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Resumo:

A leishmaniose é considerada um grande problema de saude publica. As espécies
de Leishmania se comportam de formas diferentes, dependendo do hospedeiro, da
carga parasitaria e da via de infeccdo, influenciando assim de forma distinta na
resposta imune. Ha relatos que podem promover disturbios intestinais. Porém nao
existem estudos prévios sobre os efeitos da infeccdo causada por diferentes
isolados de L. (V) braziliensis sobre o jejuno e o célon de roedores. Sendo assim, 0
objetivo desse projeto foi compreender os efeitos da infeccdo sobre a estrutura do
intestino de hamsters (Mesocricetus auratus) infectados via subcutanea por L. (V.)
braziliensis. Foram utilizados hamsters adultas distribuidas aleatoriamente em 12
grupos (n=4), 6 grupos com 90 dias e 6 com 120 dias de infec¢cdo, sendo um grupo
controle e cinco grupos infectados por diferentes isolados do protozoario para cada
tempo de infeccdo. ApOs este periodo os animais foram submetidos a eutanasia e o
jejuno e o cdlon coletados para analise. Foram realizadas técnicas histolégicas para
mensuracao da tela submucosa, tanica muscular total, largura e profundidade de
criptas. Houve alteragcbes significativas em todos os parametros analisados. A
infeccdo por diferentes cepas de Leishmania (Viannia) braziliensis promovem
alteracdes morfoldgicas na parede e criptas do jejuno e célon de hamsters.
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Introducao

A leishmaniose tegumentar americana (LTA) € uma doenca de carater zoonético que
acomete o homem e diversas espécies de animais silvestres e domésticos, podendo
se manifestar através de diferentes formas clinicas. E considerada uma enfermidade
polimérfica e espectral da pele e das mucosas (NEVES et al., 2016). No Brasil, é
uma das doencas dermatologicas que merece mais atencdo, devido a sua ampla
distribuicdo geogréfica, bem como, os danos fisicos e psicolégicos (BRASIL, 2017).
A Leishmania (Viannia) braziliensis € um dos agentes da LTA, que pode provocar no
homem lesdes conhecidas popularmente por Ulcera-de-Bauru, ferida brava, ferida
seca e bouba. As lesbes primarias sdo usualmente Unicas, ou em pequeno nuamero,
mas frequentemente de grandes dimensdes, com Ulceras em forma de cratera. O
curso da infeccdo é geralmente irregular e cronico e a tendéncia para cura
espontanea varia de uma regiao geografica para outra. Esta espécie é responsavel
pela forma cutdnea mais destrutiva dentre as demais conhecidas (NEVES et al.,
2016).

A doenca humana é caracterizada por Ulcera cutanea, Unica ou multipla, cuja
principal complicacdo é a metastase por via hematogénica ou linfatica, para as
mucosas da nasofaringe, com destruicdo desses tecidos (BRASIL, 2017; NEVES et
al.,, 2016). Desse modo, a Leishmania tegumentar pode chegar a Orgaos
secundarios ao local da infeccdo, por um mecanismo denominado visceralizacao.
Estudos demonstraram que L. (V.) braziliensis podem migrar e causar alteracdes
histopatolégicas no baco, figado e linfonodo (GOMES-SILVA, et al., 2013). Deste
modo, o objetivo desse projeto foi compreender os efeitos da infeccdo sobre a
estrutura do intestino de hamsters (Mesocricetus auratus) infectados via subcutanea
por L. (V.) braziliensis.

Materiais e métodos

O protocolo experimental foi submetido & Comiss&o de Etica no uso de Animais da
UEM (CEUA/UEM - 7587260416).

Parasitos e Animais

Foram utilizadas quatro cepas da espécie Leishmania (Viannia) braziliensis, isoladas
de pacientes da regido noroeste do Parana e mantidas pelo Laboratério de Ensino e
Pesquisa em Analises Clinicas (LEPAC), da UEM e identificadas no CLIOC -
Colecdao de Leishmania do Instituto Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, Brasil,
MHOM/BR/2000/1655 (1655), MHOM/BR/2003/2311 (2311), MHOM/BR/2003/2314
(2314) e MHOM/BR/2009/3476 (3476), e uma cepa padrao MHOM/BR/1975/M2903
(2903).

Os animais de estudos foram hamsters fémeas, da espécie Mesocricetus auratus,
linhagem Dourada, com aproximadamente 90 dias de vida, provenientes do Biotério
da UEM. As hamsters foram experimentalmente infectadas com 50pL (2x10") de
promastigotas dos isolados de Leishmania (Viannia) braziliensis, no dorso da pata
posterior esquerda. Os animais foram distribuidos aleatoriamente em 6 grupos para
cada tempo de infeccéo, 90 e 120 dias, um grupo controle e 5 infectados. Depois de
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inoculados, os animais foram mantidos em biotério climatizado, com racao
balanceada e agua ad libitum.

