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RESUMO NA LINGUA VERNACULA

A leishmaniose visceral (LV) € uma antropozoonose causada por protozoarios pertencentes
ao complexo Leishmania donovani e classicamente transmitida por vetores fleb6tomos
hematofagos; no entanto, as transmissdes verticais também podem ocorrer. A presenca de
Leishmania no sémen de animais infectados foi relatada causando danos nos tecidos
seguidos por azoospermia e atrofia testicular na fase crénica. O objetivo deste estudo foi
caracterizar as lesdes no sistema genital masculino de hamsters dourados (Mesocricettus
auratus), experimentalmente infectados com Leishmania (Leishmania) infantum,
elucidando o perfil imunoldgico, histopatolégica e carga parasitologica gerado por este
animal durante a infeccdo experimental e implicacGes na transmissdo sexual. A infecgédo
experimental de machos foi confirmada com sucesso. Pardmetros hematol6gicos foram
compativeis com a infeccdo por Leishmania. Nos testiculos, foram observadas alteracGes
anatomo-histoldgicas e elevada carga parasitaria analisada por g°PCR no inicio da infec¢éo,
sendo associados com o0 aumento de citocinas pro-inflamatérias IL-1B, TNFa, INFy.
Posteriormente, 0 aumento da producgdo de IL-4 foi observado com baixa carga parasitéria.
Fémeas negativas acasaladas com machos experimentalmente infectados com L. infantum
foram positivas por PCR para Leishmania sp. Este estudo evidenciou a presenca de L.
infantum no testiculo e epididimo de hamsters experimentalmente infectados,
demonstrando formas amastigotas do parasito no lumen dos tabulos seminiferos e ducto
epididimario, livre que qualquer fagocito; bem como os mecanismos imunoldgicos e de
carga parasitaria necessarios para permanéncia 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, QgPCR,

imunofluorescéncia, citocinas.



RESUMO EM INGLES (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 gPCR in the beginning of infection were compatible with the increase of pro-
inflammatory cytokines IL-1B, TNFa, INFy. 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, gPCR, imunofluorescence,
citokines.
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1. INTRODUCAO/JUSTIFICATIVA

1.1 Histodrico da Leishmaniose Visceral

A descoberta do agente causadorda leishmaniose visceral é universalmente
aceita, na qual William Leishman e Charles Donovan, relataram, independentemente, a
presenca do parasita em bacode pacientes com calazar. A forma cutanea, descoberta por
David Cunningham (1885), era desconhecida para Leishman e Donovan (COX, 2002).

Em 1900, na india, um soldado inglés apresentou invalidez com ataques de febre,
anemia e aumento do baco sendo encaminhado ao hospital para investigacéo e tratamento;
dentre os exames realizados, Leishman puncionou o bago e observou um enorme nimero
de corpos ovais nos esplendcitos e nas células sanguineas. Meses depois, a0 examinar o
sangue, figado e bago de um roedor morto de tripanossomiase; corpos idénticos 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 conclusdes em Madras quase que simultaneamente, publicando
seus dados na mesma revista (THARAKARAM, 1999). Sir Ronald Ross prop6s que o0s
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 cdes pela primeira vez na Tunisia em 1908, por
Nicolle e Comte, sugerindo o possivel papel destes animais como reservatorio da doenca.
A coincidéncia da distribuicdo da leishmaniose visceral (LV) com o Phlehotomus
argentipes, apontada por Sinton, foi o suporte para que demonstrassem a transmissdo 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 apds ndo responder ao tratamento para a malaria eque havia
contraido a doenca 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 figado de pacientes
suspeitos de febre amarela no Brasil, constatou que 41 destes 6bitos ocorreram devido a
leishmaniose visceral (LAISON e RANGEL, 2005; LAISON 2010). Em 1936, criou-se

uma comisséo visando continuar os estudos de Penna, chefiada por Evandro Chagas. Mais
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casos da doenca em humanos e cdes foram relatados no Nordeste Brasileiro, nas &reas
rurais de Abaetetuba e Moju. Ainda, sugeriu-se que o flebotomineo Lutzomyia longipalpis,
um provavel vetor e transmissor da Leishmania infantum nas Américas (CHAGAS et al.,
1937).

Até o inicio da década de 1950, apenas 379 casos de leishmaniose visceral foram
notificados, distribuidos em 13 Estados; e acreditava-se que a transmissao da leishmaniose
visceral fosse exclusivamente rural (MAIA-ELKHOURY et al., 2008). De 1953 a 1965, a
doenca foi estudada em diversas regides do Pais, demonstrando o seu carater endémico e,
posteriormente, iniciaram-se as primeiras campanhas governamentais para o controle da
LV no Brasil (MICHALIK E GENARO, 2005).

1.2 Caracteristicas gerais da LV

Leishmaniose visceral (LV) inclui um grupo complexo de doengas causadas por
protozoarios intracelulares do género Leishmania que infectam macrofagos a partir de
varios mamiferos (SOTO et al., 2009). O género Leishmania compreende grande nimero
de espécies, com 22 causando doencas em humanos; dentre elas, a forma visceral
representa uma enfermidade grave e letal, se ndo 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 Ultima 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 semelhanca
molecular com L. (L.) infantum (no velho mundo), classificando ambas as espécies como
sinonimia (LAINSON e RANGEL, 2005; LAINSON, 2010). Ainda, incluiu Leishmania
(L.) forattinii, encontrado no Brasil em gamba, Didelphis aurita marsupialis, e roedor,
Proechimys iheringi denigratus (YOSHIDA et al, 1993).

A incidéncia 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 paises e territdrios sdo endémicos para leishmaniose e a grande maioria dos
casos de LV ocorre em seis paises: Bangladesh, Brasil, Etidpia, India, Suddo do Sul e
Suddo (DIAS et al., 2005; KEDZIERSHI e EVANS, 2014), afetando principalmente
pessoas pobres na Africa, Asia e América Latina, sendo associada & desnutrigo,

deslocamento da populacédo, condi¢Ges precérias de habitagdo, sistema imunoldgico fraco e
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falta de recursos (WHO, 2012). L. (L.) donovani é considerada uma antroponose,
predominante na india, Nepal e Bangladesh; enquanto que L. (L.) infantum é considerada
zoonose, encontrada na regido do Mar Mediterraneo, Europa, Africa, China e Américas
(MICHALIK e GENARO, 2005).

No Brasil, a LV acometia individuos com condi¢des socioeconémicas reduzidas,
residentes em &reas rurais ou semiaridas do nordeste, que contava com cerca de 90% dos
casos notificados no Pais. Com o passar dos anos, 0S €asos que Se concentravam
principalmente no nordeste passaram a ser notificados com mais frequéncia nas regides
norte, centro-oeste e sudeste, com expansao da doenca em quase todo o territério nacional,
principalmente nos municipios com crescente urbanizacdo e alto indice de pobreza
(MARCONDES E ROSSI, 2013).

A LV tem sido apontada como doenca re-emergente, caracterizando nitido
processo de transicdo epidemioldgica, com incidéncia crescente nos udltimos anos e
expansao geografica para os estados mais ao sul do Pais, além de um franco processo de
urbanizacdo em cidades localizadas em regides distintas, como o nordeste e 0 sudeste
(MAIA-ELKHOURY et al, 2008). Enquanto em 1999, 92,9% dos casos de LV estavam
concentrados na regido nordeste e apenas 2,6% no sudeste, com a expanséo territorial da
doengca em 2011 a distribuicdo de casos humanos passou a ser de 47,8% e 15%
identificados, respectivamente, nas regides nordeste e sudeste do Brasil (BRASIL, 2013).

O intenso processo migratorio, as pressdes econdémicas ou sociais, a pobreza, o
processo de urbanizacdo crescente, o esvaziamento rural e as secas periddicas provocam
transformacfes ambientais e a expansdo das areas endémicas para LV, com o surgimento
de novos focos, levando a reducdo do espaco ecoldgico da doenca que facilita a ocorréncia
de epidemias (ALVES et al., 2009). Cidades como: Boa Vista (GUERRA et al., 2004)
Santarém e Teresina (COSTA et al., 1990); Sao Luiz (CALDAS et al., 2001; MENDES et
al., 2002), Recife (DANTAS-TORRES e BRANDAO-FILHO, 2006), Fortaleza (REY et
al., 2005), Natal (JERONIMO et al., 1994); Montes Claros (MONTEIRO et al., 2005),
Belo Horizonte (ALVES e BEVILAQUA, 2004), Aracatuba (CAMARGO-NEVES et al.,
2001), S&o 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 Cuiaba (ALMEIDA et al., 2010) ja

vivenciaram ou vivenciam epidemias de LV humana e canina.



Crescem também, o nimero de casos de infec¢do concomitante por HIV (virus da
imunodeficiéncia humana) e Leishmania, fazendo com que a co-infecgédo entre HIV-
Leishmania seja considerada como doenca infecciosa emergente (MICHALIK e
GENARO, 2005). As leishmanioses tém ganhado importancia como infeccdo oportunista
entre pacientes com infeccdo por HIV que vivem ou viveram em areas consideradas
endémicas para essas parasitoses. Mudancas epidemioldgicas expressivas vém ocorrendo
nos ultimos anos na area onde uma estreita relacdo entre a LV e AIDS tem sido relatada
(ALVAR et al, 2008; JARVIS e LOCKWOOD, 2013). Mudanca no padrédo de transmissao
da LV proveniente da zona rural para as cidades, associada a interioriza¢do da AIDS, levou
a co-infeccdo de L. (L.) chagasi/HIV no Brasil (MAIA-ELKHOURY et al, 2008).
Ocorrendo, também, o aumento do numero de casos na faixa etaria de 20 a 49 anos e a
letalidade de aproximadamente 23% em maiores de 50 anos, tendo maior exposicdo da
populacdo as duas infecgbes (WHO, 2012). A infeccdo por Leishmania e por HIV podem
potencializar os efeitos uma das outras (JARVIS e LOCKWOOD, 2013); j& queo HIV
suprime a atividade antiparasitaria da resposta imune modulada por Thl, enquanto a
presenca do parasito pode acelerar a replicacédo viral (FALEIRO et al., 2014).

Com relagdo a sua biologia, o parasito apresenta duas formas principais:
amastigota e promastigota. A forma promastigota possui dimensdo de 16 a 40um de
comprimento por 1,5 a 3um de largura, sendo caracteriza por um corpo alongado, com
extremidades afiladas, presenca de flagelo, nacleo e cinetoplasto; esta forma encontra-se
no intestino do hospedeiro invertebrado (intermediario). A forma amastigota mede de 3 a
5,5um de comprimento por 1,5 a 3um de largura, sendo encontrada nas células do
hospedeiro vertebrado (definitivo), com aspecto oval ou esférico, presenca de nucleo e
cinetoplasto, auséncia de flagelo (FORTES, 2004; REY, 2008).

As Leishmania spp. tém um ciclo de vida complexo (ALVAREZ-RUEDA et al.,
2009). Durante o repasto sanguineo em um hospedeiro vertebrado infectado, o
flebotomineo ingere macrdofagos parasitados por formas amastigotas que se multiplicam e
diferenciam-se no tubo digestorio do vetor (BANETH, 2006). No interior do intestino
médio, rapidamente ocorre ruptura das células liberando as formas amastigotas que, apos
divisdo bindria, 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 peritrofica se rompe, as formas promastigotas

migram para o intestino anterior onde sdo encontradas as formas paramastigotas em
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reproducdo intensa; promastigotas longas com flagelos longos, multiplicando-se
lentamente; e promastigotas curtas de flagelo longo, 4geis na movimentagdo e que nunca
foram vistas em processo de multiplicacdo, sendo denominadas promastigotas
metaciclicas, que sdo as formas infectantes para o hospedeiro vertebrado (MICHALICK e
GENARO, 2005). O ciclo biolégico completa-se com a picada do flebétomo infectado e
subsequente inoculacdo de formas promastigotas metaciclicas do parasita na corrente
sanguinea de um novo hospedeiro vertebrado (BANETH, 2006), onde sao fagocitadas por
macrofagos e internalizadas por outras células, nas quais as formas promastigotas
metaciclicas vao se diferenciar em formas amastigotas (REAL et al., 2010).

A transmissdo da LV ocorre, principalmente, pela acdo hematéfaga de insetos
vetores pertencente a subfamilia Phlebotominae, particularmente a espécie Lutzomyia
longipalpis (OLIVEIRA et al., 2012); todavia, tem sido relatada a transmissdo de
leishmaniose visceral em locais onde ndo ha a presenca do vetor bioldgico. Casos
autoctones de LV foram relatados nos Estados Unidos da América e no Reino Unido,
(SYMMERS; 1960; ASTE, 2002); transmissdo por meio de agulhas contaminadas entre
usuérios de drogas (PINEDA et al., 2001; BURTON, 2001; CRUZ et al., 2002) e por
transfusdo de sangue também foram relatados (OWENS et al., 2001; REINE, 2004;
FREITAS et al., 2006). A transmissdo sexual e vertical foram considerados vias de
infeccdo (DINIZ et al., 2005; ROSYPAL e LINDSEY, 2005; SILVA et al., 2009;
TURCHETTI et al., 2014).

Intimeras espécies de vertebrados podem ser infectadas por Leishmania spp., mas o
cdo ¢ reconhecidamente o reservatdrio mais importante para a leishmaniose visceral
americana (DINIZ et al., 2005; LABAT et al., 2010; KEDZIERSHI e EVANS, 2014). Em
areas silvestres, canideos silvestres desempenham papel importante semelhante, além de
outros animais ja encontrados albergando L. (L.) infantum, como marsupiais e roedores em

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

1.3 Modelo experimental

Camundongos ndo sdo muito susceptiveis a infeccdo por Leishmania infantum e a
doenca tende a auto-cura, tornando este um modelo menos adequado; a infecgdo no figado
é de auto-resolucdo, enquanto que a infeccdo no baco é progressiva e encontra-se em

estado assintomatico. Em contraste, a infeccdo por Leishmania infantum em hamsters
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dourados (Mesocricettus auratus) estd associada com doenca sintomética e pode ser fatal
(McCALL et al., 2013), sendo esta espécie altamente suscetivel & infeccdo experimental.

Estudos foram realizados em hamster, iniciando-se por Stauber (1966), que
descreveu a leishmaniose no hamster dourado e a semelhanca com a doenca humana em
varios aspectos. Adler e Theodor (1931) realizaram o primeiro xenodiagndstico em
hamster, caracterizando a forma de transmissdo da doenga; Ott (1967) utilizou este modelo
como uma ferramenta de diagnostico para o estudo das leishmanioses, onde se injetava
tecido humano ou animal possivelmente infectado em hamster para avaliar o curso de
infeccdo, avaliando baco e figado para detecgdo do parasito, sendo dependente da rota de
inoculagédo. Farrel (1976) descreveu o hamster como um modelo experimental para estudos
de imunidade adquirida, descrevendo padrdes de resisténcia 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 imunossupressao;
Biswas et al. (1992) avaliaram os pardmetros hematologicos durante a anemia
experimental; Requena et. al. (2000) associou parametros clinicos e imunoldgicos
avaliando antigenos e imunocomplexos na infeccdo por L. infantum; Wyllie e Fairlamb
(2006) sugeriram o refinamento de técnicas para propagacdo de L. donovani em hamster.

