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RESUMO

A doenca de Chagas, causada pelo protozoario Trypanosoma cruzi, € endémica na
América Latina e afeta milhdes de pessoas. Durante a infeccédo, vesiculas
extracelulares (VEs) liberadas pelo parasito podem modular a resposta imune do
hospedeiro. Este estudo analisou os efeitos das VEs de T. cruzi sobre as células
caliciformes (CCs) do colon de camundongos BALB/c, com o objetivo de entender o
impacto combinado da infeccdo com a administracdo de VEs de diferentes
fontes. Foram utilizados 42 camundongos machos divididos em seis grupos,
incluindo um nao infectado e cinco grupos infectados. O célon foi fixado, emblocado
e cortado em laminas histologicas, em seguida coradas com PAS e Alcian Blue com
pH 1,0 e 2,5, para identificar mucinas nas CCs. A quantificacdo das células foi
realizada por microscépio, e os dados foram analisados estatisticamente. Os
resultados mostraram que os grupos infectados com as cepas CL Brener e clone
Dm28c em cultivo com a linhagem celular C2C12 apresentaram um aumento
significativo na propor¢do de CCs coradas com AB pH 2,55, sugerindo maior
secrecdo de mucinas acidas. Esse aumento pode indicar uma resposta adaptativa
das CCs a presenca de fatores de viruléncia e a maior atividade inflamatéria no
intestino nas condi¢gées experimentais utilizadas. Em contraste, o grupo infectado
apenas com a cepa CL Brener ndo apresentou aumento significativo nas CCs,
evidenciando que a associacao com as linhagens celulares potencializou a resposta
tecidual na presenca das VEs.

INTRODUCAO
Trypanosoma cruzi € o protozoario responsavel pela doenca de Chagas, uma

infeccdo endémica na América Latina que afeta de 6 a 7 milhdes de pessoas (OMS,
2024). A transmissao do T. cruzi ocorre principalmente pelo contato com fezes de
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triatomineos apbés a picada, entretanto pode também ocorrer pela via oral,
transfusbes sanguineas, transplantes de 6rgaos e via congénita. Apés a infecgéo, o
parasito invade os macréfagos e se multiplica, de forma crdénica, essa infec¢ao pode
causar lesbes cardiacas, afetar o trato gastrointestinal (TGl) e a pele dos individuos
infectados (NEVES, 2022).

Durante os estagios iniciais da infec¢do por T. cruzi, VEs sao liberadas e podem
modular a resposta imune do hospedeiro, aumentando a evasdo da resposta e
alterando a integridade e funcao das células e tecidos, sendo cruciais para eventos
imunomodulatérios desencadeados pelos parasitos (CORTES-SERRA et al., 2022).
Sendo assim, essas VEs também podem ser capazes de modular respostas
celulares do TGl e atuar como importantes mediadores  pré-
inflamatérios (TORRECILHAS et al., 2020). Entre os tipos de células que podem ser
afetadas estdo as células caliciformes, que sao responsaveis pela secrecao de muco
e pela protecao da mucosa intestinal, além de desempenharem um papel importante
na regulacdo da resposta inflamatéria (UCHOA; CARNEIRO, 2023). Este trabalho
analisou os efeitos das VEs liberadas durante a infecgao pelo T. cruzi sobre as CCs
do c6lon em camundongos BALB/c.

MATERIAIS E METODOS

Processamento das Amostras Bioldgicas

Todos os procedimentos experimentais foram previamente aprovados pela
Comissdao de Etica no Uso de Animais da Universidade Estadual de Maringa
(CEUA/UEM) sob protocolo n® 5864311022. Foram utilizados 42 camundongos
machos da linhagem BALB/c, com 60 dias de idade e peso variando entre 25 e 30 g,
provenientes do Biotério Central da Universidade Estadual de Maringa. Os animais
foram distribuidos aleatoriamente em seis grupos (n=6), sendo um grupo nao
infectado (controle) e cinco infectados. Para isso, foram utilizadas VEs provenientes
do contato com um estoque clonal (CL Brener) e uma cepa (Dm28c) de T. cruzi com
duas linhagens celulares (mioblasto - C2C12, ou epitélio intestinal - Caco-2).

