Doenc¢a de Chagas

"ﬁmo\-- L. H25

....[—] Commrw & e PUNMTACAD OARAL DO CEL
doenca de (. hagas

G A
IR 2
| y s \




v Enfoque desta aula:

> Agente etiologico
» Introdugdo ao subgrupo Kinetoplastida
e ao género Trypanosoma

» Epidemiologia

» Transmissado - Vetor

> Ciclo de vida

> Diferentes formas do parasita

> Patogenia e Mecanismos de escape
» Diagnostico

» Tratamento

» Controle




O que é a Doenga de Chagas?

v'A Doenga de Chagas (ou tripanossomiase americana) é
uma doenga infecciosa causada pelo parasita
Trypanosoma cruzi.

v Taxonomia

*Supergrupo - Excavata
*Grupo - Euglenozoa
-Subgrupo - Kinetoplastea
Agrupamento - Metakinetoplastina
*Clado - Trypanosomatida

-Género - Trypanosoma

v' Transmitida por insetos triatomineos.
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» Todos os membros deste grupo
possuem uma mitocondria grande e
dnica contendo um cinetoplasto
localizado na base do flagelo.

» O DNA do cinetoplasto (kDNA) é

organizado em uma rede de circulos

ligados entre si (30% do DNA celular):
> minicirculos: 20.000 (1.500pb)
> maxicirculos: 50 (20.000pb)

» Possuem glicossomos: onde
ocorrem as reagoes de glicdlise.

» Possuem pré-RNA policistrénico
e uma sequéncia lider (spliced
leader) que é adicionada na frente
de cada RNA maduro
(monocistronico).



Cinetoplasto.

-Compartimento que contém DNA e estd localizado dentro

da mitocondria.
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Ma:rk F. Wiser, Tulane University
|www tulane edw~pnser/protozoologymotesikinet html



Género Trypanosoma

> Centenas de espécies em todo o mundo. Todos sdo
parasitos.

» Grande variabilidade de hospedeiros vertebrados
(mamiferos, aves, répteis, peixes e anfibios).

» Grande variabilidade de hospedeiros invertebrados
(moscas, mosquitos, pulgas, carrapatos).

> Espécie-especificidade ou ndo.

Espécies de importancia médica
Humana Veterindria
T. cruzi T. brucer brucer
T. brucer gambiense T. evansi
T. brucer rhodesiense T. vivax
T. rangeli T. congolense




Classificagdo dos tripanosomas de
acordo com sua transmissdo.

> Dois grupos:
v’ Estercordrios: os parasitas
desenvolvem-se na porgdo
posterior do inseto vetor e sdo
transmitidos nas fezes
‘Ex.: T. cruzi

v Salivdrios: os parasitas
desenvolvem-se na porgdo
anterior do inseto vetor e sdo
transmitidos na saliva

- Ex.: T. brucer




Caracteristicas morfoldgicas
principais do Trypanosoma cruzi.

amasfigofq Membrana ondulante
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Historia da Doenga de Chagas

Lassance (MG) em 1909




Distribui¢cdo da Doen¢a de Chagas.

Areas em que a
Doenga de Chagas
é endémica



Epidemiologia

v Endémica em 21 paises da América Latina;

v' 8-10 milhoes de pessoas cronicamente infectadas,
sendo cerca de 5 milhdes s6 no Brasil;

v 70 milhdes de pessoas residem nas dreas de risco;
v 100-200 mil novos casos por ano;

v Risco de transmissdo em dreas ndo endémicas.



Estimativa do nimero de imigrantes infectados
pelo Trypanosoma cruzi em paises ndo endémicos
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Vetor

v'A Doenga de Chagas € transmitida por insetos hemipteros hematéfagos da
familia Reduviidae e subfamilia Triatominae;

v'Estes insetos sdo popularmente conhecidos como barbeiros, chupdes, procotds
(sertdo da Paraiba), vum-vum (Bahia), chupanga (Mato Grosso), vinchucas (paises
andinos), chincha voladora (México), kissing bugs (Estados Unidos);

v'Generos: Panstrongylus, Triatomae Rhodnius.