Apesar da gama de estudos realizados neste modelo, houve reducdo no uso de
hamster devido a dificuldades de materiais espécie-especificos, restringindo seu uso para
isolamento de novas estirpes e manutengdo dos parasitos in vivo, para recuperagdo das
formas amastigotas presentes nos tecidos. Entretanto, devido a modernizac¢des de técnicas
e kits que promovem reacdes cruzadas com outras espécies, como camundongos, por
exemplo, este modelo pode ser utilizado novamente com mais seguranca. Lafuse et al.
(2013) relatam alteraces na eritropoiese, usando desde técnicas tradicionais de parametro
hematoldgicos a andlise expressdo génicas, 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 ha casos em que se
reproduziram com apenas um més de idade, mas, geralmente, a puberdade ocorre aos 28
dias de idade e a maturidade sexual, aos 42 (PESSOA, 2007). O hamster &€ o mamifero que
possui 0s maiores testiculos com relacéo ao peso corporal (BRACKETT, 2012), com ciclo
espermatogénico de 09 dias (SILVERTHORN, 2010).
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1.4 Aspectos do aparelho reprodutor masculino

O testiculo é um Orgdo altamente especializado que possui duas fungdes
principais: a geracdo de gametas masculinos e a producdo e liberacdo controlada de
esterdides sexuais (KAUR et al., 2013). Morfologicamente, consiste em dois grandes
compartimentos: os tdbulos seminiferos (sitio da espermatogénese), onde as células de
Sertoli suportam as células germinativas estruturalmente, nutricionalmente e com fatores
de crescimento. Sdo rodeadas por camadas de células midides peritubulares e o intersticio
(local da esteroidogénese), que cerca os tubulos seminiferos e contém as células de Leydig,
vasos sanguineos, vasos linfaticos, leucdcitos e fibroblastos (HEDGER e MEINHARDT,
2003; KAUR et al., 2013).

A espermatogénese € um processo no qual as células germinativas entram em
divisdo, diferenciacdo e meiose para dar origem a espermatides hapléides (O'DONNEL et
al., 2001; HEDGER e MEINHARDT, 2003). As espermatogbnias indiferenciadas
presentes nos tubulos seminiferos sdo as células germinativas, que se dividem por mitose
assegurando a producdo de um grande nimero destas células. A meiose é a segunda etapa
da espermatogénese, na qual reduz o numero de cromossomos da célula germinal para
estado hapldide, formando os espermatécitos primarios, secundarios e as espermatides.
Posteriormente, ocorre a espermiogénese, onde espermatides arredondadas sofrem
alteracbes morfologicas significativas, tornando-seespermatozoides com ndcleo alongado
(HEDGER e MEINHARDT, 2003; BRACKETT, 2012).

Ha a liberacdo gradual dos espermatozoides no limen dos tabulos seminiferos
(espermiacdo), com auxilio das células peritubulares mesenquimais ou midides, que
contém elementos contrateis gerando ondas peristalticas ao longo dos tubulos para
transportar 0s espermatozoides imdveis dos testiculos para a rete testis e epididimo
(HEDGER e MEINHARDT, 2003). Ao atingirem o epididimo, os espermatozoides se
alojam e maturam, em sua grande maioria na cauda do epididimo(O"DONNEL et al., 2001;
SILVERTHORN, 2010). O epididimo é um tubo Unico revestido internamente por epitélio
pseudo-estratificado, composto por células basais e prismaticas que se apoiam sobre a
lamina basal envolto por tecido conjuntivo frouxo e de fibras musculares lisas; que ao
contrairem-se auxiliam na movimentacdo dos espermatozoides (JUNQUEIRA e
CARNEIRO, 1999).

Durante a primeira divisdo meiotica da espermatogénese, as células se movem

para regides mais profundas do tbulo seminifero e as junc¢bes impermeaveis das células de
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Sertoli se formam abaixo dos espermatocitos 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 tubulo seminifero sdo unidas umas as
outras por jungdes de oclusdo que formam uma barreira adicional entre o limen do tdbulo
e o liquido intersticial que esta fora do tubulo. Estas juncGes de ocluséo restringem a
transferéncia de moléculas entre os trés compartimentos: o lumen do tdbulo, um
compartimento basal na superficie basolateral das células de sertoli e liquido intersticial.
Por causa das barreiras entre estes compartimentos, o liquido luminal tem uma composicao
diferente do espaco intersticial (SILVERTHORN, 2010) reconhecidamente imuno-
privilegiado, que protegem as células germinativas de ataques auto-imunes (FIJAK e
MEINHARDT, 2006).

Tecidos imunologicamente privilegiados sdo tecidos cujas respostas imunes
locais ocorrem contra antigenos enddgenos (por exemplo, fetais e gametogénicas) ou
exogenos (por exemplo, enxerto e tumorais) sendo ativamente reprimidas. Por conseguinte,
o0 termo "privilégio imunitario” deve ser utilizado para denotar a sobrevivéncia prolongada
das células que expressam antigenos que, sob circunstancias normais, deve provocar uma
resposta imune, assim como 0S mecanismos que contribuem para esta sobrevivéncia
(MEINHARDT e HEDGER 2011).

O testiculo, apesar do seu estado imune privilegiado, ndo é isolado do sistema
imunitario; além dos macrofagos residentes, mastocitos sdo encontrados adjacentes aos
vasos sanguineos subcapsulares. Como na maioria dos outros tecidos, células circulantes
do sistema imunoldgico, incluindo linfdcitos T, também tém acesso relativamente livre
para o testiculo, e o testiculo tem uma drenagem linfatica eficiente e eficaz para os
linfonodos regionais. Portanto, as citocinas produzidas localmente, bem como aquelas em
circulacdo geral tém o potencial para exercer efeitos no testiculo (HEDGER e
MEINHARDT, 2003).

Parece que os fatores imunes podem desempenhar um papel direto durante a
esteroidogénese testicular e gametogénese,podendo ter uma relacdo com a infertilidade
masculina, sendo que estes fatores implicam nos produtos de leucdcitos, macrofagos e
mastocitos (MEINHARDT e HEDGER 2011). Citocinas, tais como IFNy, TNFa,

interleucinas, fator de inibicdo de leucemia (LIF), fator de células estaminais (SCF), fator
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de inibicdo de migracdo de macrofagos (MIF), que se ligam a receptores de superficie de
células e provocam a proliferacédo e diferenciacdo celular ( WEINBAUER et al., 2010).

Hedger e Meinhardt (2003) destacam a complexidade das redes de regulacdo de
citocinas no interior do testiculo e a sobreposi¢do com as citocinas produzidas por células
do sistema imunoldgico, bem como células somaticas durante as respostas imunitérias e
inflamatorias, sendo elas IL-1a, IL-1pB, IL-2, IL-6, TNFa, TGF,IFNy e MIF. A IL-1 e IL-
6produzidas pelas células de Sertoli podem potencialmente agir como fator fisioldgico
paracrine dos linfocitos e outras células testiculares. Estas citocinas podem também ser
necessarias para regular funcdo de linfdcitos locais importantes para a protecao
imunolégica do tecido. Outros produtos leucocitarios, como IL-1, IL-2, IFNy e TNFa
regulam (induzir/inibicdo) a esteroidogénese das células de Leydig e a secrecdo de
transferrina, responsavel pelo transporte de ferro para o meio intratubular, pelas células de
Sertoli (HULEIHEL e LUNENFELD, 2004). TNFa e LIF sdo suspeitos de desempenhar
um papel na interaccdo células-germinativas com as células de Sertoli e no controle
autocrino da proliferacdo de células de Sertoli (WEINBAUER et al., 2010).

A resposta imune especifica para o antigeno presumivelmente existe para evitar
reacbes auto-imunes no testiculo, particularmente aquelas associadas com a
espermatogénese, um processo altamente complexo de diferenciagdo celular, que comeca
posteriormente ao estabelecimento dos mecanismos normais de tolerancia imunolégica
(MEINHARDT e HEDGER 2011).

1.5Relacéo Parasito-hospedeiro

A infecgdo por Leishmania infantum induz respostas imune tanto do tipo celular
(hipersensibilidade retardada) quanto do tipo humoral (producdo de anticorpos); mas o
grau com que ocorrem estas respostas varia com as diversas formas da doenca (REY,
2008). Os aspectos relacionados com a imunidade humana n&o séo claramente definidos e
estudos realizados em modelos murinos (in vivo) e em culturas de células (in vitro)
possibilitaram demonstrar alguns mecanismos para evasao e sobrevivéncia do parasito em
seus hospedeiros vertebrados. A infecgéo por Leishmania depende de mecanismos imunes
regulatérios, como a capacidade das células de se prevenir contra apoptose, estimular o
complexo maior de histocompatibilidade (MHCII), modulando a expresséo de citocinas do

proprio macrofago e sua agdo sobre os linfocitos T. A estimulacdo da producgéo de fator de
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formacdo de colbnia de granuldcitos e macrofagos (GM-CSF) parece ser um dos
mecanismos de controle de apoptose (MICHALICK e GENARO, 2005).

Como a Leishmania é um parasita intracelular obrigatério, macrofagos sao
indispensaveis para sobrevivéncia, replicacdo e diferenciacdo parasitaria sendo capaz de
evadir a resposta imune inata do hospedeiro, havendo crescente nimero de parasitos
durante as primeiras semanas de infeccdo (KANE e MOSSER, 2001). Apos infeccéo
inicial, neutrofilos e macrofagos sdo recrutados para o sitio de infeccdo e sua interacdo
com o parasito influencia diretamente no desfecho da doenca (LIU e UZONNA, 2012).

Estudos sugerem que mais neutrofilos sdo recrutados no sitio de infecgdo e estas
células sdo eficientes no controle da infeccdo, mas como neutréfilos sdo fagdcitos de vida
curta, estes atuam como células hospedeiras intermediarias, sendo utilizados como “Cavalo
de Troia” pelos parasitos, a fim de silenciar a entrada nos macréfagos evitando uma intensa
ativagdo celular (MALAFAIA e REZENDE, 2009; LIU e UZONNA, 2012).De fato,
interacdo de neutrofilos leva a um atraso no programa de morte programada seguidos de
aumento dos niveis de MIP-1pB, atraindo macrofagos ao sitio de infec¢do. Uma vez
recrutados, realizam fagocitose de parasitas livres e de PMN infectados/apoptéticos, e se
tornam a célula hospedeira definitiva para replicacdo parasitaria e célula efetora da
resposta celular para o controle parasitario (LIU e UZONNA, 2012).

Na modulacdo da resposta imune, estudos realizados em murinos demonstraram
que macréfagos parasitados e outras células apresentadoras de antigenos (APCs)
apresentam antigenos de Leishmania aos linfocitos TCD4*. Estes linfocitos sdo
estimulados a produzir interleucinas e dependendo do perfil estimulado, ocorre o
desenvolvimento de duas subpopulagdes de linfocitos T auxiliares (Th). Th do tipo 1 (Th1)
secretam grandes quantidades de IFNy juntamente a producdo de citocinas pro-
inflamatdrias, enquanto que Th do tipo 2 (Th2) produz grande quantidade de IL-4 e de
citocinas promotoras de anticorpos, produzidas por linfocitos B. Ainda, resposta do tipo
Th1l esta associada a capacidade de controlar a infeccdo e a resposta do tipo Th2 mais
relacionada com o processo progressivo da doenca (MOUGNEAU et al., 2011,
SAPORITO et al., 2013; FALEIRO et al., 2014).

N&o se espera na infeccdo ativa a auséncia de resposta pro-inflamatéria, mas sim a
associacdo de citocinas tanto de Thl como também Th2; assim, o paradigma Th1/Th2 nao
possui uma determinacgdo clara no perfil de resisténcia/susceptibilidade de Leishmania na
infeccdo 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
populagdo humana, serdo observadas respostas imunes mais complexas, mostrando que 0s
varios padrbes de resposta imunitaria podem ser associados com a mesma resposta
clinica;na doenca humana, um quadro misto de citocinas Thl e Th2 é frequentemente
observado (SAPORITO et al., 2013).

Resposta mista de Thl e Th2 é relatada em antigenos estimulados PBMC de cées
assintomaticos que desenvolvem resposta com IL-2, IFNy e IL-10; entretanto, IL-2 e IFNy
predominam em cdes assintomaticos e o desenvolvimento dos sintomas ndo pode ser
associado ao aumento da expressao de 1L-10 (BARBBIERI, 2006). LV esta associada com
0 aumento da producdo de Vvérias citocinas pré-inflamatdrias e quimiocinas, pacientes tém
niveis elevados niveis de proteina no plasma de IL-1, IL-6, IL-8, IL-12, IL-15, IFNy e
TNFa; sugerindo que os desfechos clinicos desfavoraveis nao estdo relacionados com Th2,
mas de outros mecanismos que contribuem para patogénese desta enfermidade (FALEIRO
etal., 2014).

Sabidamente, IL-4 é uma citocina de perfil anti-inflamatério e regulatério, e
estudos realizados por McFarlane et al. (2011), comparando receptores de IL-4 em animais
nocautes e selvagens, indicaram que 1L-13, cujo receptor é compartilhado com IL-4, gera
resposta protetora durante infeccdo 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
progressdo da doenca, ja que ambas sdo capazes de inibir: a ativacdo de macrofagos por
IFNy produzidos pelas células T CD4"; a transcricdo do TNFa e a producdo de H20»
(MICHALICK e GENARO, 2005). Poucos estudos tém demonstrado o envolvimento de
células de linfécitos T CD8" na resisténcia a LV, estes linfdcitos sdo detectados somente
em animais assintomaticos, sugerindo lise direta de L. (L.) infantum em macréfagos
infectados por linfocitos T citotdxicos representam um mecanismo efetor adicional na
resisténcia em cdes (BARBIERI et al., 2006). Células T CD8" participam da resposta
imune especifica para Leishmania através de INFy promovendo atividade citotdxica em
macrofagos infectados (SAPORITO et al., 2013).

Ainda, grandes quantidades de IL-4 associados a resposta do tipo Th2 atuam como
marcadores da resposta humoral com producdo de grande quantidade de anticorpos
produzidos por linfocitos B, sendo a LV caracterizada pela grande producéo de anticorpos,
principalmente 1gG; entretanto como a ativagdo é policlonal, a maioria das

imunoglobulinas é inespecifica (MELO et al., 2004). A possivel explicacdo para essas
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observacdes talvez seja que a IgG, que opsoniza parasitos, € mais eficiente na inducdo da
producdo da citocina IL-10 por macréfagos estando relacionada a exacerbagdo da infeccao
(CORREA, 2011). Tanto em animais experimentalmente infectados como humanos
naturalmente infectados por L. (L.) infantum, a presenca de anticorpos de imunocomplexos
formados por 1gG ndo confere protegdo contra o patégeno, podendo a Leishmania ser
opsonizada por 1gG, o que permite maior facilidade na internalizacdo do parasita,
contribuindo para a progressdo da doenca, com prejuizo ao hospedeiro (MILES et al.,
2005).

A marcada hipergamaglobulinemia (elevagdo da fragdo IgG) e a auséncia de
imunidade celular sdouma das principais caracteristicas da infeccao por Leishmania devido
a ativacdo policlonal dos linfocitos B; sendo descritas em humanos, hamsters e caes
(MARCONDES et al., 2006; CORREA, 2011). Acredita-se que essa ativacdo seja
parcialmente responsavel por imunocomplexos circulantes e varios fendmenos auto-
imunes (CORREA 2011). A hiperglobulinemia é deletéria e ndo protetora, uma vez que a
eliminacdo da infeccdo ocorre por ativacdo da imunidade celular e ndo humoral. Esse
aumento no nivel de globulinas séricas ocorre por uma inducédo de linfécitos T auxiliar do
tipo 2 (Th2), com consequente proliferacdo de linfocitos B e producdo exacerbada de
anticorpos. Um perigo potencial da regulacdo de linfocitos T prejudicada e da atividade
exuberante de linfocitos B é a geracdo de uma grande quantidade de imunocomplexos
circulantes, causando danos em varios 6rgdos (MARCONDES et al.,, 2006). Testes
soroldgicos tém sido empregados, com consideravel importancia, no diagnéstico e em
inquéritos epidemiolégicos dessas enfermidades; além disso, a analise de anticorpos anti-
Leishmania permite avaliar o curso evolutivo da infec¢do (SOUZA et al., 2005).

