se alojam nos testículos em menor número; o 

aumento de testosterona pode se um dos fatores a promover um ambiente mais imunossuprimido, permitindo 

que os parasitos permaneçam silenciosos e protegidos contra o sistema imune durante a infecção crônica (C). 

Amastigotas de Leishmania (L.) infantum não fagocitadas atingem o lúmen dos túbulos seminíferos, migram 

pelo ducto epididimário, onde são captadas pelos estereocícios das células prismáticas permanecendo no 

epidídimo ou são liberados juntamente com os espermatozoides (D). 
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Durante a infecção experimental, observou-se aumento da área esplênica dos 

hamsters infectados quando comparados aos hamsters não infectados, como o primeiro 

indicativo de infecção experimental bem-sucedida; sendo, ainda, confirmado por PCR de 

baço e fígado. Leishmania (L.) infantum é um protozoário intracelular que provoca uma 

doença potencialmente fatal, em que os macrófagos infectados possuem tropismo por baço, 

fígado e medula óssea, levando a espleno e hepatomegalia (McFARLANE et al., 2011). 

Ocorre o desenvolvimento do parasito no fígado e mais tarde no baço, aproximadamente 4 

a 5 semanas a infecção é resolvida no fígado por uma resposta granulomatosa e o parasito 

persiste como uma infecção crônica com a destruição gradual da arquitetura esplênica 

(LAFUSE et al., 2013). 

Hemograma completo foi realizado detectando aumento ou redução da série 

vermelha e branca, em diferentes tempos durante o procedimento experimental, tendo 

como dificuldade a grande amplitude dos valores de referência para hamster. Alterações 

hematológicas atuam como ferramentas indispensáveis no acompanhamento da evolução 

clínica da LV (MOREIRA et al., 2012).  

Hematócrito apresentou redução gradual durante a 16ª semana e valores mais 

baixos durante a infecção semanas pós a 19ª semana, mostrando a progressão para a 

anemia normocítica e normocrômica. A anemia é um achado frequente em indivíduos 

doentes, sendo geralmente classificada como anemia normocítica e normocrômica em 

humanos (MICHALICK e GENARO, 2005; MOREIRA et al., 2012), sendo compatível 

com o nosso estudo.Amastigotas de Leishmania são também capazes de explorar ferro de 

hemina e hemoglobina para fins nutricionais (CARVALHO et al., 2009).  

Em hamster dourado, a anemia foi associada com o aumento dos níveis de 

eritropoietina no soro, o que indica que os hamsters respondem à anemia produzindo 

eritropoietina (LAFUSE et al., 2013) e foi observada uma queda de cerca de 28% no nível 

de hemoglobina em comparação com os animais não infectados (BISWAS, et al., 1992). 

Anemia surge pela combinação de fatores, incluindo sequestro esplênico e destruição de 

eritrócitos, bloqueio de produção na medula, hemorragia, hemólise, mecanismos imunes 

(auto anticorpos e imunocomplexos), infecções concomitantes e carência nutricional, por 

deficiência de ferro, ácido fólico e vitamina B12 (MOREIRA et al., 2012). Este recurso 

também foi utilizado para cães e seres humanos a fim de avaliar sinal/sintoma clínico da 

LV (QUEIROZ et al., 2004; PRAZERES et al., 2013; THAKUR et al., 2013). 
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No leucograma, pode ocorrer linfocitose com leucopenia moderadas a acentuadas; 

entretanto, cães podem apresentar linfopenia e neutrofilia (SILVA, 2007). Durante a 7ª 

semana de infecção, o número de neutrófilos foi aumentado no sangue periférico, 

sugerindo que o testículo ainda está na fase aguda de infecção. Estudos relataram que mais 

neutrófilos são recrutados para o local da infecção e estas células são muito eficientes na 

absorção de parasito e; como neutrófilos são fagócitos de vida curta, teorias propõem que 

funcionam como células hospedeiras intermediárias atuando como "Cavalos de Tróia", 

utilizados por parasitos para entrar silenciosamente nos macrófagos, evitando assim a 

ativação dos mecanismos de defesa das células (MALAFAIA e REZENDE, 2009; LIU e 

UZONNA, 2012).  

