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RESUMO 

 

A leishmaniose visceral (LV) causada pelo protozoário Leishmania infantum é uma 
zoonose, de ampla distribuição mundial. O cão doméstico é a principal fonte de 
infecção para o flebotomíneo, sendo o fator de risco mais importante para infecção 
humana. A transmissão geralmente ocorre pela picada de flebotomíneos infectados, 
porém a transmissão por via vertical e por transfusão sanguínea já foi comprovada 
em cães, sendo a transmissão venérea potencial nesses animais. Recentemente, 
iniciou-se uma epidemia de LV em cães e humanos no município de Barra Mansa, 
estado do Rio de Janeiro. Entretanto, não se sabe se além da transmissão vetorial, 
outras formas de transmissão possam estar ocorrendo, como a venérea e/ou 
vertical, o que poderia estar contribuindo para o elevado número de casos caninos 
nesse município. Portanto, os objetivos desse estudo foram verificar a ocorrência de 
L. infantum no trato genital e glândula mamária feminina, avaliar a carga parasitária 
e identificar as lesões associadas a esse protozoário em cães naturalmente 
infectados. Com essa finalidade, foi utilizada uma amostra de conveniência de 40 
cães, 20 machos e 20 fêmeas não castrados, provenientes do município de Barra 
Mansa, soropositivos para Leishmania e com isolamento de L. infantum. Amostras 
teciduais de órgãos do trato genital e glândula mamária foram fixadas em formol a 
10% e depois processadas para emblocamento em parafina. Cortes histológicos 
com cerca de 5 m foram processados pelas técnicas de imuno-histoquímica, 
histopatologia e hibridização in situ. O líquido seminal foi aspirado por meio de 
seringa e agulha estéreis de ambos os epidídimos e submetidos à cultura 
parasitológica. No trato genital, 34 (85%) cães, 18 machos e 16 fêmeas, foram 
positivos para Leishmania em pelo menos uma das técnicas de diagnóstico 
utilizadas. Foi isolado L. infantum pela primeira vez no líquido seminal e útero de 
cães naturalmente infectados. A carga parasitária e a intensidade da reação 
inflamatória nos machos foi mais intensa no prepúcio e glande e nas fêmeas, na 
vulva. Além da inflamação, foi observado no testículo degeneração, atrofia, ausência 
de espermatogênese e necrose. Mamite esteve presente em todas as cadelas e foi 
descrito pela primeira vez a presença de formas amastigotas na glândula mamária, 
as quais também foram observadas no interior de macrófagos dos seios lactíferos, 
indicando a possibilidade de eliminação pelo leite. O elevado envolvimento do trato 
genital de cães com LV sugere a possibilidade de transmissão venérea bidirecional e 
também vertical na área estudada. 
 
Palavras-chave : 1.Trato genital. 2. Glândula mamária 3. Leishmania infantum. 4. 
Cães. 5. Transmissão venérea. 6. Imuno-histoquímica. 7. Histopatologia. 8. 
Hibridização in situ. 
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ABSTRACT 

 
Visceral leishmaniasis (VL) caused by Leishmania infantum is a zoonosis of 
worldwide distribution. The domestic dog is the main source of infection for the 
sandfly, being the most important risk factor for human infection. Transmission 
usually occurs through the bite of infected sandflies, but the vertical transmission and 
transmission via blood transfusion has been proven in dogs, with the venereal 
transmission being potential in these animals. Recently, began a LV epidemic in 
dogs and humans in Barra Mansa, Rio de Janeiro State. However, it is unclear 
whether in addition to vector transmission, other forms of transmission may be 
occurring, such as venereal and / or vertical, which could contribute to the high 
number of canine cases in this municipality. Therefore, the objectives of this study 
were to verify the occurrence of L. infantum in the genital tract and female mammary 
gland, evaluate the parasite load and identify the lesions associated with this 
protozoa in naturally infected dogs. For this purpose, a convenience sample was 
used of 40 dogs was used, 20 males and 20 females unneutered from the Barra 
Mansa, which were seropositive by Leishmania and with isolation of L. infantum. 
Tissue samples of genital tract organs and mammary gland were fixed in 10% 
formalin and then processed for paraffin embedding. Histological sections with about 
5µm were processed by immunohistochemical, histopathology and in situ 
hybridization techniques. The seminal fluid was aspirated through sterile syringe and 
needle from both epididymis and submitted to parasitological culture. In the genital 
tract 34 (85%) dogs, 18 males and 16 females, were positive by Leishmania in at 
least one of diagnostic techniques. L. infantum was isolated for the first time in the 
seminal fluid and uterus of naturally infected dogs. The parasite load and the 
intensity of the inflammatory reaction in males was more intense in the prepuce and 
gland and females, the vulva. In addition to inflammation, in testis was observed 
degeneration, atrophy, absence of spermatogenesis and necrosis. Mastitis was 
present in all dogs and was first described the presence of amastigotes in the 
mammary gland, which were also observed within macrophages of lactiferous sinus, 
indicating the possibility of eliminating the milk. The high involvement of the genital 
tract of dogs with LV suggests the possibility of bidirectional and also vertical 
venereal transmission in this area. 
 
Keywords:  1. Genital Tract. 2. Mammary gland. 3. Leishmania infantum. 4. Dogs. 5. 
Venereal transmission. 6. Immunohistochemical. 7. Histopathology. 8. In situ 
hybridization. 
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1. INTRODUÇÃO  

 

 

1.1 LEISHMANIOSES 

 

 

          As leishmanioses são consideradas primariamente como uma 

antropozoonose, podendo acometer o homem quando este entra em contato com o 

ciclo de transmissão do parasito e representam um problema de saúde pública, 

composto por um complexo de doenças com importante espectro clínico e 

diversidade epidemiológica (Ministério da Saúde, 2010a). 

           A Organização Mundial da Saúde (WHO, 2010) estima que 350 milhões de 

pessoas estejam expostas ao risco de contrair as leishmanioses, com registro 

aproximado de dois milhões de novos casos das diferentes formas clínicas ao ano 

no mundo. 

Protozoários do gênero Leishmania, incluindo aproximadamente 30 espécies 

de parasitos que infectam seres humanos e animais são os agentes etiológicos das 

leishmanioses (Gramiccia; Gradoni, 2005; Bañuls et al., 2007; WHO, 2010). Nas 

Américas, de acordo com a espécie envolvida as leishmanioses se subdividem em 

leishmaniose tegumentar americana e leishmaniose visceral americana (Ministério 

da Saúde, 2010b). 

 

 

1.1.1 Classificação taxonômica 
 

 

Os agentes etiológicos das leishmanioses pertencem ao reino Protista, sub-

reino Protozoa, filo Sarcomastigophora, sub-filo Mastigophora, classe 

Zoomastigophorea, ordem Kinetoplastida, sub-ordem Trypanosomatina, família 

Trypanosomatidae e gênero Leishmania (Ministério da Saúde, 2006). 

Os parasitos do gênero Leishmania são classificados nos subgêneros 

Leishmania (por exemplo, L. infantum, L. donovani, L. tropica, L. major, L. mexicana) 

que replicam no intestino médio e Viannia (por exemplo, L. braziliensis, L. 
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peruviana), que replicam no intestino posterior de flebotomíneos (Lainson; Shaw, 

1987). Cerca de 20 espécies são consideradas patogênicas para o homem (Ashford 

et al., 2000; Bañuls et al., 2007) e 11 foram isoladas de cães, incluindo L. infantum 

(Sin. L. chagasi), L. donovani, L. tropica, L. major, L. arabica, L. amazonensis, L. 

mexicana, L. braziliensis, L. peruviana, L. colombiensis e L. panamensis (Delgado et 

al., 1993; Dereure et al., 1994; Noli, 1999; Dantas-Torres, 2007; Tolezano et al., 

2007).  

 

 

1.2 LEISHMANIOSE VISCERAL CANINA  

 

 

A espécie mais incriminada e bem caracterizada na infecção canina e 

causadora da leishmaniose visceral americana, conhecida também como 

leishmaniose visceral canina (LVC), ou calazar é a L. infantum, que pertence ao 

complexo L. donovani (Bañuls et al., 2007) e geralmente apresenta uma evolução 

crônica, com acometimento sistêmico (Ministério da Saúde, 2006; Maia; Campino, 

2012).  

Na área urbana, o cão (Canis familiaris) é o principal reservatório de L. 

infantum, pois apresenta intenso parasitismo cutâneo, estreito contato com o homem 

e serve, principalmente, de fonte de alimento, atraindo a presença do flebotomíneo 

transmissor. O vetor face às condições ambientais como temperatura, umidade e 

presença de matéria orgânica tem condições de se manter, facilitando a transmissão 

para outros animais e para o homem (Molina et al., 1994; Giunchetti et al., 2006; 

WHO, 2010). Devido à importância do cão no ciclo da leishmaniose visceral (LV), o 

Ministério da Saúde (2006) preconiza de acordo com a Portaria Interministerial n° 

1.426 de 11 de julho de 2008, a eutanásia do cão infectado por L. infantum, sendo 

proibido o tratamento dos mesmos, pois aumentaria o risco para seleção de 

parasitas resistentes ao medicamento que também é utilizado no tratamento 

humano (Ministério da saúde, 2012).  

Além disso, a enzootia canina tem precedido a ocorrência de casos humanos 

e a infecção em cães tem sido mais prevalente do que no homem (Camargo-Neves 

et al., 2001; Ministério da Saúde, 2006).  
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No ambiente silvestre, os reservatórios são as raposas (Dusicyon vetulus e 

Cerdocyon thous) e os marsupiais (Didelphis albiventris) (Ministério da Saúde, 

2006). 

 

 

1.2.1 Transmissão vetorial 
 

 

A principal forma de transmissão do parasito para o homem, cães e outros 

hospedeiros mamíferos é através da picada de fêmeas de dípteros da família 

Psychodidae, sub-família Phebotominae, conhecidos genericamente por 

flebotomíneos. O flebotomíneo Lutzomyia longipalpis é o principal vetor biológico do 

protozoário L. infantum no Brasil (Gontijo; Melo, 2004; Ready, 2013).  

A infecção do vetor ocorre quando as fêmeas ingerem macrófagos 

parasitados por formas amastigotas da Leishmania, durante o repasto sanguíneo. 

Ao atingir o trato digestivo anterior ocorre o rompimento desses macrófagos, com 

posterior liberação das formas amastigotas. Estas se reproduzem por divisão binária 

e diferenciam-se para formas flageladas denominadas de promastigotas, que 

também se reproduzem por divisão binária. As formas promastigotas transformam-

se então em paramastigotas, que por sua vez colonizam o esôfago e a faringe do 

vetor, onde permanecem aderidas ao epitélio pelo flagelo, até que se diferenciem 

nas formas infectantes, as promastigotas metacíclicas (Ministério da Saúde, 2006). 

Após o término do ciclo do parasito no vetor, que dura em torno de 72 horas, 

as fêmeas parasitadas ao realizarem um novo repasto sanguíneo em um hospedeiro 

vertebrado, liberam as formas promastigotas metacíclicas juntamente com a saliva. 

