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RESUMO

A doenca de chagas causada pelo protozoario Trypanosoma cruzi pode causar
manifestacbes agudas e crbnicas, afetando principalmente os sistemas
cardiovascular e gastrointestinal. No intestino, o epitélio e os linfécitos intraepiteliais
(LIEs) sé@o essenciais para a imunovigilancia da mucosa. O T. cruzi libera vesiculas
extracelulares (VEs) que modulam a resposta imune, mas a sua influéncia no jejuno
ainda é pouco compreendida. Este estudo teve como obijetivo investigar o impacto
da infeccdo por T. cruzi em associacdo com a inoculacdo de diferentes VEs na
quantificacao de LIEs no jejuno de camundongos. Foram utilizados 30 camundongos
Balb/c, distribuidos em seis grupos. Um grupo controle nao foi infectado, e os outros
cinco foram infectados com tripomastigotas da cepa CL Brener. Os grupos
infectados receberam diferentes preparacées de VEs, obtidas a partir de culturas
celulares. Apos 28 dias de infeccdo, amostras do jejuno foram coletadas e
processadas para analise histolégica para a contagem dos LIEs. A analise
estatistica nao revelou diferencas quantificativas nos LIEs, o que pode estar
relacionado ao tempo de infeccdo, ao segmento intestinal analisado ou ao fato de
que os efeitos das VEs podem ser mais funcionais do que quantitativos, modulando
a ativacao celular em vez de sua densidade. Concluimos que sdo necessarios
estudos adicionais em diferentes periodos de infeccdo, em outros segmentos do
trato intestinal e com foco em aspectos funcionais dos LIEs, para ampliar a
compreensdo da interacao entre VEs e a imunidade da mucosa intestinal na doenca
de chagas.

INTRODUGCAO

A Doenca de Chagas, ou tripanossomiase americana, € uma infeccao causada pelo
protozodrio Trypanosoma cruzi que permanece como um grave problema de saude
publica nas Américas. Sua transmissdo ocorre principalmente por meio do vetor,
mas também por outras vias, como oral, transfusional e congénita. A infeccdo pode
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levar a manifestacées agudas e crbnicas, afetando de forma severa os sistemas
cardiovascular e gastrointestinal. Em casos mais graves, a doenca provoca 0O
desenvolvimento de megacdlon e megaeso6fago (Neves, 2022).

Durante o seu ciclo de vida, o T. cruzi libera vesiculas extracelulares (VESs), que sao
nanoparticulas lipidicas que transportam moléculas bioativas que interagem
diretamente com as células do hospedeiro, podendo modular a resposta imune. As
VEs podem tanto conferir protecdo quanto intensificar a infecgdo, a depender das
condicoes bioldgicas (Cortes-Serra et al., 2022).

No intestino, o epitélio intestinal atua como uma barreira fisica e imunolégica,
regulando a absorcdo de nutrientes e protegendo o organismo contra
microrganismos. Nesse ambiente, os linfécitos intraepiteliais (LIES) sdo essenciais
para a imunovigilancia da mucosa, eliminando células epiteliais danificadas ou
infectadas e mantendo a homeostase do tecido. As proprias células epiteliais nao
funcionam apenas como uma barreira estrutural, elas também participam ativamente
da resposta imune, modulando a atividade dos LIEs (Vandereyken et al., 2020).
Apesar de seu papel central na infeccdo, a influéncia das VEs do T. cruzi no
intestino, especialmente no intestino delgado, ainda é pouco compreendida. Diante
disto, este estudo tem como objetivo analisar o impacto da infeccao e das VEs sobre
os LIEs no jejuno de camundongos.

MATERIAIS E METODOS

Os experimentos foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da
Universidade Estadual de Maringa (parecer n® 58644311022). Foram utilizados 30
camundongos machos da linhagem Balb/c, distribuidos aleatoriamente em seis
grupos experimentais (n = 5): um grupo controle ndo infetado e cinco grupos
infetados que receberam, por via intravenosa na veia peniana uma suspensao
contendo 1x10° tripomastigotas da cepa CL Brener de T. cruzi. Para avaliar a
influéncia das VEs, em parte dos animais também foram inoculados 5 pl de
diferentes preparacbes obtidas a partir de culturas celulares nas quais houve a
interacao de células intestinais Caco-2 ou mioblastos C2C12 com parasitos da cepa
CL Brener ou da cepa Dm28c.

