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Resumo

A leishmaniose é uma das doencas infecto-parasitarias endémica no
Brasil. H& relatos que a doenca em sua forma tegumentar atinge também o
intestino, todavia, ndo ha estudos que demonstrem que a Leishmania
(Viannia)braziliensis interfere na quantidade da proteina mais abundante do
intestino, o colageno. Deste modo, o0 objetivo deste estudo foi compreender
o efeito da infeccdo de diferentes isolados da espécie de L. (V) braziliensis
sobre o colageno do tipo | e lll do intestino delgado e grosso de hamsters
fémeas distribuidas em 12 grupos (n=4), 6 grupos com 90 dias e 6 grupos
com 120 dias de infeccdo, um grupo representando o grupo controle nao
infectado e cinco grupos representando o grupo infectados por diferentes
isolados do protozoério para cada tempo de infecgdo. Apds o periodo de
infeccdo, as hamsters foram submetidas a eutanésia por aprofundamento
anestésico e foi coletado o jejuno e o colon para realizacdo de técnicas
histologicas, PicroSirusRed, para evidenciacdo de fibras colagenas. Como
resultado observamos mudancas no padrdo quantitativo de colageno de
alguns isolados, apesar da L. (V.) braziliensis ser uma espécie conhecida
por seu alcance tegumentar, pode estar ligada ao processo de
visceralizagao da doenca.

Introducao

As leishmanioses s&o consideradas pela Organizacdo Mundial da
Saude uma enfermidade de grande importancia na saude publica global. Na
América do Sul e Central 11 espécies de leishmanias podem causar a
leishmaniose tegumentar, entre elas se encontra a Leishmania
(Viannia)braziliensis (LVB) (ALVES, 2009).
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E possivel observar quediferentes cepas de LVB podem alterar
morfologicamente o ileo de hamsters, bem como migrar de sitio anatémico
para as outras por¢oes intestinais(SANTOS, 2018). Deste modo, o objetivo
desse projeto foi estudar o efeito da infeccao por diferentes isolados de LVB

sobre as fibras colagenas tipo | e lll no intestino delgado e grosso de
hamsters da espécie Mesocricetusauratus.

Materiais e métodos

O protocolo experimental foi aprovado pela Comissédo de Etica no Uso
de Animais da Universidade Estadual de Maringa (CEUA/UEM) sob n°
7587260416.

As infec¢cbes dos animais foram realizadas com quatro cepas da
espécieLVB, adquiridas a partir de pacientes atendidos no Laboratério de
Ensino e Pesquisa em Analises Clinicas - UEM, posteriormente isoladas e
identificadas na Coleg&o de Leishmanias do Instituto Oswaldo Cruz, Rio de
Janeiro (CLIOC), foram entdo selecionadas cinco cepas, cada qual pelo
perfil de sensibilidade a Glucantime observado durante o tratamento dos
pacientes, sendo elas MHOM/BR/2003/2314 (2314), MHOM/BR/2003/2311
(2311), MHOM/BR/2003/1655 (1655), MHOM/BR/2009/3476 (3476) e
MHOM/BR/1975/M2903 (2903), classificadas respectivamente como
susceptivel, moderadamente resistente, com reativacdo apos o tratamento,
com comportamento atipico e por fim, a cepa de referéncia para LVB.

Para a infeccdo foi administrado 50uL de suspensao contendo 2x107
promastigostas dos isolados das cepas selecionadas no dorso do membro
posterior esquerdo de hamsters fémeas com aproximadamente 90 dias de
idade da espécie Mesocricetusauratus, linhagem dourada, provindas do
Biotério da UEM. Estes animais foram separados em dois tempos de
infeccéo (90 e 120 dias), 6 grupos para cada tempo, um grupo controle (GC)
e 5 grupos infectados para cada tempo de infeccao.

Os animais foram mantidos em biotério climatizado e submetidos a
eutanasia por aprofundamento anestésico com vapor dehalotano.Os
segmentos de intestino foram coletados e submetidos a rotina histologica,
cortados em cortes transversais semiseriados de 4 um e corados com a
técnica de Picro Sirius Red para evidenciacao das fibras colagenas tipo | e
1.

A obtencado dos resultados se deu por captura de 16 imagens da tela
submucosa de <cada animal e de cada 6rgao, 4 cortes, 1
imagem/quadrante/corte/6rgdo, coradas por Pricro Sirius Red e
posteriormente a analise destas imagens, gerando dados que foram
analisados estatisticamente
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Foi aplicado o teste de D’Agostino-Pearson para a verificacdo dos
dados, que se apresentaram normais, deste modo, aplicado ANOVA para
analise estatistica entre os grupos, os dados foram representados pela
meédia + erro padréo, considerando um nivel de significancia de 5% (p<0,05).

Resultados e Discusséao

No jejuno, apds 90 dias de infeccdo houve uma menor quantidade
de colageno do tipo | e lll em todos os em relagcdo ao Grupo Controle, porém
sem diferenca significativa entre si. J& no colon, observamos diminuicdo
significativa apenas do colageno do tipo Il no grupo 2903, se comparado ao
controle, com 120 dias de infeccdo (Figura 1). Com 120 dias de infecgao
apenas o grupo 2903 apresentou diferenca se comparado ao GC no subtipo
de colageno Il (Figura 1).
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Figura 1 — Area em um? de fibras colagenas tipo | e tipo lll em dois tempos de infecgéo (90 e
120 dias) no Jejuno e Colén de hamsters infectados por diferentes idolados de Leishmania
(Viannia) braziliensis(1655, 2311, 2314, 2903 e 3476) se comparado ao grupo controle
(GC). * indica diferenca significativa dos grupos infectados em relagdo ao GC.

Estudos com leishmaniose tegumentar demonstram que o
comportamento patoldgico do parasitose ndo se resume em injdria do tecido
tegumentar, como expde Cardoso (2012) quando relatou que camundongos
infectados por Leishmania (Leishmania) amazonensisreagiram com uma
producdo mista de citocinas em varios 6rgaos independentes da linhagem
genética dos animais e com isso, a promocao da reducdo da expressao
proteica na matriz extracelular, como a fibronectina e colageno no figado e
linfonodos.

Ja Moitinho (2019) em estudo com a mesma espécie de parasito do
nosso experimento, observou lesdes tegumentares de humanos ha
destruicdo da matriz extracelular, sugerindo que a reacdes inflamatorias
ocasionadas pelo parasito estdo ligadas a progressdo da doenca. Logo as
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fibras coldgenas presente em abundancia na matriz extracelular também
seriam afetadas pela LVB, como observada na cepa 2903, apds 120 dias de
infecc@o no jejuno e célon.

A reducao do colageno tipo Ill em ambos os 6rgdos de nosso estudo
nos permite tracar um paralelo com o estudo de linfonodos de caes
infectados po Leishmania chagasi, que mostra que este subtipo de colageno
menos abundante sugerindo uma substituicdo do colageno Il pelo |
(KONDO, 2009), como observados em nossos resultados, apesar de nao
haver alteracdes significativas no colageno tipo I.

Conclusdes

Concluimos que apesar de a infeccdo porLeishmania (Viannia)
braziliensis ser relatada com comportamento tegumentar, ela pode
visceralizar, e promover alteracbes na dinamica de colageno no intestino
delgado e grosso de hamsters.
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