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Resumo 

Background e Objetivo:  

A degradação ambiental e as mudanças climáticas são alguns dos fatores que 

contribuem para uma maior ocorrência de doenças. Dentre elas, a leishmaniose 

visceral (LV), uma importante zoonose com letalidade de aproximadamente 95%. É 

uma infecção sistêmica crônica e quando o parasito atinge o trato gastrointestinal 

pode provocar alterações morfofisiológicas significativas. No entanto, pouco se sabe 

sobre o impacto causado por Leishmania no sistema nervoso entérico (SNE). Os 

neurônios desse plexo desempenham importante papel em manter o peristaltismo e 

auxiliar na resposta imune do órgão. Diante do exposto e dada a importância do 

SNE para manter a homeostase do organismo, o objetivo desse estudo foi investigar 

o comprometimento morfofisiológico das subpopulações de neurônios NADH-dp e 

NADPH-dp e histopatológico do intestino grosso de hamsters infectados 

experimentalmente. 

Métodos: 

Os animais foram infectados com formas promastigotas de Leishmania (L.) infantum 

e aos 30, 60 e 90 dias pós infecção foram conduzidos para a eutanásia. 

Posteriormente as regiões do cólon ascendente e descendente foram coletadas e 

destinadas para a análise de unidades Leishman-Donovan, técnicas de 

evidenciação e morfometria neuronal, além das análises histopatológicas através de 

cortes histológicos por hematoxilina-eosina (HE), ácido periódico de Schiff (PAS+) e 

Alcian Blue (AB+) pH 2,5.  

Resultados: 

Foram observadas a presença de amastigotas no intestino dos animais, bem como 

alterações na densidade e morfometria de ambas as subpopulações neuronais, 
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causando alterações na plasticidade neuronal. Na análise histopatológica, foram 

evidenciadas alterações na estratigrafia e nas células da mucosa, no entanto, 

nenhum sinal clínico da doença foi registrado. 

Conclusões: 

A infecção por Leishmania (L.) infantum causa alterações morfofisiológicas no 

intestino grosso de hamsters infectados, além de alterações no plexo mioentérico 

que podem ocorrer de forma direta, por ação do patógeno ou indiretamente por 

mecanismos imunes envolvidos na defesa contra o parasito. 

Palavras-chave: Leishmaniose visceral; Sistema Nervoso Entérico; Intestino 

Grosso; Histopatologia. 

INTRODUÇÃO 

A Leishmaniose é uma doença parasitária de carácter zoonótico causada pelo 

protozoário do gênero Leishmania, na qual os cães são considerados como o 

principal reservatório do ciclo doméstico [1]. É considerada uma das doenças 

causadas por protozoários mais preocupantes do mundo [2], sendo um grave 

problema de saúde pública, onde as condições precárias de higiene, a falta de 

saneamento básico e a degradação ambiental, são fatores que contribuem com a 

sua crescente transmissão e propagação [3;4;5]. 

A forma visceral da leishmaniose, possui como agente etiológico a 

Leishmania (Leishmania) infantum, sendo considerada uma das mais graves, 

especialmente para pacientes com comorbidades imunossupressoras, como por 

exemplo, infecção pelo vírus da imunodeficiência humana (HIV) [6;7]. No mundo, 

estima-se que ocorram mais de 50.000 novos casos por ano e, o Brasil, está entre 

os 10 países que mais notifica, sendo o responsável por 97% dos casos que 
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ocorrem nas Américas. Quando não tratada, a doença pode ser fatal em 95% dos 

casos [2;8]. 

As principais manifestações clínicas e histopatológicas na leishmaniose 

visceral (LV) ocorrem principalmente no fígado, baço, linfonodo e medula óssea 

[9;10;11]. No entanto, pode afetar também outros órgãos, como o sistema nervoso, 

genito-urinário e o trato gastrointestinal, sendo este último o mais comprometido 

[12;13;14]. Alterações histológicas no intestino de animais e humanos com LV são 

amplamente discutidas [15;16;17;18;19;20]. A carga parasitária presente no órgão 

em questão pode levar a presença de infiltrados inflamatórios, hiperplasia celular, 

alterações na camada mucosa e submucosa, lesão no epitélio, perda de criptas ou 

fibrose na lâmina própria [21]. 

O trato gastrointestinal (TGI) é composto por diversos órgãos, que 

compreende o estômago, intestino delgado e o intestino grosso. Estes possuem 

características distintas permitindo que o corpo mantenha seu metabolismo. A região 

do intestino grosso, mais especificamente o cólon, é responsável pela absorção de 

água e eletrólitos, formação e transporte de fezes e, digestão química realizada pela 

microbiota intestinal [22]. Quando associado ao sistema linfático, o TGI constitui o 

maior e mais complexo órgão, onde estão presentes aproximadamente 50% dos 

linfócitos de todo o corpo [23]. A barreira gastrointestinal, possui diversos 

mecanismos de defesa, sendo eles, a presença de bactérias comensais, a 

morfologia das túnicas intestinais, a camada de muco, o sistema imunológico da 

mucosa e o sistema nervoso entérico (SNE) [24;25;26].  

O sistema imune do intestino, possui a maior concentração de células do 

corpo, especialmente de macrófagos, que possuem um papel importante na 

resposta imune inata e na homeostase do órgão [27]. Dado o constante contato com 
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diversos microrganismos comensais, patogênicos ou mesmo moléculas derivadas 

da ingestão de alimentos, o intestino possui uma intrincada interação antigênica. 