A infecção de neutrófilos por L. major leva ao atraso significativo na morte 

programada e secretam níveis elevados de MIP-1β; que é conhecida por atrair macrófagos 

para o local da infecção os quais fagocitam parasitas livres e PMNs infectados e/ou 

apoptóticos (LIU e UZONNA, 2012). Enquanto os neutrófilos são recrutados para o sítio 

inflamatório dentro de minutos após a infecção, uma entrada massiva de monócitos é visto 

a partir da segunda semana após a inoculação de Leishmania (MOUGNEAU et al., 2011). 

Monócitos deixam sistema sanguíneo migrando para os tecidos infectados na tentativa de 

controlar a infecção, justificado pela redução de monócitos durante todas as semanas de 

infecção, em comparação ao grupo controle. Na contagem diferencial de leucócitos é 

frequente a ausência de eosinófilos e basófilos, comumente observada em infecções 

parasitárias, e marcadamente reduzida a presença de neutrófilos, caracterizando leucopenia 

(MICHALIK e GENARO, 2005).  

Rey (2008) relata a que o parasitismo induz, em humanos, a proliferação histiócitos 

e a multiplicação das leishmanias continuam até que uma infiltração de linfócitos e 

plasmócitos apareçam no local. Os macrófagos ficam aumentados em número e volume, 

muito parasitados por formas amastigotas e verifica-se plasmocitose, embora no sangue 

periférico seja comum haver níveis baixos de linfócitos B (CDI9+), pois estas células 

produtoras de imunoglobulinas encontram-se sequestradas nos órgãos linfóides. É 

expressiva a plasmocitose podendo-se encontrar linfocitose discreta (MOREIRA et al., 

2012); este dado corrobora com resultados desta pesquisa, uma vez que foram visualizados 

plasmócitos em tecidos específicos do macho, no lúmen do epidídimo. 

Um aumento de proteínas séricas totais em hamsters experimentalmente infectados 

por L. (L.) infantum foi observado, tendo albumina em níveis normais e globulinas 
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aumentadas, mas em valores flutuantes e não tão marcantes como relatado na espécie 

canina. A leishmaniose visceral canina determina resposta humoral policlonal que origina 

disproteinemia, caracterizada por aumento das proteínas séricas totais, hipoalbuminemia e 

hiperglobulinemia (LABAT et al., 2010). A hiperglobulinemia é devida principalmente ao 

aumento dos níveis séricos das β e δ globulinas (SOUZA et al., 2005; SILVA et al., 2007; 

FALEIRO et al., 2014). Labat et al. (2010) observaram hiperproteinemia tanto em cães 

positivos sintomáticos como os assintomáticos. 

No sistema reprodutor masculino, nenhum hamster foi a óbito e apenas 8,6% 

(03/35) apresentavam atrofia testicular semelhante à relatada por Gonzales (1983), 

demonstrando que a maioria dos machos infectados permaneceu com testículos 

assintomáticos e/ou verificando a resistência entre parasito-hospedeiro durante o 

desenvolvimento da infecção. A degeneração testicular é provavelmente uma consequência 

do processo inflamatório uma vez que o processo degenerativo pode ser desencadeado em 

resposta a uma inflamação testicular e já que a degeneração testicular é frequente como 

inflamação secundária (DINIZ et al., 2005).Cães naturalmente infectados por L. infantum 

apresentam ausência de alterações macroscópicas testiculares, porém histologicamente 

possuem lesões caracterizadas por processos inflamatórios intersticiais subagudos com 

atrofia degenerativa do epitélio seminífero (OLIVEIRA et al., 2012). Nos espermatozoides 

de cães, as anormalidades mais encontradas foram cauda fortemente enrolada (defeito 

maior) e cauda dobrada (defeito menor); tanto os animais positivos sintomáticos como os 

assintomáticos apresentam hiperproteinemia do sêmen (LABAT, 2010). Os testículos 

podem ser importantes na manutenção de formas infectantes no organismo ou na 

disseminação para os segmentos extra-gonadais (BENITES et al., 2011). 

