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Resumo 

 

No Brasil, encontram-se duas formas clínicas das leishmanioses: Leishmaniose 

Visceral (LV) e a Leishmaniose Tegumentar (LT). A LV tem como agente 

etiológico Leishmania (L.) infantum (=L. (L.) chagasi) atingindo principalmente 

órgãos como o baço e fígado, e a LT apresenta diversas manifestações clínicas e 

tem como agentes etiológicos várias espécies, incluindo L. (L.) amazonensis, 

causando lesões cutâneas. Sabe-se que no país existem áreas de sobreposição 

dessas duas espécies, o que pode possibilitar a ocorrência de coinfecção. Embora 

seja mais comum o relato de LV causada por L. infantum e de LT causada por L. 

amazonensis, no Brasil há relatos de casos de visceralização causada por L. 

amazonensis em humanos e cães de área urbana. Por serem considerados bons 

modelos experimentais em infecções por Leishmania spp, hamsters foram 

utilizados nesse estudo para um melhor entendimento desse tipo de infecção. 

Assim, as espécies L. (L.) infantum (MCAN/BR/2002/BH401) e L. (L.) 

amazonensis (IFLA/BR/1967/PH8) foram inoculadas separadamente e 

simultaneamente nesses animais, pelas vias intraperitoneal e subcutânea, e estes 

foram acompanhados durante 90 dias. A via de inoculação não teve influência 

nas alterações clínicas das infecções por L. infantum ou L. amazonesis, porém, 

L. infantum tem estabelecimento mais típico por via IP enquanto L. amazonensis 

por via SC. L. amazonensis possui capacidade de invadir baço e fígado mais 

precocemente que L. infantum em todas as situações avaliadas, mas L. infantum 

pode prevalecer com o passar do tempo. A coinfecção foi mais grave, com L. 

amazonensis provocando esplenomegalia precoce e lesões de pele no local do 

inóculo e disseminadas.  
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Abstract 

 

In Brazil, there are two clinical forms of leishmaniasis: Visceral Leishmaniasis 

(VL) and Tegumentary Leishmaniasis (LT). The VL has the etiologic agent 

Leishmania (L.) infantum (= L. (L.) chagasi) affecting mainly organs such as the 

spleen and liver, and TL has several clinical manifestations and has as 

etiological agents several species, including L. (L.) amazonensis, causing skin 

lesions. It is known that in country there are overlapping areas of these two 

species, which may facilitate the occurrence of coinfection. Although it is more 

common VL caused by L. infantum and TL caused by L. amazonensis, in Brazil 

there are reports of visceralization caused by L. amazonensis in humans and 

dogs from urban areas. Hamsters are considered good experimental models in 

Leishmania spp infections and were used in this study to a better understanding 

of this type of infection. Thus, the species L. (L.) infantum 

(MCAN/BR/2002/BH401) and L. (L.) amazonensis (IFLA/BR/1967/PH8) were 

inoculated separately and simultaneously in these animals by intraperitoneal and 

subcutaneous routes, and they were followed for 90 days. The route of 

inoculation had no influence on the clinical changes of infection by L. infantum 

or L. amazonesis, however, L. infantum has more typical establishment 

intraperitoneally while L. amazonensis subcutaneously. L. amazonensis has the 

capacity to invade the spleen and liver earlier than L. infantum in all situations 

evaluated, but L. infantum can prevail over time. The coinfection was more 

severe, with L. amazonensis causing early splenomegaly and skin lesions in the 

inoculum site and disseminated. 
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1. Introdução 

As leishmanioses são parasitoses causadas por protozoários do gênero 

Leishmania (Ross 1903) pertencentes à Família Trypanosomatidae, Ordem 

Kinetoplastida, Classe Zoomastigophora, Sub-Filo Mastigophora, Filo 

Sarcomastigophora e Sub-Reino Protozoa. O gênero é dividido em dois subgêneros de 

acordo principalmente com o desenvolvimento do parasito no intestino do inseto vetor: 

o subgênero Leishmania se desenvolve no intestino médio e anterior e o subgênero 

Viannia no intestino posterior de onde migram para o intestino médio e anterior. 

Aproximadamente 20 espécies de Leishmania são conhecidas por causar algum tipo de 

manifestação clínica em seres humanos (Lainson & Shaw 1987; Ashford 2000). 

A transmissão do parasito ocorre através da picada de fêmeas dos gêneros 

Lutzomyia (Novo Mundo) e Phlebotomus (Velho Mundo), que pertencem à Ordem 

Diptera, Família Psychodidae e Sub-Família Phlebotominae. Cerca de 30 espécies 

diferentes de flebotomíneos podem atuar como vetores da doença (Ashford 2000; 

Desjeux 2004). Os parasitos possuem hospedeiros vertebrados que são mamíferos 

pertencentes às ordens: Edentata (tatus e preguiças), Carnivora (cães e gatos), Rodentia 

(ratos), Primatas (humanos e macacos), Marsupialia (gambás) e Perissodactyla (cavalos) 

(Gramiccia & Gradoni 2005). 

Leishmania tem um ciclo de vida que se mantém através da transmissão entre 

flebotomíneos e mamíferos. A forma alongada, móvel, com núcleo central, cinetoplasto 

terminal e flagelo bem desenvolvido é denominada promastigota. São encontradas livres 

ou aderidas ao trato digestivo do flebotomíneo, no qual passam por processos de 

diferenciação e divisão até chegarem à forma promastigota metacíclica, que não se 

dividem e são infectantes para o hospedeiro vertebrado. São transmitidas no momento 

da picada, quando a fêmea do inseto realiza o repasto sanguíneo, regurgitando os 

parasitos juntamente com a saliva. As promastigotas são fagocitadas por macrófagos, e 

dentro dessas células, os parasitos internalizados ficam dentro de um vacúolo 

parasitóforo (fagolisossoma), envolvido na destruição de microorganismos. O parasito 

apresenta mecanismos que os permitem evadir-se da ação microbicida do macrófago, 

dentre outros, e após se estabeleceram no meio intracelular se transformam em 

amastigotas. Sendo esta uma forma arredondada ou fusiforme, com único núcleo, 

cinetoplasto e bolsa flagelar com flagelo rudimentar. As amastigotas se dividem dentro 

da célula hospedeira até rompê-la, permitindo a infecção dos fagócitos que estiverem no 
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local, permanecendo ali e se proliferando mesmo sob a ação de enzimas lisossomais, 

propagando a infecção. As células do sistema mononuclear fagocitário infectadas são 

capturadas pelo vetor juntamente com o sangue no momento do repasto sanguíneo e, em 

seguida, as amastigotas se transformam em promastigotas no intestino do inseto, dando 

continuidade ao ciclo de vida do parasito. Amastigotas e promastigotas se dividem 

repetidamente por divisão binária longitudinal (Lainson & Shaw 1978; Ashford 2000; 

Choi & Lerner 2001). 

Diversas espécies de Leishmania podem causar leishmanioses em adultos e 

crianças. Um dos maiores fatores que determinam o tipo de patologia é a espécie do 

parasito envolvida. O primeiro sinal de infecção tipicamente é um pequeno eritema no 

local onde o vetor infectado realizou o repasto sanguíneo e regurgitou os parasitos na 

pele. Uma vez que a infecção se estabelece, se inicia uma reação inflamatória, que na 

derme causa a forma cutânea da doença, podendo ser localizada ou difusa; na mucosa 

causa a forma mucocutânea; e a propagação metastática da infecção para órgãos como o 

baço, fígado, linfonodos e medula óssea caracteriza a forma visceral. Leishmania tende 

a se localizar em tecidos onde células como monócitos e macrófagos existam em grande 

número (Berman 2005; Reithinger & Dujardin 2007; Kobets et al. 2012). 

Clinicamente as leishmanioses são classificadas nas seguintes formas: 

Leishmaniose Cutânea (LC), Leishmaniose Mucocutânea (LMC), Leishmaniose 

Cutânea Difusa (LCD), Leishmaniose cutânea disseminada borderline (LCDB), 

Leishmaniose Dérmica Pós Calazar (PKDL) e a Leishmaniose Visceral (LV) (Ashford 

2000). No homem, a progressão da doença é determinada pela espécie do parasito, a 

cepa, resposta imune e estado nutricional do hospedeiro (Castellano 2005). A infecção, 

nas diferentes formas da doença, caracteriza-se por parasitismo de células do sistema 

mononuclear fagocitário da derme, mucosas ou vísceras (Quinnell & Courtenay 2009).  

A Leishmaniose Tegumentar (LT) é uma doença responsável por consideráveis 

morbidades de um grande número de pessoas em focos endêmicos, embora não seja 

fatal e em alguns casos o processo de cura ocorra sem tratamento com o 

desenvolvimento de imunidade celular e humoral do hospedeiro (Rangel & Lainson 

2009).  

A LC, que é a forma mais comum da LT, inicia-se no local de entrada do 

parasito e se manifesta primeiro como pápulas que se transformam em úlceras 

localizadas, podendo ser únicas ou múltiplas e normalmente aparecem em áreas 

expostas, como face, braços e pernas. A maioria dos casos são relatados já na fase 
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ulcerativa. O período de incubação pode variar de duas semanas até vários meses. É 

causada, principalmente por Leishmania (Leishmania) major e L. (L.) tropica no Velho 

Mundo, L. (L.) mexicana, L. (Viannia) braziliensis, L. (L.) amazonensis, L. (V.) 

guyanensis e L. (V.) lainsoni no Novo Mundo, incluindo o Brasil. A LCD é rara e 

produz lesões crônicas nodulares e não ulcerativas disseminadas na pele, acometendo 

indivíduos com deficiência na resposta celular. No Velho Mundo pode ser causada pela 

L. (L.) aethiopica enquanto no Novo Mundo é mais associada a L. (L.) amazonensis. Na 

LMC, as lesões podem destruir parcial ou totalmente a mucosa do nariz, da boca e 

faringe; ocorre no Novo Mundo após uma leishmaniose cutânea não tratada 

adequadamente, normalmente causada por L. (V.) braziliensis. A LCDB é considerada 

uma forma intermediária entre LCD e LMC onde os pacientes apresentam 

primeiramente lesão cutânea localizada e depois lesões mucosas, a disseminação ocorre 

de forma rápida e esses casos estão associados às espécies L. (V.) braziliensis e L.(L.) 

amazonensis (Ashford 2000; Desjeux 2004; Oliveira et al. 2004; Silveira et al. 2004; 

Berman 2005). 

A PKDL é uma forma rara da LT e é normalmente observada após uma 

leishmaniose visceral devido à infeçcão por L. donovani em países como Sudão e Índia 

(Murray et al. 2005). 

A LV é caracterizada em sua forma típica por febre, perda de peso, 

hepatoesplenomegalia e linfadenopatia, associado a achados laboratoriais incluindo 

pancitopenia, leucopenia, hipergamaglobulinemia e hipoalbuminemia, com intenso e 

difundido parasitismo em órgãos como fígado, baço e medula óssea. O período de 

incubação pode variar de dois a quatro meses. A doença pode ter evolução aguda, 

subaguda ou crônica. Um espectro de manifestações clínicas ocorre na LV, que vai 

desde assintomática ou oligossintomática, com a possibilidade de assumir formas graves 

e letais quando associada ao quadro de má nutrição e infecções concomitantes. É 

causada por Leishmania (L.) donovani no Velho Mundo, tendo como reservatório os 

seres humanos e Leishmania (L.) infantum no Sudeste da Europa, na região do 

Mediterrâneo e no Novo Mundo, incluindo o Brasil, tendo os canídeos como 

reservatórios domésticos (Desjeux 2004; Oliveira et al. 2004; WHO 2014). 

As leishmanioses representam um grave problema de saúde pública, sendo 

consideradas pela Organização Mundial da Saúde (OMS), em conjunto, como uma das 

seis mais destacadas doenças tropicais de países em desenvolvimento, e atualmente 

encontram-se entre as principais endemias no mundo (WHO, 2014).  
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Constituem doenças endêmicas em países tropicais, subtropicais e temperados, 

ocorrendo em 98 países do mundo. Atualmente, existem cerca de 12 milhões de casos 

de leishmanioses em todo o mundo, 350 milhões de pessoas são consideradas com risco 

de contrair a doença e estima-se que 2 milhões de novos casos ocorram a cada ano, 

sendo cerca de 1,5 milhões de casos de LT e 500.000 de casos de LV. Mais de 90% dos 

casos de LV estão concentrados em seis países: Índia, Bangladesh, Sudão, Sudão do 

Sul, Brasil e Etiópia. A distribuição da LT é mais ampla, ocorrendo nas Américas, 

Região Mediterrânea, Ásia Ocidental e Central e no Oriente Médio. Dez países 

apresentam de 70 a 75% dos casos mundiais de LT: Afeganistão, Argélia, Colômbia, 

Brasil, Irã, Síria, Etiópia, Sudão, Costa Rica e Peru. Considerando que em poucos países 

a notificação é compulsória, estima-se que a incidência das leishmanioses seja 

subestimada (Desjeux 2004; den Boer et al. 2011; WHO 2014). Dujardin (2006) 

considera que mudanças ambientais, estado imunológico e falha no tratamento 

constituem os três principais fatores de risco responsáveis pela emergência, 

reemergência e propagação da doença. 

A LT apresenta-se em fase de expansão geográfica no Brasil. Inicialmente 

considerada zoonose de animais silvestres, que acometia ocasionalmente pessoas em 

contato com florestas, começou a ocorrer em zonas rurais já praticamente desmatadas e 

em regiões periurbanas. No período de 1988 a 2007, apresentou média anual de 27.736 

casos autóctones registrados no Brasil, e coeficiente de detecção médio de 17,3 casos 

por 100.000 habitantes (Ministério da Saúde 2007; Ministério da Saúde 2009). 

No Brasil, a LV é uma doença endêmica, no entanto, têm sido registrados surtos 

frequentes. Inicialmente, sua ocorrência estava limitada a áreas rurais e a pequenas 

localidades urbanas, mas, hoje, encontra-se em expansão para grandes centros. Está 

distribuída em 21 unidades da federação, atingindo as cinco regiões brasileiras. Até o 

ano de 2009, a média anual de casos foi de 3.379 casos e a incidência de 1,9 casos por 

100.000 habitantes (Ministério da Saúde 2006; Ministério da Saúde 2009).  

Embora no Brasil frequentemente a espécie L. infantum seja responsável pelos 

casos de LV e a espécie L. amazonensis esteja associada a casos de LT, Barral et al. 