Na derme do hospedeiro vertebrado, estas formas são fagocitadas por macrófagos, 

onde ficam no interior de vacúolos parasitóforos, se diferenciando em amastigotas e 

multiplicando intensamente por divisão binária até o rompimento dos macrófagos. As 

amastigotas liberadas são então fagocitadas por novos macrófagos num processo 

contínuo, ocorrendo a disseminação hematogênica. No caso das espécies 

viscerotrópicas, essa disseminação se dá principalmente para tecidos ricos em 

células do sistema mononuclear fagocitário, como linfonodos, fígado, baço e medula 

óssea (Ministério da Saúde, 2006; Ready, 2014). 
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1.2.2. Transmissão não vetorial  

 

 

Embora a LVC seja normalmente transmitida através do vetor biológico, a 

transmissão na sua ausência já é conhecida. Casos autóctones de LVC foram 

relatados nos Estados Unidos (Gaskin et al., 2002; Duprey et al., 2006), no Reino 

Unido (Harris et al., 1994), Alemanha (Naucke; Lorentz, 2012), Finlândia (Karkamo 

et al., 2014) e Guiana Francesa (Rotureau et al., 2006) onde não foi encontrado o 

vetor. Nestes casos, a transmissão vertical ou venérea foram consideradas possíveis 

vias de infecção. 

Transmissão direta através de transfusão sanguínea também já foi relatada 

(Owens et al., 2001; De Freitas et al., 2006). 

No Brasil, já foi demonstrada a primeira evidência experimental da 

transmissão venérea por L. infantum em cães na ausência do vetor biológico no 

estado de Minas Gerais (Silva et al., 2009). Além disso, há diversos relatos de 

transmissão vertical entre cadelas grávidas e seus fetos através da placenta 

(Masucci et al., 2003; Dubey et al., 2005; Rosypal et al., 2005a; Gibson-Corley et al., 

2008; Boggiatto et al., 2011).  

Em camundongos, também há relato de detecção de Leishmania em fetos e 

placentas de fêmeas infectadas experimentalmente, através da reação em cadeia da 

polimerase (PCR) (Rosypal; Lindsay, 2005). Nesse estudo, realizado na América do 

Norte, os autores também demonstraram que um, entre oito machos BALB/C livres 

de Leishmania criados com fêmeas infectadas experimentalmente, apresentaram 

DNA de Leishmania detectado no baço e o desenvolvimento de anticorpos anti- 

Leishmania sp., sugerindo que a transmissão venérea de agentes da LV também 

possa ocorrer nessa espécie, ainda que num nível baixo. 

Em humanos, a primeira evidência de que a LV poderia ser transmitida 

sexualmente foi relatada a partir de uma paciente que nunca havia saído das Ilhas 

Britânicas, onde não houve registro do vetor e nenhum relato de leishmaniose 

autóctone (Symmers, 1960). A mulher desenvolveu uma pápula genital com 

detecção de formas amastigotas nesse sítio. Seu marido havia sido diagnosticado e 

tratado para LV vários anos antes, apresentando no momento do seu diagnóstico, 

esplenomegalia, hepatomegalia e aumento generalizado de linfonodos, repletos de 
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formas amastigotas compatíveis com Leishmania sp. No sêmen, o protozoário não 

foi detectado.  

Embora raro, houve outros relatos envolvendo órgãos genitais de pacientes 

humanos com LV, incluindo a observação de amastigotas no interior de macrófagos 

obtidos por aspiração testicular em um menino com leucemia linfoblástica grave 

(Kapila et al., 1994), e detecção de L. infantum em amostra de lesão ulcerada 

nodular no prepúcio de um homem (Aste et al., 2002). 

 

 

1.2.3 Reação inflamatória associada à infecção por L. infantum em 

cães 

 

 

Protozoários do gênero Leishmania podem infectar diferentes tipos de células, 

incluindo os do sistema fagocítico mononuclear, como macrófagos e células de 

kupffer, além de células dendríticas, fibroblastos, células endoteliais, hepatócitos, 

neutrófilos, eosinófilos e células neoplásicas (Rodríguez et al., 1996; Marchal et al., 

1997; Tafuri et al., 2001; Levy et al., 2006). Dessa forma, são capazes de invadir 

quase todos os tecidos e órgãos do corpo, incluindo o sistema nervoso central 

(Viñuelas et al., 2001).  

O controle da multiplicação do parasita, a progressão da doença ou cura são 

determinadas pelo equilíbrio da resposta imune mista do tipo Th1 e Th2, que a L. 

infantum parece induzir (Baneth et al., 2008). Essa resposta mista parece ocorrer 

tanto em cães assintomáticos quanto sintomáticos, sendo prevalente nos últimos, 

nos quais eventualmente resulta em danos nos tecidos via diferentes mecanismos 

patológicos (Panaro et al., 2009). Estes mecanismos são gerados como uma forma 

de compensar, porém sem eficácia, a incapacidade dos macrófagos de destruir o 

parasito em cães susceptíveis e incluem principalmente, inflamação granulomatosa 

(por exemplo, dermatite nodular, osteomielite), deposição de complexos imunes (por 

exemplo, glomerulonefrite), e/ou a produção de autoanticorpos (Baneth et al., 2012; 

Koutinas; Koutinas, 2014). 

Na maioria dos casos, o infiltrado granulomatoso é acompanhado de um 

infiltrado linfoplasmocítico e/ou linfohistiocítico e, ocasionalmente, neutrofílico, 
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especialmente nos estágios iniciais da doença (Pinto et al., 2011; Verçosa et al., 

2012; Momo et al., 2014). 

 No geral, a variabilidade clínica e a lesão tecidual subjacente à LVC refletem 

o resultado combinado de uma imunidade celular ineficiente, que conduz a uma 

inflamação granulomatosa compensatória e uma imunidade humoral hiperativa, que 

eventualmente, resulta na deposição de complexos imunes nos tecidos alvo e/ou 

geração de autoanticorpos (Koutinas; Koutinas, 2014).  

 

 

1.2.4 Infecção natural e experimental por L. infantum e alterações 

histológicas associadas no trato genital de cães 

 

 

A infecção por L. infantum no trato genital canino está associada com 

alterações histológicas tanto em machos como em fêmeas. Em machos 

sorologicamente positivos, utilizando a técnica de histopatologia, pode ser 

observado orquite, epididimite, balanite e postite com infiltrado inflamatório do tipo 

granulomatoso, variando de focal a difuso, composto principalmente por macrófagos, 

plasmócitos e linfócitos, associados com a observação de formas amastigotas 

compatíveis com Leishmania sp. (Diniz et al., 2005). Prostatite granulomatosa 

multifocal, composta por macrófagos e plasmócitos também já foi observada pela 

histopatologia, associada com a presença de formas amastigotas de Leishmania sp. 

(Mir et al., 2012), embora outro estudo não tenha encontrado essa mesma 

associação na próstata (Benites et al., 2011).   

Na técnica de imuno-histoquímica, considerada mais sensível do que a 

histopatologia, amastigotas também já foram detectadas nos diferentes órgãos do 

trato genital masculino de cães, incluindo a próstata (Diniz et al., 2005). 

Na citologia, associação entre perfil leucocitário e presença de formas 

amastigotas já foi determinada em cães sorologicamente positivos, a partir de 

aspirado e impressões em lâmina de testículo (Benites et al., 2011; Manna et al., 

2012) e epidídimo (cabeça, corpo e cauda) (Benites et al., 2011). Nesses órgãos foi 

detectada maior frequência de macrófagos, neutrófilos e linfócitos, com predomínio 

de formas amastigotas na cauda do epidídimo e nos testículos.  
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As fêmeas, porém, de acordo com as pesquisas realizadas até o momento 

(Silva et al., 2008; Silva et al., 2009), não apresentam significativas lesões genitais 

associadas à infecção por L. infantum. Em cadelas naturalmente infectadas, apenas 

foi relatada uma dermatite vulvar de leve a moderada e uma leve vaginite, 

caracterizadas por um infiltrado de macrófagos, plasmócitos e linfócitos, sendo 

também observadas formas amastigotas no citoplasma de macrófagos pela 

histopatologia e imuno-histoquímica (Silva et al., 2008). No entanto, como o infiltrado 

inflamatório foi observado tanto na vulva e vagina de cadelas infectadas quanto nas 

não infectadas, esse dado não foi associado com a presença do parasito. Apesar de 

no útero, tubas uterinas e ovários ter sido detectado DNA de Leishmania pela 

técnica de PCR, nenhuma lesão e formas amastigotas foram observadas nas 

técnicas de histopatologia e imuno-histoquímica nesses tecidos. Com base nesses 

resultados, Silva et al. (2008) sugeriram que L. infantum não possui tropismo para o 

trato genital feminino de cães, diferente do que ocorre no trato genital de machos. 

Portanto, considerando que cães com LV apresentam formas amastigotas e 

lesões genitais associadas, sugerindo potencial transmissão venérea, Silva et al. 

(2009) comprovaram, sob condições experimentais, que tal transmissão ocorre.  

Nesse estudo, cadelas livres de Leishmania alojadas na ausência do inseto vetor e 

copuladas com cães naturalmente infectados, apresentando DNA do parasito no 

sêmen, após seis meses a última cópula soroconverteram e/ou foram positivas na 

PCR. Histologicamente, porém, somente foi observado um leve a moderado 

infiltrado, periglandular ou perifolicular composto predominantemente por linfócitos e 

plasmócitos presentes na vulva. Além disso, duas cadelas apresentaram 

endometrite, composta por linfócitos, plasmócitos e neutrófilos associada à 

hiperplasia endometrial cística glandular. Não foram observadas nas técnicas 

histológicas, presença de amastigotas nos órgãos genitais coletados (vulva, vagina, 

cérvix, cornos e corpo uterinos, tubas uterinas e ovários).   

Segundo esses autores, os resultados apresentados, juntamente com os 

anteriores (Silva et al., 2008) apoiam a hipótese de que a transmissão venérea em 

cães seja provavelmente unidirecional, de preferência a partir de machos infectados 

para as fêmeas suscetíveis. 
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1.2.5 Leishmania sp. no sêmen de cães 
 

 

A primeira evidência de eliminação de Leishmania sp. no sêmen de cães foi 

relatada por Riera e Valladares (1996). Nesse estudo, seis cães da raça beagle, 

foram experimentalmente inoculados com L. infantum e estudados. Após a 

confirmação da infecção por sorologia, exame direto e cultura do aspirado de 

linfonodos, o sêmen coletado de três cães foi submetido à cultura parasitológica, 

isolando L. infantum de um deles. 

Outros estudos relataram eliminação de Leishmania no sêmen de cães 

naturalmente infectados confirmado por PCR (Diniz et al., 2005; Silva et al., 2009), 

assim como a pobre qualidade do sêmen, caracterizada por hiperproteinemia 

seminal e baixa motilidade progressiva (Labat et al., 2010; Assis et al., 2010), 

determinando um comprometimento reprodutivo em cães com LV. 

Esses achados de Leishmania no sêmen sugerem a possibilidade de 

transmissão venérea da LVC. 

