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RESUMO

A doenca de Chagas é uma infeccdo parasitdria causada pelo
Trypanosoma cruzi, um protozoario flagelado microscopico da ordem
Kinetoplastida e familia Trypanosomatidae. Seu ciclo evolutivo apresenta trés
fases distintas, necessitando de dois hospedeiros, um vertebrado e um
invertebrado. O T. cruzi tem como hospedeiro intermediario o triatomineo, um
inseto hemiptero pertencente a familia Reduviidae e subfamilia Triatominae
popularmente conhecido como barbeiro. A relacdo parasita-hospedeiro é o fator
mais importante para determinar se uma infeccdo é bem-sucedida ou resolvida
pelo hospedeiro. Varios mecanismos estdo envolvidos nesta complexa interagéo,
e aspectos do hospedeiro e do parasita sdo essenciais. O T. cruzi tem uma
variedade de moléculas superficiais e secretadas (microvesiculas) que se ligam e
entram nas células de mamiferos. Véarias dessas moléculas estdo envolvidas no
desencadeamento de vias de sinalizacdo especificas essenciais para a entrada
do parasita e sobrevivéncia intracelular. Foi descoberto que existem diferencas
nos mecanismos de invasao envolvidos pelas distintas formas infecciosas do
parasita. Multiplas interacdes entre as moléculas do parasita e do hospedeiro
levam a internalizacdo do parasita € a um aumento do célcio citosélico nas
células hospedeiras e no parasita durante a invasdo. O aumento deste ion esta
associado a formacao de vacuolos parasitéforos, um compartimento intracelular
formado apo6s a internalizacdo do parasita na célula hospedeira e também a
evasdo do parasita destes vacuolos, além da infeccdo bem-sucedida. A
compreensao sobre os mecanismos de interacdo que envolvem o T. cruzi e as
células hospedeiras serve de base para os estudos e o desenvolvimento de
novas possiveis estratégias de tratamento para a regulacdo e controle do
parasita. Sendo assim, esta revisdo bibliografica permite essa tal compreenséao,

uma vez que descrevem com clareza os processos que envolvem a interacéo.

Palavras-chave: Trypanosoma cruzi. Doenca de Chagas. Interacao parasita-

hospedeiro.



ABSTRACT

Chagas disease is a parasitic infection caused by Trypanosoma cruzi, a
microscopic  protozoan flagellate of the Kinetoplastida order and the
Trypanosomatidae family. Its evolutionary cycle has three distinct phases, requiring
two hosts, a vertebrate, and an invertebrate. T.cruzi has Triatoma infestans as an
intermediate host, a hemipteran insect belonging to the Reduviidae family and
Triatominae subfamily popularly known as vinchuca bug or kissing bug. The parasite-
host relationship is the most key factor in determining whether an infection is
successful or resolved by the host. Several mechanisms are involved in this complex
interaction, and host and parasite aspects are essential. T. cruzi has a variety of
surface and secreted molecules (microvesicles) used to bind to and enter
mammalian cells. Several of these molecules are involved in triggering specific
signaling pathways essential for parasite entry and intracellular survival. It was
discovered that there are differences in the mechanisms of invasion involved by the
different infectious forms of the parasite. Multiple interactions between parasite and
host molecules lead to parasite internalization and an increase in cytosolic calcium in
both host cells and the parasite during invasion. The increase in this ion is associated
with the formation of parasitophorous vacuoles, an intracellular compartment formed
after the internalization of the parasite in the host cell and also with the evasion of the
parasite from these vacuoles, in addition to successful infection. The understanding
of the interaction mechanisms involving T. cruzi and host cells serves as a basis for
studies and the development of new treatment strategies for the regulation and
control of the parasite. Therefore, this literature review allows for this understanding,

since they clearly describe the processes that involve interaction.

Keywords: Trypanosoma cruzi. Chagas disease. Host-parasite interaction.
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1. INTRODUCAO

A doenca de Chagas representa uma condig&o infecciosa classificada como
enfermidade negligenciada pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS). Apresenta
elevada carga de morbimortalidade em paises endémicos, incluindo o Brasil, com
expressao focal em diferentes contextos epidemioldgicos. A distribuicdo espacial da
doenca é limitada primariamente ao continente americano em virtude da distribuicdo
de mais de 140 espécies do inseto vetor (Triatominae, Hemiptera, Reduviidae), dai
ser também denominada “tripanossomiase americana”. Progressivamente, no
entanto, a doenca tem alcancado paises ndo endémicos, expandindo o numero de
casos para regifes fora da América Latina, como Estados Unidos, Europa e Asia,
onde existem atualmente mais de 500.000 pessoas afetadas pela doenca. Essa
expansao ocorre por meio do deslocamento de pessoas infectadas e por meio de
outros mecanismos de transmissdo, como resultado do intenso processo de

migracao internacional (DIAS et al., 2016).

Estima-se que 6 a 7 milhdes de pessoas em todo o0 mundo estejam infectadas
com T. cruzi. A doenca de Chagas € transmitida principalmente quando humanos
entram em contato com fezes e/ou urina de triatomineos infectados, seja pela
inoculacéo na pele ou na mucosa dos olhos, nariz e boca (transmisséo vetorial), seja
pela ingestdo de agua ou alimentos contaminados (transmissédo oral), sendo que
esta Ultima é a principal forma de transmissdo da doenca no Brasil atualmente
(World Health Organization, 2018). As distor¢cbes econémicas do local em que cada
um vive interagem diretamente com a distribuicdo social da parasitose, possibilitada
por deficiéncias na qualidade de vida do individuo, a exemplo das condi¢cdes de
moradia, saude e educacdo, perpetuando nos ciclos de pobreza/enfermidade
(Cardoso, et al, 2017).

Devido ao alto numero de pessoas que permanecem sem diagndstico ou
tratamento, combinado com as areas com transmissdo ativa remanescente, a
doenca de Chagas coloca cerca de 75 milhGes de pessoas em risco de infeccao.
Esse elevado risco de infeccéo reforca a necessidade de uma melhor compreenséo

sobre o0 processo de interagdo entre o parasito e as células hospedeiras, sugerindo



embasamento para o desenvolvimento de novas possiveis terapias (World Health
Organization, 2018).
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2. OBJETIVOS

Descrever como ocorre a interacdo entre o protozoario Trypanosoma cruzi e o
hospedeiro humano, destacando os mecanismos moleculares envolvidos neste
processo, por meio da analise e selecdo de informacfes pertinentes e atuais sobre o

assunto.



