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MOURA. SM.S. MORFOLOGIA E IMUNOHISTOQUIMICA DO JEJUNO
CAMUNDONGOS BALB/c EXPERIMENTALMENTE INFECTADOS COM
Leishmania (1) infantum chagasi. 2020. 71p. Tese (Pos-graduagdo em Ciéncia Animal).
Orientador: Prof. Dr. Airton Mendes Conde Junior. Universidade Federal do Piaui (UFPI),
Teresina-Piaui.

RESUMQ

A leishmaniose ¢ uma Doenga Tropical Negligenciada, que possui_como agente etiologico um
protozoario do género Leishmania, transmitido ao homem através da picada de flebotomineos
hematofagos. sendo Lutzomyia longipalpis a principal espécie responsavel pela transmissdo
no Brasil. O espectro da enfermidade depende da espécie do parasita infectante e da resposta
imune desenvolvida pelo hospedeiro a infecgdo, podendo evoluir para diferentes formas
clinicas como Leishmaniose Tegumentar. Leishmaniose Mucosa ¢ Leishmaniose Visceral.
esta altima. representa a forma mais grave da doenga e constitui um problema de satde
publica no Brasil em fungao da alta morbidade e mortalidadc. Conhecimentos sobre os efeitos
da leishmaniose no trato gastrintestinal sdo escassos, por isso, este estudo possui como
proposito avaliar as consequéncias promovidas pela Leishmania (L.) infantum chagasi. na
morfologia. proliferagdo e arquitetura celular do jejuno de camundongos BALB/c. Foram
utilizados trinta ¢ seis (36) animais divididos aleatoriamente em trés (3) grupos. sendo um
Controle. sem a inoculagdo da Leishmania (GC) e dois Grupos Experimentais [ ¢ I
(GEI/GEID): animais infectados por Leishmania (L.) infantum chagasi e apds 7 ¢ 50 dias da
infecgdo. respectivamente, as amostras biologicas foram coletadas seguindo-se os protocolos
de anestesia ¢ eutanasia. Em sequéncia foram imersas em solugdo de formaldeido e realizado
o processamento histologico de rotina com coloragao por Hematoxilina ¢ Eosina. morfometria
¢ imunohistoquimica. A andlise histopatoldgica foi realizada com auxilio de um microscopio
optico comum ¢ se observou presenga de células inflamatdrias, desorganizagido das
vilosidades intestinais ¢ metaplasia do epitélio cilindrico simples de revestimento nos grupos
que foram instituidos o tratamento com o protozoario. A imunohistoquimica foi realizada com
a utilizacdo dos anticorpos primdrios anti-Ki-67 ¢ anti-beta-catenina e verificou-se maior
proliferagdo celular na base das vilosidades intestinais no GC, enquanto nos Grupos
Experimentais I ¢ Il. o maior crescimento foi observado nas bordas superiores destas
estruturas. Com rela¢@o a arquitetura celular, a marcagdo foi de forma pontual nas bordas
superiores das vilosidades para os Grupos Controle ¢ Experimental I. porém neste ultimo,
observou-se também a desorganizagdo destas regidoes. Ja no Grupo Experimental Il a
marcac¢io pela beta-catenina aconteceu de forma continua, por toda a vilosidade intestinal. Os
dados foram tabulados em Microsoft Excel. analisados pelo programa PROC GLM (General
Linear Models) do Software SAS (Statistical Anslysis System) for Windows versao 9.0 ¢ os
testes de Duncan ¢ Tukey foram utilizados para andlise estatistica. O presente estudo
constatou que a inocula¢do por Leishmania (L.) infantum chagasi provocou alteragdes no
jejuno de camundongos de forma mais expressiva na fase aguda da doenga (GEI) do que na
fase cronica (GEII). nesta observou-se a reorganizagdo tecidual.

Palavras-chave: Leishmaniose Visceral, jejuno. prolifera¢do celular. ki-67 ¢ beta-catenina.



MOURA. S.M.S. Morphology and immunohistochemistry of the jejunum of BALB / ¢
mice experimentally infected with leishmania (I.) infantum chagasi. 2020. 71 p. Thesis
(Animal science Graduate Program). Supervisor: Prof. Ph.D. Airton Mendes Conde Junior.
Universidade Federal do Piaui (UFPI). Teresina-Piaui.

ABSTRACT

L.eishmanjasis is a Neglected Tropical Disease. whose etiologic agent is a protozoan of the
genus Leishmania, transmitted to humans through the bite of blood-sucking sandflies. with
Lutzomyia longipalpis being the main species responsible for transmission in Brazil. The
spectrum of the disease depends on the species of the infecting parasite and the immune
response developed by the host to the infection, which can evolve to different clinical forms
such as Tegumentary Leishmaniasis. Leishmaniasis Mucosa and Visceral Leishmaniasis, the
latter. represents the most serious form of the disease and constitutes a problem of public
health in Brazil due to the high morbidity and mortality. Knowledge about the effects of
leishmaniasis on the gastrointestinal tract is scarce. therefore. this study aims to evaluate the
consequences promoted by Leishmania (L.) infantum chagasi, on the morphology.
proliferation and cell architecture of the BALB / ¢ mice jejunum. Thirty-six (36) animals were
randomly divided into three (3) groups. one Control. without inoculation of Leishmania (GC)
and two Experimental Groups I and Il (GEI / GEIl): animals infected with Leishmania (L. )
infantum chagasi and 7 and 50 days after infection, respectively, biological samples were
collected following the anesthesia and euthanasia protocols. in sequence they were immersed
in formaldehyde solution and routine histological processing with hematoxylin and cosin
staining was performed . morphometry and immunohistochemistry. The histopathological
analysis was performed with the aid of a common optical microscope, observing the presence
of inflammatory cells, disorganization of the intestinal villi and metaplasia of the simple
cylindrical lining epithelium in the groups that were instituted the treatment with the
protozoan. Immunohistochemistry was performed with the use of primary anti-Ki-67 and anti-
beta-catenin antibodies and there was greater cell proliferation at the base of the villi in the
GC. while in Experimental Groups I and I1. the greatest growth was observed at the edges of
these structures. With regard to cellular architecture. the marking was punctually on the upper
edges for the Control and Experimental 1 Groups. however in the latter. the disorganization of
these regions was also observed. In the Experimental Group II. beta-catenin labeling
happened continuously. throughout the intestinal villus. The data were tabulated in Microsoft
Excel. analyzed by the PROC GLM (General Linear Models) program of the SAS Software
(Statistical Anslysis System) for Windows version 9.0 and the Duncan and Tukey tests were
used for statistical analysis. The present study found that inoculation by Leishmania (L.)
infantum chagasi caused changes in the jejunum of mice more significantly in the acute phase
of the disease (GEI) than in the chronic phase (GEIl). in this tissue reorganization was
observed.

Keywords: Visceral Leishmaniasis, jejunum. cell proliferation. ki-67 and beta-catenin
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1 INTRODUCAO

A Leishmaniose ¢ categorizada por quatro sindromes clinicas: leishmaniose cutanea:
leishmaniose mucosa (espundia): leishmaniose visceral (calazar) e leishmaniose dérmica pos-
calazar (PKDL) (CHAPPUIS et al. 2007).A Leishmaniose Visceral (LV) ou calazar ¢ uma
doenga infecciosa parasitaria tropical negligenciada (DEBROY et al., 2017). Apresenta ciclo
zoonotico nas Américas e constitui um problema de satide publica no Brasil em fungdo da alta
morbidade e mortalidade (BARRETO et al.. 2011: ALVAR et al.. 2012: WHO, 2018). [ uma
patologia grave por produzir formas clinicas severas que podem. causar deformidades ¢
incapacidades. sendo fatal em até 90% dos casos ndo tratados (MINISTEIO DA SAUDE.
2010: ORGANIZACAO PANAMERICANA DA SAUDE - OPAS/OMS. 2016).

Trata-se de uma enfermidade causada por protozoarios do género Leishmania.
transmitidos ao homem através da picada de flebotomineos hematofagos, fémeas infectadadas.
sendo Lutzomyia longipalpis a principal espécie responsavel pela transmissio no Brasil
(PEARSON. 2018: MINISTEIO DA SAUDE. 2010: WHO. 2019).

Nas Américas. a espécie prevalente ¢ a Leishmania (L.) infantum chagasi e a
infec¢do acontece qitando o flebotomo. durante o repasto, injeta saliva contaminada com
formas promastigotas que invadem as células do sistema fagocitico mononuclear de seres
humanos. canideos domésticos e silvestres. entre outros animais ¢ desenvolvem a doenga
(MARCILI et. al.. 2014: MARCONDES: ROSSI, 2013: WHO, 2018).

O espectro patologico depende da espécie do parasita infectante e da resposta imune
desenvolvida pelo hospedeiro a infec¢do (FIOCRUZ. 2013). podendo evoluir para
Leishmaniose Tegumentar (LT) caracterizada por lesdes na pele. Leishmaniose Mucosa (LM)
que afeta as mucosas do nariz e da boca e a LV que ¢ a forma mais grave da infecgdo ¢ como
o nome indica acomete as visceras. sobretudo figado, bago. ganglios linfaticos ¢ medula dssea
(FIOCRUZ. 2013). A estimativa ¢ de 50.000 a 90.000 mil novos casos de LV ocorram em
todo o mundo a cada ano (WHO. 2019).

A infecgdo por LV se caracteriza clinicamente por se apresentar como uma
enfermidade generalizada cronica, com febre irregular e de longa duragdo. emagrecimento,
anemia. esplenomegalia, hepatomegalia. linfadenopatia. hipoalbuminemia. hemorragias.
imunodeficiéncia. estado de debilidade progressivo levando a caquexia e ao Obito nos casos
sem tratamento adequado e em tempo habil. em consequéncia da infiltragio de formas
amastigotas do parasita nos sitios de infecgdo do parasitismo ja citados (ALVARENGA et al.,

2010: BARRETT: CROFT, 2012: MENDONCA et. al., 2017; FIOCRUZ, 2013: WHO, 2019).



Padrdes histopatologicos embasam o conhecimento sobre as diferentes reagdes
patologicas associadas a leishmaniose visceral nos orgdos (GUERRA et al.. 2016) ¢ a
presenca das amastigotas nas células mononucleares. infiltrado inflamatério. hiperplasia ¢
hipertrofia celular. fibrose e granuloma sio os principais achados microscopicos (OLIVEIRA.
SANTORO. SADIGURSKY.1993: VERSOCA. 2015).