A gravidade das manifestacdes clinicas depende intrinsecamente do tipo de resposta
imunoldgica expressada pelo individuo infectado e conforme a capacidade do individuo ou
animal montar uma defesa imunoldgica efetiva a qual estd relacionada a fatores
ambientais, nutricionais, genéticos e ligados ao proprio parasita, induzindo
preferencialmente Thl ou Th2, a LV podera expressar-se sobre amplo espectro, sob formas
assintomaticas, oligossintomaticas ou sintomaticas (REY, 2008).

A infecgdo apresenta manifestagdes clinicas variaveis que vao desde infecgdes sub-
clinica inaparente até uma doenca sistémica, caracterizada por febre, esplenomegalia,
linfadenopatia, anemia, pancitopenia, perda de peso, fraqueza, perda de massa muscular,

leucopenia, hipergamaglobulinemia policlonal e; na fase cronica, a doenca pode causar
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lesbes genitais em machos e fémeas (SILVA, et al, 2008; ASSIS, 2010).
Surpreendentemente, LV provoca alteracbes importantes do sistema genital
(MCFARLANE, 2011; ASSIS et al, 2010; OLIVEIRA et al., 2012).

Gonzales et al. (1983) observou o deposito de substancia amiléide na degeneracao
testicular e a presenca de formas amastigotas teriam rela¢do direta com atrofia testicular,
degeneracdo de células da espermatogénese com graduais alteragdes inflamatdrias e
degenerativas, levando a uma completa azoospermia em hamsters experimentalmente
infectados. Riera e Valladares (1996) isolaram L. infantum do sémen e urina de caes
experimentalmente infectados. Caes machos naturalmente infectados, podem desenvolver
lesdes genitais associadas com a presenga de formas amastigotas, principalmente no
epididimo, prepucio e glande (DINIZ et al., 2005), causando orquite e prostatite (MANNA
et al., 2012; MIR et al., 2012), além de lesdes especificas nos testiculos (AMARA et al.,
2009), causando aumento dos defeitos maiores € menores nos espermatozoides dos animais
acometidos pelo estdgio moderado a severo da doenca e em estagios mais avancados da
enfermidade, a integridade das membranas acrossomal e plasmatica foi afetada
negativamente (LABAT et al., 2010).
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2. OBJETIVOS

Geral
Caracterizar aspectos histopatologicos, parasitologicos e imunologicos do aparelho
reprodutor de hamsters experimentalmente infectados por L. (L.) infantum e implicagcéo na

transmissdo sexual da leishmaniose visceral.

Especificos

1. Avaliar as alteraces histopatoldgicas em diferentes compartimentos do aparelho
reprodutor masculino em hamsters experimentalmente infectados por L. (L.)
infantum;

2. Analisar a carga parasitaria no testiculo, cabeca e cauda do epididimo masculino
em hamsters experimentalmente infectados por L. (L.) infantum;

3. Caracterizar a cinética de citocinas IL-1B, TNFa, IFNy e IL-4 no testiculo e
epididimo em hamsters experimentalmente infectados por L. (L.) infantum;

4. Verificar a ocorréncia de transmissdo sexual da leishmaniose visceral na infeccao

experimental de hamsters machos por L. (L.) infantum.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1 Aspectos éticos

Hamsters (Mesocricettus auratus) pesando entre 90 e 120g foram obtidos no
biotério ANILAB, na Cidade de Paulinia- SP, totalizando 55 animais para manutencdo de
parasitos e infeccdo experimental. A pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em
Experimentagdo 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 biologico.

3.2 Manutencéo e recuperacao 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, Para, Brasil) e gentilmente cedida pela Dra.
Clara Lucia Barbieri (UNIFESP). Dez hamsters dourados (Mesocricettus auratus) machos
de 06 semanas de idade foram infectados com 1x10® amastigotaspor animal, IP, para
manutencdo dos parasitos in vivo. Estes animais foram mantidos em sala isolada no
biotério da Universidade de Uberaba, sendo cinco animais por caixa (17x35x40cm), com
agua e racdo ad libitum. Apds seis semanas de infeccdo, hamsters foram eutanasiados e as
formas amastigotas foram recuperadas. O bacgo foi removido, macerado em 4mL de PBS
1X e centrifugado duas vezes para remocéo de tecido: 20 g por 10 min., 90 g por 5 min.,
com sobrenadante recuperado em ambas centrifugac@es. Posteriormente, foi centrifugado a
1400 g por 5 min. para precipitacdo do parasito, excluindo o sobrenadante. Parasitos foram
diluidos na proporgdo 1:50 e contados em cdmara de Neubauer para infeccdo de novos
animais. Protocolo detalhado no ANEXO 02.

3.3 Infeccdo 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 individuos. Para cada grupo infectado, eram sacrificados
02 animais controle. Estes foram infectados com 1x10° amastigotas de L. (L.) infantum por
animal, IP e acompanhados ao longo de 7, 10, 13, 16 e 19 semanas de infeccdo. Trés ou
quatro hamisters machos foram alojados por caixa, com &gua e racdo ad libitum, com
controle de temperatura a 25°C, uso de telas nas gaiolas e nas janelas da sala e, por fim,

inseticida piretroide com citronela, afim de evitar aproximacao de insetos aos animais.
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Tabela 1. Grupos experimentais: nimero de hamsters infectados com amastigotas de L. (L.). infantum por
animal durante as semanas de infec¢do.

Grupos N de animais N de amastigotas/animal Semanas de infeccao
1 7 1x 108 07
2 7 1x 108 10
3 7 1x 108 13
4 7 1x 1068 16
5 7 1x 1068 19
6 10 -- Nao infectado

3.4 Coleta de amostras e analise macroscépica

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 puncéo cardiaca (seringa de 5ml e agulha
25x7) e o sangue foi adicionado em tubo com anticoagulante EDTA e outra aliquota sem
anticoagulante foi centrifugada (800 g porl0 min.) para recuperar soro. Baco, figado,
testiculos e epididimo foram removidos e examinados macroscopicamente verificando a
integridade do tecido, cor e tamanho, com imagens adquiridas (Nikkon Cémara) para
posterior analise de medicdo de area com o programa Image J (Image J Software),
comparando os animais infectados e o grupo controle. Figado e baco foram seccionados e
congelados a -80°C para posterior extracdo de DNA, para confirmacdo da infeccdo
experimental por PCR. Para andlises de testiculos e epididimos, o lado direito foi fixado
em formaldeido para anélise histoldgica e o esquerdo foi dividido em duas partes, sendo
submetido ao congelamento (-80°C) para extracdo de DNA e em solucdo de inibidor de

protease (Complete) para posterior dosagem de citocinas.

3.5 Aspectos laboratoriais

As amostras de sangue foram divididas em duas fragdes: uma em tubos estéreis
contendo 0,1 mL de solucdo a 10 % de EDTA (tripotassic EDTA) para a realizacdo dos
hemogramas e outra em tubos a vacuo sem anticoagulante para realizacdo das provas
bioquimicas. O sangue dos tubos sem anticoagulante foi centrifugado a 720g por 10 min.
para a obtencdo do soro sanguineo que foram acondicionados em microtubos e
conservados sob congelamento (-20°C), por um periodo ndo superior a 48 horas, até o
momento das analises bioquimicas. O hemograma, completo foi realizado em analisador
automatico de hematologia para uso veterinario (pocH — 100iVDiff®), previamente aferido

com sangue controle. A contagem diferencial ou especifica de leucécitos foi realizada em
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laminas com esfregacos sanguineos corados pelo método de May-Grunwald-Giemsa
(FERREIRA NETO et al., 1982). Foram determinadas em cada amostra de soro as
concentracdes de proteinas 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 automético Chemwell, previamente calibrado (Calibra H) e aferido com soro
controle (Qualitrol), utilizando Kkits comerciais Labtest Diagndstica. Os parametros
hematoldgicos e bioguimicos foram comparados com os valores de referéncia (PESSOA,
2007; MCKEON et al., 2011).

3.6 PCR convencional

Foram utilizados oligonucleotideos 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 amplificacdo de fragmento de 120 pares de base de
cinetoplasto de Leishmania spp. (KDNA). A reacdo foi realizada em tubos de polipropileno
de 0,2mL contendo10mMTris—HCI, 200 uM de desoxiribonucleosideo trifosfato (ANTP),
1,5MgCl2, 10uM de cada primer, 1U Taq DNA polimerase e 2uL de DNA
(aproximadamente 50-80 ng), com volume final de 25uL. As amostras foram amplificadas
em aparelho termociclador GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems) com
desnaturacdo inicial de 95°C por 5 min., 34 ciclos de 95°C por 30s para desnaturacao,
63°C por 45s para anelamento, 72°C por 30s para extensdo e 72°C por 5 min. para

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

3.7 Determinacdo da carga parasitaria
Para formar a curva padrdo, foram realizadas diluicdes seriadas, de base 10, das
formas amastigotas de Leishmania (L.) infantum (10%-10° parasitas/mL) mantidos em
cultura, em um volume total de 100 uL. Em cada tubo desta dilui¢cdo, foram adicionados
20 mg de tecido (testiculo ou epididimo) de um animal controle negativo.
A extracdo de DNA foi realizada com QlAamp DNA Mini Kit (QIAGEN) para
tecido, de acordo com as instru¢des do fabricante. As amostras foram amplificadas em
termociclador Applied Biosystems usando placas Axygen Scientific, contendo 10 uM dos

mesmos oligonucleotideos iniciadores descritos por Rodgers et al. (1990), somados a
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6,25pLdoméster mix - Syber Green Rox Plus (Applied Biosystems) e 2uL de amostras de
DNA (aproximadamente 50-80 ng), para um volume final de 12,5 uL, em triplicata.

Os ciclos de temperatura foram de 95°C por 5 min. para desnaturacao inicial, 40
ciclos de 95°C por 30s para desnaturacdo, 63°C por 45s para anelamento, 72°C por 30s
para extensdo e 72°C por 5 min. para extensdo final. Ap6s o alongamento final gPCR, as
amostras foram submetidas a uma variacao de temperatura de 50 a 95°C, com um aumento
gradual de 0,5°C/s para determinacdo da temperatura de dissociacdo e possiveis produtos
inespecificos (QUINTAL et. al., 2011).

Foi realizado o gel de agarose para verificar se a concentracdo de DNA era
decrescente, tanto no testiculo, quanto no epididimo e, posteriormente, estas mesmas
amostras foram submetidas ao tempo real. A média e o desvio padrdo dos valores de CT
(threshold cycle) da curva padréo do testiculo e epididimo foram calculados, analisando a
replicabilidade entre o0s ensaios, sendo determinados por uma diferenca de
aproximadamente trés ciclos entre cada ponto da curva, com média de r?> de 0,99 e 0,97 e
valor do grau de inclinacdo da curva (slope) de -3,3 e -3,1 para testiculo e epididimo,
respectivamente. Foram calculados, também, a média e desvio padrdo da temperatura de

dissociagéo, determinando especificidade da reacdo (Tabela 2).

Tabela 2. Média e desvio padrdo dos valores de threshold cycle (CT) da curva padrdo de testiculo e
epididimo, e temperatura de dissociagdo ou temperatura de Melting (TM).

Curva padrao (valor de CT)

Tecido T™M °C
1.0e+005 1.0e+004 1.0e+003 1.0e+002 1.0e+001
Testiculo 18,2+0,3 215+02 245+02 279+02 30,1+0,2 79,7+0,3
Epididimo 16,8 + 0,5 20+0,1 236+0,7 268+03 298+0,2 79,8 +0,6

3.8 Analise histologica

Os testiculos e epididimos foram removidos da cavidade escrotal, fixados em
formaldeido 4% e foi realizado corte transversal do testiculo e posteriormente as amostras
foram alojadas em casssetes em alcool 70%. As amostras foram incluidas com a parafina.
Para as etapas de inclusdo, seguiu a desidratagdo, retirando agua dos tecidos e a sua
substituicdo por alcool; diafanizacédo, substituicdo do alcool, presente nos tecidos, por xilol
e por fim impregnacéo, onde o xilol foi substituido por parafina fundida a 60°C e incluidos
em pequenos blocos. Posteriormente, foi realizado a microtomia, na qual foram realizados

cortes sucessivos de 5 micrometros de espessura, que foram transferidos para um banho-
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maria, com o auxilio de uma pinca, para serem distendidos. Apés a distensdo, 0s cortes
foram separados individualmente, utilizando laminas de vidro previamente limpas, onde
foram inseridos os cortes de tecido parafinizados, totalizando nove cortes aleatérios por
amostra. As laminas com os cortes foram transferidas para um suporte inclinado e
finalmente, os cortes foram depositados em uma estufa a 60°C para secagem por 24 horas.
As laminas foram coradas com Hematoxilina e Eosina (HE) e vermelho congo, com
posterior visualizacdo em microscopia optica (BEHMER, 1976).

Foram observadas lesdes histologicas, como depoésito de substancias proteicas na
membrana basal e no espaco intersticial; degeneracdo de células tubulares; infiltrado
inflamatorio; presenca de Leishmania e alteracdo nas células de Leydig (GONZALEZ et
al., 1983). Verificou-se, ainda, se a espermatogénese fora mantida, com a presenca de

espermatozoides.

3.9 Reacéo de imunofluorescéncia

Apos realizagdo dos cortes histologicos em parafina, as [aminas foram submetidas a
sucessivos tratamentos para inibir a auto-fluorescéncia do testiculo e epididimo fixados em
formol. Iniciou-se o processo de remocdo da parafina, com xilol e alcool; seguidos por
tratamento com cloreto de amonio 50mM por 1 hora; bloqueio com ovo-albumina por 20
min. e posteriormente com leite desnatado em p6 overnight. Procedeu-se a marcacgao de
anticorpo primario anti-Leishmania infantum (soro proveniente de camundongo com 30
dias de infeccdo), na proporcdo de 1:100 diluidos em PGN-saponina overnight; e, por fim,
marcacdo do anticorpo secundario anti-mouse Alexa fluor 488 em verde na proporg¢do de
1:200 para marcacdo do parasito e TO-PRO-3em vermelho (TO-PRO-3, Life
thechnologies, T3605) na proporcdo 1:500 diluidos em PGN-saponina para marcagdo de
nucleo. Adicionou-se PPD, laminulas e estas foram vedadas com esmalte. O protocolo
completo esta descrito no ANEXO 03.

3.10 Dosagem de citocinas

Testiculo e epididimo foram coletados, macerado se posteriormente armazenados a
-80°C com solugéo de inibidor de protease na propor¢ao 1:20 (Complete). INFy, TNFa,
IL-1B e IL-4 foram mensuradas por ELISA sanduiche, de acordo com as instru¢fes do
fabricante (OpTEIA, BD Bioscience). As concentragdes de citocinas nas amostras de

tecidos foram calculadas a partir da curva padrdo, em triplicata. Limiar de deteccdo do
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ELISA foi de 31,3 pg/mL (IFNy), 15,6 pg/mL (TNFa), 31,3 pg/mL (IL-1p) e 7,8 pg/mL
(IL-4). O coeficiente de variacédo foi inferior a 10%.

