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Introducao

A trlPa“OSSOr'mtaSe americana ou doenga de Chagas é causada
p_elo protozodrio flagelado Trypanosoma cruzi, cujo ciclo de
vida transcorre entre insetos vetores reduvideos e hospedei-
ros mamiferos. A Organizagio Mundial da Satde classifica a
doenca de Chagas entre as 20 doencas tropicais mais negli-
genciadas, constituindo um importante problema social e eco-
noémico nas Ameéricas, com predominio na América Latina.
O ciclo natural ocorre exclusivamente nas Américas, onde o
inseto vetor estd presente. Com base no achado de DNA do
parasito em tecidos de mimias de civilizagoes pré-colombia-
nas, acredita-se que T. cruzi infecte populagoes humanas ha
pelo menos 4.000 anos (Aufderheide et al., 2004). Verifica-se
infeccio humana por via vetorial no México e em todos os pai-
ses da América Central e do Sul, com 6 a 7 milhdes de indivi-
duos infectados. No Brasil, estima-se a existéncia de 1 milhdo
de portadores de infecgao.

Os vetores da doenca de Chagas sio insetos hemipteros he-
matéfagos da familia Reduviidae. Das 140 espécies conhecidas
de triatomineos, distribuidas em 18 géneros, somente algu-
mas dos géneros Triatoma, Panstrongylus e Rhodnius sao re-
conhecidas como vetores da doenga de Chagas. Dentre estas,
Triatoma infestans, Rhodius prolixus e Triatoma dimidiata sao
as mais relevantes na transmissdo humana. O parasito circula
entre mais de 150 espécies de animais domésticos (caes, gatos,
cobaias, hamsters) e silvestres (roedores, marsupiais, tatus),
que constituem o reservatorio de infecgdo. A drea de trans-
missio enzodtica abrange desde o sul dos EUA até o sul da
Argentina e Chile.

A doenga de Chagas foi descrita pela primeira vez, em 1909,
pelo médico e cientista brasileiro Carlos Chagas. Em um caso
Gnico na historia da Medicina, ele descreveu, além da doenga,
0 seu agente etiolégico, o ciclo de transmissdo, os hospedeiros
vertebrados e os vetores, bem como as manifestagdes clinicas
da fase aguda no primeiro caso humano estudado.

Tripanossomas

Segundo a classificagao tradicional de Norman Levine, T. cruzi
pertence a ordem Kinetoplastidae, que retine protozodrios com
cinetoplasto, uma estrutura intramitocondrial. O cinetoplasto
estd composto por DNA constituinte do genoma mitocondrial
(aproximadamente 30% do DNA total da célula) com uma
organizacio fibrilar (kDNA) e proteinas associadas. Nessa
ordem, T. cruzi localiza-se na familia Trypanosomatidae, que
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retine organismos com o kDNA em forma de rede e que apre-
sentam um tnico flagelo emergindo de um bolso flagelar ante-
rior ou lateral, neste tltimo caso unido ao corpo (Levine et al,
1980). Todos os tripanossomatideos sdo parasitos.

A classificagio tradicional dos protistas, entretanto, tem
sido revista nas dltimas décadas, com a definigao de agru-
pamentos de organismos que nao correspondem aos niveis
taxonomicos tradicionais como familias e ordens (Adl et al,,
2005). Nesse novo esquema de classificagao, os cinetoplasti-
deos pertenceriam ao subgrupo taxonomico Kinetoplastea
do grupo Euglenozoa, por sua vez membro do supergrupo
Excavata. No subgrupo Kinetoplastea encontra-se o agrupa-
mento Metakinetoplastina, definido com base na anilise de
sequéncias de gene de RNA ribossomico, que compreende,
entre outros, o clado Trypanosomatida. Este ultimo agrupa-
mento, na classificacio mais recente, corresponde a familia
Tripanosomatidae tradicional.

O clado Trypanosomatida contém os géneros Crithidia,
Blastocrithidia, Endotrypanum, Herpetomonas, Leishmania,
Leptomonas, Phytomonas, Rinchoidomonas, Sauroleishmania,
Trypanosoma e Wallaceina. Desses, apenas dois reinem
espécies causadoras de doenga humana: Trypanosoma e
Leishmania. No género Trypanosoma encontram-se, além de
T. cruzi, T. brucei gambiense e T. b. rhodesiense, que produzem
a doenga do sono ou tripanosomiase africana em populagdes
humanas de extensas areas da Africa. Trypanosoma rangeli ¢
eventualmente encontrado nas Américas em infecgoes assin-
tométicas no homem e em animais silvestres e domésticos.
Este capitulo, entretanto, restringe-se a T. cruzi, unico tripa-
nossoma causador da doenga de Chagas.

Trypanosoma cruzi

Trypanosoma cruzi apresenta grande diversidade biologica,
associada a sua distribuiao geogrifica, ao grande nimero de
mamiferos que podem ser infectados e, potencialmente, a va-
riedade das manifestagées clinicas e de resposta ao tratamen-
to em pacientes. Desde a década de 1960, observa-se grande
polimorfismo morfoldgico e de comportamento bioldgico em
T cruzi (Brener, 1973). No fim da década de 1970, técnicas
bioquimicas e moleculares evidenciaram a existéncia de exten-
sa diversidade genética em T. cruzi. Esses resultados levaram a
criagdo de diferentes tipos de classificagdo infraespecifica. Os
isolados de T. cruzi foram inicialmente agrupados com base
em padrdes de migragdo de isoenzimas em eletroforese; cada
grupo de isolados com caracteristicas semelhantes, com base
nesse critério, forma um zimodema. Com o desenvolvimento



B Parasitologia Contemporanea

de tecnicas de tipagem molecular e de sequenciamento de
DNA, surgiram novos critérios para classificar isolados e cepas
de T. cruzi. Com base em diferencas de tamanho de produtos
de digestao do KDNA, com enzimas de restricao foram pro-
postos, na década de 1980, os agrupamentos conhecidos como
esquizodemas. No final da década de 1990, observou-se que
T. cruzi podia ser classificado em dois grupos majoritarios (T.
cruzi 1 e T. cruzi 11, com alguns isolados hibridos), a partir da
analise de sequéncias dos genes de RNA ribossomico (Souto et
al., 1996). Com a analise de maior numero de isolados e cepas,
o grupo T. cruzi 11 foi progressivamente subdividido em Ila,
11b, Ilc, 11d e Ile. Em 2009, chegou-se a um consenso que reco-
nhece 0 agrupamento dos isolados em seis linhagens genéticas
denominadas unidades discretas de tipagem ou discrete typyng
units (DTU, na sigla em inglés), numerados com algarismos
romanos de 1 a VI (Zingales et al., 2009). Mais recentemen-
te, incorporou-se uma sétima linhagem de T. cruzi origina-
riamente isolada de morcegos, denominada por esse motivo
Tebat. Devido a sua identificagao e incorporagao recente como
sétima DTU, até agora um tnico caso de infeccao humana foi
relatado (Zingales, 2018).

Propoem-se associagdes entre parasitos agrupados nas
diferentes DTUs e algumas caracteristicas epidemioldgicas,
distribuicdo geografica e patogenicidade da infecgao. Tcl e
Tcll sao provavelmente as duas linhagens subespecificas que
divergiram hd mais tempo. Predominam no sul e na regiao
central da América do Sul. TcIll apresenta uma distribui¢ao
geografica mais ampla, desde o noroeste da Venezuela até a

Argentina. TcIV ¢ encontrada na América do Norte e do Sul;

porém, algumas andlises nas quais foram utilizados multiplos
a divergéncias entre isola-

marcadores genéticos apontam par
TcV e TcVI predominam

dos de cada regido do continente.
no norte da Ameérica do Sul. Finalmente, a linhagem Tcbat foi

isolada no Brasil, Panama e Colombia.
Trypanosoma cruzi € encontrado em mamiferos e insetos

vetores em trés tipos de ambientes diferentes que se sobre-
poem: silvestre, peridomeéstico e doméstico. Diferentes DTUs
predominam em cada um desses ecosistemas. Tcl é frequen-
temente encontrada em ecosistemas silvestres, mas também
em infeccoes humanas na Amazonia e em paises do norte da
América do Sul. TcIl, TcV e TcVI participam predominante-
mente de ciclos de infegao domésticos e peridomésticos, e sao
frequentemente encontradas em populagoes humanas, ani-
mais domésticos e pequenos roedores silvestres. Tclll e TcIV
s3o majoritariamente associadas a0 ciclo silvestre, tendo sido
isoladas principalmente de animais selvagens. Porém, sao co-
nhecidos alguns casos de infe¢oes humanas e de animais do-
mésticos (caes) por essas DTUs.

Em relagio ao perfil clinico da infeccao, hd indicios de
associacao entre certas DTUs e determinadas manifestagoes
clinicas da doenca de Chagas. Vérios estudos tém apontado o
predominio de Tcl em pacientes com as formas indetermina-
da ou cardiaca da infecgdo cronica no Norte da Ameérica do
Sul e na América Central, enquanto outros estudos mostram
predominio de Tcll, TcV e TcVI em pacientes com a fase cro-
nica nas formas cardiaca e, especialmente, digestiva. Na regiao
Sul do Brasil, TcII predomina entre os pacientes cronicos ana-
lisados até agora (Zingales, 2018).

As Gltimas propostas para uma taxonomia subespecifica
relatadas anteriormente parecem ter uma base solida e estavel:
em geral, novos isolados podem ser classificados em algum
dos DTUs previamente estabelecidos sem maiores problemas.
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Aspectos bioldgicos

stagios do parasito encon{rados em diferen-
bo digest()rio do vetor sao gs epzmas{zgotas
de dividir-se, mas nao de infectar células)
etaciclicos (estdgios infectantes, mas

sem capacidade de dividir-se). Porém, descrevem-se .tambem
outros estagios intermedidrios, de presenga transitoria, como

o esferomastigota (estagio capaz de replicagdo sem flagelo
aparente). No hospedeiro mamifero, predominam 0s amas-
tigotas (estdgios capazes de dividir-se, mas pouco infectantes

para células) no interior de células nucl_eadas e os tripomas-
tigotas (que nao se reproduzem, mas sao’multo infectantes)
na corrente sanguinea. Neste caso, também foram observa-
das e caracterizadas formas intracelulares intermedidrias que
apresentam semelhancas bioquimicas € morfologicas com o0s
epimastigotas, denominadas epimastigotas intracelulares. As
caracteristicas morfolégicas de epimastigotas, tripomastigotas
e amastigotas sao apresentadas na Figura 5.1. Apesar de cer-
to pleomorfismo, cada estagio pode ser identificado com base
em parametros cOmo a morfologia geral da célula e as posigdes
relativas do flagelo, do nucleo e do cinetoplasto, bem como a
partir de suas propriedades bioldgicas e de sua constituiao
proteica.