(1991) trabalhando com pacientes no interior do estado da Bahia, demonstraram que L. 

amazonensis pode causar um amplo espectro de formas clínicas de leishmanioses, que 

vão desde infecção assintomática à formas desfigurantes e até mesmo à forma visceral, 

que é potencialmente fatal. No mesmo estudo, foi mostrado que L. amazonensis e L. 

infantum foram isoladas de uma mesma localidade, e os autores especularam que a 
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visceralização causada por L. amazonensis pode estar relacionada com uma cepa em 

particular que circula na região ou com uma infecção mista entre as duas espécies, o que 

poderia explicar as manifestações clínicas típicas da doença visceral. 

Alguns trabalhos (Tolezano et al. 2007; Dias et al. 2011; Hoffmann et al. 2012) 

têm demonstrado o desenvolvimento de LV causada por L. amazonensis acometendo 

cães de área urbana nos estados de São Paulo, Minas Gerais e Paraná, e o nosso grupo 

trabalhando com cães da cidade de Porteirinha (MG), relatou que em 68 animais com 

suspeita clínica de LV, todos positivos na sorologia pelo ELISA e com o isolamento de 

Leishmania a partir de medula óssea, foram encontrados por PCR-RFLP 39% de 

animais infectados por L. amazonensis e 61% infectados por L. infantum. Essa 

porcentagem elevada de animais infectados por L. amazonensis ficou acima do 

esperado, principalmente por ter sido identificada a partir de amostras isoladas de 

medula óssea, indicando visceralização (Fonseca et al. 2011). 

A visceralização causada por espécies de Leishmania responsáveis pela LT 

incluindo L. amazonensis, L. braziliensis, L. tropica e L. major, já foram relatadas em 

infecções em animais experimentais, como camundongos e hamsters (Almeida et al. 

1996; Abreu-Silva et al. 2004; Soliman 2006; Mahmoudzadeh-Niknam et al. 2007; 

Kobets et al. 2012; Gomes-Silva et al. 2013; Ribeiro-Romão et al. 2014) mostrando que 

algumas espécies podem se disseminar para vários órgãos, causando mudanças 

patológicas similares as produzidas em seres humanos e em cães com a forma visceral.  

Barral et al. (1991) e Magill et al. (1993) observaram a visceralização de L. 

amazonensis e L. tropica respectivamente, em humanos, apresentando alterações 

patológicas similares com as produzidas por espécies causadoras da forma visceral da 

doença. Uma possível variação genética pode ser a razão da tendência à visceralização 

de parasitos que causam a forma cutânea, porém, outros fatores devem ser considerados, 

como a resposta imune e características do indivíduo e a espécie ou cepa do parasito 

(Soliman 2006). 

A infecção natural por diferentes espécies de Leishmania no mesmo indivíduo, 

especialmente em áreas de sobreposição de espécies, pode ser mais prevalente do que 

previamente relatado (Ibrahim et al. 1994). Este tipo de infecção poderia explicar 

diferenças no curso clínico da doença bem como os casos de resistência em muitos 

pacientes, com elevado potencial de evolução para formas graves se não for 

diagnosticada e nem tratada corretamente, podendo ser uma das razões de falha no 

tratamento (Silveira et al. 1984; Abdullah et al. 1998; Antoniou et al. 2004). 
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Casos de coinfecção com duas espécies de Leishmania em diferentes países já 

foram relatados em seres humanos. No Brasil, as espécies L. braziliensis e L. 

amazonensis foram encontradas em lesões distintas de um paciente (Silveira et al. 1984) 

e em outro relato, L. braziliensis e L. donovani encontradas em lesão cutânea e medula 

óssea respectivamente (Oliveira Neto et al. 1986); no Quênia, um paciente 

diagnosticado com LV apresentou L. donovani e L. major na cultura de aspirado do 

baço (Mebrahtu et al. 1991); em amostras de aspirado de linfonodos, quatro casos de 

coinfecção foram relatados em pacientes diagnosticados com LV, um paciente com L. 

donovani e L. aethiopica, e três com L. donovani e L. major no Sudão (Ibrahim et al. 

1994); no Iraque, L. donovani e L. major encontradas em medula óssea e lesão cutânea 

respectivamente (al-Diwany et al. 1995); na Bolívia um paciente com leishmaniose 

cutânea difusa apresentou L. amazonensis e L. infantum na mesma lesão, explicando 

assim as características atípicas encontradas nas lesões cutâneas (Martinez et al. 2002); 

infecção mista com duas cepas de L. infantum em amostras de medula óssea, que foi 

responsável por falha terapêutica na Grécia (Antoniou et al. 2004); no Irã foi encontrada 

L. tropica em lesão oral e L. major em lesão nasal (Shirian et al. 2012); três pacientes 

do Sudão, diagnosticados com leishmaniose cutânea e sem sintomas de LV, 

apresentaram L. donovani e L. major em amostras de aspirado de lesão ulcerada 

localizada (Babiker et al. 2014); L. mexicana e L. braziliensis, e L. amazonensis e L. 

mexicana em lesões de pacientes com LC no México (Monroy-Ostria et al. 2014). 

Foram relatados também alguns casos de coinfecção em cães naturalmente 

infectados no Brasil. Madeira et al. (2005, 2006), relataram casos de cães com L. 

braziliensis encontrada em lesão cutânea e L. infantum no sangue, linfonodos e baço, no 

estado do Rio de Janeiro. Infecção mista com L. infantum em amostras de medula óssea 

e L. braziliensis em lesão no focinho e na pele da orelha, em Minas Gerais (Quaresma et 

al. 2011); no Rio de Janeiro, L. braziliensis em lesão cutânea no focinho e L. infantum 

em fragmento do baço (Silva et al. 2011) e L. braziliensis em lesão cutânea e L. 

infantum em fragmentos do baço e linfonodos (Pires et al. 2014). 

Soares et al. (2013) relataram em Minas Gerais o primeiro caso no mundo de 

infecção mista em cavalos (Equus caballus) naturalmente infectados por L. infantum e 

L. braziliensis encontradas tanto em amostras de aspirado de medula óssea como 

também em biópsia de lesões ulceradas. Mostrando também a capacidade de 

visceralização de L. braziliensis. 
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No Brasil, as espécies de Leishmania responsáveis pelas formas tegumentar e 

visceral da doença possuem ampla distribuição geográfica, principalmente L. 

brasiliensis, L. amazonensis e L. infantum. Existem áreas de sobreposição onde ocorrem 

casos autóctones tanto de LV causada por L. infantum quanto de LT causada por L. 

amazonensis, como por exemplo, a região Norte (Pará), região Nordeste (Bahia, 

Maranhão e Ceará), região Sudeste (Minas Gerais) e Centro-Oeste (Mato Grosso e Mato 

Grosso do Sul) (Ministério da Saúde 2006, 2007). 

Em áreas de sobreposição de LV e LT o controle torna-se bem complexo, pois, 

no Brasil, as medidas de prevenção e vigilância são totalmente distintas para as duas 

formas clínicas, e devem se basear em métodos de diagnóstico parasitológico em 

conjunto com a identificação da espécie de Leishmania envolvida, pois a detecção e 

compreensão dessas coinfecções é de grande importância (Madeira et al. 2006; Silva et 

al. 2011; Pires 2014). 

Savani et al. (2009) relataram o primeiro caso de infecção natural por 

Leishmania do subgênero Viannia em Lutzomyia longipalpis e segundo caso de L. 

amazonensis nesta espécie. A presença de Lutzomyia longipalpis infectados com L. 

infantum, L. amazonensis e L. (Viannia) sp. indicam a possibilidade de transmissão de 

LV e LC para cães e humanos na área de estudo no Mato Grosso do Sul, demonstrando 

o papel desse flebotomíneo como possível  vetor de outras espécies do parasito com o 

qual estavam infectados. 

Os hospedeiros vertebrados estão expostos a um grande número de picadas de 

flebotomíneos, o que aumenta a possibilidade de infecção com diferentes cepas ou 

espécies do parasito (Shirian et al. 2012). Além disso, infecção mista do mesmo 

macrófago com diferentes espécies de Leishmania se mostrou experimentalmente 

possível, apesar de que na natureza isso seria raro, pois o número de parasitos por célula 

imediatamente após a picada do inseto vetor é muito baixo (Abdullah et al. 1998). 

Infecções experimentais por Leishmania podem ser realizadas utilizando 

diversos modelos, e a evolução deste tipo de infecção em animais experimentais 

depende de vários fatores, incluindo a cepa e a virulência do parasito, o modelo 

utilizado, a via de inoculação, o órgão avaliado e o tempo após infecção (Kaye et al. 

2004; Garg & Dube 2006). Para obter infecção experimental com cultura de 

promastigotas ou amastigotas em diferentes modelos animais, um grande número de 

parasitos são usados, independente da via de inoculação (Melby et al. 2001).  
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O animal mais suscetível e adequado para infecções por Leishmania é o golden 

hamster, que são da Classe Mammalia, Ordem Rodentia, Família Cricetidade, Gênero 

Mesocricetus, Espécie Mesocricetus auratus (Andrade et al. 2006). Outros animais, 

como por exemplo, camundongos da linhagem BALB/c, também são utilizados, mas 

não são uniformemente suscetíveis a infecções com diferentes espécies de Leishmania 

como o hamster. As vias de inoculação mais utilizadas em hamsters são a intradérmica 

ou subcutânea, geralmente no focinho ou patas traseiras com espécies de Leishmania 

dermotrópicas, ou via intraperitoneal com espécies causadoras da forma visceral da 

doença (Evans 1989). 

Animais experimentais são muito utilizados para estudo das leishmanioses, e o 

hamster é considerado um bom modelo para LV devido a sua suscetibilidade à infecção 

por diferentes espécies de Leishmania e o desenvolvimento de sinais clínicos e 

alterações patológicas que são semelhantes aos observados na doença humana e canina 

(Moreira et al. 2012). As lesões na pele desenvolvidas por estes animais são muito 

similares com as observadas em humanos com a forma cutânea da LT, transformando-o 

em um promissor modelo de estudo (Hommel et al. 1995). Em adição à sua utilização 

como um modelo de doença, o hamster é o animal mais utilizado em laboratório para o 

isolamento de cepas (Oliveira et al. 2004). 

Diversos trabalhos utilizaram o hamster Mesocricetus auratus como modelo 

experimental infectado com Leishmania infantum (Laurenti et al. 1990; Corbett et al. 

1992; Riça-Capela et al. 2003; Miguel et al. 2009; Oliveira et al. 2011; Moreira et al. 

2012), Leishmania braziliensis (Almeida et al. 1996; Gomes-Silva et al. 2013; Ribeiro-

Romão et al. 2014), Leishmania amazonensis (Bruzual et al. 2008; Peloi et al. 2011) e 

Leishmania major (Soliman 2006). Aslan et al. (2013) utilizaram o vetor Lutzomyia 

longipalpis na transmissão de L. infantum em infecção experimental de hamsters. 

Existem diversos métodos parasitológicos utilizados para demonstrar os 

parasitos em diferentes órgãos e tecidos, estes incluem: avaliação citológica de 

esfregaços ou impressões em lâminas fixadas e coradas, que podem ser realizadas a 

partir de materiais biológicos como pele, aspirados de medula óssea, baço e linfonodos 

utilizando microscópio óptico à procura de amastigotas; inoculação em animais de 

laboratório, principalmente em hamsters (Mesocricetus auratus); culturas “in vitro” de 

aspirados e fragmentos de órgãos em meio de cultura bifásicos que são mantidas sob 

condições controladas de temperatura para o desenvolvimento de promastigotas; e 

análise histopatológica de lâminas devidamente preparadas e coradas à procura de 



25 
 

amastigotas bem como avaliação de processos patológicos em diversos tecidos 

utilizando microscópio óptico (Alvar et al. 2004; Tafuri et al. 2001; Saridomichelakis et 

al. 2005; Reithinger & Dujardin 2007; Maia & Campino 2008). 

A técnica de imuno-histoquímica descrita por Tafuri et al. 2004 utilizando soro 

hiperimune de cão naturalmente infectado com L. infantum como anticorpo primário, 

tornou a mesma mais aplicável, de menor custo e mais rápida, quando comparado com 

as que usam anticorpos monoclonais ou policlonais anti-Leishmania. A detecção é feita 

utilizando anticorpo secundário biotinilado de cabra anti-camundongo e anti-coelho. 

Além da vantagem de permitir uma análise quantitativa, a técnica tem aumentado a 

sensibilidade e especificidade do diagnóstico, podendo ser utilizada para o 

acompanhamento da evolução da doença e do tratamento (Tafuri et al. 2004). 

O diagnóstico molecular é outro tipo de método parasitológico e é baseado na 

detecção de sequências de DNA específicas do parasito. A principal técnica utilizada é a 

Reação em Cadeia da Polimerase (PCR). Pode ser aplicada em diversas amostras 

biológicas como tecidos com lesão, medula óssea, linfonodos, baço, pele, conjuntiva e 

sangue periférico (Manna et al. 2004; Strauss-Ayali et al. 2004; Maia & Campino 

2008). 

Schõnian et al. (2003) estabeleceram um método de diagnóstico utilizando a 

técnica de PCR-RFLP da região ITS1 do DNAr para identificação da espécie do 

parasito utilizando a enzima de restrição HaeIII, combinando uma elevada sensibilidade 

para detectar Leishmania diretamente em amostras clínicas e a capacidade de identificar 

todos os grupos de espécies de importância médica.  

O ensaio de PCR-RFLP ITS1 utilizando a enzima HaeIII é recomendado para a 

caracterização confiável de diferentes espécies de Leishmania, principalmente em áreas 

endêmicas onde existe a sobreposição de espécies, exigindo correta identificação. Esta 

técnica é capaz de detectar a presença de infecção mista em uma mesma amostra 

analisada (Monroy-Ostria 2014). 

Dessa forma observa-se que no Brasil áreas de sobreposição entre diferentes 

formas clínicas e agentes etiológicos das leishmanioses são frequentes, tornando 

bastante provável a possibilidade de infecções mistas, o que poderia influenciar no 

curso clínico da doença, na epidemiologia e no controle.  A descrição do curso clínico 

de infecções mistas e a avaliação de métodos para sua detecção são alguns dos pontos 

importantes para melhor entendimento desse tipo de infecção, e que serão abordados no 

presente trabalho. 
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2. Justificativa 

A diversidade clínica exibida pelos hospedeiros nas infecções por L. infantum ou 

L. amazonensis, sugere que tanto fatores do parasito quanto do hospedeiro podem estar 

envolvidos na variabilidade clínica da doença. Assim, devido à importância e 

diversidade clínico-epidemiológica em nosso país, essas espécies parecem constituir 

excelentes modelos de estudo.  

