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Resumo

BARROS. A.L.C. AlteracGes histopatologicas do aparelho reprodutor masculino em cdes com
leishmaniose. 2013. 31 f. Dissertacdo (Mestrado) - Faculdade de Medicina Veterinaria e

Zootecnia, Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, Campo Grande, MS, 2013.

A Leishmaniose Visceral (LV) é uma zoonose causada pelo protozoario intracelular
Leishmania sp. e o cdo € considerado o principal hospedeiro doméstico dessa doenca. A
transmissao entre os hospedeiros vertebrados é feita durante o repasto sanguineo do diptero do
género Lutzomyia sp. Contudo, outras formas de transmissdo, sem a participacdo de vetor, j&
foram relatadas. A presenca de formas amastigotas de Leishmania sp. em diferentes 6rgdos
podem causar diversas alteragdes que variam com a imunidade do animal e carga parasitaria. O
objetivo desse estudo foi avaliar as alteracfes histopatoldgicas encontradas no aparelho
reprodutivo masculino de caes. Amostras de testiculo, epididimo e prostata de 70 animais foram
utilizadas. Os caes foram divididos de acordo com a sorologia e sintomatologia clinica em trés
grupos experimentais: animais sorologicamente positivos assintomaticos; sorologicamente
positivos sintomaticos e animais sorologicamente negativos para leishmaniose visceral,
considerados como grupo controle. Os resultados observados sugerem que as alteragcdes da
préstata ocorrem independentemente dos animais serem sorologicamente positivos ou nao e,
no testiculo e epididimo as lesdes como frequéncia de infiltrado inflamatério intersticial,
degeneracdo e fibrose foram mais frequentes e intensas em animais positivos quando
comparados ao grupo controle. As alteracGes encontradas sdo inespecificas, porém a LV pode

intensificar processos inflamatérios pré-existentes no aparelho reprodutor masculino de cées.

Palavras-chave: Testiculo; epididimo; prdstata, Leishmania sp.; amastigotas.



Abstract

BARROS. A.L.C. Histopathological changes in the male reproductive system of dogs with
leishmaniasis. 2013. 31 f. Dissertacdo (Mestrado) - Faculdade de Medicina Veterinaria e

Zootecnia, Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, Campo Grande, MS, 2013.

Visceral Leishmaniasis (VL) is a zoonotic disease caused by the intracellular protozoan
Leishmania sp. and the dog is considered the main domestic host of this disease. The
transmission between vertebrate hosts is done during blood feeding by Lutzomyia sp., a genus
of phlebotomine sand flies. However, other forms of transmission, with no vector, have been
reported. Presence of amastigotes of Leishmania sp. in different organs may cause several
pathologies depending on the animal's immunity and parasite load. The aim of this study was
to evaluate histopathological changes found in the male reproductive tract of dogs. Samples of
testis, epididymis and prostate of 70 animals, divided according to serology and clinical
symptoms, in three experimental groups: animals seropositive asymptomatic, seropositive
symptomatic and oligosymptomaticand animals seronegative for visceral leishmaniasis, as a
control group. Prostatic changes occurs independently of animals were serologically positive
or not, however they are more intense in symptomatic animal. In the testis and epididymis,
lesions such as frequency of interstitial infiltrate, degeneration and fibrosis, were more frequent
and intense in positive animals compared to the control group. These results demonstrate that
dogs infected with Leishmania sp. may develop nonspecific changes in the reproductive tract,

which are more intense mainly in symptomatic animals.

Keywords: Testis, epididymis, prostate, Leishmania sp., amastigotes.
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1 INTRODUCAO

A Leishmaniose visceral (LV) é zoonose que causa uma doenga grave em pessoas de qualquer
idade e imunodeprimidos e, quando n&o tratada, pode apresentar letalidade de 95% (Alves &
Bevilaqua, 2004). E endémica em 88 paises, e aproximadamente 90% dos casos mundialmente
notificados ocorrem em Bangladesh, Brasil, india, Nepal e Suddo (Who, 2009). No Brasil, esta
distribuida em 21 estados e o nimero de casos corresponde a 90% do total dos ocorridos nas Américas
(Silva, 2007).

Primeiramente exclusiva de ambientes rurais, a expansao urbana desordenada para areas
recém-desflorestadas, com acUimulo de matéria organica associada a mas condicdes sanitarias,
contribuiu para emergéncia da doenga no meio urbano (Werneck et al., 2007). Considerada uma
doenca reemergente e negligenciada, muitos estudos séo realizados com intuito de se conhecer melhor
sobre a epidemiologia, formas de controle e tratamento.

A doenca é causada pelo protozoério intracelular Leishmania da familia Trypanosomatidae,
classe Zoomastigofora, e ordem Cinetoplastidae (Tesh, 1995; Franca-Silva et al., 2003). Leishmania
donovani e L. infantum sio exemplos de espécies causadoras da LV na Africa, Europa e Asia e L.
chagasi (atualmente também chamado de L. infantum) é o agente etiol6gico encontrado nas Américas
(Silva, 2007). Outras espécies podem causar leishmaniose cutanea ou mucocutanea, porém essas duas
formas da doenca ndo sdo fatais apesar de apresentarem consideravel morbidade (Gramiccia, 2011).

O vetor responsavel pela transmisséo do agente da LV, nas Américas, é um diptero do género
Lutzomyia spp. Esse inseto se prolifera em matéria organica em decomposic¢do, o que dificulta
bastante seu controle em certas regides. Esta bem adaptado ao ambiente peridomiciliar alimentando-
se em uma grande variedade de hospedeiros, como aves, 0 homem e outros animais silvestres e
domeésticos (Oliveira et al., 2000). L. infantum ja foi encontrada em raposas, marsupiais, gato e
cavalos, mas, na area urbana, o cdo é conhecido como o principal hospedeiro doméstico dessa
parositose (Gramiccia & Gradoni, 2005).

No Brasil, as estratégias de controle da doenca estdo baseadas no diagnostico e tratamento
precoce de casos humanos, no controle dos vetores por meio do uso de inseticidas e na detec¢cdo dos
caes infectados por analises parasitologicas e soroldgicas (Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta —
RIFI e ensaio imunoenzimatico — ELISA) com posterior eutanasia dos animais positivos (Brasil,
2006). Nao se sabe ao certo o verdadeiro papel do cdo como transmissor da doenca para 0 homem, e
a eutanasia dos cées ainda é um assunto muito polémico e controverso. Existem duvidas da eficiéncia
dos testes utilizados na deteccdo da doenca, principalmente, em areas endémicas. O periodo de

incubacdo nos cées pode variar de trés meses a varios anos, mas em média fica entre seis e sete meses
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(Brasil, 2006) e, a sensibilidade e especificidade dos testes podem variar dependendo dos sinais
clinicos desses animais.