Assim sendo, as respostas imunológicas no órgão devem ser reguladas para que 

por um lado não sejam exacerbadas e prejudiciais ao organismo frente aos 

antígenos, e por outro, efetivas contra patógenos quando houver necessidade.  

Além disso, no intestino encontra-se o GALT (tecido linfoide associado ao 

intestino), que contribui com a proteção do organismo gerando respostas 

imunológicas contra patógenos e, no intestino grosso é representado por folículos 

isolados [28;29]. Componente importante para a defesa do organismo é a barreira 

física epitelial do intestino. Dentre as células que compões essa barreira, estão as 

células produtoras de muco, como as caliciformes que são produtoras de mucinas 

que formam uma camada protetora no epitélio intestinal e, os linfócitos intraepiteliais 

(IELs) que possuem a função proteger a barreira mucosa, participar de respostas 

inflamatórias e contribuir no reparo de lesões, além, de regular e manter a 

homeostase intestinal [30;31]. 

Ao longo de todo o TGI, encontra-se o SNE. Um sistema composto por uma 

rede de milhares de neurônios entéricos, dispostos em pequenos gânglios que são 

ligados por fibras nervosas e, embora receba uma ampla contribuição do sistema 

nervoso central através da inervação simpática e parassimpática, o SNE atua de 

forma independente [26; 32]. Esse sistema consiste em dois plexos ganglionares 

principais, o plexo submucoso e o plexo mioentérico, sendo esse último localizado 

entre a túnica muscular longitudinal externa e a circular interna. Os neurônios do 

SNE são responsáveis por controlar a motilidade, o transporte de fluidos na mucosa 

e o fluxo sanguíneo local [26;33]. 
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O SNE está suscetível a sofrer diversas alterações ao longo do tempo, 

podendo ocasionar distúrbios na motilidade e homeostase do intestino [34].  Além 

disso, alguns estudos já relataram que infecções ocasionadas por protozoários, 

como o da espécie Toxoplasma gondii, podem acarretar diversas alterações na 

plasticidade dos neurônios do plexo mioentérico, como mudanças na densidade e 

morfometria neuronal [35;36;37]. Já com protozoários da espécie Leishmania 

(Viannia) braziliensis, foi relatada a hipertrofia dos neurônios mioentéricos 

imunorreativos HuC / HuD no íleo de hamsters, justificada pelo aumento da atividade 

metabólica dos mesmos, como um mecanismo de adaptação do órgão diante da 

infecção parasitária [38]. No entanto, pouco se sabe das alterações no sistema 

nervoso entérico relacionado ao protozoário da LV. 

A interação do SNE com o sistema imune, forma uma grande defesa do 

intestino, atuando em conjunto quando ocorrem infecções, para regular a 

homeostase e a fisiologia intestinal [39;40]. A interação entre esses sistemas é 

bidirecional, onde as células do sistema imune são afetadas pelos 

neurotransmissores, e os neurônios, são afetados pelas citocinas que são liberadas 

pelas células imunológicas [41;42]. Outra particularidade dos neurônios entéricos é a 

plasticidade fenotípica, que pode ser alterada em resposta aos patógenos e serve 

como um mecanismo de resposta adaptativa ao dano produzido no organismo [26]. 

Ou seja, de acordo com diferentes estímulos pode ocorrer a mudança do seu código 

químico e liberação de outro neurotransmissor [30]. Fato este de grande relevância 

para compreensão das doenças intestinais, podendo ser definitivo para 

determinação de manifestações clínicas e para o desenvolvimento de processos 

inflamatórios intestinais [39]. 
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Portanto, considerando o que foi supracitado, mediante a complexidade e 

importância do SNE para o controle e funcionamento de todo TGI e a importância 

imunológica e fisiológica do cólon, faz-se necessário estudar as alterações 

neurológicas que ocorrem em neurônios mioentéricos do cólon ascendente e 

descendente de hamsters infectados experimentalmente por L. (L.) infantum durante 

os períodos de 30, 60 e 90 dias pós infecção. 

METODOLOGIA 

Foram utilizados 30 hamsters dourados (Mesocricetus auratus), por serem 

modelos animais que mimetizam as infecções naturais que ocorrem em humanos, 

cães, gatos e raposas [43]. Os animais utilizados tinham oito semanas de vida e 300 

gramas de peso corporal e, durante o experimento foram tratados com ração 

peletizada industrial, água filtrada “ad libitum” e com ciclo de luz de 12h. 

Foram montados seis grupos, com cinco animais cada. Três grupos foram 

considerados controles (GC) e os outros três grupos experimentais (GE). Os animais 

GE foram infectados com 2x107 promastigotas de L. (L.) infantum (MHOM/BR/72/46) 

por via intraperitoneal. Já os animais GC foram inoculados pela mesma via apenas 

com solução fisiológica (100μL/animal). Aos 30, 60 e 90 dias pós infecção (DPI), os 

animais foram submetidos à eutanásia em câmara de CO².  

Todo o procedimento experimental foi aprovado pelo CEUA nº 05/2017. Os 

parasitos utilizados nos experimentos estavam em fase estacionária de crescimento, 

além disso, a cepa utilizada no estudo foi cedida pelo Prof. Dr. Fernando Tobias 

Silveira, do Laboratório de Leishmaniose Prof. Dr. Ralph Laison, Departamento de 

Parasitologia, Instituto Evandro Chagas (Pará Estado, Brasil). 