11

3. METODOLOGIA

Para a elaboracéo desse trabalho, foi realizada uma revisao bibliogréfica ndo
sistematica utilizando como parametros palavras-chaves, artigos recentes, livros
conceituados, como Levinson e Neves, e buscas bibliograficas em bases de dados

confiaveis, como PubMed, Scielo, Lilacs e Google Scholar.
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4, DESENVOLVIMENTO
4.1. Doenca de Chagas

A doenca de Chagas, também conhecida como tripanossomiase americana, é
uma doenca infecciosa causada por um protozoario chamado Trypanosoma cruzi.

7

Descoberta em 1909 pelo pesquisador brasileiro Carlos Chagas é considerada
atualmente um desafio a saude global por estar entre as doencas parasitarias
humanas que apresentam maior indice de morbimortalidade no mundo (Betiana et
al, 2019; Jansen et al, 2018). Estima-se que 6 a 7 milhdes de pessoas em todo o
mundo estejam infectadas com T. cruzi e esses milhdes de pessoas estao
distribuidos pelo continente americano, em sua maior parte na América do Sul e
América Central, sendo que no Brasil a prevaléncia € maior em estados como Minas
Gerais, Bahia, Amazonas, Rio Grande do Sul e Goias. A doenca de Chagas é
classificada como uma doenca tropical negligenciada pela Organizacdo Mundial da
Saude (OMS), por ser causada por um patdgeno presente em areas tropicais e
subtropicais, e por muitas vezes ser ignorada por empresas farmacéuticas e até
mesmo pela comunidade de saude publica (Levinson, 2016; World Health

Organization, 2018).

A doenca de Chagas é geralmente transmitida através do contato com as fezes
de insetos vetores contaminados com o parasita T. cruzi. Vale ressaltar que em
alguns paises da Ameérica do Sul e da América Central existe um outro
tripanossomatideo capaz de infectar o homem, este € o Trypanosoma rangeli, que
difere do T. cruzi pela forma com que elas se apresentam no sangue dos individuos
infectados, a chamada tripomastigota sanguinea: o T. rangeli € maior e mais longo e
apresenta um cinetoplasto menos volumoso. Além disso, ele possui uma diferenca
no ciclo de vida no inseto vetor: se diferencia em amastigotas, o que no T. cruzi
ocorre apenas na célula mamifera hospedeira, e uma outra diferenca € o modo de
transmissao ja que o T. rangeli é transmitido pela picada do barbeiro e ndo pelas
fezes, além do fato deste tripanossomatideo ndo causar a doenca, apesar de

apresentar os mesmos sintomas (Fidalgo, 2018).

Os insetos vetores sdo conhecidos como triatomineos e popularmente chamados

de barbeiros. Dentre os vetores conhecidos no Brasil destacam-se Triatoma
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pseudomaculata, Triatoma sordida e Triatoma brasiliensis, além do Triatoma
infestans, Rhodinus prolixus e Triatoma dimidiata que séo os principais vetores. Os
barbeiros séo insetos hematéfagos que vivem nas matas e florestas se alimentando
do sangue de animais, e a noite vao até casas feitas de pau a pique e naquelas
feitas com tijolos de barro, ficando nas frestas destas casas para procurar alimento.
A forma mais comum de transmissdo é pela picada do barbeiro, que defeca nas
proximidades do local da picada e permite, assim, que 0 parasita ingresse a corrente
sanguinea apés o prurido, ja que ele ndo penetra a pele sem lesdo, somente via
mucosa. Além disso, é possivel que a transmissao ocorra por via oral, ou seja, pela
ingestdo de alimentos contaminados com os parasitas em sua forma infectante,
COMO 0S casos que ja ocorreram em estados como Amazonas e Para, onde algumas
pessoas consumiram acai e caldos de cana de acgucar contaminados que, seja por
um manuseio incorreto em seu preparo ou por acidente, o inseto vetor infectado
acabou sendo misturado em seu processo de maturagcdo contaminando a pessoa
gue o ingeriu. Isso ocorre porque o parasita € capaz de sobreviver de horas a
semanas em baixas temperaturas. A transmissdo pode ocorrer também por via
parental, da méae para o filho, ou através de transplante de Orgaos, transfusdes
sanguineas, e até por acidentes laboratoriais. ApOos a infeccdo, podem surgir
sintomas como febre, cefaléia e mal-estar, sinal que as células do sistema
imunologico do organismo reconheceram a presenca de antigenos estranhos em
sua superficie e estdo desenvolvendo uma resposta, isto €, um mecanismo de

defesa para combater a infec¢do (Lima et al, 2019).

A doenca de Chagas é dividida em duas fases: a fase aguda e a fase cronica.
Como mostra a Figura 1, a fase aguda é o periodo inicial da doenca e ocorre logo
apos a infeccao, geralmente de 1 a 4 semanas apos a exposi¢cao ao T. cruzi. E ela é
caracterizada principalmente pela elevada parasitemia, ou seja, pela relativa
facilidade de encontrar o parasita no sangue periférico e, como mencionado ha
pouco, podem surgir sinais e sintomas como inflamacao, edema subcutaneo, febre,
cefaléia, mal-estar e hepatoesplenomegalia. Como a sintomatologia é breve e
inespecifica, muitos individuos infectados ndo procuram atendimento médico nessa
fase da doenca, por isso 0s numeros de casos identificados nessa fase séo

relativamente pequenos. Depois de alguns dias os sintomas desaparecem e 0
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parasita se aloja em alguns érgaos, como esodfago, célon, sistema nervoso periférico

(ganglios) e, principalmente, coracgéo (Borges et al, 2016).