Cées positivos, principalmente os assintomaticos, podem apresentar resultado falso-negativo
em testes soroldgicos e continuar na populagdo e outros negativos, ou com alguma outra doenga que

apresente reacdo cruzada com o teste, podem ser eutanasiados.

1.1 CICLO BIOLOGICO

A transmissdo do protozoario é feita por varias espécies de flebotomineos. Nas Américas, 0s
insetos responsaveis pela transmissdo sdo do género Lutzomyia, familia Psychodidae, sub-classe
Phlebotominae, ordem Diptera (Galati et al., 1997), semdo a principal espécie Lu. Longipalpis.

A Leishmania é um parasita heteroxeno que durante seu ciclo de vida possui apenas dois
hospedeiros, um vertebrado (canideos, roedores e humanos) e outro invertebrado (diptero) (Grimaldi
& Tesh, 1993; Vassilios, 2003; Lainson & Rangel, 2005). Sdo organismos pleomorficos
apresentando-se de duas formas: promastigotas, que sdo formas flageladas e mdveis, presentes no
trato digestivo desse hospedeiro; e amastigotas, forma aflagelar, encontrada dentro de células do
sistema fagocitico mononuclear do hospedeiro vertebrado (Mauel, 1990).

A principal transmissdo se faz a partir dos reservatorios animais, enquanto persistir 0
parasitismo na pele ou no sangue circulante (Lima et al., 2003). O hospedeiro invertebrado, durante
0 repasto sanguineo, ingere as formas promastigotas metaciclicas de Leishmania sp. que serdo
inoculadas em outro hospedeiro vertebrado durante um novo repasto. Apds fagocitose por
macrofagos, as promastigotas transformam-se na forma amastigota, multiplicando-se
intracelularmente até que a célula hospedeira se rompa liberando o parasita, que iréd infectar outras
células do sistema fagocitico (Chang, 1990; Killick-Kendrick & Killick-Kendrick, 1999; Bueno et
al., 2005). Dependendo da resposta do hospedeiro, as formas amastigotas podem se disseminar,
atraveés dos macrofagos, para outros 6rgaos como baco, medula 6ssea, figado, causando infeccao
cronica (Silva, 2007).

Contudo, existem relatos que descrevem a presenca de um vetor alternativo, transmissao direta
ou transmissdo vertical como possiveis rotas de infeccdo. Casos caninos autoctones de LV foram
descritos nos Estado Unidos (Gaskin et al., 2002) e no Reino Unido (Harris, 1994), onde o vetor
biolégico adequado ndo foi reconhecido. Um caso de transmissao venérea entre um homem e uma
mulher em uma area livre da doenca e na auséncia do vetor foi bem documentado (Symmers, 1960).
Transmissdo direta por meio de transfusdo sanguinea ja foi documentada em um céo (Owens et al.
2001). Casos de transmissao vertical em cées foram relatados por Masucci et al. (2003), Dubey et al.

(2005) e Rosypal et al. ( 2005). Em 2009, Silva et al. comprovaram que a Leishmania infantum pode
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ser sexualmente transmissivel de cdes machos naturalmente infectados para fémeas susceptiveis, na

auséncia do vetor biologico.

1.2 SINAIS CLINICOS E RESPOSTA IMUNOLOGICA

De acordo com os sinais clinicos, Mancianti et al. (1988) classificou os caes infectados em:
assintomaticos, ou seja, aparentemente saudaveis; oligossintométicos, de um a trés sinais clinicos,
como ulceras cutaneas localizadas principalmente em orelha e regido periorbital, moderada perda de
peso e alopecia localizada; e sintomaticos, aqueles que apresentam mais de trés sinais clinicos,
geralmente Ulceras cutaneas, alopecia e dermatite generalizada, ceratoconjuntivite, anorexia,
onicogrifose, podendo levar a morte do animal. As diferentes manifestacdes clinicas da doenga sdo
determinadas pela espécie do agente envolvido bem como da condi¢do imune do hospedeiro (Chang,
1990).

Normalmente os sinais clinicos sdo variaveis e inespecificos e a imunossupressdo, causada
pela doenca, favorece as infeccGes oportunistas dificultando ainda mais a caracterizagdo dos
sintomas. A partir da infec¢do cutanea localizada, o parasita é fagocitado por macréfagos, que se
disseminam pela via linfatica ou vasos sanguineos, e migram para medula dssea, linfonodos, figado
e baco, assim como nos rins e trato gastrointestinal (Tryphomas et al. 1977, Keenan et al. 1984).
Inicialmente, observa-se hipertrofia de linfonodo, dermatite periorbital e nasal que, posteriormente se
alastram para todo o corpo do animal, com alopecia, onicogrifose e edema de membros. Outros sinais
como febre, apatia, diarréia, hemorragia intestinal, emagrecimento progressivo, hepatomegalia e
esplenomegalia, hiperqueratose, ulceracbes cutaneas, particularmente no focinho, orelha, séo
frequentes, apesar de ndo estarem presentes em todos os animais (Genaro et al. 1988; Dias et al.
1999).

Segundo Reis et al. (2006), animais sintomaticos apresentam maior parasitismo,
principalmente na pele, baco e medula 6ssea, quando comparados com animais assintomaticos e
estudos demonstram que cdes assintomaticos com leishmaniose visceral desenvolvem um perfil de
resposta imunoldgica TH1, enquanto que cdes oligossintomaticos e sintomaticos um perfil
principalmente TH2 (Lage et al., 2007).

Na resposta imune protetora (TH1), existe uma forte resposta proliferativa das células
mononucleares que realizam a fagocitose e destruicdo das formas amastigotas pela ativacdo de
macrofagos (Reis et al., 2009). A producéo de interferon-gama (INF-y) estimula a proliferacéo de
linfécitos T CD4+ e T CD8+, que sdo células apresentadoras de antigenos e produzem citocinas pro-
inflamatorias como IL-2 e fator de necrose tumoral (TNF-a). Estudos sugerem que a via do oxido

nitrico (ON), ativada pela resposta TH1, inicia a rota do controle da doenga em cées (Melby et al.,
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1998; Bogdan et al., 2000). A infec¢do de macrofagos caninos por Leishmania ativados por INF-y in
vitro expressam ON (Sisto et al., 2001). Cées com macréfagos infectados, incubados com linfocitos
autélogos de cdes imunizados ativam a INF-y com aumento na produgdo de ON e apoptose de células
parasitadas (Holzmuller et al., 2005; Holzmuller et al., 2006).