Os trabalhos existentes sobre a visceralização de espécies como a L. 

amazonensis que causam mais frequentemente a forma cutânea da doença e uma 

possível coinfecção com outras espécies de Leishmania especialmente com L. infantum, 

levantam uma série de questões em relação às espécies causadoras da LV e LT, 

principalmente em áreas de sobreposição da ocorrência de L. infantum e de L. 

amazonensis, que são espécies com ampla distribuição geográfica no Brasil. Isso nos 

levou a procurar descrever o curso clínico da doença, em caso de coinfecção com essas 

espécies, qual espécie ou infecção que prevaleceria, se as duas espécies poderiam ser 

encontradas em um mesmo órgão e se a cepa utilizada de L. amazonensis poderia causar 

visceralização no modelo experimental. Outra questão importante é entender se ambas 

forem cultivadas em um mesmo meio de cultura, se uma poderia inibir o crescimento da 

outra, já que a cepa IFLA/BR/1967/PH8 de L. amazonensis tem maior crescimento 

quando comparado a MCAN/BR/2002/BH401 de L. infantum, podendo mascarar a 

detecção de uma infecção mista.  

Para avançar no entendimento dessas questões, realizamos uma coinfecção 

experimental com duas espécies de Leishmania em um modelo suscetível a ambas para 

produzirmos informações sobre o desenvolvimento deste tipo de infecção, pois, pode 

ocorrer na natureza e não ser detectado pelos métodos de diagnóstico empregados, 

podendo dificultar o tratamento, além de que, na literatura não existe nenhum trabalho 

sobre coinfecção experimental em hamster (Mesocricetus auratus) utilizando duas 

espécies de Leishmania que causam formas clínicas distintas.  
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3. Objetivos 

 

3.1- Objetivo geral 

Caracterizar a infecção experimental por Leishmania amazonensis, Leishmania 

infantum e coinfecção no modelo hamster (Mesocricetus auratus). 

 

 

3.2- Objetivos específicos 

 

 Descrever o curso clínico da infecção experimental por L. amazonensis 

(IFLA/BR/1967/PH8), L. infantum (MCAN/BR/2002/BH401) e da coinfecção em 

hamsters; 

 

 Avaliar a presença do parasito na pele, baço e fígado na infecção experimental por 

L. amazonensis (IFLA/BR/1967/PH8), L. infantum (MCAN/BR/2002/BH401) e da 

coinfecção em hamsters; 

 

 Descrever as alterações histopatológicas da pele, baço e fígado na infecção 

experimental por L. amazonensis (IFLA/BR/1967/PH8), L. infantum 

(MCAN/BR/2002/BH401) e da coinfecção em hamsters. 

 

 Identificar a espécie de Leishmania encontrada na pele, baço e fígado na coinfecção 

experimental em hamsters; 
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4. Materiais e métodos 

 

4.1- Parasitos 

Duas espécies de Leishmania foram utilizadas para a infecção experimental, L. 

amazonensis, cepa IFLA/BR/1967/PH8 isolada de flebotomíneo da espécie Lutzomyia 

flaviscutellata e L. infantum, cepa MCAN/BR/2002/BH401 isolada em Belo Horizonte-

MG de um caso canino. Ambas são mantidas no Laboratório de Leishmanioses em meio 

de cultura, criopreservadas e em hamsters no biotério do Departamento de Parasitologia 

do ICB/UFMG.  

Os parasitos na forma promastigota foram produzidos a partir de formas 

amastigotas obtidas de hamsters em fase crônica da infecção, sendo que L. amazonensis 

foi isolada de lesão no focinho e L. infantum de fragmento do baço. Foram cultivados 

em meio NNN (Novy, McNeal e Nicolle) com Schneider’s (SIGMA®) completo, 

suplementado com 2% de urina, 1% de solução de vitaminas (BME Vitamins 100X – 

SIGMA®), 1% de L-glutamina (200 mM), 10% de soro fetal bovino, 100 U/mL de 

penicilina e 100 µg/mL de estreptomicina (Gibco®).  

Foram realizados repiques semanais somente em meio Schneider’s completo. A 

curva de crescimento foi feita para determinar a fase logarítmica e estacionária de cada 

espécie, e os parasitos utilizados para a infecção estavam na fase estacionária de 

crescimento, que é quando se encontra uma maior taxa de formas infectantes. Para 

manter a virulência do parasito, a cepa de L. infantum inoculada estava na 2ª passagem e 

a cepa de L. amazonensis estava na 3ª passagem em meio de cultura. A contagem dos 

parasitos foi feita utilizando a câmara de Neubauer para a obtenção de 10
7
 

promastigotas de cada espécie por animal, as culturas foram ressuspendidas em PBS 

estéril e ficaram com volume final suficiente para inocular 500 µL pela via 

intraperitoneal e 20 µL pela via subcutânea de cada uma das espécies por animal. 

 

4.2- Animais e Grupos experimentais 

Para a realização dos experimentos, o projeto foi submetido e aprovado pela 

Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA/UFMG) em 20/08/2013 com protocolo 

nº 129/2013 (Anexo). Um total de 60 hamsters da espécie Mesocricetus auratus, do 
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mesmo sexo e idade foram utilizados. Os animais foram mantidos no biotério do 

Departamento de Parasitologia do ICB/UFMG e alocados em grupos experimentais. 

Os animais foram divididos em grupos de acordo com a via de inoculação, a 

espécie de parasito inoculada e o tipo de infecção, se com uma espécie ou duas. Todos 

os animais foram infectados com a mesma quantidade de promastigotas (10
7
 por 

animal), sendo que os grupos de infecção mista tiveram o dobro de parasitos (10
7
 de 

cada espécie por animal).  

Os grupos da via subcutânea tiveram inóculos com volume final de 20 µL e via 

intraperitoneal tiveram inóculos com volume final de 500 µL. No grupo não infectado 

utilizado como controle, inoculou-se salina estéril pelas duas vias, 20 µL pela via 

subcutânea e 500 µL pela via intraperitoneal. A divisão dos grupos experimentais está 

representada na Tabela 1.  

 

Tabela 1: Composição dos grupos experimentais de acordo com via e local da 

inoculação e espécie utilizada. 

GRUPO VIA / LOCAL INÓCULO 

1 (n=9) Subcutânea / pata traseira esquerda L. infantum 

2 (n=9) Subcutânea / pata traseira direita L. amazonensis 

3 (n=9) Subcutânea / pata traseira esquerda  

                       pata traseira direita 

L. infantum   

 L. amazonensis  

4 (n=9) Intraperitoneal L. infantum 

5 (n=9) Intraperitoneal L. amazonensis 

6 (n=9) Intraperitoneal L. infantum +  

L. amazonensis  

7 (n=6) Subcutânea/ Intraperitoneal Salina 

 

 

4.3- Avaliações Clínicas 

O curso da infecção foi avaliado a cada 30 dias (dia 0, 30, 60 e 90) através da 

pesagem de todos os animais individualmente, medição das patas traseiras dos animais 

pertencentes aos grupos inoculados pela via subcutânea e grupo controle e um 

monitoramento clínico, levando em consideração o comportamento geral, irritabilidade, 
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movimentação, respiração, alterações na pelagem, dermatites, aparecimento de lesão na 

pele, alopecia, lesões oculares, presença de ascite, hepatoesplenomegalia, 

linfadenopatia, epistaxe, diarréia ou qualquer alteração pertinente, assim como a 

ocorrência de óbito. 

 

4.4- Avaliações Parasitológicas 

Amostras de pele, baço e fígado foram coletadas de forma estéril aos 30, 60 e 90 

dias após a infecção (DAI) para avaliar a presença do parasito nesses tecidos utilizando 

as técnicas parasitológicas descritas a seguir. Ressaltando que a coleta aos 60 DAI foi 

realizada somente nos grupos infectados por via SC. 

 

4.4-1. Microscopia 

Foram feitos esfregaços por aposição de amostras de pele, baço e fígado em 

lâminas de microscopia.  As lâminas foram coradas utilizando o Panótico Rápido 

(Laborclin) de acordo com as instruções do fabricante: após a secagem das lâminas em 

temperatura ambiente, foram feitas cinco imersões em fixador, corante básico e corante 

ácido. As lâminas foram lavadas com água destilada, secadas em temperatura ambiente 

e examinadas em microscópio óptico com objetiva de imersão (100X) para a observação 

de formas amastigotas.   

 

4.4-2. Isolamento em meio de cultura 

Fragmentos de pele, baço e fígado foram coletados para o isolamento em tubos 

de ensaio com meio de cultura NNN e Schneider’s completo. As culturas foram 

mantidas em estufa (BOD-Fanem) a 23ºC, e após 7 dias do isolamento, as culturas 

foram analisadas em microscópio óptico para a observação de formas promastigotas. 

Nas amostras negativas foi colocado mais meio de cultura e estas foram analisadas 

novamente após 5 dias e assim sucessivamente até 30 dias, quando eram descartadas 

caso não fossem observadas formas promastigotas. Nas amostras positivas foi feito um 

repique em garrafas de cultura com meio Schneider’s completo. Após cerca de 5 dias as 

culturas foram analisadas em microscópio invertido para observação dos parasitos. 

Quando as culturas estavam apresentando aproximadamente 10
7
 parasitos/ml, estas 

foram centrifugadas a 3.000 rpm por 10 minutos, o sobrenadante foi descartado e o 
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pellet lavado 3 vezes com PBS 1X estéril. Após as lavagens o pellet foi congelado em 

freezer -80
o
C para posterior extração de DNA.  

 

4.4-3. PCR-RFLP 

Amostras de parasitos isolados em cultura e de fragmentos de pele, baço e 

fígado foram submetidas à extração de DNA utilizando o Wizard® Genomic DNA 

Purification Kit (Promega) de acordo com as instruções do fabricante. Em todas as 

amostras, incluindo as de culturas, o DNA foi quantificado utilizando o 

espectrofotômetro Multiskan GO (Thermo Scientific). Foi realizada a técnica de PCR 

(Reação em Cadeia da Polimerase) em todas as amostras de DNA extraídas para 

confirmação da presença de DNA de Leishmania associada à técnica de RFLP 

(Polimorfismo de Tamanho de Fragmento de Restrição) para identificação da espécie.  

A técnica de PCR-RFLP foi realizada de acordo com Schõnian et al. (2003) com 

algumas modificações. Para a PCR foi utilizado um par de iniciadores (IDT®) que 

amplificam a região do ITS1 (Internal Transcribed Spacer 1) do DNA ribossomal de 

Leishmania, separando os genes codificadores para SSU RNAr e 5.8S RNAr. Os 

iniciadores utilizados foram: LITSR 5’ CTGGATCATTTTCCGATG 3’ e L5.8S 5’ 

TGATACCACTTATCGCACTT 3’ que geram um produto de 300-350 pares de bases 

dependendo da espécie. 

Controles positivos com DNA extraído de cultura de L. amazonensis 

(IFLA/BR/1967/PH8) e L. infantum (MCAN/BR/2002/BH401) foram utilizados, assim 

como controles negativos sem DNA. As reações foram feitas com volume final de 20 

µL, sendo 0,2 mM de dNTPs, 20 mM de Tris-HCl (pH 8.0), 50 mM de KCl, 1,5 mM de 

MgCl2, 10 pmol de cada primer, 1U de Taq DNA polimerase Platinum® e 1 µL (50ng) 

de DNA por reação. Estas foram colocadas no Termociclador (PTC-100
TM

) utilizando o 

programa ITS1: passo 1 – desnaturação inicial a 95ºC por 2 minutos; passo 2 – 95ºC por 

20 segundos; passo 3 – anelamento a 53ºC por 30 segundos; passo 4 – extensão a 72ºC 

por 1 minuto; passo 5 – repetição dos passos 2, 3 e 4 por 32 vezes; passo 6 – extensão 

final a 72ºC por 6 minutos; passo 7 – 8ºC que é a temperatura de armazenamento.  

Foi acrescentado ao produto amplificado da PCR um tampão da amostra (Green 

Gotaq™ 2X) e em seguida foi feita a eletroforese em gel de agarose 1,5% com brometo 

de etídeo a 1,0μg/μL, diferença de potencial de 70V em tampão TBE (Tris borato 

EDTA) 1X. Um marcador de peso molecular com fragmentos múltiplos de 100 pb 
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(pares de base) (Promega) foi utilizado. Os resultados foram observados e fotografados 

utilizando um transiluminador.  

Para a RFLP das amostras positivas na PCR foi utilizada 2U da enzima de 

restrição HaeIII (Promega) em 10µL do produto amplificado, que foram incubados a 

37ºC durante 2h30 e em seguida a 80ºC por 20 minutos. Com a utilização desta enzima, 

as diferentes espécies de Leishmania apresentam perfis distintos, por exemplo, L. 

infantum apresenta fragmentos de aproximadamente 184, 72 e 55 pb e L. amazonensis 

186 e 142 pb aproximadamente, portanto, diferencia claramente as duas espécies 

utilizadas nos experimentos. 

A eletroforese das amostras digeridas foi feita em gel de poliacrilamida a 6%, 

corrida a 60V em tampão TBE 1X. Um marcador de peso molecular com fragmentos 

múltiplos de 50 pb (Biolabs) foi utilizado. Para a observação dos resultados foi seguido 

o protocolo de coloração do gel pela prata rápida: 1- solução fixadora (etanol P.A., 

ácido acético glacial e água destilada) por no mínimo 3 minutos; 2- acrescentou-se 

solução de nitrato de prata a 10% por 3 minutos; 3- a solução de nitrato de prata foi 

descartada e o gel foi lavado duas vezes com água destilada; 4- solução reveladora 

(hidróxido de sódio e água destilada) com formaldeído acrescentado no momento do 

uso até o aparecimento das bandas. Durante o procedimento de coloração o gel estava 

em agitação constante. Após a coloração, a solução reveladora foi descartada e o gel 

colocado novamente em solução fixadora. Os géis foram escaneados para observação 

dos resultados utilizando o programa LabScan™.  

 

4.5- Avaliação Histopatológica e Imuno-histoquímica 

Após a eutanásia dos animais aos 30, 60 e 90 DAI, amostras de pele, baço e 

fígado foram coletadas e colocadas em solução de formalina tamponada a 10%.  

Lâminas contendo cortes parafinados destes órgãos foram coradas pela técnica da 

Hematoxilina & Eosina (H&E) e analisadas por microscopia óptica. Brevemente, as 

lâminas foram inicialmente desparafinadas em xilol I e II por 15 minutos cada, 

hidratadas em soluções decrescentes de álcoois 3 minutos cada, e a seguir, lavadas em 

água corrente. Posteriormente foram coradas em hematoxilina (3 mergulhos) e, após 

lavagem em água corrente por 10 minutos, coradas em eosina por 1 minuto. 

