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O ileo como alvo no estudo da infeccdo por diferentes cepas de
Leishmania (Viannia) braziliensis

RESUMO
A espécie Leishmania (Viannia) braziliensis € a principal espécie causadora de leishmaniose
no Brasil e na América Latina como um todo, sendo responsavel pelas formas cutanea e
mucocutanea da doenga. L. (V.) braziliensis apresenta um grande polimorfismo genético que,
juntamente com fatores intrinsecos ao hospedeiro, esta relacionado com a diversidade de formas
clinicas da infeccdo. Em infeccdes experimentais com L. (V.) braziliensis, foi relatada a
presenca do parasito e alteraces morfoldgicas em érgdos como baco, linfonodos, figado e o
intestino. No intestino, mais especificamente no ileo, foram observadas diversas alteragdes
morfoldgicas, sugestivas de inflamacdo. Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar
parametros ainda ndo explorados no ileo de hamsters infectadas por diferentes cepas de L. (V.)
braziliensis que apresentaram respostas distintas ao tratamento no paciente humano. Os
resultados foram apresentados em dois artigos: O primeiro, intitulado “A New Target Organ of
Leishmania (Viannia) braziliensis Chronic Infection: The Intestine” foi publicado no periédico

Frontiers in Cellular and Infection Microbiology e relatou o encontro de alteragdes
morfoldgicas, bioquimicas e inflamatdrias no ileo de hamsters infectados por 3 cepas de L. (V.)
braziliensis, uma cepa padrédo e dois isolados de pacientes. Este, foi o primeiro estudo a
demonstrar alteracdes no Sistema Nervoso Entérico durante a infeccdo por esta espécie,
comprovar que as alteracfes intestinais sdo dependentes da cepa e do tempo de infec¢do. O
segundo artigo, intitulado “A infeccdo crénica por Leishmania (Viannia) braziliensis afeta a
morfologia e o sistema nervoso entérico do ileo de hamsters” avaliou a infecgdo pelas duas
cepas estudadas anteriormente, as quais 0 DNA foi detectado no ileo e linfonodo mesentérico.
Neste, foram encontradas alteracdes intestinais marcadamente distintas entre a infeccdo pelas
cepas, com reducdo da populagdo neuronal do plexo mientérico, da area do corpo dos neurénios
do plexo submucoso e da area imunomarcada pelo peptideo intestinal vasoativo. Nos dois
trabalhos foram utilizados testes estatisticos buscando a comparagao entre 0s grupos e tempos
de infeccdo. A partir dos resultados obtidos, podemos concluir que, no modelo experimental
utilizado, a infeccdo por L. (V.) braziliensis causa diversas alteragdes morfoldgicas,

bioquimicas e em componentes do Sistema Nervoso Entérico no ileo de hamsters.

Palavras-chave: Leishmaniose; Intestino Delgado; Sistema Nervoso Entérico; Reacéo

inflamatdria; Histologia.



The ileum as a target in the study of infection by different strains of

Leishmania (Viannia) braziliensis

ABSTRACT
Leishmania (Viannia) braziliensis is the main species causing leishmaniasis in Brazil and Latin
America. It is responsible for the cutaneous and mucocutaneous forms of the disease and
presents a large genetic polymorphism that, together with intrinsic host factors, is related to the
diversity of clinical forms of infection. Experimental infections with L. (V.) braziliensis
demonstrated the presence of the parasite and morphological changes in organs such as spleen,
lymph nodes, liver and intestine. In the intestine, more specifically in the ileum, several
morphological changes were observed. Therefore, the aim of this study was to evaluate
parameters not yet explored in the ileum of hamsters infected by different strains of L. (V.)
braziliensis that showed different responses to treatment in human patients. The results were
presented in two articles: The first, entitled “A New Target Organ of Leishmania (Viannia)
braziliensis Chronic Infection: The Intestine” was published in the journal Frontiers in Cellular
and Infection Microbiology and reported the finding of morphological, biochemical and
inflammatory changes in the ileum of hamsters infected by 3 strains of L. (V.) braziliensis, a
standard strain and two isolates from patients. This was the first study to demonstrate changes
in the Enteric Nervous System during infection by this species, proving that intestinal changes
are dependent on the strain and time of infection. The second article, entitled “Chronic
Leishmania (Viannia) braziliensis infection affects the morphology and enteric nervous system
of the ileum of hamsters” evaluated the infection with the two strains studied previously. Using
the same animals in which DNA of the parasite was detected in the ileum and mesenteric lymph
node, we found different intestinal alterations between the infection by the strains. We also
observed a reduction in the neuronal population of the myenteric plexus, in the area of the body
of the neurons of the submucosal plexus and the area immunomarked by the vasoactive
intestinal peptide. In both studies, statistical tests were used to compare groups and infection
times. From our results, we conclude that, in the experimental model used, the infection by L.
(V.) braziliensis causes morphological, biochemical and neuronal alterations in the ileum of

hamsters.

Keywords: Leishmaniasis; Small intestine; Enteric Nervous System; Inflammatory reaction;

Histology.
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CAPITULO |
AS LEISHMANIOSES

As leishmanioses sdo um conjunto de doencas multifacetadas que apresentam diferentes
manifestacdes clinicas [1] e sdo causadas por protozoarios do género Leishmania, que
pertencem a ordem Trypanosomatida e a familia Trypanosomatidae [2]. Este parasito é
transmitido para o ser humano ou outros hospedeiros vertebrados através da picada de
flebotomineos fémeas infectadas [3,4]. As principais formas da doenca sdo a leishmaniose
cutanea, leishmaniose mucocutanea, leishmaniose visceral e leishmaniose dérmica pos-calazar
[1], sendo que anualmente, ocorrem de 700 mil a 1 milhdo de novos casos no mundo [5].

A leishmaniose visceral, que também é conhecida como calazar, é a forma mais severa
da doenca, uma vez que afeta 6rgdos internos como o figado e o baco, podendo levar a perda
de peso, anemia e ao 6bito mais de 95% dos individuos infectados que ndo recebem tratamento
adequado [5] (Figura 1). No ano de 2020, segundo a Organizacdo Mundial da Satde (OMS),
79 paises no mundo foram considerados endémicos. Neste ano, foram reportados a Organizacéo
12.838 novos casos dessa forma da doenca. E importante ressaltar que, o Brasil, juntamente
com Eti6pia, Eritreia, Quénia, India e Sudao representaram 79% de todos os casos reportados
[6]. Nos ultimos 20 anos, aproximadamente 68 mil novos casos de leishmaniose visceral foram
reportados no continente Americano [7]. Sendo que apenas no periodo de 2011 a 2020,
aproximadamente 35 mil novos casos ocorreram no Brasil. A regido Nordeste foi a mais afetada
com 19.210 casos e a regido Sul a menos afetada com 109 casos [8]. A leishmaniose dérmica
pos-calazar € uma sequela que surge cerca de 6 meses a 1 ano ou mais ap0s a cura da
leishmaniose visceral [5]. Nos ultimos 5 anos, foram reportados a OMS mais de 7.700 casos no
mundo [6]. Essa doenca é caracterizada por lesdes na pele que afetam geralmente a face, bracgos,
tronco ou outras regides do corpo [5], sendo considerada como um potencial reservatorio da
infeccdo [6].

A leishmaniose cutanea é a mais comumente encontrada [5] e pode ser dividida em
outras formas: leishmaniose cutanea localizada, leishmaniose mucocutanea, leishmaniose
cutanea difusa [9] e tegumentar disseminada [10] (Figura 1). Na forma cutanea localizada sdo
observadas lesdes ulceradas Unicas ou multiplas, que acometem a pele e podem deixar cicatrizes
[10]. A leishmaniose mucocutanea aparece algum tempo apos a leséo cuténea primaria [10] e
causa a destruicdo total ou parcial das mucosas da regido nasofaringea [5]. Isso ocorre devido
a complicacOes da lesdo primaria ou da migragdo hematogénica do parasito [2]. J& a forma
difusa, apresenta lesdes multiplas, nodulares e ndo ulceradas que atingem grande por¢éo da pele

devido a um estado de anergia imunologica do paciente e a forma tegumentar disseminada



apresenta varias lesdes cutaneas distantes do local da picada, atingindo principalmente a face e

o tronco [10].

Figura 1. Alteragbes encontradas nas diferentes formas clinicas da leishmaniose. Podemos observar (A) a
hepatoesplenomegalia na leishmaniose visceral e as lesBes na (B) leishmaniose cuténea localizada, (C)
mucocutanea, (D) difusa e (E) disseminada. Modificado de: Ministério da Saide, 2014 [11] e Ministério da Saude,
2017 [10].

Em 2020, foram reportados & OMS 208.356 novos casos de leishmaniose cutanea no
mundo, sendo considerados endémicos para a doenca um total de 89 paises e hovamente, 0
Brasil figura como um dos que mais apresentou casos, com um total de 16,056 [6]. No periodo
de 2001 a 2020 foram reportados no continente Americano 1.067.759 novos casos de
leishmaniose cutdnea e mucosa (5), sendo que de 2011 a 2020, o Brasil foi o responsavel por
aproximadamente 197 mil casos, sendo a regido Norte a mais afetada, com mais de 89 mil casos
[12]. A regido Sul foi novamente a menos afetada, com 3.548 casos, contudo, € importante
ressaltar que 92% dos casos foram notificados no Estado do Parana e a maior concentracéo de
casos (546), foi na 152 Regional de Saude de Maringa, seguida pela 13? Regional de Salde de

Cianorte (526 casos) [12], como pode ser observado na figura 2.
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Figura 2. Concentracdo de casos de leishmaniose cutanea no Estado do Parana por regionais de satde no periodo
de 2011 a 2020. Dados extraidos do Sistema de Informacédo de Agravos de Notificagdo do Brasil [12].
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O parasito apresenta duas principais formas evolutivas conhecidas como: amastigota,
que é a forma encontrada no interior das células mononucleares fagociticas humanas apés a
infeccdo e é a forma infectante para o hospedeiro invertebrado; e a promastigota, que é a forma
encontrada no inseto vetor e a responsavel pela infeccao no hospedeiro vertebrado [2]. A forma
promastigota apresenta algumas variacGes dependendo do estagio do desenvolvimento do
parasito no hospedeiro invertebrado. Algumas horas apés a infeccdo, a amastigota ingerida se
transforma em promastigota prociclica, que € arredondada, apresenta um flagelo mais curto que
0 comprimento do corpo [13] e realiza uma intensa multiplicacdo nas primeiras 24 horas apos
a infecgdo do flebotomineo [14]. A seguir, hé a transformagdo em promastigotas nectomonadas,
que sdo altamente mdveis e alongadas [14] e que sdo encontradas de 60 a 72 horas apds a
ingestdo do parasito, em grandes quantidades na por¢do anterior do intestino médio do inseto
[15]. Esses parasitos entdo migram para a valvula estomodeu e se transformam nas formas
leptomonadas, que apresentam o comprimento corporal menor que o flagelar [16], e
posteriormente em promastigotas haptomonadas, que sdo curtas e largas [17]. Essa forma inicia
a secrecdo de um gel (PSG - gel secretado por promastigotas) que restringe a sua motilidade e
que faz com que fiquem aderidas a valvula estomodeu ou umas as outras [18], o que leva a
obstrucdo da valvula, o que pode causar a regurgitacdo no vetor durante o repasto sanguineo
[17].

O PSG também pode causar deplecdo local de oxigénio, estimulando a transformacéo
em promastigotas metaciclicas [19], que ndo se replicam e sdo mais curtas, altamente ativas
possuindo um flagelo de pelo menos duas vezes o comprimento do corpo celular [13,17], e que
migram para a proboscidea do inseto para posteriormente serem inoculadas no hospedeiro
vertebrado [20]. Mais recentemente, foi relatado que as promastigotas metaciclicas que ndo sao
inoculadas em um primeiro repasto sanguineo sdo capazes de realizar uma desdiferenciacéo no
flebotomineo, se transformando em formas semelhantes as leptomonadas, chamadas de
retroleptomonadas, que se replicam ativamente, aumentando a populacdo de promastigotas
metaciclicas em um segundo repasto sanguineo, que consequentemente terd maior capacidade
de transmisséo [21,22] (Figura 3).
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Figura 3. Ciclo de replicacdo da Leishmania no hospedeiro invertebrado. Adaptado de Bates, 2018 [22]

Quando o repasto sanguineo é realizado, as promastigotas metaciclicas sdo inoculadas
no hospedeiro vertebrado juntamente com o PSG [23] e com a saliva do inseto [24], que possui
substancias que causam desequilibrio na homeostase tecidual [25] e influenciam as respostas
imunologicas do hospedeiro [26], induzindo a infiltracdo de células inflamatorias [2], a
producdo de anticorpos [27,28] e modulando a liberacdo de citocinas pelas células
apresentadoras de antigenos [29,30]. Os neutrdéfilos sdo as primeiras células imunes a se infiltrar
no local de infecgdo. Essas células liberam armadilhas extracelulares de neutréfilos que séo
capazes de capturar e matar os parasitos [31]. Contudo, quando infectadas, essas células podem
apresentar uma menor ativacao [32] e ainda atuar como hospedeiros temporarios, uma vez que
a Leishmania ndo se transforma em amastigota nem se multiplica em seu interior, mas continua
viavel [33]. Apos a fagocitose do parasito, o neutréfilo infectado produz MIP-1, que é capaz
de recrutar mondcitos para o local da infeccdo e entra em apoptose, sendo entdo fagocitado
pelos macrofagos e no interior desta célula, a Leishmania se transforma em amastigota e se
multiplica, podendo dar continuidade ao seu ciclo [33].

Os macréfagos sdo as células alvo da infeccdo, uma vez sdo neles onde o parasito se
diferencia e se replica gradualmente até destruir os macréfagos liberando grande nimero de
amastigotas no ambiente extracelular [2]. 1sso ocorre porque o parasito é capaz de modular as
respostas celulares, como a secrecdo de citocinas e a geracdo de Oxido nitrico (NO) e das
espeécies reativas de oxigénio [34]. Alem disso, os parasitos acabam sendo opsonizados com
IgG no ambiente extracelular o que leva a producdo de interleucina-10 (IL-10) quando s&o
fagocitados pelos macrdfagos e auxilia no crescimento intracelular do parasito [35] e na
suscetibilidade ao desenvolvimento da leishmaniose tegumentar [36]. O ciclo bioldgico

resumido do parasito pode ser observado na Figura 4.
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Figura 4. Ciclo da Leishmaniose. A figura representa o clico de vida dos protozoarios do género Leishmania desde
(1) o repasto sanguineo do flebotomineo, onde ha a inoculagdo de formas promastigotas metaciclicas com
consequente (2) atragdo de células imunes para a regido e a fagocitose do parasito por macréfagos, células
dendriticas e neutréfilos (3). No interior dos macréfagos ha a transformacdo em amastigota e a (4) replicagdo
sucessiva do parasito, 0 que lisa a célula e libera as amastigotas para o ambiente extracelular. E a infec¢do do
inseto que (5) durante o repasto sanguineo (6) ingere células parasitadas com amastigotas, que irdo (7) transformar-
se em promastigotas e (8) multiplicar-se no intestino até migrar para a probéscida do inseto. Modificado de:
Centers for Disease Control and Prevention, 2017 [37].

Essa reacdo inflamatdria no local da infeccdo € importante para desencadear uma
imunidade eficaz especifica para Leishmania [34], mas também é a responsavel pelo
desenvolvimento das lesdes cutaneas. Ao observar o comportamento dos neutrofilos, foi
verificado que nas primeiras horas de infeccdo, ha infiltracdo no tecido para tentar controlar o
parasito, porém uma segunda onda tardia contribui para 0 aumento da inflamacgéo no local e
para a ulceragdo da lesdo e necrose [38], que podem estar relacionadas a atuagédo dos linfocitos
T CD4+, CD8+ e células natural killer [39,40]. Uma vez que a producgdo de citocinas pro-
inflamatdrias pelas células T CD4+, para aumentar a ativacdo de macrofagos [39], e a liberacéo
exacerbada de granulos citotoxicos pelas células T CD8 + e natural killer acabam levando a
destruicdo tecidual [39,41]. Por fim, € importante citar que apesar dos mecanismos de defesa
do hospedeiro, a Leishmania é capaz ainda de persistir nas células mieloides, escapando e
modulando a resposta imunoldgica para aumentar a susceptibilidade do organismo frente a

infeccéo [34].



Existem mais de 20 espécies de Leishmania [5], que apresentam diferentes
caracteristicas imunes e patoldgicas [9,31,42] e a sua distribuicdo geografica determina que tipo
de doenca e manifestacdes clinicas ocorrem em cada regido [43]. A espécie Leishmania
(Viannia) braziliensis é a principal espécie causadora de leishmaniose no Brasil e na América

Latina como um todo [10].

Leishmania (Viannia) braziliensis

A importancia dessa espécie vai da sua ampla distribuicdo geografica, uma vez que esta
é a Unica que ja foi registrada em todos os estados brasileiros [10] até o desenvolvimento da
patologia, ja que é a responsavel por causar as lesGes mais destrutivas [2] e pela maioria dos
casos de leishmaniose mucocutanea [10] e disseminada, que afetam, respectivamente, de 3-5%
e 2% dos individuos infectados [44]. Além disso, a infeccdo por essa espécie apresenta o
tratamento e diagnostico mais dificil sendo também de dificil manutencéo e isolamento em
modelos animais e em cultura [44].