Nos cées sintomaticos, ha depressdo das fungdes mediadas pelas células T e altos niveis de
anticorpos especificos (Pinelli et al., 1995). Na resposta TH2, ocorre diminuicéo das células T CD4+
e assim ativacdo de macrofagos. As principais citocinas produzidas séo anti-inflamatérias, como IL-
4 e IL-10, relacionadas com a producdo de anticorpos. Contudo, anticorpos séo eficientes na protecéo
contra antigenos circulantes, mas ndo contra patdgenos intracelulares como a Leishmania sp. Esse
quadro imunoldgico favorece o aparecimento de lesdes em diversos 6rgaos, afetando outros sistemas
importantes do organismo e causando grande variedade de sinais clinicos.

Lage et al. (2007) avaliaram a expressdo de citocinas nos esplendcitos de cdes naturalmente
infectados por L. infantum e ndo detectaram diferencas nos niveis de TNF-a, IL-12, IL-4, IFN-y ¢ IL-
10 quando os cées foram classificados pelas diferentes formas clinicas. Entretanto, quando os cées
foram categorizados pelos niveis de carga parasitaria, 0s autores observaram que 100% dos caes com
alto parasitismo expressam IL-10 quando comparados com aqueles com baixo e médio parasitismo.
Esses dados sugerem que a LVC é marcada por um equilibrio na producéo de citocinas TH1/TH2,
com predominio do acumulo de IL-10, provavelmente como consequéncia do acréscimo na carga
parasitaria com a progressdo da doenga. Estes resultados podem demonstrar a possibilidade da ligacdo
entre a intensidade do parasitismo no baco com a evolucao das manifestacdes clinicas da LVC.

1.3 ALTERACOES HISTOPATOLOGICAS

Na Leishmaniose Visceral, devido a ativacdo do sistema imune, as lesdes em 6rgdos ndo
linfoides acontecem ndo somente pela deposicdo de imuno-complexo, como também pela
participacdo de macréfagos, células T, citocinas e imunoglobulinas, por mecanismos ainda nao muito
claros (Rigo et al., 2013). Normalmente a principal alteracdo relatada é a presenca de infiltrado
mononuclear nos tecidos sendo que a diferenca da intensidade varia de acordo com a resposta imune
do hospedeiro.

As formas amastigotas, e assim as alteracdes histolégicas como hipertrofia e hiperplasia, sdo
encontradas principalmente em 6rgéos do sistema linfoide (linfonodos, bago, medula dssea e figado)
independente dos sintomas clinicos nos animais. A presenca do protozoario em outros 6rgédos varia
com a sintomatologia clinica da doenca. Lima et al. (2010) encontraram diferenca significativa no

parasitismo de visceras entre animais sintomaticos e assintomaticos enquanto na pele e no linfonodo
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essa diferenca ndo ocorreu. O parasitismo das visceras de animais sintomaticos chega a ser quatro
vezes maior que de animais assintomaticos (Sanchez et al., 2004).

Nos linfonodos de animais sintomaticos e assintomaticos € possivel encontrar profundas
mudancas estruturais com alteracdo nos componentes da matriz extracelular, deplecao linfocitaria,
principalmente na regido cortical, com substituicdo dos linfocitos por macréfagos repletos de formas
amastigotas e hiperplasia folicular na area medular com aumento das células plasmaticas (Kennan et
al., 1984; Xavier et al., 2006; Kondo et al., 2009).

AlteracGes como: presenca de pequenos granulomas intralobulares compostos por macréfagos
intensamente parasitados, plasmaocitos e raros linfocitos no figado; depressdo da polpa branca e
substituicdo do foliculo linféide por macrofagos parasitados por Leishmania sp. ; e reacdo
inflamatoria cronica e difusa com exsudato celular composto por macréfagos, plasmacitos e linfocitos
na pele, foi observada em animais assintomaticos (Xavier et al, 2006). As alteragdes encontradas em
baco e linfonodos sdo sugestivas de supressdo da imunidade mediada por células e imunidade
humoral ativa (Kennan et al., 1984).

De acordo com Brito et al. (2010), lesdes oculares, tanto em cédes quanto em humanos com
LV, sdo comuns. Na avaliacdo de estruturas oculares de cées, observou-se que somente nervo dptico,
retina e cordide ndo foi encontrado Leshmania sp. , através de técnica de imunohistoquimica,
enguanto na conjuntiva da terceira palpebra foi encontrado alto parasitismo. Presenca de infiltrado
inflamatorio composto por linfécitos, macréfagos, células plasmaticas e perivasculite difusa, foram
alteracdes encontradas nas estruturas oculares avaliadas.

Pinto et al. (2011) relatam leves alteracGes no aparelho digestério de animais positivos
sintomaticos e assintomaticos, sugerindo alguma vantagem do parasita na resposta imunoregulatoria
intestinal. Exudato celular crénico, composto predominantemente por macrdfagos, células
plasmaticas e linfocitos com raros neutréfilos ou eosindfilos, foi observado na lamina prépria e nas
camadas muscular, mucosa e submucosa do trato gastrointestinal. Ainda, macréfagos contendo
muitas amastigostas foram facilmente encontrados na lamina prépria da mucosa e submucosa, na
maioria dos casos, principalmente em ceco e célon.

Os rins sdo frequentemente afetados pela LV. Rigo et al. (2013) relatam alteragdes
inflamatdrias presentes em 25,3% dos tabulos, em 67,0% do intersticio e em 52,0% dos glomérulos
dos rins de cdes positivos. As glomerulonefrites mais frequentes foram as do tipo membranosas e
membranoproliferativas, sem diferenca significativa entre animais simtomaticos e oligosintomaticos.

Alteracdo pulmonar em animais infectados naturalmente foi caracterizada por pneumonite
intersticial, com trés tipos de acometimento de acordo com a presenca de tipos celulares, parecendo
um processo evolutivo sequencial: celular, fibrotico celular e fibrético (Duarte et al., 1986). Sabe-se,

que 0 processo de reparacdo tecidual ap6s uma injuria pode ser a regeneracdo do tecido ou a
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cicatrizacdo. Assim, a LV pode causar uma inflamacao crénica do parénquima pulmonar levando a

fibrose desse tecido.

