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RESUMO

A Doenca de Chagas € uma doenca parasitaria que vem tendo uma
crescente de casos em paises em que nao é endémica, demandando mais estudos
sobre seus efeitos e possiveis fatores de evolucdo da doenca para melhor
compreensao. Este estudo teve como objetivo analisar quantitativamente a
populacado de neurbnios e de células da glia presentes no jejuno em um quadro de
infeccdo da doenca com a administracdo de vesiculas extracelulares (produtos
citoplasmaticos com atuacao na relagao célula-parasito). Para isso, foram utilizados
30 camundongos divididos em seis grupos (n=5), sendo um grupo controle, um
grupo infectado por tripomastigotas de Trypanosoma cruzi e quatro grupos
infectados que foram administradas vesiculas extracelulares (VEs) para avaliar
alteracées na populacdo de células neurais sob tais condigdes. Os resultados
demonstraram uma reducdo no numero de neurdnios nos grupos infectados que
receberam as VEs, enquanto que o numero de células da glia reduziu
significativamente apenas nos animais do grupo GI-CLC2. Concluimos que as VEs
administradas no momento da infeccdo teve aumentou os danos neuronais da
doenca de Chagas.

INTRODUGAO

A doenga de Chagas é uma doenga infecciosa e inflamatoria causada pelo
parasito Trypanosoma cruzi, endémica de paises tropicais, porém classificada como
uma doenca negligenciada. Possui como principais caracteristicas alteragdes
cardiacas, gastrointestinais e no sistema nervoso, podendo ser transmitida por um
vetor triatomineo ou por transfusao de sangue. E dividida em fase aguda e crénica,
sendo a primeira assintomatica ou manifesta sintomas inespecificos, como febre, e a
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fase crOnica é responsavel por manifestacbes como mega visceras e cardiopatia.
Por ser uma doenca inflamatéria, também possui efeito sobre células do sistema
nervoso, tendo potencial neurotéxico. As vesiculas extracelulares (VEs) sao
produtos do citoplasma celular que carrega lipideos, metabdlitos, proteinas, DNA e
RNA, em quadros de interacdo célula-parasito tem a capacidade de modular a
resposta imune e compostos inflamatérios, podendo servir de marcador molecular
ou uma forma de protecdo da permanéncia do parasito. Este estudo teve como
objetivo investigar o efeito da administracdo de diferentes VEs sobre neurbnios e
células da glia do jejuno em modelo experimental de doenca de Chagas, a fim de
entender a extensdo dos efeitos da invasdo do parasito e como as células neurais
séo afetadas.

MATERIAIS E METODOS
Delineamento experimental

) Todos os procedimentos experimentais foram aprovados pela Comissédo de
Etica no Uso de Animais da Universidade Estadual de Maringa (CEAU/UEM) no
protocolo n°58644311022. Foram utilizados 30 camundongos machos para o
experimento, dividindo-os em seis grupos (n=5), sendo um grupo controle (n&o
infectado), um grupo infectado apenas com o parasito de T. cruzi da cepa CL
Brener, um grupo infectado porém administrado VEs de células C2C12 e a cepa CL
Brener, um grupo infectado com VEs de células Caco-2 e CL Brener, um grupo
infectado com VEs de células C2C12 e a cepa Dm28c do parasito e um grupo
infectado com VEs de células Caco-2 e cepa Dm28c. A obtencédo dessas vesiculas
foi por meio de parceria com pesquisadores do Instituto Carlos Chagas de Curitiba,
Parana. Apo6s 28 dias da infeccao foi feita a eutanasia dos animais e a dissecacao
para coleta do jejuno.

Imunohistoquimica do Sistema Nervoso Entérico

Foi realizada a microdisseccdo do jejuno para a obtencdo do plexo
mioentérico, que foi submetido a lavagem com solucdo salina estéril (PBS),
incubadas em solucéo bloqueio por duas horas e novamente incubado por 48 horas
em uma solucdo com os anticorpos primarios anti-B-tubulina e anti-S100 para que
haja a demarcacao de neurbnios e das células da glia, respectivamente. Apés as 48
horas, foi feita novamente a lavagem com PBS e a incubacao por 2 horas com o
anticorpo secundario conjugado com fluoresceina. Ao término do tempo, as
amostras foram lavadas e foram montadas as laminas para analise.

Analise quantitativa e estatistica dos neurénios e das células da glia

Foram capturadas e analisadas 32 imagens com o navegador de imagens
FSXBSW integrado a um microscépio 6ptico Olympus FSX100 (Olympus, Téquio,
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Japao) equipado com filiros de imunofluorescéncia. Posteriormente foi feita a
contagem de neurbnio e de células da glia, coletando dados para a analise
estatistica.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos evidenciaram uma redug¢édo da quantidade populacional
de neurdnios nos grupos infectados em comparagéao ao grupo controle, o que indica
uma reducao de neurbnios em um quadro de infeccdo por T. cruzi. Ja sobre a
quantidade populacional de células da glia ndo houve uma alteracao significativa
exceto no grupo infectado que recebeu as VEs CLC2 em comparacdo ao grupo
controle, onde houve uma redugéo.
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Figura 1 - Andlise quantitativa de células gliais imunomarcadas com anti-S100 e neur6nios
imunomarcados com B-tubulina no célon de camundongos infectados com a cepa CL Brener de T.
cruzi que receberam EVs. CLC2: EVs obtidas da cultura de CL Brener em células C2C12; CLCa: EVs
obtidas da cultura de CL Brener em células Caco-2; DmC2: EVs obtidas da cultura de Dm28c em
células C2C12; DmCa: EVs obtidas da cultura de Dm28c em células Caco-2. GC: Grupo controle. Gl:
Grupo infectado. A) Total de neurénios no plexo mioentérico, B) Total de células gliais no plexo
mioentérico. Dados apresentados como média £ DP (n = 5).* p < 0,05, **p < 0,01, ANOVA seguido do
teste de Tukey).

Ha estudos que contribuem para a compreensdao da atuacdo das VEs e suas
diferentes variacoes (diferentes cepas de T. cruzi e de linhagens celulares),
avaliando seus efeitos fisiopatolégicos e imunes, como abordado nos estudos de
CORTE-SERRA, 2022, NOGUEIRA, 2015 e outros, que avaliam sistemicamente as
alteracées e modulagbes causadas pela vesiculas, porém ainda sdo escassos 0S
estudos especificos sobre os efeitos no sistema nervoso entérico ou sobre os efeitos
diretos nos neurénios locais. Porém ha estudos como de CARMO NETO, 2021 que
relacionam a neurotoxicidade da inflamacao a Doenca de Chagas, ainda que nao
foquem em uma analise quantitativa das células neurais.

CONCLUSOES
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Em conclusao, os resultados mostraram que os neurdnios o plexo mientérico
sofrem uma reducdo maior do que as células da glia quando as VE foram
administradas aumentando os danos no jejuno da infec¢ao pelo T. cruzi.
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