Em cada período experimental o baço, o fígado e o cólon ascendente e 

descendente foram coletados e destinados para as posteriores análises. 
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Análise de carga parasitária 

Baço, fígado e cólon (ascendente e descendente) foram coletados, pesados e 

aposicionados contra lâminas, as quais foram fixadas com metanol e coradas com 

Giemsa. 

Posteriormente, as lâminas foram analisadas sob microscópio optico para 

contabilizar as formas amastigotas de L. (L.) infatum. A análise foi realizada a partir 

do método de LDU (Leishman-Donovan units) [44]. Os resultados foram expressos 

pela razão do número de amastigotas encontradas em ao menos 1000 células 

nucleadas e normalizadas de acordo com o peso do respectivo órgão. 

 
LDU = número de amastigotas x 1000 células nucleadas 

peso do órgão 

 

Evidenciação Neuronal 

Detecção dos neurônios mioentéricos metabolicamente ativos (NADH-diaforase 

positivos) (GABELLA, 1969). 

Os segmentos intestinais do cólon ascendente e descendente foram lavados 

e preenchidos com solução de Krebs (pH 7,3). Posteriormente os segmentos 

passaram por duas lavagens de dez minutos cada em solução de Krebs, e foram 

incubados em solução de Krebs contendo Triton X-100 a 0,3% durante cinco 

minutos. Mais duas lavagens de dez minutos em cada solução de Krebs foram 

realizadas, para posterior incubação em meio de reação para evidenciar os 

neurônios mioentéricos NADH-dp constituído por 25mL de solução estoque de Nitro 

Blue Tetrazolium (NBT, solução estoque com concentração de 0,5 mg/mL), 25 mL 

de tampão fosfato de sódio (0,1 M; pH 7,3), 0,05 g de β-NADH em 50mL de água 

destilada. O tempo de incubação foi padronizado em 1 hora. Ao final, os segmentos 
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foram fixados em solução de formolaldeído a 10% em tampão fosfato (0,1 M, pH 

7,3). 

Detecção dos neurônios mioentéricos nitrégicos (NADPH-diaforase positivos) 

(SCHERER-SINGLER et al., 1983). 

Os segmentos intestinais do cólon ascendente e descendente foram lavados 

e preenchidos com PBS (pH 7,4). A seguir, os segmentos foram submetidos a duas 

lavagens em solução de PBS (10 minutos cada) seguidas de permeabilização em 

PBS contendo Triton X-100 a 0,3% diluídos em tampão fosfato de sódio (pH 7,3) por 

10 minutos. Posteriormente, mais duas lavagens em PBS durante 10 minutos cada 

foram realizadas. Para evidenciar os neurônios mioentéricos NADPH-dr positivos 

(NADPH-dp), após as lavagens, os segmentos foram incubados em meio de reação 

constituído por 50 mg de NBT, 100 mg de β-NADPH e 0,3% de Triton X-100 em 

tampão Tris-HCl (0,1M pH 7,6) por 2 horas. Posteriormente as extremidades foram 

liberadas e os intestinos imersos em solução de paraformaldeído a 4% para a 

fixação e armazenagem. 

Obtenção dos preparados de membrana 

Após período de fixação, cada intestino foi seccionado ao longo do eixo 

longitudinal na margem mesentérica e microdissecado sob estereomicroscópio, para 

retirada das túnicas mucosa e submucosa e preservação das túnicas muscular e 

serosa. Os preparados de membrana obtidos foram montados entre lâmina e 

lamínula de vidro com resina sintética Permount®. 

Densidade Neuronal 

Por meio dos preparados de membrana obtidos foi possível observar os perfis 

ganglionares. A densidade neuronal foi avaliada em 60 gânglios [19] com o auxílio 
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de microscópio de luz (aumento de 100X) sendo as imagens capturadas pela 

câmera digital Motic Image® e transferidas para o computador. Todos os neurônios 

presentes no perfil ganglionar fotografado foram quantificados. Os resultados foram 

expressos em média ± desvio padrão. 

Área do perfil do corpo celular dos neurônios mioentéricos (µm²) 

A mensuração da área do perfil do corpo celular dos neurônios mioentéricos, 

foi realizada com o auxílio do programa de análise de imagem computadorizado 

Image-Pro-Plus 3.0.1. Para tanto, as imagens dos neurônios capturadas para a 

análise de densidade neuronal foram utilizadas para a análise morfométrica. Foram 

mensurados o perfil celular (PC) dos 100 primeiros neurônios observados por 

animal. Os resultados foram expressos em média ± desvio padrão. 

Análise histopatológica e morfométrica do intestino grosso 

Fragmentos com aproximadamente três centímetros do cólon ascendente 

(porção proximal) e descendente (porção proximal) dos animais foram coletados e 

fixados em formol a 10%. Após a fixação por 48 horas, os segmentos foram lavados 

em álcool etílico a 70%, desidratados em série crescente de álcoois até o absoluto e 

diafanizados em xilol. Posteriormente, passaram para etapa de inclusão em 

parafina.  

