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Resumo:

A leishmaniose visceral € uma doenca causada por protozoarios do género
Leishmania, no qual o principal elo na cadeia de transmisséo para as areas
urbanas sé@o os caes. O intestino delgado é um dos 6rgdos afetados pela
doenca. Este 6rgdo é importante para homeostasia do organismo e destaca-
se pela sua importancia imune. Entre as células intestinais que apresenta,
estdo as células caliciformes que sao produtoras, armazenadoras e
secretoras de mucinas que compde o muco protetor. O objetivo deste
trabalho foi avaliar quantitativamente as células caliciformes no intestino
delgado de cédes com leishmaniose visceral. Os animais foram separados
em grupo infectado e, aqueles que apresentaram sorologia negativa,
formaram o grupo controle. Apds eutanasiados, um segmento do ileo foi
coletado para o processamento histoldgico, desidratado, diafanizados e
emblocados em parafina para a realizacado dos cortes histolégicos de 5 pum.
Laminas coradas com Alcian Blue pH 1,0, Alcian Blue pH 2,5 e Acido
Periodico de Schiff foram utilizadas para evidenciacdo e quantificacdo das
células caliciformes em microscépio 6tico. Os resultados ndo demonstraram
diferencas significativas entre os grupos infectados e controle em nenhuma
das coloragdes. Concluimos assim, que a leishmaniose visceral ndo causa
alteracdes na quantificacdo das células caliciformes do ileo de céaes
infectados naturalmente.

Introducgao

A leishmaniose visceral € uma doenca grave causada por protozoéarios do
género Leishmania que se nao tratada corretamente pode levar o
hospedeiro ao Obito. O Brasil é considerado endémico para a doenca
apresentando um dos maiores indices das Ameéricas. Em todo o continente
americano, foram reportados 59.769 novos casos da doenga entre 2001 e

 Z4

. FUNDACAO o
- [QCNPq ARAUCARIA GOVERNO °*

Goneatho Neckonal de Apoio ao Desenvolvimento Cientifico —_—
ok SRcrloice dohans DO ESTADO DO PARANA




i\

29° Encontro Anual de Iniciacdo Cientifica 29°EAC
9° Encontro Anual de Iniciagdo Cientifica JUnior QoE A Gk

N& S

2017 desses, 57.582 casos, aproximadamente 96%, foram registrados no
Brasil (ORGANIZACAO PAN-AMERICANA DA SAUDE, 2019).

O intestino delgado é um dos 6rgaos afetados pela leishmaniose visceral
(SILVA et al., 2016), este é responsavel pela digestdo e absorcdo dos
nutrientes provenientes da alimentacdo. No epitélio intestinal, encontramos
diversos tipos celulares, como as células caliciformes, que séo produtoras de
mucinas glicoproteicas que compde 0 muco protetor do intestino
(JUNQUEIRA E CARNEIRO, 2017). Santos e colaboradores (2018)
relataram alteragbes quantitativas nessas células em camundongos
infectados por diferentes espécies de Leishmania agentes da forma
tegumentar da doenca, 0 que pode ocasionar em alteracdes do
funcionamento normal do 6rgéo.

Em cdes com leishmaniose visceral, ja foi demonstrado lesfes inflamatdrias
intestinais que se estenderam as camadas mucosa e submucosa e extensa
degeneracdo no epitélio de vilos e criptas (SILVA et al., 2016), contudo, ndo
foram encontrados trabalhos analisando as células produtoras de mucinas.
Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi analisar quantitativamente as
possiveis alteracdes das células caliciformes produtoras de diferentes
mucinas no ileo de cées infectados naturalmente com leishmaniose visceral.

Materiais e métodos

Animais

Todos os procedimentos experimentais foram aprovados pela Comisséao de
Etica no Uso de Animais da Universidade Federal da Grande Dourados
(UFGD) sob protocolo 27/2016. Foi aplicado o teste rapido para
Leishmaniose Visceral Canina e a técnica de ELISA para o diagndstico da
leishmaniose visceral. Os animais com sorologia positiva compuseram o
grupo infectado (Gl; n=4) e, 0os que apresentaram sorologia negativa no
grupo controle (GC; n=4).

Coleta de dados

Em fichas individuais foram catalogados os dados epidemioldgicos,
caracteristicas fisicas e sinais clinicos dos animais, estes foram
posteriormente tabelados.