1.4ALTERACOES HISTOPATOLOGICAS E RESPOSTA IMUNE NO APARELHO
REPRODUTOR MASCULINO

O aparelho reprodutivo de cdes sorologicamente positivos para LV pode ser um reservatorio
para formas amastigotas de Leishmania sp (Benites et al., 2011). Mas, poucos trabalhos relatam as
alteracdes encontradas no aparelho reprodutivo masculino de cdes com LV. Ainda, 0s mecanismos
e a relacdo entre as alteracOes e a presenca das formas amastigotas no aparelho reprodutivo ndo sao
claros.

No aparelho reprodutivo de cdes machos, a presenca de formas amastigotas de Leishmania sp.
é relatada principalmente no prepdcio, epididimo e glande, com maior frequéncia em animais
sintomaticos, existindo uma correlacéo entre o nUmero de amastigotas e o score de inflamacao nesses
locais (Diniz et al., 2005). Ainda, no prepucio pode ser encontrada em cées positivos, dermatite
granulomatosa com grande numero de histiocitos difusamente distribuidos por toda mucosa, com
areas de erosdo e ulceracdo com intensa infiltracdo de neutrdéfilos (Diniz et al., 2005).

Na prostata, a presenca de infiltrado linfoplasmocitico em animais sorologicamente negativos
e positivos, sintomaticos ou ndo, sem diferenca estatistica entre os diferentes grupos sugere que a
prostatite em cées ndo esté relacionada com a LV (Diniz et a., 2005).

No testiculo, lesbes macroscopicas relacionadas a doenca ndo sdo relatadas, ao contrario de
alteracBes microscopicas evidenciadas pela histologia (Amara et al., 2009). Estudo realizado por
Diniz et al. (2005) demonstra orquite intersticial linfoplasmocitica multifocal ou difusa associada a
degeneracdo testicular, de grau leve a severo, e epididimite histiolinfocitica em animais
sorologicamente positivos, com reacdo inflamatdria mais forte em animais sintomaticos. Contudo,
ndo houve correlacdo entre o score de inflamacdo e a nUmero de amastigotas nesses 6rgaos, apesar
da frequéncia dessas formas evidenciadas pela imunohistoquimica serem diferentes estatisticamente
entre animais positivos sintomaticos e assintomaticos (Diniz et al., 2005). Um caso de orquite em um
cdo associada a leishmaniose desencadeada pela presenca de formas amastigotas no testiculo foi
descrito sendo que o infiltrado inflamatério era composto de neutréfilos, linfécitos, células
plasmaticas, macrdéfagos contendo formas amastigotas e alteracbes degenerativas. Porém, apés
tratamento da LV, ocorreu diminui¢do da carga parasitaria e, na avaliagdo citologica, auséncia de
células inflamatorias no testiculo (Manna et al., 2012). Em cées sintomaticos existe probabilidade de

aproximadamente 69% da ocorréncia de formas infectantes no testiculo. Este fato demonstra a
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importancia da manutencéo de formas infectantes nos testiculos e a disseminacdo dessas formas para
0s segmentos extragonadais (Benites et al., 2011).

Sabe-se que andrégenos e outros esterdides, assim como proteinas e neuropeptideos
produzidos pelo testiculo podem modificar a fungéo das células imunes no testiculo e nos linfonodos
que drenam a regido. Ainda, o testiculo apresenta peculiaridades como a barreira hemato testicular,
falta de complexo principal de histocompatibilidade (MHC) pelas células espermatogénicas,
macrofagos intersticiais com fungdo antiinflamatdria e imunossupressores e locais de producao de
citocinasimunoreguladoras e supressoras (células de Leydig e Sertoli), que podem favorecer a
permanéncia das formas amastigotas nesse 6rgao (Hedger & Haler, 2006).

No epididimo, a transmigracdo leucocitaria, principalmente de macrofagos é maior e mais
ativa. Macrofagos expressam MHC 11 no intersticio e no epitélio epididimal linfocitos CD8+ séo
predominantes (Hedger & Haler, 2006). Embora a funcdo exata dessas células ndo seja totalmente
conhecida, sua presenca esta relacionada a fagocitose seletiva nos diferentes segmentos epididimais
(Serre & Robaire, 2002). Dessa maneira, ¢ possivel que macrofagos parasitados migrem para o
epididimo, exacerbando a resposta inflamatdria nesse 6rgéo (Benites et al., 2011).Percebe-se que a
resposta imune do epididimo é claramente diferente da que ocorre no testiculo.

A partir da analise do perfil leucocitario do aparelho reprodutor masculino em caes, sugere-se
que existem no minimo, respostas diferenciadas em ambiente diferente frente as formas amastigotas
caracterizados pelo maior nimero de neutréfilos, macréfagos e linfocitos (Benites et al., 2011).

Assim, considerando a importancia do cdo na epidemiologia da LV, o objetivo do artigo
apresentado a seguir é caracterizar as alteracdes histopatoldgicas encontradas na prostata, testiculo e

epididimo (cabeca, corpo e cauda) de cdes soropositivos com e sem sintomatologia clinica para LV.
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ALTERAGOES HISTOPATOLOGICAS DO APARELHO REPRODUTOR MASCULINO DE CAES COM
LEISHMANIOSE VISCERAL

Andrea L. C. de Barros?'*, Carlos E.S. Fernandes?, Ariane P. Benites3

ABSTRACT.- Barros A.L.C; Fernandes C.E.S. & Benites, A. 2012. [Histophatological changes in the reproductive
tract of male dogs with leishmaniasis] Alteragdes histopatologicas do aparelho reprodutor masculino de caes
com leishmaniose. Pesquisa Veterindria Brasileira 00(0):00-00. Faculdade de Medicina Veterinaria, Universidade
Federal do Mato Grosso do Sul, Av. Felinto Muller, 2443, Campo Grande, MS 79070-900, Brazil. E-mail:
andrealcb@hotmail.com

Visceral Leishmaniasis (VL) is a zoonotic disease caused by the intracellular protozoan Leishmania
infantum and the dog is considered the main domestic host of this disease. The transmission between vertebrate
hosts is done during blood feeding by Lutzomyia sp., a genus of phlebotomine sand flies. However, other forms of
transmission, with no vector, have been reported. Presence of amastigotes of Leishmania sp. in different organs
may cause several pathologies depending on the animal's immunity and parasite load. The aim of this study was
to evaluate histopathological changes found in the male reproductive tract of dogs. Samples of testis, epididymis
and prostate of 70 animals, divided according to serology and clinical symptoms, in three experimental groups:
animals seropositive asymptomatic, seropositive symptomatic and oligosymptomatic and animals seronegative
for visceral leishmaniasis, as a control group. Prostatic changes occurs independently of animals were serologically
positive or not, however they are more intense in symptomatic animal. In the testis and epididymis, lesions such
as frequency of interstitial infiltrate, degeneration and fibrosis, were more frequent and intense in positive animals
compared to the control group. These results demonstrate that dogs infected with Leishmania sp. may develop
nonspecific changes in the reproductive tract, which are more intense mainly in symptomatic animals.