Os amastigotas de T. cruzi sdo tipicamente arredondados
ou ovoides, medem aproximadamente 3 a 5 um de diametro e
apresentam um flagelo incipiente que ndo chega a emergir do
bolso flagelar e o cinetoplasto préximo do nucleo. Os amas-
tigotas ocorrem principalmente durante o ciclo intracelular
na infec¢ao dos mamiferos, constituindo o principal estagio
reprodutivo nesses hospedeiros. Multiplicam-se por fissao bi-
naria no citoplasma das células infectadas.
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FIGURA 5.1 Estagios evolutivos de Trypanosoma
a0 longo do ciclo de vida de T. cruzi. Observe,
rudimentar nao chega a emergir do bolso flage
esquelética cardiaca (coloragao: hematoxilina-eosi
Marcelo Urbano Ferreira.)

Os epimastigotas sao estagios extracelglares alongados, me-
dem aproximadamente 20 pm de compn.mento e ap're:sentam
o cinetoplasto situado em posi¢ao anterior, mas proximo ao
ntcleo. O flagelo também forma uma memblrana c_)ndu]anEe,
porém mais curta e menos evidente. Os epimastigotas sao
encontrados no intestino médio dos triatomineos, onde se
multiplicam abundantemente por fissdo bindria. Sao as unicas
formas capazes de reproduzir-se que podem ser mantidas em

cultivo axénico.

Organizacao celular

Trypanosoma cruzi apresenta diversas peculiaridades em sua
organizacio celular, a maior parte delas caracteristicas tam-
bém de outros organismos do subgrupo Trypanosomatida

CAPITULO 5 = Trypanosoma cruzi e a Doenga de Chagas a

Amastigota

L)

cruzi. A. Representagao esquematica da morfologia dos principais estagios encontrados
em cada estagio, a posigao relativa do ntcleo e do flagelo; em amastigotas, o flagelo
lar. B. Corte histolégico que mostra ninho de amastigotas de T. cruzi na musculatura
ina). C. Tripomastigota em esfregaco sanguineo (coloragao: Giemsa). (Fotografias de

(Figura 5.2A). Todas as formas de T. cruzi tém um tnico fla-
gelo na regiao anterior. O flagelo estd composto por um axo-
nema de estrutura classica (nove pares de microtubulos ex-
ternos e um par central), e uma estrutura fibrilar proteica que
o percorre longitudinalmente, denominada haste paraflagelar
(Figura 5.2B). O flagelo emerge de uma estrutura denominada
bolso flagelar, formada por uma invaginagdo de uma regiao da
membrana celular do parasito. O bolso flagelar, além de ser a
regido de emergéncia do flagelo, é um sitio ativo de troca de
moléculas entre os meios extracelular e intracelular; a maior
parte dos processos endociticos e exociticos ocorre nesse local.
Em uma regiao préxima ao bolso flagelar existe uma segunda
estrutura envolvida na endocitose de particulas, o citéstoma
(de Souza, 2009).
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Flagelo

de tubulos

Nucleo

Mitocondria

Reticulo
endoplasmatico

Membrana
ondulante

Compiexo
de Golgi

Corpo basal Glicossomo

Cinetoplasto

FIGURA 5.2 Esquematizagao dos p
seus principais componentes. Po
praticamente todo o corpo da cél

extremo posterior. Também es
representacao do citoesqueleto subcortical (ou subpelic

em sentido anteroposterior por
de ades3o. Estao representados um axonema tipico
par central (estrutura tipica). Paralelo ao axonema es
o axonema e com o filamento de conexdo a haste flagelar,
plasmatica que a percorre paralelamente a haste paraflagelar.

O citoesqueleto de T. cruzi também apresenta peculiarida-
des. Ele consiste essencialmente de uma rede de microtibulos
de o e B tubulina, entrecruzados entre si e com a membrana
plasmatica. Embora tenham sido encontrados, no genoma de
T. cruzi, genes que codificam actina, nao foram evidenciados
microfilamentos classicos de actina na composigdo do citoes-
queleto.

Em um dominio especifico da membrana plasmaitica e da
membrana flagelar, denominado zona de anexagdo do fla-
gelo (FAZ, do inglés flagellum attachment zone), ocorrem as
interagoes entre o citoesqueleto e o flagelo, que ddo origem
a membrana ondulante (ver Figura 5.2B). Diferentemente de
outras células eucariotas, os microtibulos percorrem a célu-
la longitudinalmente, subjacentes a membrana plasmatica,
formando uma estrutura similar a uma gaiola (microtibulos
subpeliculares). Os microtabulos encontram-se interligados
por proteinas associadas a eles. O citoesqueleto, além de for-
necer estrutura mecanica as células, determina a sua morfolo-
gia; em segbes transversais do parasito, observou-se a presenca
d.e microtibulos mais curtos intercalados nas regioes de maior
diametro.

Trypan j : itocondri
e e i
uma unica rede de tibulos com dupl g g

pla membrana, que percorre

Citoesqueleto

submembranares

rincipais aspectos da ultraestrutura celu
de ser observado um nucleo tipico, um
ula, aderido a membrana, uma mitocén
tao representados o reticulo endoplasmico,
ular) em forma de corte transversa
baixo do plano da membrana citoplasmatica. B. Detalhe
(corte transversal) constituido por n
ta representada a haste paraflagelar,
localizado na regido de adesao flagelar,

Pares de
microtubulos
periféricos

Par de

microtubulos

centrais
de conexao
entre a haste
paraflagelar

Proteinas € 0 axonema

conectoras

da regiao de Haste

adesao flagelar paraflagelar

Filamentos
da regiao
de adesao
flagelar
Regido de adesdo

flagelar

lar de um tripanossomatideo. A. Representagao da célula com
anico flagelo nascendo dentro do bolso flagelar e percorrendo
dria tubular de grande tamanho contendo o cinetoplasto no
com o sistema de Golgi, e os glicossomos. Finalmente, ha uma
| dos microtubulos que percorrem o parasito
de corte transversal do flagelo e a estrutura
ove pares de microttbulos periféricos e um
com o sistema de proteinas conectoras com
estrutura subjacente & membrana

o interior da célula, ocupando entre 15 e 30% do seu volume,
dependendo do estégio do ciclo celular e do estado nutricional
da célula. Préximo do local de emergéncia do flagelo, no inte-
rior da mitocondria, encontra-se o cinetoplasto, estrutura em
forma de disco cujo plano é sempre perpendicular ao eixo do
flagelo (Figura 5.3). O cinetoplasto contém o DNA mitocon-
drial ou KDNA, que corresponde a cerca de 30% do DNA total
da célula. Compreende cerca de 50 maxicirculos, estruturas de
DNA circular com aproximadamente 20.000 pares de bases,
além de cerca de 20.000 minicirculos, estruturas menores de
DNA circular, com aproximadamente 1.500 pares de bases. Os
maxicirculos contém genes que codificam algumas das protel-
nas mitocondriais. No entanto, como ocorre nos demais ciné-
toplastideos, esses genes nao codificam as mensagens comple-
tas para a sintese dessas proteinas, devendo ser editados pard
tornar possivel a sintese de proteinas funcionais.

A edigdo de RNA consiste na mudanga sitio-especifica da
sgquéncia de RNA recém-transcrito (pré-mRNA). Mais espe-
cificamente, ocorre adigdo e/ou remogéo de uridinas no pré-
mRNA. Participam do processo de edi¢éo, além do transcrit0
primario, diversas enzimas, assim como pequenas moléculas
de RNA (RNA guias, ou gRNAs) cujas sequéncias estdo codi-
ﬁcgdas. nos minicirculos. A edi¢io é executada por uma m#
quinaria multienzimatica denominada editossomo, complex"
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__— Disco de kDNA

I

G ‘ Sitio antipodal

Regiao
cinetoflagelar

S/

Corpo basal

ST (&

Complexo proteico responsavel
pela replicagao dos minicirculos,
contendo DNA-polimerases

FIGURA 5.3 Representacao esquematica do cinetoplasto: estrutura em forma de disco contendo o DNA mitocgndrial (kDNA). O cineto-
plasto esta fisicamente conectado ao corpo basal, estrutura de que se origina o flagelo, mediante a regiao cm’etoﬂagel?r. O DNA esta
organizado em maxicirculos e minicirculos concatenados, formando uma malha densa. O cinetoplasto contem também complexos
constituidos por proteinas estruturais responséveis por sua organizagao, prote¢ao, replicagao e transcricao, e duas estruturas localiza-
das de maneira oposta, formadas por um complexo multiproteico denominadas “sitios antipodais”. Os minicircul9§ (1) sao liberados c_ia
regiao interna da rede, com sua abertura e posterior fechamento catalisados por uma topoisomerase (2). Na regiao cllpetoﬂag.elgr,l sao
replicados mediante a agao de complexos que contém DNA polimerases (3). A replicagdo ocorre a partir de um Unico sitio por mmncurf:g-
lo, formando as estruturas em forma de “q” (4). Uma vez replicados, cada copia-filha de cada minicirculo (5) é direcionada para um sitio
antipodal diferente, onde sao anelados a parte externa de cada uma das redes-filhas em formacao. Sa!be-se~pouco sobre 0s mecanismos
de replicacao dos maxicirculos. Diferentemente dos minicirculos, a sua replicagdo ocorre sem asua liberagao da. rede-mae. Uma vez re-
plicada a rede, os minicirculos sdo compactados por enzimas especificas para concluir a formagao de um novo cinetoplasto.

do niicleo de edicdo do RNA ou RECC (do inglés, RNA editing
core complex). Os sitios do pré-mRNA onde as uridinas serao
adicionadas ou removidas sio “marcados” pelo pareamento
por complementariedade parcial de bases dos gRNAs com o
pré-mRNA que serd alvo da edicao (Figura 5.4A). Esse pare-
amento parcial produz estruturas em forma de al¢a tanto no
gRNA quanto no RNA alvo. Tais al¢as nao pareadas sao uti-
lizadas como “marcas de edigio” para a adicdao ou remogao
de uridinas pelo editossomo sempre no RNA alvo (o gRNA
nunca é modificado). Desta forma, o processo em cada sitio de
edicio fica completo quando as algas sao tot’ahpente elimina-
das. Embora predominem os pareamentos c’lasswoslde.Watson
e Crick (U-A), pareamentos G-U sio também possiveis. .