Posteriormente, foram desidratadas em soluções crescentes de álcoois, diafanizadas em 

xilol e montadas com Entellan


. 
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As alterações histopatológicas avaliadas na pele foram: ulceração, necrose, 

acantose, hiperceratose, paraceratose, inflamação e degeneração. No baço: 

espessamento e inflamação da cápsula, hipertrofia e hiperplasia da polpa branca e da 

polpa vermelha, congestão sinusoidal e deposição de hemossiderina. No fígado: 

inflamação da cápsula, inflamação portal, presença de granuloma, fenômenos 

degenerativos (hidrópica e esteatose), hipertrofia e hiperplasia das células de Kupffer, 

congestão sinusoidal e deposição de hemossiderina.  

Estas avaliações foram realizadas de forma semi-quantitativa, levando em 

consideração a extensão das alterações em todo o corte histológico e classificadas da 

seguinte forma: 1- ausência de alteração; 2- alteração discreta (20-30%); 3- alteração 

moderada (>30-60%) e 4- alteração intensa (> 60%).  

Foi realizada também a técnica de imuno-histoquímica com os cortes 

histológicos da pele, baço e fígado dos animais. Lâminas contendo cortes parafinados 

destes órgãos foram hidratadas e submetidas aos banhos em PBS (Tampão Salina 

Fosfato). A peroxidase endógena foi bloqueada com peróxido de hidrogênio (30 

volumes) a 4% (30 minutos em temperatura ambiente). Reações inespecíficas foram 

bloqueadas com leite em pó (caseína) a 6% em PBS em câmara úmida por 30 minutos 

em temperatura ambiente, com lavagem em PBS. Os cortes foram incubados com soro 

primário hiperimune de cão na diluição de 1:100 por 24 h em câmara úmida a 4 
o
C 

segundo Tafuri et al. (2004). No dia seguinte o anticorpo secundário biotinilado (kit 

DAKO - LSAB 2 System, Peroxidase – K0675) foi adicionado por 30 minutos à 

temperatura ambiente, em câmara úmida. Posteriormente, o complexo estreptavidina 

peroxidase (kit DAKO - LSAB 2 System, Peroxidase – K0675) foi adicionado por 30 

minutos em câmara úmida à temperatura ambiente. A revelação foi feita com a adição 

da solução reveladora Diaminobenzidina (DAB) a 0,024%, acrescida da solução de 

peróxido de hidrogênio por 5 minutos à temperatura ambiente. As lâminas foram então 

lavadas em água corrente, contra coradas com Hematoxilina de Harris, lavadas 

novamente, desidratadas em álcoois com concentrações crescentes (70
o
, 80

o
, 90

o
 e 

álcool absoluto), diafanizadas em xilol e montadas com Entellan


.  

A avaliação da marcação das formas amastigotas de Leishmania foi feita através 

da análise de 20 campos com a utilização de microscópio óptico e o parasitismo foi 

classificado de forma semi-quantitativa sendo: 1- ausente; 2- discreto (20-30%); 3- 

moderado (>30-60%) e 4- intenso (> 60%). 
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5. Resultados 

 

5.1- Avaliações clínicas 

Em todos os animais dos grupos inoculados pela via subcutânea (SC) foram 

realizadas observações, pesagem e medições das patas inoculadas, não inoculadas e 

inoculadas com salina dos animais do grupo controle em 0, 30, 60 e 90 dias após 

infecção (DAI) e a eutanásia ocorreu aos 30, 60 e 90 DAI. Nos grupos inoculados pela 

via intraperitoneal (IP) também foram realizadas observações e pesagem dos animais 

em 0, 30, 60 e 90 DAI e a eutanásia ocorreu aos 30 e 90 DAI. 

 

5.1-1. Infecção por L. infantum (Via SC e IP) 

Nos animais inoculados via SC com L. infantum (GRUPO 1) não foram 

observadas lesões nas patas e não houve diferença significativa na espessura (Figura 1). 

Outras observações também foram feitas e não houve nenhuma alteração aparente digna 

de nota. Também não foram registradas alterações significativas no peso dos animais 

deste grupo (Tabela 2). Alterações foram observadas após eutanásia somente aos 90 

DAI, em que 3/3 (100%) dos animais estavam com esplenomegalia; 2/3 (66,7%) com 

ascite moderada e 1/3 (33,3%) com órgãos friáveis. 

Os animais inoculados via IP com L. infantum (GRUPO 4) não apresentaram 

nenhuma alteração aparente durante os 90 dias de observações que seja digna de nota e 

também não houve alteração significativa no peso (Tabela 2). Neste grupo, as alterações 

após eutanásia também foram observadas aos 90 DAI, com hepatoesplenomegalia em 

100% dos animais (6/6); ascite moderada e órgãos friáveis em 50% (3/6). 

As alterações clínicas observadas nos animais dos grupos inoculados com L. 

infantum pelas duas vias estão na Tabela 3. 
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Figura 1: Média da espessura das patas dos animais do GRUPO 1 inoculadas com L. 

infantum (■), não inoculadas (●)e do grupo controle inoculadas com salina (▲), não 

apresentando diferença significativa entre elas durante os 90 dias de observações. 

 

 

5.1-2. Infecção por L. amazonensis (Via SC e IP) 

Após 30, 60 e 90 dias de infecção, nos animais inoculados via SC com L. 

amazonensis (GRUPO 2) observou-se todas as patas inoculadas (9/9) com lesões 

(Figura 2) e aumento significativo na espessura (p<0.05) quando comparadas a patas 

não inoculadas e inoculadas com salina (Figura 3). Aos 90 DAI, 1/3 dos animais além 

de apresentar lesão na pata inoculada, estava com pequenas lesões nas outras patas, 

dianteiras e traseiras. Durante os 90 dias de observação os animais não apresentaram 

alterações de peso significativas (Tabela 2). Esplenomegalia e ascite moderada foram 

observadas somente aos 90 DAI em 2/3 (66,7%) dos animais (Tabela 3). 

Nos animais inoculados com L. amazonensis via IP (GRUPO 5) foram 

observadas lesões nos animais aos 90 DAI, quando 50% (3/6) apresentaram lesão na 

bolsa escrotal, (3/6) estavam com pequena lesão no abdômen e (1/6) com pequenas 

lesões nas patas dianteiras e perna (Figura 4). Com relação ao peso dos animais não 

houve alteração significativa (Tabela 2). Após a eutanásia aos 90 DAI, foram 

encontradas alterações em 3/6 dos animais, esplenomegalia e ascite moderada (Tabela 

3). 
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Figura 2: Imagens representativas das lesões nas patas inoculadas com L. amazonensis 

nos animais do GRUPO 2 (via SC) aos 30, 60 e 90 DAI. Aos 90 DAI observa-se um 

animal (G) com uma lesão também na pata dianteira (não inoculada). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3: Média da espessura das patas dos animais do GRUPO 2 inoculadas com L. 

amazonensis (●), não inoculadas (■) e do grupo controle inoculadas com salina (▲), 

apresentando diferença significativa (*p<0.05) a partir de 30 DAI.  
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Figura 4: Imagens representativas das lesões e inchaço na bolsa escrotal (A, B, D, E, 

G) e nas patas (C, F, H) dos animais do GRUPO 5 (L. amazonensis via IP) observadas 

aos 90 DAI. 

 

5.1-3. Coinfecção (Via SC e IP) 

Todos os animais (9/9) inoculados com as duas espécies via SC (GRUPO 3) 

apresentaram lesão na pata inoculada com L. amazonensis a partir de 30 DAI (Figura 5) 

com diferença significativa (p<0.05) na espessura quando comparado com as patas dos 

animais do mesmo grupo inoculadas com L. infantum e com salina do grupo controle 

(Figura 6). Aos 90 DAI, 1/3 dos animais além de apresentar lesão na pata inoculada 

com L. amazonensis, estava com lesão na pata inoculada com L. infantum e pequena 

lesão na pata dianteira; e 1/3 além da lesão na pata inoculada com L. amazonensis 

estava com uma lesão na perna. Com relação ao peso, os animais não apresentaram 

alteração significativa (Tabela 2). Alterações em órgãos internos foram observadas aos 

60 DAI, em que 3/3 dos animais estavam com esplenomegalia e aos 90 DAI 3/3 

estavam com esplenomegalia e 1/3 com ascite (Tabela 3). 

H G 

F E D 

C B A 



38 
 

Nos animais inoculados com as duas espécies pela via IP (GRUPO 6), lesões de 

pele foram observadas em todos aos 90 DAI. Ocorreram lesões na bolsa escrotal em 

100% dos animais (6/6) e lesões nas patas dianteiras em 33,3% (2/6) deles (Figura 7). 

Este grupo não apresentou alterações de peso significativas (Tabela 2). Alterações 

viscerais foram encontradas aos 90 DAI, sendo hepatoesplenomegalia a alteração mais 

frequente observada em 100% (6/6) dos animais e ascite moderada e órgãos friáveis 

observados em 50% (3/6) dos animais (Tabela 3). 

Quando foram comparadas as espessuras das patas inoculadas com L. infantum 

do GRUPO 1 (L. infantum) e do GRUPO 3 (coinfecção), não houve diferença 

significativa entre elas, apesar da espessura maior nos animais com coinfecção aos 90 

DAI. Foi comparada também a medida das patas inoculadas com L. amazonensis do 

GRUPO 2 (L. amazonensis) e do GRUPO 3 (coinfecção), e aos 90 DAI observou-se 

diferença significativa (p<0.05) com aumento maior nos animais com coinfecção 

(Figura 8). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5: Imagens representativas das lesões nas patas inoculadas com L. amazonensis 

nos animais do GRUPO 3 (coinfecção) aos 30, 60 e 90 DAI. Aos 90 DAI observa-se um 

animal com uma lesão também na pata esquerda inoculada com L. infantum (F). 
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Figura 6: Média da espessura das patas dos animais do GRUPO 3 (coinfecção) 

inoculadas com L. amazonensis (●), L. infantum (■) e do grupo controle com salina 

(▲). Patas inoculadas com L. amazonensis apresentando diferença significativa       

(*p< 0.05) a partir de 30 DAI. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7: Imagens representativas das lesões e inchaço na bolsa escrotal (A, B, D, E, 

G) e nas patas (C, F, H) dos animais do GRUPO 6 (coinfecção) observadas aos 90 DAI. 
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Tabela 2: Média de peso dos animais inoculados com L. infantum, L. amazonensis, 

coinfecção e controle com salina pelas vias SC e IP. Durante os 90 dias de observações 

os animais não apresentaram alterações significativas de peso. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8: Média da espessura das patas inoculadas com L. infantum do GRUPO 1 (■) e 

GRUPO 3 (coinfecção ▲); e média da espessura das patas inoculadas com L. 

amazonensis do GRUPO 2 (●) e GRUPO 3 (coinfecção ▼). (*p<0.05).

Média de peso (g) 

Infecção 
 

Dia 0 Dia 30 Dia 60 Dia 90 

L. infantum (SC) 
 

116 129 135 139 

L. infantum (IP) 
 

129 144 144 143 

L. amazonensis (SC) 
 

115 117 129 127 

L. amazonensis (IP) 
 

124 134 142 146,2 

Coinfecção (SC) 
 

110 130 135 127 

Coinfecção (IP) 
 

128,5 139 150 152 

Controle 
 

123 138 142,5 143 
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Tabela 3: Alterações clínicas observadas nos animais inoculados com L. infantum, L. amazonensis e coinfecção pela via subcutânea (SC) aos 30, 

60 e 90 DAI e via intraperitoneal (IP) aos 30 e 90 DAI. L.a. = L. amazonensis; L.i. = L. infantum; NO = não observado; NR = não realizado. 

 30 DIAS 60 DIAS 90 DIAS 
 

Espécie Via Lesão no local 
do inóculo 

Esplenomegalia Lesão no local 
do inóculo  

Hepatomegalia Esplenomegalia Ascite 
moderada 

Órgãos 
friáveis 

Lesão no local 
do inóculo  

Outras 
lesões 

 
L. infantum 

SC 
 

IP 

NO 
 
 

NO 

NO 
 
 

NR 

NO 
 
 

NR 

NO 
 
 

6/6 (100%) 

3/3 (100%) 

 
 

6/6 (100%) 

2/3 (66,7%) 
 
 

3/6 (50%) 

1/3 (33,3%) 
 
 

3/6 (50%) 

NO 
 
 

NO 

NO 
 
 

NO 

 
L. amazonensis 

SC 
 

IP 

9/9 (100%) 

 
 

NO 

NO 

 
 

NR 

6/6 (100%) 

 
 

NR 
 

NO 
 
 

NO 

2/3 (66,7%) 

 

 
3/6 (50%) 

2/3 (66,7%) 

 
 

3/6 (50%) 

NO 

 
 

NO 

3/3 (100%) 

 
 

3/6 (50%) 

1/3 (33,3%) 

 
                     

3/6 (50%)  

 

Coinfecção 
SC 

 
IP 

9/9 (100%) – L.a. 

 

 
NO 

3/3 (100%) 

 
 

NR 

6/6 (100%) – L.a. 

 
 

NR 

NO 
 
 

6/6 (100%) 

3/3(100%) 

 
 

6/6 (100%) 

1/3(33,3%) 
   
 

3/6 (50%) 

NO 
 
 

3/6 (50%) 

3/3 (100%) – L.a. 

1/3(33,3%) – L.i. 

 
NO 

2/3(66,7%) 
 
 

6/6 (100%) 
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Durante os 90 dias de observações, os animais inoculados com salina pelas duas 

vias (SC e IP) utilizados como grupo controle não apresentaram nenhum tipo de 

alteração permanecendo saudáveis até o fim das observações (Figura 9). A média da 

espessura das patas inoculadas com salina está nas Figuras 1, 3 e 6 e média de peso do 

grupo na Tabela 2. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9: Animal não infectado, inoculado com salina pelas duas vias, subcutânea e 

intraperitoneal, apresentando-se sadio, sem nenhuma lesão ou alteração. 

 

 

5.2- Avaliações parasitológicas e histopatológicas 

 

5.2-1. Pele 

 

I. Infecção por L. infantum (Via SC e IP) 

As amostras de biópsia de pele utilizadas nas avaliações parasitológicas na 

infecção por L. infantum foram coletadas do local do inóculo, sendo pata traseira 

esquerda no GRUPO 1 (via SC) coletadas aos 30, 60 e 90 DAI e abdômen no GRUPO 4 

(via IP) coletadas aos 30 e 90 DAI. 

