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Resumo

A leishmaniose tegumentar americana (LTA) € uma doencga infecciosa de
carater zoonotico que possui ampla distribuicAo geografica no Brasil.
Estudos encontraram DNA da espécie Leishmania (Vianna) braziliensis
(LVB) no intestino de hamsters. Esta espécie geralmente causa a forma
muco-cutdnea da doenca, porém esta disseminacdo pode provocar
alteracdes no orgdo semelhantes as encontradas na Leishmaniose Visceral.
O objetivo deste estudo foi analisar a resposta tecidual do ileo e jejuno de
hamsters infectados por LVB. Foram utilizados 10 hamsters machos
(Mesocricetus auratus) e distribuidos em grupo controle (GC) e grupo
infectado (GI) com 10° promastigotas de LVB MHOM/BR/2314 (cepa isolada
de paciente) na pata posterior direita dos animais do Gl. O material coletado
foi submetido a rotina histologica e corado na técnica Azul de toluidina para
identificacdo e quantificacdo dos mastécitos. Os resultados foram analisados
estatisticamente pelo teste de normalidade de D’Agostino Pearson e a
seguido pelo teste t de Student, e expressados por Média + Desvio Padrao.
A infeccao pela cepa MHOM/2314 de LVB néo alterou significativamente o
namero de Mastdcitos totais no jejuno e ileo de hamsters dourados apés 8
semanas de infeccao.

Palavras-chave: imunidade nas mucosas, leishmaniose, histologia.
Introducéo

As leishmanioses sao doencas parasitarias causadas por protozoarios
do género Leishmania sp. As manifestacfes clinicas variam de acordo com
a espécie causadora podendo apresentar-se na forma tegumentar (pele),
muco-cutanea (membranas mucosas) e visceral (6rgéos internos). A espécie
Leishmania (Vianna) braziliensis (LVB) estd amplamente difundida no Brasil
como agente da forma tegumentar da doenca, a qual pode evoluir em lesdes
ulcerativas das mucosas nasofaringeas (SANTOS, 2018; MARTINS, 2015).

Estudos tem demonstrado a presenca do parasito para outros 6rgaos
além da pele, e entre eles o intestino, onde foram observadas alteracdes
histopatoldgicas resultantes da infeccdo por LVB (SANTOS, 2018). O

<7
wa

* [@CNPq ARAUCRIA

x
GOVE| AS
Conseino Nacional de Desenvolvimento Apoio a imento Cientifico RNO
ico 0 ico do Para:

Gt DO ESTADO DO PARANA




>
N S o
eiiegi ool
&S
intestino € um O6rgdo muito importante para a homeostase corporal, absorcéo
de nutrientes, regulacdo imunoldgica e enddcrina, e esta em constante
interacdo com 0s microrganismos da microbiota (SANTOS, 2018).

Os mastocitos séo células teciduais, presentes na lamina prépria do
intestino e por muito tempo implicados apenas como mediadores de
respostas alérgicas, mas com o tempo estudos evidenciaram seu papel nas
respostas imunes inata e adaptativa, devido a sua capacidade de produzir
diversas substancias proé-inflamatérias, as quais ficam armazenadas em
seus granulos como citocinas e quimiocinas (MARTINS, 2015). Estudos
estabelecem a relagdo destas células com patologias intestinais como colite,
megacolon chagasico e sindrome do intestino irritavel (FERREIRA, 2018)

Estudos tém demonstrado que mesmo espécies causadoras da forma
cutanea e muco-cutanea da leishmaniose podem agir sobre outros 6rgaos
além da pele, como baco, figado e intestino, causando alteracdes na
morfologia e atividade dos oOrgdos. Também ja se observam alteracoes
histopatoldgicas intestinais devido a infeccdo crbnica por espécies de
Leishmania (Vianna) braziliensis, no entanto ainda ndo se tem com clareza
informacgdes sobre alteragbes ocorridas na infecgcdo causada por LVB bem
como a atuacdo dos mastocitos frente a infeccado ainda ndo esta elucidada,
sendo necessario investigar o papel desta célula de defesa nos 6érgdos
afetados por esta patologia.