Neste contexto. diante da escassez de conhecimentos sobre os efeitos da
leishmaniose no trato gastrintestinal. realizou-se técnicas histologicas e imunohistoquimicas
para identificar as variagdes no perfil de prolifera¢do e arquitetura celular frente a infecgao
pelo parasita por meio dos marcadores ki-67 ¢ Beta-catenina. além de verificar alteragdes na
histopatologia do jejuno de camundongos BALB/c experimentalmente infectados por
Leishmania (L.) infantum chagasi. Portanto. esta pesquisa € relevante para aquisigio de dados
biologicos. histologicos e morfométricos. propiciando melhor entendimento da fisiopatologia
da LV nos sitios intestinais, assim como para elucidar varios aspectos do desenvolvimento da
doenga. informagdes necessarias para aumentar a eficiéncia das estratégias de prevengdo e
controle ¢ dessa forma minimizar os problemas com doengas ignoradas, especificamente a

Leishmaniose Visceral.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 EPIDEMIOLOGIA DA LEISHMANIOSE VISCERAL

O agente ctiologico da doenga LV ¢ um protozodrio do género Leishmania. (ROSS.
1903: HERWALDT. 1999) que esta incluido na Ordem Kinetoplastea. Familia
']‘1‘_\'panns&matidac. da espécie Leishmania donovani no Velho Mundo. regides da India.
Paquistdo. China ¢ Afvica, e Leishmania infantum na regiio do Mediterrineo (D°AVILA-
LERY etal.. 2015). No Novo Mundo. a LV ¢ causada por Leishmania Chagasi, sinonimia de
Leishmania Infantum (MAURICIO er al.. 2000; LUKES et al.. 2007). espécie encontrada em
todas as regides do Brasil (MCGWIRE: SATOSKAR. 2013). Tais protozoarios sao
transmitidos por insetos dipteros pertencentes a Familia Psychodidae, subfamilia
Phlebotominac ¢ aos géneros Phlebotomus no Velho Mundo e Lutzomyia no Novo Mundo.
espécie  Lutzomyia longipalpis que no Brasil apresenta ampla distribuicdo geografica
(DEANE. 1956: YOUNG: DUNCAN, 1994: LAINSON: RANGEL. 2005), Figura 1.

Figura 1- Inseto Flebotominio

fémea da espécie  Lutzomyia
longipalpis. vetor da leishmaniose,

Fonte:http://www.cdc.gov/parasites/
leishmaniasis/biology.html

A LV ¢ classificada como Doenga Tropical Negligenciada (DTN) por ser infecto-
parasitaria causada pela invasido do parasita aos macrofagos do hospedeiro (FEASEY et al..
2009: FUERTES et al., 2008) ¢ esta relacionada a pobreza, uma vez que afeta principalmente
individuos que vivem em condigdes socioecondmicas desfavoraveis, habitando lugares com
falta de saneamento basico, como rede de esgoto e coleta de lixo, ambientes que pelo acimulo
de matéria organica. sdo propicios a proliferag¢do dos vetores. aumentando o risco de infecgao
¢ tornando-se ainda mais vulneraveis porque o acesso aos servigos de saude ¢ dificil (COSTA
et al.. 2005: BOELAERT et al.. 2014). Associada a desnutri¢do, deslocamento populacional,

moradia precaria. sistema imunologico debilitado e falta de recursos financeiros. estd também



ligada a mudang¢as ambientais como o desmatamento. construgdo de barragens, esquema de
irrigagao e urbanizagdo desorganizada. que causam o desequilibrio ecologico (DE ALMEIDA:
WERNECK: RESENDES. 2014: WHO, 2019).

A LV ¢ uma endemia que representa um problema de satde publica em varios paises
do mundo (LARANJEIRA et al. 2014; TORRES-GUERRERO et al., 2017). Sua propaga¢ao
tem sido atribuida a vérios fatores, principalmente a problemas como: falha terapéutica ¢ alta
incidéncia de efeitos adversos aos farmacos de primeira linha para o tratamento da doenga:
toxicidade elevada dos farmacos de segunda linha e emergéncia de cepas resistentes do
parasito: tratamento exclusivamente parenteral com inje¢des didrias: baixa adesdo dos
pacientes ao esquema de tratamento ¢ quantidade insuficiente de medicamentos para tratar os
doentes em areas endémicas (HERWALDT. 1999: OLIVEIRA et al.. 2011: INFOLEIS. 2017).

Os primeiros casos de LV no mundo foram notificados em 1903. quando William
Leishman encontrou o parasito em um soldado na India e Charles Donovan confirmou a
descri¢ao de Leishmania em outro estudo independente, onde amastigotas foram observadas
no interior de macrofagos obtidos de pessoas infectadas (ROSS., 1903). Ja o papel do cédo
como hospedeiro -foi demonstrado por Charles Nicolle em 1908 ¢ foi confirmada a
transmissdo do protozodario ao homem através da picada de Phlebotomus argentipes em 1924,
dados importantes para a compreensdo do ciclo biologico da doenga (BADARO et al.. 1986).

Os dados atuais mostram a distribui¢@do mundial da doenga em 76 paises. sendo que
mais de 95% dos novos casos em 2017, notificados a Organiza¢do Mundial da Saude (OMS).
ocorreram nos seguintes paises: Bangladesh, Brasil, China, Etiopia, India. Quénia. Nepal,
Somalia. Sudio do Sul e Sudio. E endémica em 12 paises das Américas (PAHO-WHO. 2018:
OPAS/OMS. 2018: WHO. 2019) e, 59.769 casos novos da doenga foram registrados neste
continente no periodo de 2001-2017, resultando em uma média de 3.516 casos por ano. Desse
total. aproximadamente 96% (57.582) foram reportados pelo Brasil, entretanto, paises Sul
Americanos como Argentina. Colombia, Paraguai ¢ Venezuela possuem elevados registros da
doenga. Por outro lado. alguns paises da América Central. como Honduras e Guatemala que
apresentavam anteriormente casos esporadicos de LV, reportaram nos ultimos anos um
aumento ou registro anual constante de casos (OPAS/OMS, 2018). Também em 2017. 7.97%
(338) dos casos apresentaram coinfecgdo LV/HIV. sendo que. deste total, 322 (95.3%)
ocorreram no Brasil, 13 (3.85%) casos no Paraguai. 2 (0.59%) na Argentina ¢ 1 (0.3%) na
Colombia (PAHO-WHO. 2018: OPAS/OMS. 2018).

O primeiro relato de LV no Brasil ocorreu em 1934, quando amastigotas de

Leishmania foram encontrados em cortes histologicos do figado de pessoas que morreram



com suspeita de febre amarela (PENNA. 1934). Chagas, em 1936. diagnosticou os primeiros
casos autoctones do Brasil, nos estados do Ceara e Sergipe. ¢ 20 anos depois ¢ que dados
epidemioldgicos revelaram o primeiro surto de LV no pais através de investigagdes sobre os
reservatorios ¢ vetores efetuadas no estado do Ceara (DEANE. 1956). Contudo. os estados do
Paiui ¢ Maranhdo sdo os que apresentam maior numero de notifica¢do por LV, seguidos dos
estados dzﬁ Para. Tocantins, Ceara, Bahia e Rio de Janeiro (WERNECK. 2010; SOUSA.,
NUNES E FREIRE, 2019). |

A Leishmania possui capacidade de adaptagdo a diferentes ecossistemas ¢ pode
infectar diferentes espécies de mamiferos (WHO, 2019: NUNES et al., 2010). O ciclo de vida
do parasito ¢ heteroxénico (RIBEIRO. 1997: LAINSON: SHAW, 1988). alternando estagios
entre hospedeiros silvestre (edentados. marsupiais e roedores)., domésticos (cdo. suinos,
felinos. equinos) ¢ invertebrados (NERY GUIMARAES et al.. 1968: SHERLOCH et al., 1984:
OLIVEIRA et al.. 2005: QUARESMA et al., 2011; BRAZIL: NASCIMENTO E MACAU,
1987: PENNISI et al.. 2004; SOUZA, 2005: AGUILAR et al., 1986: GONTIJO: MELO. 2004:
DEANE, 1956: DEANE, 1961: ASHFORD, 2000: QUINNELL; COURTENAY. 2009:
MAIA: CAMPINO. 2011: FIGUEIREDO: MADEIRA.2014). Com os processos de
urbanizagio e pt:t‘iufbuﬂizzlgﬁo ocorridos. o cdo (Canis familiaris) tem sido reportado como
principal reservatorio natural doméstico da doenga. sendo infectado por diferentes espécies de
Leishmanias ¢ constituindo-se fonte de infec¢do para os vetores nas areas endémicas com
grande importancia para manuten¢do do ciclo zoonotico da LV (GONTIIO: MELO. 2004:
DEANE, 1956; DEANE, 1961: ASHFORD. 2000: QUINNELL: COURTENAY. 2009:
MAIA: CAMPINO,. 2011: FIGUEIREDO: MADEIRA. 2014), conforme Figura 2.
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Figura 2 - Ciclo heteroxénico da Leishmania
M MOSQUITO-PALHA

Lutzomia longipalpis: vetor do
protozoario Leishmania.

TRANSMISSAO

O ciclo comeg¢a quando o
PERIGO mosquito fémea infectado pica
um cdo. contaminado com o

Quando nao tratada, a parasita.

leishmaniose pode ser letal
em mais de 90% dos casos

RISCO

Lugares com alto numero de cées
contaminados e mosquito-palha ha maior
risco de contaminacdo em pessoas

RESERVATORIO

O cdo contaminado nao
transmite a leishmaniose
para outros caes nem para
humanos, mas funciona
como reservatorio da
doenca.

Fonte: Adaptado do Ministério da satde, 2012,

O protozodario da leishmaniose apresenta duas formas evolutivas distintas durante
seu desenvolvimento: quando encontrado do hospedeiro invertebrado. especificamente do
trato digestorio do inseto vetor, é conhecido como promastigota, que ¢ extracelular e possui
um formato fusiforme com um longo flagelo (figura 3A). Ja quando encontrado no hospedeiro
vertebrado. ¢ denominado amastigota (figura 3B), que é o parasita intracelular obrigatorio.
aflagelado. portanto. imoveis ¢ com formato ovoide, encontrada no interior de células do
sistema fagocitico mononuclear (SFM), principalmente em macrofagos, e atinge o sistema
reticulo-endotelial em vérios tecidos, infiltrando-se principalmente no bag¢o, medula ossea.
figado e linfonodos (MIRANDA et al.. 2007: GRIENSVEN et al., 2014: BRAZIL:
NASCIMENTO E MACAU. 1987).



Figura 3- Formas da Leishmania (L.) infantum chagasi — promastigota (A), fusiforme, possui flagelo (—) ¢
amastigota (B) - circular , sem flagelo (—)
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Fonte:htp:/fpslivroaberto.blogspot.com/ 2009/ 1 2/parasitas-leishmania-spp.