Panstrongylus Tria’roﬁwa 'Rhodhnius



Vetor
v’ 141 espécies conhecidas (da subfamilia Triatominae);

v' 63 identificadas no Brasil (30 capturadas em ambiente
domiciliar);

v'No Brasil, as espécies mais importantes sdo:

1. Triatoma infestans

2. Triatoma brasiliensis

3. Panstrongilus megistus

4. Triatoma pseudomaculata

5. Triatoma sordida

6. Triatoma rubrofasciata

FERNANDES, 1992; JORGE et al., 2000; PORTAL SAUDE, 2015



Vetor
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Vetor

v'Habitos noturnos;

v Durante o dia, sdo encontrados nas fendas

das paredes de casas ndo rebocadas, telhados

de palha;

v Vivem no domicilio e regido peridomiciliar;

v' Longevidade do adulto: 9 a 20 meses.
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Triatoma protracta

Triatoma longipennis
(Phyllosoma complex)
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Distribui¢cdo dos vetores
mais importantes

: , Panstrongylus megistus
Triatoma infestans

Triatoma sordida

Heredity (2012) 108, 190-202; doi:10.1038/hdy.2011.



Ciclos de transmissdo

1. Ciclo silvestre (zoonose) - reservatorios silvestres: soé
mamiferos (gambd, tatu, roedores, tamandug, preguica,

morcegos, macacos, etc);
2. Ciclo para-doméstico (antropozoonose) - animais domésticos

(cdo, gato, porcos) - homem;
3. Ciclo doméstico - homem - triatomineo doméstico- homem.

Animais Triatomineos

paradomesticos domesticos com
/ \}ia g
Animm : Animais/_,\ .
silvestres sil'\?e:?:;:eos - domésticos I"“".’"‘.‘"e“
e homem omesticos
CICLO SILVESTRE CICLO PARADOMESTICO CICL :
: s 0 .
(gnzooha de animais (enzootia de animais (enzootialnJ %?Ea?lmg%
silvestres) paradomesticos) domésticos e endemia

humana: doenga
de Chagas)



Linhagens ou cepas de T. cruzi.

v'"Mais de 60 linhagens ou cepas ja foram descritas;

v'Dividem-se em 6 grupos, de acordo com a tabela abaixo:

TABLE ]

2009 nomenclature for 7rypanosoma cruzi divisions

DTU designation Abbreviation Equivalence to former 7. ¢ruzi grouping schemes
1. cruzi | Tcl 1. cruzi 1“* and DTU I¢

I cruzi 1l Tell I cruzi 11 and DTU I1b¢

17 cruzi 111 Telll Z3/Z1 ASATY, Z3-A°, DTU llc® and 7. cruzi 11V
1. cruzi IV TelV 734 Z3-B“and DTU Ilac

1. cruzi V TcV Bolivian Z29 rDNA 1/22, clonet 39" and DTU I1d¢
I cruzi VI TeVI Paraguayan Z2', Zyvmodeme B’ and DTU Ile¢

a: Anonymous 1999; A: Falla et al. 2009; ¢: Brisse et al. 2000; ¢: Miles et al. 1981; DTU: discrete typing units; ¢: Mendonga et al.
2002; f:Freitas et al. 2006; g: Souto et al. 1996; A: Tibayrenc and Ayala 1991; i: Chapman et al. 1984 ; j: Carneiro et al. 1990.



Transmissao

v'Aproximadamente 80% da transmissdo € vetorial (hd algumas décadas);
v'Durante a picada o inseto alimenta-se do sangue do hospedeiro e defeca
proximo ao local da picada;

v nas fezes do vetor estdo presentes as formas infectantes

(tripomastigotas metaciclicos).