Eventualmente a fase aguda pode evoluir para a fase aguda grave onde ocorre
miocardite, derrame pericardico e meningoencefalite provocadas pela presenca do
parasita provocando lesdes e inflamacdes nesta regido, o que é raro, mas quando
ocorre, o risco de mortalidade é alto. A fase crbénica € o periodo tardio da doenca e
ocorre cerca de dois meses ap0s a infeccdo. Diferentemente da fase aguda, a fase
cronica apresenta escassa parasitemia, ou seja, apresenta baixos niveis de parasita
no sangue periférico e pode ocorrer de forma sintomatica ou assintomatica. A
maioria dos pacientes (cerca de 70%) sao assintomaticos, ndo desenvolvem
guaisquer sintomas ou sinais clinicos e isso € possivel devido a existéncia de um
fragil equilibrio entre a replicacdo do parasita e a resposta imune do hospedeiro, o
gue pode fazer com que os pacientes permanecam clinicamente silenciosos por um
periodo de 10 a 25 anos. Esta fase € conhecida como a fase crénica indeterminada
da doenca de Chagas, caracterizada pela soropositividade para T. cruzi e auséncia
de sintomas cardiacos ou digestivos com eletrocardiograma e radiografia de térax,
esb6fago e colon normais, todos responsaveis por um bom prognéstico da doenca
nesses pacientes. O desequilibrio entre a resposta do sistema imunoldgico e a
replicacdo do parasita é crucial para a progressdo da doenca. Assim, 20% a 30%
dos pacientes cronicos eventualmente desenvolvem uma fase sintoméatica. Cerca de
20% deles apresentam alteracfes cardiacas e até 10% apresentam sindromes
digestivas, como megaes6fago e megacolon, e/ou disturbios neuroldgicos. Os casos
mais graves de alteracbes cardiacas levam a cardiomiopatia chagasica crénica,
associada a altas taxas de mortalidade em pacientes chagasicos (Bern, et al, 2019;
Dias, 2015; Gémez, 2021).

Depois de um longo periodo, apés anos da infeccéo, os individuos infectados
desenvolvem cardiomiopatia e os principais achados nos coracdes de chagasicos
envolvem uma miocardite fibrosante progressiva e cronica. A perda de
cardiomidcitos e a sua substituicdo por tecido fibrético induz desarranjos da estrutura
e da funcdo do miocérdio, resultando em mau funcionamento do sincicio

eletrofisiolégico e predispondo ao desenvolvimento da insuficiéncia cardiaca,
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bloqueios intra e atrioventriculares, além de taquiarritmias ventriculares, que séo
fatores que impactam o prognéstico da doencga (Lima et al, 2019).

Infecgdo por T. cruzi

~ Fase Aguda Fase Cronica Fase Cronica
~
I
) )
F 1
= Ja L
E . > g0
5 ! \
'a " TEEEEEEEENEN . .
= Inflamagéo
u ‘ -
,' Indeterminada
! 70%
/
!

Resposta Imune

Figura 1 - Fases da doenca de Chagas. Na fase aguda da infeccdo por T. cruzi, ha
elevada parasitemia. A inflamagdo que ocorre € devido ao desenvolvimento de uma
resposta imune que tende a proteger o organismo da infeccdo. Na fase cronica, a
parasitemia reduz significativamente. Essa fase pode ser assintomatica (indeterminada),
como ocorre em aproximadamente 70% dos pacientes, ou sintomatica, que ocorre em

aproximadamente 30% dos pacientes, destes, 20% apresentam alteracfes cardiacas e
10%, digestivas. Fonte: Adaptado de Arruda, 2019.

O diagnéstico da doenca de Chagas depende do quadro clinico e da fase
suspeita da infeccdo. Na fase aguda é comumente utilizada a técnica de deteccéo
direta, ou seja, o diagnostico da doenca na fase aguda € realizado através da
visualizacdo do parasita em microscopio Optico. Para isso, basta realizar um

esfregaco sanguineo uma vez que ha elevada parasitemia na fase aguda da doenca.
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Na fase cronica € comumente utilizada a técnica de deteccdo soroldgica, visando
verificar a presenca de anticorpos contra os antigenos de superficie do T. cruzi.
Esses anticorpos anti-T.cruzi sdo IgG, imunoglobulinas G produzidas num periodo
um pouco tardio a infecgdo. No entanto, essas imunoglobulinas séo produzidas de
forma mais especifica contra as moléculas do parasita e permanecem no organismo
para o resto da vida, por isso a sorologia é a técnica de deteccao escolhida para
fase crbnica da doenca. O principal método soroldgico € o ensaio imunoenziméatico
(ELISA indireto) onde ha a pesquisa de anticorpos IgG para as moléculas de
superficie do T. cruzi. Nesse método a amostra de soro é colocada para reagir com
0os antigenos especificos buscados e, entdo, ocorre a formacdo de produtos
coloridos como resultado positivo da reacdo enzima-substrato, ou seja, como
resultado positivo da presenca de anticorpos anti-T. cruzi na sorologia (Bern et al,
2019).

Os unicos medicamentos que sao eficazes no tratamento da doenca de
Chagas séo o benznidazol (BZN) e o nifurtimox (NFX), mas este ultimo foi o primeiro
medicamento recomendado, mas ndo esta mais disponivel no Brasil, pois mesmo
em doses pequenas, 0 NFX gera efeitos colaterais mais graves que o BZN. Os mais
comuns sao: sinais gastrointestinais, perda de peso, parestesia, sonoléncia e
excitabilidade psiquica. O benznidazol é um pro-farmaco, ou seja, um composto
farmacologicamente inativo que precisa ser metabolizado por enzimas do parasita
para ser ativado. Os metabdlitos provenientes dessa reacdo visam interromper as
vias antioxidantes do T. cruzi, aumentando a sua concentracao intracelular de
radicais livres que se ligam ao DNA e lesam o parasita. O nifurtimox impede o
metabolismo de carboidratos do T. cruzi através da inibicdo da sintese de acido
pirdvico, ou seja, impede o metabolismo energético do parasita fazendo com que
este ndo obtenha energia suficiente para sua sobrevivéncia (Sales Junior et al.,
2017).

Atualmente ndo existe vacina para prevenir a populacdo contra a doenca de
Chagas, mas a profilaxia deve ser feita e baseia-se em medidas de vigilancia, como
fechar rachaduras nas paredes e tetos para impedir o alojamento do barbeiro, usar

mosquiteiros para proteger contra as picadas, usar telas em portas e janelas para
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evitar a entrada do inseto e observar bem a procedéncia dos alimentos para que néo

haja contaminacao oral (Levinson, 2016).

