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RESUMO

A malaria € uma doenca infecciosa causada por protozoarios do género
Plasmodium, com potencial impacto sistémico em diversos 6rgéos, incluindo o sistema
reprodutor masculino. Este estudo avaliou os efeitos da infec¢éo por Plasmodium berghei
ANKA sobre a espermatogénese em Calomys callosus. Foram analisados parametros
como peso corporal, morfologia testicular e integridade estrutural dos espermatozoides.
Os resultados indicaram reducdo significativa na altura do epitélio germinativo e no
didmetro dos tubulos seminiferos, além de aumento na frequéncia de espermatozoides
com alteracdes morfoldgicas nas regides da cabeca, cauda e gota citoplasmatica. Essas
alteracbes sugerem que a maléaria pode comprometer a qualidade espermatica por
mecanismos multifatoriais, incluindo estresse oxidativo (EKHOYE; ALOAMAKA,;
NWANGWA, 2019), disfun¢des hormonais (RAJI et al., 2006) e alteragcdes no ambiente
testicular e epididimario (ISLAM et al., 2023; LI et al., 2021). Embora esses achados
apontem para prejuizos potenciais a fertilidade, ainda ndo se sabe se tais alteracdes
interferem de fato na capacidade reprodutiva. Estudos futuros devem investigar os
mecanismos moleculares envolvidos e avaliar a relacéo entre a morfologia espermatica e
a fertilidade funcional.

Palavras-chave: malaria; espermatogénese; fertilidade masculina; Calomys callosus;
morfologia espermatica, Plasmodium berghei.



ABSTRACT

Malaria is an infectious disease caused by protozoa of the genus Plasmodium, with
systemic effects that can impact multiple organs, including the male reproductive system.
This study investigated the effects of Plasmodium berghei ANKA infection on
spermatogenesis in Calomys callosus. Parameters such as body weight, testicular
morphology, and sperm structural integrity were analyzed. The results revealed a
significant reduction in germinal epithelium height and seminiferous tubule diameter,
along with an increased frequency of spermatozoa exhibiting morphological
abnormalities in the head, tail, and cytoplasmic droplet. These findings suggest that
malaria may impair sperm quality through multifactorial mechanisms, including
oxidative stress (EKHOYE; ALOAMAKA; NWANGWA, 2019), hormonal imbalances
(RAJI et al., 2006), and disruptions in the testicular and epididymal environment (ISLAM
etal., 2023; L1 et al., 2021). While these alterations point to a potential impact on fertility,
it remains unclear whether they directly affect reproductive capacity. Further studies are
needed to elucidate the underlying molecular mechanisms and to explore the relationship
between sperm morphology and functional fertility.

Keywords: malaria; spermatogenesis; male fertility; Calomys callosus; sperm
morphology, Plasmodium berghei.
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1. INTRODUCAO
1.1. Maléria: aspectos gerais

1.1.1. Distribuicdo geogréafica e impacto global

A malaria € uma doenca que afeta principalmente &reas tropicais como a
Amazonia Brasileira, Venezuela, Colombia e Equador, assim como Honduras (Sifontes,
2021), sudeste da Asia (Islam et al., 2023) e a Africa Subsaariana, matando mais de 600
mil pessoas por ano (Rogerson & Unger, 2022).

Entre os sintomas, é possivel identificar febre alta, suor, calafrios, sonoléncia,
enjoos, desinteria, falta de apetite, espasmos, amarelamento da pele (Islam et al., 2023).
Em casos mais severos, a infeccdo pode levar a morte (Aguilar-Castro et al., 2022). A
doenca se manifesta principalmente sob as formas de maléria gestacional, malaria
cerebral, anemia severa e acidose (MILNER, 2018). Considerada a enfermidade
parasitaria mais letal do mundo, a malaria apresenta maior gravidade e taxa de
mortalidade em homens, quando comparada as mulheres (AGUILAR-CASTRO et al.,
2022).

Trata-se de uma infeccdo provocada por parasitas do género Plasmodium,
pertencentes ao filo Apicomplexa, cujas espécies que infectam humanos sdo: P.
falciparum, P. vivax, P. malariae, P. ovale e P. knowlesi (ROGERSON; UNGER, 2022).
Dentre essas, P. falciparum se destaca como a principal responsavel pelas formas mais
graves da doenca e pelos Obitos associados a infeccdo em humanos (RODRIGUES,
2022).

1.1.2. Histérico das descobertas cientificas

Com os avancos notaveis na bacteriologia liderados por cientistas como Pasteur e
Koch na década de 1870, acreditava-se que a malaria era provocada por uma bactéria
(HARBACH, 2004; Sifontes, 2017). Somente ap0s dez anos, o cientista francés Charles
Louis Alphonse Laveran observou que o baco dos pacientes acometidos pela malaria
apresentava um pigmento caracteristico, que ao investiga-lo em amostras de sangue
fresco de pessoas infectadas, identificou distintos estagios do parasita dentro dos globulos
vermelhos (HARBACH, 2004; Sifontes, 2017). A principio, suas observaces ndo
obtiveram boa aceitacdo na comunidade cientifica, a0 passo que erroneamente
interpretaram as alteracdes nas heméacias como mera desintegragdo (HARBACH, 2004;
Sifontes, 2017). Ao longo dos anos seguintes, suas descobertas foram gradativamente

aceitas pelos principais cientistas da época. Essa aceitagdo culminou com a premiagao de
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Laveran com o Prémio Nobel de Medicina em 1907 (HARBACH, 2004, Sifontes, 2017).

Além disso, outros cientistas também contribuiram para o0 avango na pesquisa da
malaria, como Ronal Ross, que elucidou o ciclo completo de transmissdo, Marchiafava e
Celli, que deram ao parasita 0 nome genérico de Plasmodium, e Romanowsky, que
desenvolveu um método aprimorado de coloracdo de esfregacos, facilitando o estudo da
morfologia parasitaria (HARBACH, 2004; Sifontes, 2017). Essas contribui¢es foram
fundamentais para expandir o conhecimento sobre a doenca e impulsionar o

desenvolvimento de estratégias de combate a maléria (SIFONTES, 2017).

1.1.3. Ciclo biolégico e mecanismos de tratamento

Os mecanismos de infeccdo normalmente ocorrem através da interacdo entre
hospedeiro, vetor e patégeno (Savi, 2022). Durante seu ciclo evolutivo, o Plasmodium
apresenta um desenvolvimento complexo, alternando entre formas sexuadas, que ocorrem
no vetor invertebrado, e formas assexuadas, que se desenvolvem nos hospedeiros
vertebrados, incluindo aves, répteis e mamiferos, como os seres humanos (Bogitsh et al.,
2013; Sifontes, 2017). O ciclo pode ser dividido em duas fases principais: a fase pre-
eritrocitica (ou intra-hepatica) e a fase eritrocitica (BOGITSH; OELTMANN; CARTER,
2013; SIFONTES, 2017).

Ciclo biolégico da malaria
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Figura 1: Ciclo bioldgico da maléria, destacando as fases do parasita Plasmodium nos hospedeiros
vertebrado (humano) e invertebrado (mosquito Anopheles). O ciclo inicia-se quando um mosquito

Anopheles infectado inocula esporozoitos do Plasmodium na corrente sanguinea humana durante a picada.
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Os esporozoitos migram até o figado, invadem os hepatécitos e se multiplicam, formando esquizontes
hepaticos que liberam merozoitos. Estes entram na circulagio sanguinea e infectam os eritrdcitos, onde se
desenvolvem em trofozoitos e esquizontes, realizando reproducdo assexuada. Apos nova liberacdo de
merozoitos, parte deles se diferencia em gametocitos masculinos e femininos. Quando um mosquito nao
infectado pica um hospedeiro infectado, ingere os gametdcitos, que se fundem no intestino do inseto
formando zigotos. Os zigotos se desenvolvem em oocistos, liberando novos esporozoitos, que migram para
as glandulas salivares do mosquito, tornando-o capaz de infectar outro humano, assim completando o ciclo.
Figura elaborada pela autora utilizando o BioRender.

O gasto proteico para maturacdo dos ovos faz com que as fémeas do mosquito
Anopheles apresentem deficiéncia de proteinas e sacarose vegetal durante a oviposicao
(Savi, 2022). Buscando suprir essa caréncia e completar seu ciclo gonotrofico, se
alimentam de sangue humano (Savi, 2022). Durante o0 repasto sanguineo, 0 mosquito
inocula o parasita em forma de esporozoito na pele do hospedeiro vertebrado, que entra
na corrente sanguinea, transferindo-se para o figado, onde continua a se desenvolver e
multiplicar na fase pré-eritrocitica nos hepatdcitos (Nilsson et al., 2015; Sifontes, 2021).

Apos alcancar o figado, os esporozoitos do Plasmodium atravessam a parede dos
vasos sanguineos hepaticos (sinusodides) e migram por varias células hepaticas, rompendo
temporariamente suas membranas, até que se estabelecam definitivamente em um
hepat6cito (PRUDENCIO; RODRIGUES; MOTA, 2006). Nesse local, o parasita se aloja
em um vacuolo parasitéforo, estrutura que o isola do sistema imune e oferece condicGes
favoraveis para seu crescimento (PRUDENCIO; RODRIGUEZ; MOTA, 2006;
VALENCIANO et al., 2022). Durante esse estagio intra-hepatico, que é assintomatico,
ocorre intensa multiplicacdo assexuada conhecida como esquizogonia, processo pelo qual
um dnico esporozoito origina milhares de merozoitos (PRUDENCIO; RODRIGUEZ;
MOTA, 2006; VALENCIANO et al., 2022). Apos alguns dias, esse hepatocito é rompido,
liberando 0s merozoitos na corrente sanguinea, onde se inicia a fase eritrocitica da
infeccdo, responsavel pelos sintomas clinicos da malaria, ja que essas formas invadem os
eritrdcitos do hospedeiro (PRUDENCIO; RODRIGUEZ; MOTA, 2006; VALENCIANO
et al., 2022).