A L. (V.) braziliensis apresenta um grande polimorfismo genético [45], o que pode estar
relacionado com a diversidade de formas clinicas causadas por ela e a viruléncia do préprio
parasito [46-48]. Diferentes cepas dessa espécie de Leishmania foram encontradas em uma
mesma regido, causando formas clinicas [49-51] e respostas terapéuticas diversas [52,53],
inclusive em um mesmo paciente [54]. Além da cepa do parasito, outros fatores que influenciam
no curso da infec¢édo sdo relacionados ao parasito, como o indculo [55,56] e o tempo de infeccédo
[56,57]. E ao hospedeiro, como a sua resposta imunoldgica [52], estado clinico e fatores
genéticos [49]. Sendo que em humanos, ja foram descrito o acometimento da regido dos olhos
[58] e laringe [59], além da deteccdo do DNA do parasito na medula éssea de pacientes
imunocomprometidos [60,61].

Em infeccdes experimentais com L. (V.) braziliensis, foi relatada a presenca de
amastigotas do parasito no baco, linfonodos [55,62,63] e figado [64] e 0 encontro de alteraces
histopatoldgicas nesses orgaos [62,65] (Figura 5). E importante ressaltar que os hamsters sdo
considerados bons modelos para o estudo da infeccdo por esta espécie, ja que hd o
desenvolvimento de resposta inflamatdria [55], lesdes [62,66], manifestagcdes clinicas e
histopatoldgicas [62,63] semelhantes as observadas na infeccdo humana. Alem disso, em
hamsters, foi observado que esses protozoarios tem a capacidade de migrar para as visceras ou

outros locais da pele onde continuam viaveis e capazes de se replicar [63].



Fotomicrografias demonstram (A) reacdo granulomatosa, com setas indicanto a presenca de macréfagos (objetiva
de 20x) com (B) amastigotas (seta) em seu interior no bago (objetiva de 100x). E (C) infiltrado inflamatorio
préximo a area perivascular (destaque, objetiva de 20x) com a presenga de amastigotas dentro de macréfagos (seta)
no figado (objetiva de 100x). Modificado de Gomes-Silva, 2013 [62].

Mais recentemente, nosso grupo de pesquisa reportou diversas alteragfes na arquitetura
intestinal de hamsters infectadas cronicamente por diferentes cepas de L. (V.) braziliensis
(Figura 6, A). Aléem disso, nos mesmos animais detectamos o DNA do parasito no ileo e
linfonodo mesentérico, além de demonstrar a presenca de amastigotas no ileo (Figura 6, B)
[57]. O que levanta a hipdtese de que a disseminacdo dessa espécie para outros érgdos além da
pele pode ser semelhante a disseminacdo da leishmaniose visceral, onde a migracéo das células
contendo o parasito ocorre primeiramente para os linfonodos préximos ao local da lesdo
priméria, em seguida para linfonodos distantes e outros érgdos como figado e baco [67].
Enquanto, em nosso trabalho publicado em 2018, verificamos que na infeccdo por L. (V.)

braziliensis, ha o encontro do parasito no linfonodo popliteo (Figura 6, C), proximo ao local da

infeccdo, e de seu DNA no linfonodo mesentérico e no ileo [57].

Figura 6. Fotomicrografias do ileo e linfonofo popliteo de hamsters infectadas por L. (V.) braziliensis. Estdo
representados (A) alteragdes histopatoldgicas no ileo e (B) amastigotas de Leishmania no ileo e (C) linfonodo
popliteo. Modificado de: Santos, 2018 [57].

RELACAO Leishmania spp. E O INTESTINO

O acometimento do sistema digestério durante a forma visceral da leishmaniose em
humanos é relatado h& pelo menos 40 anos, sendo relatado o encontro do parasito no intestino
e mé& absorgdo intestinal [68]. A maioria dos casos de acometimento intestinal ocorreu em
pacientes com a sindrome da imunodeficiéncia adquiria [69-77] ou em individuos com algum
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tipo de imunocomprometimento, como linfomas [78,79], esplenectomia [80], transplante renal
[81] e tratamento imunossupressor devido a doenga autoimune [82]. Contudo, alguns casos
foram relatados em pacientes imunocompetentes adultos [83-86], em idosos [87] e criancas
[88,89].

Dentre os sintomas que envolvem o trato gastrointestinal, os mais frequentes foram a
perda de peso [69,73,77,78,80,81,86,87,90], diarreia [71,72,78,82,83,85,86], dor abdominal
[72,76,77,80,81,86] e epigastrica [69,72,78], desnutricdo [78,90,91] e vbémitos [69,77,78],
sendo o duodeno o segmento intestinal mais citado nos trabalhos [69,72-78,81,83-89,92,93],
provavelmente devido ao método de diagnostico. Outros trabalhos demonstraram o
acometimento dos demais segmentos [68,70,72-74,79,82,83,85,86] e também o envolvimento
de outros microrganismos, como Mycobacterium avium [76-78]. Um fato observado em
diversos trabalhos foi 0 encontro de parasitos intestinais durante a leishmaniose visceral (com
acometimento intestinal ou n&o) [80,90,91,94]. A presenca destes ndo afetava a gravidade da
leishmaniose nem o seu tratamento [94], contudo, estava associada ao quadro de desnutri¢do
[91].

Além do encontro das amastigotas intestinais, algumas alteracfes histopatoldgicas
foram observadas, contudo, estas alteracGes variam entre os casos. Por exemplo, em relacdo aos
vilos duodenais, em alguns pacientes se apresentavam com aparéncia normal [84], achatada
[86] ou aumentada [92]. A mucosa intestinal pode ser encontrada sem alteragcdes aparentes
[72,75,84], mas em outros pacientes, o intestino estava inflamado [75,86,93] podendo ser
também observadas ulceracfes [72,85,86]. Em um estudo onde as vilosidades se apresentavam
maiores verificou-se que os niveis de macrofagos e linfocitos T CD4 também estavam
aumentados, e 0 numero de células expressando interferon-y (IFN-y) diminuido nos pacientes
com LV [92].

Dentre os modelos animais utilizados no estudo da leishmaniose visceral estdo os cées,
que sdo considerados reservatorios naturais da doenca e que facilitam a sua dispersao no meio
urbano [95-98]. Esses animais podem apresentar sinais clinicos como enterite [99,100],
linfadenomegalia, onicogrifose [99,101-103], lesbes cutaneas, comprometimento ocular,
alopecia [99,102,103], hiperqueratose nasal [99,101,102], diarreia [100,103-105], caquexia
[102,103], anemia [103] e dermatite [101]. Um estudo epidemioldgico demonstrou que mais de
90% dos cées com leishmaniose visceral apresentavam algum tipo de parasitose intestinal,
sendo os mais prevalentes Ancylostoma caninum, Dipylidium caninum e Trichuris vulpis.
Contudo néo foi encontrada nenhuma correlagéo entre as infec¢bes pelos parasitos intestinais e
a Leishmania [106].



Amastigotas de Leishmania foram detectadas em todos os segmentos intestinais [99—
103,105], principalmente na mucosa intestinal [100,101,105], na submucosa, em todos 0s
segmentos intestinais, e nas camadas musculares no intestino delgado, inclusive no plexo
mientérico (Figura 7) [100]. Embora tenha sido encontrada uma correlacéo positiva em relacéo
a presenca do parasito no intestino e o desenvolvimento leses macroscopicas [101], foi
observado que, em animais com altas cargas intestinais de Leishmania, ndo houve

desenvolvimento de diarreia ou alteragdes macroscopicas graves, enquanto aqueles com baixas

cargas parasitarias apresentaram enterite hemorragica [100].

Figura 7. Presenca de amastigotas de Leishmania infantum no intestino de cdes. Foram encontradas amastigotas
do parasito (setas) na lamina prépria no (A) apice dos vilos, (B) nas placas de Peyer, (C) na camada muscular € no
interior de ganglios do plexo mientérico. Objetiva de 100x. Modificado de Silva, 2016 [100].

Foram encontrados infiltrados inflamatdrios de linfocitos, plasmdcitos [102,104]
macrofagos [101-104], neutrofilos [101,103,104], eosinofilos [103,104] e mastécitos [103]. A
quantificacdo celular diferiu entre os segmentos intestinais [99,102,103] e de acordo com a
presenca ou ndo da Leishmania e a sua carga parasitaria [103]. Sendo descrito inclusive que
aqueles cées cuja presenca de amastigotas ndo foi detectada no intestino apresentaram as
maiores contagens de células granulociticas nos intestinos delgado e grosso [103]. Assim,
podemos observar que a resposta imunoldgica entre 0s segmentos intestinais frente a
leishmaniose visceral difere, por exemplo, no jejuno de cées infectados foi observado maior
expressdo de receptores CD4, Foxp3 e CD8 e das citocinas IL-10, fator de crescimento
transformador B (TGF-f), IFN-y, fator de necrose tumoral o (TNF-a)), enquanto no colon houve
apenas aumento da expressao de 1L-4 [99].

Além das alteracfes imunes, alteragdes histopatologicas também foram distintas entre
0s segmentos intestinais e de acordo com a carga parasitaria encontrada. Resumidamente, no
duodeno foi encontrado edema apical nos vilos, auséncia de células epiteliais colunares,
desnudamento epitelial, foliculos secundarios hipertréficos, aumento da submucosa, que
apresentava desorganizacdo das fibras conjuntivas e aumento do nimero de arteriolas. No
jejuno, foram encontradas placas de Peyer hipertréficas e no ileo observou-se aumento nos

vasos lacteos e a camada epitelial estava integra apesar da grande quantidade de parasitos na



lamina propria. Por fim, no colon, foi observado uma reacgdo inflamatoria granulomatosa,
composta por linfocitos, plasmdcitos, macréfagos hipertroficos e células gigantes na
submucosa e descontinuidade da muscular da mucosa [100]. Outro trabalho, demonstrou que
no célon havia degeneracdo epitelial e as criptas intestinais estavam reduzidas em ndmero
[104].

Trabalhos com roedores tém sido promissores para avaliar o intestino e as interagoes
com a microbiota e outras parasitoses durante a leishmaniose visceral. Sdo utilizados hamsters,
que sdo mais suscetiveis, considerados um modelo de leishmaniose visceral fatal [107] e que
melhor reflete a leishmaniose visceral humana sintomética [108] ou camundongos, que
correspondem a um modelo ndo fatal da doenca [107]. Diversos achados foram relatados
durante a infec¢do, como o envolvimento de células B-1 [109], a influéncia da desnutricdo
[110], da microbiota intestinal [107,111] e das infec¢des por outros parasitos [112-114].

Dentre as alteragcGes microscopicas encontradas em hamsters com leishmaniose visceral
podemos citar a presenca de infiltrados inflamatérios por toda a extensdo do intestino, acimulo
de substancia amiloide [115] e granulomas de Leishmania [116]. No jejuno, foi observado o
aumento da altura dos vilos, da profundidade de cripta e da proporcdo de linfocitos
intraepiteliais. Além disso, houve reducdo das células caliciformes, dos corpos celulares de
neurdnios mientéricos e na densidade populacional neuronal [117]. No célon, também foi
relatado perda da arquitetura do érgdo, com aumento das camadas submucosa e muscular, no
namero de linfécitos intraepiteliais e na area dos ganglios dos plexos mientérico e submucoso.
Essas alteracGes foram associadas a um infiltrado inflamatorio difuso na submucosa, lamina
propria e nas criptas, com reducdo das células caliciformes e presenca de ganglionite [111].

As alteragdes intestinais que ocorrem na leishmaniose visceral sdo dependentes de
células B-1, uma vez que distintas alteracdes foram demonstradas em animais deficientes em
células B-1 (XID), naqueles deficientes que tiveram a transferéncia adotiva (XID+B1) e nos
animais selvagens infectados. Por exemplo, a altura dos vilos reduziu nos animais XID e
aumentou no grupo XID + B1, quando ambos estavam infectados. Outros parametros como a
espessura das camadas que compde a parede intestinal, na profundidade e largura das criptas e
na quantificacdo de células de Paneth e caliciformes também demonstraram diferentes perfis de
alteracdo entre os grupos [109].

A desnutricdo foi um dos temas abordados por alguns estudos, e apresentou um impacto
negativo em orgdos linfoides de camundongos infectados com Leishmania infantum [118,119].

No intestino delgado, verificou-se que, nos camundongos desnutridos, houve um agravamento



dos infiltrados inflamatérios, hiperplasia linfoide e reducéo da expressdo de imunoglobulina A
e de citocinas da resposta Th17 em relag&o ao observado nos animais controles [110].

A disbiose intestinal em hamsters durante a leishmaniose visceral, levou a um quadro
de perda de peso, com progressao rapida da doenca, evoluindo ao 6bito apds 112-132 dias de
infeccdo, enquanto em camundongos, ndo foram demonstradas alteragdes significativas. Um
ponto importante é que a infeccdo intestinal por Leishmania foi relatada como uma
caracteristica especifica da LV progressiva, onde ha permeabilidade da barreira intestinal, com
translocacéo de diversas bactérias para o figado, como Rodentibacter que parece contribuir para
a progressao fatal da leishmaniose visceral em hamsters [107]. Outro estudo, relatou que pode
haver um envolvimento protetor de bactérias como Bifidobacterium spp. e Lactobacillus spp
na progressao da leishmaniose visceral [111]. Sendo assim, € notavel que mais estudos devem
ser realizados para avaliar a influéncia da microbiota intestinal durante a infec¢do por
Leishmania, ndo apenas em relagdo ao envolvimento do intestino durante a leishmaniose, mas
como uma doenca sistémica.

Em relacdo a infeccdo por outros parasitos, um estudo com Schistosoma mansoni
demonstrou que a infecgcdo por Leishmania suprimiu a infec¢cdo esquistossomética, mas houve
formacdo de granulomas e encurtamento e alargamento dos vilos intestinais e alteragdes em
outros 6rgaos, como figado e rins [112]. Ja na coinfeccdo com o nematddeo intestinal
Heligmosomoides polygyrus, foi observado que a leishmaniose visceral ndo afeta o
estabelecimento do H. polygyrus, pelo contrario, hd uma maior carga desse helminto nos
animais coinfectados e uma maior liberacdo de ovos nas fezes [113]. Por outro lado, a infec¢édo
prévia por H. polygyrus, acaba modulando a resposta imune de forma a favorecer a
leishmaniose visceral. Isso pode ser observado devido ao encontro de maiores cargas
parasitarias de Leishmania donovani no figado e no baco, com reducdo da infiltracdo de
leucdcitos e da transcri¢do de 6xido nitrico sintetase no figado e aumento da transcricao de IL-
4 e 1L-10 no bago nos animais coinfectados [114].

Os trabalhos envolvendo o estudo da leishmaniose tegumentar e o intestino em humanos
avaliaram a relacdo entre a infeccdo por Leishmania e parasitos intestinais. Os resultados séo
controversos, uma vez que alguns trabalhos apontam associacGes entre pacientes com
leishmaniose e com helmintos em geral, nematoides e com Ascaris lumbricoides, méa resposta
a terapia, demoraram mais tempo para cicatrizar [120]. E outros ndo demonstraram associacdo
significativa entre as infec¢fes helminticas e a carga parasitaria de L. braziliensis [121].

Em estudos realizados com a espécie Leishmania major, que é a responsavel pela

leishmaniose cutanea nos paises do Velho Mundo, foi verificado que uma dieta a base de



aminoacidos durante o desenvolvimento do sistema imunoldgico, leva a uma producdo reduzida
de IFN-y e de NO, que sdo essenciais contra a infec¢do pelo protozoario. Além disso, as células
dendriticas apresentavam niveis deficientes de moléculas coestimuladoras e foram incapazes
de estimular uma resposta Thl in vitro [122]. Em relagéo a coinfec¢do com outros parasitos, na
infeccdo secundéria com L. major apds S. mansoni, ndo foram encontrados resultados
significativos que poderiam apontar algum tipo de modulacéo do sistema imune [123].

Nosso grupo de pesquisa foi pioneiro no estudo de infecgdes por espécies que causam
leishmaniose tegumentar e a sua relacdo direta com o intestino. Um estudo preliminar foi
realizado com camundongos apds 72h da inoculagdo peritoneal de L. (V.) braziliensis, L.
amazonensis e L. major. Neste trabalho, foram observadas algumas alteracdes dependentes da
espécie que estava causando a infeccdo. Resumidamente, foi observado um aumento na
proporcdo de células caliciformes, de linfdcitos intraepiteliais e na espessura das camadas
mucosa, submucosa e muscular, assim como na altura dos vilos. Por outro lado, as criptas
estavam mais estreitas e o0 nimero de células de Paneth também foi reduzido apds a infeccéo
[124]. A partir deste, notamos a necessidade de realizar experimentos mais proximos daqueles
encontrados na literatura.

Sendo assim, o segundo artigo utilizou uma infecgdo cronica em hamsters, cuja
inoculacdo foi intradérmica na pata traseira e os animais foram mantidos por 90 ou 120 dias
apos a infeccdo. Neste trabalho, foram utilizadas duas cepas de L. (V.) braziliensis isoladas de
pacientes atendidos pelo Laboratério de Ensino e Pesquisa em Analises Clinicas da UEM, que
apresentaram diferentes respostas frente ao tratamento contra o parasito. Apds o periodo
experimental, foi observado um aumento nas camadas musculares, submucosa, assim como na
altura e largura de vilos e profundidade e largura das criptas. Foram encontrados infiltrados
inflamatdrios nas criptas, mucosa e submucosa além de ganglionite e periganglionite e aumento
na proporcao de linfdcitos intraepiteliais. E importante destacar que este foi o primeiro trabalho
a detectar, por meio da reacdo em cadeia da polimerase em tempo real, 0 DNA do parasito no
ileo e linfonodo mesentérico em ambos os tempos de infecgédo [57].