 

 

1.3 EPIDEMIOLOGIA 

 

 

As leishmanioses são consideradas doenças negligenciadas, altamente 

influenciadas por fatores sociais e ambientais e são endêmicas em 98 países e 

territórios. Os dois focos importantes, ambos causados por L. infantum, incluem a 

bacia do Mediterrâneo, Oriente Médio e Ásia ocidental, e o outro no Novo Mundo, 

predominando no Brasil (WHO, 2010; Alvar et al., 2012).  

No mundo, há uma incidência estimada de 0,5 milhões de casos de LV 

humana registrados anualmente. Mais de 90% dos casos da doença estão 

concentrados em Bangladesh, Brasil, Etiópia, Índia, Nepal e Sudão, provocando um 

número estimado de mais de 50.000 óbitos por ano, uma taxa superada, dentre as 

doenças parasitárias, apenas pela malária (WHO, 2010; Alvar et al., 2012). Além 

disso, a LVC é emergente na América do Norte (Maia; Campino, 2012). 
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Conforme a Portaria nº 104 de 25 de janeiro de 2011 a LV faz parte da lista 

das doenças de notificação compulsória, devendo ser notificada e registrada no 

Sistema Nacional de Agravos de Notificação (SINAN). 

No Brasil, entre os anos de 2007 e 2012 ocorreram 22.642 casos humanos de 

LV, confirmados e notificados no SINAN (Ministério da Saúde, 2014) e um total de 

1.345 óbitos nesse período (Ministério da Saúde, 2014a). 

O país enfrenta atualmente a expansão geográfica e urbanização da LV com 

casos humanos e caninos em várias cidades de grande e médio porte (Maia-

Elkyhoury et al., 2008; Werneck, 2008; Coura-Vital et al., 2011; Harhay et al., 2011; 

Tonini et al., 2012; Cardim et al., 2013; Castro-Júnior, 2014) , chegando a 4.992 

(n=16.529) cães positivos para Leishmania (Barata et al., 2013). 

As modificações ambientais causadas pelo homem, o desmatamento, 

ocupação desordenada das periferias das grandes cidades por população de baixa 

ou nenhuma imunidade à infecção, presença significativa do reservatório e do vetor 

L. longipalpis, contribuíram para esse processo, promovendo o surgimento de novos 

focos ou reativação de antigos (Gontijo; Melo, 2004; Ministério da Saúde, 2006; 

Boraschi et al., 2007; Maia-Elkyhoury et al., 2008). 

Recentemente, foi descrito o primeiro caso autóctone de LVC na região sul do 

país, a qual era a única região brasileira sem relatos comprovados da doença (Da 

Silva et al., 2011). 

Na região sudeste, o estado do Rio de Janeiro é um dos estados do país que 

menos registra casos de LV em seres humanos. No período de 2007 ao início de 

2013 foram notificados ao SINAN 25 casos humanos de LV, distribuídos em sua 

maioria no município do Rio de Janeiro, que notificou 10 casos, seguido de Barra 

Mansa que notificou 9. Dos nove casos humanos de Barra Mansa, quatro evoluíram 

para óbito (Pimentel et al., 2014). 

Porém, nos últimos anos verificou-se um aumento do número de casos 

caninos, especialmente em alguns municípios do estado como o Rio de Janeiro, 

Barra Mansa, Volta Redonda, Niterói, Maricá e Mangaratiba (Secretaria de Saúde do 

Estado do Rio de Janeiro, 2013).  Casos novos de infecção por L. infantum já foram 

registrados em alguns municípios desse estado anteriormente livres da doença 

(Cabrera et al., 2003; Souza et al., 2009; De Paula et al., 2009; Figueiredo et al., 

2010a).  
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Recentemente, um caso autóctone de infecção canina por L. infantum foi 

relatado no município de Volta Redonda. A infecção foi confirmada a partir do 

isolamento e identificação etiológica em amostras de pele íntegra e medula óssea 

(De Campos et al., 2013). Esse aumento no número de casos de infecção por L. 

infantum em cães e sua expansão para áreas anteriormente indenes, com 

aparecimento de novos casos de LV em humanos reflete a fragilidade do controle da 

doença no estado do Rio de Janeiro.  

 

 

1.4 DIAGNÓSTICO DA INFECÇÃO POR L. infantum EM CÃES 

 

 

1.4.1 Diagnóstico clínico 

 

 

O diagnóstico clínico da LVC é difícil devido à variedade de sintomas, que 

incluem linfadenopatia generalizada, perda de pelos ao redor dos olhos, nariz, boca e 

orelhas, lesões de pele com ou sem descamações, e às vezes, úlceras, perda de 

apetite, apatia, emagrecimento, onicogrifose, dificultando a locomoção, febre, 

distúrbios de coagulação, lesões renais e hepáticas (Feitosa et al., 2000; 

Saridomichelakis; Koutinas, 2014).  

A prevalência da infecção em cães em áreas endêmicas pode chegar a 50% 

ou mais, porém a prevalência da doença clínica ocorre entre 3% e 10% (Gomes et 

al., 2008), demonstrando que a maioria dos cães infectados não desenvolve 

sintomas, o que dificulta ainda mais o diagnóstico. Portanto, uma variedade de testes 

laboratoriais tem sido utilizado para detectar a infecção por L. infantum em cães, 

como testes sorológicos, cultura parasitológica em meio bifásico, citologia, 

histopatologia, imuno-histoquímica, PCR e hibridização in situ (Tafuri et al., 2004; 

Maia; Campino, 2008; Miró et al., 2008; Menezes et al., 2013). Entretanto, a 

sensibilidade dos métodos de diagnóstico de L. infantum varia consideravelmente em 

função de inúmeros aspectos, limitando o uso isolado desses métodos, 

especialmente em cães assintomáticos (Moreira et al., 2007; Gomes et al., 2008; 

Miró et al., 2008; Otranto et al., 2009;  Figueiredo et al., 2010b; Grimaldi et al., 2012; 



11 

 

Ferreira et al., 2012). Dessa forma, deve-se buscar melhorar a acurácia no 

diagnóstico da infecção de cães com L. infantum.  

 

 

1.4.2 Diagnóstico sorológico 

 

 

A reação de imunofluorescência indireta (RIFI) foi a técnica sorológica 

recomendada durante muitos anos pelo Ministério da Saúde para confirmação 

diagnóstica de LVC, apresentando em estudos sensibilidade de 83% a 100% 

(Mancianti et al., 1996; Almeida et al., 2005; Figueiredo et al., 2010c).   

Entretanto, de acordo com Faria e Andrade (2012) a aplicação da RIFI requer 

alto nível de habilidade, experiência, equipamento especializado e de alto custo, 

incluindo as diluições seriadas do soro que tornam a técnica trabalhosa e inviável 

para avaliar grande número de amostras. Além disso, uma das grandes 

desvantagens é a impossibilidade de automação, levando a interpretações subjetivas 

dos resultados, dificultando a repetibilidade em diferentes laboratórios (Gradoni, 

2002; Rosati et al., 2003). Já o ensaio imunoenzimático (ELISA), permite automação 

e utilização de valores de referência, apresentando vantagens nesse sentido (Rosati 

et al., 2003). 

As técnicas sorológicas também apresentam a limitação da baixa 

especificidade, por conta de possíveis reações cruzadas com outros 

tripanosomatideos como L. (Viannia) braziliensis, Trypanosoma cruzi (Rosypal et al., 

2005b; Troncarelli et al., 2009; Zanette et al., 2013) e Trypanosoma caninum 

(Madeira et al., 2009b).  

Contudo, a utilização das técnicas imunocromatográficas abriu um novo 

panorama no diagnóstico da infecção por L. infantum em cães. Devido à facilidade, 

rapidez na execução e resultados satisfatórios, desde dezembro de 2011 o Ministério 

da Saúde substituiu o antigo protocolo de diagnóstico da LVC, recomendando o teste 

rápido de imunocromatografia de duplo percurso (DPP®) como exame de triagem e o 

ELISA como exame confirmatório dos casos positivos no DPP® (Ministério da 

Saúde, 2012).  
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1.4.3 Diagnóstico parasitológico 
 

 

Para o diagnóstico parasitológico a demonstração do parasito pode ser feita 

em material obtido por biópsia ou punção aspirativa do baço, fígado, medula óssea 

ou linfonodos e biópsia ou escarificação de pele (Ministério da Saúde, 2006; Souza 

et al., 2014). O material obtido pode ser utilizado para a confecção de esfregaço ou 

impressão em lâminas, histologia ou isolamento em meios de cultura (Sundar; Rai, 

2002). Entretanto, alguns dos procedimentos citados para obtenção de material são 

invasivos, podendo gerar riscos para o animal, além de serem impraticáveis em 

programas de saúde pública, nos quais um grande número de animais deva ser 

avaliado num período curto (Ministério da Saúde, 2006). 

A cultura parasitológica seguida da utilização da técnica de eletroforese 

enzimática multilocus constitui o método de referência para caracterização de 

protozoários do gênero Leishmania. A cultura, devido sua especificidade de 

aproximadamente 100% (Gontijo; Melo, 2004; Ministério da Saúde, 2006) e relativa 

sensibilidade, variando de 78,7% (n=310) (Madeira et al., 2009a) a 80,3% (n=51) 

(Madeira et al., 2006) é uma das técnicas mais tradicionais no contexto diagnóstico 

das leishmanioses. Todavia, os resultados da cultura parasitológica são demorados, 

além de ser uma técnica suscetível a contaminação microbiológica e que pode ser de 

difícil realização devido a pobre adaptação de algumas espécies ao meio de cultura 

(Maia et al., 2008).  

A histopatologia e imuno-histoquímica são técnicas específicas para o gênero 

Leishmania e, diferentemente das técnicas citadas anteriormente, permitem a 

observação de formas amastigotas nos tecidos, embora apresentem uma menor 

sensibilidade do que as técnicas sorológicas, cultura parasitológica e PCR (Queiroz 

et al., 2011). A visualização do parasito nos tecidos é importante, pois permite a 

correlação dos parasitos com as lesões associadas e quantificação da carga 

parasitária (Queiroz et al., 2011). Entretanto, a histopatologia e imuno-histoquímica 

não permitem a identificação de Leishmania em nível de espécie. 
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1.4.4 Diagnóstico molecular 

 

 

Para o diagnóstico molecular estão disponíveis métodos de hibridização in 

situ com sondas específicas e técnicas de amplificação de ácidos nucléicos, 

incluindo a reação em cadeia da polimerase - transcriptase reversa (RT-PCR) para 

detecção de RNA, assim como a PCR convencional e PCR quantitativa (qPCR) para 

detecção de DNA (Gontijo; Melo, 2004; Solcà et al., 2014). Dentre estas, a PCR 

convencional é a mais realizada, utilizando iniciadores desenhados para amplificar 

sequências conservadas encontradas em minicírculos que compõem o kDNA (DNA 

do cinetoplasto) de diferentes espécies de Leishmania. O cinetoplasto é conhecido 

por possuir milhares de cópias de minicírculos de DNA (Sundar; Rai, 2002). 