Resistência à infecção por L. donovani foi bem caracterizada em camundongos 

BALB/c e foi associada a resposta do tipo Th1, com aumento de IL-1β e de produção de 

IFNγ e ativação de macrófagos (McFARLANE et al., 2011). Enquanto que um hospedeiro 

susceptível, como um canino assintomático, possui elevada expressão de IFNγ, TNFα e 

carga parasitária reduzida, indicando que estas citocinas desempenham um papel protetor 

contra a infecção. Por conseguinte, o equilíbrio de expressão de IFNγ e TNFα (proteção) e 

IL-10 e TGFβ (progressão da doença) associados à carga parasitária, podem determinar a 

expressão clínica em cães naturalmente infectados (ALVES et al., 2009). Nos humanos, a 

resistência à infecção está associada com uma resposta imunitária do tipo Th1 com a 

produção das citocinas IL-12, IFNγ e TNFα, enquanto que a susceptibilidade é devido a 
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respostas de regulação com a produção de IL-4, IL-10 e TGFβ (RIBEIRO-DE-JESUS et 

al., 1998; ALVES et al., 2009). A fim de desenvolver a imunidade mais eficaz Th1, 

Nishida et al. (2013) demonstraram que o IFNγ suprime região do gene de IL-4, 

silenciando Th2, sendo mais eficazes no controle da Leishmania. O estudo de respostas de 

citocinas do sistema imunológico de hamster durante LV tem sido dificultado pela falta de 

reagentes imunológicos e recentemente, a expressão de citocinas durante LV em hamsters 

foi estudada medindo as alterações nos níveis de RNAm das citocinas mostrando que a 

infecção em hamsters avança, apesar de uma forte resposta Th1, caracterizado pela 

expressão elevada de RNAm de IFNγ na medula óssea e baço (LAFUSE et al., 2013). 

Quando uma elevada carga parasitária atingiu o testículo durante a 7ª semana, altos 

níveis de IL-1β, TNFα e IFNγ foram detectados nos testículos, levando a uma resposta do 

tipo Th1 que culminou na produção de um ambiente inflamatório e aumento do volume 

testicular. Apesar de macrófagos testiculares possuírem a capacidade reduzida na secreção 

de algumas citocinas como IL-1β e TNFα quando comparados com outros tecidos, a 

expressão destas citocinas demonstram a capacidade de desenvolver uma resposta 

inflamatória eficiente (WEINBAUER et al., 2010). A IL-1β produzida pelas células de 

Sertoli é necessária para regular função de linfócitos locais importantes para a proteção 

imunológica do tecido testicular (HULEIHEL e LUNELNFELD, 2004). Células 

circulantes do sistema imunológico, incluindo linfócitos T, também têm acesso 

relativamente livre para o testículo (HEDGER e MEINHARDT, 2003; MEINHARDT e 

HEDGER, 2011). A eventual propagação do parasito para os órgãos viscerais pode 

envolver o movimento de células infectadas (McCALL et al., 2013). 

Durante a 10ª semana de infecção, os parasitas migraram para o epidídimo e, 

posteriormente, observou-se o aumento de IL-4 testicular, visando regular o controle dos 

sinais inflamatórios. O aumento de IL-4 pode sugerir um potencial marcador indicando o 

final da fase aguda testicular. No epidídimo, não houve alterações na concentração das 

citocinas TNFα e IL-4, permanecendo as formas amastigotas no epidídimo em maior 

número do que no testículo após a 10ª semana de infecção e sendo eliminado juntamente 

com os espermatozoides a partir da 10ª semana, com pico na 13ª, quando ocorre aumento 

de IL-1β. Em cães naturalmente infectados foi verificado que o parasito era 

intermitentemente eliminado (SILVA et al., 2009). 

É evidente que várias citocinas são compartilhadas pelos sistemas imunológicos e 

reprodutivo masculino, onde a ativação ou a falha do sistema imunitário pode resultar na 
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perturbação da função testicular, pelo menos parcialmente, através de efeitos mediados por 

citocinas (HEDGER e MEINHARDT, 2003). Infecção sistêmica e doença inflamatória 

interrompem a produção de células germinativas e podem comprometer a capacidade 

reprodutiva, diminuindo os níveis de testosterona e esteroidogênese, sendo mostrado que o 

TNFα, IL-1β e IL-6 diminuem a secreção de testosterona pelas células de Leydig, bem 

como afetaram a secreção de transferrina pelas células de Sertoli (ELHIJA et al., 2005). Do 

mesmo modo, a produção de IFNγ ou TNFα durante uma infecção poderia suprimir a 

esteroidogênese, devido aos efeitos destas citocinas nas células de Leydig; 

consequentemente, a produção excessiva de citocinas dentro do testículo pode ser uma 

causa importante do comprometimento da espermatogênese e esteroidogenese que 

geralmente ocorre durante a inflamação, doenças e lesões (HEDGER e MEINHARDT, 

2003). 