O terceiro trabalho j& publicado, foi resultante desta tese e relatou alteracBes em
componentes da parede ileal, células, na deposicdo de fibras colagenas e nos neurdnios do SNE
que foram dependentes do tempo e da cepa infectante [125], este trabalho sera apresentado no
Capitulo Il desta tese.



O INTESTINO DELGADO

O intestino delgado é um componente do sistema digestdrio, que também é composto
pela cavidade oral, es6fago, estbmago, intestinos delgado e grosso, além das glandulas anexas,
sendo responsaveis por todo processamento do alimento, desde a sua ingestdo, digestdo do
alimento, absorcao dos nutrientes até a eliminacéo dos restos ndo digeridos [126]. Por sua vez,
0 intestino delgado também é segmentado em trés por¢des, denominado duodeno, jejuno e ileo.
Essas segmentos apresentam caracteristicas celulares e morfoldgicas semelhantes em sua
extensdo, sendo a histoarquitetura intestinal basicamente composta (da camada mais exterior
para o lumen) pelas tunicas serosa e muscular, tela submucosa, muscular da mucosa e tdnica

mucosa [127], que podem ser observadas na figura 8.
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Figura 8. Histoarquitetura intestinal. (A) Fotomicrografia do intestino delgado, onde podem ser visualizadas as
camadas musculares, submucosa e mucosa. (B) Esquema representativo das camadas e estruturas que compde o
intestino. Modificado de: Junqueira, 2017 [127].

A camada mais externa e que recobre externamente o intestino € a tlnica serosa, que é
formada por tecido conjuntivo frouxo. A seguir sdo encontradas as tinicas musculares, que sdo
formadas por duas camadas de musculo liso: a camada longitudinal, que é a mais externa e a
circular mais interna [127]. Entre elas pode ser encontrado o plexo mientérico, um componente
do Sistema Nervoso Entérico (SNE) que auxilia na regulacdo da atividade motora intestinal
realizada pela tunica muscular [128].

Acima das camadas musculares é encontrada a tela submucosa. Esta também é formada
tecido conjuntivo, porém, neste caso € denso ndo-modelado e conta com a presenca de
NUMErosos vasos sanguineos como arteriolas e vénulas e vasos linfaticos [127]. Além disso,
nesta camada intestinal se encontra outro componente do SNE, o plexo submucoso, que tem a
funcdo de controlar a atividade secretora epitelial [129] e glandular, a vasomotricidade e a

motilidade da mucosa [128,130]. Na tela submucosa também séo encontrados fibroblastos, que



fazem a manutencédo da matriz extracelular por meio da secrecdo de fibras colagenas [127], que
s80 as principais proteinas da matriz extracelular [131]. J& foram identificados pelo menos 30
tipos de fibras colagenas [132], sendo que, no intestino, as mais encontrados sdo as fibras dos
tipos I, 111 e 1V. Os tipos | e 11l sdo os mais abundantes no organismo humano [133,134] e
ambos séo do tipo fibrilar [135] e s&o os principais componentes da matriz intersticial [136]. O
colageno do tipo Il é secretado por fibroblastos, desempenha um papel importante em
patologias associadas a inflamacéo [136] e € um importante componente estrutural em érgéos
0C0s, Como grandes vasos sanguineos, utero e intestino [137]. Ele é considerado essencial para
a producdo do colageno de tipo | [138], uma vez que é o principal colageno encontrado nos
estagios iniciais da reparacdo tecidual, a seguir, o colageno do tipo Il é degradado e ha o
aumento da sintese do colageno tipo | [139]. Este, por sua vez esta presente na maioria dos
tecidos como um importante componente estrutural em varios 6rgaos [134]. Ja o colageno do
tipo 1V é normalmente mais flexivel que os demais, uma vez que as suas fibras sdo ligadas
cabeca a cabeca, 0 que possibilita a formagdo de laminas [140]. Logo, este é o principal
componente da membrana basal, estrutura que fornece suporte para as células epiteliais e
endoteliais [141].

As células epiteliais estdo em contato direto com o Iimen intestinal e fazem parte da
camada conhecida como tdnica mucosa. Nela sdo encontradas as vilosidades, que séo projectes
da lamina propria, que aumentam a superficie de contato com o limen, e que so recobertas por
um epitélio de revestimento simples cuja principal funcdo é absorcdo de nutrientes. Também
sdo encontradas as criptas, que ao contrario dos vilos, sdo invaginacdes da mucosa recobertas
por um epitélio secretor, que formam numerosas glandulas [127]. As células epiteliais se
apoiam na membrana basal [141] e abaixo dela, formando o centro do vilo e circundando as
criptas, encontra-se a lamina propria. Esta é constituida por tecido conjuntivo frouxo, elastina
e miofibroblastos. Sdo encontrados na lamina prépria, além de vasos sanguineos e linfaticos,
terminagdes nervosas e grandes quantidades de células imunes, como plasmdcitos e linfécitos
[142] (Figura 9).
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Figura 9. As estruturas da tinica mucosa do intestino delgado. (A) Visdo geral da tlnica mucosa e o epitélio dos
(B) vilos e (C) criptas. Modificado de: Junqueira, 2017 [127].
Além das caracteristicas morfologicas e estruturais do intestino delgado, é importante

ressaltar o papel do 6rgdo como componente do sistema imune, uma vez que este auxilia na
manutencdo da homeostase corporal e é o maior 6rgdo imune nos mamiferos [143],
apresentando cerca de 70-80% das células imunes do corpo [144]. No intestino sdo encontrados
os tecidos linfoides associados ao intestino (GALT — gut-associated lymphoid tissues), onde ha
apresentacdo de antigenos e inducdo da resposta imune adaptativa [145,146]. Os principais
componentes do GALT encontrados na parede intestinal sdo as placas de Peyer e os foliculos
linfoides isolados [146]. Inclusive é no ileo, 6rgdo de estudo no presente trabalho, onde sdo
encontradas maiores quantidades de placas de Peyer e de agregados linfoides [147] e das células
de Paneth, que sdo células especializadas encontradas no epitélio das criptas [147,148]. Essa
maior concentracdo de componentes imunes no ileo é relacionada ao fato de que nele também
sdo encontrados mais microrganismos comensais quando comparado as demais porcdes do
intestino delgado [147].

Devido a essa grande quantidade de microrganismos na microbiota, e também a
exposicdo continua a antigenos alimentares, patdgenos e substancias agressoras, além dos
componentes do GALT e outras células imunes, o intestino possui barreiras fisicas, como o
epitélio intestinal que é composto por células especializadas e barreiras quimicas, como 0 muco
intestinal [149].

CELULAS ENCONTRADAS NO INTESTINO

O intestino delgado é composto por uma grande variedade de células epiteliais
especializadas e também por células do sistema imunolégico. Dentre as células epiteliais, sdo
encontradas as células absortivas, também conhecidas como enterécitos. Estas células sdo
responsaveis pela digestdo, absorcao de agua e nutrientes e pelo transporte de nutrientes para

vasos sanguineos e linfaticos da lamina propria. Essas fungdes sdo facilitadas devido a sua



morfologia, uma vez que essas células sdo colunares e possuem microvilos na porcao apical,
que formam a chamada borda em escova intestinal e que assim como os vilos, aumenta a
superficie de contato com o lumen intestinal [127]. Além disso, essas células sdo importantes
nos processos inflamatoérios, podendo secretar citocinas e quimiocinas pro-inflamatérias e
também atuar como células apresentadoras de antigenos [150-152].

As células caliciformes também sdo encontradas no epitélio. Estas células apresentam
um formato de calice e s@o conhecidas principalmente pela producéo e secrecdo de mucinas,
que formam o muco intestinal [153], responsavel por auxiliar na prevencdo da invasdo de
microrganismos [154]. S&o conhecidos 21 genes diferentes de mucinas, que por sua vez séo
divididas em dois grupos: as associadas & membrana e as secretadas. As secretadas ainda séo
divididas entre as que sdo formadoras de gel, que apresentam as funcdes de proteger, lubrificar
e hidratar o epitélio; e as que ndo sao formadoras de gel [155,156]. Além dessa funcéo,
descobriu-se que essas células e as mucinas também participam da resposta imune inata, uma
vez que secretam citocinas, quimiocinas e proteinas antimicrobianas [157]. As células
caliciformes também desempenham um papel na tolerancia imunoldgica, devido a sua
capacidade de endocitar substancias do limen intestinal e as transmitirem para as células
apresentadoras de antigenos [154,156] e também ao fato de que a mucina MUC2 é capaz de
atribuir fungdes anti-inflamatoérias em células dendriticas [158].

Em torno de 1% do epitélio intestinal € composto por células enteroendrécinas [159]
que sdo altamente especificas. Estas células atuam produzindo e liberando horménios para
auxiliar na manutencdo da homeostasia intestinal a partir da interacdo com antigenos dietéticos
e microbianos [160], enviando e recebendo sinais do sistema nervoso entérico [161]. Outras
células que sdo encontradas em baixas quantidades no epitélio intestinal, mas que
desempenham importantes funcGes de vigilancia sdo as Tuft Cells [162] devido a sua
capacidade de detectar parasitos e coordenar as defesas intestinais contra eles [163]. Apds a sua
ativagdo, essas células secretam vérias moléculas efetoras, como IL-25, leucotrieno Cs €
acetilcolina ao final da sinalizacdo celular vdo desencadear a resposta imune Th2 contra 0s
parasitos, a estimulacdo das células tronco [162] e a liberacdo de muco pelas células
caliciformes [163]. A atuacdo das Tuft Cells em parasitoses ja foi observada em infecgdes por
helmintos como Trichinella spiralis [164] e protozoarios, como Tritrichomonas rainier [165]

Outros tipos celulares sdo encontrados apenas na por¢éo inferior das criptas intestinais:
as células de Paneth, encontradas no intestino delgado, e as células semelhantes a Paneth no
intestino grosso e as células-tronco intestinais [166]. As células de Paneth tem importante

atuacdo na defesa do organismo, uma vez que 0s seus granulos citoplasmaticos contém



substancias antimicrobianas, como defensinas e lisozima [167]. Além disso, essas células
também participam da manutencao e regulacao da proliferacdo das células-tronco por meio da
secrec¢do de proteinas como Wnt3 e de fatores de crescimento [167,168] juntamente com outras
células intestinais [166] e sinais inflamatorios [169]. As células-tronco, por sua vez, apresentam
a importante funcdo de geracdo das demais celulas epiteliais. Em cada cripta sdo encontradas
de 12 a 16 células-tronco [170], que se dividem uma vez a cada 24h dando origem a células
progenitoras altamente proliferativas que realizam de 4 a 5 divisbes celulares até se
diferenciarem nas células epiteliais [171] citadas nesta sessdo. Sendo assim a atuacdo das
células-tronco sdo essenciais para a regeneracdo do epitélio lesado ap6s um quadro de
inflamacéo intestinal [169].

Por fim, sdo encontradas diversas células do sistema imune no intestino delgado. Ainda
no epitélio, podem ser observados linfocitos intraepiteliais, que também atuam na vigilancia
imunologica, migrando ao longo da membrana basal, onde promovem uma primeira linha de
defesa contra microrganismos luminais [172], e também participam da tolerancia imunoldgica
intestinal [173]. Por outro lado, os linfocitos intraepiteliais ja foram relacionados a inducéo de
colite em modelos experimentais [174]. Sendo assim, sabe-se que a atuacdo dessas células é
dependente da influéncia de fatores luminais, uma vez que quando o ambiente estd em
homeostasia, os linfécitos intraepiteliais apresentam baixa capacidade citolitica e produzem
citocinas reguladoras, mas durante injurias, eles passam a produzir citocinas pro-inflamatorias
e estimulam a morte de células epiteliais [151].

Na lamina propria intestinal sdo encontradas diversas linhagens de células imunes, como
macrofagos, mastdcitos, linfocitos B e T, células linfoides inatas (ILCs), entre outras [147]. E
interessante mencionar que a localizacéo dessas células pode diferir na ldmina prépria, como
0s macréfagos que sdo encontrados principalmente proximos ao apice dos vilos [142] e também
entre os diferentes segmentos intestinais. Por exemplo, a quantidade de mastocitos e ILC2 sao
maiores no duodeno e decrescem em direcdo ao ileo, por outro lado, a quantidade de ILC3 é
reduzida no duodeno e aumenta em direcdo ao ileo [147]. As ILCs se desenvolvem a partir de
um progenitor linfoide comum [175], porém, estas ndo expressam receptores especificos em
sua superficie como observado nos linfécitos T e B [176]. As ILCs sdo divididas em trés grupos,
que variam dos tipos 1 ao 3 [175] e cada um desses é responsavel pela secrecdo de citocinas
especificas, como IFN-y, TNF-a pelas ILC1, IL-4, 5, 13 pelas ILC2 e IL-17 e 22 pelas ILC3
[176]. Assim, essas células sdo consideradas as células T CD4+ da imunidade inata [177]. Mais
recentemente, foi descoberto que as ILC1 sdo capazes de secretar o TGF-p e assim auxiliar no

remodelamento do epitélio e da matriz intestinal [178]. Essa citocina esta envolvida na



manutencdo da homeostase intestinal [179], e as células que a expressam estdo naturalmente
presentes na lamina prépria e aumentam sua expressao diante de processos infecciosos [180],
impedindo respostas inflamatdrias destrutivas ao tecido [179]. Varios tipos de células
parenquimatosas e infiltrantes, como linfécitos, mondcitos, macréfagos [180] e mastdcitos
[181,182] podem secretar TGF-.

A maior populacdo de mastocitos é encontrada no trato gastrointestinal [181]. A
ativacdo dessas celulas leva a liberacdo dos produtos provenientes de seus granulos, como
proteases, histamina, serotonina, dopamina, TNF-a, IL-4, fator de crescimento endotelial
(VEGF), IL-1, IL-3, IL-6, TGF-B, diversas outras citocinas, quimiocinas ¢ fatores de
crescimento. Estes compostos liberados auxiliam na modulagdo da imunidade da mucosa, na
integridade epitelial [181], na diferenciacdo de linfocitos B [182], na regeneracdo tecidual
[183], entre outros. O seu papel na inflamacdo intestinal é contraditorio [184,185], contudo,
recentemente foi verificado que os mastocitos sdo capazes de migrar até o endotélio e
degranular, liberando seus mediadores pré-inflamatdrios diretamente na corrente sanguinea e
assim iniciar a infiltracdo de neutrofilos [186]. Esse processo também pode estar envolvido na
atracdo de outros leucdcitos, que sdo atraidos por substancias liberadas por mastécitos, como
eosindfilos, basofilos e linfocitos [187,188]. Por fim, essas células sdo importantes na
comunicacdo com o sistema enddcrino e 0 SNE [189,190]. No intestino, os mastocitos estdo
em contato direto com o0s nervos [191] e essa sua relacdo neuro-imune é bidirecional, uma vez
que algumas substancias produzidas pelos mastocitos atuam diretamente sobre 0s neurdnios,
por outro lado, essa liberacdo de mediadores pelos mastocitos é muitas vezes modulada por

neuropeptideos liberados dos neurénios do SNE [190].

SISTEMA NERVOSO ENTERICO

O sistema nervoso entérico esta distribuido desde o esdfago, estdmago e por todo o
intestino, sendo constituido por uma rede conectada de neur6nios que podem estar dispersos,
ou reunidos em ganglios que se organizam em plexos, que contém neurdnios, seus axonios e
células da glia entérica. Os ganglios do SNE sdo formados por um agrupamento de 3 ou mais
neurdnios e ndo sdo encapsulados, apresentam apenas uma cobertura descontinua composta por
uma fina ldmina basal, fibroblastos e fibrilas de coldgeno. Os plexos ganglionados sao
conhecidos como mientérico e submucoso sendo encontrados respectivamente entre as camadas
musculares e na tela submucosa (Figura 10). Por outro lado, os ndo ganglionados podem estar

presentes em toda a parede intestinal [192].



Plexo mientérico

Muscular circular

P W ' 19/ b g7y FPlexo submucoso
Muscular P K \X7 : ’ LN
longitudinal p y (A \\ B~

Artéria
submucosa

Muscular da
mucosa

Figura 10. Plexos ganglionados do sistema nervoso entérico. Esquema representativo do intestino delgado que

destaca a localizagéo dos plexos mientérico e submucoso. Adaptado de: Furness, 2012 [193].

Em humanos, séo encontrados de 200 a 600 milhdes de neurdnios no SNE [194], cuja
classificacdo tem sido avaliada nos Ultimos anos por diferentes técnicas morfoldgicas e [195] e
moleculares [196]. O circuito nervoso entérico mais basico consiste em um neurénio sensorial
que realiza sinapse com um neurdnio efetor, que pode ser inibitdrio ou excitatorio. Essa sinapse
pode ser direta ou através de um interneurénio [197].

Os neur6nios pertencentes ao plexo mientérico, também chamado de plexo de
Auerbach, atuam na regulacdo do relaxamento e da contracdo intestinal. J& neurénios
encontrados no plexo submucoso, conhecido como plexo de Meissner, realizam o controle do
fluxo sanguineo, e das fungdes e a secrecao das células epiteliais com base no ambiente luminal
[128]. Outro componente importante de ambos 0s plexos é a célula da glia entérica, que
participa na regulacdo de varias funcdes intestinais [198], em estados inflamatoérios [199,200]
e na sobrevivéncia neuronal [201].