Agora na forma de merozoito, o protozoario que deixou o0s hepatocitos através de
merossomas entra na corrente sanguinea e invade hemaécias, se diferenciando em forma
de anel, trofozoito e esquizonte (STURM et al., 2006; SIFONTES, 2017). Diante da
notavel proliferagdo parasitéria, observa-se a lise das hemaécias infectadas, ocasionando a

liberacdo de merozoitos na corrente sanguinea, desencadeando, assim, a instauracdo de
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novos ciclos de invaséo eritrocitaria (Nilsson et al., 2015; Sifontes, 2021). Os estagios
parasitarios liberados no sangue podem entdo invadir novos eritrocitos, dando
continuidade ao ciclo da reproducdo assexuada, ou produzir células reprodutivas
masculinas e femininas que serdo transmitidas ao serem ingeridas pelo inseto vetor
durante o repasto sanguineo (Fujioka & Aikawa, 2002; Sifontes, 2017).

Ja no intestino do Anopheles, as células se diferenciam em gametas masculinos
(microgametas) e femininos (macrogametas), que Se unem e passam por meiose,
originando, por fecundag&o, o zigoto denominado ookinete (FUJIOKA; AIKAWA, 2002;
SIFONTES, 2017). Este atravessa a parede do intestino do vetor, fixa-se e d& origem a
uma estrutura denominada oocisto (FUJIOKA; AIKAWA, 2002; SIFONTES, 2017). A
medida que se desenvolvem, 0s oocistos produzem esporozoitos (FUJIOKA; AIKAWA,
2002; SIFONTES, 2017). Quando amadurecem, rompem-se, liberando os esporozoitos,
que migram para as glandulas salivares do mosquito (FUJIOKA; AIKAWA, 2002;
SIFONTES, 2017). Esses esporozoitos ficam entdo prontos para serem inoculados em um
novo hospedeiro humano na préxima picada, reiniciando o ciclo da malaria (FUJIOKA,;
AIKAWA, 2002; SIFONTES, 2017).

Dessa forma, o Plasmodium pode ser transmitido vetorialmente pela picada do
mosquito Anopheles ou por transfusbes de sangue, transplante de 6rgdos e via
transplacentaria, demandando alta prevencéo e tratamentos eficazes (Rogerson & Unger,
2022).

1.1.4. Profilaxia e estratégias terapéuticas

Embora a prevencdo da malaria enfrente desafios significativos, que néo
dependem apensas do Plasmodium, mas também do mosquito Anopheles, existem
algumas maneiras de se realizar a profilaxia (Savi, 2022). Para o controle do mosquito: a
eliminacdo de larvas e adultos pode reduzir a taxa de inoculacdo entomologica;
modificacdes fisicas, removendo locais de reproducdo, assim como a utilizacdo de
mosquiteiros; uso de larvicidas e inseticidas; utilizacdo de inimigos naturais como peixes
larvofagos e bactérias; educacdo e conscientizacdo para que a populacdo se mantenha
informada sobre medidas preventivas, sintomas e tratamento da malaria (Savi, 2022).
Para controle do parasita: uso de medicamentos antimalaricos; prevencdo intermitente
com administracdo de dose Unica da combinacédo de diferentes medicamentos; vacinagdo
sazonal (Savi, 2022).

Os medicamentos antimalaricos mais eficientes utilizados para o tratamento da
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malaria sdo terapias a base de artemisinina (ACTs), combinadas de dois farmacos ativos
(WHO, 2025). Cada ativo apresenta um mecanismo, sendo o do composto artemisinina o
de conter a proliferacdo, reduzindo o nimero de parasitas, ao passo que o medicamento
parceiro € responsavel por extinguir os parasitas remanescentes apos 0s primeiros trés
dias (WHO, 2025). Os ACTs séo considerados mais eficazes dado que a resisténcia do
parasita a artemisinina ndo afeta o resultado do tratamento, diferentemente de outros
medicamentos antimaléaricos (WHO, 2025). De mesmo modo, a Unica vacina que
atualmente apresenta capacidade de moderar a infeccao por malaria em criangas nas zonas
endémicas é a RTS,S/AS01 (RTS,S), recomendada em 2021 pela Organiza¢do Mundial
da Saude (WHO, 2025).

Também conhecida como Mostequirix, a vacina RTS,S foi a primeira licenciada
para uso contra malaria (JOKURA, 2021; PAHO/OMS, 2021). Sua formulagdo combina
uma proteina recombinante baseada na proteina circumsporozoita (CSP) do Plasmodium
falciparum, presente na fase esporozoito, que € responsavel pela infeccéo inicial, com o
antigeno de superficie do virus da hepatite B (JOKURA, 2021; PAHO/OMS, 2021). Essa
associacdo forma uma particula semelhante a virus (virus-like particle), o que confere
maior imunogenicidade ao composto (JOKURA, 2021; PAHO/OMS, 2021). Além do
componente antigénico, a vacina contéem o adjuvante ASO1, um sistema lipossomal
composto por monofosforil lipidio A e QS-21, substancias que atuam potencializando a
resposta imune do organismo (JOKURA, 2021).

O mecanismo de acdo da RTS,S/AS01 envolve a indugdo de uma resposta imune
robusta, tanto humoral quanto celular (JOKURA, 2021; PAHO/OMS, 2021). Ela
promove a producdo de anticorpos contra a CSP, estimulacdo de celulas T auxiliares
(CD4") e a liberagdo de citocinas como interferon-gama (JOKURA, 2021; PAHO/OMS,
2021). Esse conjunto de reacdes imunologicas impede a invasdo do figado pelos
esporozoitos do parasita, reduzindo a progressdo da malaria nos individuos vacinados
(JOKURA, 2021; PAHO/OMS, 2021).

O esquema vacinal recomendado consiste em quatro doses: a primeira aplicada
aos 5 meses de idade, seguida por duas doses aos 8 e 11 meses, e uma dose de refor¢co aos
18 meses (JOKURA, 2021; PAHO/OMS, 2021).

Ensaios clinicos de fase 11l demonstraram que a RTS,S/AS01 proporciona uma
reducéo parcial nos casos de malaria clinica e grave, sendo mais eficaz em criangas entre
5 e 17 meses do que em lactentes mais jovens (WHO, 2019). Alguns eventos adversos

foram observados, como convulsdes febris, embora sem consequéncias permanentes
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(WHO, 2019). A viabilidade da vacina foi comprovada por meio de um programa piloto
realizado em Gana, Quénia e Malaui, que ja imunizou mais de 800 mil criangas e
demonstrou impacto positivo na reducdo da incidéncia da doenca (PAHO/OMS, 2021).

Por fim, a RTS,S/AS01 representa um avango relevante na saude publica,
sobretudo em regibes endémicas da Africa Subsaariana, onde a mortalidade infantil
associada a malaria ainda é alarmante (JOKURA, 2021).

1.2. Reproducéo masculina e os efeitos da malaria

1.2.1. Efeitos da malaria na fun¢édo reprodutiva masculina: evidéncias em

humanos e roedores

Embora a maioria das pesquisas sobre o impacto da maléria na reproducédo
humana esteja concentrada nos efeitos da infecgdo durante a gestacdo, evidéncias
crescentes indicam que a doenca tambem pode comprometer a funcdo reprodutiva
masculina (WIWANITKIT, 2011). Ja foram relatados casos de reducéo na qualidade do
sémen em homens infectados por malaria, incluindo quadros severos, como
oligozoospermia, necrozoospermia e até azoospermia (WIWANITKIT, 2011). Suspeita-
se que tanto a propria infeccdo quanto o tratamento estejam envolvidos na origem dessas
alteracdes, embora a recuperacdo da funcéo reprodutiva tenha sido observada apos a cura
da doenca (WIWANITKIT, 2011).

A febre elevada e os episddios de calafrios recorrentes, tipicos da infeccao
malarica, provocam alteracdes na temperatura corporal (FIOCRUZ, 2025). Esse estresse
térmico afeta negativamente a espermatogénese, processo sensivel ao aumento da
temperatura, podendo levar a reducdo temporaria da producdo e da qualidade dos
espermatozoides, como a maior propor¢do de formas anormais. Esses fatores
comprometem diretamente a fertilidade masculina (ABDELHAMID et al., 2019).

Além disso, a anemia severa causada pela infeccdo por Plasmodium leva a
destruicdo macica das hemécias, reduzindo significativamente os niveis de hemoglobina
e comprometendo a oxigenacdo dos tecidos (ISLAM; DHAR; RAHMAN, 2023). Essa
condicdo agrava o estado sistémico do organismo e pode afetar indiretamente a funcéo
reprodutiva masculina, uma vez que tanto a espermatogénese quanto o eixo hormonal séo
sensiveis a hipdxia tecidual e ao aumento da demanda metabdlica (LI et al., 2021).

Apesar das limitagdes nos estudos diretamente focados na reproducdo masculina
associada a malaria, o impacto sistémico da doenga é um fator de risco plausivel para a

reducdo da fertilidade masculina, especialmente em areas endémicas (WIWANITKIT,
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2011). Destaca-se a necessidade de maior aprofundamento cientifico sobre esse tema,
visando compreender melhor os mecanismos envolvidos e possibilitar estratégias que
minimizem os efeitos da maléria na saide reprodutiva masculina (WIWANITKIT, 2011).
Para isso, os modelos experimentais com roedores tém se mostrado essenciais, pois
permitem investigar os efeitos da infeccdo malarica sob condi¢des controladas e detalhar
0s processos celulares e moleculares envolvidos (RAJI; AKINSOMISOYE; AZEEZ,
2006; EKHOYE; ALOAMAKA; NWANGWA, 2019).