Materiais e métodos

Todos os procedimentos experimentais foram aprovados pela
Comisséao de Etica no Uso de Animais da Universidade Estadual de Maringa
(CEUA/UEM) sob n° 3062060916. Foram utilizados 10 hamsters machos
(Mesocretus auratus) obtidos do biotério central da UEM. Os animais foram
separados em grupo controle (GC) e grupo infectado (GIl). Formas
promastigotas de LVB MHOM/BR/2314 (cepa isolada de paciente) em fase
estacionaria (10° parasitas) foram inoculadas na pata posterior direita dos
animais do GIl. Os animais controles receberam PBS na pata posterior
direita. Apés 8 semanas de infeccdo os animais foram submetidos a
aprofundamento anestésico com isoflurano e posterior eutanasia por didxido
de carbono. Foi coletado 1 cm do ileo e jejuno de todos os animais e fixados
em paraformaldeido 4% tamponado. Depois de fixados, diafanizados e
embebidos em parafina foram cortados transversalmente de forma semi-
seriada em 4um para realizacdo da coloracdo de azul de toluidina para
guantificar os mastoécitos totais. Foram contados os mastocitos em 100
campos da objetiva de 100x em microscopio Optico em de cada animal. Os
dados foram analisados estatisticamente no software GraphPad Prism 5.0
(GraphPad Prism Inc.) e considerados de distribuicdo normal pelo teste de
D’Agostino Pearson. Em seguida, comparados pelo teste de t de Student. Os
dados foram expressos em média + desvio padrdo. Os resultados foram
expressos em mma2,
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Resultados e Discussao

N&o foram observadas alteracfes estatisticamente significativas na
populacdo de mastécitos no ileo do Gl (780,7 £ 172 mast/mm?) em relacéo
ao GC (877,5 = 107,4 mast/mm?), nem do jejuno Gl (1249 + 317,7
mast/mm?2) em relagcdo ao GC (1109 +22,22 107,4 mast/mm?) (Figura 1).
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Figura 1. Quantificacdo de mastécitos totais por mmz2 no ileo (A) e jejuno (B) de hamsters
grupo controle (GC) e infectados por Leishmania (Vianna) brasiliensis (LVB) em 8 semanas
grupo infectado (Gl). *p<0,05

Os mastocitos sédo ceélulas importantes da resposta imunolégica,
principalmente devido a liberacdo de substancias pro-inflamatorias. Estudos
observaram intenso aumento no numero dessas células no trato
gastrointestinal de pacientes infectados por Trypanossoma cruzi, protozoario
da mesma familia da Leishmania sp. (MARTINS, 2015).

Também foram observadas alteracdes na populacdo de mastocitos e
na permeabilidade da barreira mucosa em outras patologias intestinais como
0 megacolon chagésico e a sindrome do intestino irritavel (FERREIRA, 2018;
MARTINS 2015), nas quais ha intensa atividade do sistema imune e
processo inflamatorio (FERREIRA, 2018)

Tuon et al (2008) sugerem em seu estudo que a interacdo entre o
parasito Leishmania e os mastdcitos resulta no aumento destas células no
local de infiltrado inflamatério. Além disso a LVB aumenta a expressao de
quimiocinas das quais 0s mastocitos possuem receptores, indicando a sua
participacdo na resposta inflamatoria a Leishmania spp. (TUON, 2008). Por
outro lado, Maurer et al (2006) demonstraram que a deficiéncia dos
mastocitos leva a diminuigdo da producédo de IL-12, uma citocina importante
na resisténcia a LVB por ser promotora da resposta imune Thl. Assim os
mastécitos podem induzir uma resposta imunologica sistémica a Leishmania
spp. por meio do recrutamento de células imunoldgicas para o local da
lesdo. Entretanto, os nossos achados sugerem que esta resposta nao
envolve alteracdo quantitativa dessas células no periodo estudado ou
poderia ser dependente do tempo de infeccéo.
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Conclusdes

A resposta intestinal desencadeada pela cepa MHOM/BR/2314 de
Leishmania (Vianna) braziliensis ndo envolve o aumento do numero de
mastdcitos totais no ileo e jejuno de hamsters dourados apos 8 semanas de
infeccdo. Estudos com outros tempos de infecgcdo sdo necessarios para
melhor elucidar a interacdo dos mastocitos no intestino apos a infec¢ao por
LVB.
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