 

a) Microscopia 

Não foram encontradas amastigotas nas lâminas de esfregaço por aposição da 

pele em nenhum dos dois grupos inoculados com L. infantum em nenhum dos tempos 

avaliados (Figura 15A). 
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b) Isolamento em meio de cultura 

Não foi observado o crescimento de promastigotas nas culturas de pele dos 

grupos inoculados com L. infantum em nenhum dos tempos (Figura 15B). 

 

c) PCR 

No GRUPO 1 (via SC) observou-se amostras positivas em todos os tempos 

avaliados. Sendo 100% (3/3) aos 30 DAI, 66,7% (2/3) aos 60 DAI e apenas 33,3% (1/3) 

aos 90 DAI. No GRUPO 4 (via IP) também foram observadas amostras positivas em 

todos os tempos, sendo que aos 30 DAI apenas 1/3 (33,3%) das amostras foi positiva e 

aos 90 DAI 50% (3/6) (Figura 15C). Todas as amostras de cultura em que se observou 

crescimento de promastigotas foram positivas na PCR. 

 

d) Avaliação Histopatológica e Imuno-histoquímica 

No GRUPO 1 aos 30, 60 e 90 DAI observou-se acantose, hiperceratose e  

degeneração hidrópica discretas e paraceratose moderada. Aos 30 DAI presença intensa 

de pérolas córneas. Nos animais do GRUPO 4 observou-se alterações como acantose, 

hiperceratose e degeneração hidrópica discretas. Inflamação discreta e focal aos 90 DAI 

(Figura 10). Sem a presença de parasitos nos dois grupos (Figura 15D). 
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Figura 10: Alterações histopatológicas observadas na pele dos animais inoculados com L. infantum pelas vias SC e IP durante os 90 dias de observações. Aos 60 DAI o 

grupo IP não foi avaliado. As análises das alterações foram realizadas de forma semi-quantitativa e classificadas da seguinte forma: 1- ausente; 2- discreto (20-30%); 3- 

moderado (>30-60%) e 4- intenso (>60%). 



45 
 

II. Infecção por L. amazonensis (Via SC e IP) 

As amostras de biópsia de pele utilizadas nas avaliações parasitológicas foram 

coletadas do local do inóculo em todos os animais (9/9) do GRUPO 2  (via SC - pata 

traseira direita) aos 30, 60 e 90 DAI. No GRUPO 5 (via IP) a pele foi coletada do local 

do inóculo (abdômem) em todos os animais (3/3) aos 30 DAI e aos 90 DAI a coleta foi 

realizada nos locais em que surgiram lesões (abdômen e bolsa escrotal). 

 

a) Microscopia 

Amastigotas foram observadas em 100% (9/9) das lâminas de biópsia de pele do 

GRUPO 2 (via SC) em todos os tempos avaliados. Nas lâminas de pele do GRUPO 5 

(via IP) foram observadas amastigotas em 100% (6/6) das lâminas analisadas (3 de 

abdômen e 3 de bolsa escrotal) aos 90 DAI. 

 

b) Isolamento em meio de cultura 

Foi observado o crescimento de promastigotas em 100% das culturas de pele do 

GRUPO 2 em todos os tempos e em 100% das culturas do GRUPO 5 aos 90 DAI. 

 

c) PCR 

No GRUPO 2 foi observado 100% de amostras de biópsia de pele positivas aos 

30, 60 e 90 DAI, sendo que aos 90 DAI uma amostra de pele foi coletada da pata 

dianteira (não inoculada) lesionada. No GRUPO 5 (via IP) também observou-se 100% 

de amostras positivas aos 30 DAI e aos 90 DAI. Nas amostras de cultura em que se 

observou o crescimento de promastigotas realizou-se a técnica de PCR e todas foram 

positivas. 

d) Avaliação Histopatológica e Imuno-histoquímica 

No GRUPO 2 (via SC) observou-se ulceração e pérolas córneas intensa aos 30 

DAI, necrose, acantose, hiperceratose, paraceratose e degeneração hidrópica variando 

de discreto a moderado, inflamação intensa e difusa com presença de 

polimorfonucleares e mononucleares e parasitos durante os 90 dias de observações. No 

GRUPO 5 (via IP) a pele apresentou intensa ulceração e necrose aos 90 DAI, acantose, 

degeneração hidrópica e hiperceratose, discretos a moderados. Aos 90 DAI houve 
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inflamação intensa difusa atingindo derme profunda com predomínio de mononucleares 

e presença de parasitos. 

As alterações e parasitismo do G2 e G5 estão representados na Figura 11 e 15. 
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Figura 11: Alterações histopatológicas observadas na pele dos animais inoculados com L. amazonensis pelas vias SC e IP durante os 90 dias de observações. Aos 60 

DAI o grupo IP não foi avaliado. As análises das alterações foram realizadas de forma semi-quantitativa e classificadas da seguinte forma: 1- ausente; 2- discreto (20-

30%); 3- moderado (>30-60%) e 4- intenso (>60%). 
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III. Coinfecção (Via SC e IP) 

As amostras de biópsia de pele utilizadas nas avaliações parasitológicas nos 

animais com coinfecção foram obtidas dos locais dos inóculos aos 30, 60 e 90 DAI no 

GRUPO 3 (via SC), sendo que na pata traseira esquerda foi inoculada a espécie L. 

infantum e na pata traseira direita foi inoculada L. amazonensis. No GRUPO 6 (via IP) 

aos 30 DAI as amostras de pele foram coletadas do local do inóculo (abdômen) e aos 90 

DAI foram coletadas pele da bolsa escrotal. 

 

a) Microscopia 

Amastigotas foram observadas em 66,7% das lâminas de pele do GRUPO 3 (via 

SC), sendo 3/3 da pata inoculada com L. amazonensis e 1/3 da pata com L. infantum aos 

30 DAI. Aos 60 e 90 DAI, 100% das lâminas foram positivas das duas patas. No 

GRUPO 6 (via IP) foram observadas amastigotas em 100% (6/6) das lâminas analisadas 

aos 90 DAI. 

 Na Figura 12 observam-se amastigotas encontradas em duas lâminas de 

microscopia de biópsia de pele dos grupos de coinfecção. 

 

Figura 12: Imagens representativas de amastigotas de Leishmania em lâminas de 

microscopia de biópsia de pele da pata inoculada com L. amazonensis do G3 

(coinfecção) pela via SC (A) e pele da bolsa escrotal do G6 (coinfecção) pela via IP (B) 

aos 90 DAI. Aumento 100X. 

 

A B 
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b) Isolamento em meio de cultura 

No GRUPO 3 observou-se o crescimento de promastigotas em 66,7% das 

culturas de pele analisadas, 3/3 da pata inoculada com L. amazonensis e 1/3 da pata com 

L. infantum aos 30 DAI. Aos 60 e 90 DAI, 100% das culturas de pele das duas patas 

foram positivas. No GRUPO 6 observou-se o crescimento de promastigotas apenas aos 

90 DAI, quando 100% (6/6) das culturas foram positivas. 

 

c) PCR 

Foi observado no GRUPO 3 um total de 66,7% de amostras positivas de pele, 

sendo 3/3 da pata inoculada com L. amazonensis e 1/3 da pata com L. infantum aos 30 

DAI. Aos 60 DAI observou-se 83,3% de amostras positivas, sendo 3/3 da pata 

inoculada com L. amazonensis e 2/3 da pata com L. infantum e aos 90 DAI 100% das 

amostras das duas patas foram positivas, e uma amostra de pele da pata dianteira (não 

inoculada) lesionada também foi positiva. 

No GRUPO 6 foi observado 100% de amostras positivas aos 30 e 90 DAI. Nas 

amostras de cultura em que se observou o crescimento do parasito foi realizada a técnica 

de PCR e todas foram positivas. 

 

d) Avaliação Histopatológica e Imuno-histoquímica (IHQ) 

No GRUPO 3 (via SC) a pele das patas inoculadas com as diferentes espécies 

apresentaram alterações distintas. Na pata inoculada com L. infantum, observou-se 

acantose, hiperceratose, paraceratose e degeneração hidrópica, discretos a moderados. 

Inflamação intensa e difusa com predomínio de mononucleares aos 90 DAI e presença 

de parasitos aos 30, 60 e 90 DAI. Na pata inoculada com L. amazonensis, observou-se 

intensa ulceração, necrose e pérolas córneas aos 30 DAI, acantose, hiperceratose e 

degeneração hidrópica variando de discreto a moderado. Inflamação intensa e difusa 

com a presença de polimorfonucleares e mononucleares e o encontro de parasitos aos 

30, 60 e 90 DAI (Figura 13). 

No GRUPO 6 via IP a pele apresentou ulceração e necrose intensa, acantose, 

hiperceratose e degeneração hidrópica discretos, inflamação intensa e difusa com 

predomínio de mononucleares e presença de parasitos aos 90 DAI (Figura 13). 
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Cortes histológicos da pele mostrando as alterações e parasitos nas infecções por 

L. infantum, L. amazonensis e coinfecção estão na Figura 14. 

A Figura 15 representa a porcentagem de amostras de pele positivas em cada 

tipo de infecção (espécie e via de inoculação) de acordo com o método utilizado: 

microscopia (A), cultura (B) e PCR (C) e em (D) a intensidade do parasitismo segundo 

IHQ. 

 

 



 

 

 

Coinfecção (Via SC e IP)

U
lc

er
aç

ão

N
ec

ro
se

A
ca

nto
se

Pér
ola

s 
có

rn
ea

s

H
ip

er
ce

ra
to

se

Par
ac

er
at

ose

D
eg

en
er

aç
ão

 h
id

ró
pic

a

In
fla

m
aç

ão

G
ra

nulo
m

a

U
lc

er
aç

ão

N
ec

ro
se

A
ca

nto
se

H
ip

er
ce

ra
to

se

D
eg

en
er

aç
ão

 h
id

ró
pic

a

In
fla

m
aç

ão

U
lc

er
aç

ão

N
ec

ro
se

A
ca

nto
se

H
ip

er
ce

ra
to

se

Par
ac

er
at

ose

D
eg

en
er

aç
ão

 h
id

ró
pic

a

In
fla

m
aç

ão

G
ra

nulo
m

a

1

2

3

4 GRUPO 3 (L.i. - SC)

GRUPO 3 (L.a. - SC)

GRUPO 6 (IP)

30 dai 60 dai 90 dai

Controle

N
ív

e
l 

d
a

s
 a

lt
e

ra
ç

õ
e

s

Figura 13: Alterações histopatológicas observadas na pele dos animais com coinfecção pelas vias SC e IP durante os 90 dias de observações. Aos 60 DAI o grupo IP não 

foi avaliado. No G3 foram avaliadas separadamente a pata inoculada com L. infantum e inoculada com L. amazonensis. As análises das alterações foram realizadas de 

forma semi-quantitativa e classificadas da seguinte forma: 1- ausente; 2- discreto (20-30%); 3- moderado (>30-60%) e 4- intenso (>60%). 



52 
 

 

Figura 14: Corte histológico de pele de hamsters infectados por Leishmania infantum, 

Leishmania amazonensis e coinfecção pelas vias SC e IP. Figuras A - D imagens representativas 

da infecção via subcutânea, E – F via intraperitoneal. (A) Observar alterações do epitélio 

comuns a todos os grupos: Acantose (AC), Hiperceratose (H), Degeneração (D) e sem a 

presença de inflamação comum ao grupo G1 e G4. Em (B e C) observar inflamação intensa e 

difusa (setas pretas) com áreas de necrose (N) em (B) comum ao grupo G2 e G3 inoculado com 

L. amazonensis e sem em (C) com áreas de acantose (AC) comum ao grupo G3 inoculado com 

L. infantum. Em (D) detalhe do infiltrado inflamatório com predomínio de mononucleares 

linfócitos (setas brancas), plasmócitos (cabeça de setas pretas) e macrófagos vacuolizados (setas 

pretas) repletos de formas amastigotas.  Em (E) observar inflamação intensa e difusa (setas 

pretas) com áreas de necrose (N), acantose (AC) e em (F) macrófagos vacuolizados (setas 

pretas) repletos de formas amastigotas marrons imunomarcadas, comum ao grupo G5 e G6. (A - 

E) coloração pela H&E e em (F) imuno-histoquímica. (A, D, F) 16 µm (400x), (B, C, E) = 32 

µm (200x). 
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Figura 15: Porcentagem de amostras de biópsia de pele positivas pelos métodos parasitológicos de: microscopia (A), cultura (B)  e PCR (C) e intensidade do parasitismo 

por IHQ (D) nos grupos infectados por L. infantum via SC e IP (vermelho); L. amazonensis via SC e IP (azul) e coinfecção via SC e IP (verde). Os grupos da via SC foram 
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5.2-2. Baço 

Todas as amostras de baço foram coletadas dos animais dos grupos inoculados 

pela via SC aos 30, 60 e 90 DAI e dos grupos inoculados pela via IP aos 30 e 90 DAI. 

 

I. Infecção por L. infantum (Via SC e IP) 

 

a) Microscopia 

No GRUPO 1 (via SC) foram observadas amastigotas no baço apenas aos 90 

DAI em 33,3% (1/3) das lâminas analisadas. No GRUPO 4 (via IP) observou-se lâminas 

positivas também aos 90 DAI em 83,3% (5/6). 

 

b) Isolamento em meio de cultura 

Promastigotas foram observadas em 33,3% (1/3) das culturas de baço analisadas 

no GRUPO 1 e em 83,3% (5/6) das culturas do GRUPO 4, ambas apenas aos 90 DAI. 

 

c) PCR 

Amostras positivas foram observadas no GRUPO 1 aos 30 e 60 DAI em 33,3% 

(1/3) e aos 90 DAI em 66,7% (2/3). No GRUPO 4 aos 30 DAI foi observado 66,7% 

(2/3) de amostras positivas e aos 90 DAI 83,3% (5/6) das amostras analisadas foram 

positivas. Nas amostras de cultura em que foi observado o crescimento de promastigotas 

foi realizada análise através da técnica de PCR e todas foram positivas. 

d) Avaliação Histopatológica e Imuno-histoquímica 

As alterações histopatológicas estão mostradas na Figura 16. No GRUPO 1 (via 

SC) observou-se o baço com polpa branca reativa e hiperplasia de polpa branca, 

inflamação capsular e congestão, discreto durante os 90 dias e hiperplasia de polpa 

vermelha moderada aos 90 DAI. Sem presença de parasitos. No GRUPO 4 (via IP) 

observou-se o órgão com polpa branca reativa e hiperplasia de polpa branca, perda da 

arquitetura com linfócitos dispersos e congestão, discreto aos 30 e 90 DAI, hiperplasia 

de polpa vermelha e inflamação capsular moderada e presença de parasitos aos 90 DAI. 