Os materiais foram submetidos a três cortes transversais semi-seriados com 

5µm, com espaçamento de 300µm entre cada corte, no qual cada corte foi dividido 

em quatro campos amostrais, totalizando 12 quadrantes por animal (Figura 1). 
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Figura 1. Esquema da divisão em quadrantes para amostragem dos campos microscópicos do 

intestino de Mesocricetus auratus 

Os cortes foram corados com a técnica de Hematoxilina e Eosina (HE) para 

avaliação geral da morfologia do cólon e para análises de morfometria das pregas 

instestinais, espessura da túnica muscular e parede total, todas as medidas em 

micrômetro (µm). Para contagem de linfócitos intra-epiteliais (IELs) e das células 

mucosecretoras (PAS+), os cortes foram corados pela técnica Periodic Acid-Schiff 

(PAS) e para contagem de células mucosecretoras (AB+), os cortes foram corados 

por Alcian Blue (AB) pH 2,5 e contra corados com Hematoxilina. Foram analisadas a 

densidade de células caliciformes e IELs, relacionando à quantidade de enterócitos 

em campos escolhidos aleatoriamente. Todos os resultados foram expressos em 

média ± desvio padrão. 

Análise estatística 

Os dados obtidos pelas análises de densidade e morfometria neuronal foram 

inicialmente submetidos ao teste de Shapiro-Wilk para a verificação da normalidade 

e teste de Levene para avaliar a homoscedasticidade. Foram testadas diferenças 

estatísticas entre os grupos controle e experimental para cada período de exposição 

(30, 60 e 90 dias). Para tanto, utilizou-se o teste t-student, seguido pelo teste de 

Tukey, quando seguidas as premissas para o uso de testes paramétricos. Quando 

violadas essas premissas, o teste de Mann-Whitney foi empregado seguido pelo 

pós-teste de Dunn’s.  
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Os resultados obtidos foram analisados no GraphPad Prism 9.0 e o nível de 

significância adotado para os resultados obtidos foi de 5% (p < 0,05).   

RESULTADOS 

A análise LDU, indicou aumento da carga parasitária durante todos os 

períodos experimentais, progressivamente, em todos os órgãos analisados (Supl. 1). 

No cólon ascendente e descendente, formas amastigotas foram detectadas em 

todos os períodos analisados, entretanto, apenas no cólon ascendente observou-se 

aumento progressivo do parasitismo de maneira significativa (p<0,05) (Figura 2). 

 
Figura 2. Unidades de Leishman-Donovan (LDU) expressas em média, do baço, fígado, cólon 

ascendente e descendente dos hamsters em 30, 60 e 90 dias pós-infecção (DPI) por L. (L.) 

infantum. 

Os resultados referentes a densidade dos neurônios NADH-dp e NADPH-dp, 

encontram-se suplementados em anexo (Supl. 2). No cólon ascendente (Figura 3a), 

a densidade dos neurônios NADH-dp, reduziu significativamente (p<0,05) durante 

todos os períodos estudados. Já no cólon descendente (Figura 3b), apenas no 

período de 60 DPI houve aumento significativo (p<0,05) de 23%.  
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Figura 3 - Densidade dos neurônios metabolicamente ativos (NADH-dp), cólon ascendente (A) e 

descendente (B) do plexo mioentérico dos hamsters após 30, 60 e 90 dias de infecção (DPI) 

por L. (L.) infantum. Fotomicrografias (barra=100µm) evidenciando os gânglios com setas 

pretas. *Letras diferentes indicam diferença significativa (p<0,05) com seus respectivos 

grupos controles. 

A análise de densidade dos neurônios NADPH-dp, no cólon ascendente 

(Figura 4a), apenas no período de 60 DPI foi observado aumento significativo 

(p<0,05) de 69% quando comparado com seu respectivo controle. No entanto, no 

cólon descendente (Figura 4b), no período de 90 DPI a redução na densidade foi de 

26%. Assim como ocorreu com a outra subpopulação neuronal, a análise do perfil 
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quantitativo dos neurônios NADPH-dp também apresentou alterações na 

plasticidade em ambos os segmentos intestinais quando comparados com seus 

respectivos controles. 

 

Figura 4 - Densidade dos neurônios nitrérgicos (NADPH-dp), cólon ascendente (A) e descendente 

(B) do plexo mioentérico dos hamsters após 30, 60 e 90 dias de infecção (DPI) por L. (L.) 

infantum. Fotomicrografias (barra=100 µm) evidenciando os gânglios com setas pretas. 

*Letras diferentes indicam diferença significativa (p<0,05) com seus respectivos grupos 

controles. 

Os resultados da morfometria do perfil celular dos neurônios NADH-dp e 

NADPH-dp encontram-se suplementados em anexo (Supl. 3). A análise do perfil 

celular dos neurônios da subpopulação NADH-dp do cólon ascendente (Imagem 5a), 
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apresentou diferença significativa (p<0,05) em sua morfometria nos períodos 30 DPI 

e 90 DPI, com redução de 9% e aumento de 20%, respectivamente. No cólon 

descendente (Imagem 5b), apenas no período de 60 DPI houve redução de 52% 

quando comparado com seu respectivo controle. 

Na análise dos neurônios NADPH-dp, no cólon ascendente (Imagem 5c), 

houve redução significativa (p<0,05) nos períodos de 30 DPI e 90 DPI, de 20% em 

ambos os períodos. No cólon descendente (Imagem 5d) apenas no período de 90 

DPI houve aumento significativo (p<0,05) de 26%. 