Estudos reprodutivos em LV realizados em cães, o principal reservatório de L. (L.) 

infantum no Brasil, detectaram a presença do parasito na urina, sêmen e órgãos 

reprodutivos masculinos (GONZALES et al., 1983; RIEIRA e VALADARES, 1996; 

DINIZ et al., 2005; AMARA et al., 2009; MANNA et al., 2012). Nos testículos e na cauda 

do epidídimo houve maior número de amastigotas nos cães que apresentavam sinais 

clínicos da doença (DINIZ et al. 2005). Manna et al. (2012) relatam que quanto maior a 

carga parasitária na medula óssea, mais os sinais clínicos em cães são exacerbados, e a 

carga parasitária mais baixa são observadas em animais assintomáticos. A manifestação 

clínica da leishmaniose está na dependência da carga parasitária, considerando o número 

de formas para cada 1.000 núcleos de células e isto demonstra, em parte, as diferenças 

encontradas entre cães com variação na sintomatologia clínica e possivelmente nas 

distintas regiões do aparelho reprodutivo como observado neste estudo (BENITES et al., 

2011). Nos testículos atrofiados, não houve essa relação positiva da carga parasitária e 

sintomatologia clínica testicular, sugerindo que a autoimunidade e a característica de cada 

indivíduo pode ser um fator preponderante em órgão imunologicamente privilegiado. 

O tropismo do parasito pelo epidídimo, somados pela baixa oscilação de citocinas e 

a presença de condições favoráveis para os espermatozoides podem ser primordiais para 

manutenção das formas amastigotas de L. (L.) infantum, observadas livremente no ducto 

epididimário. As células prismáticas do epidídimo fagocitam e digerem fragmentos 

citoplasmáticos eliminados durante a espermiogênese e que não foram fagocitados pelas 

células de Sertoli; ainda, elas reabsorvem cerca de 99% do fluido que deixa o testículo e 
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são secretoras, criando condições favoráveis para a sobrevivência dos espermatozoides 

(JUNQUEIRA e CARNEIRO, 1999). Na cabeça, corpo e cauda do epidídimo há 

notadamente migração de células imunocompetentes, que normalmente situam-se na base 

do epitélio e se deslocam para o lúmen (SILVA et al., 2009). No entanto, fatores que levam 

ao aumento da prevalência destas células e a resposta imune celular local neste órgão, 

frente à complexidade da resposta imune sistêmica da LV não são totalmente conhecidos 

(HEDGER e HALES, 2006). Contudo, formas amastigotas dentro do lúmen do túbulo 

seminífero e ducto epididimário não foram observados (DINIZ et al., 2005). 

Quando o PCR demonstrou maior carga parasitária durante a 13ª semana de 

infecção na cauda do epidídimo, machos positivos foram acasalados com fêmeas negativas 

e foi demonstrada a presença do parasito em todas as fêmeas avaliadas. Ainda, há um 

indicativo de que o número de cópula não parece ser indicador preditivo do risco de 

transmissão (SILVA et al., 2009). L. (L.) infantum, provenientes de cães da raça Foxhound 

dos EUA e Canadá, foram isolados e infectados experimentalmente camundongos Balb-c a 

fim de verificar outra via de transmissão; na ausência do inseto vetor e após copula de 

fêmea positiva com macho negativo, um a cada sete machos foram infectados, verificando 

o baço por cultura e PCR (ROSYPAL e LINDSEY, 2005).Silva et al. (2009) acasalaram 

cães machos naturalmente infectados com fêmeas negativas, em ambiente controlado 

ausente de vetores, detectaram sorologia e PCR positivos nas fêmeas; entretanto, não 

conseguiram demonstrar a presença do parasito histologicamente no útero. 