A Figura 20 representa a porcentagem de amostras de baço positivas em cada 

tipo de infecção de acordo com o método utilizado: microscopia (A), cultura (B) e PCR 

(C) e em (D) a intensidade do parasitismo segundo IHQ. 
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Figura 16: Alterações histopatológicas observadas no baço dos animais inoculados com L. infantum pelas vias SC e IP durante os 90 dias de observações. Aos 60 DAI o 

grupo IP não foi avaliado. As análises das alterações foram realizadas de forma semi-quantitativa e classificadas da seguinte forma: 1- ausente; 2- discreto (20-30%); 3- 

moderado (>30-60%) e 4- intenso (>60%). 
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II. Infecção por L. amazonensis (Via SC e IP) 

 

a) Microscopia 

Lâminas positivas do baço foram observadas no GRUPO 2 (via SC) apenas aos 

60 DAI em 66,7% (2/3). No GRUPO 5 (via IP) amastigotas foram observadas em 100% 

(3/3) das lâminas aos 30 DAI e em 66,7% (4/6) aos 90 DAI (Figura 20A). 

 

b) Isolamento em meio de cultura 

Promastigotas foram observadas em 66,7% (2/3) das culturas analisadas do 

GRUPO 2 aos 60 DAI. No GRUPO 5, 100% (3/3) das culturas foram positivas aos 30 

DAI e 66,7% (4/6) aos 90 DAI (Figura 20B). 

 

c) PCR 

Amostras positivas foram observadas no GRUPO 2 em apenas 33,3% (1/3) aos 

30, 60 e 90 DAI. No GRUPO 5 observou-se 66,7% de amostras positivas aos 30 (2/3) e 

90 (4/6) DAI (Figura 20C). Nas amostras de cultura em que se observou crescimento de 

promastigotas também se realizou a técnica de PCR e todas foram positivas. 

d) Avaliação Histopatológica e Imuno-histoquímica 

No GRUPO 2 (via SC) observou-se o órgão com polpa branca reativa e 

hiperplasia de polpa vermelha e branca, inflamação capsular e congestão, variando de 

discreto a moderado. No GRUPO 5 (via IP) observou-se baço com polpa branca reativa 

e  hiperplasia de polpa branca, inflamação capsular e órgão congesto, discreto durante 

os 90 dias de observações, hiperplasia de polpa vermelha moderada aos 90 DAI (Figura 

17). Em nenhum dos dois grupos foi observada a presença de parasitos pela IHQ 

(Figura 20D). 
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Figura 17: Alterações histopatológicas observadas no baço dos animais inoculados com L. amazonensis pelas vias SC e IP durante os 90 dias de observações. Aos 60 DAI 

o grupo IP não foi avaliado. As análises das alterações foram realizadas de forma semi-quantitativa e classificadas da seguinte forma: 1- ausente; 2- discreto (20-30%); 3- 

moderado (>30-60%) e 4- intenso (>60%). 
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III. Coinfecção (Via SC e IP) 

 

a) Microscopia 

No GRUPO 3 (via SC) foram observadas amastigotas em 33,3% (1/3) das 

lâminas analisadas aos 30 e 90 DAI, e em 100% (3/3) aos 60 DAI. No GRUPO 6 (via 

IP), 66,7% (2/3) das lâminas foram positivas aos 30 DAI e 100% (6/6) aos 90 DAI 

(Figura 20A). 

 

b) Isolamento em meio de cultura 

Promastigotas foram observadas no GRUPO 3 em 33,3% (1/3) das culturas 

analisadas aos 30 e 90 DAI, e em 100% (3/3) aos 60 DAI. No GRUPO 6 observou-se 

crescimento do parasito aos 30 DAI em 66,7% (2/3) e aos 90 DAI em 100% (6/6) das 

culturas analisadas (Figura 20B). 

 

c) PCR 

No GRUPO 3 aos 30 e 60 DAI, 2/3 (66,7%) das amostras de baço foram 

positivas, e aos 90 DAI, 100% (3/3). No GRUPO 6 aos 30 DAI, 33,3% (1/3) das 

amostras foram positivas e aos 90 DAI, 100% (6/6) (Figura 20C). Com as amostras de 

cultura em que foram observadas promastigotas também realizou-se a técnica de PCR e 

todas foram positivas. 

d) Avaliação Histopatológica e Imuno-histoquímica 

Observou-se no GRUPO 3 (via SC) o baço com polpa branca reativa e 

hiperplasia de polpa branca, inflamação capsular e congestão, discreto durante os 90 

dias e hiperplasia de polpa vermelha moderada aos 90 DAI (Figura 18). Parasitismo aos 

60 DAI (Figura 20D). No GRUPO 6 (via IP) observou-se órgão com polpa branca 

reativa e hiperplasia de polpa branca e congestão, discreto durante os 90 dias, 

inflamação capsular e hiperplasia da polpa vermelha moderada aos 90 DAI (Figura 18). 

Presença do parasito aos 90 DAI (Figura 20D). 

Cortes histológicos do baço com as alterações e parasitos nas infecções por L. 

infantum, L. amazonensis e coinfecção estão na Figura 19. 
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Figura 18: Alterações histopatológicas observadas no baço dos animais com coinfecção pelas vias SC e IP durante os 90 dias de observações. Aos 60 DAI o grupo IP não 

foi avaliado. As análises das alterações foram realizadas de forma semi-quantitativa e classificadas da seguinte forma: 1- ausente; 2- discreto (20-30%); 3- moderado (>30-

60%) e 4- intenso (>60%). 
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Figura 19: Corte histológico de baço de hamsters infectados por Leishmania infantum, 

Leishmania amazonensis e coinfecção. Figuras A - B imagens representativas da 

infecção via subcutânea, C - D via intraperitoneal. (A) observar inflamação (INF), 

espessamento capsular e órgão congesto (cabeça preta de setas) comuns aos grupos G1 

– G3. Em (B) observar polpa vermelha (PV) congesta e polpa branca (PB) reativa com 

evidência de centros germinativos (CG) comuns aos grupos G1 – G3, G5 e G6. (C) 

Inflamação e espessamento capsular, comum a todos os grupos, polpa vermelha (PV) 

congesta e perda da arquitetura da polpa branca (PBH) comum ao grupo G4. (D) detalhe 

de macrófagos (setas pretas) repletos de formas amastigotas marrons imunomarcadas e 

linfócitos (setas brancas) comuns aos grupos G3, G4 e G6. (A - C) coloração pela H&E 

e em (D) imuno-histoquímica. (A - C) = 32 µm (200x) e (D) 8 µm (1000x). 
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Figura 20: Porcentagem de amostras de baço positivas pelos métodos parasitológicos de: microscopia (A), cultura (B) e PCR (C) e intensidade do parasitismo por IHQ 

(D) nos grupos infectados por L. infantum via SC e IP (vermelho); L. amazonensis via SC e IP (azul) e coinfecção via SC e IP (verde). Os grupos da via SC foram 

avaliados aos 30, 60 e 90 DAI e da via IP aos 30 e 90. 
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5.2-3. Fígado 

Todas as amostras de fígado foram coletadas dos animais dos grupos inoculados 

pela via SC aos 30, 60 e 90 DAI e dos grupos inoculados pela via IP aos 30 e 90 DAI. 

 

I. Infecção por L. infantum (Via SC e IP) 

 

a) Microscopia 

No GRUPO 1 (via SC) não foi observado a presença de amastigotas nas lâminas 

analisadas em nenhum dos tempos. No GRUPO 4 (via IP), em 50% (3/6) das lâminas 

foram observadas amastigotas apenas aos 90 DAI. 

 

b) Isolamento em meio de cultura 

Não foi observado o crescimento de promastigotas nas amostras de cultura do 

fígado no GRUPO 1. No GRUPO 4 aos 90 DAI, 50% (3/6) das culturas analisadas 

foram positivas. 

 

c) PCR 

No GRUPO 1 observou-se 100% (3/3) de amostras positivas aos 30 DAI e 

66,7% (2/3) aos 60 DAI. No GRUPO 4 foram observadas amostras positivas aos 30 

DAI em 66,7% (2/3) e aos 90 DAI em 83,3% (5/6). Nas culturas em que se observou o 

crescimento do parasito foi realizada a técnica de PCR e todas foram positivas. 

 

d) Avaliação Histopatológica e Imuno-histoquímica 

As alterações estão mostradas na Figura 21. No GRUPO 1 (via SC) observou-se 

o fígado congesto e com a presença de degenerações, variando de moderada a intensa. 

Inflamação portal e granulomatosa, discreta a moderada com granulomas formados em 

sua maioria por linfócitos e sem a presença de parasito. No GRUPO 4 (via IP) 

observou-se órgão congesto e degenerações, intensa aos 30 DAI. Inflamação portal e 

granulomatosa discreta a moderada com pequenos e médios granulomas formados em 

sua maioria por linfócitos. Células gigantes e presença de parasitos aos 90 DAI. 
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A Figura 25 representa a porcentagem de amostras de fígado positivas em cada 

tipo de infecção de acordo com o método utilizado: microscopia (A), cultura (B) e PCR 

(C) e em (D) a intensidade do parasitismo segundo IHQ. 
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Figura 21: Alterações histopatológicas observadas no fígado dos animais inoculados com L. infantum pelas vias SC e IP durante os 90 dias de observações. Aos 60 DAI o 

grupo IP não foi avaliado. As análises das alterações foram realizadas de forma semi-quantitativa e classificadas da seguinte forma: 1- ausente; 2- discreto (20-30%); 3- 

moderado (>30-60%) e 4- intenso (>60%). 
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II. Infecção por L. amazonensis (Via SC e IP) 

 

a) Microscopia 

Amastigotas foram observadas em 33,3% (1/3) das lâminas de esfregaço do 

fígado analisadas do GRUPO 2 (via SC) aos 60 e 90 DAI. No GRUPO 5 (via IP), 50% 

(3/6) das lâminas foram positivas aos 90 DAI (Figura 25A). 

 

b) Isolamento em meio de cultura 

No GRUPO 2 observou-se o crescimento de promastigotas aos 60 e 90 DAI em 

33,3% (1/3) das culturas analisadas. No GRUPO 5 aos 90 DAI, 50% (3/6) das culturas 

foram positivas (Figura 25B). 

 

c) PCR 

No GRUPO 2 foi observado 66,7% (2/3) de amostras positivas aos 30 DAI e 

100% (3/3) aos 60 e 90 DAI. No GRUPO 5 observou-se aos 30 DAI 66,7% (2/3) e aos 

90 DAI 50% (3/6) de amostras positivas (Figura 25C). Nas amostras de cultura em que 

foi observado o crescimento de promastigotas realizou-se também a técnica de PCR e 

todas foram positivas. 

 

d) Avaliação Histopatológica e Imuno-histoquímica 

Observou-se no GRUPO 2 (via SC) inflamação portal e granulomatosa 

discreta durante os 90 dias, com granulomas formados principalmente por linfócitos e 

macrófagos. Órgão congesto e degenerações, moderado aos 30 DAI. A presença do 

parasito foi observada apenas aos 60 DAI (Figura 25D). No GRUPO 5 (via IP) 

observou-se alterações discretas, como fígado congesto, inflamação portal e 

granulomatosa com pequenos granulomas formados em sua maioria por linfócitos e aos 

30 DAI degenerações moderadas (Figura 22). Sem parasitismo. 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 22: Alterações histopatológicas observadas no fígado dos animais inoculados com L. amazonensis pelas vias SC e IP durante os 90 dias de observações. Aos 60 

DAI o grupo IP não foi avaliado. As análises das alterações foram realizadas de forma semi-quantitativa e classificadas da seguinte forma: 1- ausente; 2- discreto (20-

30%); 3- moderado (>30-60%) e 4- intenso (>60%). 
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III. Coinfecção (Via SC e IP) 

 

a) Microscopia 

No GRUPO 3 (via SC) foram observadas amastigotas apenas aos 60 DAI em 

100% (3/3) das lâminas de fígado analisadas. No GRUPO 6 (via IP) aos 30 DAI 

observou-se  33,3% (1/3) de lâminas positivas, e aos 90 DAI, 100% (6/6). 

 

b) Isolamento em meio de cultura 

Promastigotas foram observadas aos 60 DAI em 100% (3/3) das culturas do 

GRUPO 3. No GRUPO 6 observou-se 33,3% (1/3) de culturas positivas aos 30 DAI e 

100% (6/6) aos 90 DAI. 

 

c) PCR 

No GRUPO 3 aos 30 e 60 DAI foram observadas 100% (3/3) de amostras 

positivas de fígado e aos 90 DAI, 66,7% (2/3). No GRUPO 6 aos 30 DAI observou-se 

100% (3/3) de amostras positivas e aos 90 DAI, 83,3% (5/6). Nas amostras de cultura 

em que se observou promastigotas foi realizada a técnica de PCR e todas foram 

positivas. 

 

d) Avaliação Histopatológica e Imuno-histoquímica 

As alterações estão mostradas na Figura 23. No GRUPO 3 (via SC) observou-se 

o fígado congesto e com degenerações, discreto durante os 90 dias. Inflamação portal e 

granulomatosa moderada e encontro de células gigantes aos 90 DAI. Sem parasitismo. 

No GRUPO 6 (via IP) observou-se órgão congesto, degenerações moderadas aos 30 

DAI. Aos 90 DAI, inflamação portal e granulomatosa moderada, com granulomas 

pequenos a médios, encontro de células gigantes e parasitos. 