 

Figura 5 – Morfometria (µm²) do perfil celular expressa em média ± desvio padrão dos neurônios 

metabolicamente ativos (NADH-dp), cólon ascendente (A) e descendente (B) e, dos 

neurônios nitrérgicos (NADPH-dp), cólon ascendente (C) e descendente (D), do plexo 

mioentérico dos hamsters com 30, 60 e 90 dias pós-infecção (DPI) por L. (L.) infantum. 

*Letras diferentes indicam diferença significativa (p<0,05) com seus respectivos grupos 

controles. 
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Os resultados morfoquantitativos mostram alterações nos neurônios do plexo 

mioentérico em ambos os segmentos intestinais. Embora as alterações tenham 

ocorrido de maneiras diferentes em cada parte do cólon, é possível verificar que a 

infecção parasitária afetou significativamente (p<0,05) a plasticidade dos neurônios 

NADH-dp e NADPH-dp durante todos os períodos experimentais estudados. 

Em uma análise macroscópica do intestino, não foi observada nenhuma 

ulceração em ambos os segmentos. Os resultados da estratigrafia intestinal 

encontram-se em anexo (Supl. 4). 

A estratigrafia intestinal do cólon ascendente (Figura 6a), indicou hipertrofia 

(p<0,05) na espessura das pregas da mucosa nos períodos de 30 DPI e 60 DPI, de 

43% e 29%, respectivamente. A túnica muscular apresentou hipertrofia de 41% e 

18% nos períodos de 30 DPI e 60 DPI, no entanto, no período de 90 DPI, houve 

atrofia da túnica de 4%. A parede total do órgão apresentou hipertrofia de 40% e 

22% nos períodos de 30 DPI e 60 DPI, respectivamente, seguido de atrofia em 90 

DPI de 4%, sendo essas alterações significativas (p<0,05) em todos os períodos 

estudados. 

No cólon descendente (Figura 6b), sua estratigrafia apresentou atrofia das 

pregas da mucosa de 22% em 60 DPI. No mesmo período, também foi observada a 

redução da parede total do órgão em 17%. 
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 Figura 6. Estratigrafia intestinal (µm) das mensurações de altura da prega da mucosa, espessura da 

túnica muscular e parede total expressas em média ± desvio padrão do cólon ascendente (A) 

e descendente (B) nos grupos controle (GC) e experimental (GE), durante os períodos de 30, 

60 e 90 DPI. Fotomicrografia do cólon ascendente (A) e descendente (B) em 100 µm, 

apresentando as pregas da mucosa (PR), a túnica muscular (TM) e a parede total do intestino 

(PT). *Letras diferentes indicam diferença significativa (p<0,05) com seus respectivos grupos 

controles. 

Os resultados da análise das células do cólon ascendente e descendente, 

encontram-se suplementados em anexo (Supl. 5). 

No cólon ascendente (Figura 7a), a densidade de células caliciformes PAS+ 

reduziu significativamente (p<0,05) nos períodos de 30 DPI e 90 DPI, em 15% e 

13% respectivamente. Já, as células caliciformes AB+, apresentou redução 
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significativa (p<0,05) nos períodos de 60 DPI e 90 DPI, de 14% e 30%. No cólon 

descendente (Figura 7b), as células caliciformes PAS+ apresentaram redução na 

densidade nos períodos de 30 DPI e 60 DPI, de 52% e 25% respectivamente e, no 

período de 90 DPI, aumento na densidade em 64%, sendo significativo (p<0,05) em 

todos os períodos. As caliciformes AB+ desse segmento intestinal, no período de 30 

DPI houve redução de 38% e aumento de 96% no período de 90 DPI.  

 

Figura 7. Porcentagem da razão entre a densidade de células caliciformes Alcian Blue (AB), Ácido 

Periódico de Schiff (PAS), linfócitos intraepiteliais (IELs) por densidade de enterócitos 

da mucosa do cólon ascendente (A) e descendente (B) nos grupos controle (GC) e 

experimental (GE), durante os períodos experimentais de 30, 60 e 90 DPI. *Letras 

diferentes indicam diferença significativa (p<0,05) com seus respectivos grupos 

controles. 

As análises da parede intestinal mostraram que ambos os segmentos 

intestinais estudados sofreram diversas alterações na estratigrafia do intestino 

assim, como, na densidade de células da mucosa ao longo da infecção parasitária. 

Entretanto, apenas no cólon ascendente observou-se alterações significativas 

(p<0,05) em toda a parede intestinal durante todos os períodos estudados.  
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DISCUSSÃO 

Os presentes resultados demonstram as alterações morfofisiológicas no cólon 

ascendente e descendente em hamsters, decorrente da infecção causada por L. (L.) 

infantum durante os três períodos experimentais. Tais alterações são provenientes 

da presença das formas amastigotas encontradas no cólon desses animais. Assim 

como no intestino grosso, observou-se também um crescente parasitismo no fígado 

e baço com a evolução da doença. A presença das formas amastigotas no intestino 

foi relatada em infecções naturais [16;20;45;46] e experimentais [18;19;38;47]. 

A doença possui como principais sinais clínicos febre prolongada, aumento do 

baço e fígado e perda de peso [48]. Em nosso estudo, as manifestações clínicas 

listadas acima não foram avaliadas, entretanto, as alterações histológicas clássicas 

da doença, como a hipertrofia e hiperplasia de macrófagos infectados em baço e 

fígado, diminuição de áreas de polpa branca em baço e a presença de nódulos 

macrofágicos em fígado denotam comprometimento sistêmico da doença. 