Em relacdo a atividade dos neur6nios do SNE, é conhecida a expressdo de diversos
neurotransmissores, que podem ter funcdes inibitdrias ou excitatorias sobre as camadas
musculares e de mediadores quimicos que vao atuar na lamina propria e no epitélio intestinal
[128]. E comum encontrar um neurdnio secretando dois ou mais neurotransmissores, que S0
normalmente classificados como excitatorios ou inibitérios [202]. Exemplos de
neurotransmissores excitatorios sdo a acetilcolina [203] e a substancia P, que aumentam a
contracdo do musculo liso, as secrec¢des intestinais, a liberacdo de horménios e também dilatam
vasos sanguineos [128]. Os neurotransmissores inibitorios, apresentam efeito complementar.
Podemos citar o0 NO, que é secretado por neurdnios chamados de nitrérgicos, e o peptideo

intestinal vasoativo (VIP), secretado por neurdnios vipérgicos [204]. Em estudos com hamsters



ja foi detectada a presenca da coexisténcia de VIP e NO em uma pequena populacdo de
neurdnios mientéricos [205].

O NO é um neurotransmissor gasoso, portanto, para a marcagdo de neur6nios nitrérgicos
utiliza-se a isoforma neuronal da enzima o6xido nitrico sintase (nNOS) [206], que participa da
sintese de NO a partir da L-arginina [207]. Este, afeta varias fung¢Bes do intestino podendo
relaxar a musculatura lisa, regular o fluxo sanguineo por meio da vasodilatagdo e também inibir
a secrecdo de horménios e eletrolitos [208]. Recentemente, estudos verificaram que em animais
knockout para nNOS h& uma regulacdo positiva para a transcricdo de VIP, podendo ser um
mecanismo compensatorio que busca manter o equilibrio das vias inibitorias e excitatorias,
além de causar alteracbes morfoldgicas dentro do SNE [209]. O VIP, por sua vez, também
promove a vasodilatacdo, esta envolvido na proliferacdo de células caliciformes e na secrecao
de mucinas [210] e na regulacdo imunoldgica, sendo considerado um fator neuroprotetor [211]
que atua diretamente com células imunes, como ILC3 e os mastdcitos [212]. Os mastdcitos sao
encontrados proximos das terminagOes nervosas dos neurdnios sensoriais e autbnomos, onde
realizam uma comunicacdo bidirecional [212], essas células também podem produzir VIP e
este, promove a degranulacdo dos mastocitos, podendo levar a progressdo da sindrome do
intestino irritavel [213].

Além dos mastocitos, os macréfagos musculares também realizam uma comunicagéo
bidirecional com o SNE [213], uma vez que modulam o peristaltismo atuando sobre os
neurdnios e estes regulam o ndmero de macrofagos [214]. Recentemente, foram realizadas
descricdes acerca de macrdéfagos que auxiliam na regulacdo de atividades intestinais, como
secrecao intestinal e motilidade e que sdo encontrados préximos aos ganglios mientéricos e
submucosos, fibras nervosas, vasos sanguineos, células de Paneth e placas de Peyer [215]. Os
macrofagos musculares, normalmente, apresentam um fenétipo anti-inflamatorio, contudo ao
serem estimulados por padrdes moleculares associados a patdégenos ou em outras condicdes
inflamatorias, podem ativar o fenétipo pré-inflamatdrio [216,217]. Durante a inflamag&o
muscular, ha um aumento na quantidade de macrofagos, cuja acéo pode levar a degradacédo da
membrana basal que circunda os ganglios. Com o rompimento dessa barreira, 0 acesso de
células inflamatdrias ao plexo mientérico € facilitado, e esta interagdo pode acarretar em lesGes
neuronais [217], levando ao quadro de ganglionite, que ja foi observado em doencas
inflamatdrias intestinais [218].



JUSTIFICATIVA

A leishmaniose tegumentar € uma doenca que causa lesdes destrutivas e desfigurantes,
que afetam o hospedeiro de diversas formas, podendo levar ao comprometimento da pele e
mucosas do trato orofaringeo. Essa doenca afeta milhares de pessoas ao redor do mundo todos
0s anos, e o Brasil é um dos paises que mais apresenta novos casos.

A principal espécie causadora da doenca nas Américas é a L. (V.) braziliensis, unica
espécie ja encontrada em todos os estados brasileiros e que causa lesdes destrutivas e de dificil
tratamento e diagndstico. Esta espécie é a principal responsavel pelo desenvolvimento da forma
mucosa da doenca, que afeta principalmente a regido orofaringea e que causa lesbes destrutivas
e debilitantes, com o comprometimento das fun¢Ges normais do sistema respiratério.

Ja foi relatado anteriormente que a espécie de L. (V.) braziliensis pode ser disseminada
para outros 6rgdos e causar alteracdes histopatoldgicas. Além disso, em hamsters, foi descrita
a sua capacidade de, ndo apenas, migrar para as visceras ou outros locais da pele, mas de
permanecerem viaveis e capazes de se replicar. Ainda em 1996, Almeida disse “...the scarcity
of reports of ‘visceralization’ of L. braziliensis may be due to the few attempts that have been
made to isolate organisms from viscera...”, assim, o estudo de outros orgdos além daqueles
descritos na literatura se faz necessario para melhor entendimento da relacdo parasito-
hospedeiro e das consequencias sistémicas da infeccdo.

Estudos anteriores do nosso grupo de pesquisa ja demonstraram o0 acometimento
intestinal durante a infeccdo por L. (V.) braziliensis e por outras espécies que causam a forma
tegumentar da leishmaniose. Inclusive, demonstrando que o parasito pode ser disseminado para
o ileo e linfonodo mesentérico, onde causa diversas alteracfes morfoldgicas e celulares. Sendo
assim, o estudo de componentes estruturais, imunes e do sistema nervoso entérico foi realizado

para aprimorar o conhecimento acerca da infecgéo.

OBJETIVOS
GERAL

Avaliacdo do ileo de hamsters apos 90 ou 120 dias ap0s a infeccdo por diferentes cepas
de L. (V.) braziliensis.

ESPECIFICOS

Primeiro artigo
o Infeccdo utilizando 3 cepas de L. (V.) braziliensis - MHOM/BR/1975/M2903,
MHOM/BR/2003/2314 e MHOM/BR/2000/1655.



Avaliacdo de sinais clinicos dos animais, como a medida das patas, peso,
comportamento, alopecia, entre outros;

Quantificacao total e diferencial de leucécitos no sangue periférico;

Avaliacdo da histoarquitetura e da deposicdo de coldgeno no ileo de hamsters
infectadas com L. (V.) braziliensis;

Quantificacdo das diferentes populagdes celulares no ileo dos animais infectados;
Avaliacdo quantitativa e morfolégica dos neurdnios dos plexos mientérico e
submucoso do ileo;

Determinacdo dos niveis de NO e a atividade enzimética da mieloperoxidase e da
N-acetil-beta-D-glucosaminidase.

Segundo artigo

Infeccdo utilizando 2 cepas de L. (V.) braziliensis - MHOM/BR/2003/2311 e
MHOM/BR/2009/3476.

Avaliacdo da espessura da pata infectada;

Avaliacao da deposigdo de colageno no ileo de hamsters infectadas;

Quantificacdo da populacdo de mastocitos e da populacdo de células produtoras de
TGF-B no ileo dos animais infectados;

Determinacdo dos niveis de NO e da atividade enzimatica da mieloperoxidase e da
N-acetil-beta-D-glucosaminidase;

Avaliacdo quantitativa dos vasos sanguineos no ileo dos animais;

Avaliacdo quantitativa e morfologica dos neurbnios dos plexos mientérico e
submucoso do ileo;

Avaliacdo da area imunorreativa ao VIP.
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Leishmania (Viannia) braziliensis is one of the main causes of cutaneous leishmaniasis in
the Americas. This species presents genetic polymorphism that can cause destructive
lesions in oral, nasal, and oropharyngeal tracts. In a previous study, the parasite caused
several histopathological changes to hamster ileums. Our study evaluates immune
response components, morphological changes, and effects on neurons in the ileums of
hamsters infected by three different strains of L. (V.) braziliensis in two infection periods.
For the experiment, we separated hamsters into four groups: a control group and three
infected groups. Infected hamsters were euthanized 90- or 120-days post infection. We
used three strains of L. (V.) braziliensis: the reference MHOM/BR/1975/M2903 and two
strains isolated from patients who had different responses to Glucantime® treatment
(MHOM/BR/2003/2314 and MHOM/BR/2000/1655). After laparotomy, ileums were
collected for histological processing, biochemical analysis, and evaluation of neurons in
the myenteric and submucosal plexuses of the enteric nervous system (ENS). The results
demonstrated the increase of blood leukocytes after the infection. Optical microscopy
analysis showed histopathological changes with inflammatory infiltrates, edemas,
ganglionitis, and Leishmania amastigotes in the ileums of infected hamsters. We
observed changes in the organ histoarchitecture of infected hamsters when compared
to control groups, such as thicker muscular and submucosa layers, deeper and wider
crypts, and taller and broader villi. The number of intraepithelial lymphocytes and TGF-§3-
immunoreactive cells increased in all infected groups when compared to the control
groups. Mast cells increased with longer infection periods. The infection also caused
remodeling of intestinal collagen and morphometry of myenteric and submucosal plexus
neurons; but this effect was dependent on infection duration. Our results show that L. (V)
braziliensis infection caused time-dependent alterations in hamster ileums. This was
demonstrated by the reduction of inflammatory cells and the increase of tissue
regeneration factors at 120 days of infection. The infected groups demonstrated
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different profiles in organ histoarchitecture, migration of immune cells, and morphometry
of ENS neurons. These findings suggest that the small intestine (or at least the ileum) is a
target organ for L. (V.) braziliensis infection, as the infection caused changes that were
dependent on duration and strain.

Keywords: leishmaniasis, small intestine, inflammation, enteric nervous system, TGF-beta

INTRODUCTION

Leishmania (Viannia) braziliensis is one of the main species that
causes cutaneous and mucocutaneous leishmaniasis in the
Americas (Patino et al., 2020). In 2018, the World Health
Organization reported 253,435 new cases of cutaneous
leishmaniasis. More than 46,000 of these cases were in the
Americas (World Health Organization, 2020); 84% of these
cases occurred in Brazil (Pan American Health Organization,
2019), that is considered a “high burden country” for
leishmaniasis (World Health Organization, 2020). The disease
primarily affects poor segments of the population and results
in negative social and economic impacts (Ministério da
Saude, 2017).

The diversity of clinical forms of leishmaniasis caused by L.
(V.) braziliensis and disease severity are related to the immune
system (Fernandes et al, 2016), genetic factors, the clinical
condition of the host (Quaresma et al.,, 2018), and the
inoculum (Ribeiro-Roméo et al.,, 2014) and strain of the
parasite (Vieira et al., 2019); this species presents high levels of
genetic polymorphism (Patino et al, 2020). Different strains
found in the same region can cause different clinical forms
(Guimaraes et al., 2016; Quaresma et al., 2018; Rugani et al,
2018) and therapeutic responses (Fernandes et al., 2016; Gagini
etal., 2017), even in the same patient (Hoyos et al., 2019). Lesions
are destructive and principally affect the skin and mucus
membranes in the oral, nasal, and oropharyngeal tracts
(Ministerio da Saude, 2017; Concei¢do-Silva and Morgado,
2019). Furthermore, studies have reported the occurrence of
lesions in the eye (Cruz et al., 2017) and larynx (Silva et al., 2017).
The DNA of the parasite has also been detected in bone
marrow of immunocompromised patients (Gontijo et al., 2002;
Silva et al., 2002).

Studies have reported the presence of amastigotes of the
parasite in spleens, lymph nodes (Almeida et al., 1996; Gomes-
Silva et al., 2013; Ribeiro-Romao et al., 2014), and livers (Barral
et al., 1996) of animals infected with L. (V.) braziliensis. In
chronically-infected hamsters, our research group detected the
DNA of the parasite in ileums and mesenteric lymph nodes,
amastigotes in the ileums, and alterations to intestinal
architecture (Santos et al., 2018b). Hamsters are good models
for L. (V.) braziliensis infection research, as they develop lesions
(De Oliveira et al., 2004; Gomes-Silva et al., 2013), clinical and
histopathological manifestations (Almeida et al., 1996; Gomes-
Silva et al,, 2013), and immune responses (Ribeiro-Romdo et al.,
2014) that are similar to those observed in human leishmaniasis.
With hamsters, the parasites can migrate to the viscera or other
skin sites, where the parasites replicate (Almeida et al., 1996).

The effect of Leishmania infection in the gastrointestinal tract
is the topic of studies that evaluated different segments of the
intestine of dogs (Figueiredo et al., 2014; Silva et al., 2016; Silva
et al., 2018) and rodents (Souza et al., 2019; Lewis et al., 2020;
Passos et al., 2020) with visceral leishmaniasis (VL). In human
VL, the presence of amastigote forms in intestinal tissues may be
related to episodes of diarrhea (Baba et al.,, 2006; Soria Lopez
et al., 2016; Raina et al., 2017) or not (Chattopadhyay et al.,
2020). The findings have reported higher villi and moderate
inflammatory infiltrate composed mainly of mononuclear cells
in the lamina propria of the duodenum (Chattopadhyay et al.,
2020) and mild ulcers in the colon (Baba et al., 2006).

The intestine is the largest immune organ in mammals; it
helps to maintain the equilibrium of the organism (Chassaing
et al,, 2014). The ileum is the final segment of the small intestine
and plays an important role in its immunity. The ileum has more
Peyer patches (Mowat and Agace, 2014), the highest
concentration of Paneth cells (Santaolalla et al., 2011; Mowat
and Agace, 2014), lymphoid aggregates (Mowat and Agace,
2014), which may be related to the highest number of bacteria
in this portion of the intestine (Santaolalla et al., 2011).
Specialized cells (e.g., enterocytes, goblet cells, Paneth cells, and
enteroendocrines) in its epithelium participate in the innate
immune response. These cells secrete substances with various
functions, such as glycoproteins, antimicrobial substances,
cytokines, and hormones. The lamina propria has a high
quantity and variety of immune cells, such as mast cells,
macrophages, dendritic cells, and lymphocytes, among others
(Abbas et al., 2017). Epithelial cells and the innate and adaptive
immune systems interact with the ENS to promote immune
tolerance, defense, and organ regeneration (Jacobson et al., 2021).

The ENS sends and receives nerve impulses from other
organs and is responsible for digestion, motility (Yoo and
Mazmanian, 2017), and maintenance of intestinal homeostasis
(Drokhlyansky et al., 2020). Studies have shown that the intestine
is affected by L. (V.) braziliensis infection (Santos et al., 2018a;
Santos et al., 2018b) thus, evaluating the effects of the infection
from different parasite strains on histoarchitecture and immune
response of the organ and ENS are essential for the
understanding of the complex Leishmania-host relationship.
As in previous studies we detected changes in the ileum
(Santos et al., 2018a; Santos et al., 2018b), we carried out this
research to confirm that the intestine is a target organ for
infection by L. (V.) braziliensis. Thus, the objective of this
work was to evaluate some components of the immune
response, morphological and neuronal alterations in this organ
of hamsters infected by other three different strains of the
parasite at two different periods.
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MATERIALS AND METHODS

Ethics Statement

The animal studies were previously approved by the Ethical
Committee on Animal Use of the Universidade Estadual de
Maringa (UEM) under protocol number 7587260416.

Parasites

For the infection, we used three different strains of L. (V.)
braziliensis: The World Health Organization reference strain
MHOM/BR/1975/M2903 (2903) and two strains isolated from
patients treated at the Laboratorio de Ensino e Pesquisa em
Analises Clinicas (LEPAC/UEM). The two strains from UEM
came from patients who had different responses to Glucantime®
treatment. The patient who was infected with the MHOM/BR/
2003/2314 (2314) strain showed good therapeutic response with
complete lesion regression after the first treatment. The MHOM/
BR/2000/1655 (1655) strain was isolated from a patient whose
infection was considered resistant by reactivation of the
previously-healed lesion. These isolates were cultured,
cryopreserved, and identified by the Oswaldo Cruz Institute,
Rio de Janeiro, Brazil (Fernandes et al., 2016).

Experimental Design and Infection

For the infection, we used promastigotes in the stationary growth
phase from the fifth in vitro passage. The parasites were
cryopreserved in the Leishmaniasis Laboratory of UEM. For
culture they were thawed and reactivated. They were then kept in
a culture of 199 medium (Gibco Laboratories®, Grand Island,
USA) and supplemented with 1% human urine, 10% fetal bovine
serum, and 1% L-glutamine. For infection preparation, the
hamsters were anesthetized with a combination of ketamine
(Francotar®-Virbac Animal health) and xylazine (Calmiun
Agener-Union Animal Health).

We used 48 female hamsters (Mesocricetus auratus) (21-day-
old). The hamsters were randomly separated into four groups
(n = 12/group): the control group and three groups inoculated
with different isolates of L. (V.) braziliensis. The control group
received an intradermal injection of 100 ul of phosphate-buffered
saline (PBS) in the left hindpaw. The infected group received an
intradermal injection of each isolate (2x107/100 pl) in the left
hindpaw. Once a week, both paws were measured using a digital
pachymeter and analyzed for edema and lesions. The hamsters
were weighed before infection and before euthanasia.

The hamsters were kept in a temperature-controlled
environment with a light/dark cycle (12/12 hr). To avoid
external contamination, we housed the animals in individually
ventilated cages with autoclaved wood shavings and filtered air
and water. Food and water were available ad libitum. The
hamsters were euthanized 90- or 120-days post infection, thus
forming a total of eight groups. For all experiments, we used 4-6
animals per group.

Euthanasia and Tissue Collection

Before euthanasia, blood samples were collected from the retro
orbital sinus and total leukocytes were counted using a Neubauer
chamber. The differential leukocyte count was determined in

blood smears (May-Griinwald-Giemsa staining technique) using
light microscopy. The data is represented in box plots (median
with 25 to 75 percentile), whiskers (2.5 to 97.5 percentile), and
mean (+).

