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Resumo:

A espécie Leishmania (Viannia) braziliensis, € uma das espécies causadoras de
leishmaniose tegumentar mais importantes no Brasil. Essa espécie pode migrar para
outros 6rgdos além da pele, como o intestino. Nesse 6rgao ha, dentre outras células
imunes, 0s mastocitos que tém grande importancia na defesa do hospedeiro contra
a infeccdo por estes protozoarios. Portanto, o objetivo deste trabalho foi avaliar a
presenca dos mastocitos totais e serotoninérgicos no ileo de hamsters infectados
por diferentes cepas de L. (V.) braziliensis. Foram utilizadas 18 hamsters fémeas
separadas em trés diferentes grupos: um grupo controle néo infectado e dois grupos
infectados com diferentes cepas de L. (V.) braziliensis. Os animais do grupo
infectado receberam uma suspensao de 100p! de promastigotas (2x10’ parasitos) de
cada cepa via intradérmica no dorso da pata esquerda traseira, jA no grupo controle,
foi inoculado 100ul de tampéo fosfato-salino estéril. Apds 120 dias de infeccao, as
hamsters foram submetidas a eutanasia por meio de aprofundamento anestésico e
foi coletado 1 cm do ileo para o processamento histoldégico. Foi realizada a
quantificacdo de mastocitos totais em laminas coradas com Azul de Toluidina e de
mastocitos serotoninérgicos em laminas imunomarcadas com anticorpos especificos.
Nossos resultados demonstraram uma tendéncia a diminuicdo de ambas as
populacdes de mastocitos apos a infeccdo, porém, essas alteracfes ndo foram
significativas. Logo, a infeccdo por L. (V.) braziliensis ndo causou alteracées no
numero de mastécitos totais e serotoninérgicos no ileo de hamsters.

Introducao

A leishmaniose cutanea € uma doenca que afeta principalmente pele e mucosas e é
causada por diferentes protozoarios do género Leishmania. A espécie Leishmania
(Viannia) braziliensis, é uma das espécies mais importantes no Brasil, onde
encontramos altas prevaléncias da doenca (MINISTERIO DA SAUDE, 2017).
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Esta espécie é responsavel pela maioria dos casos de leishmaniose cutanea,
mucosa e disseminada, apresentando as lesdes mais destrutivas e uma ampla
distribuicdo geografica (MINISTERIO DA SAUDE, 2017).

Contudo, existem relatos na literatura demonstrando que essa espécie migra para
outros oOrgaos além da pele, como o intestino, onde foram encontradas diversas
alteracdes histopatologicas (SANTOS, 2018). O intestino € um importante 6rgao
imune que apresenta em grandes quantidades células para a defesa do organismo.
Dentre elas, temos o0s mastocitos, que participam ativamente na inflamacgéo
(JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2017) e que tém grande importancia na defesa do
hospedeiro contra a infec¢cdo por Leishmania (TUON, 2008). Portanto, o objetivo do
nosso trabalho foi avaliar a presenca dos mastocitos totais e serotoninérgicos no ileo
de hamsters infectados por diferentes cepas de L. (V.) braziliensis.

Materiais e métodos

Animais
Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais para
Experimentacdo da Universidade Estadual de Maringa (parecer n. 7587260416).
Foram utilizadas 18 hamsters fémeas (Mesocricetus auratus) separadas
aleatoriamente em trés diferentes grupos (n = 6): um grupo controle nao infectado e
dois grupos infectados com diferentes cepas de protozoarios da espécie L. (V.)
braziliensis. Foram utilizadas as cepas: MHOM/BR/1975/M2903 (2903), considerada
uma cepa padrdo para o estudo da infeccédo e a cepa MHOM/BR/2000/1655 (1655)
que foi isolada de um paciente atendido pelo Laboratdrio de Ensino e Pesquisa em
Andlises Clinicas da Universidade Estadual de Maringa que apresentou a reativagdo
da lesdo aparentemente curada.

Delineamento experimental

As promastigotas de Leishmania foram descongeladas e cultivadas no meio 199
(Gibco Laboratories®, Grand Island, USA) suplementado com 1% L-glutamine, 1%
urina humana e 10% de soro fetal bovino. Antes da infec¢cdo, os animais foram
anestesiados com uma combinacao de 10 mg/kg de xilazina (Calmiun Agener-Union
Animal Healt) e 50 mg/kg de ketamina (Francotar®- Virbac Animal health). Os
animais do grupo infectado receberam uma suspensédo de 100ul de promastigotas
(2x10’ parasitos) de cada cepa via intradérmica no dorso da pata esquerda traseira,
ja no grupo controle, foi inoculado 100ul de tampé&o fosfato-salino (PBS). Os animais
foram mantidos em racks mini-isoladoras ventiladas com temperatura controlada e
ciclo claro/escuro de 12 h, com agua e racao a vontade.