Evidéncias obtidas a partir de modelos experimentais com roedores demonstram
efeitos deletérios da infeccdo malérica sobre o corpo e a fungéo reprodutiva masculina
(RAJI; AKINSOMISOYE; AZEEZ, 2006; EKHOYE; ALOAMAKA; NWANGWA,
2019). Estudos com camundongos das linhagens BALB/c e C57BL/6 infectados por
Plasmodium berghei evidenciaram perda de peso significativa nos dias 6 a 8 e 13 a 15
pos-infeccdo, respectivamente (SHIMADA et al., 2019). Especificamente na linhagem
BALB/c, observou-se um aumento expressivo do estresse oxidativo nos testiculos,
caracterizado pela reducdo nas atividades das enzimas antioxidantes superoxido
dismutase (SOD), glutationa peroxidase (GPx) e catalase (CAT), além do aumento nos
niveis de malondialdeido (MDA), um marcador associado a peroxidacdo lipidica
(EKHOYE; ALOAMAKA; NWANGWA, 2019). Essas alteracbes bioquimicas foram
acompanhadas por prejuizos nos parametros espermaticos, como queda na contagem total
de espermatozoides, reducdo da motilidade progressiva e elevacdo da porcentagem de
formas anormais (EKHOYE; ALOAMAKA; NWANGWA, 2019). Além disso,
observou-se diminuicdo dos niveis séricos de testosterona e progesterona, indicando
comprometimento da funcdo enddcrina gonadal (EKHOYE; ALOAMAKA;
NWANGWA, 2019). Histologicamente, os testiculos apresentaram degeneracdo do
epitélio seminifero e reducdo da densidade celular germinativa, sugerindo dano estrutural
relevante ao tecido testicular (EKHOYE; ALOAMAKA; NWANGWA, 2019).

De forma semelhante, Raji, Akinsomisoye e Azeez (2006) também observaram,
em camundongos infectados, diminuicdo estatisticamente significativa no peso dos
testiculos e epididimos, acompanhada por prejuizos nos indices reprodutivos masculinos,
incluindo motilidade, viabilidade e morfologia espermética. Os animais apresentaram
niveis reduzidos de testosterona, reforcando a hipétese de disfuncéo do eixo hipotalamo-
hipofise-gonadal induzida pela infec¢éo.

Esses achados sugerem que, além dos efeitos diretos do parasita sobre o tecido

testicular, hd um impacto importante do sistema endécrino e imunolégico na resposta do
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hospedeiro. Embora o0 sexo nem sempre seja considerado fator relevante em estudos
imunoldgicos, sabe-se que os hormonios sexuais, como a testosterona ¢ o 7p-estradiol,
diferem em sua atividade imunomoduladora, sendo a testosterona conhecida por sua acao
imunossupressora (AGUILAR-CASTRO et al., 2022). Essa modulacdo hormonal pode
influenciar a expressdo génica em células do sistema imune, afetando a proliferacéo,
diferenciacdo celular e sintese de citocinas, o que potencialmente contribui para a maior
severidade da malaria observada em machos, incluindo a maior parasitemia (AGUILAR-
CASTRO et al., 2022). Assim, a interacdo entre os efeitos diretos da infeccdo e a
influéncia hormonal masculina pode explicar o comprometimento acentuado da fungéo
reprodutiva em roedores infectados por Plasmodium berghei (AGUILAR-CASTRO et
al., 2022).

1.2.2. Espermatogénese: comparagao entre humanos e roedores

A espermatogénese é 0 processo pelo qual s@o gerados os gametas masculinos
maduros, ocorrendo nos tubulos seminiferos (TS) dos testiculos (LIRA NETO et al.,
2016). Os TS apresentam estrutura semelhante em humanos e roedores, sendo compostos
por uma membrana basal, células de Sertoli e células germinativas em diversos estagios
de maturacédo, envoltos por tecido peritubular composto por células mioides e matriz
extracelular, que juntos formam a barreira hematotesticular (BHT) (JAN et al., 2012;
LIRA NETO et al., 2016). Essa barreira ¢ fundamental em ambas as espécies para
proteger as células germinativas haploides contra respostas imunes e para manter o
microambiente adequado para o desenvolvimento espermatogénico (JAN et al., 2012;
LIRA NETO et al., 2016).

O testiculo adulto humano apresenta um volume médio de aproximadamente 30
mL, com o parénquima dividido em 200 a 300 lébulos, cada um contendo de uma a trés
alcas de tubulos seminiferos, totalizando cerca de 250 metros de comprimento por
testiculo (LIRA NETO et al., 2016). Em contraste, 0s roedores possuem uma estrutura
reprodutiva significativamente mais compacta: o volume testicular em camundongos
(Mus musculus) é de aproximadamente 0,1 cm3 (MORAIS et al., 2009), enquanto em
ratos (Rattus norvegicus), particularmente da linhagem Wistar, varia entre 1,2 e 1,4 cmg,
com peso aproximado de 1,5 g por testiculo (MOURA et al., 2006). Apesar dessas
diferencas de tamanho e organizacdo, os testiculos de mamiferos em condicGes
fisioldgicas normais mantém uma morfologia altamente organizada e relativamente

constante, especialmente em animais saudaveis e ndo senescentes. Alteracdes
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histologicas relevantes tendem a ocorrer apenas diante de insultos severos, como
infeccdes intensas, toxicidade aguda ou degeneracOes avangadas, 0 que evidencia a
estabilidade estrutural do 6rgao em condi¢fes homeostéaticas (LARA et al., 2018).

A estrutura dos tabulos seminiferos, composta por membrana basal, células de
Sertoli e células germinativas em maturacéo, envolta por tecido peritubular, também esta
presente nos roedores, com arquitetura testicular bastante semelhante (JAN et al., 2012).

As células mioides peritubulares, com caracteristicas musculares e fibroblasticas,
desempenham funcdo contrétil, promovendo o transporte do fluido testicular e dos
espermatozoides imaturos até o rete testis, onde esses gametas serdo posteriormente
conduzidos aos ductos eferentes para continuacdo do processo de maturagdo e
armazenamento (LIRA NETO et al., 2016). Nos roedores, essas células também exercem
funcdo paracrina, regulando a espermatogénese por meio da secrecdo de fatores que
influenciam a integridade tubular (JAN et al., 2012).

As células de Leydig, localizadas no intersticio testicular, sdo as principais
responsaveis pela producdo do hormdnio esteroide testosterona, fundamental para o
desenvolvimento e funcionamento do sistema reprodutor masculino (LIRA NETO et al.,
2016). A diferenciacdo dessas células ocorre em trés fases durante o desenvolvimento
ontogenético, com regulacdo principalmente pelo hormdnio luteinizante (LH), que
estimula a sintese e liberacdo de testosterona (LIRA NETO et al., 2016). Essa testosterona
é secretada no intersticio e alcanga concentracdes intratesticulares muito superiores as da
circulacdo sistémica, atuando localmente na progressdo da espermatogénese,
especialmente durante a meiose e a maturacdo das espermatides (LIRA NETO et al.,
2016). Além disso, mantém a integridade funcional das células de Sertoli, que suportam
as células germinativas ao longo de todo o processo (LIRA NETO et al., 2016). Nas
espécies roedoras, as células de Leydig desempenham a mesma funcgéo esteroideogénica,
porém com uma resposta mais rapida aos estimulos hormonais e diferencas nos perfis de
expressao génica que regulam sua atividade, o que pode influenciar o ritmo e a eficiéncia
da espermatogénese (JAN et al., 2012).

As células de Sertoli, consideradas os “condutores” da espermatogénese,
sustentam e nutrem as células germinativas, além de formar a barreira hematotesticular
(LIRA NETO et al., 2016). Elas auxiliam na migracdo das células germinativas ao longo
do tdbulo, realizam fagocitose de células germinativas degeneradas e produzem diversas
substancias, como a proteina ligadora de andrdgenos, transferrina e inibina B, que

contribuem para o equilibrio do ambiente testicular (LIRA NETO et al., 2016). As células
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de Sertoli sdo estimuladas pelo horménio foliculo estimulante (FSH) e pela testosterona,
que agem de forma complementar para garantir a continuidade e qualidade da
espermatogénese (LIRA NETO et al., 2016). Em roedores, as células de Sertoli exercem
funcdes similares, com elevada atividade fagocitica e producdo de fatores tréficos,
embora apresentem variagcbes na expressao de genes reguladores durante o ciclo
espermatogénico (JAN et al., 2012).

As células germinativas, localizadas no epitélio dos tubulos seminiferos, sdo
responsaveis pela formacao dos espermatozoides por meio de uma sequéncia organizada
de eventos que incluem mitose, diferenciagcdo, meiose e maturacdo (LIRA NETO et al.,
2016). A producdo continua dessas células é mantida pela autorrenovacdo das
espermatogonias, que podem se diferenciar em espermatécitos primarios para iniciar a
meiose (LIRA NETO et al., 2016). Durante esse processo, as espermatides redondas
sofrem modificagdes morfolégicas e estruturais para se tornarem espermatozoides
maduros, incluindo condensacdo do nudcleo, formagéo do acrossomo e desenvolvimento
do flagelo (LIRA NETO et al., 2016). Nos roedores, esse processo segue 0S mesmos
principios gerais, mas com um ciclo mais curto (cerca de 48 dias em comparagdo com 64
dias em humanos), além de uma organizagdo mais ordenada em “ondas” longitudinais ao
longo dos tubulos, que facilita a coleta de células em estagios sincronizados (JAN et al.,
2012).

A barreira hematotesticular, formada principalmente pelas juncdes entre as células
de Sertoli, compartimentaliza o epitélio seminifero em compartimentos basal e adluminal,
protegendo as células germinativas haploides em desenvolvimento de reacGes imunes
regulando o transporte seletivo de substancias (LIRA NETO et al, 2016). Essa
compartimentalizacdo também & observada em roedores, sendo essencial para a
imunoprivacdo das células haploides e para a regulacdo do transporte seletivo de
moléculas (JAN et al., 2012).

Em sintese, a espermatogénese humana é um processo altamente regulado que
depende da interacdo coordenada entre células germinativas, células de Sertoli, mioides
peritubulares e células de Leydig, além da influéncia de fatores hormonais como
testosterona, FSH e LH (LIRA NETO et al., 2016). Em roedores, esse processo ocorre de
forma analoga, com variacGes em aspectos temporais, espaciais e moleculares (JAN et
al., 2012). Apesar dessas variagoes, a estrutura funcional basica do testiculo e a sequéncia
de eventos celulares sdo amplamente conservadas entre humanos e roedores, 0 que torna

0s modelos murinos ferramentas experimentais valiosas para o0 estudo da
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espermatogénese e da fisiologia reprodutiva masculina (JAN et al., 2012).

