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Presenca de formas amastigotas de Leishmania chagasi
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do Sul, Cidade Universitaria, Caixa Postal 549, Campo Grande, MS 79070-900, Brazil.
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Visceral leishmaniasis (VL) is a zoonosis caused by Leishmania (Leishmania) chagasi.
Canine visceral leishmaniasis (VLC) is most important. The infection occurs usually between
the invertebrate host and vertebrate host; however, transmission in the absence of the
vector has been reported. The aim of this study was to identify the presence of amastigote
forms, quantify the leucocyte cells and to estimate the presence (odds ratio) of the amastigotes
in the reproductive tract of dogs serologically positive with and without clinical signs. Sexually
mature Mongrel dogs, serologically tested to VLC (symptomatic, n=25; asymptomatic, n=25),
were used. After euthanasia, testes, epidydimal (caput, corpus and cauda) and prostate
gland fragments (randomized) were recovered and impressed on slides. Twenty animals
serologically negative and asymptomatic were used as control group. Samples of spleen
were included as parasitological positive controls. Lymphocyte percentages were higher
(P<0.05) in the corpus and caudal region of epididymis, similar to the testes in the symptomatic
group. Macrophage percentage was higher (P<0.05) in the corpus and caudal epididymis
regions. The presence of amastigote forms was associated with different regions of the
reproductive tract. In the symptomatic group, the variation was between 0.50 and 0.80, and
in the symptomatic between 0.79 and 0.95. The odds ratio for amastigote forms in the
testicle of the symptomatic dogs was 6.5 in relation to asymptomatic dogs. The results
demonstrate the epidemic potential of venereal transmission of the disease, specifically in
areas where control programs of VLC do not consider this transmission route.

INDEX TERMS: Visceral leishmaniasis, Leishmania, leucocytes, epidydimis, testis, dogs.

RESUMO.- A leishmaniose visceral (LV) € uma zoonose
causada pelo protozoario Leishmania (Leishmania) chagasi.
A leishmaniose visceral canina (LVC) é a doenca de maior
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relevancia zoondtica. Usualmente, a infecgao ocorre entre
um hospedeiro invertebrado para um hospedeiro vertebra-
do, entretanto, a transmissao na auséncia do vetor ja é
conhecida. O objetivo principal deste estudo foi identificar
a presenca de formas amastigotas, quantificar as células
leucocitarias, estimar o risco relativo da presenca de for-
mas amastigotas no aparelho reprodutivo de caes sorolo-
gicamente positivos com e sem sinais clinicos. Para isso,
foram utilizados cées sem raca definida, sexualmente
maduros e testados sorologicamente para LVC (com si-
nais clinicos, n=25; sem sinais clinicos, n=25), que apds
eutanasia, tiveram fragmentos de testiculo, epididimo (ca-
beca, corpo e cauda) e glandula prostatica (selecionados
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ao acaso) impressos em laminas. Um grupo de 20 cas
sorologicamente negativos e sem sinais clinicos foi usado
como controle. Amostras do baco foram incluidas como
controle parasitoldgico positivo. O percentual de linfocitos
foi superior (P<0,05) no corpo e cauda do epididimo, as-
sim como no testiculo. Macréfagos foram superiores
(P<0,05) apenas nas regides do corpo e cauda epididimais.
A presenca de amastigotas correlacionou-se entre as dis-
tintas regides do aparelho reprodutivo. Nos sintomaticos
variaram entre 0,50 a 0,80 e entre 0,79 a 0,95 nos assinto-
maticos. A presenca de amastigotas no testiculo dos caes
sintomaticos foi 6,5 vezes superior aos caes assintomati-
cos. Os resultados obtidos demonstram o potencial epide-
mioldgico da transmissao venérea da doencga, principal-
mente em areas onde os programas de controle da LVC
nao consideram esta forma de transmissao, que pode ser
importante em populac¢des caninas nao esterilizadas.

TERMOS DE INDEXAQAO: Leishmaniose visceral canina,
Leishmania, leucécitos, epididimo, testiculo.