Andlises histolbgicas

Apos 120 dias de infeccéo, as hamsters foram submetidas a eutanasia por meio de
aprofundamento anestésico e apos laparotomia, foi coletado 1 cm do ileo para o
processamento histologico, sendo obtidas laminas com cortes semi-seriados de 5
um. Foi realizada a quantificacdo de mastocitos totais por meio da contagem de
todos os mastdcitos presentes em 100 campos microscopicos (objetiva de 100x) em
4 cortes por animal em laminas coradas com a técnica de Azul de Toluidina. Por
meio de imunohistoquimica, foi realizada a imunomarcacdo de mastécitos
serotoninérgicos com anticorpos especificos para serotonina (Sigma-Aldrich, Saint
Louis, MO, EUA). As laminas foram relevadas com o stable DAB (Invitrogen™,

& Universidade 0O FUNDACAO
9, UEMEstadualde q CNP
—4 e C | rq ARACARIA  GOVERNO
Chen e Tecr ‘arane

DO ESTADO DO PARANA



28° Encontro Anual de Iniciacdo Cientifica C 10e 11 de outubro de 2019

8° Encontro Anual de Iniciacdo Cientifica Junior

Carlsbad, CA, EUA) e contracoradas com Hematoxilina. Essas ceélulas foram
guantificadas em 50 campos microscoépicos (objetiva de 40x) em 4 cortes por animal.
Andlise estatistica

A distribuicdo dos dados foi considerada normal pelo teste de Shapiro-Wilk (BioEstat
5.0) e a comparacdo entre os grupos foi realizada pelo teste ANOVA seguido de
Tukey (GraphPad Prism 8). Os dados foram apresentados pela média + desvio
padréao, sendo considerado um nivel de significancia de 5% (p<0,05).

Resultados e Discusséo

A espécie L. (V.) braziliensis é a principal responsavel pelo agravamento da
leishmaniose cutanea, podendo atingir as mucosas do hospedeiro (MINISTERIO DA
SAUDE, 2017). Além disso, Santos (2018), relatou a migracéo desse parasito para o
ileo e linfonodo mesentérico de hamsters infectados nos mesmos moldes do nosso
estudo. Além da migracdo do parasito, a autora também observou alteracdes
morfolégicas que podem sinalizar uma reacao inflamatoria e a atracdo de células
imunes para a porcao ileal desses animais (SANTOS, 2018).

Os mastacitos sao células imunes que sdo encontradas em grandes quantidades no
intestino, podendo secretar substancias que atuam promovendo a inflamag¢ao, como
a serotonina (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2017). Essas células atuam também em
processos infecciosos, inclusive na leishmaniose (TUON, 2008).

Os nossos resultados demonstraram que nao houve alteracdes significativas no
namero de mastécitos totais e nem na subpopulacdo serotoninérgica apos a
infeccdo em nenhum dos grupos. Contudo, podemos observar uma diminuicdo na
quantidade dessas células. Sendo que, nos mastoécitos totais, a diminuicdo foi mais
expressiva no grupo 2903, com aproximadamente 27%. Ja nos mastocitos
serotoninérgicos, a diminuicdo foi de aproximadamente 37% em ambos 0s grupos
infectados (Figura 1).
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Figura 1 — NUmero de mastocitos totais e serotoninérgicos por mmz2 do ileo de hamsters infectadas
por L. (V.) braziliensis. Controle: Grupo Controle. 2903: Grupo infectado com a cepa
MHOM/BR/1975/M2903 de L. (V.) braziliensis. 1655: Grupo infectado com a cepa
MHOM/BR/2000/1655 de L. (V.) braziliensis. Dados expressos em média + desvio padrao.

Assim, apesar de existirem relatos na literatura demonstrando que ap0s a infecgéo
cronica por L. (V.) braziliensis, sdo encontradas alteragdes que podem sinalizar uma
reacdo inflamatoria, como o aumento de linfécitos intraepiteliais, infiltrados
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inflamatorios e ganglionite (SANTOS, 2018), ndo encontramos alteracbes
significativas nas popula¢des de mastocitos analisadas.

Entretanto, essa tendéncia a diminuicdo pode ser devida a alguns fatores, como o
acometimento da medula 0ssea, ja relatado em outros trabalhos apés a infeccéo por
L. (V.) braziliensis (SILVA et al., 2002). Os mastécitos sao derivados de progenitores
hematopoiéticos da medula 6ssea e o acometimento deste 6rgdo poderia levar a
uma diminuicdo na producao dessas células.

Atrelado a isso, a infeccéo por L. (V.) braziliensis provoca um aumento na migracao
dos mastdcitos para o local da lesdo (TUON, 2008), assim as células produzidas na
medula 60ssea migram para a pele do animal, ndo repondo os mastdcitos que
degranularam no intestino.

Conclusodes

A infeccdo cronica por L. (V.) braziliensis por diferentes cepas, n&o alterou
guantitativamente os mastdcitos totais e serotoninérgicos presentes no ileo de
hamsters. Contudo, mais estudos precisam ser realizados para um melhor
entendimento desta relagcéo parasito-hospedeiro.
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