A edicio de RNA é um processo muito comum nas mito-
condrias de tripanossomatideos: ocorre em 12 dos 18 trans-
critos codificados nos maxicirculos. Esses 12 RNAs imatu-
ros precisam ser editados para reconstituir uma mensagem
“traduzivel” e originar uma proteina funcional. Em'bora esse
processo tenha sido inicialmente observado em trlPanOSSO-
matideos, hoje é considerado amplamente dlStrl.bl'll(.iO entre
0s eucariotos. A edigdo processa-se em cascata, 1p1cmnd9-se
na extremidade 3" e progredindo para a extremidade 5" do
pré-mRNA. O editossomo apresenta variantes na sua com-
posicao, mas para ser funcional deve conter as enzimas que
catalisam um ciclo de edicao completo: pelo menos uma en-
donuclease, ligases de edi¢do de RNA, uma 3"-uridina termi-
nal transferase, uma exoribonuclease uridina-especifica e um

RNA helicase. O primeiro passo de um ciclo de edigao aconte-
ce quando o gRNA hibrida a jusante do primeiro sitio a ser edi-
tado, mediante uma sequéncia complementar ao pré-mRNA
que serve como uma ancora. O resultado ¢ um RNA parcial-
mente de dupla fita, com algas que correspondem a regides
ausentes no pré-mRNA ou no gRNA. A seguir, uma endonu-
clease cliva o pré-mRNA na regiao nao pareada. Se a al¢a foi
produzida no gRNA, uma uridil-transferase terminal adiciona
ao pré-mRNA as uridinas necessarias para estabelecer o pa-
reamento completo com o gRNA. Se a alga for produzida no
pré-mRNA, ela é completamente removida pela agao da exor-
ribonuclease uridina especifica. Finalmente, uma ligase “sela”
as descontinuidades nas unides fosfodiéster e uma helicase
separa as fitas do gRNA e o pré-mRNA editado, para o proces-
sO prosseguir em outra posigao (Paes et al., 2011; Read et al.,
2016) (Figura 5.4B).

Outra organela tipica dos cinetoplastideos, semelhante ao
peroxissomo encontrado em outros protozodrios, é o glicos-
somo, onde ocorre parte da glicélise (Haanstra et al., 2016). O
glicossomo tem uma membrana com uma tnica camada de
fosfolipidios, delimitando uma matriz de contetido proteico
elétron-denso. No glicossomo encontram-se enzimas da via gli-
colitica; em sua matriz, os componentes proteicos majoritarios
sdo as enzimas hexoquinase, glicose-6-fosfato isomerase, fos-
fofrutoquinase, aldolase, triosefosfato isomerase, gliceraldei-
do-3-fosfato desidrogenase, fosfogliceratoquinase, glicerol-
3-fosfato desidrogenase e glicerolquinase. No glicossomo, a
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FIGURA 5.4 Esquematizacao do processo de edic

de RNA recém-transcrito para a maturagao do RNA mensageiro (mRNA)
por complementariedade de bases com RNA guias (QRNAs
o0 gRNA formara uma estrutura de tipo

O pré-mRNA hibridiza-se

de modo que ele seja traduzido em uma proteina funcional. A.
) que delimitam o sitio de edicao. Duas situagdes sao
“haste-alca’, sinalizando que nesse local

possiveis: 1) podem faltar Us no pré-mRNA; neste caso,
devem ser adicionadas Us até preencher o espaco; 2) podem sobrar Us no pré-mRNA; neste caso, a“haste-al¢a” se formara no pré-mRNA,
devem ser removidos. Note-se que as interagoes de tipo Watson e Crick nao sao

sinalizando que nesse local os nucleotidios em excesso

sempre respeitadas; o que € corrigido é sempre o nimero
passo: (1) 0 gRNA e o pré-mRNA formam um
mRNA: (2) o pré-mRNA é clivado, deixando um gru
as Us restantes sao removidas, ficando unidas ao m

de Us a serem adicionadas ou eliminadas do pré-mRNA. B. Edicao passo a
hibrido no qual restam duas bases do gRNA nao pareadas, formando-se um grampo no pré-
po -OH livre na regiao 5’; (3) uma uridil-terminal transferase adiciona algumas Us; (4)
RNA em edicao somente o nimero necessario para preencher o espaco; (5) forma-se

3 unido fosfodiéster entre a extremidade 5'da ultima U adicionada e o restante do mRNA sendo editado.

glicose ¢ processada até a formagao de 3-fosfoglicerato; este
¢ liberado no citosol, onde é convertido em piruvato. Além
disso, o glicossomo parece desempenhar também um impor-
tante papel no metabolismo redox do parasito: contém as en-
zimas da via das pentoses-fostato, e é portanto uma das prin-
cipais fontes de NADPH nessas células. Interessantemente,
tal como acontece com 0s peroxissomos, os glicossomos sao
organelas permeéveis a metabélitos com uma massa molecu-
lar aproximada de até 400 Da. Como consequéncia disso, os
glicossomos funcionam como compartimentos em relagao a
enzimas e cofatores tais como NAD*, NADP~, FAD e as suas
correspondentes formas reduzidas, CoA e nucleotidios, en-
tre outros, mas nio em relacao aos metabdlitos intermedia-
rios da maior parte das vias metabdlicas que ocorrem neles
(Figura 5.5).

Nio hé evidéncia de que T. cruzi armazene substancias de
reserva tais como carboidratos de alto peso molecular (glico-
génio ou amido). Entretanto, 0s epimastigotas parecem arma-
zenar energia sob a forma de proteinas e lipidios, em organelas
denominadas reservossomos. O contetido proteico dessas or-
ganelas ¢ degradado durante a diferenciagdo de epimastigotas

para tripomastigotas metaciclicos, no intestino do inseto ve-
tor; portanto, os reservossomos sao perdidos durante a meta-
ciclogénese (Cunha-e-Silva et al., 2006). Nao foram descritos
reservossomos ou estruturas semelhantes em outros estagios
do parasito.

Ciclo de vida

O ciclo de vida de T. cruzi ¢ digenético, com um hospedeiro
mamifero e um inseto. Em ambos os hospedeiros, observa-se
alternéncia entre estagios reprodutivos que nao sio infectan-
tes e estagios infectantes que nao se reproduzem (Figura 5.6).

Os insetos vetores infectam-se quando fazem seu repasto
sanguineo sobre um mamifero infectado com formas tripo-
mastigotas circulantes no sangue. Os tripomastigotas sangui-
colas sao ingeridos e diferenciam-se em epimastigotas no in-
testino médio do inseto. Nessa fase observam-se estagios de
diferenciagao transitérios, como os esferomastigotas, esféricos
e morfologicamente semelhantes aos amastigotas. Os epimas-
tigotas reproduzem-se por fissio bindria e colonizam o in-
testino médio e posterior do inseto. Na porgio distal do tubo
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FIGURA 5.5 Esquematizagdo da participagao dos glicossomos na glicélise e outras vias metabdlicas do parasito. A maioria das enzimas
glicoliticas estd compartimentalizada nessa organela, de tal forma que a glicose, para ser metabolizada deve'atravessar a membrana
citoplasmatica e a membrana glicossomal. A parte intraglicossomal da via glicolitica produz 3-fosfog|icérato intermediario que pod

difundir-se livremente para o citoplasma, onde ocorre o restante da glicdlise. Eventualmente, o piruvato produéido ode ser traqn | ’ de
para o interior da mitocéndria, onde ou é completamente oxidado mediante o ciclo dos acidos tricarboxilicos e a c;)d i i ts' ot
é parcialmente oxidado mediante um processo de fermentagao aerébica da glicose. SEEpEaeE
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FIGURA 5.6 Ciclo de vida de Trypanosoma cruzi. As setas tracejadas representam situacoes relativamente infrequentes em que amastigotas
s30 encontrados no ambiente extracelular, em decorréncia da ruptura prematura da célula infectada (antes da diferenciacio dos amas-
tigotas intracelulares em tripomastigotas sanguineos). Os amastigotas podem eventualmente invadir células nas imediagées do local
onde foram liberados para prosseguir o ciclo intracelular em uma nova célula infectada.

digestorio, os epimastigotas aderem-se as células epiteliais e ini-
cia-se o processo de diferenciagdo em tripomastigotas metaci-
clicos, infectantes. Os estimulos conhecidos para desencadear a
diferenciacio do parasito no tubo digestério do vetor, conheci-
da como metaciclogénese, sao a queda de pH para abaixo de 5,5
e o estresse metabolico. Quando os parasitos atingem o reto,
encontram maior concentragdo de certos nutrientes que viabi-
lizam, do ponto de vista energético, a etapa final da diferencia-
¢do. Os aminodcidos prolina, glutamato, aspartato e glutamina,
assim como a glicose, sdo nutrientes que individualmente ou
em conjunto sao requeridos para a metaciclogénese in vitro.
s tripomastigotas metaciclicos perdem a aderéncia ao epitélio

intestinal, sendo liberados no limen da porgio distal do tubo
digestorio do vetor. Desta maneira, o parasito prepara-se para
0 enc?ntro com o hospedeiro mamifero, no proximo repasto
sanguineo do vetor. O desenvolvimento completo dos parasitos
em triatomineos requer pelo menos 7 dias. Nio h relatos na
literatura de transmissio horizontal nem de cura em triatomi-
neos infgctados (Guarneri; Lorenzo, 2017).