Cortes histológicos do fígado com as alterações e parasitos nas infecções por L. 

infantum, L. amazonensis e coinfecção são mostrados na Figura 24. A Figura 25 

representa a porcentagem de amostras de fígado positivas em cada tipo de infecção de 

acordo com o método utilizado: microscopia (A), cultura (B) e PCR (C) e em (D) a 

intensidade do parasitismo segundo IHQ. 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 23: Alterações histopatológicas observadas no fígado dos animais com coinfecção pelas vias SC e IP durante os 90 dias de observações. Aos 60 DAI o grupo IP 

não foi avaliado. As análises das alterações foram realizadas de forma semi-quantitativa e classificadas da seguinte forma: 1- ausente; 2- discreto (20-30%); 3- moderado 

(>30-60%) e 4- intenso (>60%). 
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Figura 24: Corte histológico de fígado de hamsters infectados com Leishmania infantum, 

Leishmania amazonensis e coinfecção. Figuras A - D imagens representativas da infecção via 

subcutânea, E – F via intraperitoneal. (A, B e C) Observar órgão com capilares sinusoides (S) 

congestos (cabeça de setas pretas) e inflamação portal (EP). Em (B) degeneração (setas pretas 

pequenas), em (C) observar inflamação granulomatosa, granulomas (G) comuns a todos os 

grupos. (D) Detalhe do granuloma, formado por linfócitos (setas brancas), macrófagos (setas 

pretas grandes) e células epiteliódes (cabeça de setas brancas). Em (E) detalhe de macrófagos 

com amastigotas marrons imunomarcadas (setas pretas grandes) comuns aos grupos G2, G4 e 

G6. (F) Detalhe de granuloma com célula gigante (CG) comum aos grupos G3, G4 e G6. (A – D 

e F) coloração pela H&E e em (E) imuno-histoquímica. (A, C) = 32 µm (200x), (B, D, E) = 16 

µm (400x) e (F) = 8 µm (1000x). 
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A Figura 26 representa a visualização da reação de PCR, em um gel 

representativo de agarose a 1,5%, corado por brometo de etídio, mostrando algumas 

amostras de pele, baço e fígado em cada tipo de infecção (espécie e via de inoculação). 

O amplicon de cerca de 300 pb é esperado na presença de DNA de Leishmania spp. 

 

 

 

Figura 26: Gel de agarose 1,5% corado por brometo de etídio com amostras 

positivas de pele, baço e fígado dos animais dos grupos inoculados via SC e IP 

apresentando fragmento de aproximadamente 300 pb. Marcador molecular (M); 

controle positivo (CP); amostras 1 a 6 (pele do G1 a G6); amostras 7 a 12 (baço 

do G1 a G6); amostras 13 a 18 (fígado do G1 a G6); controle negativo (N). 

 

5.2-4. PCR-RFLP 

 

I. Infecção por L. infantum (Via SC e IP) 

 

Nos grupos em que os inóculos foram com a espécie L. infantum, a técnica de 

RFLP confirmou a presença de tal espécie em todas as amostras de fragmentos de 

órgãos e de culturas positivas de pele, baço e fígado do GRUPO 1 (via subcutânea) e 

GRUPO 4 (via intraperitoneal) que foram positivas na PCR. 

 

II. Infecção por L. amazonensis (Via SC e IP) 

 

Nos grupos em que os inóculos foram com a espécie L. amazonensis, a RFLP 

confirmou a presença desta espécie em todas as amostras de fragmentos de órgãos e de 

M    CP     1       2      3      4       5       6     7     8      9     10    11   12    13    14    15   16    17   18   N 

300 pb 
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culturas positivas de pele, baço e fígado do GRUPO 2 (via subcutânea) e GRUPO 5 (via 

intraperitoneal) que foram positivas na PCR.  

Um gel representativo (Figura 27) de poliacrilamida 6% mostra algumas 

amostras com o perfil de L. infantum e L. amazonensis. 

 

 

 

Figura 27: Gel de poliacrilamida 6% corado por prata mostrando o perfil de 

algumas amostras dos grupos de infecção única por L. infantum e L. 

amazonensis após a técnica de RFLP. Peso molecular (M); padrão L. 

amazonensis (La); padrão L. infantum (Li); amostras 1 a 4 (perfil L. 

amazonensis) apresentando fragmentos de aproximadamente 186 e 142 pb; 

amostras 5 a 7 (perfil L. infantum) com aproximadamente 184, 72 e 55 pb. 

 

 

III. Coinfecção (Via SC e IP) 

 

Nos grupos inoculados com as duas espécies de Leishmania simultaneamente, 

GRUPO 3 (via subcutânea) e GRUPO 6 (via intraperitoneal) observou-se diferentes 

perfis nas diferentes amostras de pele, baço e fígado analisadas, seja de fragmentos de 

órgãos ou de culturas positivas. Os dois grupos apresentaram amostras com os 3 perfis: 

L. infantum, L. amazonensis e misto.  

Assim, no G3 100% das amostras de biópsia de pele da pata inoculada com L. 

amazonensis apresentaram perfil de L. amazonensis aos 30, 60 e 90 DAI e o mesmo 

resultado foi observado nas amostras de cultura. Nas amostras de biópsia da pele da pata 

 M             La             Li            1               2            3             4           5           6           7       

 250 

 200 
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inoculada com L. infantum, 100% apresentaram perfil de L. amazonensis aos 30 e 90 

DAI, e 50% perfil de L. amazonensis e 50% com perfil misto aos 60 DAI; nas amostras 

de cultura 100% apresentaram perfil de L. amazonensis aos 30 DAI, no entanto, aos 60 

DAI, 33,3% com perfil L. amazonensis e 66,7% com perfil misto, e aos 90 DAI 100% 

com perfil L. amazonensis. Em uma amostra de biópsia de lesão da pata dianteira (não 

inoculada) com 90 DAI foi observado o perfil L. amazonensis.  

Nas amostras de biópsia de pele do G6 foi observado apenas um perfil. Nas 

amostras de pele do abdômen aos 30 DAI 100% apresentaram perfil de L. amazonensis 

e aos 90 DAI 100% das amostras analisadas de pele da bolsa escrotal também 

apresentaram perfil L. amazonensis; apenas aos 90 DAI observou-se cultura positiva e o 

perfil encontrado foi 100% de L. amazonensis. Em duas amostras de biópsia de lesão da 

pata dianteira (não inoculada) com 90 DAI esta espécie também foi observada. 

Nas amostras de fragmento do baço do G3 foi observado aos 30 DAI 100% com 

perfil de L. amazonensis, aos 60 DAI 50% L. amazonensis e 50% com perfil misto, aos 

90 DAI 33,3% L. amazonensis e 66,7% L. infantum; nas amostras de cultura 100% 

apresentaram perfil de L. amazonensis aos 30 e 60 DAI e 100% de perfil misto aos 90 

DAI. Nas amostras de fragmento do baço do G6, aos 30 DAI 100% apresentaram perfil 

L. amazonensis, enquanto aos 90 DAI 100% L. infantum; nas amostras de cultura com 

30 DAI 100% apresentaram perfil L. amazonensis e com 90 DAI 33,3% com perfil L. 

amazonensis e 66,7% com perfil misto. 

Nas amostras de fragmento do fígado do G3, 100% das amostras apresentaram 

perfil de L. amazonensis aos 30 e 60 DAI enquanto aos 90 DAI 50% L. amazonensis e 

50% perfil misto; foi observada cultura positiva apenas aos 60 DAI e o perfil 

encontrado foi 66,7% L. amazonensis e 33,3% misto. As amostras de fragmento do 

fígado do G6 apresentaram 100% de perfil L. amazonensis aos 30 DAI, enquanto aos 90 

DAI, 60% com perfil L. infantum e 40% misto; nas amostras de cultura 100% 

apresentaram perfil L. amazonensis aos 30 DAI e 100% perfil misto aos 90 DAI. 

As Figuras 28 e 29 mostram a porcentagem de cada espécie de acordo com o 

órgão (A) e em culturas positivas (B) nos GRUPOS 3 e 6.  

 

 

 

 



 

A 

B A 

Figura 28: PCR-RFLP - Espécies de Leishmania encontradas nos órgãos (A) e nas culturas positivas (B) do GRUPO 3 (coinfecção via SC) nas amostras de pele da pata 

direita inoculada com  L. amazonensis = P (L.a.), pele da pata esquerda com L. infantum = P (L.i.), baço = B e fígado = F durante os 90 dias de infecção. Aos 30 e 90 DAI 

não se observou cultura positiva do fígado. Perfil misto (L.a. + L.i.); perfil L. infantum (L.i.) e perfil L. amazonensis (L.a.). 
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Figura 29: PCR-RFLP- Espécies de Leishmania encontradas nos órgãos (A) e nas culturas positivas (B) do GRUPO 6 (coinfecção via IP) nas amostras de pele = P, baço = 

B e fígado = F durante os 90 dias de infecção. Aos 30 DAI não se observou cultura positiva de pele. Perfil misto (L.a. + L.i.); perfil L. infantum (L.i.) e perfil L. amazonensis 

(L.a.).   
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Géis de poliacrilamida 6% (Figura 30) representativos dos 3 perfis encontrados 

nas amostras do GRUPO 3 (A) e GRUPO 6 (B) após a realização da técnica de RFLP. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 30: Gel de poliacrilamida 6% corado por prata com amostras dos 

grupos de coinfecção: GRUPO 3 via SC (A) e GRUPO 6 via IP (B). Peso 

molecular (M); padrão L. amazonensis (La); padrão L. infantum (Li); 

amostras de fígado (órgão e cultura) 1 a 4 e 8 a 11 (perfil misto) 

apresentando fragmentos de aproximadamente 186, 142, 72 e 55 pb; 

amostras de pele 5, 6 e 12 (perfil L. amazonensis) com aproximadamente 

186 e 142 pb; amostras de baço 7, 13 e 14 (perfil L. infantum) com 

aproximadamente 184, 72 e 55 pb. 
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6. Discussão 

 

Hamsters da espécie Mesocricetus auratus são considerados bons modelos 

experimentais para estudo das leishmanioses, pois são suscetíveis à infecção com 

diferentes espécies de Leishmania e o curso clínico nestes animais se assemelha muito 

com o observado na doença humana e canina (Evans 1989; Moreira et al. 2012). Esses 

animais desenvolvem lesões na pele similares às observadas em humanos quando 

infectados com espécies associadas à forma cutânea da LT (Hommel et al. 1995) e 

assim como na LV humana, a doença em hamsters causada por cepas viscerotrópicas é 

caracterizada por evolução progressiva, exibindo sinais clínicos como anemia, 

hepatoesplenomegalia, hipergamaglobulinemia, desidratação e podendo levar à morte 

(Farrell 1976; Rodrigues et al. 1992). 

As espécies Leishmania infantum e L. amazonensis apresentam um grande 

espectro de manifestações clínicas e tanto fatores do parasito quanto do hospedeiro 

podem estar envolvidos nesta variabilidade clínica da doença. São espécies encontradas 

em várias regiões do país e em algumas áreas a ocorrência das espécies se sobrepõe, 

possibilitando a ocorrência de coinfecção, o que pode dificultar o diagnóstico, o 

controle e o tratamento. Isso as torna de grande importância clínico-epidemiológica em 

nosso país, constituindo ótimos modelos de estudo. No presente trabalho utilizamos 

estas duas espécies em infecções separadas e em coinfecção para avaliarmos a 

gravidade da doença em cada tipo de infecção e se a infecção mista causa doença mais 

grave no modelo experimental utilizado. 

Para obter sucesso em uma infecção experimental por Leishmania em diferentes 

modelos animais, um grande número de parasitos é utilizado, independente da via de 

inoculação (Melby et al. 2001). Sabe-se que a quantidade de parasitos inoculados e a via 

de inoculação possuem grande influência no estabelecimento e evolução da doença em 

hamsters como modelo experimental (Wilson et al. 1979).  Para infecções experimentais 

com L. infantum e L. amazonensis em roedores, a carga parasitária de 10
7
 promastigotas 

foi utilizada com sucesso por diversos autores (Lonardoni et al. 2000; Pereira et al. 

2005; Nieto et al. 2011; Moreira et al. 2012; Oliveira et al. 2012).  

No presente trabalho utilizamos o inóculo de 10
7 

promastigotas por animal e nos 

grupos de coinfecção foi inoculado o dobro de parasitos, sendo 10
7
 de cada espécie por 

animal. A utilização do dobro de parasitos na coinfecção se deve a diversos fatores. Para 
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a coinfecção em ambas as vias (SC e IP), cada espécie foi inoculada em um diferente 

local, e como a resposta à infecção é localizada, utilizar uma quantidade baixa de cada 

espécie favoreceria o organismo a controlar a infecção. A resposta imunológica inicial 

provocada por uma infecção pode ser dependente da quantidade de parasitos no local do 

inóculo, podendo influenciar no estabelecimento da fase crônica. É possível que o 

aparecimento tardio da lesão e o dano tecidual menos grave observado em animais 

infectados com menor quantidade de parasitos possa ser explicado por um atraso na 

capacidade dos parasitos em atingir o limiar de replicação e, consequentemente, recrutar 

menos células inflamatórias para o local da inoculação (Ribeiro-Romão et al. 2014). 

Além disso, realizamos um experimento piloto e observou-se um sucesso maior da 

coinfecção utilizando a quantidade de 10
7 

promastigotas de cada espécie.  E por fim, 

não tendo sido localizados relatos na literatura de trabalhos desta natureza, decidiu-se 

por essa quantidade de parasitos para uma padronização dos experimentos. 

Em infecções experimentais em hamster, as vias de inoculação mais utilizadas 

são a subcutânea com espécies de Leishmania dermotrópicas e a intraperitoneal com 

espécies viscerotrópicas (Evans 1989). Utilizamos estas duas vias de inoculação pelo 

fato de utilizarmos duas espécies, sendo uma causadora principalmente da forma 

cutânea e a outra da forma visceral.  

Nossos resultados apontam que em relação ao curso clínico das infecções, a via 

de inoculação, intraperitoneal ou subcutânea, não tem influência significativa para as 

infecções com L. infantum, embora o uso da via IP pareça favorecer a visceralização. 

Por outro lado, para L. amazonensis foi observado que por via SC as lesões no local do 

inóculo foram observadas aos 30 DAI, enquanto que na via IP as lesões apareceram 

somente aos 90 DAI. L. amazonensis é facilmente detectada na pele, como mostrado 

pelos resultados de microscopia, cultura e PCR, que foram 100% positivos em todos os 

tempos avaliados e intenso parasitismo visualizado na IHQ. Quando a inoculação foi 

por via SC as alterações histopatológicas da pele foram observadas aos 30 DAI e por via 

IP aos 90 DAI.  

Na coinfecção, a esplenomegalia foi observada mais cedo, aos 60 dias, em 100% 

dos animais, e a espécie detectada no local foi L. amazonensis. Moreira et al. 2012 

observaram nas infecções com 10
7 

promastigotas de L. infantum em hamsters que por 

via IP  houve maior gravidade da doença do que por via ID (intradérmica), parasitos 

foram encontrados no baço e fígado por microscopia e PCR em tempo real nas 

infecções por via IP, e por via ID, somente com a técnica de PCR em tempo real, 
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indicando maior parasitismo por via IP. Oliveira et al. 2011 trabalhando com 18 

hamsters experimentalmente infectados com L. infantum via IP observaram um tempo 

médio de mais de 100 dias para início dos sinais clínicos, período semelhante ao 

observado no presente trabalho. Pouco é encontrado na literatura sobre influência da via 

de inoculação sobre espécies de Leishmania, mas nossos achados sugerem que a via SC 

pode influenciar na gravidade principalmente no início da infecção mista ou por L. 

amazonensis, porém, não constitui um fator importante para o estabelecimento da 

infecção. 