INTRODUCAO

A leishmaniose visceral (LV) € uma zoonose causada pela
Leishmania (Leishmania) chagasi (Deane & Deane 1962).
A leishmaniose visceral canina (LVC) é a doenca de maior
relevancia zoondtica causada por um protozoario que afe-
ta humanos e caes na Europa e América Latina (Desjeux
2004) e um sério problema de saude publica (Tesh 1995,
Franca-Silva et al. 2003). Essa doencga é endémica em 88
paises e aproximadamente 90% dos casos mundialmente
notificados ocorrem em Bangladesh, Brasil, India, Nepal e
Sudao (WHO 2003). O Brasil é responsavel por 90% dos
casos de LV no continente americano (Monteiro et al. 1994).

A LVC pode apresentar-se desde uma forma assintoma-
tica até uma doenca sistémica, muitas vezes levando o
cao a morte. A partir da infecgao cuténea localizada, o para-
sita pode se disseminar pela via linfatica ou pelos vasos
sanguineos, infectando macréfagos da medula 6ssea, lin-
fonodos, figado e bago, assim como nos rins e trato gastro-
intestinal (Tryphomas et al. 1977, Keenan et al. 1984). Inici-
almente, os sinais clinicos sdo linfadenomegalia superficial
generalizada, edema de membros e dermatite esfoliativa,
inicialmente periorbital e nasal, e posteriormente dissemi-
nada, caracterizada por alopecia, descamagéo e onicogrifose.
Outros sinais como febre, apatia, diarreia, emagrecimento
progressivo, hepatomegalia, esplenomegalia, hiperceratose,
ulceragdes cutaneas, particularmente no focinho e orelha, e
ceratoconjuntivite sao frequentes, apesar de nao estarem
presentes em todos os casos (Genaro et al. 1988, Dias et
al. 1999). De acordo com os sinais clinicos, Mancianti et al.
1988 classificou os caes infectados em: sintomaticos, aque-
les que apresentam mais de trés sinais clinicos;
oligossintomaticos, de um a trés sinais clinicos e assinto-
maticos sem nenhum sinal clinico.

O cao é considerado o reservatdrio mais importante da
LV (Moreno & Alvar 2002). A transmissao do agente é feita
por varias espécies de flebotomineos. No Brasil, os insetos

responsaveis pela transmissao séo do género Lutzomyia
(Galati et al. 1997). Usualmente, a infecgéo ocorre entre um
hospedeiro invertebrado para um hospedeiro vertebrado,
entretanto, a transmissao na auséncia do vetor ja é conhe-
cida (Marsella & Gopegui 1998). Um caso de transmisséao
direta através de transfusao sanguinea ja foi documentado
emum cao (Owens et al. 2001). Recentemente, Silva et al.
(2009) comprovaram que a Leishmania chagasi pode ser
sexualmente transmissivel de cades machos naturalmente
infectados para fémeas susceptiveis na auséncia do vetor
bioldgico. No entanto, embora haja essa perspectiva no céo,
poucos estudos tém evidenciado aspectos ligados a
patogenia e manifestacéo clinica da LVC a partir da frequ-
éncia das formas amastigotas e resposta leucocitaria no
aparelho reprodutivo e fluidos seminais.

O objetivo deste estudo foi identificar a presenga de
formas amastigotas, quantificar as células leucocitarias e
estimar o risco relativo da presenca de formas amastigo-
tas no aparelho reprodutivo de caes com LVC com ou sem
sinais clinicos.

MATERIAL E METODOS

Animais

Foram utilizados 70 caes machos sexualmente maduros,
sem raca definida, preliminarmente testados por meio de exa-
me soroldgico para detec¢do de anticorpos anti-Leishmania,
através do ensaio de imunoadsorgéo enzimatica (ELISA)* e da
reagdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI, 1:40) provenien-
tes do Centro de Controle de Zoonoses do municipio de Cam-
po Grande, MS (20° 262 343 S, 54° 382 453 W).

Os cées foram divididos em trés grupos, de acordo com a
classificagdo de Mancianti et al. (1988): Grupo 1 (n=25) soro-
logicamente positivos, sintomaticos; Grupo 2 (n=25) sorolo-
gicamente positivos, assintomaticos e Grupo 3 (n=20) sorolo-
gicamente negativos/controle, sem sinais clinicos. Este ex-
perimento foi aprovado pelo Comité de Etica para uso de
animais da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (Proto-
colo 203/2009).

