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RESUMO

A Doenca de Chagas, causada pelo protozoario Trypanosoma cruzi, pode
comprometer o trato gastrointestinal e provocar alteragées inflamatérias no célon.
Durante a interagdo parasito-hospedeiro, vesiculas extracelulares (VEs) podem
atuar na modulacao da resposta imune, na infectividade e na viruléncia do parasito,
além de influenciarem a comunicacdo celular. Este estudo avaliou se a
administracdo de VEs tém efeito sobre o numero de linfocitos intraepiteliais do colon
de camundongos BALB/c infectados com T. cruzi. Foram utilizados 30 camundongos
machos, distribuidos em 6 grupos: um controle nao infectado e 5 grupos infectados,
com ou sem VEs obtidas da interacao dos clones CL Brener ou Dm28c com células
C2C12 ou Caco-2. Apdés 30 dias, cortes histolégicos do célon corados por
hematoxilina e eosina foram analisados, com quantificacdo dos linfocitos
intraepiteliais (LIEs) e calculo de sua proporcao para cada 100 células epiteliais. Em
comparacao ao controle, observou-se aumento de 74% no grupo infectado sem VEs,
50% no CLC2, 75% no CLCa, 56% no DmC2 e 49% no DmCa. Os resultados
demonstraram aumento dos LIEs em todos os grupos infectados em relagdo ao
controle, sem diferengas estatisticamente significativas entre os grupos infectados,
indicando que a infecgdo por T. cruzi foi o principal fator associado ao recrutamento
dessas células. Conclui-se que, embora as VEs tenham um potencial modulador
durante a interagdo parasito-hospedeiro, nas condicdes avaliadas sua administracao
ndao alterou o recrutamento de LIEs, indicando que esse aumento esteve
principalmente associado a infecgao por T. cruzi.

INTRODUCAO

A Doenca de Chagas, uma infeccdo parasitaria crbnica causada pelo protozoario
Trypanosoma cruzi. Considerada uma doenca tropical negligenciada, pode provocar
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complicagdes graves e irreversiveis nos sistemas circulatério, digestério e nervoso
(Pan American Health Organization, 2024).

Na fase crbnica, a doenca pode causar cardiomegalia, megaeséfago e megacélon.
O trato gastrointestinal € um importante local de permanéncia do parasito, podendo
apresentar alteragdes no colageno, ninhos de amastigotas, infiltrados inflamatérios e
comprometimento do Sistema Nervoso Entérico (Khan et al., 2021).

Durante a infeccdo, ha a liberacdo de vesiculas extracelulares tanto pelas células
hospedeiras quanto pelo parasito, que possuem componentes de ambas as células,
capazes de modular a resposta imunoldgica e favorecer a sobrevivéncia, a viruléncia
e a disseminacdo do parasito. Essas vesiculas também podem modificar a
expressao génica das células hospedeiras, estimular a producdo de citocinas e
influenciar a infectividade de diferentes cepas (Ribeiro et al., 2018).

O colon possui diferentes tipos celulares, entre eles os LIEs, células imunol6gicas
localizadas entre as células do epitélio intestinal. Esses linfécitos participam da
vigilancia imunoldgica, do controle de patbgenos e da manutengédo da estabilidade
tecidual. Portanto, esse trabalho teve como objetivo avaliar se a administracao de
VEs exerce efeito sobre a infecgédo por T. cruzi, por meio da andlise quantitativa dos
LIEs.

MATERIAIS E METODOS

O estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade
Estadual de Maringa (CEUA/UEM), sob protocolo n® 5864311022.

Foram utilizados 30 camundongos machos BALB/c, com 60 dias de idade e peso
entre 25 e 30 g, distribuidos em 6 grupos experimentais. Cinco grupos foram
infectados, por via intravenosa, com 1 x 10° tripomastigotas de T. cruzi do clone CL
Brener, associados ou ndo a 5 ug de vesiculas extracelulares (VEs).