1.2.3. Morfologia espermatica e implicagdes funcionais

O espermatozoide humano é uma célula altamente especializada, caracterizada
por uma cabeca ovalada e levemente em forma de foice, que mede aproximadamente 5 a
6 pm de comprimento e 3 a 4 um de largura (KAMIENICZNA et al., 2022). A cabeca
contém o nicleo compactado e 0 acrossomo, que armazena enzimas cruciais para a
penetracdo da camada externa do Ovulo (KAMIENICZNA et al., 2022). A peca
intermediaria é rica em mitocéndrias, responsaveis pela producdo de energia, e o flagelo
longo garante a motilidade necessaria para alcancar e fertilizar o 6vulo (KAMIENICZNA
et al., 2022). A integridade estrutural dessas partes € fundamental para a fertilidade, visto
que qualquer alteracdo morfologica pode prejudicar a motilidade e a capacidade
fertilizante do espermatozoide (KAMIENICZNA et al., 2022).

No espermatozoide de roedores, especialmente de camundongos, a morfologia
apresenta algumas diferencas, refletindo adaptacdes especificas (VIEIRA et al., 2024). A
cabeca é mais alongada, estreita e curvada, ainda mais pronunciado que no humano (com
formato de foice), medindo cerca de 10 a 12 um de comprimento (VIEIRA et al., 2024).
O acrossomo € alongado e cobre grande parte da cabeca, contribuindo para a
especializacdo funcional da célula (VIEIRA et al., 2024). Alem disso, a peca
intermediaria e o flagelo sdo proporcionais a essa estrutura, adaptados para a rapida
motilidade necessaria na reproducdo da espécie (VIEIRA et al., 2024). Essas
caracteristicas morfoldgicas influenciam o padrdo de natacdo e a eficiéncia fertilizante
dos espermatozoides de roedores, sendo fatores importantes na interpretacdo de
resultados em modelos experimentais (VIEIRA et al., 2024).

As principais anomalias morfologicas dos espermatozoides de camundongos,
segundo Vieira et al. (2024), incluem deformacdes como cabeca dupla, auséncia de
gancho (hookless), formato semelhante a uma banana (banana-like), cabeca estreita
(narrow), cabeca muito grande (macrocephalous), auséncia da cabeca (headless) e formas
amorfas, que englobam deformacdes irregulares e globosas. Essas alteracfes anatdmicas
podem comprometer a funcdo espermatica, interferindo na penetracdo na zona pellcida,
na motilidade e na entrega adequada do material genético (CHANG et al., 2017; VIEIRA
et al., 2024).

Espermatozoides acefalicos, por exemplo, indicam falhas na juncéo entre a cabeca

e a cauda, estrutura fundamental para a integridade funcional da célula (MORETTI et al.,
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2022). Sua auséncia compromete completamente a locomocao e inviabiliza a fecundacao,
pois impede a transferéncia do material genético ao odcito (MORETTI et al., 2022). O
gancho apical, ausente em algumas dessas anomalias, parece ter papel funcional na
motilidade, na interacdo com estruturas do trato reprodutivo feminino e possivelmente na
competicdo espermatica, sendo sua alteracdo prejudicial a eficiéncia fertilizante
(FISHER; GIOMO; HOEKSTRA, 2021; VIEIRA et al., 2024). Adicionalmente, as
alteracdes na morfologia da cabega, como a microcefalia, estéo relacionadas a defeitos na
compactacdo do nucleo celular, o que pode comprometer a estabilidade do material
genético (KUSUMAWATI et al., 2024). J4 a macrocefalia, por sua vez, € frequentemente
associada a anomalias cromossémicas ou defeitos na compactacéo do nucleo, resultando
em instabilidade gendmica e menor capacidade fertilizante (KUSUMAWATI et al., 2024;
VIEIRA et al.,, 2024). Ainda, espermatozoides com cabecas amorfas ou deformadas
apresentam alteragdes na condensacdo do DNA e em estruturas nucleares essenciais, 0
que aumenta a fragmentacdo do material genético e compromete tanto a fertilizacao
quanto a implantacdo embrionaria (CHANG et al., 2017).

Além das alteracGes na cabeca, 0 estudo de Vieira et al. (2024) também descreve
detalhadamente as anomalias morfologicas observadas na cauda dos espermatozoides de
camundongos, as quais tém implicacdes diretas na motilidade e na capacidade fertilizante
dos gametas. Entre as principais patologias estdo caudas dobradas, em espiral, curtas,
ausentes e com insercdo andmala na peca intermediaria (VIEIRA et al., 2024).

As caudas dobradas ou em espiral sdo deformidades frequentemente associadas
a disfuncdo na estrutura do axonema, afetando a ondulacdo eficiente do flagelo e
comprometendo o deslocamento progressivo do espermatozoide (VIEIRA et al., 2024).
A auséncia da cauda, por sua vez, elimina completamente a capacidade de locomocao,
inviabilizando qualquer chance de fecundacdo (VIEIRA et al., 2024). Ja as caudas curtas
reduzem a amplitude de batimento flagelar, tornando o0 movimento mais limitado e menos
eficaz (VIEIRA et al., 2024). Por fim, anomalias na inser¢do da cauda, como sua conexao
em posicdo desalinhada com a cabeca, podem comprometer a direcdo do movimento e
gerar padrdes de natacdo erraticos, reduzindo significativamente a eficiéncia fertilizante
(VIEIRA et al., 2024).

De maneira geral, a locomocéo eficaz do espermatozoide até o odcito depende
diretamente da integridade estrutural do flagelo, componente fundamental para sua
motilidade (TOURE et al., 2021). De acordo com Touré et al. (2021), alteracdes na

morfologia flagelar, estdo frequentemente associadas a ocorréncia de astenozoospermia,
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condicdo caracterizada pela reducdo ou auséncia da mobilidade espermatica (TOURE et
al., 2021). Essa disfungdo compromete significativamente o potencial fecundante dos
gametas, estando relacionada a casos de infertilidade masculina (TOURE et al., 2021).,
além de refletirem disturbios na espermatogénese e reforgarem a importancia da avaliagcdo
morfoldgica detalhada na analise da qualidade esperméatica em modelos experimentais
(VIEIRA et al., 2024).

Adicionalmente a essas alteracdes estruturais classicas, outro marcador relevante
de disfuncdo espermatica € a presenca persistente da gota citoplasmatica, também
chamada de gota residual, uma estrutura transiente formada durante a espermiogénese,
resultante da condensagdo incompleta do citoplasma nos espermatozoides em
diferenciagcdo (XU et al., 2013; LIU et al., 2023). Considerando que a espermiogénese
representa a fase final da espermatogénese e envolve a intensa remodelacgéo estrutural das
espermatides, a formagéo da gota citoplasmatica emerge como um marcador importante
desse processo (COOPER, 2010).

Trata-se de uma pequena estrutura esférica de citoplasma localizada, na peca
intermediaria do espermatozoide durante sua maturacdo no epididimo (YUAN et al.,
2013; SOARES; MACHADO-NEVES, 2020). Essa estrutura deve ser removida ao longo
do transito epididimario, especialmente na cauda, onde se espera que 0s espermatozoides
estejam morfologicamente maduros e funcionalmente competentes (COOPER, 2010;
SOARES; MACHADO-NEVES, 2020). Sua funcéo esta relacionada a regulacdo da
osmolaridade, ajudando a controlar a entrada e saida de agua (SOARES; MACHADO-
NEVES, 2020; YUAN et al., 2013), ao metabolismo energético e ao desenvolvimento da
motilidade espermatica, possivelmente devido a presenca de lipidios, RNAS,
lipoproteinas e enzimas hidroliticas que auxiliam na atividade mitocondrial e fornecem
energia para o espermatozoide (XU et al., 2013; AU et al., 2015; SOARES; MACHADO-
NEVES, 2020).

Em condicBes normais, essa estrutura transitoria, formada a partir da eliminacao
do excesso de citoplasma, migra da regido proximal para a distal da peca intermediaria e,
posteriormente, é descartada ao longo do epididimo (COOPER, 2010). No entanto, a
retencdo anormal dessa estrutura em espermatozoides maduros tem sido amplamente
associada a disfuncdes na espermiogénese e na maturacdo epididimaria, podendo
comprometer parametros fundamentais da fertilidade, como motilidade, morfologia e
integridade funcional do gameta (XU et al.,, 2013). Segundo Xu et al. (2013),

espermatozoides que mantém a gota citoplasmatica apresentam reducdo significativa da
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motilidade progressiva, além de alteracbes na dindmica do batimento flagelar,
possivelmente devido a interferéncia mecénica ou metabdlica causada por esse resquicio
citoplasmatico (COOPER, 2010; DIAZ-MIRANDA et al, 2019; SOARES;
MACHADO-NEVES, 2020).

Adicionalmente, a gota pode prejudicar o transporte intracelular de nutrientes e
jons, comprometendo o metabolismo energético do espermatozoide e, consequentemente,
sua capacidade de alcangar e fertilizar o o6cito (XU et al., 2013). Tais observacdes
sugerem que a presenca persistente da gota ndo € apenas uma anomalia morfoldgica, mas
também um marcador funcional de espermatozoides imaturos ou disfuncionais (XU et
al., 2013).

Complementando esses achados, Liu et al. (2023) demonstraram que a formacéo
adequada da gota citoplasmatica € um evento biologicamente regulado, que depende da
atuacdo da proteina SYPL1. Essa proteina estd envolvida em uma via vesicular
intracelular que coordena o trafego e a fusdo de vesiculas essenciais a remodelacédo
citoplasmatica durante a fase final da espermiogénese (LIU et al., 2023). Em modelos
murinos com delecdo do gene Sypll, observou-se a completa auséncia da gota
citoplasmatica e, consequentemente, falhas severas na estrutura e maturacdo dos
espermatozoides, resultando em infertilidade (LIU et al., 2023). Esses resultados indicam
que, ao contrario do que se imaginava, a gota citoplasmatica ndo é apenas um residuo a
ser descartado, mas sim uma estrutura transitéria essencial para o correto remodelamento
celular necessario a diferenciacéo final dos espermatozoides (LIU et al., 2023).