INDEX TERMS: Testis, epididymis, prostate, Leishmania sp., amastigotes.

RESUMO.-A Leishmaniose Visceral (LV) é uma zoonose causada pelo protozoario Leishmania infantum e o cio é
considerado o principal hospedeiro doméstico dessa doenga. A transmissdo entre os hospedeiros vertebrados é
feita durante o repasto sanguineo do diptero do género Lutzomyia sp. Contudo, outras formas de transmissao, sem
presencga de vetor ja foram relatadas. A presenca de formas amastigotas de Leishmania sp. em diferentes drgdos
pode causar diversas alteracdes que variam com a imunidade do animal e carga parasitaria. O objetivo desse
estudo foi avaliar as alteragdes histopatolégicas encontradas no aparelho reprodutivo masculino de caes
infectados pela Leishmania sp. Foram utilizadas amostras de testiculo, epididimo e préstata de 70 animais,
divididos, de acordo com a sorologia e sintomatologia clinica, em trés grupos experimentais: animais
sorologicamente positivos assintomaticos; sorologicamente positivos sintomaticos e animais sorologicamente
negativos para leishmaniose visceral, considerados como grupo controle. Os resultados sugerem que as alteragdes
da prostata ocorrem independentemente dos animais serem sorologicamente positivos ou ndo e, no testiculo e
epididimo o infiltrado inflamatério intersticial, degeneracao e fibrose foram mais prevalentes e intensas nos
animais positivos, quando comparados ao grupo controle. Nao houve relacdo entre a presenc¢a de amastigotas e
lesdes histologicas nos diferentes segmentos do aparelho reprodutivo. As alterag¢des histopatoldgicas encontradas
no aparelho reprodutivo foram inespecificas, estando associadas a presenga ou nao de sinais clinicos sistémicos.

TERMOS DE INDEXACAO: Testiculo, epididimo, proéstata, Leishmania sp., amastigotas.
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A Leishmaniose Visceral (LV), humana e canina, é a doen¢a emergente mais importante, e com maior prevaléncia
nos paises da América Latina (Reis et al. 2009). Primeiramente exclusiva de ambientes rurais, a expansdo urbana
desordenada para areas desflorestadas, com acimulo de matéria organica associada a mas condi¢des sanitarias,
contribuiu para aumento da incidéncia da doen¢a no meio urbano (Werneck et al. 2007).

0 cao é conhecido por ser o principal hospedeiro doméstico do protozodrio Leishmania sp. (Gramiccia &
Gradoni 2005) e, nas Américas, incluindo o Brasil, o parasito envolvido é a Leishmania infantum (Deane & Deane
1962). O vetor responsavel pela transmissdo da LV é um diptero do género Lutzomyia spp. A principal espécie é a
Lu. longipalpis. Usualmente, a infeccdo acontece de um hospedeiro invertebrado para um hospedeiro vertebrado,
mas existem relatos de transmissdo direta através de transfusdo sanguinea em cdes (Owens et al. 2001) e Silva et
al. (2009) comprovaram que a L. infantum pode ser sexualmente transmissivel de cdes machos naturalmente
infectados para fémeas susceptiveis na auséncia do vetor biolégico.

Estudos demonstraram que o aparelho reprodutivo de cdes sorologicamente positivos para LV pode ser
um reservatorio para formas infectantes de Leishmania sp. (Diniz et al. 2005, Benites et al. 2011). Epididimite
associada com LVC pode resultar em achados de formas amastigotas no sémen, favorecendo a transmissao
venérea, assim como descrito em humanos (Symmers 1960, Cabello & Caraballo & Millan 2002). A cobertura
natural em cdes muitas vezes resulta em traumas tanto no macho como na fémea, aumentando a chance de
transferéncia de amastigotas da parte externa da genitalia e do sistema reprodutor interno do cio. Estes aspectos
aumentam ainda mais a possibilidade da transmissao venérea (Diniz et al. 2005).

Embora os aspectos ligados a patogenia, imunopatologia, manifestacao clinica e patolégica da LVC estejam
relativamente compreendidos, a presenca de formas amastigotas no aparelho reprodutivo e as lesdes especificas
associadas, ainda ndo foram totalmente esclarecidas. Assim, considerando a importéancia epidemiolégica do cdo, o
objetivo desse trabalho foi caracterizar as altera¢des histopatoldgicas encontradas na prdstata, testiculo e
epididimo de caes soropositivos com e sem sintomatologia clinica para LVC e a relagdo dessas com a presenca de
formas amastigotas nos 6rgaos avaliados.

MATERIAL E METODOS
Animais e grupos experimentais

Foram utilizadas amostras de 70 cdes, provenientes do Centro de Controle de Zoonoses (CCZ), do municipio de
Campo Grande, MS. Os animais foram selecionados de acordo com a sorologia (teste de ELISA - ensaio
imunoenzimatico e RIFI - imunofluorescéncia indireta) e sintomatologia clinica em trés grupos experimentais:
Grupo 0 (n=25), sorologicamente positivos sem manifestacdo clinica (assintomaticos); Grupo 1 (n=25),
sorologicamente positivos e com manifestacdo clinica (sintomaticos e oligossintomaticos), independente do
aparelho reprodutivo e Grupo 2 (n=20), animais sorologicamente negativos para LVC, considerados como grupo
controle. Em seguida os cdes foram submetidos a eutanasia realizada pela administragio endovenosa do
anestésico tiopental e, posteriormente de cloreto de potassio (conforme parecer da CEUA/UFMS, protocolo n®
203/2009). Considerando a procedéncia dos animais utilizados, ndo se obteve informagdes sobre idade ou
doencas anteriores. A raca dos animais nao foi considerada.