Os triatomineos defecam durante — ou pouco tempo ap6s
r—n: rfefpast(:i sanguineo, depositando as fezes sobre a pele do
inf:tlafir:s e(:‘ C%ﬁlr se allmeptam. Nas fezes de triatomineos
L am-se trxpomz.lstlgotas metaciclicos capa-

penetrar 0 novo hospedeiro por pequenas lesges ou
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so de invasio, (qué pod parasito comeca o complexo proces-
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S S - 0) e outra indepe
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i = - entre as células hospe-
dtlwl.d\\‘e 0 PZN_S“O (lflgura 5.7). Do ponto de vista do paras?to
0 Processo de invasao de células ¢ ativo, dependente de ener,
gia, e eny (_)'l\.'e numerosas moléculas de adesio presentes em
sua §L{}vert.1c1e. Ocprlrg troca de sinais moleculares, incluindo
mobilizacao transitoria de calcio, que sinaliza para o recru
tamento de llsossomos da célula hospedeira. Os lisossomos
migram para as regiGes da membrana plasmitica onde hé pa-
r?snosl a:.derlgs)s. I?urante Ou ap6s a invaginagio da membrana

asmatica, ha a a i f
pa,.a\-,-téfor; o tusao de 1159$somqs para formar o vactiolo
p sttoforo, r}l ura que aloja os tripomastigotas de maneira
transitoria (Barrias et al., 2013).

As condi¢des ambientais do vactiolo parasitéforo, em espe-

cial o pH gado, induzem o inicio do processo de diferenciacio
em amastigotas, que escapam do vactiolo para se estabelecerem
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Citoplasmatica e sao liberados a0 meio extracelular.
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no citoplasma celular. Livres no citosol, os amastigotas come-
am a replicar-se por fissdo binaria. Portanto, a invasdo das cé-
lulas hospedeiras parece ser um processo fundamental para a
diferenciacio do parasito em um estagio capaz de reproduzir-
se. Calcula-se que cada tripomastigota que penetra em uma
célula hospedeira originaré até 500 amastigotas, e essa grande
capacidade de multiplicagdo é um passo fundamental para o
estabelecimento da infecgdo (Alves; Colli, 2007).

Depois de um nimero variavel de divisoes celulares, os pa-
rasitos voltam a diferenciar-se em tripomastigotas, passando
por um estagio intermedidrio conhecido como epimastigota
intracelular, com caracteristicas morfologicas, bioquimicas e
biolégicas semelhantes ao epimastigota encontrado no vetor
(Alves; Colli, 2007; Tyler; Engman, 2001). Alternativamente,
os amastigotas podem espontaneamente adiar sua prolifera-
¢io e entrar em um estado de dorméncia. Esses amastigotas
dormentes podem despertar, reiniciando seu ciclo proliferati-
vo normalmente, ou ainda diferenciar-se em tripomastigotas
infectantes (Sanchez-Valdez et al., 2018). Os tripomastigotas
rompem a membrana plasmatica da célula hospedeira e sao li-
berados no meio extracelular. Uma vez fora da célula hospedei-
ra, os tripomastigotas podem invadir células vizinhas ou atin-
gir a corrente sanguinea, disseminando-se para outros orgaos

_Tripomastigota

15 a 60 min

- Tripomastigota
“enrolado”

2a8h

Tripomastigota

8a1l16h

asio e sobrevivéncia intracelular de Trypanosoma cruzi. Em células nao fagocitarias, o parasito interage com
e estimula um intercdmbio de sinais moleculares que levam ao recrutamento e a fusao de lisossomos
). O parasito penetra ativamente; a fusao dos lisossomos com a membrana plasmatica é a etapa inicial
onde os tripomastigotas se alojam (2). Em células fagocitarias, o parasito é internalizado logo apés
edeira (1B). Forma-se o fagossomo, ao qual posteriormente se fundem lisossomos (2). Em ambos
aloja o parasito contém proteinas lisosémicas e pH acido, que favorecem a lise da membrana
o citoplasma da célula hospedeira (4). No citosol, os tripomastigotas diferenciam-se em amasti-
or fissao binaria (6). Apds um numero variavel de replicagdes, os amastigotas diferenciam-se novamente
do transitoriamente pelo estagio de epimastigota intracelular (7). Os tripomastigotas lisam a membrana
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e tecidos. Ao fazer seu repasto sanguineo en
as tripomastigotas sanguicolas, um vetor
ingere esses estagios circulantes ¢ se infecta. Ocasionalmente,
a célula hospedeira rompe-se antes da diferenciagao dos amas-
tigotas em tripomastigotas (ver Figura 5.6). Os amastigotgs
que chegam a0 meio extracelular penetram em algumas ce-
lulas hospedeiras, especialmente células fagocitdrias, mas pro-
vavelmente ndo atingem a corrente sanguinea (Bonfim-Melo

etal., 2018).

1 um hospedeiro

mamifero com form

Imunidade contra Trypanosoma cruzi

Q parasito precisa sobreviver no hospedeiro por longos perio-
dos de tempo para aumentar as chances de encontro com 0
vetor (Boscardin et al., 2010). Deve, portanto, lidar com as res-
postas imunes inatas e adaptativas do hospedeiro vertebrado,
desencadeadas para controlar a infecgao (Figura 5.8). Devido
3 dificuldade de acesso a casos clinicos durante a fase aguda
da infeccao, a resposta inata foi majoritariamente estudada
em modelos de infeccao experimental, com escassa validagao
dos dados da literatura em seres humanos. Quanto a resposta
imune adquirida, existem mais dados que validam os dados
experimentais em infec¢des humanas. Quanto aos mecanis-
mos de imunidade inata, sabe-se que animais deficientes na
via de sinalizacdo através dos receptores de tipo Toll (Toll-like
receptors [TLR], na literatura de lingua inglesa), quando infec-
tados experimentalmente com T. cruzi, apresentam infecgdo

aguda mais grave. Vérias moléculas do parasito, com,, .
silinositolfosfolipidios (GIPLs), glicofosfatidilinosito] G Plco.
seu proprio DNA, sdo capazes de ativar TLRS especifico cI) e
participagdo na regulagdo das fases iniciais da infngg(,) om
T cruzi. Em relagdo a resposta imune adquirida, sabe-se por
tanto as células T CD4* quando as CD8" (af) sio critjcyg e
controle da infecgdo. Diferentes tentativas de desenvolvimenno
de vacinas tém mostrado que a resposta de tipo Ty 1 geralmeto
te contribui com a protegao, enquanto a resposta T;;2 comrr;:
bui com a persisténcia do parasito, com maior gravidade da
infecgdo. Também desempenham papel protetor na infecc
experimental as células natural killer (NK) e natural killey
(NKT) e diversas citocinas, além de oxido nitrico produg; do
pela enzima 6xido nitrico sintase induzivel (iNOS). Dago,
experimentais indicaram que a interferona gama (IFN)-y ¢ ,
interleucina (IL)-12 sio componentes fundamentais da res.
posta imune protetora na infecgao aguda e crénica. Emborj 4
produgdo de IL-10 contribua para o controle da parasitemia, o
excesso dessa citocina pode também resultar em agravamento
da lesio tecidual. A resposta humoral também parece contri.
buir para o controle da evolugdo da doenga; a transferéncia
passiva de anticorpos, em infec¢des experimentais, controla
infecgdo, possivelmente por desencadear mecanismos efetores
de citotoxicidade celular dependente de anticorpos.

Em pacientes, a resposta celular é crucial para controlar
a fase cronica da infecgdo. Sabe-se que, quando os pacientes
sofrem imunossupressio devido a uma coinfec¢do com HIV
ou com medicamentos para evitar a rejeicdo de transplantes,
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a manifestagao e gravidade dos sintomas associados a doenga
de Chagas aumenta significativamente. De fato, o papel da res-
posta imunoldgica do paciente na patologia ¢ refor¢ado pelo
encontro de células T CD4* e CD8* em biopsias de endomio-
cardio em pacientes agudos e de células T CD8* ativadas em
pacientes cronicos com sintomatologia cardfaca.

Aspectos clinicos

A doenga de Chagas apresenta duas fases: aguda e cronica. A
fase aguda inicia-se no momento da infecgao; caracteriza-se
por parasitemia patente (i. e., detectavel por técnicas parasito-
logicas rotineiras) e pelos baixos titulos de anticorpos especi-
ficos de classe IgG, embora anticorpos IgM possam ser encon-
trados. A fase cronica inicia-se entre algumas semanas e uns
poucos meses depois de adquirida a infecco, e caracteriza-se
pela auséncia de parasitemia patente e por uma intensa res-
posta imune humoral, com predominio de anticorpos de tipo
IgG (Figura 5.9).

A maior parte das infecgbes agudas é assintomaética ou
inaparente. O quadro clinico da doenga de Chagas aguda tipi-
camente se instala nos primeiros dias ou meses apds a infecgdo
primaria (geralmente entre 1 e 2 semanas apés a transmissio
vetorial) e dura entre 4 e 12 semanas, quando nio hé tra-
tamento. Caracteriza-se por febre baixa e mal-estar acompa-
nhados de linfadenopatia e de hepatoesplenomegalia. Quase
sempre sao encontrados sinais eletrocardiograficos sugestivos
de miocardite, embora nem sempre acompanhados de expres-
sdo clinica. Podem ser observados sinais associados 4 porta
de entrada do parasito, como o sinal de Romarna (edema bi-
palpebral unilateral com linfadenopatia satélite, que sugere
penetracdo do parasito pela mucosa da conjuntiva) ou o cha-
goma de inoculagdo (lesdo cutinea eritematosa e endurecida,
porém indolor, que se desenvolve no sitio de penetragio do

Parasitemia
19G
IgM
T T v
0 15 30 45 60
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FIGURA 5.9 Evolugdo da parasitemia e da resposta imune humoral
nas diferentes fases da infeccao. A fase aguda inicia-se no momen-
to da infeccao e pode durar até alguns meses. Caracteriza-se por
uma parasitemia evidente, e, no inicio, auséncia total de anticor-
Pos. Entre 2 e 4 semanas ap6s o inicio da infec¢do, observam-se
anticorpos IgM especificos. A parasitemia declina a partir de 40 a
60 dias ap6s a infecgdo. Na fase crénica, a parasitemia nao é mais
evidente; cai a concentragéo de anticorpos IgM, mantendo-se titu-
los elevados de anticorpos IgG.
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parasito). Em 1 a 5% dos casos decorrentes de transmissao ve-
torial, a fase aguda é grave; as complicagdes mais comuns, nes-
ses casos, sdo a miocardite e a meningoencefalite. Sugere-se,
entretanto, que as infec¢des adquiridas por via oral sao mais
frequentemente acompanhadas por miocardite grave, poten-
cialmente levando ao obito (Messenger et al., 2015).