Em hamster fêmeas acasaladas com machos experimentalmente infectados por L. 

infantum, foi observado infiltrado inflamatório no baço e fígado de fêmeas compatíveis 

com LV; e apesar da detecção do parasito no útero por PCR, não observamos alterações 

macro ou microscópicas evidentes. Symmers (1960) relatou a primeira lesão ulcerativa 

contendo macrófagos parasitados com Leishmania na vulva de uma mulher que contraiu a 

infecção por via venérea, cujo marido era diagnosticamente positivo. Amastigotas de 

Leishmania já foram previamente descritas no útero de cadelas (ROSYPAL, 2005; SILVA, 

2007). Em cães, fêmeas foram infectadas após cópula com machos naturalmente infectados 

e Silva (2007) não verificaram lesões macro e microscópicas evidentes nos ovários, tubas 

uterinas, cornos uterinos, corpo do útero e cérvix. A alteração histopatólogica mais 

frequente foi uma reação inflamatória cutânea na vulva, de intensidade variável e 

caracterizada por infiltrado histio-plasmo-linfocitário, principalmente ao redor de folículos 
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pilosos e de glândulas sebáceas e sudoríparas; entretanto, as mesmas alterações também 

foram evidenciadas em fêmeas não infectadas. 

Como a transmissão clássica de leishmaniose é vetorial, diversos autores 

preconizam o controle do inseto vetor e de reservatórios (COSTA et al., 2001; MAIA-

ELKHOURY et al., 2008; MARCONDES e ROSSI, 2013; PACE, 2014); entretanto, há 

outras possíveis vias de transmissão verificada pela presença do parasita em outros vetores 

como carrapatos Rhipicephalus sanguineus (DANTAS-TORRES, 2010) e outros dípteros 

como Tabanus importunus (COELHO e BRESCIANI, 2013). Somando, foram relatados 

casos autóctones de LV em humanos onde não há a presença do inseto vetor (SYMMERS; 

1960; ASTE, 2002); transmissão por meio de agulhas contaminadas entre usuários de 

drogas (PINEDA et al., 2001; BURTON, 2001; CRUZ et al., 2002) e por transfusão de 

sangue (OWENS et al., 2001; REINE, 2004; FREITAS et al., 2006). Na espécie canina, a 

transmissão venérea ou vertical foi considerada (DINIZ et al., 2005), sendo confirmadas 

experimentalmente em cães naturalmente infectados (SILVA et al., 2009; TURCHETTI et 

al., 2014). 

Há, ainda, a necessidade de caracterizar a LV como DST, evidenciados em 

humanos (SYMMERS, 1960); camundongos Balb-c (ROSYPAL e LINDSEY, 2005) e em 

hamsters experimentalmente infectados. Estudos envolvendo humanos infectados são 

necessários para esclarecer melhor este cenário de transmissão; ainda, bancos de sêmen 

têm sido cada vez mais utilizados e monitoramento dos indivíduos doadores pode ser um 

passo adicional na prevenção da LV. 

Pensando em LV em área endêmica, os programas de controle não consideram a 

transmissão sexual como fonte de infecção, que pode ter um impacto significante 

particularmente no Brasil, país em que a maior parte da população canina não é esterilizada 

(BENITES et al., 2011); portanto as medidas de controle podem e devem vir associadas ao 

controle populacional nessa espécie. Entretanto, o impacto no controle de população 

canina infectada na redução da prevalência da LV em humanos em áreas endêmicas tem 

sido debatido e estas medidas podem ser difíceis de desenvolver e com alto custo 

(HOLZMULLER et al., 2005). 
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6. CONCLUSÃO 

 Este estudo evidenciou a presença de Leishmania (Leishmania) infantum no 

testículo e epidídimo de hamsters (Mesocricettus auratus) experimentalmente infectados, 

demonstrando, por histologia e imunofluorescência, formas amastigotas do parasito no 

lúmen dos túbulos seminíferos e ducto epididimário, livre que qualquer fagócito; bem 

como os mecanismos imunológicos e de carga parasitaria necessários para permanência do 

parasito no sistema reprodutor masculino, causando baixo impacto sobre a fertilidade dos 

machos. Ainda, verificou-se que L. infantum foi sexualmente transmitida neste modelo 

experimental. 
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8. ANEXOS 

Anexo1 - Protocolo do Comitê de Ética e Pesquisa 
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Anexo 2 - Protocolo de recuperação da Leishmania(Leishmania) infantum 

 

1. Após eutanasiado, coloca o animal em decúbito lateral com lado esquerdo voltado 

para cima. 