Outras formas de transmissao

v Transfusdo sanguinea (~10-20%)
(importante em dreas ndo endémicas)

v Acidentes de laboratdrio (fezes de triatomineos, culturas de T. cruzi,
manejo de animais em experimentagdo)

v' Oral (triatomineos infectados macerados junto com alimentos, p. ex. agai,
caldo de cana): tem adquirido importancia epidemioldgica devido aos surtos
ocorridos nos ultimos anos

v Transplante de drgdos



Ciclo evolutivo
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O tripomastigota metaciclico

v' E a forma infectiva encontrada no intestino
posterior do inseto vetor;

v'"Mede cerca de 17 um de comprimento; . , e
v E fina e com cinetoplasto grande;

v"Membrana ondulante estreita;

v'Curto flagelo livre;

v'Tem capacidade invasiva para atravessar .

mucosas e a conjuntiva, ou penetrar pelas 2 .
solugoes de continuidade da pele.



O tripomastigota sanguineo

v E capaz de infectar diferentes tipos
celulares;

v'"Mede cerca de 15 um de comprimento;

v'Apresenta cinetoplasto grande e redondo,
bastante saliente;

v'O flagelo representa cerca de 1/3 do
comprimento total.




Invasdo da célula pelo tripomastigota

v' A formas tripomastigotas sdo capazes de invadir diferentes tipos celulares,
especialmente:

v’ células do sistema fagocitico mononuclear

v fibras musculares estriadas (tanto cardiacas como esqueléticas)

v fibras musculares lisas

v’ células nervosas

v’ células epiteliais e fibroblatos



Interagdo T. cruzi-célula hospedeira

Fagocito Células ndo fagociticas
macrofago epiteliais, musculares, nervosas
penetragdo passiva penetragdo ativa

fagocitose cldssica fagocitose induzida



O amastigota

v' E a forma encontrada dentro da célula
parasitada;

v E ovoide e mede ~3-5 um no maior diametro;
v Ndo possui flagelo ou membrana ondulante;
v' Ndcleo ovoide e compacto e cinetoplasto com
aspecto de disco convexo-concavo préximo ao

ndcleo:

v' Multiplica-se por divisdo bindria simples
(12 horas);

v" O ciclo intracelular dura cerca de 5-6 dias e
produz cerca de 9 geragoes de parasitas.




O epimastigota

v' Desenvolve-se na porgdo
posterior do intestino médio do
inseto;

v'Dimensées varidveis (~20 um);

v'Citoplasma abundante;

v'Cinetoplasto situado perto do
ndcleo;

v'Reproduz-se por divisdo bindria
longitudinal;

v'"Muitas vezes os epimastigotas
agrupam-se formando rosdceas, com
as extremidades flageladas voltadas
para o centro.




Epimastigotas Inseto Divisdo bindria  Trato digestério
anterior e médio

Tripomastigotas Inseto Ndo se multiplica  Trato digestério
Metaciclicos posterior
Amastigotas Mamifero Divisdo bindria Interior de

células nucleadas

Tripomastigotas Mamifero Ndo se multiplica Sangue
Sanguineos

A 7

Epimastigota Tripomastigota Amastigota




Periodo de incubacdo.

v' Depende do indculo, da via de penetragdo, da cepa do
parasita e das condigoes do paciente;

v Transmissdo vetorial: b-15 dias:
v Transmissdo oral: 3-22 dias;

v' Transfusdo sanguinea: 30-40 dias podendo estender-se
por mais de 60 dias.

v Transmissdo vertical: pode ocorrer em qualquer periodo da
gestagdo ou durante o parto.



Patogenia

Fase Aguda duragdo 3-4 meses

Sintomdtica ou Assintomadtica

v'Manifestagdes locais:

1

» Sinal de Romaiia (edema na regido da pdlpebra) b

»Chagoma de inoculagdo (resposta inflamatoria no local da entrada do parasito)

T

v'"Manifestagdes gerais: Parasitemia patente

v'Outros sintomas

>Febre, mal estar, cefaléia e anorexia;

> Linfoadenomegalia e hepatoesplenomegalia sutis;

»Miocardite aguda com alteragdes eletrocardiogrdficas (raramente);

»Meningoencefalite (raramente).