Eutanasia, coleta de amostras e processamento histolégico

Apos o periodo de 90 e 120 dias de infeccdo, os hamster foram submetidos a
eutanasia por aprofundamento anestésico em seguida foi realizada a laparotomia e
coletado o jejuno e o colon. Os seguimentos foram cortados em cortes transversais
semi seriados de 4um. Foram desparafinizados e corados pela técnica de
Hematoxilina e Eosina (HE) para mensuracdo da tela submucosa, tunica muscular
total e criptas.

Medidas da tela submucosa, tunica muscular e largura e profundidade de criptas

Foram realizadas 64 medidas da tela submucosa, tunica muscular, largura e
profundidade de criptas de cada animal em 16 imagens de cada fragmento, sendo
no total 4 cortes, 1 imagem/quadrante/corte coradas por HE, na objetiva de 20x para
0 jejuno e 10x para o colon.

Analise estatistica

Foi realizado o teste ANOVA, com pos-teste de Tukey e os dados foram
apresentados por média + erro padrdo. Foi considerado um nivel de significancia de
5%, (p<0,05).

Resultados e Discussao

Como resultados, observamos no jejuno, com 90 dias de infec¢cdo, aumento
significativo da muscular total dos grupos 1655, 2314 e 2903 (87,198,752,
84,23+6,42 e 77,42+7,00 um) e na profundidade de criptas nos grupos 1655 e 2903
(121,7+£3,93 e 147,417,133 pm) se comparado ao grupo controle (GC), (52,76+1,03
e 78.51+7.90 um), respectivamente. Assim como diminuicdo da submucosa no
grupo 2903 (10,13£1,53 um) e na largura de das criptas para os grupos 1655, 2311,
2314 e 2903 (35,39+2,54, 29,31+3,66, 36,14+4,24 e 32,66+0,61 pum) se comprado
ao GC (22,70+0,69 e 49,69+2,29 um), respectivamente.

Com 120 dias de infeccdo a muscular total diminuiu nos grupos 1655 e 2903
(74,48%+2,64 e 70,31+£0,44 um), assim como a submucosa dos grupos 1655, 2311,
2314, 2903 e 3476 (7,70+£0,47, 7,89+0,089, 10,14+1,39, 8,66+0,69 e 9,22+0,33 um),
se comparado ao controle (93,37+4,49 e 14,14+0,81 pm), respectivamente. E houve
um aumento da profundidade de criptas dos grupos 1655, 2314, 2903 e 3476
(76,84+0,6346, 78,10+0,28, 82,14+0,48 e 75,92+0,61 pm), assim como, largura de
cripta no grupo 2903 (40,72+1,49 um), se comparado ao GC (69,65%+1,14 e
34,83+0,72 um), respectivamente.

Na infeccdo de 90 dias houve um aumento significativo da muscular do célon dos
grupos 2311, 2903 e 3476 (227,1+20,87, 163,1+17,01 e 247,1+13,41 pm), assim
como, submucosa (50,10£5,99 um) e profundidade de criptas (101,9+1,81) do grupo
1655 se comparado ao grupo nao infectado (95,43£11,27, 29,67+3,69 e 73,42+3,56
pum), respectivamente. Com 120 dias de infeccdo, a largura das crlptas do grupo
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1655 (60,83+8,99 um) aumentaram e dos animais do grupo 2903 (14,66+1,32 um)
diminuiram se comparado ao GC (40,56+2,70 um), em todos os testes foi
considerado um nivel de significancia de 5% (p<0,05).

Santos e colaboradores (2018), também observaram diferenca significativa no jejuno
de hamsters infectados com o mesmo parasito do nosso estudo, ndo se restringindo
ao local de inoculagéo, chegando a locais secundarios como o intestino e o linfonodo
mesentérico, causando alteracbes histopatologicas. Também evidenciaram a
presenca do DNA do parasito no intestino delgado dos animais infectados.

Conclusbes

A infeccdo via subcutanea por diferentes cepas de Leishmania (Viannia) braziliensis
promovem alteracbes morfolégicas na parede e criptas do jejuno e colon de
hamsters. Estas alteracbes podem ser devido a disseminag¢do do parasito do local
inicial da infec¢cdo para o 6rgdo de estudo, causando aumento ou diminuicdo da
espessura dependo da cepa analisada. Essa mudanca em espessura, pode ser
devido a resposta imune do 6rgéo a infecgéo.
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