Adicionalmente, observou-se expansão de parasitos a órgão não clássico, como o 

intestino, demonstrando que a resposta imunológica dos animais não foi suficiente 

para conter os parasitos. Corroborando com nossos achados, em estudo 

semelhante realizado no jejuno de hamsters [19], foram observadas alterações 

semelhantes no intestino, oriundas do parasitismo no órgão. 

O parasitismo no intestino desencadeou alterações nas populações dos 

neurônios mioentéricos NADH-dp e NADPH-dp. No cólon ascendente a densidade 

dos neurônios metabolicamente ativos reduziu durante todo o período de infecção 

parasitária e apresentou atrofia no período de 30 DPI, sugerindo que a infecção 

afeta negativamente o funcionamento desses neurônios, resultando em baixa 

atividade metabólica, assim como também foi observado no jejuno de ratos 



26 
 

infectados com Toxoplasma gondii [49;50]. Já, no período de 90 DPI, a hipertrofia 

desses neurônios indica uma adaptação para atender todas as demandas do 

organismo frente à progressão do parasito [51;52;53].  

O aumento na densidade juntamente com a atrofia dos neurônios NADH-dp 

observado no período de 60 DPI no cólon descendente, sugere adaptação do 

organismo frente à infecção parasitária. Infecções causadas por Leishmania (L) 

infantum mostraram resultados similares com os neurônios metabolicamente ativos 

do plexo mioentérico no jejuno de hamsters [21]. 

No cólon ascendente, o aumento na densidade de citocinas inflamatórias 

liberadas pelo sistema imunológico, com o objetivo de combater o parasito, leva ao 

aumento da densidade de neurônios nitrérgicos, acarretando na hipertrofia da túnica 

muscular. Isso porque, a subpopulação dos neurônios NADPH-dp produz óxido 

nítrico (NO) e, utilizam desse neurotransmissor criando uma barreira protetora, 

tornando-os menos vulneráveis a morte e mantendo o funcionamento do intestino 

[56;57;58]. A atrofia celular observada nos períodos de 30 DPI e 90 DPI pode estar 

relacionada ao processo de adaptação às necessidades do TGI [55]. Assim como no 

jejuno de hamsters com L. (L) infantum [19], a atrofia desses neurônios pode ter 

ocorrido em reposta à infecção parasitária, resultando em um aumento a produção 

de NO, já que este é uma molécula citotóxica que inibe as enzimas essenciais 

mitocondriais e nucleares. Entretanto, quantidades excessivas de NO são 

prejudiciais não só para o parasita, mas também para as células intestinais [59]. O 

comprometimento das enzimas citoplasmáticas neuronais pode estar correlacionado 

com a diminuição da área celular.  

No segmento do cólon descendente, há redução na densidade dos neurônios 

NADPH-dp no período de 90 DPI, que pode ser explicado como um reflexo da carga 
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parasitária no órgão e cronicidade da infecção, assim como já mencionado em 

estudos realizados com infecções de T. gondii e Trypanossoma cruzi, onde os 

autores indicam essa resposta como aumento das atividades do sistema 

imunológico [60;61;62;63]. Uma outra explicação pode se dar devido a uma 

compensação pelo aumento no metabolismo desses neurônios, já que no mesmo 

período, os neurônios apresentaram hipertrofia ou, até mesmo, uma resposta 

compensatória à imunidade, assim como observado nos neurônios nitrérgicos do 

intestino delgado de hamsters infectados por L. (L.) infantum [19]. No entanto, no 

intestino grosso, as perdas neuronais são mais acentuadas e, os neurônios viáveis, 

sofrem hipertrofia [27] atuando como um mecanismo de adaptação as condições 

adversas sofridas pelas células no organismo [37;54]. 

Há nos dois segmentos intestinais, uma resposta compensatória entre ambas 

as subpopulações neuronais, pois o processo inflamatório desencadeia um 

desequilíbrio na resposta imunológica da barreira intestinal [32], estando os 

resultados relacionados ao processo de adaptação neuronal às necessidades do 

TGI [55]. Alterações na plasticidade ocorrem como efeito da adaptação à novas 

condições de estresse, mantendo a homeostase do intestino [64].  

Além das alterações nos neurônios do plexo mioentérico, também foram 

observadas alterações na dinâmica da estratigrafia intestinal em ambos os 

segmentos estudados. A musculatura do TGI é composta por uma grande rede de 

células que desempenham um importante papel na mediação da resposta 

imunológica. A hipertrofia da túnica muscular observada no presente estudo, pode 

estar relacionada com o aumento da resposta imunológica conduzindo a eventos 

pró-inflamatórios que foi induzido pela instalação do parasita no intestino [47;65;66]. 

Em um estudo de infecção induzida por T. gondii, foi observado o mesmo no jejuno 
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de ratos [49]. Por outro lado, assim como observado em estudo no duodeno de 

gatos infectados com toxoplasmose [67], a atrofia da túnica muscular pode indicar 

tolerância imune, resultado da cronificação da doença [68]. 

O aumento das pregas intestinais demonstra a adaptação do órgão para que 

haja maior superfície de contato com o lúmen intestinal. No entanto, a atrofia das 

pregas pode estar relacionada ao processo de turnover celular, que quando 

acelerado pode influenciar de forma negativa a diferenciação das células epiteliais, 

ocasionando disfunção do intestino [66]. Entretanto, as alterações observadas na 

morfometria da parede total, tanto do cólon ascendente quanto do cólon 

descendente, apresentaram-se como um reflexo das alterações da túnica muscular 

e das pregas intestinais do órgão. 