Exame citolégico

Apos eutanasia, foram colhidos fragmentos de testiculo, epi-
didimo (cabeca, corpo e cauda), prostata e bago para realiza-
¢ao de impressdes em lamina. As laminas foram fixadas em
metanol e coradas pelo método Pandtico (ciclohexadieno 0,1%,
azobenzenosulfénicos 0,1% e fenotiazina 0,1%)® e avaliadas
em microscopio de campo claro sob 40x. As impressoes citold-
gicas foram usadas para estimar a frequéncia, tipo de leucdécitos
e células de descamacao nas diferentes regides do aparelho
reprodutivo, mediante leitura de 20 campos/lamina escolhidos
ao acaso. A presenca ou a auséncia de amastigotas foi determi-
nada em microscopia de campo claro sob imersdo (100x) nos
diferentes segmentos do aparelho reprodutivo. As amostras do
baco foram utilizadas como controle parasitoldgico positivo.

4 Bio-Manguinhos - Fundagéo Oswaldo Cruz, Av. Brasil 4365, Rio de
Janeiro, RJ.
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Janeiro, RJ.
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Analise estatistica

A frequéncia das formas amastigotas entre os grupos e nos
diferentes segmentos avaliados foi comparada pelo teste do
Qui-quadrado (tabelas de contingéncia, P<0,05). A compara-
cao do perfil leucocitario e de células de descamacao entre
regides do aparelho reprodutivo e grupos experimentais foi
realizada pela analise de variancia e o modelo linear
multivariado (teste de Duncan, P<0,05), considerando os efei-
tos principais e interagéo (regides x grupos). A associagdo da
presenca das formas amastigotas entre regides do aparelho
reprodutivo e bago foi estimada pela andlise da correlagéo
(modelo binario proximidade entre variaveis, método simple
matching). A taxa de risco (odds ratio) para o aparecimento de
amastigotas em diferentes segmentos do aparelho reprodutivo
entre sintomaticos e assintomaticos foi estimada pela analise
de regressao logistica multipla (Ayres et al. 2005).

RESULTADOS

A presenca de formas amastigotas de Leishmania foi iden-
tificada nas diferentes regides do aparelho reprodutivo
(Fig.1). O percentual da presencga ou auséncia de formas
amastigotas entre os grupos de cées sorologicamente po-

k

Fig.1. Formas amastigotas de Leishmania chagasi em cées
sorologicamente positivos (ELISA e RIFI). (A) Impressao
de testiculo; (a) cabeca espermatica. (B) Impresséao de epi-
didimo; (b) espermatozdide. (setas indicam formas amasti-
gotas). Coloragdo Pandtico, obj.100x.
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Fig.2. Frequéncia de formas amastigotas no aparelho reprodutivo
de caes sorologicamente positivos para LVC de acordo com
manifestacao clinica (* P<0,05 entre caes positivos).
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Fig.3. Frequéncia de formas amastigotas nas diferentes regides
do aparelho reprodutivo de céaes sorologicamente positivos
para LVC de acordo com a manifestagao clinica (* P<0,05).

sitivos com e sem manifestagéo clinica da LVC e entre as
diferentes regides do aparelho reprodutivo estao represen-
tados nas Figuras 2 e 3.

O perfil leucocitario e das células de descamacao en-
tre os grupos experimentais e em cada regiao do aparelho
reprodutivo esta representado na Figura 4. Houve diferen-
c¢a significativa (P<0,05) entre grupos e entre regides do
aparelho reprodutivo.

A analise de proximidade para a presenca de formas
amastigotas entre o baco e as diferentes regides do apare-
Iho reprodutivo dos cées sorologicamente positivos sinto-
maticos e assintomaticos para LVC, esta demonstrada na
Figura 5. Para o grupo de caes assintomaticos verificou-
se valores maiores entre o bago e o aparelho reprodutivo.

A analise de regressao logistica multipla e odds ratio
estdo demonstrados no Quadro 1 e o modelo foi significa-
tivo para todas as regides estudadas e importantes para a
presenca de amastigotas nos caes sintomaticos. Porém,
o testiculo foi 0 6rgdo que apresentou a maior taxa de
risco (P<0,05) quanto a presencga de formas amastigotas
nos caes sorologicamente positivos e sintomaticos (odds
ratio=6,51) com probabilidade estimada para a presenca
de amastigotas de 69,4%. Nas outras regides estudadas
as taxas de risco foram inferiores.
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Fig.4. Perfil leucocitario e células de descamacéo nas diferentes regides do aparelho reprodutivo
de caes sorologicamente positivos para LVC de acordo com manifestagéo clinica e grupo
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Fig.5. Associacao da presenca de formas amastigotas entre o
baco e as diferentes regides do aparelho reprodutivo em
caes sorologicamente positivos para LVC, de acordo com
a manifestacdo clinica. *Matriz de proximidade estimada
pelo método binario, medida simple matching.