Nesse trabalho mostramos que L. amazonensis é uma espécie viscerotrópica, 

encontrada antes de L. infantum, predominante na pele, baço e fígado aos 30 DAI. O 

parasitismo no baço por L. amazonensis foi detectado aos 30 DAI por todas as técnicas 

parasitológicas utilizadas, exceto IHQ; e no fígado aos 60 DAI todas as técnicas foram 

capazes de detectar parasitos. Na infecção por L. infantum, o parasitismo no baço e 

fígado foi observado aos 30 DAI apenas por PCR, enquanto que pelas outras técnicas 

utilizadas, microscopia, isolamento e IHQ, o parasitismo desses órgãos foi registrado 

aos 90 DAI. Lesões histopatológicas no baço e fígado dos animais inoculados com L. 

amazonensis foram similares aos inoculados com L. infantum. Dessa forma, esses 

resultados permitem especular que L. amazonensis tenha um tropismo por órgãos como 

o baço e fígado mais precoce do que L. infantum, provavelmente porque esta espécie 

possui multiplicação mais rápida e melhor adaptação às condições intracelulares do 

hospedeiro. A presença de L. amazonensis em órgãos viscerais de roedores infectados 

experimentalmente foi descrita por outros autores, porém não comparada com L. 

infantum (Abreu-Silva et al. 2004; Bruzual et al. 2008). Abdullah et al. 1998 

trabalhando com coinfecção em uma mesma célula humana utilizando diferentes 

espécies de Leishmania, observou alta proporção de infecção mista utilizando L. 

amazonensis e L. infantum e maior prevalência de L. amazonensis tanto em células 

coinfectadas quanto em infecção única. 

A multiplicação mais rápida de L. amazonensis também foi observada em 

amostras de cultura, e pode ser que uma possível eliminação da outra espécie tenha 

ocorrido em algumas amostras. Martinez et al. 2002 trabalhando com um paciente com 

leishmaniose cutânea difusa isolaram L. amazonensis e L. infantum de uma mesma 

lesão na pele. As duas espécies foram observadas juntas em cultura primária 

(NNN/Schneider’s), e após o repique apenas L. amazonensis permaneceu. Os autores 

acreditam que a melhor adaptação e crescimento de L. amazonensis com relação a L. 
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infantum no meio de cultura utilizado seja provavelmente a razão pela qual esta espécie 

permaneceu nas culturas após repique. Isto mostra que em um cultivo com mais de uma 

espécie de Leishmania, a espécie dominante, que neste caso foi a L. amazonensis tende 

a inibir o crescimento da outra. Ibrahim et al. 1994 mostraram a capacidade de uma 

espécie em eliminar a outra em passagens contínuas em meio de cultura. Amostras de 

aspirado de linfonodos apresentando perfil de L. donovani e L. major, quando foram 

mantidas em contínuas passagens em meio de cultura, identificou-se apenas a espécie L. 

major. Mostraram também uma cultura de L. infantum que foi contaminada com L. 

major e que após a primeira passagem as duas espécies foram observadas. Depois de 

alguns meses L. infantum foi eliminada da cultura. Casos de culturas mistas com 

espécies diferentes sugerem que a eliminação de uma espécie provavelmente ocorra 

porque elas são propensas a apresentar crescimento diferente, ocasionando a seleção 

rápida. Assim, no momento em que um isolado se adapta à cultura e cresce em 

quantidade suficiente para permitir a caracterização, uma espécie originalmente presente 

pode ter sido perdida. Este pode ser um processo rápido, indicando que as infecções 

mistas naturais podem não ser detectadas devido à seleção em procedimentos de 

isolamento e caracterização. 

Exemplo do que foi discutido acima foi confirmado pela técnica de RFLP nos 

grupos de coinfecção, pois esta foi eficiente em identificar a presença de infecção mista 

em uma mesma amostra, seja de fragmentos de órgãos ou de cultura. O perfil misto 

aparece somente a partir de 60 DAI, indicando que nesta fase a espécie L. infantum 

começa a ter um melhor desenvolvimento, e esta espécie foi detectada sozinha nas 

amostras de coinfecção somente aos 90 DAI, prevalecendo no baço (ambas as vias) e 

fígado via IP. Esses dados corroboram a afirmativa que a L. amazonensis aparece 

predominante nas vísceras no início da infecção, depois L. infantum se estabelece. Nas 

amostras de cultura foi encontrado maior porcentagem de perfil misto do que nos órgãos 

e L. infantum é mais observada nos órgãos do que em cultura. Monroy-Ostria et al. 

(2014) trabalhando com pacientes com a forma cutânea da  LT, realizaram a técnica de 

PCR-ITS1 e a digestão com a enzima HaeIII em amostras de cultura de isolados (21 

amostras) das lesões cutâneas e em amostras clínicas (116 amostras) destas lesões, e 

observaram 43% de isolados e 6% de amostras clínicas com perfil de infecção mista.  

A coinfecção se estabeleceu de maneira mais rápida do que as infecções únicas e 

nesta foi observada facilidade de disseminação de L. amazonensis na pele, provocando 

maior espessamento da pata inoculada, lesão mais grave no local do inóculo, presença 
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em amostras de pata inoculada com L. infantum e lesões em outros locais do corpo, 

como bolsa escrotal. Esta última, curiosamente foi observada em 100% dos animais 

com coinfecção via IP e em 50% dos animais infectados somente com L. amazonensis 

pela mesma via. Abreu-Silva et al. (2004) observaram que L. amazonensis é capaz de 

produzir um grande espectro de lesões em hospedeiros suscetíveis. Utilizando 

camundongos inoculados com esta espécie via SC na pata traseira esquerda, observaram 

além de lesão no local do inóculo, lesões no focinho, perna e disseminação para órgãos 

como baço, fígado, rins, medula óssea e linfonodos. Bruzual et al. (2008) utilizando 

hamsters em infecção por L. amazonensis via SC na pata traseira direita observaram 

lesão no local do inóculo e nas outras patas, no focinho, bolsa escrotal e testículos, além 

de disseminação no baço, fígado e rins. Com relação às lesões na bolsa escrotal, 

Figueiredo et al. (2009) avaliaram um cão naturalmente infectado que apresentou lesão 

ulcerada na bolsa escrotal, a espécie presente foi L. braziliensis e Manna et al. (2012) 

observaram a espécie L. infantum em lesão na bolsa escrotal de um cão. Aslan et al. 

(2013) utilizaram Lutzomyia longipalpis na transmissão de L. infantum em hamsters e 

observaram lesões na bolsa escrotal, patas e canto da boca, além de alterações viscerais. 

As infecções por L. infantum só são detectadas na pele por PCR. Sendo que o 

percentual de amostras PCR positivas é decrescente nos animais inoculados via SC, 

sendo de 100% aos 30 DAI, 66,7% aos 60 DAI e 33,3% aos 90 DAI. Podemos inferir 

que L. infantum tem um estabelecimento inicial no local da inoculação, e depois migra 

para uma infecção sistêmica. Por esta espécie nos achados histopatológicos, foram 

descritas pérolas córneas intensas aos 30 DAI e uma inflamação focal discreta aos 90 

DAI. A detecção de L. infantum no baço e fígado por PCR, microscopia, cultura e IHQ 

foi mais precoce e eficiente quando inoculada por via IP.  Aos 90 DAI foi observado no 

baço a perda da arquitetura, inflamação capsular e hiperplasia da polpa vermelha 

moderada e no fígado observou-se degeneração intensa, inflamação portal e 

granulomatosa, mais acentuada por via IP que SC, e presença de células gigantes via IP 

aos 90 DAI. Células gigantes também foram observadas no fígado de animais 

coinfectados nas duas vias. Nieto et al. (2011) observaram alterações histopatológicas 

no baço e fígado de hamsters após 3 meses de infecção intracardíaca com 10
7 

promastigotas de L. infantum. Granulomas com células gigantes contendo amastigotas 

foram observadas no fígado, e no baço descreveram perda da arquitetura, alterações 

semelhantes às descritas em nossos resultados.  
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Com estes resultados podemos observar uma maior gravidade na coinfecção 

quando comparada a infecções únicas por L. amazonensis e L. infantum. Martinez et al. 

(2002) observaram coinfecção em uma mesma lesão e consideram que as características 

atípicas nas lesões da pele estejam relacionadas com a infecção mista. No trabalho de 

Barral et al. (1991) em que observaram visceralização em pacientes com L. 

amazonensis, foi questionada a ocorrência de uma possível coinfecção com L. infantum, 

devido às manifestações clínicas típicas da doença visceral, além de ser observada 

doença mais grave, com ocorrência de casos fatais e múltiplas lesões disseminadas. 

Acreditamos que a maior gravidade na coinfecção possa estar relacionada a diversos 

fatores como: o inóculo que foi dobrado, levando a uma exacerbação da doença com 

comprometimento sistêmico e maior disseminação; a presença de duas cepas virulentas 

que causam uma diversidade de manifestações clínicas em seus hospedeiros, além de 

ambas serem espécies viscerotrópicas. Além disso, a presença destas espécies em 

órgãos como o baço pode ter causado uma imunossupressão no hospedeiro, levando à 

replicação descontrolada do parasito, comprometendo a função efetora dos macrófagos 

e tornando a doença mais grave, juntamente com o fato de utilizarmos um modelo 

experimental altamente susceptível a estas espécies.  

Os resultados obtidos no presente trabalho em relação às técnicas para detecção 

de Leishmania na pele, baço e fígado dos animais infectados, mostraram que a PCR foi 

a técnica mais sensível. De fato, a PCR possui alta sensibilidade e especificidade (até 

100%) na detecção de Leishmania, com melhor desempenho quando comparado à 

microscopia ou cultura, particularmente em amostras com baixa carga parasitária 

(Reithinger & Dujardin 2007). Strauss-Ayali et al. (2004) analisando amostras de 

aspirados do baço e linfonodos de cães naturalmente infectados, observou um total de 

86% de cães positivos utilizando a técnica de PCR-ITS1 e 74% utilizando isolamento 

em meio de cultura. Rotureau et al. (2006) trabalhando com 40 pacientes com 

leishmaniose cutânea utilizaram microscopia de esfregaços, isolamento em meio de 

cultura e PCR-ITS1, ambos de biópsia de lesão da pele, além de PCR dos esfregaços e 

das culturas. A PCR dos esfregaços e das culturas apresentou baixa sensibilidade, 

enquanto que a PCR de biópsia da lesão apresentou maior sensibilidade na detecção de 

Leishmania do que cada um dos outros testes diagnósticos. Microscopia e cultura 

obtiveram sensibilidade de 72,5% e 77,5% respectivamente. No entanto, a PCR de 

biópsia foi tão sensível quanto microscopia e isolamento combinados (87,5%).  
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Surpreendentemente no presente trabalho, em algumas amostras de baço, a PCR 

apresentou menos resultados positivos que a microscopia e cultura, e curiosamente a 

IHQ não foi positiva nesse órgão nas infecções por L. amazonensis. Podemos explicar 

esse resultado levando em consideração que a PCR é uma reação sensível a inibidores, 

que compreendem todas as substâncias que tem um efeito negativo sobre a técnica e 

podem se originar a partir da amostra ou serem introduzidos durante o processamento 

de amostras ou na extração de DNA. A principal consequência de uma parcial ou total 

inibição é uma diminuição da sensibilidade ou resultado falso negativo. Inibidores 

podem ser encontrados em órgãos, fluidos corporais e sangue. Alguns exemplos de 

inibidores são: sais biliares, ureia, fenol, etanol, melanina, colágeno e hemoglobina 

(Schrader et al. 2012).  

Neste trabalho observamos a IHQ com menor capacidade de detecção de 

Leishmania do que a microscopia nas amostras de baço e fígado. Análises como 

microscopia, histopatologia e imuno-histoquímica podem produzir resultado falso 

negativo, pois sua sensibilidade depende da carga parasitária, ou até mesmo falso 

positivo, pois outros artefatos vistos por microscopia podem ser erroneamente 

considerados como amastigotas (Baneth & Aroch, 2008; Gomes et al., 2008). 

Observou-se durante a microscopia uma escassez de amastigotas nas lâminas de baço e 

fígado, que foram justamente os órgãos que apresentaram menor sensibilidade na IHQ. 

Os fragmentos utilizados em cada avaliação parasitológica foram diferentes, e sabe-se 

que um órgão não é uniformemente parasitado, além de que, diferentes observadores 

realizaram as técnicas de microscopia e IHQ, e estes fatores podem explicar a baixa 

sensibilidade desta quando comparada a outras técnicas utilizadas. 

No presente trabalho, observamos que as avaliações realizadas nos animais e em 

seus tecidos são concordantes. Os resultados da clínica e histopatologia são 

complementares, e são confirmados por microscopia e isolamento em meio de cultura, 

que apresentaram resultados semelhantes. Imuno-histoquímica que foi a técnica com 

menor sensibilidade e PCR que foi a técnica mais sensível com maior porcentagem de 

amostras positivas em todos os grupos. 
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7. Considerações Finais 

 

 A via de inoculação não teve influência nas alterações clínicas das infecções por 

L. infantum ou L. amazonesis, porém, L. infantum tem estabelecimento mais 

típico por via IP enquanto L. amazonensis por via SC;  

 

 L. amazonensis possui capacidade de invadir baço e fígado, sendo mais precoce 

que L. infantum em todas as situações avaliadas; 

 

 A coinfecção foi mais grave, sendo L. amazonensis a espécie responsável por 

esplenomegalia precoce e lesões de pele no local do inóculo e disseminadas; 

 

 Nas infecções mistas, L. amazonensis é detectada mais cedo que L. infantum nos 

órgãos e isolados avaliados (pele, baço e fígado), mas L. infantum pode 

prevalecer com o passar do tempo; 

 

 Amostras de cultura apresentaram maior porcentagem de perfil misto do que os 

órgãos correspondentes, sugerindo que em meio de cultura uma espécie antes 

não observada pode se desenvolver; 

 

 PCR-RFLP de órgãos e da cultura correspondente são técnicas complementares 

para diagnóstico de infecções mistas por L. amazonensis e L. infantum. 
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9. Anexo 

 

Certificado de aprovação pela Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA) do 

protocolo experimental utilizado. 