A transmissdo do protozoario no homem ocorre durante o repasto sanguineo das
fémeas de flebotomineos ¢ a infec¢do inicia-se quando o inseto vetor regurgita formas
promastigotas do parasito na derme dos hospedeiros vertebrados. Estas sdo fagocitadas pelos
macrofagos da pele. onde sofrem transformagdo para formas amastigotas que se multiplicam
dentro dos endossomos das células do SFM por divisdo bindria até ocuparem todo o
citoplasma e. quando os macrofagos estdo densamente parasitados. rompem-se liberando
novas amastigotas que irdo parasitar novos macrofagos tornando o hospedeiro infectado
(RUSSEL: ALEXANDER, 1988). Em novo repasto sanguineo. as fémeas ingerem formas
amastigotas do parasito que sofrem varias transformagdes. migram para as por¢des anteriores
do tubo digestorio. onde sofrem modificagdo para a forma promastigota e subsequentemente
sdo inoculados em um novo hospedeiro reiniciando o ciclo da infec¢do conforme Figura 4

(CHANG. 1978: LIMA, 2007).
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Figura 4- Ciclo biologico da Leishmania spp.
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Fonte: adaptado de CDC 2015.

A LV continua sendo um desafio para a saude porque requer um grande esforgo
técnico, operacional ¢ politico para manter o desenvolvimento sistematico das agdes de
vigilancia. prevengdo e controle da infec¢do. Neste enfoque. como a presenga do vetor e de
hospedeiro/reservatorio susceptivel sdo determinantes para que a doenga ocorra em
determinada area (GONTIIO; MELO, 2004: ARONSON: HERWALDT: LIBMAN, 2017). o
programa de vigilancia. prevengdo e controle das leishmanioses ¢ baseado na detec¢do de
casos ¢ tratamento da doen¢a. combinado com outras medidas de educagdao em saude por
meio da realizagdo de atividades para conscientiza¢do da populagdo e, sobretudo, melhorias
nas condigoes de trabalho. moradia e infraestrutura, principalmente da populagdo que reside e
trabalha em condigdes de maior exposi¢do a doenga (CHAPPUIS et al.. 2007: BATISTA et al..
2014: LARANIJEIRA et al. 2014: OPAS/OMS, 2019). somadas a medidas dirigidas ao vetor ¢
ao reservatorio. como a redugdo da popula¢do de flebotomineos através da distribui¢do de
repelentes. telas/mosquiteiros: e a eutandsia de cdes infectados em areas endémicas, condutas

que devem ser incorporadas ao dia-a-dia dos moradores e priorizadas pela Secretaria Estadual



de Satde (CARDOSO. 2009: SOUSA: NUNES: FREIRE, 2019: MINISTERIO DA SAUDE,
2019).

No Brasil. o cenario da doenga é complexo ¢ apresenta elevada incidéncia, por isso.
estudos sobre esta enfermidade sdao imprescindiveis para fornecer subsidios a politicas
publicas como ado¢do de medidas preventivas, diagnostico precoce e conscientiza¢do dos
proﬂssionlnis da saude para que possam tragar protocolos de tratamentos cada vez mais
direcionados as necessidades da populagdo atingida, visando a redugdo do nimero de
internagdes hospitalares ¢ do indice de mortalidade causada pela enfermidade (SOUSA:
NUNES: FREIRE. 2019).

No nordeste brasileiro. a caracterizagdo epidemioldgica da doenga foi realizada por
[Lucena e Medeiros em 2018. Estes pesquisadores realizaram um estudo de uma série de casos
de LV notificados no SINAN entre 2010 a 2017, do qual 16.063 casos foram confirmados em
individuos residentes na regido., o que representa 50.7% do total de casos do pais. Nos estados
do Maranhdo. Ceara. Bahia e Piaui se concentram a maior totalidade dos casos e o Piaui
apresenta a maior taxa de incidéncia da doenga (10.69/100.000 habitantes). Estes niimeros
encontrados nao mudaram significativamente ao longo dos tltimos anos, apresentando apenas
pequenas variagdes. .0 que indica que sdo necessarias mais a¢des preventivas por parte dos
orgdos responsaveis e mais estudos sobre a enfermidade que possam influenciar estratégias de
mais efetivas para que seja alcangado um maior controle da infecgdo, melhorando a qualidade
de vida da populagio (LUCENA: MEDEIROS, 2018).

Particularmente. no Estado do Piaui, os niimeros da doenga continuam elevados,
indicando que o estado é endémico (PONTES. 2008: SILVA et al.. 2011: SANTOS et al..
2017). Em 2019. Sousa. Nunes e Freire realizaram um estudo para descrever o perfil
epidemioldgico dos pacientes com LV em Teresina — PI. durante o periodo entre 2007 a 2016
¢ encontraram 3032 notifica¢oes de pacientes atendidos com a doenga neste periodo pelo
Sistema de Informagdo de Agravos de Notificagdo (SINAN), ndo registrando reducao
significativa do niimero de notificagdes no transcorrer destes anos. Do total de casos. 71,3%
sdo residentes na zona urbana. sendo que a maioria ¢ da cidade de Teresina. mais de 50% sdo
menores de 10 anos de idade e o sexo masculino possui maior frequéncia. Também foi
observado que existe uma relagdo de infec¢do pela LV com soropositivos. acentuada pelo
sexo. idade e baixa escolaridade (SOUSA: NUNES: FREIRE, 2019). mostrando a
necessidade de politicas publicas locais direcionadas para prevengdo. controle e tratamento

efetivo da doenga.



2.2 - CLINICA DA LEISHMANIOSE VISCERAL

O intestino delgado. em humanos. é composto por trés regides anatomicas: duodeno.
jejuno e ileo. O duodeno ¢ a parte inicial, mais curta e fixa do orgdo. de localizagdo
retroperitoneal. estendendo-se do dstio pilorico até a jungdo duodenojejunal e que descreve
um trajetg em forma de C ao redor da cabe¢a do pancreas com quem possul importantes
relagdes anatomicas por que recebe o suco pancredtico produzido pelo orgio (MOORE:
DELLEY: AGUR. 2012). Em continuidade. encontra-se o jejuno. segundo segmento do
intestino delgado e junto ao ileo formam as algas intestinais, parte movel do intestino delgado.
fixada a parede posterior do abdome pelo mesentério. Apesar do jejuno nao apresentar limite
nitido com o ileo. possui pregas circulares mais numerosas em sua parte proximal, enquanto
no segmento distal se tornam menores ¢ menos numerosas. ¢ mais calibroso. possui coloragio
vermelho mais vivo e paredes mais espessas quando comparado ao ileo (DANGELO:
FATTINI. 2011). Este, constitui a por¢do final do intestino delgado ao nivel da jun¢do
ileocecal ¢ estabelece continuidade com o intestino grosso. (DANGELO: FATTINI. 2011:
MOORE: DELLEY: AGUR. 2012). Estas trés partes do intestino delgado possuem
cbnslituigﬁo hisloldgica semelhante. apresentando estrutura de parede tipica dos orgdos do
tubo digestorio, formada pelas camadas mucosa, submucosa. muscular e serosa
(MONTANARI. 2016: GARTNER: HIATT, 2003;: DANGELO: FATTINI. 2011: MOORE:
DELLEY: AGUR. 2012). ¢ a compreensdo dos constituintes de cada uma delas ¢ importante

para o entendimento da instalagdo ¢ desenvolvimento da Leishmaniose Visceral.

A mucosa intestinal apresenta proje¢des denominadas vilosidades intestinais
revestidas por epitélio cilindrico simples, onde se observam células absortivas, os enterocitos,
as céluals caliciformes (produtoras de muco). células de Paneth (atividade antibacteriana).
células enteroenddcrinas - DNES (secretam hormonios polipeptideos) e células M com
fungdes imunitarias. (MONTANARI, 2016: GARTNER: HIATT, 2003; GUYTON: HALL,
2006: KOEPPEN et al.. 2008). Especificamente, as vilosidades jejunais sdo relativamente
altas e ocupam mais da metade da mucosa. possuem configuragdo em forma de folha ¢
tornam-se mais digitiformes conforme o ileo se aproxima (ROSS; WOJCIECH: BARNASH.
2012). Um tecido conjuntivo frouxo com glandulas de Lieberkuhn (tubulares retas) forma a
lamina propria. seguida pela muscular da mucosa que separa a tunica mucosa da submucosa
(MONTANARI 2016: GARTNER: HIATT. 2003: GUYTON: HALL. 2006: KOEPPEN et
al.. 2008).



A tdnica submucosa ¢ constituida por tecido conjuntivo denso ndo modelado com
vasos sanguincos. linfaticos ¢ nervos. No duodeno. esta camada apresenta glandulas tabulo-
alveolares compostas mucosas com secre¢do alcalina (de Brunner) cuja finalidade ¢
neutralizar a acidez do quimo. Estas glandulas atravessam a muscular da mucosa e a lamina
propria. e seus ductos abrem-se na base das glandulas de Lieberkuhn ou entre as vilosidades.
Jd na submucosa do ileo pode-se observar um conjunto de nodulos linfaticos denominado de
placas de Peyer. recobertas por células M que capturam antigenos da luz intestinal por
endocitose e os transportam para os macrofagos e linfocitos T situados entre as invaginagdes
(MONTANARI. 2016: GARTNER: HIATT. 2003: GUYTON: HALL, 2006;: KOEPPEN et
al., 2008).

A camada muscular ¢ composta por musculo liso com forma circular (interna) e
longitudinal (externa). que estdo separadas por um plexo nervoso mioentérico (de Auerbach),
que juntamente com o plexo submucoso (de Meissner) formam uma rede interconectada de
neuronios e células da glia, denominado sistema nervoso entérico (SNE). responsavel pelo
controle nervoso do TGI. O plexo submucoso controla as secre¢des, absor¢do ¢ o fluxo

sanguineo local. ja o.plexo mioentérico regula o peristaltismo intestinal (FURNESS. 2008).

.Extcrnamemc 0 Orgdo ¢ recoberto por uma membrana serosa, constituida por tecido
conjuntivo revestido por epitélio pavimentoso simples, o mesotélio que confere uma
superficie lisa e umida (MONTANARI. 2016: GARTNER: HIATT, 2003: GUYTON: HALL.
2006: KOEPPEN et al., 2008). Particularmente, o duodeno ¢ envolvido por serosa e
adventicia. enquanto jejuno e ileo sdo revestidos somente por serosa (ROSS: WOICIECH:

BARNASH. 2012;:GARTNER: HIATT, 2002).