3.11Avaliacdo da taxa de transmissao sexual

Apo0s determinar quando os machos poderiam disseminar o parasita pelo sémen
(momento em que o0s parasitas passaram pela cauda do epididimo), 10 fémeas ndo
infectadas, previamente testadas negativamente por PCR em amostras de sangue, foram
divididas em dois grupos: o grupo 01, fémeas que foram acasalados com machos negativos
e grupo 2, fémeas que foram acasaladas com machos de 13 semanas de infec¢do por L.(L.)
infantum. Um casal foi mantido por caixa, com agua e racdo ad libitum, durante duas
semanas a fim de acasalar e a copula foi verificada com a presenca de um tampao vaginal
(dia 1 de gestacdo). As fémeas foram sacrificadas apds o desmame (periodo de cinco
semanas) e Utero, figado e bagco foram removidos para analise anatomo-histoldgica e
extracdo de DNA para verificacdo da presenca do parasito por gPCR, de acordo com o0s

métodos previamente descritos.

3.12Anélise estatistica

A andlise estatistica foi realizada utilizando o programa Graph Pad Prism 6.0
(GraphPad Software Inc). Os dados foram expressos como média + desvio padrdo (DP)
dos sete animais por grupo (N&o infectado, 7, 10, 13, 16, 19 semanas de infec¢do). O
delineamento experimental utilizado foi blocos ao acaso, comparando dados entre os
grupos por ANOVA, seguida do teste de Tukey para analise de comparacdo multipla. Foi
realizado teste de correlagdo entre carga parasitaria e dosagem de citocinas.

As diferencas foram consideradas estatisticamente significativas quando p < 0,05,
demonstrada em gréaficos pelos asteriscos gerados pelo programa Graph Pad Prism, sendo
extremamente alta (****), alta (***), moderada (**) e baixa (*) significancia.

O teste T ndo pareado foi utilizado para comparar dois grupos: fémeas negativas que
foram acasaladas com machos negativos (grupo 1) e fémeas negativas que foram
acasaladas com machos infectados por L. (L.) infantum (grupo 2). As diferencas foram

consideradas estatisticamente significativas quando p < 0,05.
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4. RESULTADOS
4.1 Andlise macroscépica do baco e confirmacéo da infeccdo experimental

Na 72 semana de infeccdo, foi observado aumento de volume do baco progressivo
até a 162 semana de infeccdo, com coloracdo rubra, seguido por decréscimo da area do
baco durante a 192 semana (Figura 1). Todas as amostras de DNA de baco e figado foram

positivas para KDNA de Leishmania spp., confirmando a infec¢do experimental por PCR.
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Figura 1. Confirmagdo da infeccdo experimental: area do bago mensurada pelo programa Image J (ANOVA
p<0.05) (A), imagem representativa de bago ndo infectado (B) e bago infectado (C). Eletroforese em gel de

agarose a 2% da amostra de DNA de baco e figado durante a 72 semana de infec¢do (D).

4.2 Aspectos laboratoriais

O hematdcrito decresceu gradativamente ao longo da 162 a 192 semana (p<0,05),
qguando comparadas ao grupo controle. Os valores de hemoglobina e consequentemente
HCM estéo abaixo dos valores de referéncia na 162 e 192 semana, caracterizando anemia
absoluta do tipo normocitica normocrémica durante dltima semana de infecgdo. No
leucograma, foi observada leucopenia ao longo de toda a infeccdo quando comparados ao
controle (p<0,05), entretanto, dentro dos valores de referéncia, apesar da imensa amplitude.
Durante a 72 semana, além da leucopenia com discreta linfopenia (Tabela 3).

Com relacdo as enzimas hepaticas, valores de GGT estdo aumentados na 162 e 192
semanas (p<0,05); j& TGP observou-se aumento na 10% semana com redugdo progressiva
até a 192 semana; e PAL, cujos valores de referéncia possuem grande amplitude, com as

amostras dentro do intervalo e sem alteracdo (Tabela 4).
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Tabela 3.Valores hematoldgicos de referéncia para hamster (PESSOA, 2007), seguidos pela média e desvio padrao dos grupos controle e infectados ao longo do tempo.

Semanas de infeccao

PARAMETROS

Valores de Controle 7 10 13 16 19

Referéncia
Proteinas séricas 45a75 7+0,6 8,3+04 6,8+0,6 85+0,6 8,2+0,3 8,7+0,7
Eritrécito (108/mm?®) 5a10 99+04 9+04 92+0,4 94+0,4 94+0,4 8,7+0,3"
Hemoglobina (g/dL) 16,6 a 18,6 179+15 174+04 17,8+ 04 16,4 +0,4" 15,6 £ 0,4" 14,1+0,5"
Hematocrito (%) 45a50 50,7+1,6 49,1+ 2 485+1,7 488 +1,7 45+17 37,4+0,8"
VCM (fL) 50a90 51+0,0 55,2+0,8 51,8 +0,8 525+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+0,6 175+0,3" 16,6 + 0,5 16,2 +0,3"
CHCM (g/dL) 30a40 353+1,8 37,1+0,7 37,2+0,9 33,2+0,3 32,1+0,7 30,7+0,4
Leucocitos (108/mm?) 3all 78+16 22+0,7" 42+0,7" 43+04" 3,1+£0,9" 3,4+0,3"
Mielocitos (%) 0 0+0 0+0 0+0 0+0 0+0 0+0
Metamielécitos (%) 0 00 00 00 00 00 00
Neutréfilos (%) 10a42 155+1 275+1" 12+1 13+1 12,3+19 18+ 3,6
Eosindfilos (%) 0a45 2+0,01 00 1+£0,01 1+£0,01 15+0,8 1+0,7
Basdfilos (%) 0al 00 00 0+0 0+0 0+0 00
Mondcitos (%) 0a3 3+0,1 4+0,1" 2,2+0,01 28+0,1 26+0,5 24+05
Linfécitos (%) 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 (10%/mm?q) 300a570 393,2+57,5 630,6 + 42,4 519+ 35,3 486,4 + 32,1 505,7 + 39,7 713,7 £ 57,4

*Analise estatistica, p<0,05, quando comparadas com o controle.

Tabela 4. Contagem sérica de enzimas hepaticas de referéncia para hamster (PESSOA, 2007), seguidos pela média e desvio padrdo dos grupos controle e infectados ao
longo do tempo.

Semanas de infeccéo

ENZIMAS HEPATICAS

Valores de Referéncia Controle 7 10 13 16 19
Gama Glutamil Transferase (U/L) 0a07 45+26 94+31 8,2+4,9 7,1+61 14+28* 19+2,9*
Transaminase Glutamica Piravica (U/L) 21a50 47 + 14 40+ 15 116+16* 86 +6 59+7 154 £ 7*
Fenilalanina Amonioliase (U/L) 08 a 187 68 + 55 17+8,4 91+31 131+43 135+14 115+ 16

*Analise estatistica (p<0,05), quando comparadas com o controle
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A quantidade de proteinas séricas totais foi elevada quando comparado o grupo
controle (referéncia 4,5 a 7,5 g/dL) aos demais grupos infectados (p<0,05), exceto na 102
semana de infeccdo, que se manteve inalterada. A quantidade de albumina permaneceu em
volumes normais (referéncia de 2,6 a 4,1), exceto no grupo de 13 semanas, que teve uma
reducdo moderada (p<0,05). Por outro lado, houve aumento no nimero de globulinas em
todos os grupos infectados quando comparados ao grupo controle (referéncia de 2,7 a 4,2),

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

experimentalmente infectados por L. infantum, nas diferentes semanas de infeccéo.
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4.3 Anéliseanatomo-histoldgicatesticular
Um animal de cada grupo infectado 10, 13 e 16 semanas de infec¢do demonstrou

reducdo de volume testicular bilateral, totalizando 8,6% (03/35) de todos os animais
infectados; enquanto que 91,4% (32/35) ndo foram observadas alteracdes macroscopicas
evidentes. Apds mensuracdo de area pelo programa Image J, no grupo de 07 semanas foi
observada aumento de volume testicular (p<0,05), ndo havendo diferenca estatistica entre o

controle e os demais grupos infectados por L. infantum ao longo do tempo (Figura 3).
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Figura 3. Analise macroscopica testicular ao longo das semanas de infecgdo por L. infantum: medicao de &rea
(A), onde cada ponto no gréfico corresponde a um animal (p<0,05); imagem representativa de testiculo ndo

infectado (B); testiculo com aumento de volume durante a 72 semana de infecgéo (C) e testiculo com redugdo

de volume (D).

Em analises histologicas (Figura 4), nao foram verificadas diferengas microscopicas
no tecido avaliado comparando-se todas as semanas de infec¢do; os grupos avaliados ao
longo do tempo se comportaram semelhantemente ao controle, com fungdo de

espermatogénese preservada, apesar da presenca do parasito.
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No epididimo, foi observada a presenga sugestiva do parasito tanto nas células
prisméticas quanto no limen do ducto epididimario, juntamente com os espermatozoides
(Figura 5A). Durante a 13% semana, visualizou-se a presenca de plasmdcitos, células
germinativas adjacentes e um grande volume de granulos Iimen em alguns ductos (Figura
5B). Estes granulos possuem tamanho compativel com as formas amastigotas de L.
infantum; bem como com corpos residuais, artefatos ou corte transversal da cauda dos

espermatozoides. N&o foram observadas alteracdes patologicas evidentes.

Figura 5. Epididimo durante a 13? semana de infeccdo em microscopia éptica corados com HE. As setas
pretas demonstram a presenca sugestiva de L. infantum no lumen do ducto epididimério e na célula
prismética da cabega do epididimo (A). As setas pretas demonstram os granulos no limen do ducto

epididimario, e a seta cinza a presenca de plasmécitos.

43



4.4 Reacédo de imunofluorescéncia

Para aumentar a especificidade e confirmar a presenca do parasito no testiculo e
epididimo, utilizou-se imunofluorescéncia. Foi observado o parasito entre as células
germinativas testiculares e no lumen dos tubulos seminiferos. Tem-se exemplo da

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

nacleo e o cinetoplasto do parasito (Figura 7).

Figura 6. Imagem representativa da arquitetura testicular por imunofluorescéncia em microscopia confocal. A
seta branca determina a posi¢do da forma amastigota de L. infantum dentro do tGbulo seminifero testicular,

com nucleo marcado em vermelho (A e C) e parasito em verde (B e D).
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Figura 7. Lumen do tdbulo seminifero testicular em contraste de fase por microscopia confocal. O circulo
branco determina a posicdo do nucleo 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).

45



No epididimo, semelhantemente a coloragdo HE, foram observados parasitos nas
células prisméticas e no Iimen do ducto epididimario juntamente com os espermatozoides
(Figura 8), havendo maior dificuldade de observar a marcacdo do ndcleo do parasito em
funcdo da grande quantidade de nucleos de espermatozoides (Figura 9). Torna-se claro que
0 parasito atinge o limen do ducto epididimario e que possivelmente seja eliminado

juntamente com o0s espermatozoides.

100pm

Figura 8. Sobreposicéo de imagens do epididimo por imunofluorescéncia em microscopia confocal durante a
132 semana de infeccdo. A seta branca determina a posicdo da forma amastigota de L. infantum nas células

prismaticas e limen do ducto epididimario, sendo o nlcleo marcado em vermelho e parasito em verde.
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Figura 9. Lumen do ducto epididimario por imunofluorescéncia em microscopio confocal durante a 132
semana de infeccdo. A seta branca determina a posi¢do da forma amastigota de L. infantum no limen do
ducto epididimario, sobrepondo-se aos espermatozoides, sendo o ndcleo marcado em vermelho (A e C) e

parasito verde (B e D).

Somados com imunofluorescéncia, as imagens também foram captadas em
contraste de fase, confirmando a presenca do parasito extracelular, no limen do ducto
epididimario. Foi realizado um sequencial de imagens marcando o nucleo, forma
amastigota de L. infantum e a sobreposi¢do das duas imagens previamente citadas (Figura
10A, B e C); paralelamente, 0 mesmo sequencial de imagens foi captado por contraste de
fase (Figura 10D, E e F). Posteriormente, em maior aumento (5um), observou-se o nucleo

e 0 cinetoplasto do parasito por contraste de fase (Figura 11).
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Figura 10. Lamen do ducto epididimario por imunofluorescéncia e contraste de fase em microscopia confocal
durante a 132 semana de infecgdo. Seta branca determina a posi¢ao do ndcleo do parasito em vermelho (A),
forma amastigota de L. infantum em verde (B) e sobreposicdo de imagens (C). Seta preta indica a forma

amastigota de L. infantum por contraste de fase (D), L. infantum em verde (D) e sobreposi¢do de imagens (F).
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Figura 11. Lumen do ducto epididimario em contraste de fase por microscopia confocal durante a 13% semana
de infeccdo. A seta branca determina a posicdo do nicleo e a preta o cinetoplasto de L. infantum (A); a seta

branca demonstra a forma amastigota de L. infantum extracelular em verde, no limen do ducto (B).
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4.4Determinacdo da Carga Parasitaria

A maior carga parasitaria foi observada no testiculo na 72 semana de infecgéo, com
positividade na cabeca do epididimo, mas nao detectaveis na cauda do epididimo. Durante
a 10% semana, ha dréastica reducéo na carga parasitaria do testiculo, onde ja sdo detectados
na cauda do epididimo, sugerindo um trafego do testiculo para o epididimo. Na 13? semana
ocorreu a maior carga parasitaria na cauda do epididimo.

De uma maneira geral, a carga parasitaria permaneceu abaixo de 50 parasitos/20mg
no tecido testicular (Figura 12A), exceto na 7% semana; na cabeca do epididimo a carga
permaneceu mais constante e inferior a 25 parasitos/15mg no tecido (Figura 12B); e na
cauda do epididimo os parasitos ficaram abaixo de 70 parasitos/15mg no tecido (Figura

12C). Nao foi observada amplificacdo nos controles negativos.
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Figura 12. Carga parasitaria no testiculo (A), na cabeca (B) e cauda do epididimo (C) em hamster

experimentalmente infectados por L. infantum, demonstrando o ndmero (N) de parasitos em 20 mg de tecido
durante as semanas de infeccéo.
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4.5 Dosagem de citocinas

Foi observado o aumento de citocinas IL-1B, TNFa e IFNyno testiculo durante a 72

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

(p<0,05). Citocinas testiculares I1L-1B, TNFa, IFNy e IL-4 mantiveram-se sem alteracao
nos tempos conseguintes de infec¢do (Figura 13).
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Figura 13. Dosagem de citocinas testiculares em hamster experimentalmente infectados com L. infantum ao

longo do tempo. IL-1p (A), IFNy (B) e TNFa (C)demonstraram valores elevados na 72 semana de infeccéo e
citocina IL-4 (D), com valores elevados na 10? semana (p<0.05).

Houve correlagdo entre a carga parasitaria e a dosagem de citocinas IL-1p (R? =
0,96 e p =0, 0028), IFNy (R =0,97 e p = 0, 0019) e TNFa (R2=10,88 ¢ p = 0, 0188) no
testiculo; entretanto, ndo houve correlagdo com IL-4 (R?=0,22 e p = 0, 4255).