The hamsters were euthanized under deep anesthesia. We
then performed the laparotomies and collected and measured the
ileums. Approximately 1 cm of the ileum was collected for
histology. The ileum samples were fixed in buffered
paraformaldehyde, dehydrated, diaphanized, and embedded in
paraffin. One segment (0.5 cm) was used for biochemical analyses;
this fragment was washed with PBS, frozen in liquid nitrogen, and
stored in a freezer at -80°C. A different segment (2 cm) was used
for the evaluation of enteric neurons. This segment was fixed in
4% paraformaldehyde and immersed in the same fixative solution
for 3 hours at room temperature. It was then opened along the
mesenteric border, washed twice for 10 minutes with PBS, and
stored in PBS with 0.08% sodium azide at 4°C.

Histological Processing and
Immunohistochemistry

To evaluate ileum morphology and cellularity, sets with semi-
serial 5 pm transverse histological sections were prepared and
stained using different techniques. Histopathological evaluations
and morphometric analyses of ileal walls, enterocytes, and
intraepithelial lymphocytes (IELs) were performed on sets
stained with hematoxylin and eosin (HE) (Santos et al., 2018b;
Passos et al., 2020). Goblet cells producing different mucins were
counted in Alcian blue pH 1.0 (AB 1.0), Alcian blue pH 2.5 (AB
2.5), and periodic acid-Schift (PAS) stained sets (1; Santos et al.,
2018b). Total mast cells were counted with the toluidine blue
technique (Yu et al., 2016; Pastre et al., 2019), and collagen fibers
were analyzed in picrosirius red (Pastre et al., 2019; Panza
et al., 2021).

The immunohistochemistry technique was used to label
TGF-B and Leishmania amastigotes, as described by Santos
et al. (2018b). Briefly, the slides were separately exposed to
primary anti-Leishmania (1:200 dilution) produced in infected
L. (L.) amazonensis mice and purified with intestines of healthy
hamsters (Santos et al., 2018b) and anti-TGF-B (1:100 dilution;
Thermo Fisher Scientific, Rockford, IL, EUA) antibodies. After
incubation with the primary antibody, the sets were incubated
with horseradish peroxidase polymer conjugate (Life
Technologies Corp., Frederick, MD, USA) and stable DAB
(Invitrogen' ", Carlsbad, CA, USA), counterstained with
Mayer’s hematoxylin, and mounted with coverslips. A brown
color in the sets indicated a positive reading.

Morphometric Analyses

Motic Images Plus (version 2.0) software was used to measure
ileal walls and enterocytes. For these analyses, images were
captured with a digital camera (Moticam 2000, 2.0 Megapixel)
coupled to an optical microscope (MOTIC B5). Morphometries
of ileal walls were performed in 16 images captured with a 10x
objective lens. We performed 64 measurements of each of the
following parameters for each animal: total thickness of intestinal
walls, muscular tunics, and submucosa; widths and depths of
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crypts (Figure 1). The heights and widths of villi were measured
using the same images. The base, middle, and apex of villi were
measured first, and then the average of these values resulted in
the final value (Santos et al., 2018b; Passos et al., 2020). For each
animal, the heights and widths of 80 enterocytes and their
respective nuclei were measured in images captured with a
100x objective lens (Santos et al., 2018b).

Image-Pro® Plus (version 4.5.0.29) software was used for the
evaluation of collagen fibers and HuC/HuD immunostaining
neurons. In the slides stained with picrosirius red, 16 images
were captured with a 20x objective lens in a light microscope
(Olympus BX50 - Minato-Ku, Japan) with the use of a polarizing
filter (Olympus U-POT, Japan) for measurement of type I and IIT
collagen fibers. We captured 16 images without the polarizer for
the measurement of total fibrillar collagen (um?) (Pastre et al.,
2019; Panza et al., 2021).

Cell Counting

For the quantification of goblet cells, IELs, and mast cells, we
used a Nikon Eclipse E200 optical microscope. Using the 40x
objective lens, we counted the number of IELs and goblet cells in
2,560 epithelial cells of each hamster (160 epithelial cells/
quadrant/cut). For statistical analysis, we calculated the ratio to
100 epithelial cells (Santos et al., 2018b). Total mast cells were
counted in 100 microscopic fields using the 100x objective lens
(Pastre et al., 2019). From ileal mucosa and submucosa, TGF-f3-
immunoreactive cells (TGF-B-IR) were counted in 16 images
captured by an Olympus CX31 microscope attached to a digital
camera (Moticam 2000, 2.0 Megapixel). Quantities of mast cells
and TGF-B-IR cells in 1 mm* were calculated.

Leishmania Amastigote Analysis

From each hamster, four histological sections stained with HE
were analyzed to verify amastigote forms. The positive hamsters
had their histological slides submitted to immunohistochemistry
with anti-Leishmania antibodies. Five immunostained tissue
sections were examined for the presence of extra- or
intramacrophagic amastigote forms. Positive (sections of
popliteal lymph nodes) and negative controls (sections without
the primary antibody) were used.

Biochemical Analyses

Fragments of the ileum were homogenized with PBS (4mM) and
centrifuged. The supernatant was then used for the measurement
of nitric oxide (NO) and evaluation of enzyme myeloperoxidase
(MPO) activity. The pellet was resuspended in PBS with
hexadecyltrimethylammonium bromide (8mM), homogenized,
and centrifuged to measure the enzymatic activity of N-acetyl-B-
D-glucosaminidase (NAG). All analyses were performed in
duplicate in a 96-well microplate, and their absorbances were
measured in a microplate reader (Spectra Max Plus).

For the measurement of MPO, 10 uL of the sample reacted
with the o-dianisidine solution (16.7 mg O-dianisidine
dihydrochloride, 90 ml double-distilled water, 10 ml PBS, and
50 ul of 1% H,0,) for 5 minutes with protection from light. The
enzymatic reaction was stopped by the addition of acetate
solution, and the reading was performed at 450 nm. The
results were expressed in optical density (OD).

The estimation of NO was performed indirectly by the
determination of nitrite (NO*) with the Griess method. 50 uL
of the sample was incubated with Griess solution (1%

FIGURE 1 | Schematic representation of the measurement of (A) muscular layers, (B) submucosa, total wall, depth and width of the crypts, and (C) height and
width of the villi. Were performed 64 measurements of each parameter for each animal. To obtain the width of the villi, the base, middle, and apex were measured
and then the average of these values resulted in the final value (HE staining, 20x magnification, scale bar = 100 ym, Olympus CX31).
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sulfanilamide in 5% phosphoric acid, and 0.1% N-1-
naphthylethylenediamine dihydrochloride in water) at room
temperature. The NO concentration was calculated based on
the sodium nitrite standard curve. The absorbance was measured
at 550 nm; the results were expressed in UM concentration of
NO™~.

Finally, the measurement of NAG enzymatic activity was
performed with a 25 UL sample that remained incubated for 1
hour at 37°C with a citrate buffer and NAG solution (1.14 mg of
p-nitrophenyl-N-acetyl-B-D- glucosamine in distilled water).
Before the reading at 405 nm, glycine buffer was added. The
result was expressed in OD/g of wet tissue.

Neuron Counting and Morphometry

Small fractions of ileums were dissected under stereomicroscopy
to obtain whole mount preparations of enteric plexuses. To mark
the total population of HuC/HuD neurons, whole mounts of
myenteric and submucosal plexuses were washed 3 times for 5
minutes with PBS (0.1M pH 7.4) and incubated separately in
microtubes with an antigen blocking solution containing 3%
bovine serum albumin (BSA; Sigma, St. Louis, MO, USA) and
0.1% Triton X100 (Sigma, St. Louis, MO, USA) diluted in PBS for
1 hour at room temperature. After this, the membranes were
incubated in a solution containing the primary mouse anti-HuC/
HuD (1:300; Molecular Probes, Eugene, OR, USA) antibody, 3%
BSA, and 0.1% Triton X100 diluted in PBS for 48 hours under
stirring at room temperature. After this period, the samples were
washed 3 times for 5 minutes with PBS and incubated in a
solution containing the secondary Alexa Fluor 488 donkey anti-
mouse antibody (1:300; Molecular Probes, Eugene, OR, USA),
3% BSA, and 0.1% Triton X100 diluted in PBS for 2 hours at
room temperature under agitation and protection from light.
Then, the membrane preparations were washed 3 times for 5
minutes in PBS, mounted on glass slides with Prolong
Gold Antifade (Molecular Probes, Eugene, OR, USA), and
stored at 4°C (light-protected).

The counting of HuC/HuD-immunoreactive neurons from
myenteric and submucosal plexuses was performed on 32 images
captured randomly with a 20x objective lens in all areas of the
ileum circumference using the FSXBSW Image Browser
integrated in an Olympus FSX100 light microscope (Olympus,
Tokyo, Japan) with immunofluorescence filters. In the
submucosal plexus, we counted the neurons inside and outside
the ganglia and the total number of ganglias. These results were
expressed in cells/mm? The areas of 100 neurons (um?®) of
submucosal and myenteric neurons per animal were measured
in the same images. For both analyses, we used Image—Pr0® Plus
(version 4.5.0.29) software.

Statistical Analysis

The statistical analyses were performed using the data of the
individual animals and were determined based on the data
distribution, which was verified using the Shapiro-Wilk or
D’Agostino Pearson tests (BioEstat 5.3 software). Comparisons
between the groups were verified with two-way analysis of
variance (ANOVA) followed by Tukey’s multiple-comparison
test or Fisher’s post hoc test; the Kruskal-Wallis test followed by

Dunn’s pos hoc test was also used (GraphPad Prism 8.0.1
software). We compared the control groups to the infected
groups in the two experimental periods (90 or 120 days) and
the 90-day infected group to the 120-day group. Values of p <
0.05 were considered statistically significant.

RESULTS

Clinical Signs

The infection was confirmed by the development of the lesion at
the site of inoculation of the parasite, therefore, only animals
with lesions on the left hindpaw were used. Body weight,
consistency of feces, and appearance of hair did not change
during the experimental period when compared the groups.
Edema was observed in infected paws in the first days after
infection. The lesions started to appear between the third and
fourth week after infection and no statistical differences were
observed among the infected groups. All infected hamsters
showed difficulty in mobility due to lesion progression (Figure 2).

Infection Increased Leukocytes in
Peripheral Blood

Global leukocyte counts increased in all infected groups (90
days) when compared to control group (2903: p = 0.007; 2314:
p = 0.033; 1655: p = 0.039). In differential leukocyte counts, we
observed an increase in neutrophils (p = 0.029), lymphocytes (p <
0.03), and monocytes (p < 0.001) in the 2903 group at 90 days of
infection when compared to the control group. When compared
to the control group, monocyte quantities were also significantly
higher at 120 days of infection in the 2903 group (p = 0.034) and
90 days in the 2314 group (p = 0.012); 1655 group presented p =
0.058 when compared to the CG. Lymphocytes also increased in
the 1655 group at 90 days of infection when compared to the
control group (p = 0.046); but lymphocyte numbers decreased
between 90 and 120 days of infection for this group (1655; p =
0.029) (Figure 3).

After Infection, Intestinal Walls Were
Thicker, Crypts Were Deeper and Wider,
and Villi Were Longer and Wider

Ileums showed no significant macroscopic changes after
infection. However, we measured intestinal walls to analyze the
morphology of the organ and significant changes were found.
We observed thicker muscular layers in groups 2903 and 2314 in
both infection periods when compared to the control groups (p <
0.001). In groups 2903 and 2314, increases of approximately 20%
and 29% of total muscle thickness were observed at 90 and 120
days of infection, respectively, when compared to the control
groups. Group 1655 had values similar to the control group, with
the exception of an increase to longitudinal layers at 90 days (p =
0.003). Submucosal layers were thicker in all infected groups and
increased by an average of 25% at 90 days (2903 and 2314:
p < 0.001; 1655: p = 0.023) and 42% at 120 days of infection
(p < 0.001) and when compared to the control groups (Figures 4
and 5).
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FIGURE 2 | Images (A-C) represent the evolution of the paw lesion after the infection by L. (V.) braziliensis (MHOM/BR/2000/1655 strain): (A) initial edema, (B) initial
lesion, (C) ulcerated lesion. (D) Represents the evaluation of the clinical course of lesions through the 120 days following the infections. The size of the lesions was
measured with a digital pachymeter by evaluating the dorsal-ventral thickness of the infected paw (mm). *p < 0.05; **p < 0.001 when compared the infected groups
to the respective control. (E) Demonstrates the body weight (g) of the hamsters before parasite inoculation and at 90- and 120-days post infection (n = 4). CG, control
group. 2903: group infected with MHOM/BR/1975/M29083. 2314: group infected with MHOM/BR/2003/2314. 1655: group infected with MHOM/BR/2000/1655.

Crypts of group 2314 in the two infection periods and groups ~ compared to the control groups (p < 0.001). We recorded an
2903 and 1655 at 120 days were deeper and wider than in control ~ average increase of 16% and 35% in height and 15% and 22% in
group hamsters (p < 0.001). Total organ wall size in groups 2903~ width at 90 and 120 days of infection, respectively, when
and 2314 increased in both experimental periods when  compared to the control groups (p < 0.001). Thus, infection
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FIGURE 3 | Global and differential leucocyte counts in peripheral blood in hamsters infected with three strains of L. (V.) braziliensis for 90 and 120 days. Data is
represented in box plots (median with 25 to 75 percentile), whiskers (2.5 to 97.5 percentile), and mean (+) (1 = 4). *p < 0.05; **p < 0.01; **p < 0.001. CG, control
group. 2903: group infected with MHOM/BR/1975/M2903. 2314: group infected with MHOM/BR/2003/2314. 1655: group infected with MHOM/BR/2000/1655.
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duration seemed to be a determining factor in organ response
(Figures 4 and 5).

The Infection Caused Morphometric

and Quantitative Changes to Epithelial
Cells in Hamster lleums

We measured enterocytes to verify the impacts of the infection
on epithelial cells in the ileum. Enterocytes are the most
abundant cell type in the intestinal epithelium. As shown in
Figure 6, enterocytes increased in height (p < 0.05) and
decreased in width (p < 0.05) in all infected groups when
compared to the controls. We observed increases to the nuclei
of these cells only in group 2314 (in both infection periods)
when compared to the respective controls (p < 0.001). For group
2314, the longer infection period (120 days) resulted in a
29% increase to nuclei size when compared to the 90-day
group (Figure 6).

In goblet cell quantification, we observed a 41% increase
in the number of sulfomucin producers (AB 1.0; p = 0.028)
and a 38% reduction in the neutral producers (PAS; p = 0.003)
in group 1655 that were infected for 120 days when
compared to the 90-day group. The 1655 group reduced
the PAS goblet cells when compared to the 2314 group
infected by 120 days (p = 0.007). No alterations were
observed in the goblet cells that produce sialomucins (AB 2.5;
p > 0.1) (Figure 7).

e
T T T
120 days 90 days 120 days

FIGURE 4 | Morphometry of wall, villi, and crypts of ileums of hamsters infected by L. (V.) braziliensis for 90 or 120 days (um). Data represented in box plots (median
6). *p < 0.05; *p < 0.01; **p < 0.001. CG, control group. 2903: group infected with
MHOM/BR/1975/M2903. 2314: group infected with MHOM/BR/2003/2314. 1655: group infected with MHOM/BR/2000/1655.

Intraepithelial Lymphocytes and
TGF-B-Immunoreactive Cells

Increased After Infection

When compared to the control, we observed an average increase
of IELS of approximately 70% in the groups infected for 90 days
(p < 0.001) and of 36%, 74%, and 51% in hamsters infected for
120 days in groups 2903 (p = 0.013), 2314 (p < 0.001), and 1655
(p < 0.001), respectively. Mast cell quantities significantly
increased in the 2314 (p = 0.002) and 1655 (p < 0.001) groups
at 120 days of infection when compared to 90 days. The number
of TGF-B-IR cells increased in all infected groups when
compared to the control groups (90 days - 2903: p = 0.009;
2314: p = 0.003; 1655: p = 0.012; 120 days - 2903: p = 0.020; 2314:
p = 0.001; 1655: p = 0.009). The two-way ANOVA analyses
revealed a significant main effect for the time [F(; 49y = 16.5, p <
0.001] and infection [F(340) = 24.2, p < 0.001] in IELs; for the
time [F(; 40) = 26.3, p < 0.001] in mast cells; and for the infection
[Fias = 9.02, p < 0.001] in the TGE-B-IR cells (Figure 8).
Infection and Experimental Duration Affect
Collagen Fiber Remodeling

To understand the effects of the infection on the ileum cellular
matrix, we used histochemistry to evaluate the areas occupied by
collagen fibers. Hamsters from group 2903 showed higher total
fibrillar collagen at 120 days of infection than at 90 days (p <
0.001). At 120 days of infection, group 2903 had higher total
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fibrillar collagen than all other groups in the experiment (p <
0.001). The two-way ANOVA demonstrated a significant main
effect for the time [F(; 40) = 4.70, p = 0.036] and infection [F(3 40) =
3.35, p = 0.028] without interaction between the variables. At 90
days of infection, type I collagen fiber decreased in 2903 (p = 0.015),
2314 (p =0.001) and 1655 (p < 0.001) groups when compared to the
control. Hamsters in groups 2903 (p = 0.039) and 2314 (p = 0.012)
had reductions in type III collagen fiber at 90 days of infection when
compared to the controls, but type III fibers increased for both
groups in the period between 90 to 120 days of infection (2903: p =
0.015; 2314: p = 0.008). In the type III collagen fibers was observed
the interaction between the variables [F; 40 = 4.34, p = 0.009] by
two-way ANOVA; while the type I demonstrated a significant main
effect only for the infection [F; 49y = 4.06, p = 0.013] (Figure 9).