Resultados variáveis com relação à sensibilidade da PCR e qPCR podem ser 

observados em diferentes amostras caninas. Fatores que podem explicar tais 

variações incluem a distribuição heterogênea dos parasitos em cada tecido, devido 

ao tropismo da cepa, além da resposta imune local (Maia; Campino, 2008; 

Lombardo et al., 2012; Solcà et al., 2014).  

Estudos têm descrito alta sensibilidade na detecção de pequenas cargas de 

parasitas, utilizando qPCR (Mary et al., 2004; Francino et al., 2006; Manna et al., 

2009; Solcà et al., 2014). Pela capacidade de ser uma técnica quantitativa, também 

é utilizada para monitorar a carga parasitária em tecidos de cães (Maia; Campino, 

2008; Martinez et al., 2011; Galletti et al., 2011). Em relação a PCR, algumas 

desvantagens devem ser consideradas, como o fato de ser uma técnica que não faz 

parte da rotina de muitos laboratórios, por conta da falta de padronização nos 

diferentes protocolos. Além disso, ainda apresenta alto custo operacional, há 

possibilidade de contaminação, além da não diferenciação entre doença e infecção 

(Xavier et al., 2006; Gomes et al., 2008; Queiroz et al., 2011; De Almeida et al., 

2011).  
A técnica de hibridização in situ cromogênica (CISH) foi recentemente 

introduzida como técnica de diagnóstico da infecção por L. infantum em cães 

(Dinhopl et al., 2011). O objetivo da técnica é detectar o agente infeccioso, 

demonstrando a presença de segmentos específicos de ácidos nucleicos de um 

agente infeccioso na amostra. Para realização da técnica é preciso um molde de 
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ácido nucleico (DNA ou RNA) no interior do tecido a ser testado (ácido nucléico alvo 

do organismo a ser detectado), uma sonda de ácido nucléico marcada, geralmente 

um oligonucleotídeo, específica para o organismo a ser detectado, e um sistema de 

detecção para demonstrar a reação de hibridização (Segalés et al., 1999). A 

principal vantagem sobre a cultura parasitológica, PCR, técnicas sorológicas, imuno-

histoquímica e histopatologia é que ela permite de forma simultânea a visualização 

de formas amastigotas no tecido e a identificação delas como L. infantum, com o uso 

de sonda específica (Menezes et al., 2013). 

 

 

1.4.5 Diagnóstico diferencial 
 

 

A maioria dos sinais clínicos observados na LVC é comum a outras doenças 

caninas, como por exemplo, erliquiose, babesiose, rickettsioses, tumor venéreo 

transmissível e brucelose (Barbosa de Deus et al., 2002; Reis et al., 2006; Mekuzas 

et al., 2009), além da imunossupressão provocada que pode gerar infecções 

oportunistas, dificultando do mesmo modo o diagnóstico da LVC (Silva, 2007). 

Nesse contexto, os achados histopatológicos são, por vezes, inespecíficos e 

caracterizam-se por uma reação inflamatória granulomatosa com presença de 

células mononucleares, comum a várias outras doenças infecciosas.  

No trato reprodutor, a infecção por Brucella canis constitui um importante 

diagnóstico diferencial para LVC. No macho, a próstata e epidídimos servem como 

locais eficazes para eliminação das bactérias e alterações patológicas observadas 

incluem epididimite, prostatite, orquite e consequente degeneração e atrofia 

testicular. Já na fêmea observa-se falha na reprodução, representada por aborto 

(Wanke, 2004; Hollett, 2006). Um diagnóstico definitivo de infecção por B. canis 

requer aplicação simultânea de diferentes técnicas laboratoriais como a cultura, 

sorologia, histopatologia, imuno-histoquímica e PCR, devido à falta de um método 

diagnóstico altamente confiável (Hollett, 2006; Gyuranecz et al., 2011) .  

Desta forma, faz-se necessária uma associação entre os parâmetros clínicos, 

epidemiológicos, parasitológicos e sorológicos para um diagnóstico definitivo. 
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2. JUSTIFICATIVA 
 

 

Classicamente, a transmissão de LV para o homem e outros hospedeiros 

mamíferos se dá pela picada de flebotomíneos, sendo os cães o principal 

reservatório dos mesmos no ambiente doméstico (Gontijo; Melo, 2004; Ministério da 

Saúde, 2006). Porém, cães naturalmente infectados desenvolvem frequentemente 

lesões genitais associadas com a presença de formas amastigotas, particularmente 

no epidídimo, prepúcio, glande e testículos (Diniz et al., 2005; Amara et al., 2009; 

Benites et al., 2011; Manna et al., 2012) e em menor escala na próstata (Mir et al., 

2012). Além disso, estas lesões genitais estão associadas com eliminação de 

Leishmania no sêmen de cães infectados (Diniz et al., 2005), sugerindo possível 

transmissão venérea da LVC.  

A presença de formas amastigotas, confirmada por PCR e imuno-

histoquímica, em tecidos de baço e fígado de fetos de cadelas naturalmente 

infectadas já foi reportada (Da Silva, 2009), assim como também já foi detectado 

DNA de Leishmania, por PCR, em placenta de cadelas sorológica e 

parasitologicamente positivas (Pangrazio et al., 2009). Em cadelas infectadas 

experimentalmente, DNA de Leishmania já foi detectado em seus filhotes no fígado, 

medula óssea, coração, baço, linfonodo, rim e placenta e também em seu útero 

(Rosypal et al., 2005a; Ben Slimane et al., 2014). Esses estudos demonstram a 

possibilidade da transmissão vertical da LVC. 

Recentemente, iniciou-se uma epidemia de LV em cães e humanos no 

município de Barra Mansa, estado do Rio de Janeiro, com 4 óbitos humanos 

registrados entre 2010 e 2013 (Pimentel et al., 2014) e 116 casos caninos 

confirmados pela cultura parasitológica no período de 2011 a 2013. (Mello et al., 

2014). Entretanto, não se sabe se além da transmissão vetorial, outras formas de 

transmissão possam estar ocorrendo, como a venérea e/ou vertical, o que poderia 

estar contribuindo para o elevado número de casos caninos nesse município (Mello 

et al., 2014). Todavia, faltam estudos detalhados sobre a ocorrência da infecção por 

L. infantum no trato genital de cães desse município, assim como das lesões e carga 

parasitária no sistema reprodutor masculino e feminino. Esses dados permitirão 
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identificar o potencial de transmissão venérea e/ou vertical de L. infantum entre 

esses cães. 

Nesse aspecto a técnica de hibridização in situ tem se mostrado promissora, 

detectando de maneira inequívoca, espécies de Leishmania em tecidos fixados com 

formol a 10% e emblocados em parafina (Dinhopl et al., 2011; Menezes et al., 2013). 

Pela sua elevada sensibilidade e especificidade, a técnica possibilita uma boa 

avaliação do parasitismo tecidual e, portanto, uma melhor correlação com as lesões 

genitais por L. infantum em cães naturalmente infectados na área estudada. 

Adicionalmente, a análise do líquido seminal de cães naturalmente infectados 

através da cultura parasitológica, método de referência para o diagnóstico de 

Leishmania, ainda não foi relatada. Essa técnica é importante para verificar a 

eliminação de formas viáveis do parasito e sugerir, de fato, uma possível 

transmissão venérea de L. infantum entre os cães. Além disso, a ocorrência da 

infecção na glândula mamária é pouco conhecida, sendo importante avaliá-la para 

futuras pesquisas sobre a possível transmissão via transmamária em cães. 
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3. OBJETIVOS  
 

 

3.1 OBJETIVOS GERAIS 
 

 

Avaliar a ocorrência de L. infantum no trato genital e glândula mamária de 

cães naturalmente infectados e as lesões associadas. 

 

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 

 Comparar a frequência de cães sintomáticos e assintomáticos com a 

presença de Leishmania no trato genital;  

 

 Avaliar a ocorrência de L. infantum no líquido seminal, testículo e útero de 

cães por meio da cultura parasitológica; 

 

 Avaliar a ocorrência de Leishmania nos diferentes órgãos do trato genital e 

glândula mamária de cães por meio das técnicas de histopatologia e imuno-

histoquímica; 

 

 Comparar a frequência de positividade para L. infantum pelas técnicas de 

cultura parasitológica, imuno-histoquímica, histopatologia e hibridização in situ 

nas amostras de testículos, epidídimo e útero; 

 

 Avaliar a carga parasitária dos órgãos do trato genital e glândula mamária por 

meio da técnica de imuno-histoquímica; 
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 Avaliar as alterações histológicas associadas à infecção por L. infantum nos 

órgãos do trato genital e glândula mamária de cães pela técnica de 

histopatologia; 

 

 Verificar o grau de concordância entre os diferentes órgãos quanto à 

positividade nas técnicas de diagnóstico; 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 
 

 

4.1 CÃES E AMOSTRAS 

 

 

Foi realizado um estudo seccional em amostra de conveniência composta por 

40 cães domiciliados (20 machos e 20 fêmeas), incluídos de janeiro a julho de 2013. 

Os cães foram provenientes do município de Barra Mansa (22°32’25,19”S e 

44°10’35,33”O), estado do Rio de Janeiro, que é considerada uma área epidêmica 

de LVC (Mello et al., 2014).  

 

 

4.2 CRITÉRIOS DE ELEGIBILIDADE 

 

 

4.2.1 Critérios de inclusão 
 

 

Cães soropositivos para Leishmania no teste rápido de imunocromatografia 

de duplo percurso (DPP®) e no ensaio imunoenzimático (ELISA) e com isolamento 

de L. infantum comprovado pela técnica de eletroforese enzimática multilocus em 

pele, baço, medula óssea ou linfonodo. 

 

 

4.2.2 Critérios de Exclusão 
 

 

 Ser castrado. 
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4.3 COLETA DAS AMOSTRAS E EXAME CLÍNICO 

 

 

Os quarenta cães foram testados previamente pelo DPP realizado pela 

Secretaria Municipal de Saúde do município estudado e pelo ELISA realizado pelo 

Laboratório Central de Saúde Pública (LACEN) do estado do Rio de Janeiro. Os 

cães positivos foram encaminhados para eutanásia no Instituto Nacional de 

Infectologia Evandro Chagas (INI), Fundação Oswaldo Cruz (FIOCRUZ) como 

medida de controle preconizada pelo Ministério da Saúde (2006). No INI, os cães 

foram contidos mecanicamente e inicialmente avaliados fisicamente, sendo 

realizados inspeção de pele e de mucosas oral e ocular, palpação de linfonodos 

superficiais e órgãos abdominais. Foram considerados sinais clínicos de LVC: 

emagrecimento, alopecia geral ou localizada, lesões cutâneas como úlceras e 

descamação, onicogrifose, aumento de linfonodos superficiais, do fígado ou do baço 

à palpação, mucosas ocular ou oral hipocoradas e atrofia muscular esquelética. Os 

cães foram classificados em dois grupos de acordo com sinais clínicos: 

assintomático – ausência de sinais clínicos compatíveis com LVC; sintomáticos – 

presença de pelo menos um dos sinais clínicos descritos (Souza et al. 2014). Os 

cães foram sedados com cloridrato de quetamina (10 mg/kg) associado a maleato 

de acepromazina (0,2 mg/kg), por via intramuscular, submetidos à eutanásia com 

dose excessiva de tiopental sódico por via endovenosa e necropsiados. Na 

necropsia, foram coletadas amostras de tecido do trato genital masculino (prepúcio, 

incluindo pele e mucosa, glande, epidídimo direito e esquerdo, testículos direito e 

esquerdo e próstata) e feminino (vulva, incluindo pele e mucosa, vagina, útero, 

incluindo perimétrio, miométrio e endométrio, tubas uterinas e ovários direito e 

esquerdo), além de amostra de glândula mamária feminina aleatória, que foram 

fixadas em formalina tamponada a 10%. Para obtenção do líquido seminal, 

inicialmente foi injetada solução salina estéril, contendo antibióticos no epidídimo 

direito e esquerdo com auxílio de seringa de 3 mL. Após a injeção da salina, era feito 

um aspirado de cada epidídimo, utilizando a mesma seringa e o conteúdo obtido era 

transferido para microtubos estéreis. As etapas da metodologia estão representadas 

na figura 1. 
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Os procedimentos realizados nos cães desse estudo foram aprovados pela 

Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA/FIOCRUZ), licença LW-54/13. 