Dessa forma, os estudos disponiveis indicam que tanto a retencdo prolongada
quanto a auséncia completa da gota citoplasmatica estdo associadas a prejuizos na funcao
espermatica. Xu et al. (2013) mostraram que a retencdo anormal da gota compromete a
motilidade e pode refletir falhas na espermiogénese e na remocéo de residuos celulares,
afetando diretamente a qualidade funcional dos gametas (XU et al., 2013). Ja Liu et al.
(2023) demonstraram que a ndo formacédo da gota leva a espermatozoides estruturalmente
defeituosos e incapazes de fertilizar, reforcando a ideia de que essa estrutura desempenha
um papel indispensavel no processo de maturacdo (LIU et al., 2023).

Todas essas alteracdes morfologicas sao indicativas de falhas na espermatogénese
e podem estar associadas a disfungdes reprodutivas, incluindo reducdo na fertilidade e
aumento no risco de anomalias genéticas na descendéncia (XU et al., 2013; LIU et al.,
2023; VIEIRA et al., 2024). Dessa forma, a avaliacdo detalhada das caracteristicas

morfoldgicas espermaticas é essencial em estudos com modelos murinos para melhor
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compreensdo dos impactos de patologias sobre a fertilidade masculina (XU et al., 2013;
LIU et al., 2023; VIEIRA et al., 2024).

1.3. Calomys callosus como modelo experimental

1.3.1. Importancia cientifica e vantagens experimentais

A busca por modelos experimentais que representem com maior fidelidade a
complexidade das doencas humanas € fundamental para o avanco das pesquisas
biomédicas (ROSA et al., 2022). Nesse contexto, Calomys callosus (familia Cricetidae),
roedor silvestre nativo da América do Sul e de porte semelhante ao de camundongos
domeésticos, tem se consolidado como uma alternativa promissora, especialmente em
estudos de doencas parasitarias (MOOJEN, 1952; ROSA et al., 2022). O animal é mantido
com sucesso em colbnias experimentais devido a sua boa taxa reprodutiva e facil manejo,
0 que facilita seu uso em ambientes controlados (ROSA et al., 2022).

Introduzido como modelo experimental por Petter e Almeidaem 1967, C. callosus
€ um roedor silvestre que se destaca pela rusticidade e pelo perfil fisioldgico menos
manipulado, caracteristicas que o diferenciam dos modelos laboratoriais tradicionais
(ROSA et al., 2022, WADGYMAR et al., 2022). Essa condi¢do o torna biologicamente
mais proximo das respostas reais de hospedeiros frente a infecgdes sistémicas, como a
malaria, favorecendo a obtencdo de dados fisiopatoldégicos mais complexos e
representativos (WADGYMAR et al., 2022).

Em contraste, linhagens classicas de Mus musculus, como BALB/c, C57BL/6 e
Swiss, foram introduzidas bem antes e passaram por extensivos processos de
domesticacao e homogeneizacgdo genetica (POTTER, 1985; LENNON-PIERCE; EPPIG,
1998; BRYANT, 2011). As BALB/c remontam a um estoque adquirido por Halsey Bagg
por volta de 1913 (POTTER, 1985); a linhagem C57BL/6 possui substrains como o
C57BL/6J e o C57BL/6N, amplamente utilizados em pesquisas biomédicas desde a
década de 1950 (BRYANT, 2011); j& os Swiss foram desenvolvidos no Rockefeller
Institute em 1926 (LENNON-PIERCE; EPPIG, 1998). Embora amplamente
caracterizados, esses modelos representam organismos altamente, o que pode limitar sua
representatividade frente a desafios infecciosos (WADGYMAR et al., 2022). Nesse
contexto, C. callosus, por sua menor manipulacédo genética e maior aderéncia a condicoes
ecoldgicas naturais, surge como uma alternativa promissora para o estudo de doengas
tropicais, como a malaria (ROSA et al., 2022, WADGYMAR et al., 2022).

Alem disso, a origem geogréfica do modelo reforca sua relevancia: nativo de
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regides tropicais sul-americanas, préximo a area endémica de maléria, seu uso permite
simular com maior precisdo os efeitos de patdgenos tropicais, considerando as interagdes
ambientais e fisiologicas tipicas desses cenérios (ROSA et al., 2022; WADGYMAR et
al., 2022).

Embora seu uso em estudos reprodutivos, especialmente relacionados a maléaria,
ainda seja incipiente, C. callosus ja& demonstrou grande potencial em pesquisas sobre
doencas parasitarias, como toxoplasmose (incluindo formas ocular e congénita), infeccdo
por Trypanosoma cruzi, esquistossomose e leishmaniose (ROSA et al., 2022). Sua
reatividade particular a diferentes parasitas reforca sua sensibilidade imunoldgica frente
a infecgdes de relevancia para a saide humana (ROSA et al., 2022). Essa caracteristica
torna-o especialmente interessante para estudos envolvendo Plasmodium spp., como P.
chabaudi, P. yoelii, P. vinckei e, neste trabalho, P. berghei ANKA (PbA) (BOGITSH;
OELTMANN; CARTER, 2013; SIFONTES, 2017). Devido a semelhanca entre os
sistemas imunoldgicos de roedores e humanos, esses modelos permitem investigar os
mecanismos de resposta imunoldgica envolvidos na infecgédo e suas recdes (LAMB et al.,
2006; SIFONTES, 2017).

Assim, investigar os efeitos da malaria sobre a fertilidade masculina em um
modelo com maior proximidade ecologica e fisioldégica a populagdes humanas
naturalmente expostas pode expandir o conhecimento sobre os impactos sistémicos do
parasita e fornecer subsidios para estratégias de salde publica voltadas a reproducdo
(LAMB et al., 2006; SIFONTES, 2017; WADGYMAR et al., 2022). Diante da escassez
de estudos que integrem imunologia, parasitologia e reproducdo em contextos tropicais,
0 uso de modelos alternativos como C. callosus representa um avanco em direcdo a uma
abordagem cientifica mais realista, contextualizada e inovadora (ROSA et al., 2022;
WADGYMAR et al., 2022).

Apesar de ser um modelo experimental eficiente, existem alguns fatores que
precisam ser levados em consideracdo para o uso desse modelo, como: legalidade;
principios éticos; biosseguranca; avaliacao clinica; controle sanitario e bem-estar animal
(Rosa et al., 2022). Sua captura e manutencdo para fins cientificos exigem autorizacéao
especifica, além da aprovacdo por Comité de Etica em Uso de Animais, devido & sua
origem silvestre (ROSA et al., 2022)

1.3.2. Normas éticas e regulamentacdo de uso de animais

Buscando garantir que esses fatores estejam sendo atendidos na pesquisa com
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animais, si0 necessarias praticas reguladas por 6rgios como o Comité de Etica no Uso de
Animais (CEUA) e o Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal
(CONCEA) (INCA, 2024). O CEUA é responsavel por analisar, aprovar e acompanhar
projetos que envolvam animais, assegurando que 0 manejo, a contencdo, a
experimentacdo e a eutanasia estejam pautadas no bem-estar animal, incluindo o uso de
programas de enriquecimento ambiental e avaliacdo veterinaria constante. Além disso, o
CEUA recomenda préaticas de manejo que reduzam o estresse dos animais como no caso
de roedores, evitar a manipulacdo pela cauda, e estratégias para manter a diversidade
genética das colénias, minimizando capturas na natureza (INCA, 2024).

De modo semelhante, 0 CONCEA, érgédo do Ministério da Ciéncia e Tecnologia,
elabora normas rigorosas para a criacdo e utilizacdo de animais em pesquisa,
credenciando laboratdrios e biotérios, além de promover a capacitagdo dos profissionais
envolvidos (SBCAL, 2024).

A Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratorio (SBCAL) reforca
a importancia dos principios éticos da triade 3Rs como base para a pesquisa responsavel,
sendo eles: substituicdo, propondo o uso de métodos alternativos que evitem ou
substituam o uso de animais sempre que possivel, como culturas celulares, modelos
computacionais ou simulagdes in vitro; Reducéo, visando minimizar o nimero de animais
utilizados nos experimentos, sem comprometer a validade cientifica, por meio de um
planejamento experimental rigoroso e uso eficiente de dados; e refinamento, envolvendo
a adocdo de tecnicas que reduzam o sofrimento e melhorem o bem-estar animal, como
aprimoramento dos procedimentos, uso de anestesia adequada e monitoramento constante
das condicbes de alojamento(SBCAL, 2024). Adicionalmente, a SBCAL destaca
parametros ambientais ideais para 0 manejo dos animais, como controle de luminosidade,
temperatura, umidade e ruido (SBCAL, 2024).

2. OBJETIVOS
2.1. Objetivos gerias

e Analisar a influéncia da infeccdo por PbA na espermatogénese em C. callosus.

2.2. Objetivos especificos
e Medir parametros morfométricos dos tabulos seminiferos (diametro total,
diametro do lamen e altura do epitélio germinativo) comparando grupos

controle e infectado;
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e Analisar alterages histologicas nos testiculos de animais infectados e
controles por meio de coloragdes com hematoxilina-eosina (HE) e tricromico
de Gomori;

e Investigar alteragdes morfologicas nos espermatozoides de C. callosus
infectados e controle por meio de coloragdes com HE;

e Quantificar e caracterizar anomalias nas regibes da cabeca e da cauda
espermatica em animais infectados e controles;

e Identificar a presenca e a posicdo da gota citoplasméatica em animais
infectados e controles;

e Aplicar métodos estatisticos para analise comparativa dos dados morfologicos
e histoldgicos obtidos.

3. MATERIAIS E METODOS
3.1. Alojamento de animais

Roedores da espécie C. callosus, com nove semanas de idade e peso médio de 34
gramas, foram mantidos na Rede de Biotérios de Roedores (REBIR) da Universidade
Federal de Uberlandia (UFU). Todos os experimentos foram previamente submetidos a
apreciagdo do Comité de Etica na Utilizacdo de Animais, sob o nimero de protocolo
23117.074819/2023-04 (ANEXO 1).

Os animais foram alojados em mini isoladores especificos para a espécie, com
entrada e exaustdo de ar filtradas por filtros HEPA, posicionados em racks ventilados.
Como leito, foi utilizado material autoclavado de maravalha proveniente de Pinus eliottii.
A agua foi filtrada e submetida a radiacdo ultravioleta, enquanto a racao foi autoclavada,
sendo fornecida ad libitum. Os roedores foram randomizados ao chegarem e separados
em dois grupos, infectados (n = 6) e ndo infectados (n = 5). Foram mantidos em ciclo
claro/escuro de 12/12 horas, em sala com controle de temperatura (22°C £ 2°C) e umidade
(55% =+ 5%).