Exame parasitologico e histopatologia

Ap6és a eutanasia, foram retiradas a glandula prostatica e o conjunto testiculo/epididimo do lado direito de cada
cdo. Em seguida, os 6rgaos foram seccionados longitudinalmente. Um fragmento, obtido ao acaso, foi usado para
preparar um imprint corado com corante citolégico rapido para realizacdo do exame parasitolégico (Benites et al.
2011). Em seguida, esse mesmo fragmento, quando da prostata e testiculo, foi fixado em solucdo de Bouin por 24h
e posteriormente embebido em alcool 70% (Russel etal. 1990). Fragmentos das regides epididimais foram fixados
em solugdo de formol-salina 10% tamponada. As amostras foram desidratadas e emblocadas em parafina, cortadas
com espessura maxima de 4,0 um e coradas com hematoxilina-eosina (Tolosa et al. 2003).

Para analise histopatolégica da glandula prostatica, considerou-se a presenga ou auséncia de atrofia do
parénquima glandular, fibrose e infiltrado inflamatério no espaco intersticial. No testiculo, foram consideradas a
presenca ou auséncia de degeneragdo testicular e hipoplasia dos tibulos seminiferos, edema, infiltrado
inflamatério e fibrose intersticial. No epididimo, a auséncia ou presenca de infiltrado inflamatério assim como a
fibrose intertubular foi determinada por regido (cabeca, corpo e cauda). Em todas as analises, a intensidade dos
infiltrados inflamatérios e a presenca da fibrose, foram classificadas em discretas, moderadas ou severas (Slauson
& Cooper, 2002).

Analise estatistica



15

Foram adotados dois conjuntos de procedimentos estatisticos para analise dos dados. No primeiro, verificou-se o
efeito do grupo experimental sobre os diferentes achados histopatolégicos na prostata, testiculo, cabeca, corpo e
cauda do epididimo. Utilizou-se o teste do Qui-quadrado de Pearson, para tabelas de contingéncia, corrigido para
o teste de Phi & Cramer’s V e teste Exato de Fisher, para tabelas 2 x2. Para os resultantes das andlises de
intensidade (infiltrado e fibrose) adotou-se o teste de Kruskal Wallis. No segundo procedimento, adicionaram-se
os resultados obtidos para o exame parasitolégico (presenca ou auséncia de amastigotas) aos grupos
experimentais previamente adotados, para analise dos efeitos interativos entre essas duas variaveis preditivas.
Para isso, utilizou-se a analise de dados categdricos Loglinear, modelo nio hierarquico (backward) saturado. As
analises foram realizadas no pacote estatistico SPSS 17.0.

RESULTADOS

No primeiro conjunto, as analises dos achados histopatoldgicos nas diferentes por¢des do aparelho reprodutor
revelaram que houve diferencas na frequéncia e, principalmente, na intensidade das alteracdes entre os grupos
experimentais. Em todas as regides, o infiltrado encontrado foi predominantemente linfomononuclear. Ndo foram
encontradas formagdes granulomatosas. Apenas duas amostras do tecido prostatico apresentaram infiltrado
agudo em associacdo a necrose liquefativa, no grupo sintomatico. Testiculos e epididimos ndo apresentaram
infiltrado neutrofilico.

A frequéncia das alteracdes encontradas na prodstata e testiculo estdo representados nos Quadros 1 e 2,
respectivamente. Houve diferenca (p<0,05) entre os grupos assintomatico e sintomatico para presenca de atrofia,
intensidade de fibrose e infiltrado. O grupo controle diferiu do sintomatico para intensidade de fibrose e de
infiltrado. No testiculo, ndo houve diferenga para as alteracdes de degeneracao, hipoplasia, presenca e intensidade
de infiltrado inflamatério entre os grupos sintomaticos e assintomaticos. No grupo controle, embora presentes,
foram inferiores em relacdo aos demais. A presenca de fibrose foi observada apenas nos animais sintomaticos. Nao
houve diferenca entre os grupos para a presenca de edema.

As frequéncias de infiltrado linfomononuclear e fibrose encontradas nas trés regides do epididimo estdo
apresentados nas Figuras 1. Quanto a presenca do infiltrado, ndo houve diferenca entre os grupos controle e
assintomatico para as classificagdes ausente, discreto, moderado e intenso, em nenhuma das regides do epididimo.
No geral, os animais sintométicos apresentaram frequéncias inferiores de classificacdo ausente e frequéncias
superiores das classificacdes discreta, moderada e intensa, quando comparados aos assintomaticos e controle.

Os resultados do segundo conjunto estio representados nos Quadros 3 e 4. Ndo houve interagdo
significativa nas diferentes regides epidimais (grupo experimental X parasitolégico X lesdo) e para a intensidade
do infiltrado inflamatério, tanto prostatico quanto testicular. Na glandula prostatica, os demais achados
histopatolégicos também ndo revelaram interacdo significativa (Quadro 3). Ao contrario, no testiculo (Quadro 4),
as interagdes significativas de segunda ordem resultaram para degeneracio testicular (parasitologico X grupo
experimental), infiltrado linfomononuclear (infiltrado X grupo experimental; parasitolégico X grupo
experimental) e fibrose (parasitolégico X grupo experimental; fibrose X grupo experimental).

DISCUSSAO

Poucos trabalhos relatam as altera¢des encontradas no aparelho reprodutivo masculino de caes com LV. Ainda, os
mecanismos e a relacdo entre as alteragdes e a presenca das formas amastigotas no aparelho reprodutivo ndo sao
claros.