As avaliações histológicas, indicaram que durante todos os períodos de 

infecção, a camada mucosa adaptou-se morfologicamente para manter a 

homeostase intestinal [15], tendo uma participação efetiva, influenciando e 

interagindo com as demais camadas, células e substâncias do intestino grosso. A 

camada mucosa controla a passagem de substâncias através do epitélio interagindo 

com a microbiota e auxiliando na criação da barreira intestinal, tornando um 

mecanismo essencial que mantém o bom funcionamento dos tecidos [69]. Portanto, 

quaisquer modificações na superfície de contato da barreira intestinal ou em sua 

composição mediada por patógenos, podem induzir a um processo inflamatório, 

como, distúrbios intestinais [70]. 

O intestino, possui uma barreira mecânica e imunobiológica, constituída por 

células como os IELs e as células caliciformes. Estes linfócitos são células da 

imunidade inata que atuam na defesa do hospedeiro secretando citocinas para o 

recrutamento e sinalização celular [69]. No entanto, em nossos resultados não foi 
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observada nenhuma modificação na densidade de IELs durante toda a infecção 

parasitária. 

No presente estudo, houve redução das células caliciformes secretoras de 

mucinas neutras (PAS+) e ácidas (AB+) nos períodos de 30 DPI e 60 DPI, em 

ambos os segmentos intestinais. Em trabalhos similares, a infecção por T. gondii e 

L. (L.) infantum também foi observada a redução de células caliciformes, o que 

indica um processo de desenvolvimento de defesa do organismo frente a infecção 

[19; 67]. No entanto, no período de 90 DPI, foi observado aumento na densidade em 

ambas as populações celulares. Essas células são abundantes nas criptas do 

intestino grosso e formam ligações cruzadas entre si, que servem para originar o 

muco que protege e lubrifica o revestimento do intestino [72]. O aumento na 

densidade de células caliciformes no cólon indica uma reação de defesa do intestino 

em decorrência do estresse causado pela infecção, assim como observado em 

infecções causadas por T. gondii e Leishmania spp [66;67;73] corroborando com 

nossos resultados.  

Portanto, é possível afirmar que a infecção causada pelo protozoário 

Leishmania (L.) infantum, resulta em problemas além dos descritos anteriormente na 

literatura, como os sinais clínicos e as alterações histopatológicas, pois também 

acarreta em diversas alterações morfofisiológicas no intestino grosso dos animais 

infectados. Essas alterações são um reflexo da relação intrínseca relação entre o 

sistema imune e os neurônios do plexo mioentérico, que buscam manter a 

homeostase do intestino enquanto enfrentam o patógeno. Os resultados são 

consistentes com a literatura, indicando a importância do SNE diante da resposta em 

defesa ao hospedeiro. 
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ANEXOS 

Tabela 1 – Densidade de amastigotas pela análise LDU (Leishaman-Donovan units) 

expressa em média ± desvio padrão dos períodos de 30, 60 e 90 dias pós-

infecção (DPI). 

Órgão 
Período 

30 PI 60 PI 90 PI 

Baço 
711,07  

± 354,5a 

27551,28  
± 11210,74b 

81806,09  
± 62966,36 

Fígado 
1053,6  

± 749,71a 

21918,63  
± 14434,86b 

41780,78  
± 32256,97 

C. Ascendente 
89,79  

± 95,23 
239,63  

± 290,72a 

560,58  
± 292,82b 

C. Descendente 
101,49  

± 135,43 
255,33  

± 413,41 
280,62  

± 224,62 

*Letras diferentes na mesma linha indicam diferença estatística (p<0,05) entre os 
períodos. 

 

Tabela 2 – Densidade dos neurônios metabolicamente ativos (NADH-dp) e dos 

neurônios nitrérgicos (NADPH-dp) expressos em média ± desvio padrão dos 

períodos de 30, 60 e 90 dias pós-infecção (DPI) nos animais dos grupos 

controle (GC) e experimental (GE). 

 
Densidade Neuronal 

30 DPI 60 DPI 90 DPI 

GC GE GC GE GC GE 

C
ó

lo
n

 

a
s
c
e
n

d
e
n

te
 

NADH-
dp 

22,7 
±1,55a 

13,25 
±0,63b 

19,72 
±1,99a 

16,83 
±2,05b 

19,67 
±3,71a 

16,025 
±1,76b 

NADPH-
dp 

10,3 
±2,02 

12,44 
±1,73 

11,93 
±0,5a 

14,67 
±0,69b 

13,65 
±0,53 

14,52  
±1,75 

C
ó

lo
n

 

d
e
s
c
e
n

d
e
n

te
 

NADH-
dp 

23,75 
±0,78 

18,9 
±4,69 

13,1 
±4,015a 

22,17 
±0,89b 

16,4 
±1,13 

17,325  
±4,09 

NADPH-
dp 

11,18 
±1,19 

11,76 
±1,95 

10,66 
±1,71 

9,8  
±1,12 

13,38 
±3,48a 

9,87  
±0,42b 

*Letras diferentes na mesma linha indicam diferença estatística (p<0,05) com seus 
respectivos grupos controles. 

