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Resumo:

A Leishmaniose Tegumentar € uma doenca cuja magnitude, potencial
endémico e espectro clinico merecem a atengcdo do servico publico de
saude. Uma das principais espécies causadoras é a Leishmania (Viannia)
braziliensis, que ja foi descrita causando alteracdes no intestino de animais.
O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da infeccdo por L. (V.)
braziliensis sobre as células caliciformes do ileo de hamsters. Foram
utilizados 18 hamsters separadas em trés grupos (n = 6): um grupo controle
e dois grupos infectados com diferentes cepas de L. (V.) braziliensis
(MHOM/BR/2003/2314 e MHOM/BR/2000/1655). Apos 120 dias, 0s animais
foram submetidos a eutanasia e 1 cm do ileo foi coletado para a
quantificacdo de células caliciformes nas colora¢ées de Acido Periédico de
Schiff, Alcian Blue pH 1,0 e pH 2,5. A infeccao por L. (V). braziliensis ndo
alterou a quantidade de células caliciformes. Contudo, outros estudos devem
ser realizados para melhor entendimento dessa relacéo, ja que os trabalhos
envolvendo o intestino sdo recentes.

Introducéo

As leishmanioses sdo doencas causadas por Varias espécies de
protozodrios do género Leishmania cuja estimativa mundial de novos casos
por ano € de mais de 700.000. A transmissdo da doenca ocorre através da
picada de insetos flebotomineos, quando ha a inoculacdo de formas
infectantes nos hospedeiros vertebrados (MINISTERIO DA SAUDE, 2017).

A espécie Leishmania (Viannia) braziliensis € a uma das principais
responsaveis pelas formas cutaneas e cutaneomucosas da doenca no Novo
Mundo, causando lesbes mais graves e destrutivas (MINISTERIO DA
SAUDE, 2017). Além dessas lesdes na pele e mucosas, autores ja relataram
0 encontro de alteracbes histopatoldgicas no intestino de hamsters
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infectadas por essa espécie, além da deteccdo do seu DNA no 6érgao
(SANTOS et al., 2018a).
O intestino possui em seu epitélio, as células caliciformes, que séao
responsaveis por secretar as mucinas formadoras do muco intestinal. Este é
a primeira linha de defesa da mucosa do intestino, uma vez que, além da
acao lubrificante, confere protecdo quimica contra a agressao ocasionada
por diversas substancias e possui também propriedades bactericidas
(GAUDIER et al., 2009). Portanto, alteragcbes na quantidade de células
caliciformes podem interferir na integridade da barreira protetora do intestino,
e assim, esse trabalho buscou avaliar as células caliciformes presentes no
epitélio do ileo de hamsters apds a infeccao cronica por L. (V.) braziliensis.

Materiais e métodos

Animais e aspectos éticos

A Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Estadual de
Maringa aprovou este estudo sob o protocolo n°7587260416. Foram
utilizadas 18 hamsters douradas (Mesocricetus auratus) fémeas com 12
semanas de idade. Esses animais foram mantidos em racks mini-isoladoras
ventiladas com maravalha autoclavada, temperatura controlada (22 °C) e
ciclo claro/escuro de 12 h, com agua filtrada e racao ad libitum.
Delineamento experimental

Para a infeccdo, duas cepas de L. (V.) braziliensis foram obtidas do
Laboratério de Leishmanioses da UEM. Esses parasitos foram
descongelados e cultivados em meio 199 (Gibco Laboratories®, Grand
Island, USA) suplementado com 1% L-glutamine, 1% urina humana e 10%
de soro fetal bovino. Antes da infec¢do, os animais foram anestesiados com
com uma combinacdo de 10 mg/kg de xilazina (Calmiun Agener - Union
Animal Healt) e 50 mg/kg de ketamina (Francotar® - Virbac Animal health).
Foi realizada a separacdo das hamsters em trés grupos: um grupo controle
(GC) e dois grupos infectados, que receberam um inéculo de 2x10’ de
promastigotas duas cepas de L. (V.) braziliensis que foram isoladas de
lesdes de pacientes atendidos pelo Laboratério de Ensino e Pesquisa em
Analises Clinicas da UEM e que utilizaram Glucantime como tratamento.
Esses pacientes apresentaram diferentes respostas: aquele infectado pela
cepa MHOM/BR/2003/2314 (2314) foi considerado sensivel ao tratamento; e
0 outro que foi infectado pela MHOM/BR/2000/1655 (1655) foi considerado
resistente, uma vez que houve reativagao da lesao.