A infecgdo cronica pode ser indeterminada ou sintomati-
ca. A forma indeterminada é aquela que se segue a fa§e agu'd?,
aparente ou nio, em que o individuo permanece assmtomzitl-
co. Cerca de 70% dos individuos cronicamente infectados tém
a forma indeterminada, de duragao variavel, podendo esten-
der-se por alguns meses ou muitos anos, até o fim da vida d'o
paciente. Eventualmente, a forma indeterminada poFIe evolufr
para formas sintomdticas ou determinadas, das quais as mais
comuns sdo a cardiaca e a digestiva. Na forma cardiaca, que
acomete cerca de 20 a 30% dos individuos infectados ao fim de
décadas de seguimento, a manifestagao clinica mais comum
¢ a insuficiéncia cardiaca congestiva, acompanhada de altera-
goes eletrocardiogrificas tipicas como o bloqueio completo do
ramo direito e, frequentemente, o hemibloqueio anterior es-
querdo. Em casos avangados, ocorre cardiomegalia. Arritmias
complexas e morte stbita sdo relativamente comuns. Nas ca-
maras cardiacas (especialmente no ventriculo esquerdo) for-
mam-se trombos que, ao se desprenderem, causam embolia
sistémica grave, como o acidente vascular cerebral isquémico,
a uma taxa de 2,7 eventos a cada 100 pacientes seguidos por
1 ano. Estima-se que, entre individuos na fase crénica inde-
terminada, a taxa de progressdo para a miocardiopatia seja
de 1,8% ao ano (Sabino et al., 2013). Na forma digestiva, que
acomete 10 a 21% dos individuos infectados cronicamente, a
destruicdo dos plexos nervosos ao longo do trato digestdrio
produz alteragdes funcionais e morfoldgicas principalmen-
te no esdfago, no célon ou ambos. As manifestagdes clinicas
mais comuns sdo aquelas associadas a0 megaesofago (disfa-
gia, regurgitacdo, dor epigéstrica) e 0 megacélon (constipagio
intestinal cronica, distensdo abdominal). As formas digestivas
da doenga de Chagas sio menos comuns que as forma cardia-
cas, € sao encontradas em geral na Argentina, na Bolivia, no
Brasil, no Chile, no Paraguai e no Uruguai, mas nio no nor-
te da América do Sul, na América Central e no México, Uma
hipétese para explicar as diferengas de expressio clinica da
doenga seria o predominio de diferentes linhagens de parasi-
tos nas infec¢des adquiridas em cada regido (Messenger et al.,
2015; Zingales, 2018). Podem ocorrer formas mistas em que se
associam sintomas cardiacos e digestivos, as quais represen-
tam 5 a 20% dos casos com miocardiopatia.

Finalmente, em pacientes imunocomprometidos, uma
infecgdo chagasica cronica pode reativar-se; isto ocorre, por
exemplo, em 20% dos pacientes com coinfecgdo pelo HIV. A
forma mais comum de comprometimento cerebral é a menin-
goencefalite (75 a 90% dos casos), que tem a neurotoxoplas-
ose como um importante diagndstico diferencial; abscessos
cerebrais também sio relatados. A segunda forma clinica mais
comum na reativagdo da doenca de Chagas é a miocardite
ag}lda (10 a 55% dos casos), algumas vezes sobreposta a uma
miocardiopatia cronica preexistente. A letalidade chega a 20%.
Pacientes com miocardiopatia chagdsica grave sio candidatos
aum transplante cardiaco, seguido de imunossupressio. Nesse
contexto, a reativagao da infec¢io é uma complicagdo comum
(que ocorre em 20 a 50% dos pacientes), mas raramente leva
a morte. Taxas mais baixas de reativacao sao relatadas ap6s o

transplante renal (8 a 37%) e de medula 6ssea (27%) (Pérez-
Molina; Molina, 2018).
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Quando ha manifestagoes clinicas da doenga em indivi-
duos imunocompetentes, em geral se observam infiltrados
inflamatorios nos tecidos afetados, mas a carga parasitdria em
tecidos cronicamente infectados ¢ muito baixa. Esses achados
«crviram de base para a hipotese de que as lesoes teciduais que
produzem manitestagoes clinicas da doenga de Chagas se de-
vem essencialmente a uma resposta autoimune contra células
do hospedeiro, desencadeada originalmente pela presenca do
parasito. Descreveram-se diversos anticorpos e linhagens ce-
lulares que reconhecem cruzadamente antigenos do parasito
¢ de hospedeiros experimentais € do ser humano, sugerindo
1 ocorréncia de mimetismo molecular; no entanto, a hipotese
autoimune nao explica, por si s0, a natureza multifocal da mio-
cardite nem a localizagao preferencial das lesoes no dpice do
ventriculo. Por outro lado, hd um grande actimulo de evidén-
cias que mostram uma relacao direta entre a carga parasitdria
inicial e a gravidade das lesoes teciduais observadas na fase
cronica em modelos experimentais, dados que indicam uma
participacdo direta do parasito na patologia (Tarleton, 2001).

Diagnéstico laboratorial
da doenca de Chagas

A Tabela 5.1 resume os principais métodos utilizados para
diagnostico laboratorial da doenca de Chagas. O diagndstico
parasitolégico direto baseia-se no encontro de tripomastigotas
em amostras de sangue capilar ou venoso, ¢ ¢ particularmente
atil na fase aguda da infecgao. Em preparagdes nao fixadas, po-
de-se observar batimento flagelar do parasito com uma colo-
racao vital simples, usando-se azul de metileno (Figura 5.10).
Na fase cronica, utilizam-se mais frequentemente 05 métodos
diagndsticos indiretos, orientados a identificar componentes da
resposta imune especifica contra o parasito.

A sensibilidade do exame microscopico de preparagdes a
fresco, esfregagos e gotas espessas varia, na fase aguda, entre 50
e 90%, dependendo dos niveis de parasitemia e da experiéncia
do microscopista que examina a preparagao. O exame de san-
gue centrifugado em tubos de micro-hematdcrito resulta em
maior sensibilidade, pois os parasitos presentes na amostra
<o concentrados na interface entre o plasma e as hemdcias,
logo acima do creme Jeucocitario. Outra técnica de concentra-
cao é a de Strout, que consiste na centrifugagdo de amostras de
soro de pacientes e pesquisa de tripomastigotas no sedimento.
Em casos de duvida diagnostica, outras metodologias comple-
mentares deverao ser utilizadas. A pesquisa de anticorpos IgM
especificos e 0 uso de técnicas de amplificagdo por cultura das
amostras sendo analisadas (xenodiagnostico e hemocultura)
podem ser Uteis, mas a pesquisa de anticorpos especificos da
classe IgG é raramente positiva.

O xenodiagnéstico consiste na alimentagao de ninfas de
iriatomineos livres de infecgao com o sangue de pacientes.
Os parasitos, se presentes, multiplicam-se no tubo digestorio
do vetor. As fezes das ninfas utilizadas no exame sao exami-
nadas 30, 60 e 120 dias apés o repasto sanguineo. Pode ser
feito o chamado xenodiagnostico natural, originalmente des-
C{il(:jp()r. f;mile]Brudmpti, em 1914, que consiste na alimenta-
30 de ninfas aplicadas dire ] i
?ngra 5.11A )pou 0 xcn()Ii(i;zr:z;]t[icc:izbr;?f?cgfecr(mlqos paClen.l o

Ald s ’ ,em que as nin-
f;fs sao alimentadas através de membranas com sangue do pa-
ciente coletado com anticoagulante. A hemocultura baseia-se

TABELA 5.1 Métodos laboratoriais para 0 diagnéstico da doenca de

Chagas.

Fase aguda ou infecgo congénita

. Microscopia: detecgao de tripomastigotas sanguineos em exame a
fresco em lamina (pode-se usar coloracao vital com azul de metileno),
em gota espessa ou esfregago corado com Giemsa ou Leishman, ou
apos centrifugagao em tubos de micro-hematdcrito. A técnica de Strout
(centrifugagao de amostras de soro) também ¢ utilizada
Sorologia: niveis elevados de anticorpos IgM, na reagao de
imunofluorescéncia indireta ou ELISA, sugerem infeccao recente, mas
a sensibilidade é relativamente baixa. Isoladamente, ndo é possivel
fechar o diagnéstico
Xenodiagndstico e hemocultura: podem detectar baixas parasitemias,
mas a leitura dos resultados 56 é feita depois de pelo menos 30 dias

. Reagdo em cadeia da polimerase (PCR) e outros métodos moleculares:
podem detectar e quantificar o DNA do parasito no sangue com alta
sensibilidade. Possibilitam também determinar o genotipo do parasito,
uma informagéo potencialmente (til para a definicao de prognéstico.

Fase cronica

. Sorologia: niveis elevados de
imunofluorescéncia indireta,
infecgao cronica. Resultados
ocorrem em 3% dos casos

. Xenodiagnostico e hemocultura: tém sensibil
mas podem ser Uteis na confirmagao diagnostica

. Reagdo em cadeia da polimerase (PCR) e outros métodos moleculares:
podem detectar DNA do parasito no sangue ou em tecidos com
razoével sensibilidade (50 a 90%), mas nao sao amplamente disponiveis
em areas endémicas. Os testes quantitativos possibilitam avaliar se
houve redugao na carga parasitaria ap6s tratamento.

anticorpos IgG, na reagao de
hemaglutinagao indireta ou ELISA indicam
discordantes entre diferentes métodos

idade relativamente baixa,

FIGURA 5.10 Tripomastigotas sanguineos de Trypanosoma cruzi co-
rados com azul de metileno. Fotografia de Claudio Santos Ferreira.

no mesmo principio: os parasitos eventualmente presentes n0
sangue periférico dos pacientes podem ser encontrados com
maior facilidade ap6s uma etapa de multiplicagao de epimas-
tigotas em cultura in vitro. As leituras sdo quase sempre feitas
30, 60, 120 e 180 dias apos a semeadura. O meio de culturd
11?ais utilizado é o liver infusion tryptose (LIT), ainda que va-
rias alter'nativas estejam disponiveis. A principal desvantagem
dessas técnicas parasitoldgicas no diagndstico da doenga de
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FIGURA 5.11 Triatomineos. A. Ninfa de Triatoma infestans. As ninfas, assim como os adultos, sao hematéfagas e permitem a replicagao
do parasito em seu tubo digestivo. Por isso, sao frequentemente usadas para o xenodiagnostico. Fotografia de Claudio Santos Ferreira.
B. Exemplar adulto de Rhodnius brethesi, importante vetor silvestre de Trypanosoma cruzi na Amazonia brasileira. Fotografia de Marcelo

Urbano Ferreira.