Quando agentes nocivos atingem o intestino delgado, como o protozoario
Leishmania (L.) infantum chagasi, uma reagdo inflamatoria ¢ desencadeada que consiste de
uma reagdo vascular ¢ uma reagado celular, caracterizada por migragado e ativagdo de leucocitos
com o objetivo de eliminar a causa inicial da lesdo celular e suas consequéncias (ROBBINS:
COTRAN., 2010). A primeira resposta a lesdo celular e tecidual ¢ a inflamac¢do aguda,
caracterizada por aumento da permeabilidade vascular e migragdo de leucdcitos,
principalmente de neutrofilos. no intuito de eliminar o agente agressor. ocorrendo
frequentemente destrui¢do tecidual. resposta com duragio relativamente curta. sé alguns dias
que progride para resolugdo completa, para cicatrizagio pela substitui¢ao do tecido conjuntivo

(fibrose) ou para a cronifica¢io da inflamagio (ROBBINS; COTRAN., 2010). Neste caso. o



agente agressor ndo ¢ destruido prontamente ou o material necrdtico ndo ¢ reabsorvido ou
climinado. e se observa infiltrado inflamatorio por células mononucleares (macrofagos.
linfocitos ¢ plasmocitos), destruigdo tecidual e tentativa de reparo com produgdo de tecido

conjuntivo (ROBBINS&COTRAN. 2010).

No conjunto. a barreira gastrointestinal compreende vdrios mecanismos de defesa.
tais como bactérias comensais, a camada de muco, a morfologia das tdnicas intestinais.
neurdnios entéricos ¢ defesas imunologicas, associadas aos tecidos linfoides e placas de Peyer.
encontradas principalmente no ileo (KEITA: SODERHOLM, 2010: BAILEY et al.. 2011).
que protegem o organismo do ambiente externo contra bactérias. toxinas e parasitas
(TURNER. 2009). A resposta imunologica no intestino delgado ¢é acelerada a medida que
células de defesa estao especificamente localizadas, agindo primeiro na infecgdo e depois na
liberag@o de citocinas para estimular a resposta imune que pode ocorrer no orgido (BUZONI-

GATEL: WERTS. 2006: MOREIRA, 2013).

Para estudar os aspectos relacionados com a imunidade frente a infec¢do por
Leishmania. estudos foram realizados em modelos murinos ¢ demonstraram que. na
modulagdo da resposta imune, macrofagos parasitados e outras células apresentadoras de
antigeno (APC) apresentam antigenos de Leishmania aos linfocitos T do tipo CD4+. Estes
linfocitos sdo estimulados a produzir interleucinas (IL) e dependendo do perfil estimulado,
ocorre o desenvolvimento de duas subpopulagdes de linfocitos TH (T helper): TH do tipo 1
(TH1) que secreta grande quantidade de TNF-y associado a produgdo de citocinas pro-
inflamatorias para controlar a infec¢do e TH do tipo 2 (TH2) que produz grande quantidade de
I1.-4 associada a citocinas promotoras da produgdo de anticorpos produzidos por linfocito B.

mais correlacionada com o processo progressivo da doenga ( NEVES. 2012).

A inducdo preferencial das células TH1 ou TH2 depende de fatores como por exemplo
a dose infectante. o padrdo genético do hospedeiro e o estado imunologico e nutricional do
individuo (NEVES. 2012). A depender destes fatores. pessoas que contraem a infecg¢do podem
reagir de diferentes maneiras: evoluir para a cura espontdnea ou, a partir da pele. os parasitas
podem migrar para linfonodos. para as visceras ¢ apresentar os sintomas caracteristicos da

doenga (NEVES, 2012).
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RESUMO :

A leishmaniose visceral (LV) ¢ uma doenga infecto-parasitaria. grave, causada por um
protozoario do género Leishmania. A LV sintomatica ¢ considerada fatal quando ndo tratada.
Conhecimentos sobre os efeitos da leishmaniose no trato gastrintestinal sdo escassos. por isso.
se realizou este estudo para avaliar as altera¢des histologicas causadas pela Leishmania (L)
infantum chagasi na morfologia do jejuno de camundongos BALB/c provocadas pela
I.eishmaniose visceral aguda e cronica. Para esta pesquisa, foram utilizados trinta ¢ seis (36)
animais. divididos aleatoriamente. em trés (3) grupos. sendo um controle. sem a inoculagdo da
Leishmania (GC) e dois Grupos Experimentais | e Il (GEI/GEIl): animais infectados com
Leishmania (L) infantum chagasi e apos 7 e 50 dias da infecgdo. respectivamente. As
amostras biologicas foram coletadas seguindo-se os protocolos de anestesia e eutandsia. em
sequéncia foram imersas em solugio de formaldeido e realizado o processamento histologico
de rotina_com colorag¢do por Hematoxilina ¢ Eosina. A andlise histopatoldgica foi realizada
com auxilio de um microscopio optico comum e observou-se a desorganizagdo das criptas e
vilosidades intestinais com a presenga de processo inflamatério com predominancia de
linfocitos e plasmoeitos. Os dados foram tabulados em Microsoft Excel, analisados pelo
programa PROC GLM (General Linear Models) do Software SAS (Statistical Anslysis
System) for Windows versdo 9.0. ¢ o teste de Duncan foi utilizado para andlise estatistica.
Alteragdes histopatologicas no jejuno dos animais estudados foram encontradas, como a
modificag@o na morfologia e na quantidade de células da parede jejunal.

Palavras-chave: Leishmaniose Visceral, intestino delgado. jejuno, histologia.
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HISTOPATHOLOGY OF THE JEJUNUM OF BALB / ¢ MICE EXPERIMENTALLY
INFECTED WITH Leishmania (L.) Infantum chagasi.

ABSTRACT

Visceral leishmaniasis (VL) is a serious infectious-parasitic disease caused by a protozoan of
the Leishmania genus. Symptomatic VL is considered fatal when left untreated. Knowledge
about the effects of leishmaniasis on the gastrointestinal tract is scarce, therefore. this study
was carried out to evaluate the histological changes caused by Leishmania (L.) infantum
chagasi in the morphology of the jejunum of BALB / ¢ mice caused by acute and chronic
visceral Leishmaniasis. For this research. thirty-six (36) animals were used. randomly divided
into three (3) groups: being a control. without inoculation of Leishmania (CG) and two
Experimental Groups I and 11 (GEI / GEIl): animals infected with Leishmania (L) infantum
chagasi remaining 7 and 50 infected. respectively. The biological samples were collected
following the anesthesia and ecuthanasia protocols. then they were immersed in a
formaldehyde solution and the routine histological processing with hematoxylin and eosin
staining was performed. The histopathological analysis was performed with the aid of a
common optical microscope and the disorganization of the intestinal crypts and villi was
observed with the presence of an inflammatory process with a predominance of lymphocytes
and plasma cells. The data were tabulated in Microsoft Excel. analyzed by the PROC GLM
program (General Linear Models) of the SAS Software (Statistical Anslysis System) for
Windows version 9.0. and the Duncan test was used for statistical analysis. Histopathological
changes in the jejunum of the animals studied were found, such as changes in the morphology
and number of cells in the jejunal wall.

Keywords: Visceral Leishmaniasis, small intestine, jejunum, histology.



1 INTRODUCAO

A leishmaniose ¢ uma doenga infecto-parasitaria vetorial causada por um
protozoario do género Leishmania (ROSS, 1903) que se manifesta nas formas cutanea.
mucosa ¢ visceral. causando varias sequelas clinicas que dependem da espécie do parasita e
das rclat;écs; parasita-hospedeiro (WHO.2019). Sua principal forma de transmissio se da
através da picada de flebotomineos fémeas hematofagos infectadadas, sendo Lutzomyia
longipalpis a principal espécie responsavel pela transmissdo no Brasil com ampla distribuigéo
geogrifica no pais (PEARSON. 2018: MINISTEIO DA SAUDE, 2019: WHO. 2019). As
formas promastigotas do parasita invadem o sistema fagocitico mononuclear ¢ podem
permanecer em orgdos associados desenvolvendo a doenga (PEARSON. 2018;: MARCILI et
al.. 2014: WHO, 2018).

A Leishmaniose Visceral (LV) ¢ a forma mais grave da infec¢do e acomete as
visceras. sobretudo figado. baco, ganglios linfaticos e medula ossea, (FIOCRUZ, 2013), no
entanto. poucos sdo os conhecimentos dos efeitos da infec¢do por Leishmania no trato
gastrintestinal. Por isso. realizou-se técnicas histologicas para caracterizar as alteragdes

provocadas pela leishmaniose visceral aguda e cronica no jejuno de camundongos BALB/c

experimentalmente infectados com Leishmania (L.) infantum chagasi.



2 MATERIAIS E METODOS

2.1 CONSIDERACOES ETICAS

Este estudo estd em conformidade com as exigéncias éticas do Comité de Etica no
Uso de Animais (CEUA/UFPI) com parecer n® 506/18. seguindo os preceitos da Lei n® 11.794,
de 8 de outubro de 2008. ¢ Lei n® 9.605. del2 de fevereiro de 1998, ¢ com normas editadas
pelo Conselho Nacional de Controle da Experimenta¢do Animal (CONCEA). com a execugdo
da resolug¢@o normativa n° 38. de 17 de abril de 2018, referente a restri¢do do uso de animais
em ensino. A pesquisa foi realizada no Laboratorio de Histotécnica e Embriologia do
Departamento de Morfologia (DMOR) do Centro de Ciéncias da Saide da Universidade

Federal do Piaui— UFPL.

2.2 ANIMAIS EXPERIMENTAIS

FForam utilizados trinta e seis (36) camundongos BALB/c, isogénicos, machos. com
seis a oito semanas de idade, pesando entre 20 a 30 gramas (g). obtidos do Biotério Setorial da
Universidade Federal do Piaui. Os animais foram alimentados e hidratados a vontade ¢

mantidos em gaiolas com cama maravalha.

2.2.1 Vermifugacio

Todos os animais foram previamente vermifugados pela administra¢do oral (método
de gavagem) de Albendazol a 0.05mL/KL (Ricobendazole oral 1000mL - 6.0 ¢ de sufoxido
de albendazole em 100mL de veiculo q.s.p.). repetido 15 dias apos para garantir que todo
ciclo de verminoses fosse atingido. Uma semana apds a tltima vermifugagdo, os animais
foram liberados para o experimento. Na sequéncia. foi realizada a padronizag¢do experimental

com a finalidade de treinamento para melhorar a pratica do protocolo experimental.
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2.2.2 Delineamento experimental
Foram utilizados trinta e seis (36) animais divididos aleatoriamente em trés (3)
grupos. denominados da seguinte forma: Grupo Controle (GC). Grupo Experimental I (GEI) e

Grupo Experimental II (GEII). de acordo com a Tabela 1.