3.2. Manutencéo da cepa de PbA e infec¢ao
Para 0s experimentos, a cepa de PbA foi mantida em nitrogénio liquido, sendo
descongelada no momento do uso e inoculada por via intraperitoneal em fémeas da
linhagem C57BL/6. A partir dessas fémeas, foram preparados in6culos com carga

parasitaria conhecida. Apos as passagens, amostras de sangue foram coletadas da cauda
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dos animais para esfregaco e observacdo da parasitemia, priorizando hemacias
parasitadas em estagio de anel (trofozoitos imaturos). Em seguida, os animais foram
anestesiados com doses de cetamina (100 mg/kg) assoaciada a xilazina (10 mg/kg), e o
sangue total foi coletado para a preparacdo do indculo contendo 1 x 107 hemacias
infectadas com PbA.

Machos da espécie C. callosus foram entdo infectados com a concentragdo
descrita, por via intraperitoneal, para posterior andlise morfologica dos testiculos e
espermatozoides obtidos a partir da cauda do epididimo. Animais machos ndo infectados

constituiram o grupo controle experimental.

3.3. Coleta de 6rgaos

Apesar do uso comum do anestésico isoflurano em experimentos com coleta de
Orgaos, segundo Zanin et al. (2023), a exposicdo aguda a essa substancia pode afetar a
motilidade espermaética e induzir apoptose. Por essa razdo, optou-se pela anestesia com
cetamina e xilazina, administradas por via intraperitoneal, seguida por deslocamento
cervical.

Apos a eutanasia, os testiculos foram coletados e fixados imediatamente em
solucdo de Bouin para analise histoldgica. As caudas epididiméarias de ambos os
epididimos foram dissecadas e colocadas em placas de Petri (35 mm) contendo 120 pL
de solucdo salina (PBS), previamente aquecida a 37 °C. Foram realizados de cinco a sete
cortes em cada cauda com auxilio de pinca e agulha, formando uma suspensdo
espermatica. Apds incubacdo por trés minutos a 37 °C, foi realizado o esfregaco para

analise morfologica dos espermatozoides.
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Figura 2: Delineamento experimental dos procedimentos utilizados para avaliar os efeitos da infecgéo por
P. berghei ANKA em C. callosus. Inclui: infeccéo intraperitoneal e coleta de espermatozoides e testiculos,
seguida da andlise morfoldgica do esfregaco espermético (HE) e histolégica dos cortes de testiculo

(tricrdmico de Gomori), seguida de quantificacdo e anélise estatistica.

3.4. Analise histologica testicular e morfométrica dos tubulos seminiferos

Os testiculos fixados em Bouin por 4 horas a temperatura ambiente foram lavados
em alcool 50% ateé a remocdo do &cido picrico residual. Posteriormente, foram mantidos
em alcool 70% até a inclusdo em parafina. Os blocos foram cortados em sec¢fes de 4 pum
em micrétomo, e as laminas foram desparafinadas, hidratadas e coradas com HE e
Tricromico de Gomori.

As laminas coradas com Tricromico de Gomori foram analisadas no software
ImageJ (NIH, Bethesda, MD, USA). Foram avaliadas 40 sec@es transversais de tubulos
seminiferos por animal. Para cada tubulo, duas mensuracdes da altura do epitélio
germinativo foram feitas em lados opostos da parede, e sua média foi registrada. Tambéem
foi mensurado o diametro total do tubulo (borda a borda oposta), e o didmetro do lamen

foi calculado pela férmula:

Diametro do lumen = Diametro total —2x(altura media do epitelio)
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Figura 2: Tabulo seminifero com a representagdo das localidades de onde foram realizadas as medidas de

altura, diametro e limen. Corte histoldgico do testiculo de C. callosus, corado com tricomio de Gomori.

3.5. Analise da morfologia e morfometria dos espermatozoides

A avaliacdo morfoldgica dos espermatozoides foi feita por esfregaco em lamina,
obtido ap6s dissecacdo da cauda dos epididimos. As laminas foram coradas com HE,
conforme Vieira et al. (2024), e analisadas em microscopio éptico com objetiva de 100x
e 6leo de imersdo. Para cada animal, foram analisados 200 espermatozoides.

Foram quantificados espermatozoides com morfologia normal e com patologias
nas regides da cabeca (sem cabeca, sem gancho, estreita, macrocefalica, amorfa) e cauda
(sem cauda, dobrada, enrolada, apenas peca intermediaria e fortemente enrolada). A gota
citoplasmatica, embora ndo considerada patologia, foi avaliada por seu valor funcional,
sendo classificada quanto a sua posicao: proximal, distal ou pseudogota.

As andlises da cabeca e cauda foram feitas separadamente. Um espermatozoide
considerado “normal” na determinada regido analisada poderia ou ndo apresentar defeito
na outra. Ja na analise da gota citoplasmatica, apenas foram considerados “normais” os

espermatozoides sem qualquer anormalidade morfologica.

3.6. Anélise estatistica
Graficos e analises estatisticas foram realizados no software GraphPad Prism 7.0
(GraphPad Software Inc., San Diego, EUA). Os dados foram submetidos ao teste de
normalidade de Kolmogorov-Smirnov. Para dados com distribui¢do normal, utilizou-se
Two-way ANOVA seguido de pos-teste de Bonferroni ou teste t. Dados com distribuicdo
ndo normal foram analisados pelo teste de Mann-Whitney. Resultados foram expressos
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como media = erro padrdo da média (SEM), sendo consideradas significativas as

diferencas com p < 0,05.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. Impacto da infecc@o por PbA no peso corporal de c. callosus

A relacdo entre a infeccdo por Plasmodium e a espermatogénese em roedores
ainda é pouco compreendida. Para investigar essa associacdo, roedores da espécie C.
callosus foram inoculados com 1x107 hemacias infectadas por P. berghei ANKA. O peso
corporal dos animais foi monitorado a cada dois dias, durante 15 dias pés-infeccéo.
Nenhum dos individuos evoluiu a 6bito ao longo do periodo, embora os animais
infectados tenham apresentado sinais clinicos evidentes de adoecimento, como pelagem
ericada e comportamento prostrado, com variagdo na intensidade dos sintomas entre os
individuos.

Inicialmente, observou-se uma variacdo de peso semelhante entre os grupos
controle (NI) e infectado (PbA) até o sétimo dia pds-infec¢do, com oscilagdes discretas,
entre 0% e aproximadamente 4%. No entanto, entre os dias 8 e 12, o grupo NI manteve
um padréo de ganho de peso, enquanto o grupo PbA apresentou estabilizacdo seguida por
declinio. A partir do 14° dia, os animais infectados registraram uma perda de peso
estatisticamente significativa, aproximando-se de 0% de variagdo, em contraste com o
grupo controle, que atingiu 0 maior ganho acumulado (~5%) no periodo analisado (Figura
3).

E importante destacar uma perda de peso inesperada no grupo controle (NI) entre
os dias 14 e 15, observada em dois dos cinco animais. Embora sua causa ndo tenha sido
identificada, essa oscilacdo pontual, ocorrida no ultimo dia experimental, ndo
compromete a analise dos dados nem invalida a diferenca estatistica observada entre os
grupos.

Esses resultados indicam que o grupo infectado (PbA) apresentou um padréo
distinto, caracterizado por estabilizacdo e posterior perda de peso nos dias finais do

experimento, em oposi¢cdo ao ganho continuo observado no grupo controle.
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Figura 3: Grafico representativo da variacdo de peso ao longo dos dias ap6s a infeccdo, comparando
animais infectados com P. berghei ANKA (PbA) e ndo infectados (NI). Observa-se uma queda significativa
de peso nos animais infectados no décimo terceiro dia. Diferencas estatisticas (*P<0.05) entre os grupos
foram realizadas a partir do teste Two-way ANOVA seguido do pés teste de miltipla comparacédo

(Bonferroni).

Resultados semelhantes foram descritos por Shimada et al. (2019), que relataram
perda de peso significativa em camundongos das linhagens BALB/c e C57BL/6
infectados com P. berghei ANKA. No estudo citado, os animais apresentaram perda de
peso entre os dias 13 e 15 (BALBY/c) e entre os dias 6 e 8 (C57BL/6), padrdo proximo ao
observado com C. callosus no presente trabalho.

E relevante mencionar que a parasitemia nio foi monitorada ao longo do
experimento, o que limita a correlacdo direta entre carga parasitaria, manifestacoes
clinicas e perda de peso. Para uma compreensdo mais abrangente dessa dindmica,
recomenda-se que estudos futuros incluam o monitoramento da parasitemia em intervalos

regulares.

4.2. Andlise morfoldgica do tabulo seminifero

Com o objetivo de avaliar o impacto da infecgdo por P. berghei ANKA sobre a
espermatogénese, foi realizada uma analise morfofisioldgica dos tdbulos seminiferos,
estruturas essenciais a producdo de gametas masculinos (LIRA NETO et al., 2016).
Parametros como altura do epitélio seminifero, diametro tubular e tamanho do limen séo
considerados indicadores sensiveis da integridade do processo espermatogénico e do
microambiente testicular, refletindo possiveis alteragGes estruturais que comprometam a
funcéo reprodutiva (LARA et al., 2018).

A andlise histologica dos testiculos corados com HE ndo revelou alteracfes
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patoldgicas evidentes nos tubulos seminiferos de animais infectados (PbA) quando
comparados ao grupo controle (Figura 4). Conforme descrito por Lara et al. (2018), os
testiculos de mamiferos em condicfes fisiolégicas normais apresentam morfologia
altamente organizada e relativamente constante. Esse padrdo foi mantido neste estudo,
indicando que a infecgdo por PbA, nas condi¢des analisadas, ndo foi suficiente para

promover alteracOes histoldgicas significativas na arquitetura testicular.