As VEs foram previamente isoladas in vitro por centrifugacéo diferencial, a partir da
interacao dos clones CL Brener ou Dm28c de T. cruzi com células C2C12, de origem
mioblastica, ou Caco-2, de epitélio intestinal. O grupo controle (CG) nao infectado
recebeu apenas solugcdo salina estérii (PBS); o grupo IG recebeu 1x10°
tripomastigotas em PBS; além da infecgcao, os grupos CLC2, CLCa, DmC2, DmCa
receberam as VEs. A infeccao foi previamente comprovada por microscopia. Apés a
inoculacdo, os animais foram mantidos por 30 dias em biotério, sob temperatura
controlada de 24 + 2 °C e fotoperiodo de 12 horas. Em seguida, amostras do co6lon
foram processadas histologicamente e submetidas a microtomia para obtencao de
cortes transversais semisseriados de 5 um, posteriormente corados com
hematoxilina e eosina. A quantificacdo dos LIEs foi realizada em quatro cortes
histoldgicos, divididos em quatro quadrantes, em que 2560 células epiteliais e o0s
LIEs presentes entre elas foram quantificados. Para a andlise estatistica, foi
calculado a propor¢éao de LIEs para 100 células epiteliais.

A distribuicdo dos dados foi avaliada pelo teste de Shapiro-Wilk, seguido de pds
teste de Tukey. Em todas as analises, os dados foram apresentados com média
simples e desvio padrao, foi considerado nivel de significancia de 5% (p < 0,05).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados, apresentados na Figura 1, demonstraram aumento no recrutamento
de linfocitos para o epitélio em todos os grupos experimentais quando comparados
ao grupo controle (CG). Foram observados aumentos de 74% no grupo |G, 50% no
CLC2, 75% no CLCa, 56% no DmC2 e 49% no DmCa, com maior recrutamento
observado no grupo CLCa.
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Figura 1 — Andlise estatistica dos LIEs no célon de camundongos Balb/c.

A presente pesquisa demonstrou aumento da proporcao de LIEs no célon de todos
0s grupos infectados por T. cruzi em comparag¢ao ao grupo controle, indicando uma
resposta imunoldgica local a infecgdo. Esse achado esta de acordo com estudos que
demonstraram intensa resposta inflamatéria e recrutamento de linfécitos T CD4+ e
CD8+ no colon de animais infectados, reforcando a participacdo ativa do epitélio
intestinal na resposta contra o parasito (Espinoza et al., 2011). Como os LIEs atuam
na vigilancia imunolégica da mucosa intestinal, seu aumento pode estar relacionado
a tentativa do hospedeiro de controlar a presenca e a replicacdo do T. cruzi no
tecido, embora apenas sua quantificacdo nao permita determinar a eficiéncia dessa
resposta (Ward et al., 2022).

Embora tenham sido observadas variacées percentuais na proporcao de LIEs entre
os grupos infectados, ndo foram encontradas diferencas estatisticamente
significativas entre eles. Todos os grupos infectados apresentaram aumento
significativo em relacdo ao grupo controle, independentemente da presencga ou da
origem das vesiculas extracelulares. Estudos demonstraram que VEs derivadas de
macréfagos infectados por T. cruzi, incluindo o clone CL Brener, podem modular
tanto o perfil inflamatério quanto o comportamento funcional de células imunes, de
maneira dependente da cepa do parasito (Mesias et al., 2025). Apesar das VEs
apresentem potencial para modular mecanismos associados a resposta inflamatéria
e ao recrutamento celular, nas condicbes avaliadas neste estudo esse efeito néao
resultou em alteracéo significativa na quantidade de LIEs, indicando que a infeccao
por T. cruzi foi o principal fator associado ao aumento dessas células no epitélio
intestinal.

CONCLUSOES
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O presente estudo demonstrou que a administracdo de VEs ndao modificou o
recrutamento de LIEs para o colon de camundongos BALB/c infectados por T. cruzi,
independentemente do clone de origem das vesiculas (CL Brener ou Dm28c) ou da
célula hospedeira utilizada em sua obtengao (C2C12 ou Caco-2). Considerando que
a quantificacdo de LIEs corresponde a uma analise morfolégica e nao discrimina
subpopulacdes dessas células nem estado de ativacao, os resultados obtidos néo
descartam possiveis efeitos imunomoduladores das VEs em nivel funcional. Dessa
forma, estudos complementares sdo necessarios para esclarecer a participacao das
VEs na resposta imune local da Doencga de Chagas digestiva.
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