Patogenia

Fase Cronica

Inicia-se apds a queda da parasitemia

-

2. Cardiopatia chagdsica cronica;

1. Formas indeterminadas;

‘
3. Formas digestivas (megas)./ l




1. Forma indeterminada ou de laténcia.

v'Auséncia de manifestacdes clinicas,
radiogrdficas e eletrocardiograficas;

v'A maioria dos pacientes permanece ha forma
indeterminada, sem apresentar sintomatologig,
por toda a vida;

v'Parasitemia - subpatente.



. Cardiopatia chagdsica cronica - CCC.
Aparecimento cerca de 15-20 anos apds a infecgdo inicial;

E a mais importante forma de limitagdo ao doente chagdsico e principal
causa de morte;

Pode apresentar-se sem sinfomatologia, mas com alteragoes
eletrocardiogradficas;

Caracterizada por miocardite cronica progressiva, dilatagdo de cavidades
e hipertrofia ventricular, distdrbios de condugdo elétrica, arritmias e
insuficiéncia cardiaca.

Cardiomegalia neumsm e ponta

n e
o
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3. Formas digestivas (megas).

» Caracterizam-se por alteragoes ao longo
do trato digestorio

v'destruigdo de neuradnios dos plexos
mioentéricos (parassimpatico)

v esfincteres em contragdo permanente
(simpdtico)

+Dificuldade de transito de
alimentos/fezes

 cdrdia: acumulo de alimentos -
megaesofago

* reto-sigmdide: acimulo de fezes -
megacolon




Fase Cronica

Indeterminada

2 O,
9—/}’,9 /’J




Resposta imune

T. cruz/

4

Resposta imune do hospedeiro

Celular Humoral
| ‘ | ‘
Inata Adaptativa Anticorpos liticos
M3s Linfécitos T
Células dendriticas Linfécitos B

Células NK
\

1
Resposta Protetora



Resposta imune

Camundongos KO:

Células B
Células TCD8
Células TCD4
TFN-vy

IL-12

TNFa
GM-CSF

Susceptibilidade
de Infeccdo

AN N N N N SN

ROGGERO, 2002



Resposta imune

Equilibrio relagdo parasito-hospedeiro

> Parasitemia baixissima - Parasita nunca é totalmente
eliminado

> Resposta Imune Humoral

v" anticorpos IgG anti-tripomastigotas

* opsonizagdo: macréfagos ativados matam parasita
+ bloqueio da penetragado

* lise pelo complemento

¢ A DCC ("antibody-dependent cell mediated cytotoxicity")

> Resposta Imune Celular
v’ Células efetoras - T, NK, Macréfagos



Mecanismos de Patogenicidade

> Destruigdo células parasitadas pelo 7. cruzi.
v' Apresentagdo de antigenos de T. cruziem complexos
peptideo-MHC na superficie das células parasitadas.

> Destruigdo células ndo parasitadas pelo 7. cruz.
v'Autoimunidade: Antigenos de T. cruz/reagem
cruzadamente com antigenos de células hospedeiras -
reatividade cruzada



O balango da resposta imune pode definir o
estabelecimento das formas cardiaca ou
indeterminada da doeng¢a de Chagas.