DISCUSSAO

Os resultados desse estudo demonstraram que o aparelho
reprodutivo de caes sorologicamente positivos para LVC
pode ser um reservatorio para formas infectantes. Na cau-

da do epididimo e nos testiculos houve maior prevaléncia
de amastigotas nos caes que apresentavam sinais clini-
cos da doenga, como previamente descrito (Diniz et al.
2005). A manifestacao clinica da leishmaniose estd na
dependéncia da carga parasitaria, considerando o numero
de formas para cada 1.000 nucleos de células. Isto de-
monstra, em parte, as diferencas encontradas entre caes
com variagao na sintomatologia clinica (Reis 2001,
Giunchetti et al. 2006, 2008, Reis et al. 2006) e possivel-
mente nas distintas regides do aparelho reprodutivo como
observado neste estudo.

Paralelamente a presenca das amastigotas, verifica-
ram-se alteracdes no perfil leucocitario com valores maio-
res para o grupo de caes sintomaticos. Embora néo se
tenha estimado les@es histopatoldgicas, os perfis encon-
trados sugerem que haja, no minimo, respostas diferenci-
adas em ambientes diferentes frente as formas amastigo-
tas, caracterizados pelo maior nimero de neutréfilos, ma-
crofagos e linfocitos. Por outro lado, é possivel que tenha
havido resposta inflamatdria em decorréncia da carga pa-
rasitaria localizada no aparelho reprodutivo. Segundo Diniz
etal. (2005), a frequéncia e a intensidade das les6es infla-

Quadro 1. Estimativa para taxa de risco (odds ratio)* para a presenca
de amastigotas de Leishmania chagasi em diferentes regioes do
aparelho reprodutivo de caes sorologicamente positivos sintomaticos

Regiao Coeficiente EP 4 p-valor OR IC 95%
Cabeca do epididimo 0,1779 1,06 0,17 0,867 1,19 0,15-9,53
Corpo do epididimo 0,1471 0,98 0,15 0,8811 1,16 0,17-7,95
Cauda do epididimo 1,1190 0,98 1,14 0,2551 3,06 0,45-21,04
Testiculo 1,8727 0,67 2,78 10,0055 6,51 1,73-24,40
Préstata 0,8177 1,08 0,76 0,4472 2,27 0,27 — 18,66

*Andlise de regressao logistica multipla
[LogitPi=1,052+(0,178X,)+(0,147X,)+(1,119X3)+(1,873X,)+(0,818X;)]; x2= 12,22;
GL=5; P=0,0318.
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matorias no testiculo estdo correlacionadas com a mani-
festacao clinica da doenga, ja que o nimero de amastigo-
tas no testiculo aparentemente atua como fator desenca-
deante da resposta inflamatdria. Nos testiculos dos caes
sintomaticos, houve maior frequéncia de linfécitos demons-
trando uma resposta imune local. A habilidade do testicu-
lo em proteger as células germinativas auto-antigénicas
do sistema imune tem considerado o testiculo como um
local imunologicamente privilegiado. A imunotolerancia no
testiculo é amplamente conhecida com base no fato de
que as células de Sertoli separam mecanicamente todas
as células germinativas (auto-antigenos) por meio da bar-
reira hematotesticular (De Cesaris et al. 1992). O tecido
intersticial é rico em macréfagos que expressam MHC de
classe ll, linfocitos T e B, presentes na rete testis e ducto
eferente, além da grande area ocupada pelos vasos linfati-
cos e capilares sanguineos, facilitando a migracao de cé-
lulas de defesa (Hedger 1997, Setchell & Breed 2006).
Portanto, a atividade imunocelular do testiculo pode con-
tribuir para a susceptibilidade a infeccao, explicando des-
sa forma o alto percentual de caes sorologicamente positi-
vos que apresentaram formas amastigotas neste érgéo,
associado ao perfil leucocitario diferenciado.