No epididimo, o macerado do tecido para ELISA ndo foi dividido entre cabeca,
corpo e cauda, mas sim em epididimo total com todas as partes. Somente durante 132

semana, houve um aumento de citocina IL-1B; as demais citocinas, TNFa e IL-4
mantiveram-se sem alteracdo em todos os tempos de infecgédo (Figura 14).
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Figura 14. Dosagem de citocinas do epididimo em hamster experimentalmente infectados com L. infantum ao
longo do tempo. IL-1p (A) demonstrou valor elevado na 132 semana de infeccdo (p<0,05). TNF (B) e IL-4
(C) dos hamsters infectados permaneceram semelhantes ao controle.
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4.6 Avaliacao da taxa de transmissao sexual

Fémeas acasaladas com machos negativos (Grupo 1) tiveram filhotes regularmente
e sem Obito. Nas fémeas acasaladas com machos positivos durante a 132 semana para L.
(L.) infantum (Grupo 02), duas fémeas foram a 6bito na primeira e segunda semana ap6s o
parto; as demais fémeas tiverem seus filhotes regularmente, tendo um percentual de
sobrevivéncia de 66,6% (04/06).

Baco e utero das fémeas acasaladas foram removidos e observou-se aumento de
volume em ambos os Orgaos, quando comparados grupo 01 ao grupo 02 (Teste T nédo
pareado p<0,05); ainda, o utero do Grupo 02 demonstrou maior hiperemia do que no

Grupo 1 (Figura 15).
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Figural5. Area (cm? mensurada pelo programa Image J de Utero (A) e bago (B), comparando a Fémeas
acasaladas com machos negativos (Grupo 1) e fémeas acasaladas com machos positivos durante a 132 semana
para L. (L.) infantum (Grupo 02). Imagens representativas de Utero e bago de fémeas do Grupo 1 (C) e Grupo

2 (D).
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O PCR de amostras de DNA de baco, figado e utero, demonstrou positividade em
pelo menos um dos 6rgédos avaliados em todas as fémeas acasaladas com machos positivos
(Grupo 2), onde as duas fémeas que foram a 6bito obtiveram positividade em todos os trés
orgdos avaliados (Tabela 5). Todas as fémeas acasaladas com machos negativos (Grupo 1)

foram negativas para Leishmania spp. por PCR.

Tabela 5. PCR das fémeas acasaladas com machos positivos para L. infantum, sendo detectaveis (+) ou ndo

detectaveis (-) para o 6rgdo avaliado.

. ORGAO AVALIADO
FEMEA

Baco Figado Utero
1 + + +
2 + + +
3 + - +
4 + - +
5 - + +
6 - + -

55



5. DISCUSSAO

Monitorou-se experimentalmente a evolugdo de Leishmania (L.) infantum ao longo
do tempo de infec¢ao e como estes parasitas e comporta alterando as fungdes sistémicas,
especificas do aparelho reprodutivo masculino e suas aplicacBes na transmissdo sexual.
Assim, sugere-se o caminho percorrido pelos parasitas no sistema reprodutor masculino
(Figura 16), de acordo com os resultados apresentados. Verificou-se ainda, presenca de
formas amastigotas ndo fagocitadas dentro dos tdbulos seminiferos e do ducto
epididimario, juntamente com os espermatozoides, sendo o primeiro relato de formas

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

Figura 16. Trafego de L. (L.) infantum no sistema reprodutor masculino. Formas amastigotas fagocitadas por
neutrdfilos e mondcitos chegam ao testiculo via hematogénica (A). Com o aumento da carga parasitéria e de
citocinas pré-inflamatdrias, mais macrdfagos sdo atraidos ao local. Parasitos conseguem atravessar a barreira
hemato-testicular atravessando as células de Sertoli e atingem o limen dos tlbulos seminiferos, ocasionando
edema e hipertrofia testicular (B). Posteriormente, amastigotas se alojam nos testiculos em menor nimero; o
aumento de testosterona pode se um dos fatores a promover um ambiente mais imunossuprimido, permitindo
que 0s parasitos permanecam silenciosos e protegidos contra o sistema imune durante a infec¢do crénica (C).
Amastigotas de Leishmania (L.) infantum ndo fagocitadas atingem o Iimen dos tdbulos seminiferos, migram
pelo ducto epididimario, onde sdo captadas pelos estereocicios das células prisméticas permanecendo no

epididimo ou sdo liberados juntamente com os espermatozoides (D).
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Durante a infeccdo experimental, observou-se aumento da &rea esplénica dos
hamsters infectados quando comparados aos hamsters ndo infectados, como o primeiro
indicativo de infeccdo experimental bem-sucedida; sendo, ainda, confirmado por PCR de
baco e figado. Leishmania (L.) infantum é um protozoario intracelular que provoca uma
doenca potencialmente fatal, em que os macrofagos infectados possuem tropismo por bago,
figado e medula 6ssea, levando a espleno e hepatomegalia (McFARLANE et al., 2011).
Ocorre o desenvolvimento do parasito no figado e mais tarde no bago, aproximadamente 4
a 5 semanas a infeccao é resolvida no figado por uma resposta granulomatosa e o parasito
persiste como uma infec¢do cronica com a destruicdo gradual da arquitetura esplénica
(LAFUSE et al., 2013).

Hemograma completo foi realizado detectando aumento ou reducdo da serie
vermelha e branca, em diferentes tempos durante o procedimento experimental, tendo
como dificuldade a grande amplitude dos valores de referéncia para hamster. Alteragdes
hematoldgicas atuam como ferramentas indispensaveis no acompanhamento da evolugao
clinicada LV (MOREIRA et al., 2012).

Hematdcrito apresentou reducdo gradual durante a 16% semana e valores mais
baixos durante a infeccdo semanas pos a 19% semana, mostrando a progressdo para a
anemia normocitica e normocrémica. A anemia é um achado frequente em individuos
doentes, sendo geralmente classificada como anemia normocitica € normocrémica em
humanos (MICHALICK e GENARO, 2005; MOREIRA et al., 2012), sendo compativel
com 0 nosso estudo.Amastigotas de Leishmania sdo 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 niveis de
eritropoietina no soro, o que indica que 0s hamsters respondem a anemia produzindo
eritropoietina (LAFUSE et al., 2013) e foi observada uma queda de cerca de 28% no nivel
de hemoglobina em compara¢do com o0s animais nédo infectados (BISWAS, et al., 1992).
Anemia surge pela combinacdo de fatores, incluindo sequestro esplénico e destruicdo de
eritrocitos, bloqueio de produgdo na medula, hemorragia, hemolise, mecanismos imunes
(auto anticorpos e imunocomplexos), infec¢cBes concomitantes e caréncia nutricional, por
deficiéncia de ferro, &cido fdlico e vitamina B12 (MOREIRA et al., 2012). Este recurso
tambem foi utilizado para cdes e seres humanos a fim de avaliar sinal/sintoma clinico 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, cdes podem apresentar linfopenia e neutrofilia (SILVA, 2007). Durante a 72
semana de infeccdo, o numero de neutrdfilos foi aumentado no sangue periférico,
sugerindo que o testiculo ainda esta na fase aguda de infeccdo. Estudos relataram que mais
neutrdfilos sdo recrutados para o local da infeccdo e estas células sdo muito eficientes na
absorcdo de parasito e; como neutrdfilos sdo fagdcitos de vida curta, teorias propdem que
funcionam como células hospedeiras intermediarias atuando como "Cavalos de Troia",
utilizados por parasitos para entrar silenciosamente nos macrofagos, evitando assim a
ativacdo dos mecanismos de defesa das células (MALAFAIA e REZENDE, 2009; LIU e
UZONNA, 2012).

A infeccdo de neutrdfilos por L. major leva ao atraso significativo na morte
programada e secretam niveis elevados de MIP-1p; que € conhecida por atrair macréfagos
para o local da infeccdo os quais fagocitam parasitas livres e PMNs infectados e/ou
apoptéticos (LIU e UZONNA, 2012). Enquanto os neutréfilos sdo recrutados para o sitio
inflamatdrio dentro de minutos apos a infec¢do, uma entrada massiva de mondcitos € visto
a partir da segunda semana apdés a inoculacdo de Leishmania (MOUGNEAU et al., 2011).
Mondcitos deixam sistema sanguineo migrando para os tecidos infectados na tentativa de
controlar a infecgdo, justificado pela redugdo de mondcitos durante todas as semanas de
infeccdo, em comparagdo ao grupo controle. Na contagem diferencial de leucdcitos é
frequente a auséncia de eosindfilos e basofilos, comumente observada em infecgdes
parasitarias, e marcadamente reduzida a presenca de neutréfilos, caracterizando leucopenia
(MICHALIK e GENARO, 2005).

Rey (2008) relata a que o parasitismo induz, em humanos, a proliferacéo histidcitos
e a multiplicacdo das leishmanias continuam até que uma infiltracdo de linfécitos e
plasmécitos aparecam no local. Os macrofagos ficam aumentados em ndmero e volume,
muito parasitados por formas amastigotas e verifica-se plasmocitose, embora no sangue
periférico seja comum haver niveis baixos de linfocitos B (CDI9+), pois estas células
produtoras de imunoglobulinas encontram-se sequestradas nos O6rgdos linfoides. E
expressiva a plasmocitose podendo-se encontrar linfocitose discreta (MOREIRA et al.,
2012); este dado corrobora com resultados desta pesquisa, uma vez que foram visualizados
plasmacitos em tecidos especificos do macho, no [imen do epididimo.

Um aumento de proteinas séricas totais em hamsters experimentalmente infectados

por L. (L.) infantum foi observado, tendo albumina em niveis normais e globulinas
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aumentadas, mas em valores flutuantes e ndo tdo marcantes como relatado na espécie
canina. A leishmaniose visceral canina determina resposta humoral policlonal que origina
disproteinemia, caracterizada por aumento das proteinas séricas totais, hipoalbuminemia e
hiperglobulinemia (LABAT et al., 2010). A hiperglobulinemia € devida principalmente ao
aumento dos niveis séricos das § e & globulinas (SOUZA et al., 2005; SILVA et al., 2007;
FALEIRO et al., 2014). Labat et al. (2010) observaram hiperproteinemia tanto em cées
positivos sintomaticos como 0s assintomaticos.

No sistema reprodutor masculino, nenhum hamster foi a Obito e apenas 8,6%
(03/35) apresentavam atrofia testicular semelhante & relatada por Gonzales (1983),
demonstrando que a maioria dos machos infectados permaneceu com testiculos
assintomaticos e/ou verificando a resisténcia entre parasito-hospedeiro durante o
desenvolvimento da infeccdo. A degeneracdo testicular € provavelmente uma consequéncia
do processo inflamatorio uma vez que o processo degenerativo pode ser desencadeado em
resposta a uma inflamacéo testicular e ja que a degeneracgdo testicular € frequente como
inflamacédo secundaria (DINIZ et al., 2005).Cées naturalmente infectados por L. infantum
apresentam auséncia de alteracbes macroscopicas testiculares, porém histologicamente
possuem lesdes caracterizadas por processos inflamatdrios intersticiais subagudos com
atrofia degenerativa do epitélio seminifero (OLIVEIRA et al., 2012). Nos espermatozoides
de cées, as anormalidades mais encontradas foram cauda fortemente enrolada (defeito
maior) e cauda dobrada (defeito menor); tanto os animais positivos sintomaticos como 0s
assintomaticos apresentam hiperproteinemia do sémen (LABAT, 2010). Os testiculos
podem ser importantes na manutencdo de formas infectantes no organismo ou na
disseminacéo para 0os segmentos extra-gonadais (BENITES et al., 2011).

Resisténcia a infeccdo por L. donovani foi bem caracterizada em camundongos
BALB/c e foi associada a resposta do tipo Thl, com aumento de IL-1p e de producdo de
IFNY e ativacdo de macrofagos (McFARLANE et al., 2011). Enquanto que um hospedeiro
susceptivel, como um canino assintomatico, possui elevada expressdo de IFNy, TNFa e
carga parasitaria reduzida, indicando que estas citocinas desempenham um papel protetor
contra a infeccdo. Por conseguinte, o equilibrio de expresséo de IFNy e TNFa (protecdo) e
IL-10 e TGFp (progressdo da doenca) associados a carga parasitaria, podem determinar a
expressao clinica em cées naturalmente infectados (ALVES et al., 2009). Nos humanos, a
resisténcia a infeccdo esta associada com uma resposta imunitaria do tipo Thl com a

producdo das citocinas IL-12, IFNy e TNFa, enquanto que a susceptibilidade é devido a
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respostas de regulagdo com a produgéo de IL-4, IL-10 e TGFB (RIBEIRO-DE-JESUS et
al., 1998; ALVES et al., 2009). A fim de desenvolver a imunidade mais eficaz Thl,
Nishida et al. (2013) demonstraram que o IFNy suprime regido do gene de IL-4,
silenciando Th2, sendo mais eficazes no controle da Leishmania. O estudo de respostas de
citocinas do sistema imunologico de hamster durante LV tem sido dificultado pela falta de
reagentes imunoldgicos e recentemente, a expressdo de citocinas durante LV em hamsters
foi estudada medindo as alteracBes nos niveis de RNAm das citocinas mostrando que a
infeccdo em hamsters avanca, apesar de uma forte resposta Thl, caracterizado pela
expressdo elevada de RNAm de IFNy na medula 6ssea e baco (LAFUSE et al., 2013).

Quando uma elevada carga parasitaria atingiu o testiculo durante a 72 semana, altos
niveis de IL-1p, TNFa e IFNy foram detectados nos testiculos, levando a uma resposta do
tipo Thl que culminou na producdo de um ambiente inflamatério e aumento do volume
testicular. Apesar de macrofagos testiculares possuirem a capacidade reduzida na secrecdo
de algumas citocinas como IL-1p e TNFo quando comparados com outros tecidos, a
expressao destas citocinas demonstram a capacidade de desenvolver uma resposta
inflamatdria eficiente (WEINBAUER et al., 2010). A IL-1p produzida pelas células de
Sertoli € necessaria para regular funcdo de linfdcitos locais importantes para a protecao
imunologica do tecido testicular (HULEIHEL e LUNELNFELD, 2004). Células
circulantes do sistema imunoldgico, incluindo linfécitos T, também tém acesso
relativamente livre para o testiculo (HEDGER e MEINHARDT, 2003; MEINHARDT e
HEDGER, 2011). A eventual propagacdo do parasito para 0s Orgdos viscerais pode
envolver o movimento de células infectadas (McCALL et al., 2013).

Durante a 10* semana de infeccdo, os parasitas migraram para o epididimo e,
posteriormente, observou-se o aumento de IL-4 testicular, visando regular o controle dos
sinais inflamatdrios. O aumento de IL-4 pode sugerir um potencial marcador indicando o
final da fase aguda testicular. No epididimo, ndo houve alteracdes na concentracdo das
citocinas TNFa e IL-4, permanecendo as formas amastigotas no epididimo em maior
namero do que no testiculo apos a 102 semana de infecgdo e sendo eliminado juntamente
com os espermatozoides a partir da 10% semana, com pico na 132 quando ocorre aumento
de IL-1B. Em cdes naturalmente infectados foi verificado que o parasito era
intermitentemente eliminado (SILVA et al., 2009).

E evidente que vérias citocinas sdo compartilhadas pelos sistemas imunoldgicos e

reprodutivo masculino, onde a ativacdo ou a falha do sistema imunitario pode resultar na
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perturbacdo da funcdo testicular, pelo menos parcialmente, através de efeitos mediados por
citocinas (HEDGER e MEINHARDT, 2003). Infeccdo sistémica e doenca inflamatoria
interrompem a producdo de células germinativas e podem comprometer a capacidade
reprodutiva, diminuindo os niveis de testosterona e esteroidogénese, sendo mostrado que o
TNFa, IL-1B e IL-6 diminuem a secrecdo de testosterona pelas células de Leydig, bem
como afetaram a secrecdo de transferrina pelas células de Sertoli (ELHIJA et al., 2005). Do
mesmo modo, a producdo de IFNy ou TNFa durante uma infeccdo poderia suprimir a
esteroidogénese, devido aos efeitos destas citocinas nas celulas de Leydig;
consequentemente, a producdo excessiva de citocinas dentro do testiculo pode ser uma
causa importante do comprometimento da espermatogénese e esteroidogenese que
geralmente ocorre durante a inflamacdo, doencas e lesdes (HEDGER e MEINHARDT,
2003).