 

 

4.4 HISTOPATOLOGIA E IMUNO-HISTOQUÍMICA 

 

 

Cortes histológicos de 5 m de espessura dos blocos de parafina, foram 

colocados em lâminas não silanizadas para histopatologia e em lâminas silanizadas 

para imuno-histoquímica.  

Para histopatologia, os cortes seriados obtidos foram corados pela 

hematoxilina-eosina (HE) (Carson; Hladick, 2009). Com o objetivo de avaliar a 

intensidade inflamatória, foi realizada uma análise semi-quantitativa sob microscopia 

óptica dos tipos celulares (macrófagos, plasmócitos, linfócitos, eosinófilos e 

neutrófilos) detectados no infiltrado inflamatório. Para isso, com auxílio de um 

retículo óptico gradeado de 1 mm2 e um contador de células manual realizou-se a 

Figura 1- Fluxograma das etapas da metodologia. Classificação clínica dos cães com 
Leishmania, órgãos coletados e as respectivas técnicas de diagnóstico utilizadas. 
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contagem a partir de um campo microscópico com aumento de 400X na área mais 

celular do corte histológico, sendo o infiltrado classificado quanto ao tipo em 

granulomatoso, caso fosse observada uma predominância de macrófagos, e não 

granulomatoso, caso fosse observada uma predominância dos outros tipos 

celulares. O infiltrado inflamatório total em cada órgão estudado foi calculado 

somando-se o número de cada tipo de célula inflamatória encontrada. 

Posteriormente, foi calculada a mediana para cada tipo celular e para o infiltrado 

inflamatório total de cada órgão.  

Para imuno-histoquímica, cortes seriados foram desparafinizados em xilol e 

reidratados em concentrações decrescentes de etanol. O bloqueio da peroxidase 

endógena foi feito em solução de peróxido de hidrogênio a 30% e metanol (45 mL de 

peróxido de hidrogênio e 55 mL de metanol) por 40 min a temperatura ambiente. A 

recuperação antigênica foi realizada em tampão de citrato de sódio (pH = 6,0) a 65 

ºC durante 30 min em banho-maria. Para o bloqueio de ligações inespecíficas, os 

cortes foram incubados com a solução bloqueadora de proteínas Lab VisionTM Ultra 

V Block (Thermo Scientific, EUA) por 10 min a temperatura ambiente. Em seguida, 

os cortes foram incubados com soro de coelho policlonal anti-Leishmania na diluição 

de 1:500. O sistema de detecção de Leishmania foi baseado na reação da biotina, 

estreptavidina e peroxidase, a qual foi desenvolvida, usando o Kit UltraVisionTM Plus 

Large Volume Detection System Anti-Polyvalente, HRP, Ready-to-use (Thermo 

ScientificTM, EUA) de acordo com as recomendações do fabricante. Cortes 

histológicos de tecidos intensamente parasitados com formas amastigotas de 

Leishmania foram incubados com soro homólogo não-imune como controle negativo 

e com soro policlonal de coelho anti-Leishmania como controle positivo. Para 

avaliação da carga parasitária, realizou-se a quantificação de macrófagos 

parasitados por formas amastigotas de Leishmania da mesma forma que na técnica 

de histopatologia, porém em cinco campos com aumento de 400X nas áreas mais 

parasitadas dos cortes histológicos. Posteriormente, foi calculado o número médio 

de macrófagos parasitados, sendo o parasitismo graduado em ausente, leve a 

moderado (0,2 a 10 macrófagos parasitados) e intenso (mais de 10 macrófagos 

parasitados). 
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4.5 CULTURA PARASITOLÓGICA 

 

 

Para realização da cultura parasitológica, além dos órgãos genitais, 

fragmentos teciduais de pele íntegra da escápula, baço e linfonodo foram coletados 

e previamente mergulhados em solução salina estéril e semeados em meio de 

cultura bifásico NNN (Novy, MacNeal e Nicolle) / Schneider Medium Insect (Sigma-

Aldrich Co., St. Louis, MO) contendo 10% de soro fetal bovino e incubadas a 26-

28ºC (Madeira et al., 2009a). Além disso, aspirados de medula óssea coletados 

foram semeados diretamente. As promastigotas de Leishmania isoladas foram 

identificadas como L. infantum por eletroforese enzimática multilocus, utilizando 

cinco sistemas enzimáticos (Cupolillo et al., 1994). 

 

 

4.6 HIBRIDIZAÇÃO in situ 

 

 

Cortes de 5 m de espessura dos blocos de parafina, foram colocados em 

lâminas silanizadas. As lâminas foram então desparafinizadas em xilol e reidratadas 

em concentrações decrescentes de etanol. Em seguida, foram lavadas em água 

corrente durante 3 min e água destilada durante 2 min. Para realização da 

hibridização in situ foi utilizado kit ZytoFastPlus CISH implementation kit AP-

NBT/BCIP® (Zytovision, Alemanha) de acordo com as recomendações do 

fabricante. O tratamento proteolítico foi feito utilizando-se pepsina durante 5 min a 

37º C. A seguir, as lâminas foram lavadas com 2 banhos de 1 min em água destilada 

e receberam tratamento de condicionamento celular, utilizando tampão citrato de 

sódio (pH = 6,0) a 98 ºC durante 30 min em banho-maria. Posteriormente, as 

lâminas foram lavadas com 2 banhos de 1 min em água destilada, desidratadas em 

concentrações crescentes de etanol e secas em estufa a 37º durante 10 min. Em 

seguida, as lâminas foram colocadas no aparelho hibridizador Thermobrite 

(StatSpin), incubadas com sonda de oligonucleotídeos específica para L. infantum 

(5’-GCCCCTACCCGGAGGACCAGAA AAGTT-3’) ligada à digoxigenina  na 

extremidade 5´, segundo Menezes et al. (2013) na diluição de 1:500, utilizando a 
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solução tampão de hibridização HybridizationSolution 2x concentrate, buffered with 

SSC- H7140 (Sigma-Aldrich, EUA), e então cobertas com lamínula plástica Hybri-

slips (Sigma-Aldrich, EUA) e seladas com cola (Fixo Gum®, Marabu, Alemanha). No 

hibridizador, foi realizada desnaturação a 75oC por 5 min e, logo a seguir, 

hibridização a 37oC overnight. No dia seguinte, foi retirado o selante e as lamínulas, 

e as lâminas foram submetidas a três banhos de estringência, um a temperatura 

ambiente durante 5 min, o segundo a 55ºC durante 5 min e o terceiro a temperatura 

ambiente durante 5 min. Foi utilizada solução salina tamponada com TRIS (TBS) na 

concentração de 1X para cada banho. Após os banhos de estringência, as lâminas 

foram incubadas com anticorpos anti-digoxigenina produzidos em coelhos por 30 

min a 37oC. Após três banhos de 1min em TBS 1X a temperatura ambiente, as 

lâminas foram incubadas com anticorpo anti-anticorpo de coelhos conjugado com 

polímero e fosfatase alcalina por 30 min a 37oC. Após três banhos de 1min em TBS 

1X a temperatura ambiente, foi feita revelação do sinal com 5-bromo-4-cloro-3 indolil 

fosfato (BCIP) e 4-nitro blue cloreto de tetrazolium (NBT) por 30 min a 37oC no 

escuro. Após 3 banhos em água destilada durante 2 min, as lâminas foram 

contracoradas com corante nuclear vermelho rápido durante 5 min, lavadas em água 

destilada durante 1 min, desidratadas em álcool, diafanizadas em xilol e montadas 

em entellan (Merck). 

 

 

4.7 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

 

Os dados foram analisados por meio do software Statistical Package for 

Social Sciences (versão 16.0) para Windows. Foram descritas frequências simples 

da classificação clínica (sintomáticos e assintomáticos), sinais clínicos, positividade 

nas técnicas de diagnóstico, carga parasitária, alterações histológicas células 

inflamatórias e classificação de infiltrado inflamatório. Para avaliar a concordância 

entre os diferentes órgãos quanto à positividade nas técnicas de diagnóstico foi 

utilizado o índice Kappa. O grau de concordância foi classificado segundo Landis; 

Koch (1977): K= 0 a 0,19 fraco; 0,20 a 0,39 razoável; 0,40 a 0,59 moderado; 0,60 a 

0,79 substancial; 0,80 a 1,00 quase perfeito. 
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5. RESULTADOS 

 

 

Após realização do exame físico, 82,5% (n=33) dos cães foram classificados 

como sintomáticos e 17,5% (n=7) como assintomáticos. As principais alterações 

clínicas observadas nos cães sintomáticos foram esplenomegalia (n=17, 42,5%), 

linfoadenite (n=16, 40%), emagrecimento (n=12, 30%), onicogrifose (n=9, 22,5%), 

descamação cutânea furfurácea (n=8, 20%), alopecia (n=8, 20%) e mucosas 

hipocoradas (n=4, 10%).  

No trato genital, 85% dos cães (n=34, 18 machos e 16 fêmeas), sendo 79% 

(n=27) sintomáticos e 20% (n=7) assintomáticos, foram positivos para Leishmania 

em pelo menos uma das técnicas de diagnóstico utilizadas. Nas amostras de líquido 

seminal, 15% (n=3) dos machos foram positivos na cultura parasitológica e quatro 

amostras sofreram contaminação microbiológica. As frequências de positividade 

obtidas pelas técnicas histológicas e de cultura parasitológica nos diferentes órgãos 

do trato genital masculino e feminino examinados estão descritas na Tabela 1. 
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Tabela 1 Frequência de positividade para Leishmania nas técnicas de imuno-
histoquímica (IHC), histopatologia (HP), hibridização in situ (ISH) e cultura 
parasitológica (CP) em amostras do trato genital e glândula mamária de cães 
naturalmente infectados por L. infantum, janeiro a julho de 2013 (Barra Mansa, 
Brasil)  

Sexo Amostras 

 
Frequência de Positividade 

 IHC HP ISH CP Total 
 

n 
 

% 
 

n 
 

% 
 

n 
 

% 
 

n 
 

% 
 
n 

 
% 

 Prepúcio  12  60 7  35 ... ... ... ... 13 65 
 Glande  12  60 9  45 ... ... ... ... 13 65 
Macho Epidídimo 11  55 5  25 4 20 ... ... 11 55 
 Testículo  8  40 5  25 7 28 8 40 9 45 
 Próstata 

 
3  15 0 0 ... ... ... ... 3 15 

 Vulva  14  70 10  50 ... ... ... ... 14 70 
 Glândula 

mamária  
13  65 9  45 ... ... ... ... 13 65 

Fêmea Vagina  7  35 8  40 ... ... ... ... 9 45 
 Ovário  2  10 2  10 ... ... ... ... 2 10 
 Tubas uterinas * 2  11 1 6 ... ... ... ... 2 11 
 Útero  1  5 1  5 1 5 3 15 3 15 

 n: Número de amostras positivas para Leishmania, considerando um total de 20; ... Teste não 
realizado; * Foram avaliadas 18 amostras. 
 