Forma Cardiaca

" [ ]

Forma Indeterminada




Mecanismos de Escape




Mecanismos de Escape

MECANISMOS PROPOSTOS

v'Moléculas de superficie
v'Escape do fagolisossomo

v’ Supressdo do burst oxidativo fagocitico



Moléculas de superficie

Cruzipaina

N X

Cisteinoprotease

Expressa em todas as formas
de desenvolvimento do
parasita

Medeia mecanismos anti-
apoptoticos em células do
miocdrdio infectadas com T.
cruzi

Parasitas deficientes de
cruzipaina ativam rapidamente
os macrofagos do hospedeiro e
ndo sobrevivem

induz protedlise de NF-KB

A o
LISOSSOMOS { ol ’/ \\
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(Osorio, et al.,2012; Barros, 2012; Yoshida, 2006)



Moléculas de superficie

Cruzipaina

= Interfere na resposta imune
humoral: digestdo na
dobradica de todas as
subclasses de IgG

= "Fabulagdo”: fragmento Fab2
protegendo o parasita

= Aumento de atividade de
arginase-1, secregdo de IL-10
e TGF-beta em macréfagos

(Stempin, et al., 2002;0sorio, et al.,2012; Barros, 2012; Meirelles, et al., 1998; Doyle, 2011)



Moléculas de superficie
Amastigote nest

GP82

= Expressa predominantemente
nas formas metaciclicas;

= Liga-se ds mucinas gdstricas
e facilita a invasdo pelo
epitélio gdstrico.

Stomach section

(Staquicini, et al., 2010)



Moléculas de superficie

Trans-sialidase (TS)

v' Proteina presente na membrana externa ou na
forma livre com propriedade de ligagdo e fungdo
enzimdtica

T. cruzi:
v" Ndo sintetiza dcido sidlico

v' Adquire o dcido sidlico pela TS apds sua entrada g 1 \l
cid

em um meio rico de doadores da molécula Sialic A

v Expressa enzima trans-sialidase (TcTS): d
catalisa reagdo de transglicosilagdo

(Osorio, et al.,2012; Pereira-Chioccola, et al., 2000; Chuenkova, et al., 2003; de Melo, 2007; )



Moléculas de superficie

e (Gera uma barreira sialilada e Innate Acquired
carregada negativamente na B CooTo -
superficie do parasita :

IL12 ]
Dendritic-cell ‘ § %
Protecado: T-cell
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suprimindo a produgdo de IL-12 & i

Macrophage Anti-SAPA IL-6><
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Trombocitopenia: retirada do acido ‘ ¥ s 3
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(Rubin, et al., 2012; Chioccola, et al., 2000; Tribulatti, et al., 2005; Erdmann, et al., 2009)



Escape do fagolisossomo

TcTox

* Proteina secretada pelo
parasita

» Atividade litica e formadora
de poros ho vacuolo em pH
dcido

» T. cruzirompe o

fagolisossomo usando a
TcTox

Nucleous

(Barros, 2012; Osorio, 2012; Sacks, et al., 2002)



Supressdo do burst oxidativo
fagocitico

Enzimas antioxidantes estdo mais expressas na forma
tripomastigota metaciclica

(Atwood, et al,, 2005; Parodi-Talice, et al., 2007; Piacenza, et a/., 2008)



Supressdo do

F. Irigofn et al. / Free Radical Biology & Medicine 45 (2008) 733-742

: Reticulo
Glicossoma Endoplasmdtico
TCGPXT TCGPXIT

TcAPX
\ 0 f o)
. [ -
i y

Citosol

TCGPXT

TcCPX

Fe-SOD

|
\
| |

burst oxidativo fagocitico

5 PEROXIDASES

 Glutationa peroxidase I (TCGPXI)

 Glutationa peroxidase IT (TCGPXITI)

« Tripanoredoxina peroxidase citosdlica (TcCPX)

« Tripanoredoxina peroxidase mitocondrial (TcAMPX)
« Oxidase dependente de ascorbato (TcAPX)

(Wilkinson et a/., 2000, 2002a, 2002b, 2002c¢)

SUPEROXIDO DISMUTASES

« Ferro superéxido dismutase (Fe-SOD)

(Mateo et a/, 2008)



Diagndstico Parasitoldgico

v Diretos - FASE AGUDA

- Exame a fresco em Idmina (motilidade) E)"\ ‘

2?0"\ ‘S

A
o c

« Gota espessa ou esfregago corado com Giemsa ou 1
Leishman (morfologia)

51 '3 0‘.' 3
« Centrifugagdo em tubos capilares ia ‘ ;r"ﬁ ,’
i X

(micro-hematdcrito) - baixa parasitemia |

v Indiretos - FASE CRONICA

« Xenodiagndstico (alimentagdo de ninfas de
triatomineos ndo infectadas com o sangue de

pacientes).