Figura 4: Comparagao histoldgica transversal dos testiculos de C. callosus nos grupos néo infectados (NI,
imagens a e b) e infectados com P. berghei ANKA (PBA, imagens c e d). Os cortes foram corados com HE
e observados em microscopio éptico com objetiva 10x. Observa-se a estrutura dos tlbulos seminiferos (TS).

Escala da imagem: 150 pm.

Por outro lado, a analise estatistica individual dos tdbulos seminiferos corados
com tricromico de Gomori revelou alteracdes morfométricas significativas em animais
infectados. Houve reducdo na altura epitelial dos tibulos seminiferos (Figura 5a), com
médias aproximadas de 140 um para o grupo controle e 118 pum para o grupo PbA.
Também foi observada diminuicéo significativa no didmetro dos tabulos (Figura 5b), com
valores médios de 438 pum (NI) e 390 um (PbA).

Em contrapartida, o diametro do limen ndo apresentou diferenca estatisticamente
significativa entre os grupos (Figura 5¢), com médias de 160 um (NI) e 150 um (PbA),

indicando que esse parametro ndo foi substancialmente afetado pela infeccéo.
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Figura 5: Representacdo grafica e microfotografica das dimensdes dos tdbulos seminiferos de C. callosus
nos grupos NI e PbA. Os graficos mostram: a) altura epitelial; b) diametro tubular; e ¢) didmetro do IGmen.
Abaixo de cada grafico, imagens ilustrativas das respectivas mensuracOes, obtidas a partir de cortes
testiculares corados com tricromico de Gomori. Os dados foram expressos como média * erro padréo da
média (SEM). Diferencas estatisticas entre os grupos foram analisadas pelo teste de Mann-Whitney (altura

epitelial) e teste T (didmetro tubular e ldmen), sendo consideradas significativas quando P < 0.05 (*).

Neste estudo, os animais nao infectados apresentaram médias de 139,36 um para
altura do epitélio germinativo, 437,23 um para diametro tubular e 158,51 pum para
didmetro do limen. Ja os animais infectados mostraram reducdes nesses parametros, com
médias de 118,51 um, 389,55 um e 152,52 um, respectivamente. Esses dados indicam
comprometimento da espermatogénese, possivelmente decorrente da infeccdo malarica,
com impacto morfolégico mensuravel.

Ao comparar os valores obtidos com a literatura, observa-se que 0s parametros
morfométricos do grupo controle sdo superiores aos relatados por Moreira et al. (2009)
em camundongos controles, cujas médias foram de 60,48 um (altura do epitélio) e 192,95
pm (diametro tubular). Franca e Russell (1998) também relatam que, na maioria dos
mamiferos, o diametro dos tabulos seminiferos varia entre 180 e 300 um, e a altura
epitelial entre 60 e 100 um. Os valores registrados neste estudo ultrapassam essas faixas.

Essa discrepancia pode ser atribuida a diversos fatores, como caracteristicas do
modelo experimental, diferencas metodoldgicas, idade dos animais, linhagens utilizadas,
condi¢es ambientais e de manejo, incluindo dieta e alojamento.

Além disso, os parametros morfométricos avaliados sdo influenciados por fatores

estruturais e funcionais como o nimero de camadas de células mioides na tdnica propria,
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0 tamanho e densidade das células de Sertoli e germinativas, bem como a producéo de
fluido seminifero. Essas varidveis apresentam consideravel variagdo entre espécies e até
mesmo entre linhagens da mesma espécie, como apontado por Paula (1999), contribuindo

para as diferencas observadas entre os dados deste estudo e os descritos na literatura.

4.3. Analise morfoldgica espermatica de patologias em animais néo infectados e
infectados por PbA

4.3.1. Cabeca e cauda

Considerando que os tubulos seminiferos sdo responsaveis pela producdo dos
espermatozoides e que alteracdes morfofisiologicas nesses compartimentos podem
refletir distarbios no processo espermatogénico (JAN et al., 2012; LIRA NETO et al.,
2016), as reducdes significativas observadas na altura do epitélio germinativo e no
didmetro tubular dos animais infectados por P. berghei ANKA indicam um possivel
comprometimento funcional desse processo. Diante disso, tornou-se pertinente investigar
a morfologia dos gametas produzidos, visto que alteracfes nesse contexto podem resultar
em espermatozoides estruturalmente andémalos e funcionalmente comprometidos
(VIEIRA et al., 2024).

Para a analise morfoldgica espermatica, foram coletados espermatozoides
diretamente da cauda do epididimo, regido terminal onde essas celulas ja deveriam se
apresentar morfologicamente maduras, com alto grau de compactacdo nuclear e
motilidade preservada (COOPER, 2010; SOARES; MACHADO-NEVES, 2020). A
escolha dessa regido teve como objetivo garantir que eventuais alteracdes observadas
fossem resultado de falhas na espermatogénese ou na maturacdo epididimaria, e ndo de
variacOes fisiologicas esperadas em estagios anteriores.

Com base na avaliacdo morfoldgica dos espermatozoides, realizada a partir das
laminas histologicas coradas com HE, foram identificadas cinco alteragcdes distintas na
cabeca dos gametas: auséncia de cabeca (apenas cauda), auséncia do gancho cefélico,

forma estreita, macrocefalia e morfologia amorfa (VIEIRA et al., 2024) (Figura 6).
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Figura 6: Imagens representativas dos tipos de patologias encontradas nas cabecas dos espermatozoides
nas laminas histolégicas com esfregaco espermatico coradas com HE. (a) normal, (b) sem cabeca, (c) sem

gancho, (d) estreita, () macrocefalica e (f) amorfa. Imagens produzidas pela autora.

Essas alteracbes morfolégicas comprometem diretamente a funcionalidade do
espermatozoide (VIEIRA et al., 2024). A analise quantitativa das anomalias na
morfologia da cabeca revelou um aumento significativo na frequéncia de
espermatozoides com cabeca estreita no grupo PbA (média: ~5,5 £ 2,5), em comparacao
ao grupo NI (média: ~0,7 £ 0,4). Em contraste, as demais alteracdes, como auséncia de
cabeca, auséncia de gancho, macrocefalia e forma amorfa, ndo apresentaram diferencas
estatisticamente significativas entre os grupos (Figura 7). Esses resultados indicam que a
infeccdo pode impactar na ocorréncia de espermatozoides com cabeca estreita, sugerindo
uma possivel instabilidade do material genético devido a defeitos na compactacdo nuclear
(KUSUMAWATI et al., 2024), interfirinfo na penetracéo na zona pellcida, na motilidade
e na entrega adequada do material genético (CHANG et al., 2017; VIEIRA et al., 2024).
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Figura 7: Tipos de alteracdes morfoldgicas na cabeca dos espermatozoides nos grupos NI e PbA. Os
parametros analisados incluem sem cabeca, sem gancho, estreita, macrocefélica e amorfa. Resultados foram
expressos como média + SEM. Diferencas estatisticas (*P<0.05) entre os grupos foram realizadas a partir

do teste Two-way ANOVA seguido do pos teste de multipla comparagéo (Bonferroni).

Diante da identificacdo de alteracdes morfoldgicas relevantes na cabeca dos
espermatozoides, foi realizada uma analise comparativa da proporcdo total de
espermatozoides com cabegas normais e patoldgicas entre os grupos. Essa abordagem
teve como objetivo avaliar se a infeccdo por P. berghei ANKA influenciava de forma
geral a incidéncia de alteracGes cefalicas. Os resultados demonstraram que o grupo NI
apresentou uma proporcdo significativamente maior de espermatozoides com cabeca
morfologicamente normal, enquanto o grupo PbA exibiu uma frequéncia
significativamente maior de anomalias cefalicas (Figura 8), reforcando o impacto

negativo da infeccdo sobre a qualidade espermatica.
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Figura 8: Quantificacdo do numero de espermatozoides com morfologia normal e com patologias na
cabeca nos grupos NI e PbA. Para esse grafico, foi avaliada apenas a cabeca dos espermatozoides, ndo
levando em consideracdo possiveis defeitos na cauda. Resultados foram expressos como média £ SEM.
Diferencas estatisticas (*P<0.05) entre os grupos foram realizadas a partir do teste Two-way ANOVA

seguido do p6s teste de multipla comparacéo (Bonferroni).

Para a analise da cauda dos espermatozoides, foram observados cinco tipos de
patologias: auséncia de cauda (somente cabeca), cauda dobrada, enrolada, somente peca

intermediaria (midpiece) e cauda fortemente enrolada (VIEIRA et al., 2024) (Figura 9).
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Figura 9: Imagens representativas dos tipos de patologias encontradas na cauda dos espermatozoides nas
laminas histolégicas com esfregaco espermatico coradas com HE. (a) normal, (b) sem cauda, (c) dobrada,
(d) enrolada, (e) midpiece e (f) fortemente enrolada. Imagens produzidas pela autora.

Segundo Touré et al. (2021), alteracdes no flagelo, como cauda dobrada, enrolada
ou curta, estdo frequentemente associadas a astenozoospermia (reducdo ou auséncia de
mobilidade), comprometendo a capacidade de fertilizacdo e contribuindo para a
infertilidade masculina. A auséncia da cauda, especialmente, esta diretamente associada
a incapacidade de locomocéo, impedindo que o espermatozoide alcance e fecunde o
Ovulo. A avaliacdo das alteracfes morfoldgicas na cauda demonstrou que a principal
anomalia observada foi a cauda dobrada, tanto no grupo NI (média: ~145 * 4) quanto no
PbA (média: ~145 £ 7). Embora o nimero de espermatozoides com cauda dobrada tenha
sido elevado em ambos 0s grupos, ndo houve diferencgas estatisticamente significativas
entre eles. As demais categorias (auséncia de cauda, apenas midpiece, cauda enrolada e
fortemente enrolada) apresentaram baixa frequéncia e ndo variaram significativamente

entre os grupos (Figura 10).
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Figura 10: Tipos de alteragdes morfolégicas na cauda dos espermatozoides nos grupos NI e PbA. Os
pardmetros analisados incluem auséncia de cauda, cauda dobrada, cauda enrolada, somente midpiece e
cauda fortemente enrolada. Resultados foram expressos como média + SEM. Diferencas estatisticas entre
os grupos foram calculadas a partir do teste Two-way ANOV A seguido do pds teste de maltipla comparagdo

(Bonferroni).