Processos inflamatérios pré-existentes podem recrutar
macrofagos contendo Leishmania, como no caso da epidi-
dimite (Diniz et al. 2005). Na cabeca, corpo e cauda do
epididimo ha notadamente migragao de células imunocom-
petentes, que normalmente situam-se na base do epitélio
e se deslocam para o lumen (Serre & Robaire 2002). No
entanto, fatores que levam ao aumento da prevaléncia
destas células e a resposta imune celular local neste 6r-
gao, frente & complexidade da resposta imune sistémica a
LVC néo séo totalmente conhecidos (Hedger & Hales 2006).
Neste estudo, o perfil leucocitario encontrado nos caes
com sintomatologia para LVC sugere maior transmigracéo
de neutrdfilos, macroéfagos e linfécitos para o limen dos
segmentos epididimais avaliados (Fig.4). Dessa forma, é
possivel que a presenca de amastigotas esteja de acordo
com a maior ocorréncia dessas células nestes 6rgaos do
aparelho reprodutivo. Ambos os perfis observados no tes-
ticulo e epididimo indicam que nesse grupo de caes ha
uma resposta imune mais demorada, caracteristica de
casos crénicos com alta parasitemia (Reis et al. 2009). Na
prostata, o perfil leucocitario ndo apresentou diferencas
significativas entre os grupos avaliados, incluindo o grupo
controle. Esses resultados demonstram que ndo ha asso-
ciacdo entre o perfil leucocitério e a presenca de formas
amastigotas neste 6rgao.

Além dos aspectos associados a frequéncia e distribui-
cao dos leucdcitos nos diferentes érgaos do aparelho
reprodutivo, associou-se a presenca ou auséncia de formas
amastigotas com o baco, érgao considerado como controle
parasitolégico positivo. Essa metodologia permitiu estimar o
nivel de proximidade a partir da constatagao da presenca
das formas infectantes. A vantagem desse método resume-
se na nao exigéncia de pressuposicao inicial quanto a distri-
buicao de probabilidades dos dados (Everrit 1974). Assim, foi

Pesq. Vet. Bras. 31(0):00-00, ooooo 2011

possivel teridéia do grau de dependéncia dos diferentes seg-
mentos em relagéo ao bag¢o de acordo com a sintomatologia
clinica. O grupo de caes sorologicamente positivos sintoma-
ticos apresentou baixa proximidade entre bago e os érgaos
avaliados, exceto para o testiculo e préstata. Ja no grupo de
caes sorologicamente positivos assintomaticos a associa-
¢ao entre bago e demais 6érgaos avaliados foi alta, principal-
mente entre cabeca e cauda do epididimo e préstata (Fig.5).
As diferencas encontradas sugerem que ha independéncia
entre o parasitismo do bago com o percentual de positividade
para a presenca de formas amastigotas no aparelho
reprodutivo e as varia¢des no perfil leucocitario dessas regi-
Oes. Por outro lado, no testiculo dos caes sintomaticos, a
proximidade moderada com o baco (0,64) demonstra nova-
mente a importancia desse 6rgao na manutencao de formas
amastigotas nos casos de LVC. Essa importancia é reitera-
da pela taxa de risco estimada na ordem de 6,5 vezes supe-
rior em relacéo aos cédes assintomaticos, com probabilidade
de aproximadamente 69% de ocorréncia das formas infec-
tantes no testiculo quando ha presenca de sinais clinicos.

Os resultados deste estudo demonstram que ha varia-
¢bes no perfil leucocitario entre caes sintomaticos e as-
sintomaticos para LVC associadas a presenca natural de
formas amastigotas nos fluidos e nas diferentes regides
do aparelho reprodutivo. Adicionalmente, os testiculos
podem ser importantes na manutencao de formas infec-
tantes no organismo ou na disseminagéo para os segmen-
tos extragonadais. Apesar da transmissao pelo vetor bio-
I6gico ser a mais importante e conhecida rota de transmis-
séo, os resultados obtidos reforcam o potencial epidemio-
I6gico da transmissao venérea da doenca, principalmente
em areas de ocorréncia endémica da LVC, onde os progra-
mas de controle ndo consideram esta forma de infeccéo,
que podem ter um impacto significante particularmente no
Brasil, pais em que a maior parte da populagédo canina nao
é esterilizada.
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