 

Formas amastigotas detectadas na técnica de hibridização in situ são 

apresentadas na Figura 2. 
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A relação entre as frequências de positividade nos órgãos genitais e glândula 

mamária em pelo menos uma das técnicas de diagnóstico e a classificação clínica, 

estão descritas na Tabela 2. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A 

D 

B

C 
Figura 2- (A-D) Hibridização in situ em caninos infectados por L. infantum, apresentando formas 
amastigotas no interstício do testículo (A), no endométrio (B) e no interstício do epidídimo (C,D). 
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Tabela 2 Frequência de positividade para Leishmania em amostras do trato genital e 
glândula mamária de cães naturalmente infectados por L. infantum e a classificação 
clínica correspondente, janeiro a julho de 2013 (Barra Mansa, Brasil).   

Sexo Amostras 

 
Frequência de Positividade 

 Sintomáticos Assintomáticos Total 
 

n 
 

% 
 

n 
 

% 
 

n 
 

% 
 Prepúcio  11 55 2 10 13 65 
 Glande  10 50 3 15 13 65 

Macho Epidídimo 9 45 2 10 11 55 
 Testículo  8 40 1 5 9 45 
 Próstata 

 
2 10 1 5 3 15 

 Vulva  11 55 3 15 14 70 
 Glândula mamária  12 60 1 5 13 65 

Fêmea Vagina  7 35 2 10 9 45 
 Ovário  1 5 1 5 2 10 
 Tubas uterinas * 2 11 0 0 2 11 
 Útero  3 15 0 0 3 15 

n: Número de amostras positivas para Leishmania, considerando um total de 20; * Foram avaliadas 
18 amostras. 
 

 

De todos os cães que apresentaram positividade no trato genital, apenas um 

cão não apresentou positividade visceral (medula óssea ou baço) ou nos linfonodos, 

mas sim, na glande e pele da escápula. 

Foi verificada concordância moderada dos resultados de positividade para 

Leishmania entre testículo e epidídimo (k=0,40) e entre testículo e glande (k=0,42). 

Concordância razoável foi verificada entre epidídimo e prepúcio (k=0,38), prepúcio e 

glande (k=0,34), vulva e vagina (k=0,32) e entre útero e tubas uterinas (k=0,31). No 

restante das comparações os resultados foram discordantes ou com fraca 

concordância. 

A carga parasitária encontrada em cada órgão está descrita na Tabela 3. 
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Tabela 3 Frequência da carga parasitária nos órgãos genitais e glândula mamária 
pela técnica de imuno-histoquímica em cães naturalmente infectados por L. 
infantum, janeiro a julho de 2013 (Barra Mansa, Brasil). 

Sexo Amostras Carga Parasitária  
  Intensa Leve a 

moderada 
Ausente 

n % n % n % 

 Prepúcio 3 15 9 45 8 40 
 Glande  3 15 9 45 8 40 

Macho Epidídimo  0 0 11 55 9 45 

 Testículo 1 5 7 35 12 60 
 Próstata 0 0 3 15 17 85 
 Glândula mamária  2 10 11 55 7 35 
 Vulva  5 25 9 45 6 30 

Fêmea Vagina 3 15 4 20 13 65 
 Ovário  0 0 2 10 18 90 

 Tubas uterinas * 0 0 2 11 16 89 

 Útero  0 0 1 5 19 95 
n: número de amostras, considerando um total de 20; * Foram avaliadas 18 amostras. Carga 
parasitária Intensa: média de mais de 10 macrófagos parasitados; Leve a moderada: média de 0,2 a 
10 macrófagos parasitados. 
 

 

Formas amastigotas detectadas em órgãos com carga parasitária intensa são 

apresentadas na Figura 3. 
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5.1 ACHADOS HISTOPATOLÓGICOS 

 

 

Considerando os resultados das técnicas de histopatologia e imuno-

histoquímica, nos machos, orquite intersticial ocorreu em dez cães (Figura 4A), 

Figura 3 - Órgãos genitais caninos com carga parasitária intensa; A- 
Glande, apresentando formas amastigotas de Leishmania marcadas em 
castanho no interior de macrófagos na lâmina própria da uretra; B- Vulva, 
apresentando formas amastigotas de Leishmania marcadas em castanho 
no interior de macrófagos na derme. Imuno-histoquímica. 

A 

B 
50 µm    
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acompanhada de epididimite, sendo que oito apresentaram formas amastigotas 

associadas (Figura 4B). Degeneração e atrofia ocorreram em 10 cães, ausência de 

espermatogênese em 5 e necrose em 1. Epididimite intersticial (Figura 5A) ocorreu 

em 15 cães, sendo que 11 apresentaram formas amastigotas associadas (Figura 

5B). Balanite com infiltrado inflamatório na lâmina própria (Figura 6A) ou corpo 

esponjoso ocorreu em 17 cães, 12 apresentaram formas amastigotas associadas, 

sendo que 2 cães apresentaram amastigotas no epitélio uretral (Figura 6B) e em 1, 

foi observado úlcera no epitélio. Todos apresentaram postite na lâmina própria e/ou 

derme e 12 apresentaram formas amastigotas associadas. Prostatite intersticial 

ocorreu em dez cães e três apresentaram formas amastigotas associadas. 
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Figura 4- (A-B) Achados histológicos em cães infectados por L. infantum; A- 
Orquite, apresentando infiltrado inflamatório intersticial, difuso e intenso; B- 
Orquite granulomatosa com presença de linfócitos, plasmócitos e formas 
amastigotas (seta) no citoplasma de macrófagos; (A,B) Coloração 
Hematoxilina-eosina. 

A 

B 
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A 

Figura 5- A- Epididimite, apresentando foco inflamatório intersticial 
acentuado, coloração Hematoxilina-eosina; B- Formas amastigotas (setas) 
marcadas em castanho no interior de citoplasma de macrófagos, Imuno-
histoquímica.  
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Nas fêmeas, inflamação do útero no perimétrio, miométrio e endométrio 

(Figura 7A) ocorreu em três cadelas e uma apresentou formas amastigotas 

associadas no endométrio (Figura 7B), sendo as outras duas positivas na cultura. 

Ooforite no corpo lúteo ocorreu em três cadelas (Figura 8A), duas apresentaram 

A 

B 
Figura 6- A- Balanite, apresentando infiltrado inflamatório intenso e difuso na 
lâmina própria da uretra; B- Numerosas formas amastigotas no citoplasma de 
macrófagos (setas) na lâmina própria da uretra; (A,B) Coloração 
Hematoxilina-eosina. 
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formas amastigotas associadas (Figura 8B). Salpingite na lâmina própria ocorreu em 

duas cadelas e duas apresentaram formas amastigotas associadas. Vaginite na 

derme (Figura 9A) ou lâmina própria ocorreu em 14 cadelas, sendo que 8 

apresentaram formas amastigotas associadas (Figura 9B). Vulvite na derme e 

lâmina própria ocorreu em 18 cadelas e 14 apresentaram formas amastigotas 

associadas (Figura 10A). Todas apresentaram mamite na derme e/ou no tecido 

conjuntivo interlobular e intralobular (Figura 10B) ou em torno do seio lactífero da 

teta, além de exsudato inflamatório no lúmen do seio (Figura 11A). Três cadelas 

apresentaram macrófagos parasitados por formas amastigotas no lúmen dos seios 

lactíferos (Figura 11B). Treze cadelas apresentaram formas amastigotas associadas. 
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A 

B 
Figura 7- (A,B) Achados histológicos em cadelas infectadas por L. infantum; A- 
Endometrite, apresentando reação inflamatória granulomatosa composta por 
plasmócitos, linfócitos e macrófagos, contendo formas amastigotas de 
Leishmania (no detalhe), coloração Hematoxilina-eosina; B- Formas 
amastigotas (setas) marcadas em castanho no citoplasma de macrófagos no 
endométrio, Imuno-histoquímica.  
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Figura 8- (A,B) Achados histológicos em cadelas infectadas por L. infantum; 
A- Ooforite composta por macrófagos e linfócitos e formas amastigotas de 
Leishmania (seta e detalhe) no corpo lúteo, coloração Hematoxilina-eosina; 
B- Formas amastigotas (seta) marcadas em castanho no citoplasma de 
macrófagos no ovário, Imuno-histoquímica. 

B 

 

A 
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Figura 9- (A,B) Achados histológicos em cadelas infectadas por L. infantum; 
A- Vaginite, apresentando infiltrado inflamatório epitelial e formas amastigotas 
de Leishmania no citoplasma de macrófagos (seta), coloração Hematoxilina-
eosina; B- Formas amastigotas marcadas em castanho no citoplasma de 
macrófagos na vagina, Imuno-histoquímia. 

50 µm    
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   50 µm    

Figura 10- (A,B) Achados histológicos em cadelas infectadas por L. infantum; 
A- Vulvite, apresentando infiltrado inflamatório na derme, composto por 
macrófagos e linfócitos e numerosas formas amastigotas (setas); B- Mamite, 
apresentando reação inflamatória no tecido conjuntivo intralobular; (A,B) 
Coloração Hematoxilina-eosina. 
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Figura 11- (A,B) Achados histológicos em cadelas infectadas por L. infantum; 
A- Exsudato inflamatório no seio lactífero da glândula mamária, coloração 
Hematoxilina-eosina; B- Formas amastigotas marcadas em castanho no 
citoplasma de macrófagos no lúmen do seio lactífero da glândula mamária,  
Imuno-histoquímica. 

B 

A
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Células inflamatórias foram observadas em todos os órgãos avaliados, sendo 

a mediana e valores mínimo e máximo de cada uma delas descrita na Tabela 4. 

 

 

Tabela 4 Intensidade dos diferentes tipos de células inflamatórias observados nos 
órgãos do trato genital e glândula mamária de cães naturalmente infectados por L. 
infantum, janeiro a julho de 2013 (Barra Mansa, Brasil). 