Estudos reprodutivos em LV realizados em cdes, o principal reservatorio de L. (L.)
infantum no Brasil, detectaram a presenca do parasito na urina, sémen e 0rgaos
reprodutivos masculinos (GONZALES et al.,, 1983; RIEIRA e VALADARES, 1996;
DINIZ et al., 2005; AMARA et al., 2009; MANNA et al., 2012). Nos testiculos e na cauda
do epididimo houve maior nimero de amastigotas nos cdes que apresentavam sinais
clinicos da doenca (DINIZ et al. 2005). Manna et al. (2012) relatam que quanto maior a
carga parasitaria na medula 6ssea, mais 0s sinais clinicos em cédes sdo exacerbados, e a
carga parasitaria mais baixa sdo observadas em animais assintomaticos. A manifestacédo
clinica da leishmaniose esta na dependéncia da carga parasitaria, considerando o nimero
de formas para cada 1.000 ndcleos de células e isto demonstra, em parte, as diferencas
encontradas entre cdes com variagdo na sintomatologia clinica e possivelmente nas
distintas regides do aparelho reprodutivo como observado neste estudo (BENITES et al.,
2011). Nos testiculos atrofiados, ndo houve essa relacdo positiva da carga parasitaria e
sintomatologia clinica testicular, sugerindo que a autoimunidade e a caracteristica de cada
individuo pode ser um fator preponderante em érgdo imunologicamente privilegiado.

O tropismo do parasito pelo epididimo, somados pela baixa oscilagdo de citocinas e
a presenca de condicGes favoraveis para os espermatozoides podem ser primordiais para
manutencdo das formas amastigotas de L. (L.) infantum, observadas livremente no ducto
epididimario. As células prismaticas do epididimo fagocitam e digerem fragmentos
citoplasmaticos eliminados durante a espermiogénese e que ndo foram fagocitados pelas

células de Sertoli; ainda, elas reabsorvem cerca de 99% do fluido que deixa o testiculo e
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sdo secretoras, criando condigdes favoraveis para a sobrevivéncia dos espermatozoides
(JUNQUEIRA e CARNEIRO, 1999). Na cabeca, corpo e cauda do epididimo héa
notadamente migracédo de células imunocompetentes, que normalmente situam-se na base
do epitélio e se deslocam para o lumen (SILVA et al., 2009). No entanto, fatores que levam
ao aumento da prevaléncia destas células e a resposta imune celular local neste 6rgéo,
frente & complexidade da resposta imune sistémica da LV n&o sdo totalmente conhecidos
(HEDGER e HALES, 2006). Contudo, formas amastigotas dentro do lumen do tubulo
seminifero e ducto epididimario ndo foram observados (DINIZ et al., 2005).

Quando o PCR demonstrou maior carga parasitaria durante a 13* semana de
infeccdo na cauda do epididimo, machos positivos foram acasalados com fémeas negativas
e foi demonstrada a presenca do parasito em todas as fémeas avaliadas. Ainda, hd um
indicativo de que o numero de cépula ndo parece ser indicador preditivo do risco de
transmisséo (SILVA et al., 2009). L. (L.) infantum, provenientes de cées da raca Foxhound
dos EUA e Canada, foram isolados e infectados experimentalmente camundongos Balb-c a
fim de verificar outra via de transmissao; na auséncia do inseto vetor e apds copula de
fémea positiva com macho negativo, um a cada sete machos foram infectados, verificando
0 baco por cultura e PCR (ROSYPAL e LINDSEY, 2005).Silva et al. (2009) acasalaram
cdes machos naturalmente infectados com fémeas negativas, em ambiente controlado
ausente de vetores, detectaram sorologia e PCR positivos nas fémeas; entretanto, néo
conseguiram demonstrar a presenca do parasito histologicamente no utero.

Em hamster fémeas acasaladas com machos experimentalmente infectados por L.
infantum, foi observado infiltrado inflamatério no bago e figado de fémeas compativeis
com LV; e apesar da detec¢cdo do parasito no Utero por PCR, ndo observamos alteragdes
macro ou microscopicas evidentes. Symmers (1960) relatou a primeira lesdo ulcerativa
contendo macré6fagos parasitados com Leishmania na vulva de uma mulher que contraiu a
infeccdo por via venérea, cujo marido era diagnosticamente positivo. Amastigotas de
Leishmania j& foram previamente descritas no Utero de cadelas (ROSYPAL, 2005; SILVA,
2007). Em cées, fémeas foram infectadas apds copula com machos naturalmente infectados
e Silva (2007) ndo verificaram lesdes macro e microscopicas evidentes nos ovarios, tubas
uterinas, cornos uterinos, corpo do utero e cérvix. A alteragdo histopatologica mais
frequente foi uma reagdo inflamatoria cutdnea na vulva, de intensidade varidvel e

caracterizada por infiltrado histio-plasmo-linfocitario, principalmente ao redor de foliculos
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pilosos e de glandulas sebéceas e sudoriparas; entretanto, as mesmas alteracdes também
foram evidenciadas em fémeas néo infectadas.

Como a transmissdo classica de leishmaniose é vetorial, diversos autores
preconizam o controle do inseto vetor e de reservatérios (COSTA et al., 2001; MAIA-
ELKHOURY et al., 2008; MARCONDES e ROSSI, 2013; PACE, 2014); entretanto, ha
outras possiveis vias de transmissdo verificada pela presenca do parasita em outros vetores
como carrapatos Rhipicephalus sanguineus (DANTAS-TORRES, 2010) e outros dipteros
como Tabanus importunus (COELHO e BRESCIANI, 2013). Somando, foram relatados
casos autoctones de LV em humanos onde ndo ha a presenca do inseto vetor (SYMMERS;
1960; ASTE, 2002); transmissdo por meio de agulhas contaminadas entre usuarios de
drogas (PINEDA et al., 2001; BURTON, 2001; CRUZ et al., 2002) e por transfusdo de
sangue (OWENS et al., 2001; REINE, 2004; FREITAS et al., 2006). Na espécie canina, a
transmissao venérea ou vertical foi considerada (DINIZ et al., 2005), sendo confirmadas
experimentalmente em cées naturalmente infectados (SILVA et al., 2009; TURCHETTI et
al., 2014).

H&, 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 séo
necessarios para esclarecer melhor este cenario de transmissao; ainda, bancos de sémen
tém sido cada vez mais utilizados e monitoramento dos individuos doadores pode ser um
passo adicional na prevencao da LV.

Pensando em LV em &rea endémica, 0s programas de controle ndo consideram a
transmissdo sexual como fonte de infeccdo, que pode ter um impacto significante
particularmente no Brasil, pais em que a maior parte da populacdo canina nao € 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 populacdo
canina infectada na reducdo da prevaléncia da LV em humanos em areas endémicas tem
sido debatido e estas medidas podem ser dificeis de desenvolver e com alto custo
(HOLZMULLER et al., 2005).
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6. CONCLUSAO

Este estudo evidenciou a presenca de Leishmania (Leishmania) infantum no
testiculo e epididimo de hamsters (Mesocricettus auratus) experimentalmente infectados,
demonstrando, por histologia e imunofluorescéncia, formas amastigotas do parasito no
limen dos tdbulos seminiferos e ducto epididimario, livre que qualquer fagdcito; bem
como 0s mecanismos imunoldgicos e de carga parasitaria necessarios para permanéncia 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.

64



7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ADLER, S.; THEODOR, O. Investigations on Mediterranean Kala Azar - Leishmania
infantum. The Royal Society, v. 108, n. 759, p. 453-463,1931.

ALMEIDA, A.B.P.F.; MENDONCA, A.J.; SOUSA, V.R.F. Prevaléncia e epidemiologia
da leishmaniose visceral em cdes e humanos, na cidade de Cuiaba, Mato Grosso, Brasil.
Ciéncia Rural, v.40, n.7, p. 1610-1615, 2010.

ALVAR, J.; APARICIO, P.; ASEFFA, A.; DEN BOER, M.; CANAVATE, C.; DEDET, J.
P.; GRADONI, L.; TER HORST, R.; LOPES-VELES, R.; MORENO, J. The relationship
between leishmaniasis and AIDS: the second 10 years. Clinical Microbiology Reviews, v.
21, p. 334-59, 2008.

ALVES, W. A.; BEVILACQUA, P. D. Reflexdes sobre a qualidade do diagndstico da
leishmaniose visceral canina em inquéritos epidemioldgicos: o caso da epidemia de Belo
Horizonte, Minas Gerais, Brasil, 1993-1997. Caderno de Salude Pdublica, v. 20, n. 1, p.
259-265, 2004.

ALVES, C.F.; DE AMORIM, I. F.G.; MOURA, E. P,; RIBEIRO, R. R.; ALVES, C. F,;
MICHALICK, M. S.; KALAPOTHAKIS, E.; BRUNA-ROMERO, O.; TAFURI, W. L,;
TEIXEIRA, M. M. and MELO, M. N. Expression of IFNy, TNFa, IL-10 and TGFp in
lymph nodes associates with parasite load and clinical form of disease in dogs naturally
infected with Leishmania (Leishmania) chagasi. Veterinary Immunology and
Immunopathology, v. 128, p. 349-358, 2009.

ALVAREZ-RUEDA N, BIRON M, LE PAPE P. Infectivity of Leishmania mexicana is
associated with differential expression of protein kinase C-LikeTriggered during a Cell-
Cell Contact. PLoS ONE, v. 4, n. 10, p. €7581,2009.

AMARA, A.; MRAD, I.; MELKI, M. K.; MRAD, M. B.; REJEB, A. Estude histologique
dés lésions testiculaires chez lés chiens leishmaniens. Revue de Médecine Vétérinaire, v.
160, n. 1, p. 54-60, 2009.

65


http://www.jstor.org/action/showPublisher?publisherCode=rsl
http://www.who.int/entity/leishmaniasis/burden/hiv_coinfection/Clinical_Microbiology_Reviews_2008.pdf?ua=1
http://www.who.int/entity/leishmaniasis/burden/hiv_coinfection/Clinical_Microbiology_Reviews_2008.pdf?ua=1

ASSIS, V. P.; RIBEIROA, V. M.; RACHIDA, M.A.; CASTROB, A.C.S.; VALLEA, G.R.
Dogs with Leishmania chagasi infection have semen abnormalities that partially revert
during 150 days of Allopurinol and Amphotericin B therapy. Animal Reproduction
Science, v. 117, p. 183-186, 2010.

ASTE, N; PAU, M.; BIGGIO; P. Leishmaniasis of the prepuce. Journal of the European
Academy of Dermatology and Venereology, v. 16, p. 93-94, 2002.

BAILEY, H.; BISHOP W. J. Leinhman-donovan bodies and donovaniasis — Sir. William
Boog Leishman 1865-1926 and Charles Donovan, 1863-1951. British Journal of venereal
Disease, v. 35, n.8, 1959.

BANETH, G. Leishmaniasis. In: GREENE, C. E. Infectious diseases of the dog and the
cat. 3% ed. Philadelphia: Elsevier, 2006. p. 685-698.

BARBIERI, C.L. Immunology of canine leishmaniasis. Parasite Immunology, v. 28,
p.329-337, 2006.

BEHMER, O. A.; TOLOSA, E. M. C.; NETO, A. G. F. Manual de técnicas para histologia
normal e patoldgica. 1% Edicdo. Sdo Paulo: Editora da Universidade de Sdo Paulo, 1976, p.
57-59.

BENITES, A. P.; FERNANDES, C. E.; BRUM, K. B.; ABDO, M. A. G. S. Presenca de
formas amastigotas de Leishmania chagasi e perfil leucocitario no aparelho reprodutivo de

cdes. Pesquisa Veterinaria Brasileira, v. 31, p. 72-77,2011.
BISWAS, T.;, CHAKRABORTY, M.; NASKAR, K.; GHOSH, D. K.; GHOSAL, J.
Anemia in Experimental Visceral Leishmaniasis in Hamsters. The Journal of Parasitology,

v. 78,n.1, p. 140-142, 1992.

BRACKETT, B. G. Reprodugdo em mamiferos do sexo masculino. In: DUKES, Fisiologia
dos animais domesticos.122 Edi¢do. Rio de Janeiro: Guanabara Koogan, 2012, p. 623-643.

66



BRASIL. 2013.MINISTERIO DA SAUDE. Fundagdo Nacional de Saude, Centro Nacional
de Epidemiologia, Leishmaniose Visceral no Brasil: situacdo atual, principais aspectos
epidemioldgicos, clinicos e  medidas de controle.  Site  consultado:
http://u.saude.gov.br/images/pdf/2014/setembro/09/LV-Casos.pdf. Acesso em: julho de
2015.

BURTON, A. Sharing needles may produce artificial leishmaniasis cycle. The Lancet

Infectious Diseases, v. 1, p.4, 2001.

CABRERA, M. A. A.; PAULA, A. A.; CAMACHO, L. A. B.; MARZOCHI, M. C. A;;
XAVIER, S. C.; SILVA, A. V. M.; JANSEN, A. M. Canine visceral leishmaniasis in Barra
de Guaratiba, Rio de Janeiro, Brazil: assessment of risk factors. Revista do Instituto de
Medicina Tropical de Sdo Paulo, v. 45, n. 2, p. 79-83, 2003.

CALDAS, A. J. M,; SILVA, D. R. C.; PEREIRA, C. C. R.; NUNES, P. M. S.; SILVA, B.
P.; SILVA, A. A. M.; BARRAL, A.; COSTA, J. M. L. Infeccdo por Leishmania
Leishmania chagasi em criancas de uma area endémica de leishmania visceral americana
na ilha de Sdo Luiz — MA, Brasil. Revista da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical,
v. 34,n.5, p. 445-451, 2001.

CAMARGO-NEVES, V. L. F.; KATZ, G.; RODAS, L. A. C.; POLETTO, D. W.; LAGE,
L. C.; SPINOLA, R. M. F.; CRUZ, O. G. Utilizacio de ferramentas de anélise espacial na
vigilancia epidemioldgica de leishmaniose visceral americana — Aragatuba, S&o Paulo,
Brasil, 1998-1999. Caderno de Saude Publica, v. 17, n. 5, p. 1263-1267, 2001.

CAMARGO-NEVES. A Leishmaniose Visceral Americana no Estado de Sdo Paulo:
situacdo atual American Visceral Leishmaniasis in the state of Sdo Paulo: current situation.
Boletim Epidemioldgico Paulista, v. 4, n. 48, p. 12-14, 2007.

CARVALHO, S.; CRUZ, T.; SANTAREM, N.; CASTRO, H.; COSTA, V.; TOMAS, A.

M. Heme as a source of iron to Leishmania infantum amastigotes. Acta Tropica, v. 109, p.
131-135, 2009.

67


http://u.saude.gov.br/images/pdf/2014/setembro/09/LV-Casos.pdf

CASTILHO, T. M.; CAMARGO, L. M. A;; MCMAHON-PRATT, D.; SHAW, J. J,;
FLOETER-WINTER, L. M. A real-time polymerase chain reaction assay for the
identification and quantification of american leishmania species on the basis of glucose-6-

phosphate-dehydrogenase. Journal of Tropical Medical Hygiene, v. 78, p. 122-132, 2008.