Presence of Amastigotes and
Inflammatory Changes in lleums of
Infected Hamsters
As demonstrated in Table 1 after 120 days of infection, NO levels
in hamster ileums in group 1655 were higher than in the control
group. We observed an increase in myeloperoxidase enzyme
activity in group 2903 when compared to group 1655 at 90 days
of infection; the opposite was observed for NAG enzymatic activity.
Figure 10 shows an infiltration of mononuclear cells in the
mucous layer formed mostly by lymphocytes, plasmocytes, and
(to a lesser extent) polymorphonuclear leukocytes. In addition,
we observed signs of inflammatory infiltrates in mucosa,
submucosa and in crypts, and edemas in villi. Our findings of
immune cells inside and around ganglia suggest that ganglionitis
and periganglionitis could be correlated with changes observed
in the ENS. While using hematoxylin and eosin staining, we also
found forms that suggested amastigote presence; this presence
was later confirmed by immunohistochemistry.

The Infection Caused Morphometric
Changes in Neurons in the Myenteric

and Submucosal Plexuses

No quantitative changes in neurons or ganglias were observed in

the evaluation of total neuronal populations (immunostained
analysis with HuC/HuD) (Table 2).

In the myenteric plexus, the bodies of neurons in groups 2314
(p = 0.023) and 1655 (p < 0.001) at 90 days of infection were
larger than the controls. However, significant reductions to
cellular bodies were recorded thereafter (2314: p = 0.014; 1655:
p < 0.001); at 120 days after infection, the cellular body sizes of
infected groups were similar to the control groups. However,
neuronal body sizes in the submucosal plexus at 120 days of
infection decreased by approximately 15% in group 2903, 30% in
2314, and 26% in 1655 when compared to the 120 days control
group (p < 0.001) (Figure 11).

DISCUSSION

Due to the clinical/epidemiological importance (Ministerio da
Saude, 2017; Concei¢do-Silva and Morgado, 2019; World Health
Organization, 2020) of the disease and its ability to use genetic
diversity to create more aggressive forms (Guimardes et al., 2016;
Rugani et al., 2018), our study evaluated the changes in hamster
ileums at 90 days and 120 days of infection from one reference
parasite strain and two clinically-isolated strains.

In infection-related lesions, different L. (V.) braziliensis
strains have presented different biological behaviors (Rego
et al.,, 2018) and cytokine and chemokine gene expressions in
skin lesions in hamsters (Régo et al, 2019). For example, in
BALB/c and C57BL/6 mice, different profiles of inflammatory
infiltrates in livers and spleens were found with or without the
presence of parasite (Pereira et al., 2009). Fernandes et al. (2016)
demonstrated various cytokine expressions and macrophage-
infectivity rates in in vitro experiments with the same strains
used in our study.

Almeida and collaborators Almeida et al. (1996) reported the
presence of L. (V.) braziliensis species in the spleens and livers of
hamsters that could multiply in situ, which enables the
production of secondary metastatic visceral lesions from a
primary skin lesion (the reverse could also be possible). We
found some Leishmania amastigote forms in infected hamster
ileums with all strains analyzed in our study. The changes
observed in this specific organ cannot be solely linked to the
presence of the protozoan, but as a systemic consequence of
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and PAS staining, 40x magnification, scale bar = 15 um, Olympus BX50). CG, control group. 2903: group infected with MHOM/BR/1975/M2903. 2314: group
infected with MHOM/BR/2003/2314. 1655: group infected with MHOM/BR/2000/1655.

infection. Pereira et al. (2009) also reported changes to livers and
spleens of mice infected with different L. (V.) braziliensis strains,
and Passos and collaborators Passos et al. (2020) demonstrated
changes to hamster colons infected with L. infantum.

Increases of blood leukocytes confirmed the systemic effects
of infection and necessity for mobilization of these cells to the
site of initial infection and possibly other organs, such as the
intestine. The presence of inflammatory infiltrates and increases
to submucosa, muscular layers, and villi in the present study
and other research (Gois et al., 2016; Santos et al., 2018a; Santos
et al,, 2018b) support this hypothesis. These effects enable the
presence of the parasite in other organs, as defense cells
maintain viable parasitic forms in the interior and are used
as vehicles of the parasite to infect macrophages (Bogdan,
2020). When migrating from the infection site to the lymph
nodes, macrophages and other immune cells can transport the
parasite to other organs via the lymphatic system, as evidenced
by the presence of amastigote forms in the popliteal lymph

and the DNA of the parasite in mesenteric lymph nodes of
hamsters chronically-infected with L. (V.) braziliensis (Santos
et al., 2018b).

The inflammatory infiltrates observed in the lamina propria
of infected hamsters mainly contained mononuclear cells, similar
to observed in the duodenum of a patient infected by L. donovani
(Chattopadhyay et al., 2020). At 120 days of infection, decreases
were observed in various parameters of the intestinal wall and
blood leukocytes when compared to groups infected for 90 days.
This might be a natural part of the aging process, as this
reduction was also seen in the control groups.

Ganglionitis and periganglionitis have been reported in
hamsters infected with L. (V.) braziliensis (Santos et al., 2018b)
and L. infantum (Passos et al., 2020), but our article is the first to
numerically and morphometrically evaluate the neurons of both
ENS plexuses. The infiltration of immune cells in the ganglia can
lead to neuronal degeneration and consequently cause cell
dysfunction and loss (De Giorgio et al., 2004). However, the
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neuroplastic response to inflammation enables intestinal
homeostasis (Mawe et al., 2009).

Hypertrophy of neuron bodies in the myenteric plexus at 90
days of infection suggests an increase in their metabolic activity;
this acts as a mechanism of adaptation to adverse conditions
suffered by these cells (Aratjo, 2015; Trevizan et al., 2019). Such
alterations can interfere with intestinal motility and consequently
lead to an increase in muscle layers, as this plexus is responsible for
the coordinating movements of intestinal relaxation and
contraction (Nezami and Srinivasan, 2010; Machado et al., 2021).
This relationship has been observed with other protozoa (Araujo,
2015; Machado et al,, 2021). At 120 days of infection, we observed
reduction in neuronal bodies and muscle layers in group 1655; this
may be related to more acidic mucus, and consequently, more fluid
and easier secretion (Gois et al., 2016).

The increase in immune cells and the presence of edemas in
the mucosal and submucosal layers contributed to the thickening
of both layers in the ileal wall. The migration of these cells may
have contributed to reductions to the body sizes of submucosal

neurons in all infected groups at 120 days of infection. These data
corroborate with those of other authors (da Silva et al., 2017;
Schneider et al.,, 2018) who demonstrated that submucosal
neurons are directly affected by intestinal inflammation. The
submucosal plexus controls the function of epithelial cells via the
lumen (Nezami and Srinivasan, 2010), chemical stimuli, and
distension of intestinal mucosa (Christofi, 2008). The loss of
normal functions of these neurons can cause dysfunction in
intestinal permeability and secretion. We evaluated the total
population of neurons (marked by HuC/HuD); other markers
can also be used to detect possible changes in specific neuronal
populations and ENS components.

The increase in cellularity in the lamina propria occurred
together with large increases of IELs, demonstrating the
attraction of immune cells to the epithelium (Santos et al.,
2018a; Santos et al., 2018b). This effect corroborates with the
previously discussed changes in submucosal neurons. IELs can
play a protective role on enterocytes in the maintenance of
epithelial integrity (Hu and Edelblum, 2017), an effect typically
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TABLE 1 | Biochemical analyses of the ileums of hamsters infected with different L. (V.) braziliensis strains at 90 and 120 days of infection.

NO (uM) MPO (OD) NAG (OD/g of wet tissue)
CG 47.41 + 8.03 0.19 + 0.02 23.23 + 0.53
90 2903 57.25 + 4.59 (0.24 + 0.02) (19.37 + 2.01)
days 2314 68.29 + 8.72 0.20 + 0.03 2517 + 2.52
1655 5831 + 13.27 (0.14 + 0.02)* (28.52 + 1.85)*
cG (31.02 + 6.20) 0.12 + 0.02 17.87 +2.72
120 2903 5132 +12.85 0.17 + 0.03 21.71 + 4.13
days 2314 38.76 + 13.26 0.15 + 0.06 2228 + 2.25
1655 (66.51 + 17.34)" 0.15 + 0.03 21.76 + 2.42

The data are expressed as mean = SE (n = 4). *p < 0.05 comparing 1665 to CG at 120 days. "p < 0.05 comparing 1655 to 2903 at 90 days. CG, control group. 2903: group infected with
MHOM/BR/1975/M2903. 2314, group infected with MHOM/BR/2003/2314. 1655, group infected with MHOM/BR/2000/1655. NO, nitric oxide dosage; MPO, enzymatic activity of
myeloperoxidase; NAG, enzymatic activity of N-acetyl-B-D-glucosaminidase; OD, optical density.

associated with inflammatory intestinal diseases (Mahadeva
et al,, 2002; Ahn et al., 2014; Sergi et al., 2017). Passos and
collaborators (2020) found similar results in hamster colons after
four months of L. infantum infection. In infected hamsters, we

observed deeper crypts, longer and larger villis, and an increase
of TGF-B-IR cells (a cytokine that controls growth and
differentiation of enterocytes) (Sangild et al., 2009). These
effects suggest there was a large proliferation of epithelial cells
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FIGURE 10 | Photomicrograph of cross-sections of the ileum of hamsters infected by L. (V.) braziliensis. (A) Presence of inflammatory infiltrates in the intestinal wall
and in the crypts (HE staining, 10x magnification, scale bar = 100 pm; Olympus CX31). (B) Higher magnification of image A (HE staining, 40x magnification, scale
bar = 25 pm; Olympus CX31). (C-E) Inflammatory cells within and close to the myenteric and submucosal ganglia, suggestive of ganglionitis and periganglionitis (HE
staining, 40x magnification, scale bar = 25 pm; Olympus CX31). (F) Suggestive amastigotes forms (arrow), presence of immune cells and |ELs (HE staining, 100x
magnification, scale bar = 5 pm; Olympus CX31) with a higher magnification (HE staining, 100x magnification, scale bar = 5 um; Olympus BX50). (G, H) Leishmania
amastigotes in the ileum (immunohistochemistry, 100x magnification, scale bar = 5 um; Olympus BX50).

TABLE 2 | Counting of neurons in the myenteric and submucosal plexuses (marked by HUC/HuUD) in the ileum of hamsters infected with different L. (V.) braziliensis
strains at 90 and 120 days of infection.

Myenteric neurons (mm?2)

Submucosal plexus (mm?2)

Number of ganglia

Neurons inside ganglia

Neurons outside ganglia

Submucous neurons

CG
90 2903
days 2314
1655
CG
120 2903
days 2314
1655

239.22 + 4.62
238.96 + 5.54
241.59 + 5.00
229.74 £ 112
243.27 + 3.08
245.66 + 11.40
250.83 + 7.28
242.65 + 2.67

9.13 £ 0.55
11.10 £ 0.40
10.12 £ 0.15
10.87 = 0.38

9.94 + 0.25

9.40 + 0.07
10.02 £ 0.78
10.86 + 0.35

45.26 + 3.27
5411 +1.04
47.98 +1.72
51.45 +1.60
49.60 + 0.79
48.40 + 0.90
48.33 + 3.26
50.72 + 1.35

16.43 + 0.44
15.26 + 0.58
14.80 = 1.02
16.32 £ 0.72
16.36 + 0.11
16.49 + 0.07
14.88 + 0.65
14.56 + 0.58

60.70 + 3.61
69.37 + 0.87
62.78 + 1.45
66.77 + 2.05
65.96 + 0.87
64.90 + 0.88
63.21 + 3.91
65.28 + 1.93

The data are expressed as mean + SE in 1 mm? (n = 4). GC, control group. 2903, group infected with MHOM/BR/1975/M2903. 2314, group infected with MHOM/BR/2003/2314. 1655,
group infected with MHOM/BR/2000/1655. Number of neuron totals were counted in the myenteric plexus. Number of ganglia, the quantity of neurons inside and outside the ganglia, and
the total number of neurons in the plexus were counted in the submucosal plexus.
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FIGURE 11 | Size of neuron bodies (um2) in the myenteric and submucosal plexuses of ileums of hamsters infected by L. (V.) braziliensis for 90 or 120 days. Data
represented in box plots (median with 25 to 75 percentile), whiskers (2.5 to 97.5 percentile), and mean (+) (n = 4). *p < 0.05; “*p < 0.01; **p < 0.001.
Photomicrograph of neurons from both plexuses (HuC/HuD immunohistochemistry, 20x magnification, scale bar = 50 um, Olympus FSX100). CG, control group.
2903: group infected with MHOM/BR/1975/M2903. 2314: group infected with MHOM/BR/2003/2314. 1655: group infected with MHOM/BR/2000/1655.

(Trevizan et al., 2016; Santos et al., 2018b); this may have led to
the changes observed in the absorptive cells.

TGF-B may have contrasting roles in intestinal inflammation
(Feagins, 2010). It possibly maintains intestinal homeostasis
(Troncone et al., 2018). On the other hand, increased levels of
this cytokine are found in areas of active intestinal inflammation
(Feagins, 2010). It also has a role in the susceptibility of infection
by L. (V.) braziliensis (Barral-Netto et al.,, 1992; Barral et al,
1995) and other species of Leishmania (Li et al., 1999; Gantt
et al., 2003; Saha et al., 2007; Farage Frade et al., 2011). TGF-3
performs the negative regulation of various macrophase-related
microbicidal functions (Gantt et al., 2003; de Oliveira and
Brodskyn, 2012). This includes decreasing NO production
(Vodovotz et al., 1993; Bogdan, 2020), which is one of the
principal defense mechanisms against infection (Bogdan,
2020). In vitro studies using the same strains as our study have
not detected NO production by macrophages (Fernandes
et al., 2016).

TGF-B acts on mast cells and performs opposite roles that may
induce chemotaxis (Caslin et al, 2018). It is also capable of
inhibiting the proliferation and development of mast cells and
suppressing their function and survival (Ryan et al, 2007;
Fernando et al., 2013; Caslin et al., 2018). Mast cells are
important for tissue regeneration, as they enable the remodeling
of collagen fibers (Hamilton et al.,, 2014). A positive correlation
exists between the quantity of mast cells and immature collagen
fibers (Ribeiro et al., 2018), which can be observed in group 2314

at 120 days of infection. Mature collagen fibers decreased after
infection, demonstrating tissue remodeling (Pastre et al., 2019).

In the experimental conditions used in our study, L. (V.)
braziliensis infection caused distinct alterations dependent by
strain and infection duration in hamster ileum. In fact, in group
1655, some changes observed at 90 days of infection, approached
values of the control group at 120 days.Ileums generally seemed
to adapt to infection, considering the reduction of inflammatory
cells and increase of elements involving tissue regeneration at
120 days of infection. The changes observed in hamsters infected
with the MHOM/BR/2000/1655 strain were milder, although
this strain was isolated from a patient with a reactivation of a
lesion that had been previously considered cured. The groups
infected with the strain isolated from a patient effectively treated
with Glucantime® (MHOM/BR/2003/2314) presented a greater
effect in the ileum histoarchitecture that remained at 120 days of
infection. These results show the significance of the host and
their specific response to infection by different strains of
the parasite.

Our results revealed that L. (V.) braziliensis infection leads to
different morphological, cellular, biochemical and ENS neurons
changes in hamster ileum. Although clinical signs were not
observed during the experimental period, our results show that
the intestine is a possible target for future studies of the L. (V.)
braziliensis host relationship. Further studies are needed to
clarify the impacts of these changes on the function of the
organ and the mechanisms involved in the process.
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Introducéo

A espécie Leishmania (Viannia) braziliensis € a principal causadora de leishmaniose no Brasil.
Recentes trabalhos demonstraram que essa espécie € capaz de causar alteracdes morfoldgicas e
neuronais no ileo de hamsters. O objetivo deste estudo é avaliar os efeitos da infeccdo por L.
(V.) braziliensis no que se refere a componentes da matriz extracelular, do sistema nervoso
entérico e do sistema imunoldgico intestinal.

Material e Métodos

Hamsters fémeas foram distribuidas em dois grupos controles ndo infectados e dois grupos
infectados com diferentes cepas de L. (V.) braziliensis: MHOM/BR/2003/2311 (2311) e
MHOM/BR/2009/3476 (3476) para cada tempo de infeccdo. Os animais foram eutanasiados
apos 90 ou 120 dias de infeccdo (6 grupos; n = 6). O ileo foi coletado para analises bioquimicas,
avaliacdo histoldgica das fibras de colageno, quantificacdo de mastocitos, vasos sanguineos,
ceélulas imunorreativas ao fator de transformacéo do crescimento beta (TGF-B-IR) e da area
imunomarcada pelo peptideo vasoativo intestinal (VIP-IR). Foi realizada a quantificagdo e
morfometria dos neurdnios dos plexos mientérico e submucoso.

Resultados

Reducdo da area ocupada pelas fibras coladgenas do tipo | aos 90 dias de infec¢do e da area VIP-
IR nos grupos infectados, aumento das células TGF-B-IR nos grupos 3476, enquanto no 2311
houve reducéo quando comparados aos controles. Os corpos dos neurénios do plexo submucoso
sofreram diminuicdo aos 120 dias de infeccéo e no plexo mientérico houve reducdo do numero

de neurbnios no grupo 2311.