 
Amostras 

 
Intensidade de células inflamatórias/ mm2 

 

 

Macrófagos 

 
 

Plasmócitos 

 
 

Linfócitos 

 
 

Neutrófilos 

 
 

Eosinófilos 

 
 

TOTAL 

 
 

Med 
Min- 
Máx 

 
Med 

Min- 
Máx 

 
Med 

Min- 
Máx 

 
Med 

Min- 
Máx 

 
Med 

Min- 
Máx 

 
Med 

Min- 
Máx 

Testículo 0,5 0-206 0 0-17 14,5 0-321 0 0-13 0 0-0 30,5 0-368 

Epidídimo 71 0-200 4,5 0-3 95 0-376 0 0-12 0 0-6 221 0-522 

Prepúcio 69 0-174 16,5 2-182 48 6-146 0 0-252 0 0-2 145,5 78-351 

Glande 42,5 0-160 13,5 0-95 57 0-160 2,5 0-126 0 0-0 135 0-332 

Próstata 0 0-105 0 0-22 8 0-554 0 0-12 0 0-0 17 0-684 

Útero 0 0-228 0 0-7 0 0-566 0 0-0 0 0-0 0 0-796 

Ovário 0 0-33 0 0-12 0 0-52 0 0-0 0 0-0 0 0-85 

Tuba * 0 0-32 0 0-0 0 0-31 0 0-0 0 0-0 0 0-63 

Vulva 83 0-153 6,5 0-40 48 0-154 1,5 0-9 0 0-0 153,5 0-327 

Vagina 38 0-200 2,5 0-45 24 0-223 0 0-250 0 0-0 79,5 0-374 

Mama 68,5 0-213 10 1-161 34 13-145 0 0-4 0 0-39 105 57-337 

Med: Mediana; Min-Max: Valores Mínimo-Máximo; * Foram avaliadas 18 amostras. 
 

 

 

As frequências da classificação quanto ao tipo e distribuição do infiltrado 

inflamatório detectado nos diferentes órgãos do trato genital e glândula mamária são 

descritos na Tabela 5. Um cão classificado como sintomático apresentou infiltrado 

inflamatório granulomatoso intratubular no testículo. 
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Tabela 5 Classificação do infiltrado inflamatório nos órgãos do trato genital de cães 
naturalmente infectados por L. infantum, janeiro a julho de 2013 (Barra Mansa, 
Brasil). 

 
Amostras 

 
Infiltrado inflamatório  

 
Granulomatoso 

Não 
Granulomatoso 

 
Ausente 

 n % n % n  % 

Testículo 9 90 1 10 10 50 

Prepúcio 17 85 3 15 0 0 

Epidídimo 15 100 0 0 5 25 

Glande 11 65 6 35 3 15 

Próstata 1 10 9 90 10 50 

Útero 3 100 0 0 17 85 

Ovário 2 67 1 33 17 85 

Tubas Uterinas* 1 50 1 50 16 89 

Vulva  17 94 1 6 2 10 

Vagina 12 86 2 14 6 30 

Mama 18 90 2 10 0 0 

n: Número de amostras, considerando um total de 20; * Foram avaliadas 18 amostras. 
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6. DISCUSSÃO 

 

Os cães estudados classificados como sintomáticos, apresentaram na sua 

maioria uma elevada ocorrência de Leishmania no trato genital, em oposição à 

ocorrência observada nos assintomáticos, que embora seja inferior foi comprovado 

que ocorre como já relatado anteriormente (Diniz et al., 2005; Benites et al., 2011). A 

elevada ocorrência de Leishmania no trato genital ocorreu em ambos os sexos, 

sugerindo que não há tropismo por sexo. Porém, contrariando os achados do 

presente estudo, os poucos trabalhos publicados sobre o assunto relatam a 

ocorrência desse parasito como elevada nos machos (Diniz et al., 2005; Benites et 

al., 2011) e baixa nas fêmeas (Silva et al., 2008, 2009), sugerindo um tropismo de 

Leishmania pelos machos e uma transmissão venérea unidirecional. A baixa 

frequência de Leishmania observada nas fêmeas por Silva et al. (2008, 2009) pode 

ser explicada pela ocorrência de uma baixa carga parasitária na região genital 

feminina e a inclusão nesses estudos de cães positivos diagnosticados 

exclusivamente por métodos sorológicos. Portanto, parte dos cães desses estudos 

poderia ser falso positiva, uma vez que os métodos sorológicos apresentam falhas 

de especificidade, podendo haver reações cruzadas com outros tripanosomatídeos 

como L. (Viannia) braziliensis, Trypanosoma cruzi (Rosypal et al., 2005b; Troncarelli 

et al., 2009; Zanette et al., 2013) e Trypanosoma caninum (Madeira et al., 2009b).  

Nossos resultados indicam que no trato genital masculino, o prepúcio, 

epidídimo e glande foram as localizações com maior frequência de formas 

amastigotas e alterações inflamatórias, havendo um predomínio de macrófagos, 

plasmócitos e linfócitos, como relatado em estudo anterior (Diniz et al., 2005). Além 

disso, todos os cães com orquite apresentaram quadro de epididimite associado, 

que é considerado um evento comum, podendo ser explicado em virtude da 

proximidade anatômica e da continuidade do sistema de ductos destes órgãos 

(Feldman; Nelson, 1987, Jubb et al., 1993 citados por Thomé et al., 2007, p. 752). 

Tanto a epididimite quanto a orquite, ocorrem com frequência na maioria das 

espécies animais, seja por infecção ascendente secundária através do ducto 

deferente, por meio dos vasos linfáticos do cordão espermático, por disseminação 

hematogênica e/ou em conjunto com infecção primária do trato urinário. Entretanto, 

as alterações inflamatórias no epidídimo são consideradas mais comuns do que no 
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testículo (Thomé et al., 2007; Foster, 2012). Em concordância com esses relatos, no 

presente estudo foi observada uma menor frequência e intensidade de processo 

inflamatório testicular em relação ao epididimário, provavelmente devido ao 

ambiente imunológico diferenciado, que é anti-inflamatório nos testículos. Os 

macrófagos que são recrutados e mantidos pelas células intersticiais endócrinas 

(células de Leydig dos testículos) inibem a resposta imune, as respostas mediadas 

por células, tais como células natural killer, células killer ativadas por linfócito e 

linfócitos T citotóxicos (Foster, 2013a). 

No nosso estudo, é possível que a reação inflamatória testicular, ocorrida pela 

presença de formas amastigotas, tenha gerado uma obstrução do fluxo de 

espermatozoides, ocasionando degeneração e atrofia dos túbulos seminíferos. 

Essas lesões foram observadas na maioria dos cães infectados, estando de acordo 

com achados anteriores em cães (Diniz et al., 2005; Amara et al., 2009) e em 

hamsters inoculados experimentalmente com L. donovani (Gonzalez et al., 1983). 

Além disso, essas lesões causadas no testículo, associadas a L. infantum, podem 

causar alterações espermáticas, degeneração de espermatogônia e até 

azoospermia, sendo possíveis causas de comprometimento reprodutivo dos cães 

com LV (Gonzalez et al., 1983; Labat et al., 2010). Adicionalmente, após tratamento 

da leishmaniose, cães infectados apresentam uma melhoria na motilidade dos 

espermatozóides, concentração e morfologia, provavelmente pela resolução da 

orquite, restaurando a espermatogênese normal (Assis et al., 2010; Mir et al., 2012).  

A concordância moderada de infecção entre testículo e glande e testículo e 

epidídimo, sugere a ocorrência de LVC por infecção hematogênica. Entretanto, não 

deve ser descartada a possibilidade de infecção ascendente por transmissão 

venérea, que explica possivelmente a ocorrência da orquite intratubular, que por sua 

vez, não foi detectada por outros autores (Diniz et al., 2005; Amara et al., 2009; 

Manna et al., 2012). Na literatura, infecção ascendente por algum agente é 

considerada uma provável causa de orquite intratubular (Foster; Ladds, 2007). Além 

disso, na cópula com fêmea infectada, infecção ascendente a partir da glande via 

uretra associado ao elevado aporte sanguíneo para os corpos cavernosos, é uma 

possibilidade. A concordância razoável de infecção entre epidídimo e prepúcio e 

prepúcio e glande indica que nos cães infectados, geralmente o tecido cutâneo está 

envolvido, o que explica o acometimento de prepúcio. 
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Prepúcio e glande foram os órgãos que apresentaram carga parasitária mais 

intensa, ainda que em poucos cães, confirmando a razoável concordância de 

infecção entre os mesmos. A elevada carga observada pode ser devida ao prepúcio 

ser recoberto por tecido cutâneo, que constitui um sítio frequentemente parasitado 

na LVC (Madeira et al., 2009a; Verçosa et al., 2012). Além disso, não podemos 

deixar de mencionar que essa região está exposta a possíveis picadas de 

flebotomíneos infectados. Além disso, há um estreito contato do prepúcio com a 

glande, que por sua vez, pode ter sua elevada carga relacionada ao grande afluxo 

de sangue que preenche os espaços cavernosos, mantendo o pênis alongado e 

dilatado durante a cópula (Brinsko, 2004).  

A elevada frequência de alterações inflamatórias e intensa carga de 

macrófagos, contendo amastigotas na glande e prepúcio associadas à presença de 

ulcerações e amastigotas no epitélio uretral, podem ter contribuído para a eliminação 

de Leishmania no sêmen. 

O isolamento de L. infantum no líquido seminal pela cultura parasitológica no 

presente estudo e no sêmen de cães experimentalmente infectados (Riera; 

Valladares, 1996) indica a viabilidade do parasito nesses fluidos, sugerindo a 

possibilidade de transmissão venérea. Além desses achados, DNA de Leishmania 

sp. foi detectado no sêmen de cães naturalmente infectados (Diniz et al., 2005). A 

reprodução natural em cães pode gerar feridas traumáticas de tipos e gravidade 

variados, resultantes de lesões durante a cópula, aumentando a possibilidade de 

transferência de amastigotas de órgãos genitais externos, além de formas 

amastigotas eliminadas a partir do sêmen (Diniz et al., 2005; Foster, 2013a). A 

frequência do achado no líquido seminal pode ter sido subestimada por conta da 

contaminação microbiológica da cultura parasitológica de alguns animais. A 

ocorrência de contaminação da cultura é uma das desvantagens dessa técnica e 

pode estar relacionada a falhas de assepsia durante a coleta (Maia et al., 2008).  

No presente estudo, a próstata foi o órgão menos parasitado no trato genital 

masculino, com visualização de raras formas amastigotas pela técnica de imuno-

histoquímica, estando de acordo com outros autores (Diniz et al., 2005). Além disso, 

o infiltrado do tipo granulomatoso ocorreu em apenas um cão, provavelmente pela 

baixa carga parasitária. Estudos anteriores não associaram prostatite a LV em cães 

(Diniz et al., 2005; Benites et al., 2011). Entretanto, foi relatado um cão com 
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prostatite intersticial macrofágica e plasmocítica associada à presença de raras 

amastigotas consistentes com Leishmania e com sorologia negativa para B. canis 

como diagnóstico diferencial (Mir et al., 2012). Neste caso, a prostatite foi 

considerada secundária a infecção por L. infantum diagnosticada por reação em 

cadeia da polimerase quantitativa (qPCR). No nosso estudo, a elevada frequência 

de prostatite não granulomatosa com predominância de linfócitos, associada à baixa 

frequência do parasitismo podem ser devidos a outros agentes, possivelmente os 

envolvidos em infecções bacterianas como Escherichia coli e B. canis (Corrente et 

al., 2010; Barsanti, 2012). Refluxo de urina para glândula prostática causando uma 

reação inflamatória por ação de substâncias químicas, pode ser uma possível causa 

de prostatite, sem envolvimento bacteriano (Barsanti, 2012).    