CHAGAS, E.; CUNHA, A. M.; CASTRO, G. O.; FERREIRA, L. C.; ROMANA, C.
Leishmaniose visceral Americana. Nova entidade morbida do homem na América do Sul.
Memorias do Instituto Oswaldo Cruz, v. 32, n. 3, p. 321-480, 1937.

COELHO, W. M. D.; BRESCIANI, K. D. S. Molecular and parasitological detection on
Leishmania sp. in a dipteran of the species Tabanus importunus. Revista Brasileira de
Parasitologia Veterinaria, v. 22, n. 4, p. 605-607,2013.

CORREA, A. P. F. L. Resposta humoral, carga parasitaria e avaliacdo histopatologica na
infeccdo experimental por Leishmania (Leishmania) chagasi em camundongos BALB/c
imunossuprimidos. Tese (doutorado) - Faculdade de Medicina de Botucatu, Universidade
Estadual Paulista, Botucatu, 2011.

COSTA, C. H. N, PEREIRA, H. F.; ARAUJO, M. V. Epidemia de leishmaniose visceral
no Estado do Piaui, Brasil (1980-1986). Revista de Saude Publica, v. 24, p. 361-372, 1990.

COSTA, C. H. N. Mudancas no controle da leishmaniose visceral no Brasil. Revista da
Sociedade Brasileira de Medicina Tropical, v. 34, p. 223-228, 2001.

COX, F. E. G. History of Human Parasitology. Clinical Microbiology Reviews, v. 35, p.
595-612, 2002.

CRUZ, I.; MORALES, M. A.; NOGUER, I.; RODRIGUEZ, A.; ALVAR, J. Leishmaniain
discarded syringes from intravenous drug users. The Lancet, v. 359, p. 1124-25, 2002.

CUNHA, A. M.; CHAGAS, E. Nova espécie de protozoario do género Leishmania
patogénico para 0 homem. Leishmania chagasi. Nota prévia. Hospital, v. 11, n. 2, p. 3-9,
1937.

68



DANTAS-TORRES, F.; BRANDAO-FILHO, S. P. Expanséo geografica da leishmaniose
visceral no Estado de Pernambuco. Revista da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical,
v. 39, n. 4, p. 352-356, 2006.

DANTAS-TORRES, F.; LORUSSO, V.; DE PAIVA-CAVALCANTI, M.; FIGUEREDO,
L. A.; STANNECK, D.; MENCKE, N., BRANDAO-FILHO, S. P.; ALVES, L. C;
OTRANTO, D. Detection of Leishmania infantum in Rhipicephalus sanguineus ticks from
Brazil and Italy. Parasitology Research, v. 106, n. 4, p. 857-860, 2010.

DIAS, S. S.; PINHEIRO, P. H. C.; KATZ, S.; DOS SANTOS, M. R. M.; BARBIERI, C.
L. A recombinant cysteine proteinase from Leishmania (Leishmania) chagasi suitable for
serodiagnosis of american visceral leishmaniasis. American Journal of Tropical Medicine
and Hygine, v. 72, n. 2, p. 126-132, 2005.

DINIZ, A.S.; MELO, M.S., BORGES, A.M.; BUENO, R.; REIS, B.P.; TAFURI,W.L,;
NASCIMENTO, E.F.; SANTOS, R.L. Genital lesions associated with visceral
leishmaniasis and shedding of Leishmania sp. in the semen of naturally infected dogs.
Veterinarian Pathology, v. 42, p. 650-658. 2005.

ELHUA, M. A.POTASHNIK, H.,LUNENFELD, E.;POTASHNIK, G.;SCHLATT,
S.;NIESCHLAG, E.;HULEIHEL, M. Testicular interleukin-6 response to systemic
inflammation. European Cytokine Network, v. 16, n. 2, p. 167-72, 2005.

EVANS, T. G.; SMITH, D.; PEARSON, R. D. Humoral Factors and Nonspecific Immune
Suppression in Syrian Hamsters Infected with Leishmania donovani. The Journal of
Parasitology, v. 76, n. 2, p. 212-217, 1990.

FALEIRO, R. J.; KUMAR, R.; HAFNER, L. M.;ENGWERDA, C. R. Immune Regulation
during chronic visceral leishmaniasis. PLoS Neglected Tropical Disease, v. 8, n. 7, p.
e2914, 2014.

FARREL, J. P. Leishmania donovani: Acquired Resistance to Visceral Leishmaniasis in

the Golden Hamster. Experimental Parasitology, v.40, p.89-94, 1976.

69


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Elhija%20MA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15941689
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Potashnik%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15941689
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lunenfeld%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15941689
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Potashnik%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15941689
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Schlatt%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15941689
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Schlatt%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15941689
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nieschlag%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15941689
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Huleihel%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15941689
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15941689

FERREIRA NETO, J.M., VIANA, E.S., MAGALHAES, L.M. Patologia Clinica
Veterinaria. 22 Edicdo. Belo Horizonte: Editora Rabelo, 1982, p. 293.

FIJAK, M. AND MEINHARDT, A. The testis in immune privilege. Immunological
Reviews, v. 213, p. 66-81, 2006.

FORTES, E, Parasitologia veterinaria. 4. ed. Porto Alegre: Sulina, 2004, p. 607.

FREITAS, E.; MELO, M. N.; COSTA-VAL, A. P.; SUZAN, M.; MICHALICK, M.
Transmission of Leishmania infantum via bloodtransfusion in dogs: Potential for infection

and importance of clinical factors. Veterinary Parasitology, v. 137, p. 159-167, 2006.

GUERRA, J. A. O.; BARROS, M. L. B.; FE, N. F.; GUERRA, M. V. F.; CASTELLON,
E.; PAES, M. E. G.; SHERLOCK, I. A. Leishmaniose visceral entre indios no Estado de
Roraima, Brasil. Aspecto clinico epidemioldgicos de casos observados no periodo de 1989
a 1993. Revista da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical, v. 37, n. 4, p. 305-311,
2004.

GONZALES, J. L.; GALLEGO, E.; CASTANO, M. et al. Testicular amyloidosis in
hamsters experimentally infected with Leishmania donovani. British Journal of
Experimental Pathology, v. 64, p.518-523, 1983.

HEDGER M. P.; MEINHARDT, A. Cytokines and the immune-testicular axis. Journal of
Reproductive Immunology, v. 58, p. 1-26, 2003.

HEDGER M.P.; HALES D.B. Immunophysiology of the male reproductive tract. In:
NEILL, J. D. Knobil and Neill's Physiology of Reproduction. 3™ed. New York: Elsevier,
2006, p.1195-1286.

HOLZMULLER, P.; CAVALEYRA, M.; MOREAUX, J; KOVACIC, R;
VINCENDEAU, P.; PAPIEROK, G.;LEMESRE, J. Lymphocytes of dogs immunised with

purified excreted-secreted antigens of Leishmania infantum co-incubated with Leishmania

70



infected macrophages produce IFN gamma resulting in nitric oxide-mediated amastigote
apoptosis. Veterinary Immunology and Immunopathology, v. 106, p. 247-257, 2005.

HULEIHEL, M.; LUNENFELD, E. Regulation of spermatogenesis by paracrine/autocrine
testicular factors. Asian Journal of Andrology, v. 6, p. 259-268, 2004.

JARVIS, J. N.; LOCKWOOD, D. N. Clinical aspects of visceral leishmaniasis in HIV
infection. Current Opinion in Infected Disease, v. 26, p.1-9, 2013.

JERONIMO, S. M.; OLIVEIRA, R. M.; MACKAY, S.; COSTA, R. M.; SWEET, J,;
NASCIMENTO, E. T. An urban outbreak of visceral leishmaniasis in Natal, Brazil.
Transaction of the Royal Society of Tropical Medicine and Hygine, v. 88, p. 386-8, 1994.

JUNQUEIRA, L. C.; CARNEIRO, J. Histologia Basica. 92 Edicdo. Rio de Janeiro: Editora
Guanabara Koogan. 1999, p. 100-108.

KANE M. M, MOSSER D. M. The role of IL-10 in promoting disease progression in
leishmaniasis.Jounal of Immunology, v. 166, p.1141-1147, 2001.

KAUR, G.; MITAL, P.; DUFOUR, J.M. Testis immune privilege - Assumptions versus
facts. Animal Reproduction, v.10, n.1, p.3-15, 2013.

KEDZIERSKI, L.; EVANS, K. J. Immune responses during cutaneous and visceral
leishmaniasis. Parasitology, v. 30, p.1-19, 2014.

LABAT, E.; CARREIRA, J. T.; MATSUKUMA, B. H.; MARTINS, M. T. A;; LIMA, V.
M. F.; BOMFIM, S. R. M.; PERRI, S. H. V.; KOIVISTO, M. B. Qualidade espermatica de
sémen de cdes naturalmente infectados por Leishmania sp. Arquivo Brasileiro de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, v. 62, n.3, p.609-614, 2010.

LAFUSE, W. P.; STORY, R.; MAHYLIS, J.; GUPTA, G.; VARIKUTI, S.; STEINKAMP,
H.; OGHUMU, S.; SATOSKAR, A. R. Leishmania donovani infection induces anemia in

71



hamsters by differentially altering erythropoiesis in bone marrow and spleen. PLoS one, v.
8, n. 3, p. 59509, 2013.

LAINSON, R. The Neotropical Leishmania species: a brief historical review of their
discovery, ecology and taxonomy. Revista Pan-Amazénicade Saude, v. 1, n. 2, p. 13-32,
2010.

LAINSON, R.; RANGEL, E. F. Lutzomyia longipalpis and the eco-epidemiology of
American visceral leishmaniasis, with particular reference to Brazil - A Review. Memoria
do Instituto Oswaldo Cruz, v. 100, n. 8, p. 811-827, 2005.

LIU, D.; UZONNA, J. E. The early interaction of Leishmania with macrophages, dendritic
cells and its influence on the host immune response. Frontiers in cellular and infection

microbiology, v. 2, n. 83, p. 1-8, 2012.

MAIA-ELKHOURY, A. N. S.; ALVES, W. A.; SOUSA-GOMES, M. L.; SENA, J. M,;
LUNA, E. A. Visceral leishmaniasis in Brazil: trends and challenges. Caderno de Saude
Plblica, v. 24, n. 12, p. 2941-2947, 2008.

MALAFAIA, G.; REZENDE, S. A. The dual role of neutrophils in the infection of
parasites of Leismania genus: a brief discussion. Revista de Salude e Biologia, v. 4, n.1, p.
38-44, 2009.

MANNA, L.; PACIELLO, O.; MORTE, R. D.; GRAVINO, A. E. Detection of Leishmania
parasites in the testis of a dog affected by orchitis: case report. Parasites and Vectors, v. 5,
n. 216, p. 1-4, 2012.

MARCONDES, J. S.; FEITOSA, F. L. F.; IKEDA-GARCIA, F. A;; LIMA, V. M. F,;
PERRI, S. H. V.; FEITOSA, M. M. Evaluation of serum proteinogram of dogs naturally
infected with Leishmania chagasi with and without neurological symptoms. Revista
Brasileira de Clinica Veterinaria, v. 13, n. 1, p. 20-24, 2006.

72



MARCONDES, M.; ROSSI, C. N. Visceral leishmaniasis in Brazil. Brazilian Journal of
Veterinarian Research and Animal Science, v. 50, n. 5, p. 341-352, 2013.

MARZOCHI, M. C. A.; COUTINHO, S. G.; SOUZA, W. J. S.; TOLEDO, L. M;
GRIMALDI JR., G.; MOMEN, H.; PACHECO, R. S.; SABROZA, P. C.; DE SOUZA, M.;
RANGEL JR, F. B.; TRAMONTANO, N. C. Canine visceral leishmaniasis in Rio de
Janeiro, Brazil. Clinical, parasitological, therapeutical and epidemiological findings (1977-
1983). Memorias do Instituto Oswaldo Cruz, v. 80, p. 349-357, 1985.

MCCALL, L.; ZHANG, W.; MATLASHEWSKI, G. Determinants for the development of
visceral leishmaniasis disease. PLOS Pathogens, v. 1, n. 1, p. €1003053, 2013.

MCFARLANE, E; CARTER, K. C.; MCKENZIE, A. N.; KAYE, P. M.; BROMBACHER,
F., ALEXANDER, J. Endogenous IL-13 Plays a Crucial Role in Liver Granuloma
maturation during Leishmania donovani infection, independent of IL-4Ra-responsive

macrophages and neutrophils. The Journal of Infectious Diseases, v.204, p. 36-43, 2011.

MCKEON, G. P.;,NAGAMINE, C. M.,;RUBY, N. F; LUONG, R. H. Hematologic,
Serologic, and Histologic Profile of Aged Siberian Hamsters (Phodopus sungorus).
Journal of the American Association for Laboratory Animal Science, v. 50, p. 308-316,
2011.

MEINHARDT, A.; HEDGER, M. P. Immunological, paracrine and endocrine aspects of
testicular immune privilege. Molecular and Cellular Endocrinology, v. 335, p. 60-68,
2011.

MELO, M. N. Leishmaniose visceral no Brasil: desafios e perspectivas. Revista Brasileira
de Parasitologia Veteterinaria, v.13, p. 41-45, 2004.

MENDES, W. S.; DA SILVA, A. A. M.; TROVAOQ, J. R.; DA SILVA, A. R.; COSTA, J.

M. L. Expanséo espacial da leishmaniose visceral americana em S&o Luis, Maranhéo,
Brasil. Revista da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical, v. 35, n. 3, p. 227-231,2002.

73



MICHALICK, M. S. M.; GENARO, O. Leishmaniose visceral Americana. In: NEVES, D.
P. Parasitologia humana. 112, Edicdo. Sdo Paulo: Atheneu, 2005, p. 69-82.

MILES, S. A; CONRAD, S. M.; ALVES, R. G.; JERONIMO, S. M. B.; MOSSER, D. M.
A role for 1IgG immune complexes during infection with the intracellular pathogen
Leishmania. The Journal of Experimental Medicine, v. 201, n. 5, p. 747-754, 2005.

MIR, F.; FONTAINE, E; REYES-GOMEZ, E.; CARLUS, M.; FONTBONNE, A.
Subclinical leishmaniasis associated with infertility and chronic prostatitis in a dog.
Journal of Small Animal Practice, v. 53, p. 419-422, 2012.

MONTEIRO, E. M.; DA SILVA, J. C. F.; DA COSTA, R. T.; COSTA, D. C.; BARATA,
R. A.; DE PAULA, E. V.; MACHADO-COELHO, G. L. L.; ROCHA, M. F.; FORTES-
DIAS, C. L.; DIAS, E. S. Leishmaniose visceral: estudo de flebotomineos e a infec¢do
canina em Montes Claros, Minas Gerais. Revista da Sociedade Brasileira de Medicina
Tropical, v. 38, n. 2, p. 147-152, 2005.

MOREIRA, N. D. D.; VITORIANO-SOUZA, J.; ROATT, B. M.; VIEIRA P. M. D. A,
KER, H. G.; CARDQOSO, J. M. O.; GIUNCHETTI, R. C.; CARNEIRO, C. M.; LANA, M;
REIS, A. B. Parasite Burden in Hamsters Infected with Two Different Strains
ofLeishmania (Leishmania) infantum: ‘‘Leishman Donovan Units’’ versus Real-Time
PCR. PLoS one, v. 7, n.10, p. e47907, 2012.

MOUGNEAU, E.; BIHL, F.; GLAICHENHAUS, N. Cell biology and immunology of
Leishmania. Immunology Review, v. 240, v. 1, p. 286-96, 2011.