« Hemocultura (cultura do sangue em meio LIT) |
Leitura: 30, 60, 90 e 120 dias o



Diagnédstico soroldgico

( Hemaglutinagdo indireta (HAI)

L Imunofluorescéncia indireta
Testes convencionais < (IFT)

Ensaio imunoenzimatico (ELISA)

Antigenos de T. cruzii Extratos totais
Fragdes semi-purificadas (epimastigotas)

v Fase aguda: detecgdo de IgM
v Fase cronica: detecgdo de IgG

> Pelo menos trés testes soroldgicos devem ser realizados
para confirmagdo dos resultados.



Tratamento

Nifurtimox (Lampit):

v'Nitro-derivado que age através da produgdo de

radicais livres;

v'Toxicidade frequente (anorexia, ndusea,

vomitos, reagdes alérgicas);

v'Parcialmente efetivo na fase aguda;

v'Inativo na fase cronica (?2?); CHy
v'Tratamento prolongado (até 90 dias); CH___NH_N)_\SOz
v'8-10 mg/Kg por dia (adultos);

v'15 mg/kg por dia (criangas);

v'Somente disponivel nos EUA e Canadd.



Tratamento

Benznidazole (Rochagan):

v"Modo de agdo ainda ndo completamente claro.

v’ Parece induzir a formagdo de radicais livres que podem: inibir a sintese
de DNA e RNA e proteina e aumentar o estresse oxidativo;

v'Toxicidade frequente (Anorexia, cefaléia, dermatopatia, gastralgia,
insonia, nduseas, perda de peso, polineuropatia, vomitos);

v'Parcialmente efetivo na fase aguda;

v'Inativo na fase cronica (??);

v'Tratamento prolongado (até 60 dias); [\
. . N N—CHZCO NH O"‘z
v Adultos e criancas: 5 mg/Kg por dia; Y

v Eficaz em ~70% dos casos. NO,




Profilaxia

v'Transmissdo vetorial: controle quimico de vetores com
inseticidas quando a investigagdo entomoldgica indicar a
presenca de triatomineos domiciliados; melhoria
habitacional em dreas de alto risco suscetiveis a
domiciliagdo.

v Transmissdo transfusional: manutencdo do controle de
qualidade rigoroso de hemoderivados. Na auséncia de
condigoes, pode-se utilizar cristal violeta nas bolsas de
sangue.

v'Transmissdo vertical: identificagdo de gestantes chagdsicas na
assisténcia pré-natal ou de recém-nascidos por triagem neonatal para
tratamento precoce.

v'Transmissdo oral: cuidados de higiene na produgdo e manipulagdo
artesanal de alimentos de origem vegetal.

v'Transmissdo acidental: utilizagdo de equipamento de biosseguranga.



Vacina???

v' indmeras tentativas: de parasitas atenuados a
recombinantes

v Problemas
« como avaliar?
 autoimunidade?



SOUTHERN CONE INITIATIVE Controle Vetorial

Elimination of Transmission: Incidence of infection 1980-2000
0 Rates x 100
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Source: Reports by National Chagas disease control program|

v 2006: Brasil recebeu certificagdo
internacional de interrupgdo da
transmissdo da doenga pelo Triatoma
infestans, concedida pela Organizagdo
Panamericana da Salde e Organizagdo
Mundial da Sadde.

www.who.int

Fonte: Portal da Satde, 2015