Apbs 28 dias de infeccdo, os animais foram eutanasiados por aprofundamento
anestésico e fragmentos de 1 cm do jejuno foram coletados, submetidos ao
processamento histolégico convencional (desidratacdo, diafanizacéo e inclusdo em
parafina), cortados em secg¢des semi-seriadas de 5 um e corados com hematoxilina
e eosina.

A partir destas laminas, foi realizada a quantificacdo dos linfécitos intraepiteliais em
microscopio optico, onde foram quantificados os LIEs presentes entre 1260 células
epiteliais. A seguir, foi realizada a proporcdo dessas células a cada 100 células
epiteliais para as analises estatisticas.

A distribuicdo dos dados foi considerada normal pelo teste de Shapiro-Wilk e a
comparacado entre os grupos foi realizada pela Analise de Variancia (ANOVA),
seguida do pés-teste de Tukey. Em todos os casos, adotou-se nivel de significancia
de p < 0,05.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos indicam que, no modelo experimental utilizado, a infeccao por
T. cruzi associada as VEs nao promoveu alteracdes significativas na quantificacao
de linfécitos intraepiteliais (LIEs) no jejuno em nenhum dos grupos analisados
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(Figura 1).

Figura 1 — Quantificacdo de linfdcitos intraepiteliais (LIEs) por 100 células epiteliais (CE) no jejuno de
camundongos infectados por Trypanosoma cruzi que receberam vesiculas extracelulares (VEs). GC:
Grupo controle. Gl: Grupo infectado. GI-CLC2: Grupo infectado com T. cruzi que recebeu VEs
derivadas da cultura de CL Brener em células C2C12. GI-CLCa: Grupo infectado com T. cruzi que
recebeu VEs derivadas da cultura de CL Brener em células Caco-2; GI-DmC2: Grupo infectado com
T. cruzi que recebeu VEs derivadas da cultura de Dm28c em células C2C12; GI-DmCa: Grupo
infectado com T. cruzi que recebeu VEs derivadas da cultura de Dm28c em células Caco-2. Dados
apresentados como média * desvio padrao.

A auséncia de alteracao quantitativa nos LIEs do jejuno € um achado importante,
considerando o potencial imunomodulador das VEs do T. cruzi. Essas vesiculas s&o
capazes de modular a resposta imune, principalmente em macréfagos, onde podem
reduzir citocinas pré-inflamatérias (Lovo-Martins et al., 2018). Sugerindo assim, que
o efeito das VEs é especifico ao tipo celular e ao microambiente, indicando que a
modulacdo da resposta imune intestinal pode ocorrer sem uma mudanca
significativa na quantidade de LIEs.

Nossos resultados podem estar relacionados ao tempo de infeccdo, uma vez que no
periodo de 28 dias a resposta imunolégica local pode nao ter sido alterada de forma
expressiva ou ainda ao segmento intestinal avaliado, sendo possivel que alteragdes
mais expressivas ocorram em regidées com maior quantidade de placas de Peyer ou
em periodos mais prolongados de infecgdo. Outra hipétese € que a auséncia de
mudanca quantitativa nao reflete a auséncia de impacto funcional. E possivel que as
VEs influenciem a ativacao e a funcao dos LIEs em vez de sua quantidade.

Além disso, a diversidade na composicdo molecular das VEs, que varia conforme a
cepa do parasito e o tipo de célula hospedeira, também pode ter influenciado nossos
resultados (Ribeiro et al., 2018). Essa variabilidade pode explicar a auséncia de um
efeito generalizado nas VEs de diferentes origens.
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CONCLUSOES

Nossos resultados demonstraram que, no periodo analisado, ndo houve diferencas
estatisticamente significativas entre os grupos experimentais, indicando que o
impacto das VEs do T. cruzi na imunidade intestinal € complexo e ndo se manifesta
por alteragdes numéricas imediatas nos LIEs. Esse achado pode estar relacionado
ao tempo de infec¢do, ao segmento intestinal avaliado ou ao fato de que os efeitos
das vesiculas extracelulares ocorram de forma mais funcional que quantitativa.
Assim, destaca-se a necessidade de estudos futuros que explorem diferentes
periodos de infeccdo, outros segmentos intestinais e analises funcionais dos
linfécitos intraepiteliais, a fim de aprofundar a compreensdao da interacdo entre
vesiculas extracelulares e imunidade da mucosa intestinal na doencga de chagas.
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