2. Uso de pinça dentada e tesoura romba para retirar pele/pelos, abrindo a cavidade 

abdominal. 

3. Uso de pinça lisa e tesoura fina para abrir a musculatura e peritônio. Retira o baço e 

coloca em placa de Petri com PBS. (O mesmo procedimento pode ser realizado 

com fígado). 

4. O baço deve estar aumentado e com coloração rubra (vermelho escuro) e textura 

borrachuda. Não usar baço com pontos brancos (fibrose) e nem vermelho claro, já 

que não se consegue recuperar amastigotas.  

5. Remove todo o excesso de gordura e picota o tecido em pedaços médios. 

6. Macera o tecido do baço na região fosca entre lâminas de vidro, esmagando-os 

dentro da placa de Petri com PBS. 

7. Retira o PBS da placa e coloca em tubo falcon de 15 ml. 

8. Centrifuga o tubo falcon a 500rpm por 5 minutos e transfere o sobrenadante para 

outro falcon. Com isso, consegue eliminar uma parte da sujeira do baço. 

9. Centrifuga novamente a 3500rpm por 5 minutos para concentrar mais os parasitas, 

descartando o sobrenadante. 

10. Resuspende em PBS (4ml/baço). 

11. Retira uma alíquota do conteúdo resuspendido, até 1 ml dependendo do volume que 

se tem e faz-se a diluição em um pequeno volume (1:50) em PBS.  

12. Adiciona o mesmo volume de ACK. Para um baço, usa-se volume inferior, para 

não desperdiçar. ACK melhora o aspecto do sobrenadante causando hemólise e 

facilitando a contagem das formas amastigotas, entretanto estes perdem a 

infectividade.  

13. Após adicionar o ACK, homogeneizar bem e deixar por 10 minutos à temperatura 

ambiente. 

14. Faz a contagem em Câmara de Newbauwer. 
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Anexo 3 - Protocolo de Imunofluorescência 

 

 
Após realização dos cortes histológicos em parafina, as lâminas são submetidas aos 

tratamentos para inibir a auto fluorescência do tecido e posteriormente marcação imune do 

Parasito.  

 
 

1. Desparafinização 

a. Xilol 3 por 15 min 

b. Xilol 2por 15 min 

c. Xilol 1por 15 min 

d. Álcool absoluto 3por 1 min 

e. Álcool absoluto 2por 1 min 

f. Álcool absoluto 1por 1 min 

g. Álcool 95% por 1 min 

h. Álcool 85% por 1 min 

i. Álcool 70% por 1 min 

j. Água corrente por 20 min 

k. Água destilada por 5 min 

i. Tirar o excesso de água do carrinho com papel toalha  

 

2. Tratamento com Cloreto de Amônia 

a. Cloreto de amônia a 50µM diluído em etanol por 1 hora 

i. 10% amônia para 95% de etanol 

 

3. Bloqueios 

a. Uma clara de ovo (albumina) em 100mL de água destilado por 15 min 

i. Fazer 10 lavagens em água 

b. Leite em pó desnatado (Molico) 

i. 15g de leite em pó diluídos em 90mL de água 

ii. Deixar overnight 

iii. Fazer 20 lavagens em água 
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4. Marcação 

a. Primário 

i. Anticorpo Leishmania donivani1:100 

ii. 500µl cobre 1 lâmina de tecido 

1. 5µl de soro + 495µl de pgn saponina 

2. Deixar overnight em câmara úmida e escura 

3. Fazer 10 lavagens em PBS 1X 

 

b. Secundário 

i. Dapi ou Topro1:500 para marcar núcleo 

ii. Alexa flúor (verde) 488 – usar 1:200 

1. Para 1 lâmina de tecido  

a. 1µldapi + 2,5µl de Alexa + 496,5µl de pgn saponina 

2. Deixar por 2 horas 

3. Fazer 10 lavagens com PBS 1X 

4. Secar o excesso na lâmina com papel toalha 

 

5. Selagem da lâmina 

a. Colocar PPD 

b. Colocar lamínula por cima e vedar lâmina com esmalte 

c. Armazenar em local escuro e em geladeira até a visualização 

i. Ideal marcar e já verificar a marcação. 

 
 