Chagas aguda reside no tempo necessario para a obtengao
de resultados, ainda que a sensibilidade seja proxima a 100%.
Na fase cronica, as parasitemias sao baixas e intermitentes.
Por 1550, as tecnicas de cultura de parasitos de amostras clinicas
tém sensibilidade variavel: entre 13 e 59% para o xenodiagnos-
tico natural e entre 22 e 79% para a hemocultura, dependendo
de diversas variaveis experimentais. A reagao em cadeia da po-
limerase (PCR) possibilita a detecgao de parasitos no sangue
e tecidos de pacientes, com razoavel sensibilidade mesmo na
fase cronica (50 a 90%). E frequentemente utilizada em con-
texto de pesquisa, mas ainda nao se tornou amplamente dis-
ponivel em laboratérios de rotina. Os testes moleculares quan-
titativos, como a PCR em tempo real, produzem estimativas
de carga parasitaria uteis no seguimento de pacientes tratados.
Diversas modalidades de diagnostico sorologico podem ser
empregadas na fase cronica, com importante papel também na
triagem de doadores de sangue. Para o diagndstico de infeccao
congénita, a deteccao de anticorpos IgG especificos na crianga
tem baixo valor preditivo positivo até os 8 a 9 meses de ida-
de, em funcio da transferéncia transplacentdria de anticorpos
maternos. A reacao de fixagdo de complemento foi a primei-
ra técnica indireta de diagnostico, originalmente descrita por
Guerreiro e Machado, em 1913. Deixou de ser recomendada
pelo Ministério da Satde para uso rotineiro, em 1996, devido
as grandes dificuldades na sua padronizagdo. As técnicas atual-
mente mais utilizadas para a detecgdo de anticorpos sao a rea-
¢io de imunofluorescéncia indireta, hemaglutinaco indireta
¢ imunoensaio enzimatico (ELISA); existem também métodos
baseados em quimioluminescéncia. Hd um grande nimero de
antigenos recombinantes atualmente disponiveis para captura
de anticorpos especificos em testes de tipo ELISA, mas os en-
saios classicos com extratos proteicos purificados de parasitos
ainda sao amplamente utilizados (Balouz et al., 2017). Existem
no comércio diversos testes imunocromatograficos qualitati-
vos para a detecgdao de anticorpos contra T. cruzi em amostras
de soro, plasma ou sangue total, que produzem resultados em
15 min. Um exemplo ¢ o teste SD Bioline Chagas AB, produzi-
do pela Abbott, com formato semelhante a um teste de gravi-
dez convencional (Sanchez-Camargo et al., 2014). No entanto,
esses produtos ainda nio se tornaram amplamente utilizados,
especialmente em fungao do custo relativamente elevado.

Tratamento da doenca de Chagas

Na fase aguda da infecgao, o tratamento ¢ feito com benznida-
zol, também conhecido como benzonidazol, produzido pelo
Laboratério Farmacéutico do Estado de Pernambuco (LAFEPE)
e distribuido para todo o Brasil e outros paises da América
Latina. Utilizam-se 5 a 10 mg/kg/dia divididos em duas ou trés
doses ao longo de 60 dias. O nifurtimox, que pode ser utilizado
na dose de 8 a 10 mg/kg/dia (adultos) ou 15 mg/kg/dia (crian-
¢as) por 60 a 90 dias, encontra-se atualmente fora do merca-
do nacional. Na fase aguda, estima-se que o tratamento com
benznidazol seja eficaz em 80 a 100% dos pacientes. As infec-
¢des congeénitas sao tratadas com benznidazol (10 mg/kg/dia
durante 60 dias) ou nifurtimox (15 mg/kg/dia durante 60 dias),
com eficacia semelhante a do tratamento da infecgao aguda. Os
efeitos colaterais mais comuns do benznidazol, especialmen-
te em pacientes na fase cronica, sao disturbios gastrintestinais
(nduseas, vomitos e diarreia), lesdes cutaneas (como prurido e
exantema) e neuropatia periférica; cerca de 30% dos individuos
tratados apresentam alguma reagao adversa.

Os medicamentos disponiveis sio relativamente pouco
eficientes contra estagios intracelulares do parasito. Isso foi
atribuido, recentemente, ao fato ja mencionado de os amas-
tigotas intracelulares poderem permanecer durante longos
periodos de tempo como formas “dormentes” (Sinchez-
Vadéz et al., 2018), com redugio de sua atividade metabolica
e replicativa. Portanto, o tratamento etioldgico da doenga de
Chagas cronica é ainda assunto controverso. Recomenda-se
o tratamento de todas as infecgoes recentes, diagnosticadas
em criangas e adolescentes soropositivos com idade inferior
a 18 anos (Andrade et al., 1996). Nesse contexto, a eficicia do
tratamento é estimada em 60%. As formas indeterminadas e
clinicas incipientes também podem ser tratadas com benzni-
dazol, embora nao haja consenso a esse respeito. Um estudo
multicéntrico comparou recentemente as taxas de cura e piora
da doenga cardiaca em individuos com miocardiopatia chagd-
sica tratados com benznidazol (5 mg/kg/dia durante 60 dias)
ou placebo. Ao fim de 5 anos de seguimento, 47% dos indivi-
duos tratados e 33% dos individuos nao tratados, que recebe-
ram placebo, tinham resultados de PCR diagndstica negativos;
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entretanto, proporgoes semelhantes de individuos tratados ¢
controles (27% v, 29%) tiveram uma deterioragdo grave da
funqio cardiaca ao longo do seguimento (Morillo et al,, 2015).
Na maioria dos pacientes com formas determinadas, o trata-
mento geralmente limita-se ao controle das complicagoes tar-
dias. cardiacas e digestivas (Bocchi et al., 2017; Pinazo et al.,
2010). Uma excecdo deve ser notada: recomenda-se, em mui-
tos paises, que as mulheres em idade fértil portadoras de infec-
¢ao cronica sejam tratadas com benznidazol (5 a 8 mg/kg/dia
durante 60 dias) ou nifurtimox (8 a 10 mg/kg/dia durante 60 a
90 dias) para reduzir o risco de transmissao congeénita (Pérez-
Molina; Molina, 2018). Os pacientes portadores de coinfec¢ao
pelo HIV e T. cruzi que apresentem reativagao da doenga de
Chagas devem receber profilaxia secundaria apds a cura clini-
¢a e parasitologica da reativagao enquanto mantiverem conta-
gens de linfocitos CD4* abaixo de 200 células por microlitro.
A profilaxia ¢ feita com 2,5 a 5 mg/kg/dia de benznidazol trés

vezes/semana.

Alvos para o desenvolvimento de novos
medicamentos

Os dois farmacos atualmente aprovados para o tratamento da
doenca de Chagas foram descobertos aproximadamente meio
século atras, e, como mencionado, sao insatisfatorios. A des-
coberta de alvos metabolicos para desenvolver medicamentos
com acio tripanocida ¢ uma prioridade de pesquisa e desen-
volvimento (Dushak, 2016). Descrevem-se aqui alguns resul-
tados de pesquisa recente nesse campo.

As cisteina-proteases participam em varios processos celu-
lares fundamentais no ciclo de vida de T. cruzi, como o meta-
bolismo energético, a diferenciagao, a invasao da célula hospe-
deira e a evasio do sistema imune. O membro mais abundante
da familia das cisteina-proteases de T. cruzi é a cruzipaina, tam-
bém deniminada cruzaina. Por ser uma enzima com caracte-
risticas bioquimicas diferentes das proteases do hospedeiro, a
cruzipaina é considerada um alvo potencial para o desenvolvi-
mento de inibidores especificos. O uso de inibidores sintéticos
destas enzimas, como dipeptidios derivatizados com sulfona,
ou analogos de 8-cloro-N-(3-morfolinopropil)-5 H-pirimido
[5,4-b]indol-4-amina, tem mostrado resultados promissores
no tratamento da infecgao experimental por T. cruzi.

A via de sintese de esteréis também fornece alvos promis-
sores, uma vez que o principal esterol nas membranas de T.
cruzi é o ergosterol, e nao o colesterol, presente nas células dos
hospedeiros mamiferos. Portanto, a busca de inibidores espe-
cificos de enzimas dessa via apresenta boas perspectivas em
termos de obtencao de farmacos com toxicidade seletiva.

A inibicio de enzimas da via de sintese de poli-isoprenoides,
utilizando bisfosfonatos, reduz a parasitemia em infeccoes ex-
perimentais em camundongos. Os bisfosfonatos acumulam-se
nos acidocalcissomos (organelas que armazenam Ca?* e po-
lifosfatos), indicando que estes poderiam ser também alvos
desses compostos.

O metabolismo redox dos tripanossomatideos apresenta,
entre outras, a peculiaridade de basear-se na produgao de tri-
panotiona, uma tiol-poliamina conjugada presente exclusiva-
mente em T. cruzi, em vez de glutationa. Uma enzima-chave
no metabolismo de tripanotiona em T. cruzi é a tripanotiona
redutase, ausente no hospedeiro mamifero, um potencial alvo
para o desenvolvimento de medicamentos.