Estudos revelam que 84,6% a 100% das prostatas de cies apresentam algum tipo de alteragido sendo as
mais frequentes prostatite e hiperplasia, principalmente em cies de meia-idade (Oliveira et al. 1996, Oliveira et al.
2007). No presente estudo, a frequéncia de infiltrado e a deposicdo de tecido conjuntivo fibroso nido foram
diferentes entre os grupos, contudo, a intensidade de ambos os processos foi maior no grupo de animais positivos
sintomaticos. Na ocorréncia de algum tipo de lesdo tecidual, o processo reparador pode acontecer por regeneracio
ou por cicatrizacdo (substituicdo por tecido conjuntivo fibroso) geralmente associada a infiltrado cronico
inespecifico. Lee et al. (1997) demonstraram que a infiltragao prostatica por linfécitos e macréfagos aumenta com
o avancgar da idade e isto pode ocorrer sem haver infec¢do. Na leishmaniose, existem diferencas entre as respostas
inflamatérias de acordo com a carga parasitaria do animal e manifestac¢ao clinica da doenca, um efeito tipicamente
associado as caracteristicas imunolégicas dos grupos experimentais (Reis et al. 2006, Reis et al. 2009). Acredita-
se assim, que a densidade de formas amastigotas em animais sintomaticos seja maior que em animais
assintomaticos e com chance maior de macréfagos infectados migrarem para a préstata e intensificarem a resposta
inflamatoéria que ja ocorria naquele local. Porém, Diniz et al. (2005) ndo encontraram essa relacdo em cdes com
leishmaniose visceral. Houve diferenca significativa entre os grupos sintomaticos e assintomaticos, na presenca
de atrofia prostatica, contudo ndo houve diferenca entre estes e o grupo controle. Essa alteracdo pode ocorrer em
resposta a alteracdo da producao de andrégenos ou pela presenca de inflamagio que afeta diretamente o epitélio
glandular. De acordo com Toledo et al. (2010), ha influéncia da inflamacao, principalmente do tipo mononuclear
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(linfécitos, alguns plasmacitos e macrdofagos) especialmente na regido intersticial dos segmentos tubuloalveolares
na presenca de atrofia do epitélio glandular (Proliferative Inflammatory Atrophy- PIA). Como ndo existe dados
sobre as idades dos animais utilizados no experimento, a influéncia da idade e estimulos hormonais na prostata
desses animais possivelmente esteja presente. Dessa maneira, a hiperplasia ndo foi considerada como relevante
na comparacgio entre os grupos experimentais porque é uma alteragdo comum em cdes com mais de trés anos de
idade em decorréncia da alteracdo na razdo entre andrégeno e estrogeno secretado pelos testiculos (Smith 2008).

Orquite e epididimite ocorrem com frequéncia na maioria das espécies animais por diferentes fatores
(Thomé et al. 2007). As lesdes inflamatérias sdo mais comuns no epididimo do que no testiculo e podem ocorrer
por infeccdo ascendente secundaria através do ducto deferente, por meio dos vasos linfaticos do cordao
espermatico, dissemina¢do hematégena e/ou em conjunto com infec¢ao primaria do trato urindrio (Foster 2012).
Animais positivos para LVC, sintométicos ou ndo, apresentam formas amastigotas na maioria dos linfonodos sendo
que a densidade dos parasitas varia de acordo com os niveis de anticorpos circulantes (Lima et al. 2010).
Considerando que os testiculos apresentam rica vascularizacdo e rede linfatica, seria possivel inferir que as
alteracoes testiculares encontradas fossem causadas pela presenca de formas amastigotas oriundas dos linfonodos
regionais que drenam o 6rgio ou por algum mecanismo ainda nio conhecido (Diniz et al. 2005). Contudo, no
estudo proposto, essa hipétese ndo foi confirmada, ou seja, a presenca de formas amastigotas nos mesmos
fragmentos analisados pela histopatologia, ndo foi associada as lesdes no aparelho reprodutivo. A andlise
empregada para o efeito interativo entre as variaveis preditivas (exame parasitolégico, grupo experimental e
lesdo) revelou que as lesdes encontradas nos cies ndo foram decorrentes da presen¢a das amastigotas nos 6rgaos
(glandula prostatica e testiculo) e sim pelo efeito intrinseco a condigdo clinica, possivelmente de acordo com a
debilidade individual predominante entre os grupos assintomatico e sintomatico. Alguns aspectos poderiam ser
considerados em relagdo a esse achado. O primeiro envolve a possibilidade de que as amastigotas sejam um achado
circunstancial nos imprinting no momento da colheita; o segundo, devido a dindmica e transmigracao leucocitaria
vascular no aparelho reprodutivo, especialmente dos macroéfagos testiculares. Essas células além de fagocitarem
as amastigotas, atuam como moduladoras do processo inflamatério possivelmente dependente da carga
parasitaria local (Reis et al. 2009, Winnall & Hedger, 2013). Por outro lado, sabe-se que, in vitro, as células de
Sertoli secretam moléculas imunossupressoras, capazes de inibir a proliferacio e atividade especifica de linfocitos
B e T, assim como a redugdo da secrecdo de Interleucina 2 (De Cesaris et al. 1992). Um exemplo da dificuldade de
estabelecer essa relacdo esta na ocorréncia do processo degenerativo testicular. Essa patologia, além de ser
prevalentemente comum nos caninos (Nascimento & Santos 1997) é multifatorial, estando associada a processos
sistémicos que envolvam febre, doencas metabolicas e traumaticas, além das infecciosas (Foster 2012). No caso
da leishmaniose, é possivel que a presen¢a das formas amastigotas no ambiente testicular desencadeie uma
resposta inflamatéria que, dependo do grau, resulte em degeneracdo do epitélio germinativo e azoospermia de
forma lenta e progressiva (Amara et al. 2009, Labat et al. 2010). No entanto, é possivel que tais alteragdes ja
estejam presentes antes do processo invasivo das formas parasitarias, induzindo a respostas variaveis do ponto
de vista inflamatoério e regenerativo cicatricial.

No epididimo, devido a baixa prevaléncia de formas amastigotas (apenas trés caes foram positivos, dois
assintomaticos e um sintomatico) nao foi possivel avaliar a intera¢ido entre este exame e os grupos experimentais,
embora as lesdes tenham sido distintas entre as regides. Nosos achados estdo de acordo com outros estudos que
reportam a epididimite como o processo patolégico mais importante. Usualmente, as lesdes envolvem a cauda e,
mais raramente, o corpo e cabeca do epididimo (Foster & Ladds, 2007, Foster 2012). No presente estudo,
observou-se que a fibrose foi mais frequente que a presenca do infiltrado linfomononuclear, sugerindo a presenca
de processos mais cronificados nesse 6rgao. O efeito da LVC na fung¢io epididimal ainda é controverso. Animais
sorologicamente positivos podem apresentar qualidade seminal insatisfatéria e, quando tratados, as alteracdes
podem ser revertidas parcialmente, melhorando a qualidade seminal (Assis et al. 2010). Além disso, os perfis
leucocitarios no aparelho reprodutivo de caes sorologicamente negativos e positivos, sintomaticos e
assintomaticos, sdo diferentes de acordo com o local e respostas frente as formas amastigotas, caracterizados pelo
maior numero de neutrofilos, macréfagos e linfécitos (Benites et al. 2011).