4. 2. Trypanosoma cruzi

O T. cruzi é um protozoario flagelado microscépico pertencente a ordem
Kinetoplastida e a familia Trypanosomatidae. Esse protozoario parasita €
caracterizado pela presenca de um unico flagelo responséavel por sua locomocéao e
de um DNA compactado denominado k-DNA que fica armazenado em uma organela
chamada de cinetoplasto, localizado na mitocondria e proximo ao nucleo. A
mitocondria dos tripanosomatideos € Unica e ramificada e se estende por todo o
corpo celular. O cinetoplasto é uma regido especifica da mitocondria e € formado por
uma extensa rede de moléculas circulares que estdo interligadas. Tal arranjo
representa aproximadamente 30% do DNA total dos tripanosomatideos. O formato
do cinetoplasto, assim como a sua posicdo em relacdo ao nucleo sdo os critérios
utilizados para classificar as diferentes formas de desenvolvimento de T. cruzi, que

séo elas: epimastigota, amastigota e tripomastigotas (Carvalho, 2017).

O T. cruzi € encontrado principalmente em barbeiros e estudos recentes mostram
gue ele é um parasita digenético, ou seja, além de ter duas formas de reproducéo,
uma sexuada e outra assexuada, ele apresenta um ciclo biolégico complexo que
requer adaptacdes especificas necessarias para parasitar dois tipos diferentes de
hospedeiros, o0 inseto vetor que € o hospedeiro intermediario apresentando o

parasita e o organismo mamifero sendo o hospedeiro definitivo (Betiana et al, 2019).

O T. cruzi apresenta um ciclo de vida heteroxénico, isto é, apresenta tanto um
hospedeiro vertebrado (definitivo), mamiferos em geral, incluindo o homem, guanto
um hospedeiro invertebrado (intermediario), insetos hemipteros da Familia
Reduviidae e subfamilia Triatominae, caracterizados como vetores (Galvdo &
Jurberg, 2021; Torrecilhas et al., 2020).

O ciclo de vida do T. cruzi no barbeiro, como mostra a Figura 2, se inicia quando
o inseto pica o hospedeiro e o local é contaminado com fezes contendo o parasita

em sua forma alongada, os tripomastigotas metaciclicos, que penetram a corrente
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sanguinea do hospedeiro através do prurido, porque o parasita ndo penetra a pele
intacta, somente via mucosa ou ferimentos na pele (1). Ao atingir a corrente
sanguinea, os tripomastigotas metaciclicos se espalham pelo corpo do hospedeiro e
séo fagocitados por uma célula de defesa do sistema imune, o macrofago, ficando
dentro de um fagossomo, onde se diferenciam em amastigotas, de forma
arredondada e néo flagelados, e se reproduzem assexuadamente por divisao
binaria, gerando milhares de descendentes (2) e deixando a célula hospedeira
saturada de parasitas, fazendo com ela se rompa. Os amastigotas se diferenciam
em tripomastigotas sanguineos que, ap6s a ruptura da célula, evadem para a
corrente sanguinea (3) e infectam células musculares lisas do eséfago e/ou célon
intestinal e musculares cardiacas, células pelas quais essas formas parasitarias
apresentam preferéncia. O ciclo segue no momento em que o triatomineo ingere
tripomastigotas no sangue de um hospedeiro infectado (4). No intestino médio do
inseto, os tripomastigotas multiplicam-se e diferenciam-se em epimastigotas (5) que
multiplicam-se por fissdo binaria (6) e, entdo, em tripomastigotas metaciclicos no

intestino posterior (7) (Levinson, 2016; Neves, et al.,2019).
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Figura 2 - Ciclo de vida do T. cruzi em hospedeiro invertebrado (intermediario) e em
hospedeiro vertebrado (definitivo). O lado direito da figura descreve os estagios no
interior de seres humanos (setas azuis). Os seres humanos sao infectados na etapa 1,
quando o ftriatomineo (barbeiro) pica o ser humano e defeca préoximo a picada.
Tripomastigotas eliminadas nas fezes pelo triatomineo entram na corrente sanguinea apoés
ferida na picada. Os amastigotas formam-se no interior das células, especialmente no
musculo cardiaco e no tecido neuronal. O barbeiro é infectado na etapa 4, quando ingere
tripomastigotas no sangue humano. O lado esquerdo da figura descreve os estagios no

interior do barbeiro (setas verdes). Fonte: Fernandes, 2016.

O T. cruzi possui variacbes morfolégicas e funcionais, alternando entre
estagios que sofrem divisdo binaria e as formas nao replicativas e infectantes.
Como formas replicativas estdo incluidas os epimastigotas presentes no tubo
digestivo do inseto vetor e os amastigotas observados no interior das células de
mamiferos. As formas nao replicativas e infectantes sdo os tripomastigotas
metaciclicos, encontrados nas fezes e urina do hospedeiro intermediario, e 0s
tripomastigotas sanguineos circulantes no sangue do hospedeiro definitivo (Galvao &

Jurberg, 2021). Essas trés formas evolutivas, epimastigotas, amastigotas e
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tripomastigotas, sdo identificadas morfologicamente pela posi¢cao do cinetoplasto em
relacdo ao nucleo da célula e ao seu flagelo. Os epimastigotas, que sao os estagios
replicativos encontrados no limen do intestino dos vetores, apresentam o seu
cinetoplasto localizado na posi¢céo anterior ao nucleo, sendo neste local também o
surgimento de seu flagelo. Os amastigotas, que sdo os estdgios replicativos
encontrados no citosol de células hospedeiras infectadas, s&o organismos
arredondados, sem locomoc¢ao por ndo apresentarem flagelos livres e que no ciclo
se reproduzem e aumentam o0 seu numero ja dentro da célula hospedeira. O seu
cinetoplasto é localizado na regido anterior ao nucleo. E os tripomastigotas, que sao
as formas infectantes se diferenciando ainda em metaciclicos derivados de
epimastigotas, e tripomastigotas de corrente sanguinea, derivados de amastigotas,
ambos com capacidade de invadir um grande numero de diferentes tipos de células,
sendo que a via classica de contaminacao é por formas metaciclicas eliminadas nas
fezes de triatomineos infectados (Figura 3). Em ambos a posicdo do cinetoplasto
esta situada na parte posterior do flagelo em posicédo terminal ou subterminal e o

flagelo emergindo proximo ao cinetoplasto (Betiana et al.,2019; Jansen et al., 2018).