Analise histologica

Os céaes foram eutanasiados por meio de anestesia de tiopental sodico
seguido de cloreto de potassio no Centro de Controle de Zoonoses de
Campo Grande. Realizou-se a laparotomia e 5 centimetros do ileo foi
coletado e fixado em paraformaldeido tamponado 4%. Este material foi
entdo desidratado, diafanizado e embebido em parafina para a obtencao de
laminas histoldgicas com cortes transversais semi-seriados de 5 um.

Para analise, as laminas foram coradas pelas técnicas de Alcian Blue pH 1,0
(AB pH 1,0+), Alcian Blue pH 2,5 (AB pH 2,5+) e Acido Periddico de Schiff
(PAS+) para a deteccao de sulfomucinas, sialomucinas e mucinas neutras e
sialomucinas labeis, respectivamente. A quantificacdo das células
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caliciformes foi realizada utilizando um microscopio 6tico, objetiva de 40X.
Foram contadas 2560 células do epitélio da tunica mucosa intestinal e as
células caliciformes presentes entre elas em cada animal nas trés
coloracbes. Posteriormente, foi calculada a proporcdo de células
caliciformes/100 células epiteliais para a realizacdo das analises estatisticas.

Analise estatistica
O teste de Shapiro-Wilk foi utilizado para verificar a normalidade dos dados e
os grupos foram comparados pelo Teste T no software GraphPad Prism 8,
sendo representados pela média + desvio padrdo e o nivel de significancia
foi de 5% (p<0,05).

Resultados e Discussao

O intestino é um importante érgdo imune, que auxilia na manutencdo do
organismo como um todo. Este 6rgdo, pode sofrer alteracbes devido a
infeccbes por diferentes protozoarios, como espécies de Leishmania
causadoras de leishmaniose tegumentar (SANTOS et al., 2018) ou visceral
(SILVA et al., 2016, SOUZA et al.,, 2019). Silva e colaboradores (2016)
observaram a presenca de amastigotas no intestino de caes com
leishmaniose visceral associadas a lesbes inflamatérias. Demonstrando
assim, a importancia da analise de diferentes parametros intestinais, como
as ceélulas caliciformes.

Os animais foram selecionados para o estudo com base em seus dados
clinicos e epidemiologicos. Foram selecionados animais adultos, de porte
meédio e grande e a maioria sem raca definida. Essa selecdo acabou
limitando a quantidade de animais analisados, e devido ao baixo niumero de
amostras nao foi possivel utilizar apenas um sexo, sendo incluidos machos e
fémeas. Os sinais clinicos mais notaveis nos animais do grupo infectado
foram alopecia, descamacdo, perda de peso, feridas, linfadenopatia,
onicogrifose, amiotrofia e anemia profunda.

Na analise intestinal, ndo foram observadas diferencas significativas no
namero de células caliciformes quando comparado o grupo infectado (AB pH
1,0: 15,20 + 3,84; AB pH 2,5: 17,07 £ 2,85; PAS: 26,76 + 3,82 células
caliciformes/100 células epiteliais) com o controle (AB pH 1,0: 12,69 + 2,65;
AB pH 2,5: 19,04 + 4,07; PAS: 23,44 + 1,36 células caliciformes/100 células
epiteliais) em nenhuma das coloragdes analisadas (Figura 1).

Nossos resultados corroboram com Souza e colaboradores (2019) que
também ndo encontraram alteracdes nas células produtoras de mucinas em
camundongos BALB/c infectados cronicamente por Leishmania (Leishmania)
infantum chagasi, principal espécie causadora de leishmaniose visceral no
Brasil. No nosso trabalho, ndo foi possivel definir o tempo de infeccdo dos
animais, ja que estes foram naturalmente infectados, e esse fator pode ser
importante para o desenvolvimento das alteracdes intestinais.
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Figura 1 — Contagem de células caliciformes nas colora¢des de Alcian Blue pH 1,0 (AB pH
1,0), Alcian Blue pH 2,5 (AB pH 2,5) e Acido Periédico de Schiff (PAS). Dados apresentados
por média + desvio padrdo. GC: Grupo Controle. Gl: Grupo Infectado.

Conclusoes

A leishmaniose visceral ndo levou a alteracdes na quantificacdo das células
caliciformes do ileo de cées infectados naturalmente. Outros estudos devem
ser realizados para melhor entendimento das alteragdes intestinais durante a
infeccéo pela doenca.
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