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RESUMO

A Doenca de Chagas, causada pelo protozoario Trypanosoma cruzi, pode
apresentar manifestacdes digestivas associadas ao comprometimento do trato
gastrointestinal. As vesiculas extracelulares participam da comunicagdo entre
parasito e hospedeiro e podem influenciar a resposta durante a infeccdo. Este
estudo teve como obijetivo detectar e avaliar a carga parasitaria de T. cruzi no célon
de camundongos Balb/c infectados e tratados com vesiculas extracelulares. Foram
utilizados 30 camundongos machos, distribuidos em seis grupos experimentais. A
infeccao foi realizada com 1 x 10° tripomastigotas do clone CL Brener €, nos grupos
correspondentes, foram administradas vesiculas extracelulares. Apds 28 dias,
fragmentos do colon foram coletados para extracdo de DNA e analise por PCR
quantitativa em tempo real utilizando SYBR Green. Foi detectado DNA de T. cruzi
nas amostras dos animais infectados, enquanto o grupo controle ndo apresentou
amplificacdo correspondente. Entretanto, ndo foram observadas diferengas
estatisticamente significativas na carga parasitaria entre 0os grupos experimentais.
Conclui-se que a qPCR foi eficiente para detectar T. cruzi no tecido colbnico e que,
nas condicdes avaliadas, as vesiculas extracelulares nao promoveram alteragdes
detectaveis na quantidade de DNA parasitario aos 28 dias apds a infecgao.

INTRODUCAO

A Doenca de Chagas é causada pelo protozoario Trypanosoma cruzi, podendo
apresentar manifestagcbes cardiacas e digestivas. O comprometimento
gastrointestinal esta relacionado a alteragdes inflamatérias, estruturais e
neurolégicas, podendo contribuir para o desenvolvimento do megacélon chagasico.
Nesse contexto, as vesiculas extracelulares tém sido investigadas por participarem
da comunicagao entre parasito e hospedeiro e por seu potencial de modulagao das
respostas celulares e imunolédgicas (MOLINA et al., 2018; YANEZ-MO et al., 2015).
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A avaliacdo da presenca e da quantidade de DNA parasitario no tecido colénico
permite caracterizar a infeccdo experimental. A PCR quantitativa em tempo real
apresenta elevada sensibilidade para deteccdo de T. cruzi e é utilizada em
diferentes tecidos e modelos experimentais (SCHIUMAN et al., 2011). Assim, o
objetivo deste estudo foi analisar a carga parasitaria por PCR quantitativa em tempo
real no coélon de camundongos Balb/c infectados por T. cruzi e submetidos a
administracdo de vesiculas extracelulares.

MATERIAIS E METODOS

Foram utilizados 30 camundongos machos Balb/c, com aproximadamente 60 dias de
idade, provenientes do Biotério Central da Universidade Estadual de Maringa. O
estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da UEM
(CEUA/UEM), protocolo n® 5864311022. Os animais foram distribuidos em seis
grupos: controle ndo infectado (CG), infectado (IG), infectado tratado com vesiculas
derivadas de CL Brener/C2C12 (CLC2), CL Brener/Caco-2 (CLCa), Dm28c/C2C12
(DmC2) e Dm28c/Caco-2 (DmCa). A infeccao foi realizada por via intravenosa com 1
x 10° tripomastigotas do clone CL Brener de T. cruzi. Nos grupos correspondentes,
foram administrados 5 pg de vesiculas extracelulares obtidas da interacdo dos
clones CL Brener ou Dm28c com as linhagens Caco-2 e C2C12. Apds 28 dias,
fragmentos do célon foram coletados e armazenados a -80 °C.

O DNA foi extraido utilizando o kit HiPurA® MB554 (HiMedia Laboratories®). A
deteccao e quantificacdo do DNA de T. cruzi foram realizadas por PCR quantitativa
em tempo real utilizando QuantiNova® SYBR® Green PCR (QIAGEN). A carga
parasitaria foi expressa como equivalente de parasitos por 100 ng de DNA. Os
dados foram submetidos a analise estatistica, considerando nivel de significancia de
5% (p < 0,05).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A gPCR permitiu detectar DNA de T. cruzi no tecido coldnico dos animais infectados,
enquanto o grupo controle ndo apresentou amplificagdo correspondente,
confirmando a presenca do parasito no tecido analisado. A deteccao de T. cruzi no
célon é compativel com o envolvimento do trato gastrointestinal durante a infeccao e
com a presenca de focos parasitarios nesse tecido (KHAN et al., 2021).

Nao foram observadas diferencas estatisticamente significativas na carga parasitaria
entre os grupos experimentais (p > 0,05). Dessa forma, nas condi¢des avaliadas, a
administracdo das vesiculas extracelulares ndo alterou de maneira detectavel a
quantidade de DNA de T. cruzi no célon aos 28 dias ap6s a infeccdo. Entretanto,
esse resultado ndo exclui possiveis efeitos das vesiculas sobre outros aspectos da
interacao parasito-hospedeiro, que podem depender do periodo analisado ou de
caracteristicas especificas dessas estruturas.

As vesiculas extracelulares liberadas durante a interacdo de T. cruzi com células
hospedeiras podem apresentar diferentes composi¢des e participar da modulacao
das respostas do hospedeiro (RIBEIRO et al., 2018). Além disso, a carga parasitaria
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pode estar associada a alteragdes inflamatérias e intestinais durante a infeccao
(VAZQUEZ et al., 2015). Assim, a metodologia empregada constitui ferramenta
relevante para estudos posteriores que relacionem a presenca do parasito a
alteraces inflamatdrias, histol6gicas e moleculares.

400+
300
200

100

0~

Equivalent parasite/100 ng DNA

Figura 1 — Carga parasitaria no célon de camundongos Balb/c experimentalmente infectados por
Trypanosoma cruzi, determinada por PCR quantitativa em tempo real (QPCR) e expressa como
equivalente de parasitos por 100 ng de DNA. GC: Grupo controle; Gl: Grupo infectado; CLC2: Grupo
que recebeu vesiculas extracelulares da interagao de células C2C12 com CL Brener; CLCa: Grupo
que recebeu vesiculas da interacao de células C2C12 com Caco-2; DmC2: Grupo que recebeu
vesiculas da interagéo de células C2C12 com Dm28; DmCa: Grupo que recebeu vesiculas da
interacdo de células Caco-2 com Dm28. n=5. Significancia p< 0,05.

CONCLUSOES

Nas condi¢coes experimentais avaliadas, as vesiculas extracelulares nao alteraram a
carga parasitaria de Trypanosoma cruzi no c6lon dos camundongos infectados aos
28 dias apdés a infecgdo. Assim, o efeito imunomodulador das vesiculas
extracelulares descrito na literatura néo refletiu em alteragcdes da carga parasitaria
no colon.
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