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Resumo:

A leishmaniose tegumentar americana (LTA) € uma doencga infecto-
parasitaria causada por protozoéarios do género Leishmania. Sua importancia
se deve a sua alta ocorréncia, ampla distribuicdo geografica e possibilidade
de assumir formas clinicas graves. Ha relatos na literatura demonstrando
distarbios intestinais em humanos e cdes com leishmaniose visceral.
Entretanto, pouco se conhece os efeitos causados por espécies agentes de
LTA sobre a morfologia da parede intestinal. Portanto, o objetivo desse
trabalho foi investigar possiveis alteracfes quantitativas em células
caliciformes no ileo de camundongos. Para isso, foram inoculadas por via
intraperitoneal formas promastigotas de Leishmania (L) amazonensis (LLA),
Leishmania (L) major (LLM) e Leishmania (V) braziliensis (LVB) em
camundongos fémeas BALB/c. Setenta e duas horas apos, os animais foram
eutanasiados para remocéo de um segmento do ileo, que posteriormente, foi
submetido ao processamento histoldgico e coloragdo com acido periédico de
Schiff (PAS). Foi observado que as espécies LLA e LVB induziram aumento
na proporcao de células caliciformes, demonstrando que a infeccdo por
estas espécies leva a alteragdes no epitélio intestinal.

Introducao
Diferentes espécies de protozoarios do género Leishmania causam uma

infeccdo parasitaria chamada leishmaniose, uma doenca cuja apresentacao
clinica varia bastante, dependendo da espécie do parasito envolvida. Pode
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se apresentar desde Ulceras cutaneas multiplas ou Unicas, a lesbes
mucosas e viscerais. Particularmente a espécie Leishmania (Leishmania)
amazonensis pode produzir a leishmaniose cutaneo difusa, a infeccao por
Leishmania (Viannia) braziliensis € associada a formas mucosa e
mucocutanea, enquanto que Leishmania (L.) major € agente etiolégico da
leishmaniose cutanea.

Em animais com infeccdo parasitaria, ocorre a inducdo de processo
inflamatorio, podendo conduzir a alteracbes morfologicas teciduais. A
presenca do parasito associada a resposta imune pode levar a danos
epiteliais, desorganizando a camada epitelial (BUZONI-GATEL; WERTS,
2006). Em estudos realizados com camundongos, areas de inflamacao
intestinal, com infiltrados de células inflamatorias na lamina propria,
submucosa e camadas musculares foram observadas em infec¢cdes por
protozoarios (KASPER; BUZONI-GATEL, 2001). Alteracbes
anatomopatologicas e infiltrado inflamatoério foram encontrados na mucosa
intestinal de humanos e animais com leishmaniose visceral. Entretanto, ndo
hé& relatos relacionando LTA e o epitélio intestinal.

O epitélio intestinal é coberto por uma camada de muco que tem a funcéo de
protecdo e é sintetizado e secretado por células caliciformes, que séo
células do epitélio intestinal. Em resposta a infecgcdo por microrganismos e
parasitos ja foram observadas alteracfes nas células caliciformes e também
na composi¢cao do muco (DEPLANCKE; GASKINS, 2001).

Logo, esse projeto teve como objetivo avaliar se a infeccdo causada por
Leishmania (L) amazonensis, Leishmania (L.) major e Leishmania (V)
braziliensis causaria alteracfes quantitativas em células caliciformes do ileo
de camundongos.

Materiais e métodos

Foram utilizados camundongos BALB/c fémeas obtidas do biotério
central da Universidade Estadual de Maringd. Esses animais foram
infectados com a inoculacdo intraperitoneal de 0,1mL de uma suspenséo
contendo 2 x 10® parasitos/mL de cada espécie, preparada a partir de cultura
de promastigotas em fase estacionaria de crescimento. Foram constituidos
quatro grupos de animais: Controle (C), L. (L.) amazonensis (LLA), L. (L.)
major (LLM) e L. (V.) braziliensis (LVB). Setenta e duas horas apls a
inoculacdo das espécies de Leishmania, os animais foram submetidos a
eutanasia, em seguida foi realizada laparotomia pela linha média, e o ileo do
animal foi retirado, tendo como referéncia a prega ileocecal.

Um anel de um centimetro do ileo foi retirado e submetido a rotina
histologica para obtencdo de cortes transversais semi-seriados de 4um, que
foram corados pela técnica de acido periodico de Shiff (PAS).
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Foram contadas 2.500 mil células do epitélio da tunica mucosa de
cada animal. Em seguida foram contadas as células caliciformes presentes e
calculadas a proporcdo de células caliciformes/100 células epiteliais. Este
projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica no uso de Animais da
Universidade Estadual de Maringa sob o parecer 039/2013.

Os resultados foram submetidos ao teste D"Agostino-Pearson para
verificar o tipo de distribuicdo. Os dados apresentaram distribuicdo normal e
foram apresentados como média + desvio padrao. Utilizou-se a analise de
variancia ANOVA seguida pelo teste de Tukey, para a comparacgdo entre 0s
grupos considerando a=0,05. Para executar as analises foi utilizado o
software BioEstat 5.0 (Mamiraud).

Resultados e Discussao

O muco é um importante componente da barreira imune intestinal por formar
um gel viscoso que previne 0 acesso e a adesdo de microrganismos enterais
no epitélio. Sua producdo é aumentada em resposta a injuria da mucosa
(WIEST; RATH, 2003). Os resultados obtidos a partir da contagem das
células caliciformes podem ser observados na Figura 1. Na coloracéo
realizada (PAS) ficam evidenciadas células produtoras de mucinas neutras e
sialomucinas labeis.
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Figura 1 — Numero de células caliciformes PAS+ em relacdo a 100 células epiteliais (CE) de
camundongos infectados com L. (L.) amazonensis (LLA), L. (L.) major (LLM) e L. (V.)
braziliensis (LVB). Os dados representam a média + EPM. n = 4 animais por grupo, p<0,05
foi considerado significativo.

Nossos resultados demonstraram que a proporcao de células caliciformes
marcadas com PAS nos grupos LLA e LVB aumentou significativamente
quando comparada ao grupo controle. Esse resultado sugere que o
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equilibrio na composicdo quimica do muco que recobre a mucosa esta
alterado com aumento na propor¢cdo de muco neutro que confere maior
capacidade de protecdo em meio aquoso (ZIESKE; BERNSTEIN, 1982).
Possivelmente que esse achado seja uma resposta para protecao do epitélio
intestinal. Nao houve diferenca significativa no percentual de células
caliciformes quando comparadas as trés espécies de Leishmania.

Conclusodes

Concluimos que houve aumento na proporcdo de células caliciformes PAS+
no epitélio do ileo de camundongos infectados com L. (L.) amazonensis € L.
(V.) braziliensis.
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