Epimastigota Tripomastigota Amastigota

Figura 3 - Formas evolutivas do T. cruzi. Os epimastigotas, tripomastigotas e amastigotas
diferem entre si pela morfologia e posicao do cinetoplasto (indicado pelas setas) em relagéo

ao nucleo. Fonte: Adaptado de Diaz & Gonzalez, 2014.



21

4. 3. Mecanismos de interacao parasita-hospedeiro

O T. cruzi € um parasita capaz de infectar quase todos os tipos de células
nucleadas, sendo elas fagociticas ou ndo. Na fase aguda da infeccdo, o T. cruzi
usualmente tem tropismo por macréfagos, células epiteliais e endoteliais,
fibroblastos e células dendriticas. Com a evolu¢édo do quadro para a fase cronica da
doenca, o T. cruzi passa a apresentar tropismo pelas células da musculatura lisa,
esquelética e cardiaca, fato este atribuido a necessidade deste tipo celular de reparo
e a oferta de grupamento heme pela mioglobina. Esses habitats possuem relagéo
direta com as alteracdes relacionadas a fase cronica da doenca de Chagas,

principalmente com o esofago, o colon e o coracéo (Pereira et al., 2017).

Como ja descrito, as formas infectantes do T. cruzi sdo os tripomastigotas,
principalmente os tripomastigotas metaciclicos que normalmente apresentam alto
grau de viruléncia. Para que esses tripomastigotas consigam infectar e estabelecer o
seu ciclo nas células do hospedeiro, € necessario que haja um processo chamado
de interacao (Alves & Mortara, 2020).

A interacdo parasita-hospedeiro envolve trés etapas que culminam na invasao
celular pelo T. cruzi: (1) adeséo de tripomastigotas a superficie da célula hospedeira,
(2) internalizacdo de tripomastigotas produzida pela exocitose lisossomal, pela
polimerizacdo do citoesqueleto de actina ou pela invaginacdo da membrana
plasmatica e (3) maturacdo do vacuolo parasitoforo, um compartimento intracelular
formado apoOs a internalizacdo do parasita na célula hospedeira (Figura 4). A
maturacdo do vacuolo parasitéforo prossegue apos a fusdo com os lisossomos e
inicia a diferenciacdo das formas evolutivas do T. cruzi, de tripomastigotas em
amastigotas ainda dentro da célula. O processo de adesdo esta relacionado a
ligacdo de antigenos do T. cruzi aos receptores da célula hospedeira que
desencadeiam eventos de sinalizacdo celular. O processo de internalizacdo
descreve 0 mecanismo que culmina na formacao do vacuolo parasitéforo do T. cruzi.
E a maturacao do vacuolo parasitéforo é finalmente um processo chave tanto para a
retencdo do T. cruzi dentro da célula hospedeira quanto para a progressao do ciclo
intracelular do T. cruzi, permitindo a diferenciagcdo de tripomastigotas em
amastigotas. Esses trés processos serdao descritos com mais detalhes nas préximas

sessoes (Betiana et al., 2019).
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Figura 4 - As trés etapas da invasdo do T. cruzi. O esquema resume 0 processo de
entrada do T. cruzi na célula hospedeira. Adesdo de tripomastigotas de T. cruzi a célula
hospedeira (1), internalizacdo de tripomastigotas (2) e formac¢do e maturacdo do vacuolo

parasitéforo (3). Fonte: Betiana et al., 2019.

4.3.1 Adesao de tripomastigotas a superficie da célula hospedeira

Quando os tripomastigotas adentram o hospedeiro vertebrado, eles sdo capazes
de interagir com diversas células nucleadas, sendo elas fagociticas ou néo
fagociticas. Nessa interacdo, os tripomastigotas precisam se aderir a superficie da
célula hospedeira para que a invasao ocorra com sucesso. A adesdo envolve o
reconhecimento de moléculas presentes nas duas células envolvidas: o parasita e
seu hospedeiro, e um grande numero de moléculas esta envolvido na ligacdo de
tripomastigotas a membrana plasmatica da célula hospedeira, 0 que possibilita a
interacdo e internalizagédo do parasita. A maioria das moléculas que participam deste
processo estdo localizadas no glicocdlice do parasita, facilitando a conexdao com
varios constituintes da membrana celular hospedeira e da matriz extracelular

(Azambuja et al., 2017).
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4.3.2 Moléculas envolvidas no processo de interacdo e adeséo

Durante a interacdo parasita-hospedeiro, o T. cruzi produz e libera particulas que
sao cruciais para os eventos imunomoduladores desencadeados pelo parasita e que
sdo armazenadas em estruturas chamadas de vesiculas extracelulares formadas por
uma bicamada lipidica contendo proteinas e &cidos nucleicos onde apresentam
varios componentes de superficie do parasita envolvidos na adesdo, invasao e

migracéo do parasita.

Atualmente, as vesiculas extracelulares sdo classificadas em exossomos,
microvesiculas e corpos apoptéticos. Os exossomos possuem de 30 a 100 nm
(geralmente <100 nm) e sao formados no interior da rede endossomal dentro de
corpos multivesiculares. A liberagcdo dos exossomos ocorre pela fusdo dos corpos
multivesiculares com a membrana plasmatica e posterior exocitose dos exossomos
ao meio extracelular. Em contraste com 0s exosSsomos, as microvesiculas sdo uma
populacdo heterogénea de vesiculas com um diametro de 100 a 1000 nm. As
microvesiculas ndo sdo geradas na via endocitica como 0S exossomos; Sao
produzidas pelo brotamento da membrana plasmatica que eventualmente se
separam por fissdo e a consequente liberagcdo ao espaco extracelular. Portanto,
embora os tamanhos das microvesiculas e dos exossomos se sobrepdem, a
principal diferenca entre os dois tipos de vesiculas reside na sua biogénese e
liberacdo. Por outro lado, os corpos apoptoéticos, normalmente entre 1.000 e 5.000
nm, sdo liberados como bolhas de células durante as etapas finais de apoptose
(YANEZ-MO et al., 2015).