Obtencao dos Laminarios Histolégicos

O cblon dos camundongos foi fixado em paraformaldeido tamponado a 4% e
posteriormente emblocado em parafina. Foram obtidos cortes transversais semi-
seriados com espessura de 5 ym, corados com PAS (Periodic Acid-Schiff) para
mucinas neutras e sialomucinas labeis; o Alcian Blue (AB) pH 2,5 para detectar
sialomucinas e sulfomucinas; e o Alcian Blue (AB) pH 1,0 para a identificacdo de
células produtoras de sulfomucinas.

Analises Quantitativas das Células Caliciformes do Colon
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Para cada um dos seis grupos experimentais foram capturadas 32 imagens de cada
animal, em um microscoépio 6ptico acoplado a uma camera digital (objetiva de 40x).
A quantificagdo das CCs foi realizada através da andlise dessas imagens. Cada
imagem representava uma seg¢ao das criptas do célon, onde as células caliciformes
foram identificadas e contadas manualmente.

Anélise Estatistica

A andlise estatistica foi realizada no software GraphPad Prism (versao 8.0.1), sendo
a distribuicdo verificada pelo o teste de Shapiro-Wilk. A distribuicdo dos dados foi
considerada normal para todas as andlises. Para comparacao entre os grupos foi
aplicado o teste ANOVA de uma via seguido por pds-teste de Tukey, com p<0,05.
Os dados foram expressos por média + desvio padrao.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados indicaram um aumento significativo na propor¢cdo de CCs coradas
com AB pH 2,5. Essa coloragdo possui afinidade com sialomucinas e sulfomucinas,
ou seja, mucinas acidas presentes na secrecao de células caliciformes. O aumento
na proporcdo de CCs pode indicar uma maior atividade secretéria das células,
especialmente em resposta a estimulos inflamatérios ou infecciosos.

Foi observado um aumento notavel na propor¢cdao de CCs nos grupos das cepas
CLBre e clone Dm28c em cultivo com a linhagem celular C2C12 (Figura 1), em
comparacado com o grupo nao infectado e o grupo controle infectado (CLBre). Esses
resultados sugerem que as VEs das cepas CLBre e Dm28c de T. cruzi, quando
associadas a linhagem mioblastica C2C12, podem estimular as CCs a produzir uma
resposta em razao da infecgdo, promovendo uma maior diferenciagcdo das CCs e
poderia estar relacionada a resposta adaptativa tecidual devido a presenca de
fatores de viruléncia ou maior resposta inflamatéria do 6érgao durante a infeccao pelo
T. cruzi (TORRECILHAS et al., 2020). Por fim, ndo houve diferenga significativa nos

grupos pesquisados com as coloracoes Alcian Blue pH 1,0 e PAS.
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Figura 1 - Gréaficos de quantificages de células caliciformes em camundongos BALB/c, utilizando coloragbes
com Alcian Blue (AB) a pH 1,0 e 2,5 e PAS. Dados expressos como média * desvio padrdo com nivel de
significancia de 5% e 95% de intervalo de confianga.
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CONCLUSOES

Em conclusao, os resultados sugerem que a infeccdo por Trypanosoma cruzi e a
administracdo de VEs das cepas CLBrener e Dm28c, em combinacdo com a
linhagem celular C2C12, implicou no aumento da proporcdo de CCs no célon dos
camundongos analisados. Que pode indicar uma possivel resposta imune e
adaptativa das células devido a presenca de fatores de viruléncia e a acéao
inflamatéria no 6rgao proporcionada pela administracao das VEs.
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