"

Os animais pertencentes ao GC ndo receberam o protozoario, apenas foi
administrado 0.15 ml de solugdo fisiologica 0.9% (Adv. Sdo Paulo, Brasil) e decorridos 7 dias
¢ 50 dais a coleta do 6rgdao de interesse foi realizada. Os camundongos pertencentes aos
grupos experimentais 1 e Il foram inoculados com 35x10° promastigotas purificadas de
Leishmania (L.) infantum chagasi, (MHOM/BR/ 72/ cepa 46). na fase estacionaria. em meio
Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 (Gibco BRL, Gaithersburg, MD, USA)
(MENDES et al., 2016) suplementado com Soro Fetal Bovino (SFB) e passados 7 dias. tempo
para apresentagdo da fase aguda da LV (GEI) e 50 dias, periodo para desenvolvimento da fase

cronica da doenga (GEII). o intestino delgado foi coletado para andlise.

Tabela 1- Delincamento experimental dos grupos de animais

i PERIODO
] ADMINISTRACAO N° de
GRUPOS (pos SUBGRUPOS
(por camundongo) Animais
inoculagdo)
7 dias GC/Fase Aguda 9
GC-18 animais | Solugdo fisiologica
50 dias GC/Fase Cronica 9
| Promastigotas de Leishmania (L.) | 7 dias GEl/Fase Aguda 9
GE - 18 animais ] .
infantum chagasi 50 dias GEIll/Fase Cronica 9
Total 36

Fonte: Elaborada pelo autor



2.2.3 DISSECACAO DOS ORGAOS, HISTOLOGIA E MICROSCOPIA

Apos 7 ¢ 50 dais da administragdo das solugdes, os animais pertencentes aos GC.
GEI e GEII foram anestesiados com Lidocaina (Cloridrato de Lidocaina® Cotia, Sdo Paulo.
Brasil) 10mg/kg (Fig. 1") ¢ colocados em um periodo de laténcia de 10 minutos (Fig. 1B). Em
seguida. foram eutanasiados com inje¢do de Tiopental Sédico (Thiopentax®. Cristdlia. Sdo
Paulo, Brasil) 35 mg/kg por via intraperitoneal (Fig. 1C). Ap6s a confirmagao da auséncia dos
parametros vitais, iniciou-se a dissecagdo com uma incisdo mediana-toracica-abdominal para
remog¢do do intestino delgado (Fig. 1D). Estes, foram posicionados na forma de rocambole
(Fig. 1E) e colocados em coletores individuais imersos em solugdo de formaldeido 10%
tamponado para fixagdo, pH 7.6. em volume vinte vezes maior que o volume das amostras,
por 48 horas. conforme figura 1F. Nesta etapa também foi realizada a obtengdo da medula
Ossea através da aspiragdo femoral para ratificar a instalagdo da infecgdo. Logo apos, realizou-
se 0 emblocamernto dns intestinos (1G), processamento histologico de rotina (JUNIOR et al..
2016) ¢ coloragdo com Hematoxilina ¢ Eosina, finalizando com a produgdo das laminas
histologicas (1H). Na sequéncia, foi realizada a analise histologica das laminas através do
microscopio optico comum (Leica DM 2000) e fotodocumentagdo com o auxilio da camera

digital de alta resolugdo (iPhone 10XS MAX acoplado por Smart Phone Adapter — PCK™).

2.3 ANALISE MORFOMETRICA

A partir das imagens obtidas foram mensurados os seguintes parametros: altura (um)
¢ drea (um?) das vilosidades e criptas jejunais, assim como a largura da parede submucosa
(um). A histomorfometria do jejuno dos animais foi avaliada na objetiva de 20X.
selecionando-se 09 campos randomicos. registrado-se 5 campos por lamina/animal e feito as
dimensdes para analise morfométrica que foi realizada com a utilizagdo do programa

computadorizado de analise de imagens Leica DM4.
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2.4 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram tabulados em Microsoft Excel e analisados pelo programa PROC
GLM (General Linear Models) do Software SAS (Statistical Anslysis System) for Windows
versdo 9.0. Foram obtidas as médias e desvio-padrdo. e procedido a analise de varidncia dos
parametros estudados nos diferentes periodos e grupos analisados: A analise quantitativa dos
resultados obtidos. da andlise histopatologica e da morfometria em relagdo ao acometimento
dos tecidos pela Leishmania (L.) infantum chagasi. foi realizada pelo teste de Duncan para

comparagdo das médias de acordo com o coeficiente de varia¢do obtido. ao nivel de 5% de

significancia (p=0.05).



41

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 CONSIDERACOES GERAIS

O intestino apresentava coloragdo. espessura e comprimento normais. textura firme
ao manuseio ¢ a pun¢do da medula Ossea realizada permitiu identificar amastigotas de

Leishmania nos macrdfagos ratificando a efetividade da infecgao. -

3.2 MORFOMETRIA

Cada parametro histomorfométrico jejunal estudado: altura, drea das vilosidades e
criptas intestinais e largura da tinica submucosa foi analisado separadamente em relagdo as
fases de infec¢do. De acordo com os dados obtidos, observa-se variagdes entre as médias dos

grupos controle e experimentais com relag@o aos parametros estudados. Tabela 2.

Tabela 2 - Parimetros observados no jejuno de camundongos BALB / ¢ infectados experimentalmente por
Leishmania (L.) infantum chagasi e nio infectados.

GRUPO
PARAMETRO CG - 7 Dias GEI CG - 50 Dias GEIl
Altura da vilosidade (um) 277,26 + 79.21a 320.27+1228a 2692+ 1229a 25395+ 73.38a
Altura da cripta (um) 94,13+ 353 1a 79.89 +31.7ab 80,93+ 309ab 60,06 + 26.02b

Area da vilosidade (um?) 181125+ 16848b 40200 + 134272 29356 + 8863ab 31154 = 4768a
Area da cripta (um?) 4684 + 3884.5a 5981 + 863,60a 5569 + 1314a 3925 + 756.87a

LLargura submucosa (um) 392,54£224 71a 286.3+83.1a 444 4+216,84a 290,3+131,85a

Médias com a mesma letra. nas linhas, ndo diferem entre os testes de Duncan ao nivel de 5% de significancia
(P> 0,05). GC = grupo Controle: GEI = Grupo experimental I; GEI = Grupo experimental 1.

No grupo controle (FIGURA 2A ¢ B). observa-se criptas de Lieberkiihn e vilosidades
intestinais preservadas. com a relagdo nucleo/citoplasma mantida. Presenga de orgdo cavitdario
classico com mucosa definida com tecido epitelial cilindrico simples apresentando enterocitos
e células caliciformes. tunicas submucosa ¢ muscular revestidas por delgado epitélio de

simples pavimentoso (mesotélio).



Nos grupos experimentais (GEI ¢ GEII) observa-se desorganizagdo nas bordas
superiores das vilosidades com perda da sua arquitetura habitual. moderado aumento de
espaco entre as mesmas, displasia ¢ metaplasia dos enterdcitos. assim como altera¢do na
vascularizagdo capilar ¢ infiltrado inflamatério com predominio de linfocitos ¢ plasmocitos,
contudo n.o GEI ou seja. na fase aguda da infecgdo. (FIGURA 3A, B e (), estas alteragdes
ocorreram de forma mais expressivas do que na fase cronica (GEII), nesta, é possivel verificar
degeneragdo vacuolar tecidual, conforme figura 11D, contudo, observa-se melhor organizagdo
na regido jejunal podendo estar associada ao fato de que na infec¢do aguda ocorreu a simbiose
parasita-hospedeiro causando danos mais expressivos ao hospedeiro e na fase cronica ja
houve uma resposta imunologica satisfatéria que manteve a homeostase intestinal (FIGURA 4
A. B ¢ C). Estas alteragdes estdo de acordo com a pesquisa de Santos et al.. em 2018. que
encontraram alteragdes na parede do ileo de camundongos apos inoculagido com Leishmania.
com aumento do-m’uﬁem de granulos. muco e linfocitos e, aumento na espessura da camada
submucosa pela prolifera¢do e recrutamento de células imunes para o intestino, no entanto.
neste experimento, élpcnas uma hipertrofia celular foi verificada. o que pode ser justificado
pelo fato das regides intestinais estudados possuirem diferentes constituintes celulares, como
as placas de Peyer que ¢ uma caracteristica especifica do ileo. regido ndo observada neste
experimento. Também corrobora com o estudo de Gonzilez et al.. em 1986. que
correlacionou a infec¢do por Leishmania com alteragdes intestinais realizados em hamsters e
encontraram degeneragdo vacuolar das células epiteliais que revestem o lumen intestinal nos
estagios finais da doenga, igual resultado foi observado no presente trabalho que observou
degenerag¢do vacuolar no estagio cronico da doenga (GEII). vistos histologicamente como

pequenos vacuolos citoplasmaticos.

Nesta pesquisa, comparando 0s grupos experimentais compostos por animais com

leishmaniose aguda e cronica, observa-se que na fase aguda (GEI) a desorganiza¢do nas



bordas superiores das vilosidades. displasia e metaplasia dos enterdcitos. aumento na
celularidade dentro da vilosidade ¢ a presenga de células inflamatorias foram mais expressivas
do que na fase cronica (GEII). nesta, verifica-se uma melhor organiza¢@o na regido jejunal
podendo-se associar ao fato de que na infecgdo aguda ocorreu a simbiose parasita-hospedeiro
causando .danos mais expressivos ao hospedeiro e na infecgdo cronica ja houve uma resposta
imunologica satisfatoria que manteve a homeostase intestinal. Também, assim como os
trabalhos de Santos et al.. 2018 e Pereira et al.. em 2009, o parasita ndo foi encontrado no
tecido de interesse. no entanto. a inflamagao desencadeada pela inoculagdo por Leishmania
pode ser responsavel pelas alteragdes observadas neste estudo. Diferente do estudo de
Salgueiro et al., (2018), que observaram amastigotas dentro das células de Kupffer ao
analisarem granulomas hepaticos de BALB/c infectados com Leishmania ¢ Muigai et al.,
1983 que delcclarqm a presenc¢a do parasita nas pontas das vilosidades da mucosa jejunal

estudando pacientes humanos com a doenga. Os diferentes periodos de tempo da infecgdo nos

estudos citados. pode ter sido a causa dos resultados encontrados nos experimentos.
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4 CONCLUSAO

Diante dos resultados encontrados. as alteragdes histopatologicas observadas no
jejuno dos camundongos na fase aguda da Leishmaniose foram mais expressivas do que na
fase cronica e podem estar relacionadas as manifestagoes sistémicas da infecgdo. Estes
achados contribuem fortemente para estudos relacionados a interagdo parasito-hospedeiro em

Orgdos cavitarios como o intestino.
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Figura 1: Obteng¢iio de amostras biologicas de camundongos BALB / ¢, sequéncia dos passos realizados:
da anestesia (A), resto do animal (B), acesso a cavidade abdominal (C), intestino delgado coletado (D),
disposi¢iio do intestino delgado em rocambole (E), fixacio de érgios em formaldeido (F), bloqueio (G) e
limina apés coloracio com Hematoxilina e Eosina (H)
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Figuras 2, 3 ¢ 4 - Fotomicrografia do jejuno de camundongos BALB / ¢ corados com HE,
o grupo controle (2A e B); GEI e GEII: 7 e 50 dias, respectivamente, apos a infecg¢iio
com promastigostas de Lemamania (L.) infantum chagasi
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2A: aumento de 10x, barra de escala = 50 pm; 2B: ampliacdo de 40x, barra de escala = 25 pm. V = vilo;
CL = cripta de Lieberkiihn; CM = camada muscular; Enterdcitos (—); Células caliciformes (> ).