As vesiculas liberadas modulam a infeccdo e aprimoram a capacidade do
protozoario de entrar e escapar do vacuolo parasitoforo. Os componentes dessas
vesiculas ativam uma cascata de sinalizacdo e modulam as respostas celulares do
hospedeiro, ou seja, as vesiculas extracelulares liberadas pelo parasita fazem com
gue os eventos fundamentais para os primérdios da infeccdo acontecam. Essas
vesiculas sdo capazes de afetar os filamentos de actina da célula hospedeira, uma
proteina globular relacionada a manutencéo da forma celular e motilidade celular, o
gue permite a migracdo de lisossomos e a formacdo do vacuolo parasitoforo
necessario para a internalizacdo do parasita. Com isso, o parasita € capaz de

adentrar a célula hospedeira e permanecer por um periodo suficiente para se
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replicar. Vale ressaltar que os filamentos de actina estdo relacionados também a
contracdo muscular, como a que ocorre na fisiologia do musculo cardiaco. Sendo
assim, as vesiculas extracelulares estdo relacionadas ao acometimento cardiaco
gue ocorre na fase cronica da doenca de Chagas, uma vez que 0s tripomastigotas
(nesse caso 0s sanguineos) sdo capazes de infectar as células musculares

cardiacas, os cardiomidcitos, e promover a cardiomiopatia (Borges et al, 2016).

As vesiculas podem ser liberadas pelas trés formas de vida do T cruzi,
tripomastigotas, amastigotas e epimastigotas, e contém fatores de viruléncia
envolvidos na invasao de células hospedeiras, no desenvolvimento intracelular do
parasita, na evasdo imune e no aumento do parasitismo cardiaco, inflamacao e
arritmia que contribuem para a patogénese da doenca de Chagas (Carvalho et al.,
2017). As vesiculas liberadas pelos tripomastigotas de T. cruzi contém a maioria das
proteinas de superficie celular do parasita, como glicoproteinas, proteases, proteinas
do citoesqueleto, mucinas e outras moléculas de superficie do parasita que estédo
envolvidas na interacdo com células hospedeiras (Torrecilhas et al., 2020). Nos
epimastigotas, a caréncia de nutrientes induz a secrecao de vesiculas extracelulares
que transportam pequenos tRNAs e outras proteinas como carga. Essa carga pode
ser transferida para outros parasitas e para células de mamiferos, aumentando a
metaciclogénese e a suscetibilidade das células de mamiferos a infeccao
(Fernandez-Calero et al., 2015).

Além das vesiculas extracelulares, existem outras moléculas, presentes no
glicocalice do T. cruzi, que sdo agrupadas em varias familias, incluindo mucinas,
trans-sialidases, moléculas semelhantes a TS e proteinas integrais de membrana,
além de polissacarideos, glicoproteinas e lipidios ancorados ao fosfatidilinositol na
membrana (Figura 5). Cada molécula destas elencadas apresenta um mecanismo
especifico e desempenha um papel diferente durante o processo de invasao celular
desenvolvido pelo parasita durante a infeccdo, como sera descrito adiante (Romano
et al., 2021; Silva, 2019):


https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fcimb.2016.00161/full#B23
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Figura 5 - Moléculas de superficie do T. cruzi. Modelo esquematico demonstrando
moléculas envolvidas no processo de interacdo parasita-célula hospedeira e expostas na
superficie de uma célula hospedeira hipotética e em tripomastigotas de Trypanosoma cruzi.
Fonte: Carvalho et al., 2017.

As trans-sialidases sao enzimas que removem residuos de acido sialico de
glicoproteinas, glicolipideos e oligossacarideos presentes no meio e os transfere
para moléculas aceptoras (as mucinas) presentes na membrana plasmatica das
formas tripomastigotas. Com isso, as mucinas, que sao as principais glicoproteinas
da superficie do T. cruzi importantes na interacdo entre tripomastigotas e célula
hospedeira, sdo capazes de realizar a adesdo e a entrada celular do parasita no
hospedeiro. A adesdo ocorre através da ligagdo das mucinas a fibronectina,
molécula presente na superficie celular da célula hospedeira, e apds esse
reconhecimento o parasita € internalizado (Azambuja et al., 2017; Romano et al.,
2021).

O HMV Kininogen (cininogénio de alto peso molecular) € uma proteina
plasmatica que tem papel na coagulagdo sanguinea e na producgdo de bradicinina,
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uma substancia vasodilatadora com fungdo hipotensora. Trata-se de uma proteina
muito importante para a agdo da cruzipaina, uma molécula definida como uma
glicoproteina que estad envolvida na invasdo de células hospedeiras por
tripomastigotas. A cruzipaina secretada pelo parasito cliva o cininogénio, seu
substrato natural, gerando cininas (peptideos) que se ligam aos receptores de
bradicinina B2R presentes na superficie celular de diversas, como células
endoteliais, células do musculo liso, células epiteliais, fibroblastos, células neuronais
e células dendriticas, para estimular a liberagdo de Ca?", o que é importante para a
exocitose de lisossomos que, quando se fundem a membrana celular, permitem a
internalizacao do parasita na célula hospedeira e a formac¢éo do vacuolo parasitéforo
(Vieira, 2019).

Uma outra molécula que também esta relacionada ao influxo transitorio de
Ca?" que permite a invasdo do parasito nas células hospedeiras é a oligopeptidase
B, encontrada no citosol do tripanossomatideo. A oligopeptidase B atua por meio da
geracao de um agonista (OB agonist) que atua sobre o receptor acoplado a proteina
G ativando a fosfolipase C da célula hospedeira. A fosfolipase C converte
fosfolipideos de membrana em inositol trifosfato (IP3) e isso estimula a liberacéo de
Ca?" intracelular, a partir dos estoques de Ca?" do reticulo endoplasmatico, o que
viabiliza o recrutamento lisossomal e a fuséo lisossomal a membrana celular para

internalizar o parasita (Neves et al., 2019).