Procedimentos histologicos

As hamsters foram mantidas por 120 dias apos a infec¢cdo, quando ocorreu a
eutanasia por aprofundamento anestésico, seguido de laparotomia para a
coleta de 1 cm do ileo para as analises histoldgicas. Esse material foi fixado
em paraformaldeido tamponado, desidratado em bateria de alcool,
diafanizado em xilol e incluido em parafina para a obtencdo de cortes semi-
seriados de 5 ym. Esses cortes foram depositados em laminas que por sua
vez, foram submetidas a coloragéo pelas técnicas de Alcian Blue pH 1,0 (AB
1,0) para deteccédo de células caliciformes produtoras de sulfomucinas, e pH
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2,5 (AB 2,5) para sialomucinas e Acido Periodico de Schiff (PAS) para
detectar a producao de mucinas neutras.
Contagem de células caliciformes
A contagem das células caliciformes foi realizada nas trés coloracdes citadas
acima, em microscopio 6tico (Nikon Eclipse E200), na objetiva de 40X. Para
isso, 2.560 células do epitélio intestinal foram contadas e as células
caliciformes presentes entre elas foram quantificadas separadamente. Para
a realizacdo da analise estatistica, foi calculada a proporcdo de células
caliciformes por 100 células epiteliais de cada animal.
Andlise estatistica
A distribuicdo dos dados foi considerada normal pelo teste de Shapiro-Wilk e
a comparacdo entre os grupos foi realizada pelo teste de Analise de
Variancia (ANOVA) de um fator seguido do poés-teste de Tukey. Foi
considerado um nivel de significancia de 5% (p < 0,05).

Resultados e Discussao

A espécie L. (V). braziliensis possui um grande polimorfismo genético, fato
que pode estar associado a diversidade de manifestagbes clinicas
desenvolvidas pelos hospedeiros (DA SILVA VIEIRA et al.,, 2019). Em
estudos anteriores que avaliaram o intestino de roedores infectados com
outras cepas de L. (V). braziliensis, foram encontradas diversas alteracoes
histopatolégicas como aumento das camadas musculares, na altura e
largura de vilos e infiltrados inflamatérios (SANTOS et al., 2018a). Devido a
diversidade genética do parasito, é interessante que esses parametros
sejam avaliados ap0s a infecgao por outras cepas do parasito. Assim sendo,
avaliamos no presente estudo, as células caliciformes.

Em nosso estudo, apesar de haver um aumento de aproximadamente 17%
nas células caliciformes coradas por AB 1,0 e uma diminuicdo de 25% nas
células caliciformes coradas por AB 2,5 do grupo 1655 em relacdo ao
controle, ndo foram observadas alteragGes significativas na contagem de
células caliciformes em nenhum dos grupos em nenhuma das coloracdes
analisadas (Figura 1).
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Figura 1. Proporcéo de células caliciformes coradas por Alcian blue pH 1,0 (AB 1,0), pH 2,5
(AB 2,5) e Acido Periédico de Schiff (PAS) por 100 células epiteliais (CE) em animais
infectados por L. (V.) braziliensis. Dados representados em média + desvio padrdo. GC:
Grupo Controle. 2314: Grupo infectado pela cepa MHOM/BR/2003/2314. 1655: Grupo
infectado pela cepa MHOM/BR/2000/1655.
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Nossos resultados corroboram com o observado previamente na literatura
em um estudo envolvendo hamsters infectados cronicamente por
L. (V). braziliensis. Neste, as células absortivas epiteliais estavam alteradas
e a profundidade de criptas aumentada, demonstrando uma alteracdo na
integridade da barreira epitelial. Contudo, ndo foram encontradas alteracdes
nas ceélulas caliciformes (SANTOS et al., 2018a). Por outro lado, um estudo
que avaliou o ileo em camundongos ap0s 72 horas da inoculagdo de
L. (V). braziliensis, demonstrou aumento na quantidade de células
caliciformes produtoras de mucinas neutras e sialomucinas (SANTOS et al.,
2018a). Sendo assim, essas alteracdes intestinais sdo dependentes da cepa
do parasito, tempo de infeccdo e modelo experimental.

Conclusodes

A infeccdo por L. (V). braziliensis ndo alterou a contagem de células
caliciformes no ileo de hamsters, sugerindo a manutencao da barreira fisica
integra em relacdo a proporcdo de mucinas mesmo apds a infecgao.
Entretanto, outros estudos devem ser realizados para melhor conhecimento
dessa relacao L. (V). braziliensis-intestino, uma vez que esses estudos sao
recentes.
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