CONCLUSAO
As alteragdes histopatolégicas encontradas no aparelho reprodutivo masculino de cdes infectados naturalmente
com LVC, sdo inespecificas, estando associadas a presenca ou ndo de sinais clinicos sistémicos. Nao ha relacdo
entre a presenca de amastigotas e lesdes histoldgicas em diferentes segmentos do aparelho reprodutivo. Acredita-
se que devido as alteragdes que a doenca causa em todo organismo, a LVC pode intensificar processos

inflamatérios pré-existentes no aparelho reprodutivo masculino de cies.
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Legendas de Figura

Figura 1. Frequéncia (%) de infiltrado linfomononuclear e fibrose intersticial em diferentes regides epididimais de
cdes sorologicamente positivos assintomaticos, sorologicamente positivos sintomaticos e sorologicamente
negativos (controle) para LVC, oriundos do CCZ de Campo Grande, MS. Letras distintas entre colunas representam
diferenca significativa (p<0,05) entre grupos.

Os Quadros
Quadro 1. Frequéncia de alteracdes histopatoldgicas encontradas na préstata de animais

sorologicamente positivos assintomaticos, sorologicamente positivos sintomaticos e sorologicamente
negativos (controle) para LVC, oriundos do CCZ de Campo Grande, MS.

Prostata
Intensidade Intensidade
Grupos Atrofia Fibrose Fibrose Infiltrado Infiltrado

Assintomatico 14 (20,3%)2 18 (26,1%)2 1,22 19 (27,2%)2 1,32
(n=25)

Sintomatico 20 (29%)® 20 (29%)? 2,1b 21 (30,4%)a 2,0b
(n=25)

Controle 16 (23,2%)ab 16 (23,2%)2 1,42 18 (26,1%)2 1,52
(n=20)

Letras diferentes entre as linhas indicam diferenca estatistica (P < 0.05).

Quadro 2. Frequéncia de alteragdes histopatolégicas encontradas no testiculo de animais
sorologicamente positivos assintomaticos, sorologicamente positivos sintomaticos e sorologicamente
negativos (controle) para LVC, oriundos do CCZ, Campo Grande, MS.

Testiculo
Intensidade
Grupos Degeneracao Hipoplasia Infiltrado Fibrose Infiltrado Edema
ASS‘(II‘It:;a)‘“CO 15(21,4%)*  8(11,6%)  9(129%)* 0 (0%): 0,72 4 (5,7%)
Sm(tri’:r;ast)‘co 19 (27,1%) 15 (21,7%) 16 (229%)* 5 (7,1%)" L6° 3 (4,3%)°
C((;gg;e 10 (143%)°  1(L4%) 0(0%)  0(0%) 0 1(1,4%)

Letras diferentes entre as linhas indicam diferenca estatistica (P < 0.05).



Quadro 3. Efeito interativo para as frequéncias observadas (%) de casos positivos e negativos de acordo com altera¢oes histolégicas prostaticas, exame
parasitolégico e grupo experimental em cies com Leishmaniose Visceral Canina, Campo Grande, MS.

Grupo experimental

Controle Assintomatico Sintomatico

Parasitoldgico Atrofia n (%) n (%) n (%) Efeito interativo” 12 P
(+) ) 0(0,0) 0(0,0) 3(4,3) Atrofia X Grupo 3,904 0,142
) 16 (23,2) 14 (20,3) 16 (23,4) Paras.! X Grupo 5,328 0,070
(+) 0(0,0) 2(2,9) 0(0,0) Paras. X Atrofia 0,444 0,505
) ) 4 (5,8) 9 (13,0) 4 (5,8)

Fibrose
(+) +) 0(0,0) 1(1,4) 3(4,3) Paras. X Grupo 3,847 0,146
(-) 16 (23,2) 17 (24,6) 16 (23,2) Fibrose X Grupo 0,959 0,619
(+) ) 0(0,0) 1(1,4) 0(0,0) Paras. X Fibrose 0,005 0,944
(-) 4 (5,8) 6(8,7) 4(5,8)
Infiltrado?

(+) (+) 0(0,0) 0(0,0) 3(4,3) Paras. X Grupo 3,756 0,153
(-) 18 (26,1) 19 (27,5) 18 (26,1) Infiltrado X Grupo 1,804 0,406
(+) ) 0(0,0) 2(2,9) 0(0,0) Paras. X Infiltrado 1,736 0,188
(-) 2(2,9) 4(5,8) 3(4,3)

*Estimado pela analise Loglinear, modelo ndo hierarquico; efeito ordenado interativo de segunda ordem considerando o conjunto de
casos observados (n=70)

1 Exame parasitolégico de acordo com a presenca de, no minimo, uma amastigota em imprinting de fragmento tecidual

Z Infiltrado linfomononuclear



Quadro 4. Efeito interativo para as frequéncias observadas (%) de casos positivos e negativos de acordo com alteracdes histolégicas testiculares, exame

parasitoldgico e grupo experimental em cies com Leishmaniose Visceral Canina, Campo Grande, MS.

Grupo experimental

Controle Assintomatico Sintomatico

Parasitologico Degeneracdo  n (%) n (%) n (%) Efeito interativo® x? P
(+) ) 0(0,0) 10 (14,3) 4(5,7) Paras.! X Grupo 25,055 0,000
(-) 10 (14,3) 9(12,9) 11 (15,7) Degen.2 X Grupo 3,497 0,174
(+) =) 0(0,0) 5(7,1) 1(1,4) Paras. X Degen. 0,135 0,713
(-) 11 (15,7) 1(1,4) 8(11,4)

Infiltrado?®
(+) (+) 0 (0,0) 9(12,8) 4 (5,7) Infiltrado X Grupo 25,352 0,000
(-) 0 (0,0) 7 (10,0) 8(11,4) Paras. X Grupo 24,076 0,000
(+) ) 0 (0,0) 6 (8,5) 4 (5,7) Paras. X Infiltrado 0,966 0,326
(-) 20 (28,6) 3(4,3) 11 (15,7)
Fibrose

(+) ) 0(0,0) 3(4,3) 0(0,0) Paras. X Grupo 23,222 0,000
(-) 0 (0,0) 2(2,8) 8(11,4) Fibrose X Grupo 8,683 0,013
(+) =) 0(0,0) 2(2,8) 0(0,0) Paras. X Fibrose 0,000 -
() 20 (28,6) 8(11,4) 19 (27,1)

*Estimado pela analise Loglinear, modelo ndo hierarquico; efeito ordenado interativo de segunda ordem considerando o conjunto de

casos observados (n=70)

1 Exame parasitolégico de acordo com a presenca de, no minimo, uma amastigota em imprinting de fragmento tecidual

Z Degeneracao testicular
3 Infiltrado linfomononuclear
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