As moléculas gp82 e gp85 (glicoproteinas) sdo moléculas da superfamilia de
gp85/sialidase. A gp82 esta presente em tripomastigotas metaciclicos enquanto a
gp85 esta presente em tripomastigotas de cultivo celular, aqueles utilizados para
estudos em laboratérios, sendo que esta Ultima reconhece componentes da matriz
extracelular, como a citoqueratina 18. Ambas as moléculas desempenham a mesma
funcdo que é mediar a adesdo do parasita a célula hospedeira e a exocitose
lisossomal, eventos necessarios para a internalizacdo do parasita. Este processo de
internalizacdo ocorre por meio da ruptura do citoesqueleto de actina dependente de
célcio e mobilizacdo de lisossomos para o local da invasdo do T. cruzi (Morais et al.,
2015). A invaséo por T. cruzi mediada pela gp82 requer a atuagéo e presenca do
LAMP-2 (Lysosomal Associated Membrane Protein 2), uma proteina associada a

membrana lisossomal da célula hospedeira capaz de se ligar a gp82. A ligacdo da
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gp82 a LAMP-2 induz a exocitose de lisossomos e a formacdo do vacuolo

parasitoforo (Figura 6) (Rodrigues et al., 2019).

@ Lysosome

Host cell

Figura 6 - Invasao por tripomastigotas mediada pela gp82. Modelo de invaséo de células
hospedeiras por tripomastigota metaciclico (MT) de T. cruzi mediada pela ligagéo de gp82 a
proteina LAMP-2. Tripomastigota, que possui gp82, liga-se a célula hospedeira, que
apresenta LAMP-2, presente em niveis baixos na membrana plasmatica, e desencadeia a
dispersao do lisossomo para a periferia da célula. Isso aumenta a disponibilidade de LAMP-
2 como receptor para gp82 e promove ainda mais a internalizacdo de MT dentro de um
vacuolo resultante da fusdo de lisossomos com a membrana plasmatica (vacuolo

parasitéforo). Fonte: Rodrigues et al., 2019.
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Uma glicoproteina interessante durante o curso da invasdo por tripomastigota
metaciclico € a gp90, que possui um funcionamento diferente das outras. A gp90
atua como um regulador negativo da infectividade do parasito, ou seja, a gp90 esta
inversamente relacionada com a capacidade de invasédo do parasito. Ao contrario da
gp82, a gp90 ndo ativa os processos intracelulares de carreamento de calcio apés

sua ligacdo na célula alvo (Carvalho et al., 2017; Silva, 2019).

Assim como a gp 90, a molécula de superficie gp35/50, expressa por cepas
de T. cruzi na fase de tripomastigota metaciclico com baixa viruléncia, provoca a
mobilizacdo de calcio intracelular de forma bem menor do que ocorre na ligacdo da
gp82. Ou seja, ambas as moléculas, tanto a gp90 e quanto a gp35/50, apresentam
baixo ou nenhum aumento de célcio citoplasmatico quando se ligam aos receptores

na célula hospedeira (Silva, 2019).

7

A Ultima molécula a ser citada € o TGF-B (fator de crescimento de
transformagé&o-), uma molécula presente na superficie do tripanossomatideo que se
liga a receptores de TGF- situados na membrana da célula hospedeira e medeia a

adesdao do parasita a célula (Borges et al., 2016).

Dadas todas essas moléculas presentes em toda a interagcdo envolvida no
processo de invasao celular, e como cada uma € importante em sua funcéo para o
estabelecimento da infeccdo e cada sinalizacdo enviada para o nucleo da célula,
seja pela TGF-B, a Gp82, Gp85/TS ou a cruzipaina (Figura 7) todas elas apresentam
funcdes diferentes entre si, mas com 0 mesmo objetivo que € o de invadir a célula e
prosseguir com a infeccdo. Como por exemplo, as trans-sialidases que somente
poucos residuos de &acido sialico na superficie, jA& é possivel observar uma
diminuicdo na invasao e na adesao do T. cruzi. Ou a bradicina, que através de seus
receptores desencadeiam transientes de calcio intracelular que podem auxiliar no
processo de invasao por este parasito, ja que as diferencas nas taxas de invasdo
mostraram ser influenciadas pela capacidade de injurias e sinais de calcio
intracelular induzidos por estes parasitos. E a LAMP-2, uma proteina essencial para

a formagdo do vacuolo parasitéforo, em que sua auséncia ja € suficiente para

diminuir as taxas de invasao pelo T. cruzi (Oliveira, 2017).
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Figura 7 - Moléculas envolvidas na interacdo entre T. cruzi e hospedeiro. A figura
mostra as principais proteinas que sao liberadas nas vesiculas (TGF-B, Gp82, Gp85/TS,
Cruzipaina) e seus mecanismos de acao, todos com 0 mesmo objetivo sendo o de sinalizar

ao nucleo para que aumente a invasao do parasita na célula hospedeira. Fonte: Borges et
al, 2016.

4.3.3 Internalizac&o do T. cruzi e a formacgéo do vacuolo parasitéforo
Apbs o reconhecimento (adeséo) do parasita a superficie da célula hospedeira,
ocorre uma série de processos de sinalizacdo celular que culminam na sua
internalizacdo. Nos momentos iniciais de reconhecimento do T. cruzi com a célula
hospedeira ocorre um aumento transiente dos niveis citoplasmaticos de Ca?", tanto
no parasito quanto na célula hospedeira. Esta elevagdo de Ca2* é importante para a