Concluséo
A infeccdo por L. (V.) braziliensis causa alteragOes sugestivas de inflamagéo e degeneracgéo
neuronal e estas alteracdes dependem da cepa e do tempo de infeccéo.

Palavras-chave: Leishmaniose; Intestino delgado; Sistema nervoso entérico.

1. Introducgéo

As leishmanioses sdo um conjunto de doencas apresentam diferentes manifestacdes clinicas [1].
Sdo causadas por protozoarios do género Leishmania [2] e transmitidas pela picada de
flebotomineos fémeas infectadas [3,4]. A espécie Leishmania (Viannia) braziliensis é a
principal causadora das formas tegumentar e mucosa da leishmaniose no Brasil e na América
Latina [5]. No ano de 2020, foram reportados a OMS 208.356 novos casos de leishmaniose
cutanea no mundo e destes, 16,056 casos foram no Brasil [6].

L. (V.) braziliensis apresenta ampla distribuicdo geogréfica [5] e causa lesdes destrutivas [2]
que podem se apresentar de formas distintas devido ao grande polimorfismo genético que esta
espécie possui [7]. O polimorfismo genético do parasito [8-10] juntamente com caracteristicas
do hospedeiro, como a sua resposta imunologica [11], estado clinico e fatores genéticos [12]
influenciam no no curso da infeccdo e nas manifestacdes clinicas.

Durante a infeccdo experimental por esta espécie ja foram relatadas alteracdes histopatoldgicas
em 6rgdos como baco, linfonodos, figado [13,14] e intestino [15-17]. O estudo do intestino
durante a leishmaniose é principalmente focado na infec¢édo pelas espécies causadoras da forma
visceral da doenca. Em hamsters com leishmaniose visceral, foram encontrados infiltrados
inflamatorios por toda a extensdo do intestino [18], granulomas [19], aumento da altura dos
vilos, da profundidade de cripta e da proporcao de linfdcitos intraepiteliais, com reducdo das
células caliciformes, dos corpos celulares de neurdnios mientéricos e na densidade populacional
neuronal [20].

AlteracGes semelhantes foram observadas no ileo durante a infeccdo por diferentes cepas de L.
(V.) braziliensis, cujo DNA e a presenca de amastigotas também foi confirmada no o6rgéo
[16,17]. Tais alteracGes foram relacionadas ao tempo e a cepa causadora da infecgdo, que
inclusive levaram a alteragcdes na morfometria neuronal [17]. Sendo assim, este estudo traz um
aprofundamento dos efeitos da infec¢do por L. (V.) braziliensis a fim de contribuir para o
entendimento da relacdo parasito-intestino no que se refere a componentes da matriz
extracelular, do sistema nervoso entérico e do sistema imunoldgico intestinal.

2. Material e Métodos

2.1 Aspectos éticos



O Comité de Etica em Experimentacio Animal da Universidade Estadual de Maringa aprovou
(protocolo nimero 7587260416) os procedimentos experimentais realizados com animais no
presente trabalho.

2.2 Desenho experimental

Para a realizacdo deste trabalho foram utilizadas 36 hamsters fémeas com, aproximadamente,
21 dias de vida. Estas, foram separadas em trés grupos: o grupo controle ndo infectado e dois
grupos infectados com diferentes cepas de L. (V.) braziliensis. As cepas do parasito foram
isoladas de pacientes atendidos pelo Laboratorio de Ensino e Pesquisa em Analises Clinicas
(LEPAC/UEM) e identificadas no Instituto Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, Brasil [11].

As cepas MHOM/BR/2003/2311 e MHOM/BR/2009/3476 foram selecionadas do acervo do
Laboratorio de Leishmanioses da UEM devido a apresentarem, nos pacientes humanos,
diferentes lesdes e respostas terapéuticas. A cepa MHOM/BR/2009/3476 causou uma lesdo
atipica, que necessitou de diversas intervencdes terapéuticas até a cura do paciente. Enquanto a
lesdo causada pela MHOM/BR/2003/2311 era tipica, e apresentou uma resposta terapéutica
considerada moderadamente resistente, uma vez que houve cura ap6s o segundo tratamento
[11].

2.3 Infecgéo experimental

Apos a selecdo das cepas, os parasitos foram descongelados, reativados e cultivados no meio
199 (Gibco Laboratories®, Grand Island, USA) suplementado com 1% L-glutamina, 1% de
urina humana e 10% de soro bovino fetal. Para a infec¢éo, foi utilizada uma suspensao de 2 x
107/100 pl promastigotas de cada cepa, na fase estacionaria de crescimento, na quinta passagem
in vitro. As hamsters foram anestesiadas com uma combinacdo de xilazina (Calmiun Agener-
Union Animal Health) e cetamina (Francotar®-Virbac Animal health) e receberam no dorso da
pata esquerda traseira a suspensdo de Leishmania via intradérmica, a depender se eram do grupo
infectado com a cepa MHOM/BR/2003/2311 (2311) ou com a cepa MHOM/BR/2009/3476
(3476). Os animais do grupo controle (GC) receberam da mesma forma 100 pl de tampao
fosfato salino (PBS) esteéril.

Os animais foram pesados antes da infec¢do e antes da eutanasia, sendo mantidos em caixas
ventiladas, com ar filtrado, maravalha autoclavada e &gua filtrada e racéo ad libitum. Durante
todo o periodo experimental, 0s animais eram observados em relagcdo aos seus sinais clinicos e
as patas traseiras eram medidas com um paquimetro digital e analisadas para lesbes e edema
uma vez na semana. Apés 90 ou 120 dias de infeccdo, eles foram eutanasiados por
aprofundamento anestésico e o seu ileo foi coletado.

2.4 Processamento do ileo



Aproximadamente, 1 cm do ileo de todos os animais foi coletado para processamento
histoldgico, que consistiu na fixacdo em paraformaldeido tamponado, desidratacdo em bateria
crescente de alcool etilico, diafanizacdo em xilol e inclusdo em parafina. Em seguida, foram
realizados cortes semisseriados de 5 um em micrétomo (Leica RM2145, Nussloch, Alemanha)
que foram depositados em laminas para a realizacdo de imuno-histoquimica e diferentes
coloragdes histoldgicas.

Outros 0,5 cm do ileo foram coletados para a realizacdo das analises bioquimicas de dosagem
de oxido nitrico (NO) e da atividade enzimatica da mieloperoxidase (MPO) e da N-acetil-B-D-
glicosaminidase (NAG). Esse material foi limpo, pesado, congelado em nitrogénio liquido e
mantido em refrigerador a -80°C até a utilizacdo. Por fim, aproximadamente 2 cm do ileo foi
coletado para as analises neuronais, sendo fixado em paraformaldeido a 4%, lavado em PBS e
armazenado em PBS com azida sodica (0,08%) a 4°C.

2.5 Andlises histoldgicas

As laminas obtidas apds a microtomia foram submetidas a diferentes técnicas. Para a analise
das fibras colagenas, foi realizada a coloracao de picrosirius red e 32 imagens por animal foram
capturadas: 16 imagens utilizando um filtro polarizador (Olympus U-POT, Japéo), para a
quantificacdo da rea média ocupada pelas fibras colagenas dos tipos I e I1I; e 16 imagens sem
o filtro polarizador, para a mensuracgdo das fibras colagenas totais (um?). Essas capturas foram
realizadas no microscépio 6tico Olympus BX50 (Minato-Ku, Japao) na objetiva de 20x [17,21].
Em laminas coradas com azul de toluidina, foram gquantificados os mastocitos totais presentes
em 100 campos microscopicos, na objetiva de 100x (Nikon Eclipse E200). Esse resultado foi
expresso em ndmero de mastocitos/mm?2 [17,22]. E em laminas coradas pela técnica de
hematoxilina e eosina, foram quantificados os vasos sanguineos encontrados abaixo de 100
criptas intestinais [23]. Estes foram classificados em arteriolas ou vénulas de acordo com a
espessura da camada muscular da parede do vaso observada em microscopia Gtica. Sendo a
camada de musculo liso mais espessa e mais pronunciada nas arteriolas [24]. O resultado foi
expresso em numero de arteriolas ou vénulas / 100 criptas.

Também foi realizada a técnica de imuno-histoquimica, para a marcacdo de células
imunorreativas para TGF-p (TGF-B-IR) e do peptideo vasoativo intestinal (VIP) no tecido. As
laminas histolégicas foram submetidas ao processo de desparafinizacdo, reidratacdo e
recuperacao antigénica com tampdo citrato. Em seguida, foi realizada o bloqueio da peroxidase
enddgena e das ligagOes inespecificas. Entdo, as laminas foram incubadas separadamente com
0s anticorpos primarios anti-TGF- (diluigdo 1:100; Thermo Fisher Scientific, Rockford, IL,
EUA) e anti-VIP (diluigdo 1:100; Invitrogen™, Carlsbad, CA, EUA) over night em camera



Umida a 4°C. No dia seguinte, elas foram incubadas com o conjugado polimero (Life
Technologies Corp., Frederick, MD, EUA), reveladas com o stable DAB (Life Technologies
Corp., Frederick, MD, EUA), contracoradas com hematoxilina e montadas com laminulas [16].
A coloracdo marrom nas laminas indica uma marcacéo positiva.

Para as analises das células TGF-B-IR foram capturadas 16 imagens da tlnica mucosa e tela
submucosa de cada animal (objetiva de 40x, microscopio Olympus CX31, camera digital
Moticam 2000, 2.0 Megapixel) e quantificadas todas as células marcadas [17]. Ja para as
analises da imunomarcacdo de VIP, foram capturadas 16 imagens das camadas muscular e
submucosa, proxima aos ganglios (objetiva de 20x, microscépio Olympus BX50, camera digital
3CCD) nas quais foi realizada a mensuracdo da &rea imunomarcada por VIP, utilizando o
programa Image-Pro Plus (versdo 4.5.0.29). Por meio do sistema de selecdo de cores, foi
selecionada a coloragdo marrom acastanhada proveniente da revelacéo pelo DAB. O resultado
foi expresso em % da &rea imunomarcada por VIP (VIP-IR).

2.6 Andlises bioguimicas

As andlises foram realizadas como descrito por Santos, 2021 [17]. Brevemente, o fragmento do
ileo foi homogeneizado com PBS, centrifugado e o sobrenadante foi utilizado para a dosagem
de NO por meio da determinacdo indireta de nitrito pelo método de Griess e para a avaliacéo
da atividade enzimatica da MPO com a solucgdo de o-diasidina. Ambas as reacdes foram lidas
em leitor de microplacas (Spectra Max Plus) nos comprimentos de onda de 550 nm e 450 nm,
e expressos em concentragio de NO? (uM) e em densidade 6tica (DO), respectivamente.

O pellet foi ressuspendido em PBS com brometo de hexadeciltrimetilamonio, homogeneizado
e centrifugado novamente. O sobrenadante foi utilizado para a avaliacdo da atividade
enzimética da NAG com tampdo citrato e p-nitrofenil-N-acetil-B-D-glucosamina também em
leitor de microplaca, a 405 nm. Os resultados foram expressos em OD.

2.7 Andlises neuronais

Assim como descrito por Santos, 2021 [17], o material utilizado para as analises neuronais dos
plexos mientérico e submucoso foi dissecado em estereomicroscopio para a obtencdo dos
preparados totais de membrana, que foram submetidos a técnica de imuno-histoquimica com o
anticorpo primario anti-HuC/HuD (1:300, Molecular Probes, Eugene, OR, USA) para a
marcacdo dos neurdnios entéricos. Apos 48 horas em agitagdo a temperatura ambiente, o
material foi lavado com PBS e incubado com o anticorpo secundario Alexa Fluor 488 (1:300;
Molecular Probes, Eugene, OR, USA). Ao final da técnica, as laminas foram mantidas em

refrigeracdo a 4°C protegidas da luz.



Nessas laminas, foram capturadas 32 imagens aleatoriamente utilizando a objetiva de 20x em
um microscépio Olympus FSX100 (Olympus, Téquio, Japao) com filtros de fluorescéncia, que
foram utilizadas para a mensuracédo e contagem de neurdnios utilizando o software Image-Pro®
Plus (version 4.5.0.29). Nessas imagens, foi realizada a mensuragdo da area (um?) do corpo de
100 neurbnios HuC/HuD-imunorreativos dos plexos mientérico e submucoso. No plexo
mientérico, foram quantificados todos o0s neurbnios presentes nas imagens e no plexo
submucoso, foram quantificados os neurdnios dentro e fora dos ganglios e a quantidade de
ganglios.

2.8 Analises estatisticas

Primeiramente, foi realizado o teste de normalidade de Shapiro-Wilk, para verificar a
distribuicdo dos dados. Aqueles cuja distribuicdo foi considerada normal, foram comparados
pelo teste de Analise de Variancia de dois fatores seguido do pds teste de Tukey. J& nos que
tiveram distribuicéo livre, foi aplicado o teste de Kruskal-Wallis seguido de Dunn. Todas as
andlises foram realizadas no software GraphPad Prism 8.0.1 e valores de p < 0,05 foram
considerados estatisticamente significativos. Os dados foram representados em box plots
(mediana e percentis 25 a 75), whiskers (percentis 2,5 a 97,5) e média.

3. Resultados

A confirmacdo da infecgéo foi realizada pelo desenvolvimento da lesdo na pata onde o parasito
foi inoculado. Todos os animais do presente estudo desenvolveram edema, seguido de lesdo no
primeiro més apés a infeccdo. Ndo houve diferenca significativa nas lesdes entre as cepas
(Figura 1) e o unico sinal clinico observado foi a dificuldade de locomocao devido a progressao

da lesdo.

Espessura da pata esquerda

-~ GC
& : 1 . : = 2311
-4 3476
E 4
2
0 1 1 I 1
0 30 60 920 120
A Dias apés a infecgao B

Figura 1. (A) Espessura da pata esquerda traseira dos hamsters infectados por Leishmania (Viannia) braziliensis
antes da infeccédo e apds 30, 60, 90 e 120 dias de infeccéo. (B) Fotografia representativa de uma leséo aos 120 dias
de infeccéo por L. (V.) braziliensis. *p < 0,001 dos grupos infectados em relacdo ao controle. GC: grupo controle.
2311: grupo infectado com a cepa MHOM/BR/2003/2311 de L. (V.) braziliensis. 3476: grupo infectado com a
cepa MHOM/BR/2009/3476 de L. (V.) braziliensis.



Os animais do presente estudo s&o os mesmos utilizados no experimento de Santos, 2018, no
qual foi relatado a deteccdo do DNA do parasito no ileo e linfonodo mesentérico e de
amastigotas imunomarcadas no ileo. Além disso, diversas alteracdes morfoldgicas foram
observadas, como aumento de linfocitos intraepiteliais, infiltrados inflamatorios e ganglionite
[16].

Devido a essas alteragdes sugestivas de um processo inflamatorio, nesse estudo realizamos a
dosagem de NO e a avaliacdo da atividade enzimatica da MPO. Apesar das dosagens
apresentarem valores semelhantes ao controle, estavam reduzidas em aproximadamente 60%
aos 120 dias de infeccdo no grupo 3476 quando comparado ao grupo de 90 dias. Ambas as
analises apresentaram um efeito significativo para o tempo de infec¢do [NO: F1, 18y =5,43; p =
0.0316; MPO: F, 18 = 17; p < 0,001]. Por outro lado, a atividade enzimatica da NAG nao

demonstrou alteracdes significativas (Figura 2).
NO MPO NAG

80+ 0.4 50

60 0.3

= 40- IQ 80.2-j.
|

20+ . § 0.1 ! = 10

*

DOftecido
s
1
]
-
(L h
2

0.0

I 1 I 1
90 dias 120 dias 90 dias 120 dias

B CG I 2311 =X 3476

Figura 2. Andlises bioquimicas. Dosagem de 6xido nitrico (NO) e avaliacdo da atividade enzimética da
mieloperoxidase (MPO) e da N-acetil-B-D-glicosaminidase (NAG) em hamsters infectados por Leishmania
(Viannia) braziliensis por 90 ou 120 dias. Dados representados em box plots (mediana e percentis 25 a 75),
whiskers (percentis 2,5 a 97,5) e média (+) (n = 4). *p < 0,05; **p < 0,01. DO: Densidade 6tica. GC: grupo
controle. 2311: grupo infectado com a cepa MHOM/BR/2003/2311 de L. (V.) braziliensis. 3476: grupo infectado
com a cepa MHOM/BR/2009/3476 de L. (V.) braziliensis.
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Em relacdo ao colageno, nas fibras colagenas totais e do tipo Il ndo foram observadas
alteracdes significativas em nenhum dos grupos infectados. Contudo, nas fibras colagenas do
tipo | foi observado uma interacdo significativa entre as variaveis [F, 30 = 4,59; p = 0,018]
com reducdo de mais de 38% nos dois grupos infectados aos 90 dias em relacdo ao respectivo
GC (Figura 3).