NISHIDA, J.; LI, Y., ZHUANG, Y.; HUANG, Z.;, HUANG, H. IFN-c suppresses
permissive chromatin remodeling in the regulatory region of the 114 gene. Cytokine, v. 62,

p. 91-95, 2013.

O’DONNEL, L.; ROBERTSON, K. M.; JONES, M. E.; SIMPSON, E. R. Estrogen and
spermatogenesis. Endocrine Reviews, v.22, n.3, p. 289-318, 2001.

74



OLIVEIRA, A. L. L.; PANIAGO, A. M. M.; DORVAL, M. E. C.; OSHIRO, E. T.; LEAL,
C. R.; SANCHES, M.; DA CUNHA, R. V.; BOIA, M. N. Foco emergente de leishmaniose
visceral em Mato Grosso do Sul. Revista da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical, v.
39, n. 5, p. 446-450, 2006.

OLIVEIRA, V.V.G.; ALVES, L.C,; SILVA JUNIOR, V. A. Patologias genitais associadas

a leishmaniose visceral canina. Ciéncia Rural, v.42, n.9, p.1614-1620, 2012.

OTT, K. J.; HANSON, W. L.; STAUBER, L. A. Course of infection of Leishmania
donovani in hamsters inoculated by the intraperitoneal route. The Journal of Parasitology,
v. 53, n. 3, p. 641-645, 1967.

OWENS, S.; OAKLEY, D.; MARRYOTT, K.et al. Transmission of visceral leishmaniasis
through blood transfusions from infected English Foxhounds to anemic dogs. Journal of
the American Veterinarian Medical Association, v. 219, p. 1076-1083, 2001.

PACE, D. Leishmaniasis. Journal of Infection, v. 122, p. 1-9, 2014.

PEARSON, R. D.; WHEELER, D. A.; HARISSON, L. H.; DAVID KAY, H. The

Immunobiology of Leishmaniasis. Clinical Infectious Disease, v.5, n.5, p.907-927, 1983.

PESSOA, C. A. Rodentra — Roedores de companhia (hamster, gerbil, cobaia, chinchila,
rato). In: CUBAS, Z. S.; SILVA, I. C. R.; CATAO-DIAS, J. L. Tratado de Animais
Selvagens — Medicina Veterinaria. Sdo Paulo: Roca, 2007, p. 432-474.

PINEDA, J.A.; MACIAS, J.; MORILLAS, F.; FERNANDEZ-OCHOA, J.; CARA, J.; DE
LA ROSA, R.; MIRA, J.A.; MARTIN-SANCHEZ, J.; GONZALEZ, M.; DELGADO, J.;
ACEDO, C.; LISSEN, E. Evidence of Increased Risk for Leishmania infantum infection
among HIV-Seronegctive intravenous drugusers from southern Spain. European Journal of
Clinical Microbiology and Infectious Disease, v. 20, p. 354-357, 2001.

75



POCAI, E. A;; FROZZA, L.; HEADLEY, S. A.; GRACA, D. L. Leishmaniose visceral
(Calazar). Cinco casos em cdes de Santa Maria, Rio Grande do Sul, Brasil. Ciéncia Rural,
v. 28, n. 3, p. 501-505, 1998.

PRAZERES, J. L.; XIMENES, A. M.; DE FREITAS, R. M.; GONCALVES, R. P.
Laboratory investigation of adult patients with visceral leishmaniasis of a public hospital of
Fortaleza, in the period 2007-2008. Revista de Ciéncias Médicas e Biologicas, v. 12, n. 2,
p. 173-179, 2013.

QUEIROZ, M. J. A.; ALVES, J. G. B.; CORREIA, J. B. Visceral leishmaniasis: clinical
and epidemiological features of children in an endemic area. Jornal de Pediatria, v. 80, n.
2, p. 141-146, 2004.

QUINTAL, A. P. N, RIBEIRO, E. S., RODRIGUES, F. P., ROCHA, F.S., FLOETER-
WINTER, L.M., NUNES, C. M. Leishmania spp. In Didelphis albiventris and Micoureus
paraguayanus (Didelphimorphia: Didelphidae) of Brasil. Veterinary Parasitology, v. 176,
p. 112-119, 2011.

REAL, F.; MORTARA, R. A.; RABINOVICH, M. Fusion between Leishmania
amazonensis and Leishmania major parasitophorus vacuoles: live imaging of co-infected

macrophages. Neglected Tropical Diseases, v. 4, n. 12, p.905-913, 2010.

REINE, N. Infection and Blood Transfusion: A Guide to Donor Screening. Clinical
Techniques in Small Animal Practice, v. 19, n.2, p. 68-74, 2004.

REQUENA, J. M.; SOTO, M.; DORIA, M. D.; ALONSO, C. Immune and clinical
parameters associated with Leishmania infantum infection in the golden hamster model.

Veterinary Immunology and Immunopathology, v.76, p. 269-281, 2000.
REY, L. C.; MARTINS, C. V.; RIBEIRO, H. B.; LIMA, A. A. M. Leishmaniose visceral

americana (calazar) em criancas hospitalizadas de area endémica. Jornal de Pediatria, v.
81, n. 1, p. 73-78, 2005.

76



REY, Luis. Parasitologia:parasitos e doencas parasitarias do homem nos tropicos
ocidentais. 42 ed. Rio de Janeiro: Guanabara Koogan, 2008, p. 883.

RIBEIRO-DE-JESUS, R.; ALMEIDA, R.P.; LESSA, H.; BACELLAR, O.; CARVALHO,
E. M. Cytokine profile and pathology in human leishmaniasis. Brazilian Journal of
Medical and Biological Research, v. 31, n. 1, p. 143-148, 1998.

RIERA, C.; VALLADARES, J.E. Viable Leishmania infantum in urine and semen in
experimentally infected dogs. Parasitology Today, v. 12, p. 412, 1996.

RODGERS, M.R.; POPPER, S.J.; WIRTH, D.F. Amplification of kinetoplast DNA as a
tool in the detection and diagnosis of Leishmania. Experimental Parasitology, v. 71, p.
267-275, 1990.

ROSYPAL, A. C. Characterization of canine leishmaniasis in the United States:
pathogenesis, immunological responses, and transmission of an American isolate of
Leishmania infantum. 2005. Thesis (PhD) - Faculty of the Virginia Polytechnic Institute
and State University, Blacksburg, VA, EUA.

ROSYPAL, A. C.; LINDSAY, D. S. Non-sand fly transmission of a North American
isolate of Leishmania infantum in experimentally infected BALB/c mice. Journal of
Parasitology, v. 91, p. 1113-1115, 2005.

SAPORITO, L.; GIAMMANCO, G. M.; DE GRAZIA, S.; COLOMBA, C. Visceral
leishmaniasis: host—parasite interactions and clinical presentation in the immunocompetent
and in the immune compromised host. International Journal of Infectious Diseases, v. 17,
p. 572-576, 2013.

SILVA, F. S. Patologia e patogénese da leishmaniose visceral canina. Revista Tropica —
Ciéncias Agrarias e Biologicas, v.1, n. 1, p. 20, 2007.

SILVA, F. L.; RODRIGUES, A. A. M.; REGO, I. O. P,; SANTOS, R. L. H.; OLIVEIRA,
R. G.; SILVA, T. M. A,; XAVIER, M. N.; NASCIMENTO, E. F.; SANTOS, R. L. Genital

77



lesions and distribution of amastigotes in bitches naturally infected with Leishmania
chagasi. Veterinary Parasitology, v. 151, p. 86-90, 2008.

SILVA, F. L.; OLIVEIRA, R. G.; SILVA, T. M. A.; XAVIER, M. N.; NASCIMENTO, E.
F.; SANTOS, R. L. Venereal transmission of canine visceral leishmaniasis. Veterinary
Parasitology, v. 160, p. 55-59, 2009.

SILVERTHORN, D. U. Fisiologia Humana — Uma abordagem integrada. 5% ed. Porto
Alegre: Artmed, 2010, p. 957.

SOTO, M.; RAMIREZ, L.; PINEDA, M. A.; GONZALEZ, V. M.; ENTRINGER, P. F;
OLIVEIRA, C. I.; NASCIMENTO, I. P.; SOUZA, A. P.; CORVO, L.; ALONSO, C,;
BONAY, P. Searching genes encoding Leishmania antigens for diagnosis and protection.
Scholarly Research Exchange, v. 209, p. 1-25,20009.

SOUZA, M. A. DA SILVA, A. G.; AFONSO-CARDOSO, S. R.; JUNIOR, S. F,;
FERREIRA, M. S. Immunoglobulin isotype and IgG subclass profilesin american
tegumentary leishmaniasis. Revista da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical, v. 38,
n.2, p.137-141, 2005.

STAUBER, A. L. Characterization of Strains of Leishmania donovani. Experimental
Parasitology, v. 18, p. I-11, 1966.

SYMMERS, W. S. Leishmaniasis acquired by contagion: a case of marital infection in
Britain. The Lancet, v. 1,p. 127-132, 1960.

THAKUR,A. K.; BIMAL, S.; SINGH, S. K.; GUPTA, A. K.; DAS, V.N.R.; DAS, P;
NARAYAN, S. Degree of anemia correlates with increased utilization of heme by
Leishmania donovani parasites in visceral leishmaniasis. Experimental Parasitology, v.
135, p. 595-598, 2013.

THARAKARAM, S. Charles Donovan, MD, Indian medical service. Liverpool Medical
History Science, p. 56-58, 1999.

78



TURCHETTI, A. P.; SOUZA, T. D.; PAIXAO, T. A.; SANTOS, R. L. Sexual and vertical
transmission of visceral leishmaniasis. Journal of Infection in Developed Countries, v. 8, n.
4, p. 403-407, 2014.

WEINBAUER, G. F.; LUETJENS, C. M.; SIMONI, M.; NIESCHLAG, E. Physiology of
testicular function. P. 37-38. In: NIESCHLAG, E.; BEHRE, H. M.; NIESCHLAG, S.
Andrology: Male Reproductive Health and Dysfunction, Berlin: 3rd edition, spring editor,
2010.

WORLD HEALTH ORGANIZATION. Leishmaniasis. 2012. Disponivel em:
<http://new.paho.org/hg/index.php?option=com_content&view=category&layout=blog&id
=3835&Itemid=4098&lang=en>. Acesso em: 6 jun. 2014.

WYLLIE, S.; FAIRLAMB, A. H. Refinement of techniques for the propagation of
Leishmania donovani in hamsters. Acta Tropica, v. 97, p. 364-369, 2006.

YOSHIDA, E. L. A,; CUBA, C. A. C.; PACHECO, R. S.; CUPOLOLLO, E.; TAVARES,
C. C.; MACHADO, G. M. C.; MOMEN, H. Description of Leishmania (Leishmania)
forattinii sp., a new parasite infecting opossums and rodents in Brazil. Memdria do
Instituto Oswaldo Cruz, v. 88, n. 3, p. 397-406, 1993.

79



8. ANEXOS

Anexol - Protocolo do Comité de Etica e Pesquisa

O UNIUBE .

omité de Etica em Experimentacdo Animal

Oficio CEEA-016/2014 Uberaba, 20 de margo de 2015
Imo. Braf.
André Belice de Vasconcelos

Assunto: Encaminha processe n® 004/2014, sobre o protocolo de Pesquisa “Leishmanioss

visceral em figmisiers machos experimentalmente infectados”
Prezadalal Professar(a),

Em resposta a sua solicitagdo, informe que o protocelo acima referido foi submetido a
avaliagdo do CEEA-UNIUBE na reunido do dia 28/04/2014, sendo considerado aprovado.

Atenciosamente,

£

d'l:n-_fl_ m o- fglﬂl—tdﬂ- nﬁiﬂ!t
Coordenadora do CEEA-UNIUBE
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Anexo 2 - Protocolo de recuperagéo da Leishmania(Leishmania) infantum

10.
11.

12.

13.

14.

Apbs eutanasiado, coloca o animal em decubito lateral com lado esquerdo voltado
para cima.

Uso de pinga dentada e tesoura romba para retirar pele/pelos, abrindo a cavidade
abdominal.

Uso de pinca lisa e tesoura fina para abrir a musculatura e periténio. Retira o bacgo e
coloca em placa de Petri com PBS. (O mesmo procedimento pode ser realizado
com figado).

O baco deve estar aumentado e com coloragéo rubra (vermelho escuro) e textura
borrachuda. Nao usar bago com pontos brancos (fibrose) e nem vermelho claro, ja
que ndo se consegue recuperar amastigotas.

Remove todo o excesso de gordura e picota o tecido em pedacos médios.

Macera o tecido do bago na regido fosca entre laminas de vidro, esmagando-os
dentro da placa de Petri com PBS.

Retira o PBS da placa e coloca em tubo falcon de 15 ml.

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 bago.

Centrifuga novamente a 3500rpm por 5 minutos para concentrar mais 0s parasitas,
descartando o sobrenadante.

Resuspende em PBS (4ml/baco).

Retira uma aliquota do conteudo resuspendido, até 1 ml dependendo do volume que
se tem e faz-se a diluicdo em um pequeno volume (1:50) em PBS.

Adiciona o0 mesmo volume de ACK. Para um baco, usa-se volume inferior, para
ndo desperdicar. ACK melhora o aspecto do sobrenadante causando hemolise e
facilitando a contagem das formas amastigotas, entretanto estes perdem a
infectividade.

Apbs adicionar o ACK, homogeneizar bem e deixar por 10 minutos a temperatura
ambiente.

Faz a contagem em Camara de Newbauwer.
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Anexo 3 - Protocolo de Imunofluorescéncia

Apobs realizacdo dos cortes histoldgicos em parafina, as laminas sao submetidas aos
tratamentos para inibir a auto fluorescéncia do tecido e posteriormente marcagdo imune do

Parasito.

1. Desparafinizagéo
a. Xilol 3 por 15 min

i

Xilol 2por 15 min
Xilol 1por 15 min

e o

Alcool absoluto 3por 1 min
Alcool absoluto 2por 1 min
Alcool absoluto 1por 1 min

Alcool 95% por 1 min

o Q —H~ o

Alcool 85% por 1 min
Alcool 70% por 1 min

j.  Agua corrente por 20 min
k. Agua destilada por 5 min
i. Tirar o excesso de dgua do carrinho com papel toalha

2. Tratamento com Cloreto de Amonia
a. Cloreto de aménia a 50uM diluido em etanol por 1 hora
I. 10% amonia para 95% de etanol

3. Bloqueios
a. Uma clara de ovo (albumina) em 100mL de agua destilado por 15 min
i. Fazer 10 lavagens em agua
b. Leite em pd desnatado (Molico)
i. 15g de leite em po diluidos em 90mL de agua
ii. Deixar overnight

iii. Fazer 20 lavagens em agua
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4. Marcagao
a. Primério
i. Anticorpo Leishmania donivanil:100
ii. 500pl cobre 1 1dmina de tecido
1. 5pl de soro + 495ul de pgn saponina
2. Deixar overnight em camara Umida e escura
3. Fazer 10 lavagens em PBS 1X

b. Secundério
i. Dapi ou Toprol:500 para marcar nucleo
ii. Alexa flGor (verde) 488 — usar 1:200
1. Paral lamina de tecido
a. lpldapi + 2,5ul de Alexa + 496,5ul de pgn saponina
2. Deixar por 2 horas
3. Fazer 10 lavagens com PBS 1X

4. Secar 0 excesso na lamina com papel toalha

5. Selagem da lamina
a. Colocar PPD
b. Colocar laminula por cima e vedar lamina com esmalte
c. Armazenar em local escuro e em geladeira até a visualizacao

i. ldeal marcar e ja verificar a marcacao.
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