De forma anéloga a analise da cabeca, avaliou-se a proporg¢do de espermatozoides
com caudas normais e alteradas. Os animais infectados com P. berghei ANKA
apresentaram uma reducdo estatisticamente significativa no nimero de espermatozoides
com cauda morfologicamente normal, com menos de 20 espermatozoides entre os 200
analisados. Embora ambos os grupos tenham exibido alta frequéncia de alteracOes
flagelares, o grupo ndo infectado apresentou um numero significativamente menor de

espermatozoides com patologias de cauda (Figura 11).
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Figura 11: Quantificagdo do nimero de espermatozoides com morfologia normal e com patologias na
cauda nos grupos NI e PbA. Foi avaliada apenas a cauda dos espermatozoides em NI e PbA, ndo levando
em consideracdo possiveis defeitos na cabega. Resultados foram expressos como média £ SEM. Diferencas
estatisticas (*P<0.05) entre os grupos foram realizadas a partir do teste Two-way ANOVA seguido do p6s

teste de maltipla comparacédo (Bonferroni).

4.3.2. Gota citoplasmatica

Dentre os parametros avaliados, a gota citoplasmatica foi incluida por seu valor
como marcador funcional de espermiogénese, que, em condi¢des normais, é eliminada ao
longo do trajeto pelo epididimo, sobretudo antes de atingir a cauda (COOPER, 2010;
SOARES; MACHADO-NEVES, 2020). Sua persisténcia em espermatozoides maduros é
frequentemente associada a disfuncbes no processo de maturacdo celular e pode

comprometer parametros importantes da fertilidade, como motilidade e integridade
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mitocondrial (XU et al., 2013). Nesse contexto, avaliamos néo apenas a presenca da gota,
mas também sua localizacao (proximal, distal ou pseudogota) (COOPER, 2010), a fim de

compreender se havia alteragcdes qualitativas nesse processo nos animais infectados PbA.

N

S

a b c

Figura 12: Imagens representativas dos tipos de gotas citoplasmaticas encontradas na cauda dos
espermatozoides nas laminas histoldgicas com esfregaco espermatico coradas com HE. (a) distal, (b)

proximal e (c) pseudogota.

Os resultados demonstraram que, nos dois grupos experimentais (NI e PbA), as
localizagdes mais frequentes da gota citoplasmatica foram as regides distal e pseudogota,
sendo a porcao proximal a menos observada (Figura 13). De acordo com Cooper (2010)
e Soares e Machado-Neves (2020), o trajeto normal da gota durante a espermiogénese
envolve sua migracdo da porcdo proximal para a distal da peca intermediaria, até sua
eliminacdo completa no epididimo. Dessa forma, a predominancia da gota na regido distal
¢ compativel com espermatozoides préximos do final do processo de maturacédo
epididimaria. Ja a presenca de pseudogotas, estruturas aberrantes que ndo seguem 0
padrdo migratorio fisioldgico, indica uma possivel falha no processo de eliminacao
citoplasmatica, associada a disfun¢bes na espermiogénese ou a alteracdo do ambiente
epididimario (XU et al., 2013; DIAZ-MIRANDA et al., 2019).
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Figura 13: Distribuicdo das localizagdes da gota citoplasmatica nos espermatozoides dos grupos NI e PbA.
Foram avaliadas as posicGes distal, proximal e pseudogota. Resultados foram expressos como média +
SEM. Diferencas estatisticas entre os grupos foram calculadas a partir do teste Two-way ANOVA seguido

do pos teste de multipla comparagéo (Bonferroni).

Além disso, foi avaliado se a presenca da gota estava associada a ocorréncia de
anormalidades morfoldgicas nos espermatozoides. A partir disso, observou-se uma
proporcao semelhante de espermatozoides com gota, independentemente de apresentarem
outras patologias ou ndo, entre 0s grupos. Foi possivel observar apenas uma tendéncia de
maior frequéncia de pseudogotas no grupo infectado (PbA) em relacdo ao controle (NI),
quando analisados em conjunto. No entanto, essa diferenga ndo alcancou relevancia
estatistica, conforme demonstrado na analise grafica (Figura 14). Por isso, mesmo que
pseudogotas em espermatozoides oriundos da cauda do epididimo (regido onde,
fisiologicamente, essa estrutura ja deveria ter sido eliminada) possam indicar um
comprometimento sutil no processo de maturacdo espermatica, nas condicGes
experimentais avaliadas, a infeccdo por P. berghei ANKA ndo foi capaz de induzir

alteracdes significativas na frequéncia ou no padrao de localizacao da gota citoplasmatica.

150
[7:]
-
3 mm NI
E 100- a T B PbA
5
a
w
Q
S 50
[=)
s
E
=
=
0- T T

normal com anormalidade

42



Figura 14: Proporcdo de espermatozoides com morfologia normal e com gota citoplasmatica nos grupos
NI e PbA. Desta vez, a proporcdo foi realizada levando em consideracéo todas as possiveis patologias de
cabeca e cauda, de maneira que o espermatozoide aqui considerado "normal™ ndo apresenta nenhuma
patologia ou anormalidade, sendo totalmente saudavel. Resultados foram expressos como média = SEM.
Diferencas estatisticas entre os grupos foram calculadas a partir do teste Two-way ANOVA seguido do pos

teste de maltipla comparagéo (Bonferroni).

4.3.3. Analise geral

Por fim, ao considerar de forma conjunta as principais anormalidades
espermaticas, incluindo alteracBes na cabeca, cauda e a presenca da gota citoplasmatica,
foi possivel identificar um prejuizo morfolégico significativo nos espermatozoides de
animais infectados com PbA. Como ilustrado na Figura 15, o grupo infectado apresentou
uma reducdo estatisticamente significativa na quantidade de espermatozoides
morfologicamente normais quando comparado ao grupo controle. Paralelamente, no
grupo controle foi observado um nimero significativamente menor de espermatozoides
com pelo menos uma anomalia estrutural, evidenciando um comprometimento global na

qualidade espermatica dos animais infectados.
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Figura 15: Quantificacdo e comparacdo de espermatozoides morfologicamente normais (completamente
saudavel) e com pelo menos uma anomalia (gota citoplasmaética, alteracdo na cauda ou na cabega) em
animais NI e PbA. Resultados foram expressos como média + SEM. Diferengas estatisticas (*P<0.05) entre
os grupos foram realizadas a partir do teste Two-way ANOV A seguido do pds teste de multipla comparacdo

(Bonferroni).

Esses achados indicam que a infeccdo por P. berghei ANKA afeta de maneira
abrangente a morfologia dos espermatozoides de C. callosus, possivelmente interferindo

em multiplos processos fisioldgicos relacionados & espermatogénese e a maturagdo
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epididiméria. A reducdo do nimero de espermatozoides morfologicamente integros,
associada ao aumento de formas anormais na cabeca, cauda e presenca de gota
citoplasmética, sugere um comprometimento da qualidade espermética em diversos
niveis.

Mecanismos como 0 estresse oxidativo testicular, ja descrito por Ekhoye et al.
(2019) em modelos murinos infectados com Plasmodium, podem explicar parte desses
efeitos, uma vez que a peroxidacdo lipidica e a reducdo da atividade de enzimas
antioxidantes afetam diretamente a integridade das células germinativas. Além disso, a
queda nos niveis de testosterona observada nesses modelos reforca a hipGtese de
disfuncdo do eixo hipotalamo-hipéfise—gonadal, condicdo que compromete tanto a
producdo quanto a maturacgdo espermatica (RAJI et al., 2006; EKHOYE et al., 2019).

Outros fatores sistémicos, como o estresse térmico causado por febre elevada
(ABDELHAMID et al., 2019) e a hipdxia testicular decorrente da anemia (LI et al., 2021;
ISLAM et al., 2023), também devem ser considerados como possiveis contribuidores para
a piora dos parametros espermaticos observados. Por fim, a modulacdo imunologica
induzida por hormdnios sexuais masculinos, conforme discutido por Aguilar-Castro et al.
(2022), pode influenciar a severidade da infeccdo e seus efeitos sobre a funcéo

reprodutiva masculina.

5. CONCLUSAO

Os resultados deste estudo demonstraram que a infeccdo por P. berghei ANKA
compromete significativamente a morfologia espermatica e a integridade dos tubulos
seminiferos em C. callosus, mesmo na auséncia de alteragdes histopatoldgicas evidentes.
As reducdes observadas na altura do epitélio germinativo e no didmetro tubular,
associadas ao aumento de anomalias morfoldgicas em cabeca, cauda e presenca de gota
citoplasmatica, indicam prejuizos na espermatogénese e na maturacdo epididimaria.

Essas alteracdes sugerem que a malaria pode impactar negativamente a fertilidade
masculina, possivelmente por mecanismos multifatoriais, incluindo estresse oxidativo
testicular (EKHOYE; ALOAMAKA; NWANGWA, 2019), disfuncdes hormonais com
reducdo da testosterona e do eixo hipotalamo-hipéfise-gonadal (RAJI;
AKINSOMISOYE; AZEEZ, 2006; EKHOYE; ALOAMAKA; NWANGWA, 2019),
estresse térmico decorrente da febre (ABDELHAMID et al., 2019), hipdxia testicular
causada pela anemia (ISLAM; DHAR; RAHMAN, 2023; LI et al., 2021) e modulacao
imunoldgica influenciada pelos horménios sexuais (AGUILAR-CASTRO et al., 2022).
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Os achados reforcam a importancia do estudo dos efeitos sistémicos da infeccéo
malarica, especialmente sobre o sistema reprodutor masculino, ainda pouco explorado na
literatura. Dessa forma, o modelo experimental com C. callosus se mostra promissor para
a investigacdo dos efeitos da malaria sobre a fisiologia reprodutiva, contribuindo para a
compreensdo de possiveis consequéncias subestimadas da doenca.

Estudos futuros devem n&o apenas aprofundar os mecanismos moleculares
envolvidos, mas também avaliar se as alteragdes morfoldgicas observadas de fato
comprometem a fertilidade funcional. Ainda ndo se sabe se essas anomalias espermaticas

interferem significativamente na capacidade reprodutiva dos individuos afetados.
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