3A: aumento de 100x com barra de escala =50 pm: 3B: aumento de 200x, barra de escala =25 pm (10B) e
400x, barra de escala = 25 pm (3C). Desorganizagio nas bordas superiores das vilosidades jejunais = *;
Espaco entre as vilosidades em jejum (<4—); Vascularizacio celular (circulo).

4A: aumento de 100x, barra de escala = 50 pm; 4B: aumento de 200x, barra de escala =25 pm e 400x (4C
e 4 D), barra de escala = 25 pm. Desorganizagiio nas bordas superiores das vilosidades em jejum = *;
Células inflamatorias (seta); Metaplasia (ponta de seta); Degeneracéo vacuolar (circulo)



Resumo grifico

Intestino delgado de camundongo BALB/c (A, BeC)
posicionado em rocambole (D). Lamina histologica corada
com HE (E). Fotomicrografias do jejuno, apos infecgdo
por Leishmania(L.) infantum chagasi apos 7 (F) e 50 dias
(G) da infecgdo.
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RESUMO

A leishmaniose visceral ou calazar ¢ uma doenga causada por um protozoario do género
Leishmania. transmitido ao homem através da picada de flebotomineos hematofagos. O
espectro da enfermidade depende da espécie do parasita e da resposta imune desenvolvida
pelo hospedeiro podendo evoluir para a leishmaniose tegumentar, leishmaniose mucosa ¢
[.eishmaniose Visceral, esta. representa a forma mais grave da doenga com alta morbidade ¢
mortalidade. Conhecimentos sobre os efeitos da leishmaniose no trato gastrintestinal sdo
escassos. por isso. este estudo foi realizado para avaliar as consequéncias da Leishmania (L)
infantum chagasi na proliferagdo ¢ arquitetura celular no jejuno de camundongos BALB/c
experimentalmente infectados. Para esta pesquisa, foram utilizados trinta e seis (36) animais
divididos aleatoriamente em trés (3) grupos, sendo um controle, sem a inoculagdo da
Leishmania (GC) e dois Grupos Experimentais [ e Il (GEI/GEII): animais infectados por
Leishmania (L) infantum chagasi e apos 7 e 50 dias. respectivamente da inoculagdo. foram
submetidos a protocolo anestésico e de eutanasia para coleta das amostras biologicas, as quais
foram imersas em solug¢do de formaldeido e realizada a imunohistoquimica para observar o
perfil de prolifera¢do e arquitetura celular do tecido a partir da utilizagdo dos anticorpos
primarios anti-Ki-67 ¢ anti-B-catenina. De acordo com os dados encontrados observou-se que
a Leishmaniose visceral altera a morfologia das criptas e vilosidades do jejuno com
modifica¢do dos locais predominantes para a proliferagio celular e alteragdes na arquitetura
tecidual. podendo contribuir para estudos relacionados a interagdo parasito-hospedeiro de
Orgaos cavitarios como o intestino.

Palavras-chave: Leishmaniose Visceral, jejuno, Beta-catenina, Ki-67.



ABSTRACT

Visceral leishmaniasis or kala azar is a disease caused by a protozoan of the genus
[.eishmania. transmitted to man through the bite of blood-sucking sandflies. The spectrum of
the disease depends on the species of the parasite and the immune response developed by the
host. which can progress to cutaneous leishmaniasis. mucosal leishmaniasis and visceral
leishmaniasis, which represents the most serious form of the disease with high morbidity and
mortality.Knowledge about the effects of leishmaniasis on the gastrointestinal tract is scarce,
therefore. this study was carried out to evaluate the consequences of Leishmania (L) infantum
chagasi on the proliferation and cellular architecture in the jejunum of experimentally infected
BALB / ¢ mice. For this research. thirty-six (36) animals were randomly divided into three (3)
groups. one control, without inoculation of Leishmania (GC) and two Experimental Groups [
and 1T (GEI / GEII): animals infected by Leishmania (L) infantum chagasi and after 7 and 50
days. respectively after inoculation. were submitted to anesthetic and euthanasia protocol to
collect biological samples, which were immersed in formaldehyde solution and
immunohistochemistry was performed to observe the proliferation profile and cellular tissue
architecture using primary anti-Ki-67 and anti-B-catenin antibodies. According to the data
found. it was observed that visceral leishmaniasis alters the morphology of the crypts and villi
of the jejunum with modification of the predominant sites for cell proliferation and changes in
tissue architecture. which may contribute to studies related to the parasite-host interaction of
cavitary organs like the intestine.

Keywords :Visceral Leishmaniasis. jejunum. Beta-catenin, Ki-67



1 INTRODUCAO

A Leishmaniose ¢ uma doenga infecciosa parasitaria zoonOtica tropical
negligenciada, atingindo principalmente paises como Africa, Asia e América Latina (ALVAR
et al.. 2012: DEBROY et al.. 2017; OPAS/OMS, 2018). E uma doenga grave por produzir
formas clinicas severas que podem causar deformidades e incapac.idades. sendo fatal em 90%
dos casos ndo tratados (MINISTERIO DA SAUDE. 2019: ORGANIZACAO
PANAMERICANA DA SAUDE — OPAS/OMS. 2018). E causada po_r protozodrios do género
Leishmania, transmitidos ao homem através da picada de flebotomineos hematofagos. fémeas
infectadadas. sendo Lutzomyia longipalpis a principal espécie responsavel pela transmissao no
Brasil (PEARSON, 2018; MINISTEIO DA SAUDE, 2010; WHO. 2019).

Nas Américas, a espécie prevalente ¢ a Leishmania (L.) infantum chagasi e a
infecgdo acontece quando o flebotomo. durante o repasto., injeta saliva contaminada com
formas promastigotas que invadem células do sistema fagocitico mononuclear de seres
humanos. canideos domésticos e silvestres, entre outros animais (WHO, 2019).

O espectro patologico depende da espécie do parasita infectante e da resposta imune
desenvolvida pelo hospedeiro a infecgdo (FIOCRUZ, 2013), podendo evoluir para diferentes
formas clinicas como a leishmaniose tegumentar (LT) caracterizada por lesdes na pele,
leishmaniose mucosa (LM) que afeta as mucosas do nariz e da boca e a Leishmaniose
Visceral (LV) que ¢ a forma mais grave da infec¢do e como o nome indica acomete as
visceras. sobretudo figado, bago. ganglios linfaticos e medula ossea uma vez que Leishmania
(L) infantum chagasi possui tropismo pelas células do sistema mononuclear fagocitico. tendo
como alvo principal os macrofagos (MORAES: CORREIA FILHO: SANTOS. 1993;
MOREIRA. 2013: FIOCRUZ. 2013). Clinicamente se caracteriza por se apresentar como uma
enfermidade generalizada cronica, com febre irregular e de longa duragdo, emagrecimento.

anemia. esplenomegalia, hepatomegalia, linfadenopatia, hipoalbuminemia, hemorragias,
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imunodeficiéncia, estado de debilidade progressivo levando a caquexia € ao 0bito nos casos
sem tratamento adequado e em tempo habil. possuindo uma estimativa de 50.000 a 90.000 mil
novos casos de LV em todo o mundo a cada ano (BARRETT:; CROFT, 2012; FIOCRUZ,
2013: MENDONCA et. al.. 2017: WHO, 2019).

Conhecimentos sobre os efeitos da leishmaniose .no trato gastrintestinal sdo
€scassos. por isso. técnicas imunohistoquimicas foram realizadas para identificar as variagoes
do perfil de prolifera¢do e arquitetura celular frente a infecg¢@o pelo parasita por meio dos
marcadores Ki-67 ¢ Beta-catenina. além de verificar alteragdes histologicas no jejuno de

camundongos BALB/c experimentalmente infectados com Leishmania (L.) infantum chagasi.



2 MATERIAIS E METODOS
2.1 CONSIDERACOES ETICAS

Este estudo esta em conformidade com as exigéncias éticas do Comité de Etica no
Uso de Allimais (CEUA/UFPI) com parecer n® 506/18. seguindo os preceitos da Lei n® 11.794,
de 8 de outubro de 2008. ¢ Lei n® 9.605, del2 de fevereiro de 1998, ¢ com normas editadas
pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentacdo Animal (CONCEA), com a execugio
da resolu¢do normativa n® 38. de 17 de abril de 2018, referente a restri¢do do uso de animais
em ensino. A pesquisa foi realizada no Laboratorio de Histotécnica e Embriologia do
Departamento de Morfologia (DMOR) do Centro de Ciéncias da Saude da Universidade

Federal do Piaui — UFPI.

2.2 ANIMAIS EXPERIMENTAIS

O animal escolhido para o desenvolvimento da doenga de forma experimental foi o
camundongo BALB/c porque estes animais desenvolvem o curso natural da infecgdo por
Leishmania. apresentando sinais clinicos compativeis com aspectos descritos em pacientes
humanos infectados ¢ como possuem uniformidade genética ¢ considerado um bom modelo
para o desenvolvimento da doenga de forma experimental, permitindo a utilizagdo de menos
espécimes ¢ a obtengdo de resultados mais precisos (LORIA-CERVERA: ANDRADE-
NARVAEZ. 2014: JERONIMO: DE QUEIROZ: PEARSON. 2006). Nesta pesquisa foram
utilizados trinta ¢ seis (36) camundongos isogénicos. machos, com seis a oito semanas de
idade. pesando entre 20 a 30 gramas (g). obtidos do Biotério Setorial da Universidade Federal
do Piaui. Os animais foram alimentados ¢ hidratados a vontade e mantidos em gaiolas do tipo
maravalha cobertas com filo para evitar infec¢do cruzada por moscas ou outros insetos e

proporcionar conforto aos animais.
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2.3 ETAPAS DE PREPARACAO DOS ANIMAIS EXPERIMENTAIS
2.3.1 Vermifugac¢ao e Delineamento experimental

Todos os animais foram previamente vermifugados pela administragdo oral
(método (te gavagem) de Albendazol a 0.05mL/KL (Ricobendazole oral 1000mL - 6.0 ¢ de
sufoxido de albendazole em 100mL de veiculo g.s.p.). Apo6s 15 dias, o processo foi repetido
para garantir que todo ciclo de verminoses fosse atingido. Uma semana apos a ultima

vermifugagdo. os animais foram liberados para o experimento.