entrada do parasito, e também ocorre um recrutamento de lisossomos para o local
de invaséao do parasito (Azambuja et al., 2017).
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A invasao do tripomastigota pode ocorrer de trés formas: pela ativagcdo da
exocitose lisossomal, pela polimerizagéo do citoesqueleto de actina ou pela indugao
de um processo semelhante a endocitose. Na primeira, os parasitas desencadeiam
uma cascata de sinalizagdo de Ca2" nas células hospedeiras que ativa a exocitose
lisossomal, ou seja, a adesédo do parasita a superficie celular do hospedeiro promove
um aumento na concentracdo intracelular de Ca?” e isso permite que ocorra a
exocitose lisossomal. A fusdo posterior dos lisossomas com a membrana plasmatica
do hospedeiro permite a entrada do parasita e a formacdo de um vacuolo
parasitéforo com caracteristicas lisossomais (pH acido). Na segunda, os parasitas,
durante o processo de adesdo a célula hospedeira, proporcionam mudangas na
estrutura do citoesqueleto de actina da célula hospedeira, ocasionando a
polimerizacdo deste, 0 que permite a internalizacdo do microrganismo por meio de
uma expansdo da membrana plasmatica, ou seja, as células emitem pseudopodes
gue fagocitam os parasitas e isso culmina no desenvolvimento de um vacuolo
parasitoforo, com fusdo de lisossomos intracelulares. Esse processo pode ser
observado em apenas células fagociticas. Ja na terceira, 0 processo semelhante a
endocitose mostra que em tempos muito iniciais apos a infeccéo, a maior proporgéo
de tripomastigotas entra nas células hospedeiras por invaginacdo da membrana
plasmatica que gera um vacuolo parasitoforo inicial enriquecido em fosfoinositideos
derivados da membrana plasmatica, mas ndo marcadores lisossomais. Ou seja, 0
modelo lisossomal dependente mostra que o T. cruzi pode entrar diretamente nos
lisossomas apos a fusdo desses compartimentos com a membrana plasmatica,
enquanto o modelo lisossomal independente demonstra que o parasita pode entrar
por invaginacdo da membrana plasmatica gerando um vacuolo inicialmente diferente
dos lisossomas. No entanto, a primeira forma de invasdo € a mais bem elucidada
(Romano et al., 2021; Silva, 2019).

Durante a invasao do T. cruzi esta envolvido também o processo de maturacéo
do vacuolo parasitoforo, que é a fusdo dos lisossomos com o vacuolo parasitéforo,
um processo crucial para o progresso da infeccédo. A fuséo lisossomal ao vacuolo
parasitoforo é um processo chave para a retencdo do T. cruzi no interior da célula
hospedeira. Quando a fuséo lisossomal é inibida, os parasitas internalizados nao
ficam retidos dentro das células do hospedeiro e escapam para o ambiente

extracelular (Betiana et al, 2019).
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4.3.4 Maturacdo do vacuolo parasitoforo

No interior da célula hospedeira os parasitas, em sua fase tripomastigotas
metaciclicos, estdo contidos em um vacuolo parasitéforo delimitado por membranas,
emergente a partir de lisossomos, ou que se funde posteriormente a eles. Uma vez
dentro das células hospedeiras, os tripomastigotas secretam TcTOX, uma molécula
gue, em pH baixo, destruira a membrana do vacuolo e permitird que o parasita
acesse o citosol, possibilitando a fuga do parasita para o citoplasma (Figura 8). Esta
atividade litica € facilitada pela atividade da trans-sialidase do parasita nas
glicoproteinas luminais que protegem o vacuolo parasitoforo, pois a trans-sialidase
secretada pelo parasita retira residuos de acido sidlico do vacuolo e torna a
membrana deste vacuolo sensivel a acdo da Tc-Tox. Quando livres no citoplasma,
os tripomastigotas se diferenciam em amastigotas e essas formas entdo comecam a
crescer por fissdo binaria por até nove ciclos. Normalmente, com o citoplasma
carregado com algumas dezenas de amastigotas, a divisdo da célula hospedeira é
interrompida. Durante a diferenciacdo de amastigotas em tripomastigotas,
precedendo a ruptura celular e a liberacdo do parasita no meio circundante, formas
intermediarias semelhantes a epimastigotas sdo observadas. Quando a célula fica
cheia de tripomastigotas, podem ser observadas rupturas da membrana plasmatica
e processos degenerativos significativos, devido ao intenso movimento mecanico
dos parasitas. Uma vez que a membrana plasmatica da célula hospedeira é
rompida, os parasitas sdo liberados para a corrente sanguinea e, assim, sao
capazes de interagir com outras células, que dentre elas estdo as células
musculares cardiacas, podendo acarretar cardiomiopatia progressiva, que € uma

alteracdo comum na fase crénica da doenca de Chagas (Alves & Mortara, 2021).

Em resumo, as células nucleadas ao serem invadidas por tripomastigotas
formam um vacuolo parasitoforo, uma estrutura que envolve os parasitos. Esses
tripomastigotas escapam do vacuolo e se alocam no citoplasma da célula invadida,
onde se diferenciam nas formas amastigotas e replicam-se por fisséo binaria. Apos a
replicacdo, as formas amastigotas se diferenciam novamente em tripomastigotas,
gue apresentam alta atividade. Assim, a célula invadida sofre rupturas em sua

membrana plasmatica e isso possibilita a evacuagdo dos parasitos para o meio
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extracelular, onde encontram acesso a corrente sanguinea e onde estdo livres para

invadir outras células nucleadas, reiniciando o ciclo (Matteucci, 2018).
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Figura 8 - Processo de invasdo celular por tripomastigotas de T. cruzi,

estabelecimento do ciclo evolutivo e liberacdo dos parasitas para o meio extracelular.
Quando o tripomastigota invade a célula hospedeira, fica envolto num vacuolo parasitoforo
do qual tem a habilidade de escapar. Apds a evasdo, 0 parasito aloja-se no citoplasma
celular e diferencia-se em amastigota. O amastigota replica-se pelo processo de fissdo
binaria e posteriormente diferencia-se em tripomastigota novamente, até que a célula
hospedeira ndo suporte a carga parasitario e sofra ruptura em sua membrana plasmatica, o
gue permite a liberacdo dos parasitos para o meio extracelular, sendo estes capazes de
invadir outras células. Fonte: Matteucci, 2018.
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5. CONCLUSAO

A doenca de Chagas resulta de uma infec¢do bem sucedida do protozoario T.
cruzi, um parasita que apresenta diversos mecanismos de interacdo com as células
hospedeiras e diversas formas de evadir facilmente da resposta do sistema
imunolégico do hospedeiro. Embora haja muitas informagbes acerca dos
mecanismos que resultam no estabelecimento da grave doenca, de todo o processo
e sobre as moléculas presentes na interacdo parasita-hospedeiro que retrata a
invasao celular, mais estudos sdo necessarios para alcancar uma alternativa eficaz
de controle e erradicacdo da doenca de Chagas, uma vez que tal patologia vem
acometendo muitos individuos ao longo dos anos no continente americano. E visto
gue uma mudanca ou impedimento em uma regido no mecanismo de interacdo, 0s
eventos desencadeados posteriormente evitariam de acontecer e 0 parasita néo

prosseguiria com a infecgao.
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