Virias particularidades identificadas no metabolismg de
aminodcidos em T. cruzi estio sendo exploradas para o descy,
volvimento de novos medicamentos, como as enzimas de tjp,,
arginina quinase e prolina racemase, ausentes no hospedeir,,
mamifero. Como os tripanossomatideos sio parasitos auxg,.
troficos para purinas, as vias de salvagdo de purinas e de bj.
sintese de nucleotidios compreendem candidatos naturais ,
alvos para novos medicamentos. Dentre essas enzimas, a (hj.
poxantina/guanina)-fosforribosil transferase mostrou ser aly,,

icularmente interessante. De fato, o alopurinol, que inibe

part
tamento de reativacoes da

essa enzima, foi proposto para o tra
infec¢ao por T. cruzi apos transplante cardiaco.

A superéxido dismutase dependente de ferro (Fe-SOD, do in-
glés Fe-superoxide dismutase) catalisa a transferéncia do anion
superéxido por meio de sua dismutagao para 0Xigénio ou pe-
roxido de hidrogénio. E uma enzima-chave na resisténcia do
parasito ao desbalango redox que enfrenta em alguns ambien-
tes oxidantes. Tripanossoma cruzi apresenta quatro isoformas
da Fe-SOD, uma mitocondrial, uma citosdlica e duas glicos-
somais. Todas elas sao diferentes de seus correspondentes em
mamiferos, e sdo, portanto, excelentes alvos para o desenho
de inibidores com atividade seletiva contra os tripanossomos.

A magquinaria de replicagao do DNA do parasito também
fornece algumas peculiaridades e foram exploradas como
alvos para a inibido seletiva. Inibidores da topoisomerase I,
envolvida na replicagiao do DNA nuclear, particularmente da
topoisomerase II, envolvida na replicagdo do kDNA, mostra-
ram-se eficazes contra T. cruzi. O préprio DNA do parasito
também foi proposto como alvo de intercalantes e ligantes de
DNA com atividade tripanocida.

Finalmente, as nitrorredutases sao enzimas presentes em
muitos microrganismos procariotas e eucariotas que catalisam
processos redutivos em compostos nitrogenados. Essas enzi-
mas podem reduzir compostos nitro-heterociclicos de baixa
toxicidade a compostos de alta toxicidade, como acontece com
o nifurtimox. O desenho de compostos de baixa toxicidade
que essas enzimas podem converter em firmacos altamente
toxicos (pré-drogas) no local de agao (dentro do parasito) abre
perspectivas para o desenho racional de farmacos altamente
especificos contra T. cruzi. Porém, deve-se ressaltar que os
dados obtidos até agora mostram que as nitrorredutases por
si s6s ndo sio um alvo terapéutico, pois a sua inibi¢do nao
compromete de forma significativa a viabilidade do parasito

durante a infecgao.

Vetores da doenga de Chagas

Os insetos adultos recebem, em diferentes regioes do Brasil.
os nomes de barbeiro, bicho-da-parede, bicudo, chupdo, chu-
panga e vérios outros. Os hemipteros sao geralmente muito
semelhantes entre si. Entretanto, algumas caracteristicas mor-
fologicas simples distinguem os triatomineos dos hemipte-
ros predadores e fitéfagos, que nao sdo vetores de doengas
humanas. As diferengas mais evidentes estdao na proboscida
(Figura 5.12).

A probéscida dos triatomineos, adaptada a sucgao de san-
gue, é curta (composta de trés segmentos) e reta. Quando em
ela nao ultrapassa para tras a insercao do primeiro
(Figura 5.13). Os predadores também
rva. Além disso, geral-
forte e desenvolvido

repouso,
par de patas do inseto
apresentam probdscida curta, porém cu
mente tém o primeiro par de patas mais
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isti 6gi i 5 fitéfagos. No painel superior representa-se o corpo de
f teristicas morfoldgicas de hemipteros hematéfagos, predadores e i " ; .
Fh'ecrl::;tse:?)sci;arﬁ diferentes habitos alimentares: hematofago (A), predador (B) e fitéfago (C). Os predadores tém pernas anteriores mais

robustas e um pescogo facilmente identificavel, que serve para manipular as presas. Nos fitofagos, a cabe
é visivel. Nos hematéfagos, a cabega é alongada e o pescoco € evidente. No painel do meio, apresentam-s

¢a € pequena e 0 Pescogo nao
e as caracteristicas do aparelho

bucal ou probéscida desses trés grupos de hemipteros. Nos hematéfagos (D) e predadores (E), a probéscida é curta, com trés segmentos.

A probéscida é reta nos hematofagos e curva nos predadores. Nos fitofagos (F), a probéscida é lon

ga (em repouso, ultrapassa o primeiro

inel inferi diferenga no nivel de implantagao das antenas em hemipteros he-
tro segmentos, e reta. O painel mfenor_mostraA ad ng ) .
sgtg?az‘:sa ?t);ica(i;nnﬁ:gos) pegrtencentes aos trés géneros de importancia médica: Triatoma (G), Rhodnius (H) e Panstrongylus (1). Observe

ue, em Rhodnius, cuja cabega é alongada, os tubérculos em que se implantam as antenas localizam-se bem distante dos o
gex’tremidade cor;hecida como clipeo; em Panstrongylus, cuja cabega é curta, os tubérculos situam-se junto aos olhos; em Ti
tubérculos sio distantes dos olhos, mas ndo tanto como em Rhodnius.

do que os demais. A probéscida dos fitdfagos é longa, compos-
ta de quatro segmentos; quando em repouso, ultrapassa para
trds a insergao do primeiro par de patas do inseto. Além dlsdso,
os fitéfagos geralmente ndo tém pescogo visivel, como os de-
mais hemipteros reduvideos. N

Todos os triatomineos sao potenciais vetores da doenga
de Chagas. Dentre as 140 espécies descriFas, existem aquelas fi"
habitos domiciliares, domésticos e pcndomncn]l.arcs,.que sao
as responséveis por fazer a interligagao entre o ciclo snlve.sllr.e e
0 ciclo domiciliar na transmissdo. Vem ocor,rendo domicilia-
¢d0 progressiva de certas espécies de triatomineos, o que pode
Mudar o padrio de transmissao da doenga.

Ihos, junto
riatoma, os

No Brasil, as espécies vetoras atualmente mais importantes
sdo P megistus, principalmente na faixa litoranea, T. brasiliensis
e T. pseudomaculata no Nordeste e T. sordida no interior do pais.
Triatoma infestans, historicamente o principal vetor da infecgao
em boa parte do territério nacional e no Cone Sul da América
do Sul, tornou-se raro no pais em fungdo dos programas de
controle dessa espécie, mas ¢ ainda o principal vetor na Bolivia
e no sul do Peru. Algumas espécies encontradas no domici-
lio e no peridomicilio humanos tém importancia secundaria,
como T. rubrovaria no Rio Grande do Sul, R. neglectus em
Goids e P. nasutus no Cearé e no Rio Grande do Norte, bem
como aquelas com elevada prevaléncia de infecgdo natural,
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FIGURA5.13 Probéscida de Triatoma infestans, adaptada a succao de
sangue. Observe que a probédscida ¢ composta de trés segmen-
tos e reta. Na posicao de repouso, sua extremidade distal nio ul-
trapassa para tras a insercao do primeiro par de patas do inseto.
Fotografia de Claudio Santos Ferreira.

como T. vitticsps no Rio de Janeiro e no Espirito Santo e P
lutzi no Ceara e em Pernambuco. No norte da América do
Sul e em diversos paises da América Central, R. prolixus é o
principal vetor da doenga de Chagas; no Brasil, ¢ encontra-
do no extremo norte do pais. A diferenciagdo entre os trés
géneros principais pode ser feita com facilidade, comparan-
do-se a posicao da insercio da antena em relagao aos olhos
do inseto. Em Panstrongylus, o tubérculo em que a antena
¢ implantada localiza-se junto aos seus olhos, enquanto em
Rhodnius a antena é inserida na extremidade anterior do cli-
peo, longe dos olhos. No género Triatoma, as antenas inse-
rem-se em posicao intermedidria entre os olhos e o clipeo
(ver Figura 5.12).

Triatoma infestans é o principal vetor de T. cruzi em grande
parte da América do Sul. E uma espécie bem adaptada ao do-
micilio humano, encontrada particularmente nas frestas das
paredes de casas ndo rebocadas. Os adultos sio capazes de
voar, mas nao atingem grande distancia. Em casas infestadas,
geralmente sdao encontradas grandes quantidades de ovos,
ninfas e adultos; como as ninfas e os adultos sio suscetiveis 2
acao de diversos inseticidas, a borrifagdo dos domicilios com
inseticidas de agdo residual tem grande impacto sobre a po-
pulacao de vetores. T. brasiliensis ¢ um importante vetor pri-
mario da doenga de Chagas no sertdo nordestino, onde é fre-
quentemente o Gnico triatomineo encontrado no interior dos
domicilios humanos. Panstrongylus megistus apresenta ampla
distribui¢do geografica no Brasil, e é o principal (e as vezes o
unico) vetor da doenga de Chagas em certas 4reas endémicas,
especialmente na Bahia e em Minas Gerais. No entanto, é uma
espécie pouco domiciliada no Sudeste e no Sul do pais, onde
nao parece desempenhar um papel importante no ciclo do-
méstico da doenga de Chagas. E possivel, portanto, que exista
um complexo de espécies com comportamento distinto reuni-
das sob o nome comum de P. megistus.

Desde o final da década de 1960 sdo relatados casos au-
toctones de doenga de Chagas na Amazonia brasileira. Dez
espécies de triatomineos amazonicos foram encontradas na-
turalmente infectadas por T cruzi. Dessas, algumas espécies
do género Rhodnius (5.11B), como R. pictipes, R. brethesi, R.
robustus e R. prolixus, sdo os principais vetores locais; T ma-
culata e P. geniculatus sao também encontrados (Coura et al.,

a quase totalidade d:)s .iz]as;):la(:edd()en_

e i N
oo e D ‘trargmlss'?r(: ‘(;it:rrlte caracte;)isstin .
Brasil ocorre na Amazoma: ma imp ./ [Ca
da maioria dos vetores locals,' com a exc1e<;¢‘ o ,m acg =
ta e R. prolixus, é sua incapac1d'f\de de co oniz : .lora fas
humanas. Os triatomineos mantem-se como inse orsa Zn vestres,
frequentemente abrigados em palmeiras, que e(sipo icamen.
te adentram os domicilios human?s em busca de sang;e, mas
logo retornam ao meijo externo. Sao comumente atraf los Pela
luz das moradias humanas. Algumas atividades ecor}omlc.a§,
como a coleta de piagaba ou piagava (fibra de palmelra’unh.
zada na fabricacdo de vassouras e pegas d_e firtesanato, além df‘
cobertura das casas) por populagdes ribeirinhas do alto e mé-
dio Rio Negro, estdo associadas ao r.isco de contato c'om tr}a_
tomineos, especialmente R. brethesi, e consequente fnfecqao.
Além da transmissio vetorial, ocorrem na Amazoénia surtos
frequentes de doenga de Chagas aguda de aquisigao por via
oral, associados ao consumo de agai e outros frutos regionais
contaminados com o contetido do trato digestorio de barbei-
ros. A prevaléncia de anticorpos contra T. cruzi nessas comu-
nidades chega a 5%.