Os trinta ¢ seis (36) animais foram divididos aleatoriamente em trés (3) grupos.
denominados da seguinte forma: Grupo Controle, no qual os animais ndo receberam
inoculag@o com Leishmania, apenas administrado 0,15 ml de solugdo fisiologica 0,9% (Adv.
Sao Paulo. Brasil) ¢ decorridos 7 dias ¢ 50 dais a eutanasia foi realizada para observagao do
intestino delgado: ~ Grupo experimental (subdividido em dois grupos: GEI e GEII. cada
animal foi i]l()Cl.I]adO com 5x10° promastigotas purificadas de Leishmania (L.) infantum
chagasi, (MHOM/BR/ 72/ cepa 46). na fase estaciondria, em meio Roswell Park Memorial
Institute (RPMI) 1640 (Gibco BRL. Gaithersburg, MD, USA) (MENDES et al.. 2016)
suplementado com Soro Fetal Bovino (SFB) para cada fase da doenga. Os animais grupo
Grupo Experimental 1 (GEI) apés 7 dias da inoculagdo com o protozodrio (Leishmaniose
visceral aguda) procedeu-se as etapas para coleta das amostras biologicas e, Grupo
Experimental 11 (GEII) permaneram 50 dias infectados (Leishmaniose visceral cronica) e o
intestino delgado foi coletado para andlises. de acordo com a Tabela 1. Os animais foram
pesados antes da eutanasia e como houve baixa variabilidade dos dados, o coeficiente de
variacdo calculado foi menor que 10% (Coetf Var = 7.253504), o teste de Tukey ao nivel de

55 de significancia (p>0.05) foi utilizado para comparagao dos dados. conforme tabela 2.



2.3.2 Dissccagio dos 6rgios

Decorridos os periodos de tempo de cada grupo., os animais apds anestesia ¢
eutanasia. a cavidade abdominal foi acessada pela linha alba e procedeu-se a remogdo dos
intestinos delgados. Estes, foram posicionados na forma de rocambole e colocados em
coletores individuais imersos em solugdo de formaldeido 10% tamponado para fixagdo, pH
7.6. em volume vinte vezes maior que o volume das amostras. por 48 horas. conforme figura
1. Nesta etapa também foi realizada a obtengdo da medula dssea através da aspiragdo femoral.
esfregago e coloragdo com pandtico rapido para confirmar a instalagdo da infec¢do, segundo

Figura 2.

2.4 Imunohistoquimica

Com o intuito de determinar a expressdo proteica dos antigenos Ki-67 e Beta
catenina realizou-se a reag¢do de imunohistoquimica (IHQ) das laminas contendo o tecido
parafinado obtidas a partir dos blocos do intestino delgado coletado (FIGURA 2G). Para tal.
as sec¢oes foram desparafinadas e reidratadas em banhos de xilol e etanol. de acordo com
téenicas classicas. Posteriormente, foi realizada a recuperagdo antigénica das amostras em
solugdo tamponada a 90°C por 60 min, e realizado o bloqueio da peroxidase endégena com
peroxido de hidrogénio 10 volumes e metanol, em quatro banhos de 5 minutos cada. O
bloqueio de reagdes inespecificas foi realizado com a solugdo de bloqueio fornecida pelo
fabricante do kit Envision Flex da Dako. durante 30 minutos a temperatura ambiente, e
posteriormente foram adicionados os anticorpos primarios de interesse Ki-67 (Clone MIB-1:
Ready-to-Use: Dako: Referéncia IR626) ¢ beta-catenina (Clone B-Catenin-1: Ready-to-Use:
Dako: Referéncia IR702) no tecido intestinal, durante 60 minutos a 4°C. Apos esse periodo.
adicionou-se a solugdo de polimero, também fornecida pelo fabricante. durante 30 minutos a

temperatura ambiente.
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A revelagio da imunomarcagio foi realizada com Diaminobenzidina (DAB)
fornecida pelo fabricante do Kit. e a contracoloragio realizada com hematoxilina de Harris. Na
sequéncia. as laminas foram desidratadas e diafanizadas conforme técnica cldssica e montadas
em ldamina-laminula utilizando enterllan, conforme a figura 2H. e na sequéncia foi realizada a

analise em Microscopio Optico no aumento de 10x. 20x e 40x, para avaliar a imunomarcagdo

¢ a integridade do tecido.

Para valida¢ao dos dois anticorpos foram utilizados cortes histologicos de amigdala
e colon para Ki-67 e do beta-catenina, respectivamente. Para controle do anticorpo secundario
também foram utilizados cortes histologicos de amigdala e colon no qual o anticorpo primario,
anti-ki-67 e anti-beta catenina foram substituidos por PBS. Como os marcadores de interesse
sdo expressos constitutivamente no modelo murino estudado. foram utilizadas biopsias de
intestino delgado {-GC} para avalia¢do das caracteristicas de expressio das moléculas nos

tecidos d¢ interesse.

A interpreta¢do da expressdo de Ki-67 e Beta-catenina foram avaliadas de acordo

com a intensidade da expressao nas diferentes regides do tecido.
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3 RESULTADOS

3.1 CONSIDERACOES GERAIS

A via de acesso a cavidade abdominal utilizada neste experimento se mostrou efetiva,
sendo viayel para coleta do orgdo desejado. A disposi¢do em rocambole do intestino delgado.
foi eficiente para leitura e processamento do material coletado. possibilitando a adequada
visualiza¢do de todas as camadas e/ou estruturas do jejuno. Também, o modelo experimental
de infecgdo por leishmaniose é viavel, pois. apesar de clinicamente o animal apresentar
caracteristicas condizentes com a normalidade, inclusive com relagdo ao peso que ndo foi
observado diferenca estatisticamente significante entre a média de pesos em animais da
mesma idade, GC (7dias) = GEI (7 dias) e GC (50 dias) ndo diferiu de GEII (50 dias de
infecgdo). segundo tebela 2. A remogdo do intestino delgado foi realizada de forma
satisfatoria para os grupos controle e experimentais nos diferentes tempos estudados. o o6rgido
apresentava coloragdo, espessura e comprimento normais, além de textura firme ao manuseio.
Contudo. a puncdo da medula ossea realizada permitiu identificar amastigotas de Leishmania

nos macrofagos conforme figura 2.

3.2 PERFIL IMUNOHISTOQUIMICO DAS PROTEINAS BETA-CATENINA E

KI-67

Para verificar as alteragdes na arquitetura e proliferagdo celular do jejuno dos
camundongos BALB/c infectados experimentalmente com Leishmania (L.) infantum chagasi
nos dois periodos de tempo (GEI ¢ GEIl) e do grupo controle (GC) foi realizada a

imunomarcagdo com as proteinas celulares B-catenina e Ki-67. respectivamente.

3.2.1 B-catenina
No grupo controle, cujos animais ndo foram infectados com o parasita, observou-se

criptas de Lieberkiihn (CL) ¢ vilosidades intestinais preservadas. com a relagdo



nticleo/citoplasma mantida. Presenca de orgdo cavitario classico com mucosa definida com
tecido epitelial cilindrico simples apresentando enterocitos, tunicas submucosa e muscular
revestidas por delgado epitélio de simples pavimentoso (mesotélio) e marcagdo pontual pela
proteina com predominancia na borda superior da vilosidade. conforme figura 3 A, B, C (7

n

dias) e 3 G. H. I (50 dias).

Nos animais do GEIL. os quais foram infectados com Leishmania (L.) infantum
chagasi (7 dias). observa-se marcagdo pela 3-catetina de forma pontual com predominancia na
borda superior em relagdo a base das vilosidades, porém. diferente do encontrado no GC.
verifica-se também a destruicdo dessas bordas superiores das vilosidades intestinais,

conforme figura 3D. E e F.

Ja nos animais que desenvolveram a leishmaniose visceral cronica. com 50 dias de
i-hi‘ccc;z‘io (GEII). a f]1arcac;ﬁo pela B-catetina foi completa, continua, presente tanto nas bordas
superiores quanto na base das vilosidades de acordo com a figura 3 J, K e L. observou-se
também melhor organizagio dessas bordas superiores das vilosidades ao se comparar com o

encontrado no GEI.

3.2.2 Ki-67

Neste estudo. os animais pertencentes ao grupo controle. que ndo foram infectados
com Leishmania, mostraram maior parte da marcagao pelo Ki-67 na base das vilosidades
intestinais (FIGURA 4A seta). A proliferacdo celular ocorre no sentido do interior das
vilosidades para a periferia e a concentragdo de células em divisdo ocorre no meio das

=S

vilosidades. um comportamento que se repete em toda a lamina, conforme figura4 B e C

Ja nos animais que foram infectados por Leishmania (L.) infantum chagasi. tanto
Leishmaniose aguda (7 dias de infec¢@o) quanto Leishmaniose cronica (50 dais). GEI e GEII

respectivamente. observou-se comportamento igual com relagdo a marcagdo pela proteina
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estudada. sendo encontrada maior parte da marca¢do na borda superior das vilosidades.

conforme figura SA. B (GEI) e figura 5 C, D (GEII).
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4 DISCUSSAO

Nesta pesquisa, apesar de ndo ser verificado alteragdo dos pesos dos animais com
relagdo a presenca de leishmaniose aguda ou cronica quando comparado aos respectivos
controles, observou-se a desregulagdo tecidual nos sitios intestinais dos animais inoculados
por Leishmania. com perda da arquitetura habitual, metaplasia dos enterocitos, mudanga na
vasculariza¢do capilar e presenga de infiltrado inflamatorio com predominio de linfocitos e
plasmacitos, além de macrofagos, granulocitos e células em mitose. achados que estio de
acordo com a pesquisa de Santos et al., em 2018, que encontraram altera¢des na parede do
ileo de camundongos apos inoculagdo com Leishmania, com aumento do niumero de granulos,

muco ¢ linfécitos.