Nas fêmeas, todos os segmentos do trato genital apresentaram positividade 

para Leishmania nas técnicas histológicas. Outros autores observaram formas 

amastigotas exclusivamente na vulva e vagina (Silva et al., 2008), porém DNA de 

Leishmania foi detectado a partir de todos os segmentos do trato genital (Silva et al., 

2008; Silva et al., 2009). Em nosso estudo, a vulva foi o tecido com maior frequência 

de formas amastigotas, intensidade do infiltrado inflamatório e carga parasitária mais 

intensa do trato genital feminino, provavelmente por ser coberta por tecido cutâneo, 

que é frequentemente parasitado em cães com LV (Madeira et al., 2009a; Verçosa 

et al., 2012). A vagina também teve uma alta frequência de parasitismo com 

infiltrado inflamatório granulomatoso associado. Esses resultados sugerem que a 

reação inflamatória desses órgãos foi causada por L. infantum, sugerindo a 

possibilidade de transmissão venérea, diferindo dos resultados de Silva et al. (2008). 

Esses autores encontraram uma carga parasitária de leve a moderada na vulva e 

leve na vagina, com uma baixa frequência de parasitismo, sugerindo que a reação 

inflamatória observada nesses órgãos não foi causada por Leishmania.  Ademais, o 

elevado parasitismo detectado na vulva e vagina sugere que a possível transmissão 

venérea provavelmente não seja unidirecional, discordando de outros autores que 

propõem que a transmissão seja dos machos para as fêmeas susceptíveis (Silva et 

al., 2009). 

No útero, foi pela primeira vez isolado o parasito L. infantum e detectadas 

suas formas amastigotas nesse órgão pelas técnicas histológicas. Outros autores já 

haviam reportado apenas a detecção de DNA de Leishmania sp. nesse órgão 
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(Rosypal et al., 2005a; Silva et al., 2008). Em outros relatos, não foram detectadas 

amastigotas e nem DNA de Leishmania no útero de cadelas natural e 

experimentalmente infectadas (Andrade et al., 2002; Da Silva et al., 2009; Silva et 

al., 2009). A frequência de parasitismo e a intensidade do infiltrado inflamatório 

nesse órgão foram baixas e um infiltrado inflamatório granulomatoso esteve 

presente em um útero parasitado, sugerindo a associação dessas lesões com o 

parasitismo por Leishmania. Nos outros dois casos, onde o útero foi positivo 

somente na cultura, sem observação de infiltrado inflamatório, sugere uma baixa 

carga parasitária e uma maior sensibilidade presente na cultura comparada às 

técnicas histológicas (Madeira et al., 2006). No presente estudo, a detecção de L. 

infantum no útero indica a possibilidade de transmissão vertical de LVC, 

particularmente nos animais da área estudada. A transmissão vertical de L. infantum 

já foi comprovada experimental e naturalmente (Rosypal et al., 2005a; Da Silva et 

al., 2009; Pangrazio et al., 2009, Ben Slimane et al., 2014).  

No ovário e tubas uterinas, foram detectadas pela primeira vez formas 

amastigotas pelas técnicas histológicas. Outros autores não observaram formas 

amastigotas nesses órgãos (Silva et al., 2008; Silva et al., 2009), porém DNA de 

Leishmania já foi detectado (Silva et al., 2008). A ocorrência de ooforite e a presença 

de formas amastigotas somente no corpo lúteo sugere uma possível predileção da 

Leishmania por essa estrutura no ovário. Tal hipótese pode ser devida ao sistema 

vascular que é formado após ruptura folicular, sustentando o crescimento e a 

diferenciação celular ocorrida no corpo lúteo, sendo um local propício à permanência 

de formas amastigotas (Stabenfeldt; Davidson, 2004).  

A concordância razoável de infecção entre vulva e vagina pode ser devido à 

proximidade destas estruturas, e indica assim como nos machos, que em cadelas 

infectadas, geralmente o tecido cutâneo está envolvido, o que explica o 

acometimento da vulva. E a concordância razoável de infecção entre útero e tubas 

uterinas, pode ser devida também à proximidade destas estruturas, além de 

qualquer infecção uterina geralmente ser acompanhada do envolvimento das tubas 

uterinas (Foster, 2013b).  

No nosso estudo, mamite foi uma constante nas cadelas e a maioria 

apresentou formas amastigotas associadas e a sua presença no interior de 

macrófagos dos seios lactíferos indica a possibilidade de eliminação pelo leite. Há 
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somente um relato da descrição de formas amastigotas na glândula mamária, no 

qual o parasitismo foi detectado de secreção mamária pelas técnicas de citologia e 

imuno-histoquímica, sendo a espécie identificada como L. infantum por PCR 

(Metzdorf et al., 2014), reforçando a hipótese de eliminação desse parasito no leite. 

Nos humanos, em raros casos de LV pode ocorrer o envolvimento da mama, 

ocasionando nódulos mamários (Geramizadeh; Vasei, 2007; Alimoglu et al., 2009). 

Esses achados são importantes, pois levantam a hipótese sobre uma possível 

transmissão transmamária, sendo necessários estudos mais aprofundados sobre 

essa forma de transmissão, já suposta por outros autores (Gibson-Corley et al., 

2008; Boggiatto et al., 2011), e sua relevância na epidemiologia da LV. 

A ocorrência de um cão com positividade apenas na glande e pele da 

escápula, sugere que a infecção do trato genital pode ocorrer sem o envolvimento 

visceral ou sistêmico, ou pelo menos com uma carga parasitária baixa no baço, 

medula óssea e linfonodos, que não permitiu a detecção pela cultura parasitológica. 

Nesse cão, a infecção pode ter ocorrido por picadas de flebotomíneos infectados 

diretamente na glande, quando essa estava exposta, ou por transmissão venérea 

pelo contato da glande com a mucosa vaginal de cadela infectada durante a cópula. 

No geral, os tipos celulares predominantes nos infiltrados inflamatórios 

presentes no trato genital dos cães infectados foram macrófagos, plasmócitos e 

linfócitos, estando de acordo com outros autores (Diniz et al., 2005; Benites et al., 

2011). Neutrófilos foram poucos, tendo sido detectados com maior frequência no 

prepúcio, glande e vagina, não estando possivelmente associados à infecção por 

Leishmania e sim, a uma susceptibilidade a coinfecções bacterianas. Os eosinófilos 

foram raros, sendo detectados no epidídimo, prepúcio e predominando na glândula 

mamária que é considerado um achado comum em lesões mamárias e durante 

resposta alérgica a algum corpo estranho (Sangha; Singh, 2012). 

Em relação às técnicas de diagnóstico utilizadas, a imuno-histoquímica se 

mostrou mais sensível, sendo a melhor técnica para a detecção de formas 

amastigotas no trato genital e glândula mamária em comparação a histopatologia, 

como era esperado, estando de acordo com outros autores (Diniz et al., 2005; Silva 

et al., 2008). A hibridização in situ foi uma técnica útil para detecção de formas 

amastigotas no útero e testículos, porém apresentou um mau desempenho no 

epidídimo se comparado a imuno-histoquímica e histopatologia, podendo ser 
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explicado pelo dano tecidual observado especificamente nesse órgão. Esse dano 

tecidual pode ter sido causado pelas etapas de tratamento proteolítico e pela 

elevada temperatura do condicionamento celular, além das características 

histológicas do epidídimo, que é composto por uma rede de ductos envolvidos por 

tecido conjuntivo. Na imuno-histoquímica, devido a ausência de tratamento 

proteolítico e pela recuperação antigênica ser realizada à temperatura de 65oC, o 

tecido fica mais preservado. Portanto, o protocolo da hibridização in situ para 

epidídimo deve ser revisto, visando uma menor destruição tecidual. Apesar dessa 

desvantagem, a hibridização in situ é mais específica do que a imuno-histoquímica, 

permitindo identificar a espécie L. infantum com o uso de sonda específica. 

Os achados desse estudo dão suporte para novos desafios e considerações 

sobre o controle da transmissão de LVC. Dessa forma, o potencial epidemiológico 

da transmissão venérea e vertical deve ser considerado, principalmente em áreas 

endêmicas. Cães dessas regiões, uma vez utilizados na reprodução podem 

favorecer a disseminação da doença. Além disso, a disseminação, inclusive para 

áreas livres da doença, pode ser facilitada pela permanência de cães infectados em 

canis, importação de cadelas matrizes reprodutoras infectadas e pela utilização de 

sêmen infectado na inseminação artificial. Portanto, a castração de cães errantes e a 

realização de exames para diagnóstico e monitoramento da infecção por L. infantum 

em cães de canis voltados para reprodução, assim como no sêmen desses cães, 

são medidas que devem ser adotadas, visando um melhor controle da doença. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



50 

 

7. CONCLUSÕES  
 

 

 Cães sintomáticos apresentaram uma maior ocorrência de parasitismo no trato 

genital, se comparado aos assintomáticos;  

 

 Foi comprovada a presença de formas viáveis de L. infantum no líquido seminal, 

testículo e útero pela primeira vez em cães naturalmente infectados; 

 

 Todos os segmentos do trato genital masculino e feminino além da glândula 

mamária feminina apresentaram formas amastigotas de Leishmania em pelo menos 

uma das técnicas histológicas; 

 
 Formas amastigotas foram descritas pela primeira vez no útero, ovário, tuba 

uterina e glândula mamária; 

 
 A imuno-histoquímica foi o método mais efetivo para a detecção de formas 

amastigotas no trato genital e glândula mamária em comparação a histopatologia; 

 
 A hibridização in situ apesar do mau desempenho nas amostras de epidídimo se 

mostrou útil na detecção de formas amastigotas nas amostras de testículo e útero, 

permitindo identificar a espécie L. infantum com o uso de sonda específica; 

 
 A histopatologia ainda que pouco sensível para a detecção das formas 

amastigotas, foi fundamental para identificar as lesões associadas e correlacioná-las 

com o parasitismo;  

 

 Prepúcio e glande e vulva, seguida da vagina foram os órgãos que apresentaram 

carga parasitária mais intensa no trato genital masculino e feminino, 

respectivamente;  

 
 Alterações inflamatórias no trato genital feminino ocorreram principalmente na 

vulva, seguida da vagina; 
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 No trato genital masculino, os principais locais da ocorrência de alterações 

inflamatórias foram o epidídimo, glande e prepúcio; 

 

 No trato genital feminino, o grau de concordância de infecção foi razoável entre 

vulva e vagina e útero e tubas; 

 

 No trato genital masculino, o grau de concordância de infecção foi moderado 

entre testículo e glande e testículo e epidídimo; 

 

 A ocorrência de Leishmania no trato genital de cães de ambos os sexos foi 

bastante elevada na área estudada, não havendo tropismo por sexo e indicando a 

possibilidade de transmissão venérea bidirecional e vertical; 
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