O numero de mastdcitos dispersos na lamina propria ndo apresentou alteracdes quantitativas.
Contudo, a contagem das células TGF-B-IR apresentou efeito significativo para a infeccdo [F,
18) = 53,6; p < 0,0001] com resultados distintos dependentes da cepa. O grupo 2311 demonstrou
uma reducéo de aproximadamente 24% e 39% na quantidade dessas células em relagdo ao GC

aos 90 e 120 dias de infecgéo, respectivamente. Por outro lado, os animais do grupo 3476



apresentaram um aumento de 52% e 22% aos 90 e 120 dias de infeccéo, respectivamente,
quando comparados aos GCs (Figura 4).
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Figura 3. Area média ocupada pelas fibras colagenas totais (Um?) e a porcentagem dos tipos | e 111 no ileo de
hamsters infectados por Leishmania (Viannia) braziliensis por 90 ou 120 dias. Dados representados em box plots
(mediana e percentis 25 a 75), whiskers (percentis 2,5 a 97,5) e média (+) (h = 6). *p < 0,05; **p < 0,01. GC:
grupo controle. 2311: grupo infectado com a cepa MHOM/BR/2003/2311 de L. (V.) braziliensis. 3476: grupo
infectado com a cepa MHOM/BR/2009/3476 de L. (V.) braziliensis.
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Figura 4. Proporg¢do de mastdcitos totais (n = 6) e células TGF-f imunorreativas (TGF-p-IR; n = 4) em 1 mm2 do
ileo de hamsters infectados por Leishmania (Viannia) braziliensis por 90 ou 120 dias. Dados representados em
box plots (mediana e percentis 25 a 75), whiskers (percentis 2,5 a 97,5) e média (+). *p < 0,05; **p < 0,01; ***p
< 0,001. GC: grupo controle. 2311: grupo infectado com a cepa MHOM/BR/2003/2311 de L. (V.) braziliensis.
3476: grupo infectado com a cepa MHOM/BR/2009/3476 de L. (V.) braziliensis.

Outro parametro avaliado foi a densidade vascular no ileo das hamsters. Para essa analise, 0s
vasos sanguineos foram classificados em arteriolas e vénulas, dependendo da sua constituicdo
morfolégica. Em ambos os casos, houve um efeito significativo da infeccdo [arteriolas: F(o, 24)
= 17,6; p < 0,0001; vénulas: F, 26y = 10,6; p = 0,0004], com um aumento na quantidade de
arteriolas nos dois grupos infectados aos 90 dias e no grupo 2311 aos 120 dias de infeccéo, em
relacdo aos respectivos controles. O nimero de vénulas estava aumentado nos grupos 3476 aos
90 dias e 2311 e 3476 aos 120 dias de infeccdo ao ser comparado com os controles (Figura 5).
Tendo em vista as alterages ja citadas, nds realizamos a morfometria e contagem dos neurénios
dos plexos mientérico e submucoso. A morfometria dos corpos neuronais do plexo mientérico
ndo apresentou alteragdes significativas. Por outro lado, no plexo submucoso, houve uma
influéncia significativa da infecgdo [F, 18) = 8,34; p = 0,0027], com uma reducédo de 24% na

area do corpo neuronal no grupo 2311 aos 90 dias de infec¢do quando comparado ao controle



e aos 120 dias, houve reducdo de aproximadamente 37% no grupo 2311 e de 23% no 3476

(Figura 6).
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Figura 5. Quantificacdo de arteriolas e vénulas em 100 criptas do ileo de hamsters infectados por Leishmania
(Viannia) braziliensis por 90 ou 120 dias. Dados representados em box plots (mediana e percentis 25 a 75),
whiskers (percentis 2,5 a 97,5) e média (+) (n = 6). *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001. GC: grupo controle.
2311: grupo infectado com a cepa MHOM/BR/2003/2311 de L. (V.) braziliensis. 3476: grupo infectado com a
cepa MHOM/BR/2009/3476 de L. (V.) braziliensis.
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Figura 6. Area do corpo neuronal (um2) nos neurdnios do plexo mientérico e submucoso do ileo de hamsters
infectados por Leishmania (Viannia) braziliensis por 90 ou 120 dias. Dados representados em box plots (mediana
e percentis 25 a 75), whiskers (percentis 2,5 a 97,5) e média (+) (n = 4). *p < 0,05; **p < 0,01. GC: grupo controle.
2311: grupo infectado com a cepa MHOM/BR/2003/2311 de L. (V.) braziliensis. 3476: grupo infectado com a
cepa MHOM/BR/2009/3476 de L. (V.) braziliensis.

E interessante ressaltar que, apesar de ndo haver alteragdes morfométricas nos neurdnios do
plexo mientérico, houve reducdo de 11% no namero dessas células no grupo 2311 aos 120 dias
de infeccdo, quando comparado ao seu controle [infecgdo: F(, 18y= 7,21; p = 0,005]. J& no plexo
submucoso, observamos no grupo 2311 aos 120 dias de infeccdo, um maior nimero de
neuronios fora de ganglios quando comparado ao 2311 de 90 dias e ao 3476 aos 120 dias,
demonstrando assim o efeito da interacdo entre as variaveis [F, 18) = 6,6; p = 0,0071] (Figura
7).
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Figura 7. Quantificacdo dos neurdnios do plexo mientérico e dos ganglios e neurdnios dentro, fora de ganglios e
o total no plexo submucoso no ileo de hamsters infectados por Leishmania (Viannia) braziliensis por 90 ou 120
dias. Dados representados em box plots (mediana e percentis 25 a 75), whiskers (percentis 2,5 a 97,5) e média (+)
(n = 4). *p < 0,05, **p < 0,01; ***p < 0,001. GC: grupo controle. 2311: grupo infectado com a cepa
MHOM/BR/2003/2311 de L. (V.) braziliensis. 3476: grupo infectado com a cepa MHOM/BR/2009/3476 de L.
(V.) braziliensis.

Por fim, a analise da area imunomarcada por VIP demonstrou uma reducdo de 24% no grupo
2311 aos 90 dias de infeccdo e de mais de 22% nos grupos infectados aos 120 dias quando
comparados aos respectivos controles. Houve ainda a reducao da expressdo desse horménio no
ileo dos animais do grupo 3476 aos 120 dias quando comparado ao mesmo grupo de 90 dias.
Observou-se um efeito significativo para a infecgéo [F, 17) = 29,1; p < 0,0001] e a interacao
entre as variaveis [Fe, 17) = 6,92; p = 0,0063] (Figura 8).
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Figura 8. (A) Porcentagem da area imunorreativa ao VIP no ileo de hamsters infectados por Leishmania (Viannia)
braziliensis por 90 ou 120 dias. Fotomicrografias representativas dos grupos (B) GC e (C) 3476 aos 120 dias de
infeccdo. Dados representados em box plots (mediana e percentis 25 a 75), whiskers (percentis 2,5 a 97,5) e média
(+) (n = 4). *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001. GC: grupo controle. 2311: grupo infectado com a cepa
MHOM/BR/2003/2311 de L. (V.) braziliensis. 3476: grupo infectado com a cepa MHOM/BR/2009/3476 de L.
(V.) braziliensis.
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4. Discusséo

A infeccdo por L. (V.) braziliensis € responsavel por causar lesdes destrutivas na pele [2], com
0 possivel acometimento de mucosas [5]. Contudo, estudos tém mostrado que essa espécie de
Leishmania pode ser encontrada disseminada [13,25,26] e causar alteracGes histopatoldgicas
em outros 6rgdos como o baco e em linfonodos [13,14].

Recentemente, nosso grupo de pesquisa vem investigando as possiveis consequéncias da
infeccdo por L. (V.) braziliensis no intestino de roedores [15-17]. Um estudo prévio utilizando
0s mesmos animais deste trabalho detectou 0 DNA do parasito no ileo e linfonodo mesentérico
e aimunomarcacao de amastigotas no ileo. Além disso, foram demonstradas diversas alteracdes
intestinais, como a presenca de infiltrados inflamatdrios, o aumento nos linfdcitos
intraepiteliais, aumento na espessura das camadas que compde a parede intestinal e na largura
e altura de vilos [16]. Para um melhor entendimento dos processos envolvidos no acometimento
intestinal durante essa infeccdo, neste trabalho avaliamos outros parametros, como as fibras
colagenas, atividade enzimatica e componentes do SNE.

A infeccdo com cepas utilizadas nesse estudo levou a formacdo de infiltrados inflamatorios no
ileo destes animais [16], predominantemente formados por leucocitos mononucleares, mas
também contendo neutrofilos e eosindfilos. Os leucécitos podem produzir substancias como
colagenases e gelatinases [27] que sdo responsaveis pela degradacdo das fibras de colageno
[28]. Aos 90 dias de infeccdo, observamos uma reducéo de fibras colagenas do tipo I nos dois
grupos infectados, possivelmente devido a sua degradacdo. Aos 120 dias de infec¢do, ndo foram
observadas alteracdes nas fibras colagenas, o que pode estar relacionado aos niveis de NO e
MPO mais baixos.

A MPO é uma enzima considerada um marcador de dano tecidual e inflamac&o, encontrada no
ambiente extracelular ap6s a ativacdo de neutrofilos [29]. No sangue periférico de nossos
animais, foi observado um aumento de neutréfilos circulantes no grupo 3476 aos 90 dias de
infeccdo [16], que podem estar sendo atraidos para a lesdo cutanea ou outros érgédos. No ileo, a
atividade da MPO nos grupos infectados foi semelhante a do GC. Portanto, sugerimos que neste
orgdo, durante a infeccdo cronica por L. (V.) braziliensis ndo ha uma atracdo ou ativacédo
neutrofilica expressiva. Observamos também que, ao comparar os tempos de infeccdo, ha a
reducdo da atividade da enzima MPO no grupo 3476 aos 120 dias o que pode estar relacionado
ao aumento de células TGF-B-IR nos grupos 3476, uma vez que, essa citocina é capaz de inibir
a degranulagéo de neutrofilos [30], o que pode ter ficado mais evidente com o passar do tempo.
Este mesmo grupo também apresentou redugdo nos valores de NO quando comparado ao grupo

3476 de 90 dias de infecgcdo. Sabe-se que 0 TGF-f esta também envolvido no downregulation



de algumas funcbes dos macréfagos, como por exemplo a produgdo de NO [31,32]. Esta, € uma
das substancias mais importantes contra a Leishmania intracelular [32], logo, a sua diminuigéo
poderia tornar o hospedeiro mais suscetivel a infeccdo [33]. E importante ressaltar que, o grupo
3476 aos 120 dias de infeccdo, foi 0 Unico em que o DNA do parasito foi detectado por gPCR
no ileo de todos os animais analisados [16].

Este é o primeiro trabalho a demonstrar o aumento significativo da densidade vascular
(arteriolas e vénulas) no ileo das hamsters ap6s a infeccéo crénica por L. (V.) braziliensis. Essa
alteracdo poderia ser consequéncia do aumento de células TGF-B-IR, uma vez que essa citocina
estd relacionada a angiogénese [34]. Por outro lado, esse aumento na densidade vascular
também foi observado no grupo 2311, que apresentou reducdo na quantidade destas células,
logo, outros fatores podem estar atuando neste processo. Contudo, n6s ndo realizamos a
dosagem de TGF-B, o que seria importante uma vez que, apesar da reducdo das células
imunorreativas, estas poderiam estar secretando maiores quantidades da citocina.

A reducdo na quantidade de células TGF-B-IR no ileo dos animais do grupo 2311 poderia estar
associada a reducdo na disponibilidade de VIP préxima aos ganglios no ileo dos animais
infectados, uma vez que esse hormonio peptidico € importante neurotransmissor secretado
pelos neur6nios de ambos os plexos do SNE [35,36] e apresenta propriedades anti-inflamatérias
que regulam a liberagdo de TGF-B pelos linfocitos T [37]. Em trabalhos com outros
protozoarios, foi verificada a diminuicdo na proporcéo de neurdnios VIPérgicos, fato que pode
ser associado a ruptura da barreira epitelial [38] e consequentemente favorece a invasao de
microrganismos da microbiota [39]. Sendo assim, a reducdo de VIP pode estar envolvida no
aumento da resposta inflamatoria descrita nesses animais por Santos [16], como aumento da
altura e largura de vilos, aumento de linfdcitos intraepiteliais, ganglionite e periganglionite.

A ganglionite ja foi descrita na leishmaniose causada por L. infantum [40] e por outras cepas
de L. (V.) braziliensis [17]. Uma vez que a inflamacéo dos glanglios pode causar degeneragéo
neuronal, reducdo no nimero de neurdnios e consequente perda da funcdo [41]. Nesse trabalho
avaliamos os neurdnios dos plexos mientérico e submucoso. O plexo mientérico é responsavel
pela regulacdo da motilidade intestinal [42], realizando o relaxamento e a contracdo do 6rgao
[43]. Nossos resultados demonstraram uma reducdo quantitativa nos neurénios do plexo
mientérico no grupo 2311 aos 120 dias de infeccdo. Na infec¢do por Trypanosoma cruzi foi
relatado que a degeneracdo neuronal esté associada a hipertrofia das camadas musculares [44],
0 que também foi observado nesses animais [16].

Ja no plexo submucoso, ndo foram encontradas alteracdes quantitativas, porém a area dos

corpos neuronais dos grupos 2311 nos dois tempos de infeccdo e do 3476 aos 120 dias se



apresentaram reduzidas quando comparadas aos respectivos controles. Esses neurdnios
realizam o controle da secrecdo das células epiteliais, do fluxo sanguineo [43] e a distensdo da
mucosa intestinal [45] a partir das alteracfes luminais. Ha relatos de reducao na area do corpo
neuronal no plexo submucoso associada a um ambiente intestinal sugestivo de inflamacéo
[17,38,46]. Essa reducdo pode estar associada a menor liberagdo de seus neurotransmissores,
como o VIP, o que poderia resultar na reducdo da &rea imunomarcada proxima aos ganglios,
como observado em nosso experimento. Contudo, o VIP também € expresso em células imunes,
como células T ativadas [47], células B, mastocitos e eosinofilos e esta presente em tecidos
linfoides como as placas de Peyer [48]. Portanto, a quantificacdo dos neur6nios VIPérgicos e
de células VIP-IR na camada mucosa sdo necessarias para um melhor entendimento das
implicacdes deste hormonio peptidico em nosso modelo experimental.

A partir dos resultados obtidos neste trabalho e dos demais artigos que utilizaram do mesmo
modelo experimental [16,17], revelamos que a infeccdo por L. (V.) braziliensis afeta o ileo de
hamsters de formas diferentes de acordo com a cepa e espécie de infeccdo. Nestes trabalhos,
sugerimos mecanismos que podem elucidados em préximos estudos, para melhor entendimento
desta relacdo parasito-hospedeiro. Apontamos como possiveis alvos de pesquisa a avaliacdo de
outros neurotransmissores e citocinas, além do estudo da microbiota intestinal e da
funcionalidade intestinal durante essa infeccao.

5. Conclusfes

Em nosso modelo experimental, observamos que a infeccdo por L. (V.) braziliensis leva a
alteracdes de componentes da matriz extracelular e do SNE, que sdo dependentes da cepa e do
tempo de infeccdo. Assim como na propor¢do das células TGF-B-IR e na secrecdo de VIP
préximo aos ganglios. Essas alteracGes podem desempenhar um papel na imunidade do ileo e
no curso da infeccdo. Outros estudos devem ser realizados para um melhor entendimento dessa
relacdo, para melhor compreensdo dos mecanismos envolvidos e das possiveis consequéncias.
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CAPITULO 11l

CONCLUSOES

A partir de nossos trabalhos, podemos concluir que, no modelo experimental utilizado,
a infeccdo por Leishmania (Viannia) braziliensis causa diversas alteragdes no ileo de hamsters.
Estas alteracdes podem ser morfoldgicas, como na espessura das camadas que compde o 6rgao
e na quantificacdo e morfometria de células epiteliais ou presentes na lamina propria. Ou ainda
em parametros bioquimicos e em componentes do Sistema Nervoso Entérico.

Essas alteragdes sdo muito diversificadas, sendo dependentes de fatores como: a cepa
causadora da infeccdo e do tempo que o animal permaneceu infectado. Portanto, com nossos
resultados, nds alcancamos um maior entendimento da infeccdo por L. (V.) braziliensis e de
suas consequéncias sistémicas.

Contudo, ao mesmo tempo em que descobertas sobre essa relacdo séo feitas, novas
hipteses surgem e abrem caminhos para a continuidade do estudo desta infeccdo. Os

mecanismos propostos podem ser elucidados em novas pesquisas.

PERSPECTIVAS FUTURAS

Os trabalhos do nosso grupo de pesquisa envolvendo o estudo do intestino durante a
infeccdo por L. (V.) braziliensis desvendaram aspectos importantes da relacdo Leishmania-
hospedeiro que ainda ndo haviam sido explorados. Para uma melhor compreensao desta relacao,
outras analises poderiam ser realizadas, como:

- Realizar a avaliacdo do transito intestinal antes da eutanasia como forma de verificacdo
da funcionalidade do 6rgdo. Assim como a avaliacdo quantitativa e qualitativa das fezes e
consumo de agua e racao.

- Para um melhor entendimento da reacdo inflamatdria seria muito interessante a analise
de outras citocinas como Interferon-y, IL-4, IL-13, entre outras. Além disso, a marcagdo das
células imunes com marcadores especificos auxiliaria na diferenciacdo celular nos infiltrados
inflamatorios.

- Realizagdo de um escore inflamatorio e avaliagdo dos mastocitos encontrados na
camada muscular e préximos aos vasos sanguineos. Pois, apesar de ndo haver alteraces na
populacdo total de mastocitos na mucosa intestinal, aqueles encontrados na muscular e nos

vasos podem estar contribuindo para a inflamacao do orgéo.



- Avaliacdo de morte e renovacéo epitelial devido ao encontro de alteragdes histolégicas
sugestivas de aumento na proliferacéo celular.

- Avaliacéo das células e neurénios imunomarcados pelo peptideo intestinal vasoativo
e por outros neurotransmissores, como 6xido nitrico e acetilcolina.

- Realizar a avaliagdo da rede perineural que ainda é pouco explorada no Sistema
Nervoso Entérico, mas que no Sistema Nervoso Central é responsavel por manter o equilibrio

excitatorio/inibitério.
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