A andlise [HQ pela proteina citoplasmatica B-catenina neste experimento., mostrou
marca¢do pontual nos animais pertencentes aos grupos controle ¢ experimental I
(leishmaniose visceral aguda), mais acentuada na borda superior das vilosidades do que na
base. porém. os animais infectados (GEI) apresentaram também a desorganizag¢do das bordas
superiores das vilosidades do jejuno. sugerindo que a atuagdo do parasita por 7 dias acarretou
uma maior desorganizacdo da arquitetura tecidual marcada pela proteina celular, uma vez que
a B-catenina é uma molécula multifuncional com fungdes de sinalizag¢do (via WnT candnica)
¢ estrutural como componente das jungdes aderentes em epitélios simples sendo elemento
essencial para a conexdo de varias caderinas ao citoplasma. desempenhando um papel
importante na organizagdo do citoesqueleto ¢ na homeostase tecidual. assim como na
renovacdo e regeneragdo celular (BRACKE: VAN ROY: MAREEL, 1996: LYASHENKO et
al.. 2011: VALENTA: HAUSMANN: BASLER, 2012). Ja no GEII (Leishmaniose visceral
cronica) que os animais apresentavam maior tempo de infec¢do (50 dais) observou-se uma
marcagdo pela B-catenina de forma completa, continua, observada tanto na borda superior

quanto na base da vilosidade intestinal, acredita-se ter sido uma rea¢do do organismo em
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manter a estrutura organizada com o maior tempo de presenga da Leishmania, comportamento
ndo observado no GEI. Este aumento gradual da marcag@o da proteina com a progressao do
tempo de instalagdo da doenga corrobora com os resultados do experimento realizado por
Bhattacharya et al. em 2019 que ao investigarem a expressdo da B-catenina em neoplasias
colorretais observaram um aumento gradual na sequéncia das varias etapas da tumorigénese
colorretal. com menor escore da expressdo nas hiperplasias benignas (polipo). intermediario

nas neoplasias pré-malignas (adenoma) e maior expressio de B-catenina nas condigdes

malignas (carcinoma).

A proliferagdo celular foi observada utilizando-se o antigeno Ki-67. proteina nuclear
definida pela sua reatividade com o anticorpo monoclonal do clone Ki-67 que se manifesta
durante todas as fases do ciclo celular em atividade (G1. S, G2 e M) e esta ausente na fase
sem divisdo celular, ou seja, quando a célula esta em repouso (GO0). A expressdo antigénica ¢
negativa nas fases GO e G1 precoce do ciclo celular ¢ positiva durante todo o restante do ciclo,
atingindo niveis maximos nas fases G2 e M (GERDES et al., 1984: AWASTHI: MATHUR:

SAHA, 2004).

No grupo controle (GC). onde os animais ndo receberam o parasita, a maior parte da
marcagdo pela proteina foi observada na base das vilosidades intestinais, por isso. acredita-se

que no animal sem Leishmania a renovagdo celular ocorra por esta regido.

Ja nos animais infectados com Leishmania (L.) infantum chagasi, nos dois tempos
experimentais (GEI/GEIIl) observou-se que a maior parte da marca¢do com Ki-67 ocorreu na
borda superior das vilosidades intestinais sugerindo assim que o reparo das alteragdes
histopatologicas do tecido inicie por esta parte da estrutura. Acredita-se que a inflamacgao
desencadeada pela inoculagdo por Leishmania pode ser responsavel pelas alteragdes
observadas ja que o parasita ndo foi encontrado na regido. corroborando com os trabalhos de

Santos et al., 2018 e Pereira et al.. em 2009 que observaram alteragdes nos tecidos de



interesse mas ndo detectaram a Leishmania do tecido estudado. diferente da pesquisa Muigai
et al.. 1983, que ao analisar pacientes humanos com a doenga. observaram a presen¢a do
parasita causador da LV nos dpices das vilosidades da mucosa jejunal com infiltrado
moderado de células inflamatérias e atrofia parcial das vilosidades acarretando prejuizos
l'uncionais: pela redugdo na absorg¢do de substancias como vitamina A e aglcar d-xilose.
Também Silva et al. em 2016. observaram grande quantidade de parasita e infiltrado

inflamatorio nos apices das vilosidades do intestino delgado de cdes infectados com

Leishmania infantum.

Comparando-se os grupos experimentais 1 e Il (leishmaniose visceral aguda e
cronica). foi observado que as alteragdes encontradas, como desorganizacdo nas bordas
superiores das vilosidades. displasia dos enterdcitos, aumento na celularidade dentro da
vilosidade e presenca de células inflamatorias foram mais expressivas na fase aguda da
doenga (GEI) que na cronica (GEII). nesta ultima. verificou-se uma melhor organizagio do
tecido estudado, o que pode estar associado ao fato de que na infec¢do aguda ocorreu a
simbiose do parasita com o hospedeiro com maiores prejuizos para este ultimo e na infecgdo

cronica ja houve uma resposta imunologica satisfatoria para manter a homeostase intestinal.
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5 CONCLUSOES

O presente estudo verificou uma modificagdo do sitio de expressao das proteinas nas
criptas e vilosidades intestinais do jejuno dos camundongos BALB/c infectados por

Leishmania (L.) infantum chagasi:

As alteragdoes imunohistoquimicas encontradas foram mais expressivas na fase
aguda do que na fase cronica da doen¢a e podem estar relacionadas as manifestagoes
sistémicas da infec¢do causada pelo parasita:

Os achados deste experimento podem contribuir para estudos relacionados a

interagdo parasito-hospedeiro de 6rgdos cavitarios como o intestino:

Estudos complementares das demais regides do intestino delgado infectado por
Leishmania (L) infantum chagasi sao necessarios para entender melhor o papel da infec¢do

neste sitio, assim como se comporta a resposta imune do 6rgdo como um todo.



Tabela 1- Delineamento experimental dos grupos de animais

(=)
n

. ADMINISTRACAO PERIODO N°de
SRUPOS ‘ , v
GRURLR (por camundongo) (dias) SUBGRLEFOS Animais
- Controle 9
Grupo /Fase Aguda
Controle 0.15 ml de NaCl 0,9%
(GC) " Controle
- 18 animais 30 /Fase Cronica 9
Experimental
(‘JI'UI}U' 5x10" promastigotas purificadas de . KF?SC Agoue 9
Experimental i ; o : i (GEI)
(GE) Leishunania (L.) infantum chagasi
JL
- 18 animais Experimental
50 / Fase Cronica 9
(GEII)
Total 36

Fonte: Elaborada pelo autor

Tabela 2: Peso e desvio-padrio dos camundongos Balb/C segundo o tratamento aplicado.

Tratamento (Grupo)

Peso

GC -7 dias
GEI

GC - 50 dias
GEII

24.77£0.97*
26,77£2,112
35,11+3,25°
36,00+1.80°

Médias com mesma letra, nas linhas, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia (P>0,05)
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Figura 1 - Obtengio das amostras bioldgicas de Camundongos BALB/c, sequéncia das etapas realizadas: da
anestesia (A), repouso do animal (B), acesso a cavidade abdominal (C), intestino delgado coletado (D),
disposi¢do do intestino delgado em rocambole (E). fixagdo do oérgio em formaldeido (F), emblocamento (G) e

lamina apos imunomarcagdo (H).

Figura 2 - Amastigotas presentes em medula dssea de
camundongos BALB/c apos infecgdo com Leishmania
_(L.) infantum chagasi, corado com pandtico rapido.
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Medula ossea: Macrdfago (seta) e amastigotas de Leishmania
(L.) infantum chagasi. (ponta de seta).
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Figura 3 - Folomic'mgraﬁas das secgdes longitudinais da parede do jejuno de camundongos BALB/c do Grupo
Controle 7 dias (primeira linha - A , B, C): Grupo Experimental I, apos 7 dias da infecgdo com promastigotas de
Leishmania (L.) infantum chagasi (segunda linha — D. E, F); Grupo Controle 50 dias (terceira linha — G.H,1) ¢
Grupo Experimental 11, apos 50 dias da infec¢do com Leishmania (L.) infantum chagasi (quarta linha—J, K, L) .
corados com B-catetina. Aumento de 100X. barra de escala = 50 um (primeira coluna); Aumento de 200X, barra

de escala = 25 um (segunda coluna) e de 400X (C), barra de escala 25 pm (terceira coluna).
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Figura 4 — Fotomicrografias das sec¢des longitudinais da parede do jejuno de camundongos BALB/c do Grupo
Controle corados com Ki-67. Base da vilosidade ( —). do aumento de 200X em 4A. Proliferagdo celular no
interior da vilosidade intestinal marcada com um circulo no aumento de 200X em 4B ¢ amplia¢do de e 400X em

4C.
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Figura 5 - Fotomicrografias das secgoes longitudinais da parede do jejuno de camundongos BALB/c infectados
com promastigotas de Leishmania (L.) infantum chagasi, 7 e 50 dias, (GEI e GEII), respectivamente , corados
com Ki-67, mostrando a desorganizacio da borda superior da vilosidade intestinal (marcado com quadrados e
setas) do GEL, aumento de 200X em 5A com amplia¢do de 400X em 5B e do GEII. aumento de 200X em 5C e
ampliagiio de 400X em 5D. As setas indicam as bordas superiores das vilosidades intestinais.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

As téenicas histologica ¢ IHQ realizadas neste experimento evidenciaram alteragoes
importantes no jejuno de camundongos BALB/c infectados por Leishmania (L.) infantum
chagasi, como a desorganiza¢do da arquitetura tecidual, displasia e metaplasia dos enterocitos,
modiﬁcaq}m do padrao de proliferacdo celular, aumento da celularidade local e a presenga de
células inflamatorias. Tal desregulag¢do tecidual foi mais expressiva na fase aguda de doenga
do que na fase cronica o que pode esta associado ao fato de que no inicio da infecgdo houve a
interagdo parasito-hospedeiro de forma deletéria ao sitio intestinal, contudo. pela presenca de

c¢lulas de defesa existentes no local, a resposta imunologica se deu de forma satisfatoria e foi

possivel observar a reorganizagdo do tecido na fase cronica da doenga.

Os achados desta pesquisa podem contribuir sobremaneira para estudos futuros que
envolvam manifestagdes sistémicas da leishmaniose em Orgdos viscerais como o intestino
delgado. - Assim como podem contribuir para elucidar aspectos fisiopatolégicos ¢ do
desenvolvimento cla‘ doenga no organismo humano ¢ dessa forma favorecer a realizagdo de
pesquisas complementares que propiciem melhorar a eficiéncia das politicas publicas

relacionadas ao enfrentamento desta Doenga Tropical Negligenciada.