. 
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Tabela 3 – Morfometria neuronal (µm²) dos neurônios metabolicamente ativos (NADH-

dp) e dos neurônios nitrérgicos (NADPH-dp) expressa em média ± desvio 

padrão nos períodos de 30, 60 e 90 dias pós-infecção (DPI) dos animais dos 

grupos controle (GC) e experimental (GE). 

 
Morfometria do perfil celular (µm²) 

30 DPI 60 DPI 90 DPI 

GC GE GC GE GC GE 

C
ó

lo
n

 

a
s
c
e
n

d
e
n

te
 

NADH-
dp 

150,91 
±7,25a 

136,73 
±0,02b 

183,88 
±59,01 

137,30 
±11,81 

117,61 
±16,52a 

141,61 
±13,71b 

NADPH-
dp 

104,66 
±13,9a 

83,29 
±3,68b 

102,78 
±19,59 

90,41 
±3,88 

107,15 
±2,94a 

85,19 
±9,09b 

C
ó

lo
n

 

d
e
s
c
e
n

d
e
n

te
 

NADH-
dp 

130,87 
±4,89 

165,16 
±33,87 

267,42 
±66,21a 

128,87 
±37,13b 

188,41 
±80,89 

181,56 
±85,49 

NADPH-
dp 

76,01 
±4,5 

80,55 
±10,1 

98,35 
±11,6 

97,27 
±10,67 

90,04 
±24,53a 

113,9 
±2,48b 

*Letras diferentes na mesma linha indicam diferença estatística (p<0,05) com seus 
respectivos grupos controles. 

 

Tabela 4 – Morfometria intestinal (µm) expressa em média ± desvio padrão nos 

períodos de 30, 60 e 90 dias pós-infecção (DPI) dos animais dos grupos 

controle (GC) e experimental (GE). 

Grupos 

Estratigrafia intestinal (µm) 

30 DPI 60 DPI 90 DPI 

GC GE GC GE GC GE 

C
ó

lo
n

  

A
s

c
e

n
d

e
n

te
 

Prega da 
Mucosa 

176,6 253,8 179,4 232,5 251,2 232,1 

± 70,7a ± 50,7b ± 80,4a ± 55,5b ± 25,7 ± 59,7 

Túnica 
Muscular 

59,3 83,8 62,1 73,4 82,3 78,4 

± 23,9a ± 16,7b ± 23,2a ± 15,6b ± 10,7a ± 36,2b 

Parede 
Total 

270,4 380,3 280 342,8  361,2  345,6  

± 111,5a ± 64,9b ± 115,4a ± 70,4b ± 44a ± 102,9b 

C
ó

lo
n

 

d
e
s
c
e
n

d
e
n

te
 Prega da 

Mucosa 

323 267,3  344,8  268,6  339 317,5  

± 149 ± 79,2 ± 162a ± 88,9b ± 65,2 ± 89,9 

Túnica 
Muscular 

94.2  93,7  97,1  92,3  76,1  82,5  

± 47,8 ± 23,7 ± 48,9 ± 29,8 ± 10,1 ± 17,5 

Parede 
Total 

457,2  397,5  483 398,6  459,2  450,5  

± 187,6 ± 105,6 ± 203,4a ± 113,5b ± 84,8 ± 116,8 
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*Letras diferentes na mesma linha indicam diferença estatística (p<0,05) com seus 
respectivos grupos controles. 

 
 

Tabela 5 – Razão entre linfócitos intraepiteliais (IELs), alcian blue (AB+) e ácido 

periódico reativo de Schiff (PAS+) e enterócitos expressa em porcentagem (%) 

± desvio padrão nos períodos de 30, 60 e 90 dias pós-infecção (DPI) dos 

animais dos grupos controle (GC) e experimental (GE). 

 
Densidade de células da mucosa (%) 

30 DPI 60 DPI 90 DPI 

GC GE GC GE GC GE 

C
ó

lo
n

 a
s

c
e
n

d
e

n
te

 IELs/ 
Enterócito 

1,94  
± 0,4 

1,6 
 ± 0,5 

1,37  
± 0,6 

0,9 
± 0,2 

1,8  
± 0,5 

1,2 
± 0,7 

AB+/ 
Enterócito 

31,0 
± 3,0 

33,0 
± 7,0 

35,0 

± 5,0 a 

20,0 

 ± 6,0 b 
10,0 

 ± 4,0 a 
18,0 

 ± 6,0 b 

PAS+/ 
Enterócito 

18,0 

± 6,0 a 
12,0 

 ± 3,0 b 
10,1 
± 4,3 

12,0 
 ± 3,0 

13,0 

± 3,0 a 
9,0 

± 1,0 b 

C
ó

lo
n

 d
e

s
c

e
n

d
e

n
te

 IELs/ 
Enterócito 

1,4  
± 0,6 

1,59  
± 0,6 

2,0 
± 0,6 

1,5 
± 0,6 

1,0 
± 0,3 

0,4  
± 0,3 

AB+/ 
Enterócito 

18,0 
 ± 6,3 a 

6,8 

± 3,0 b 
11,2 
± 3,0 

7,2 
± 1,3 

9,8 

± 2,0 a 
25,9 

± 9,0 b 

PAS+/ 
Enterócito 

16,0 

± 4,3 a 
9,8 

 ± 0,2 b 
13,4 

 ± 2,0 a 
7,7 

 ± 1,2 b 
10,6 

 ± 2,0 a 
21,0 

± 9,0 b 

*Letras diferentes na mesma linha indicam diferença estatística (p<0,05) com seus 
respectivos grupos controles. 
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