2002). Atualmente,

Prevencdo e controle da
doenga de Chagas

A transmissdo vetorial da doenga de Chagas ¢ tipicamente
rural. Os principais vetores adaptaram-se ao domicilio hu

mano, especialmente ao abrigo proporcionado por fendas
nas paredes de casas de construcio precaria, de pau a pique ¢
barro, e seus telhados de palha. Com a maciga migragao para
as dreas urbanas ao longo das tltimas décadas, chegou as ci

dades latino-americanas um grande contingente de pacientes
portadores das formas cronicas de infec¢do. O mesmo ocorre
nas grandes cidades europeias e norte-americanas que rece

bem muitos migrantes latino-americanos. Nos EUA, estima-
se haver 300.000 individuos com infec¢iao chagasica cronica;

cerca de 4% dos migrantes latino-americanos que vivem na
Europa estdo infectados,

Entre 1991 e 2010, estima-se
infec¢do chagésica tenha sido red
de 18 milhdes para 5,7 milhges d
Brasil, existem entre 1,5e35m
dos. Cerca de 70 milhges de indi
de transmissao vetorial em 2] p
dos EUA até o norte da Ar
transmissao é o Chaco bo

que a prevaléncia global da
uzida em mais de trés vezes,
€ portadores do parasito. No
ilhoes de individuos infecta-
viduos estio €Xpostos ao risco
aises das Américas, desde o su!
gentina e Chile. A principal area d¢
liviano, com 0,1 a 4% de incidéncia

dade (DALY, do inglés disability-adjusted life-years); no mun

do ocidental, essa estimativa & Mmais de sete vezes superior
da maldria. Aproximadamente 37.000 pessoas sio infectadas

norrem de doenca de Chagas a cada ano e’
todo o mundo (Pérez-Molina; Molina, 2018).

O reservatério animal de T. cruzi compreende mais d°
100 espécies, incluindo marsupiais, morcegos, diversos cal
nivoros e roedores, tatus e bichos-preguica e numerosos pri
matas ndo humanos. Ces, gatos e ratos domésticos sao un!

importante elo entre o ciclo silvestre e o ciclo doméstico d©
parasito.



E mbomg pripcilpal viade transmissio da doenga de Chagas
sejaa vetorial, a infecgao pode ser adquirida por vias alternati-
vas, que exigem medidas preventivas especificas. Acredita-se
que a transmissdo oral tenha maior relevancia epidemioldgica
do que se suspeitava até recentemente, com cerca de 100 ca-
sos anuais no Brasil, especialmente na Amazénia (Shikanai-
Yasuda; Carvalho, 2012); estima-se que 69% dos novos casos
no pais sejam contraidos por via oral, 9% por via vetorial e
21% por via nao identiﬁcada. Os principais veiculos de trans-
missao oral descritos sao a polpa e o suco de acai, patau, bu-
riti, bacaba e de outras palmeiras amazonicas, contaminados
com fezes de triatomineos infectados durante seu preparo. Ha
também exemplos de surtos associados ao consumo de caldo
de cana e suco de goiaba acidentalmente contaminados com
parasitos provenientes de triatomineos. Ocasionalmente tri-
turam-se triatomineos infectados junto com a cana durante
o preparo do caldo, originando a contaminagio. O periodo
de incubagao varia entre 3 e 22 dias, com mortalidade na fase
aguda entre 1 e 35%. Na natureza, a ingestio de triatomineos
contaminados é, muito provavelmente, a principal forma de
infecgdao do vasto reservatorio silvestre da infec¢io. Outras
fontes mais raras de transmissdo oral em seres humanos sio
a ingestao de carne de caga, crua ou malcozida, de animais
contaminados e o aleitamento materno. A transmissdo trans-
fusional é extremamente importante em regides com grande
numero de doadores de sangue provenientes de dreas endé-
micas. A probabilidade de infecgdo a partir da transfusdo
de uma bolsa de sangue infectado situa-se em torno de 10
a 20%, dependendo de fatores como a parasitemia do doa-
dor e o tipo de hemoderivado transfundido. Na triagem de
doadores de sangue, excluem-se os candidatos com sorologia
positiva (com base em imunoensaio enzimatico de alta sen-
sibilidade), bem como os candidatos com diagnéstico clinico
ou sorolégico prévio de infecgdo, ainda que se mantenham
assintomaticos ou tenham sido tratados, e aqueles que, du-
rante a entrevista, informem ter contato com o vetor em seu
domicilio. Finalmente, a doen¢a de Chagas pode também ser
adquirida por via transplacentdria (congénita), bem como em
acidentes de laboratério ou transplante de 6rgaos. A frequéncia
de transmissao congénita é extremamente varidvel; cerca de 1
a 18% (média de 5%) dos filhos de mées cronicamente infec-
tadas apresentam infecgdo congénita em diferentes regices da
América Latina. Estima-se que 8.600 casos de infecgdo congeé-
nita ocorram a cada ano. As infecdes podem ser diagnostica-
das no periodo neonatal ou até varias semanas apos o parto,
com letalidade média abaixo de 2% (Pérez-Molina; Molina,
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2018). O parasito pode ser encontrado no leite materno, mo-
tivo pelo qual recomenda-se interromper o aleitamento ma-
terno durante a fase aguda da doenga de Chagas.

O sucesso no controle da transmissio da doenca de
Chagas no Brasil, na Argentina, no Chile e no Uruguai deve-
se essencialmente a um extenso programa de eliminagao de
vetores domiciliados e 2 melhoria da qualidade do sangue e
demais hemoderivados usados em transfusoes (Dias, 2015).
O controle dos vetores é feito com a borrifagao regular de do-
micilios sabidamente infestados por triatomineos. As cam-
panhas de borrifagao objetivaram a completa eliminagao de
T. infestans e a erradicagao de col6nias intradomiciliares
de P megistus, T. brasiliensis e outros triatomineos que man-
tém focos silvestres. Os inseticidas organoclorados (BHC e
dieldrina) vém sendo substituidos por piretroides (ciperme-
trina, deltametrina, lambdacialotrina e ciflutrina), que apre-
sentam acdo inseticida e repelente. Os ciclos de borrifacao sao
feitos a cada 12 meses até a completa erradicagdo de colonias
intradomiciliares de triatomineos. Em 2006, o Brasil recebeu
a certificacdo, pela Organizagdo Panamericana da Saude, de
eliminagio da transmissio da doenga de Chagas por T. infes-
tans, ainda que permanegam focos residuais desses vetores
nos estados da Bahia e Rio Grande do Sul. Os triatomineos
amazonicos de habitos essencialmente silvestres, ainda que
nio colonizem as moradias humanas, sao vetores importan-
tes em comunidades ribeirinhas. Por outro lado, outras es-
pécies de triatomineos consideradas vetores secundarios da
doenga de Chagas, como T. brasiliensis e T. pseudomaculata,
vém sendo encontradas com frequéncia no ambiente perido-
miciliar e doméstico, muitas vezes infectadas com T. cruzi.
A emergéncia de resisténcia aos inseticidas piretroides mos-
tra-se um importante obstaculo aos programas de controle
de vetores em diversos paises latino-americanos; no Brasil,
observa-se a resisténcia de T. sordida ao piretroide delta-
metrina.

A prevencao da transmissdo transfusional requer a triagem
sorolégica dos doadores de sangue na rede de hemocentros
e bancos de sangue, diretamente fiscalizados pelo Ministério
da Satde. O sangue de doadores com resultado positivo ou
duvidoso deve ser descartado. Uma alternativa de alta eficacia
e baixo custo, a adi¢ao de substancias tripanocidas ao sangue
a ser transfundido (como a violeta de genciana), nao alcangou
popularidade no Brasil. O controle da transmissio oral requer
medidas de educagdo em saide publica sobre os alimentos de
ri§co e estratégias para garantir a higiene e a inocuidade dos
alimentos que servem de meio para a infeccio.

PARASITOLOGIA EM FOCO

Entrada e sobrevivéndia de Trypanosoma cruzi na célula

hospedeira

Penetrar nas células do hospedeiro mamifero é fundamental para o estabeleci-
mento da infecgo por . cruzi. Diferentes formas evolutivas do parasito intera-
gem com um grande niimero de células hospedeiras distintas; portanto, nao é
surpreendente que o parasito apresente diferentes estratégias de invasao celu-
lar. Todas essas estratégias tém em comum: (i) o reconhecimento de receptores
celulares por parte de moléculas de superficie do parasito; (ii) o desencadea-
mento de sistemas complexos de sinalizacao; (iii) a mobilizaao de lisossomos;
() a formagao de um vaciolo parasitoforo, que alojard transitoriamente o
parasito e fornecer as condigdes ambientais adequadas para o inicio da sua
diferenciagdo para a forma amastigota.

Ha um consenso de que a invaso celular pode ser dividida em duas partes:
reconhecimento e adesdo a superficie da célula a ser infectada, e internalizacdo.
Aadesao depende de uma complexa rede de receptores e moléculas de reconhe-
cimento, enzimas que modificam glicoconjugados de membrana convertendo-
0s em novos receptores. A internalizagao ocorre mediante uma ampla variedade
de processos, dos quais quatro estdo bem descritos: a fagocitose, a entrada ativa,
a endocitose dependente de microdominios de membrana e a macropinicitose.
Embora um processo de endocitose mediada por clatrina também seja descrito
na literatura, esse mecanismo nao esta completamente caracterizado.

As principais moléculas de superficie dos tripomastigotas envolvidas no
processo de adeso e penetragao nas células hospedeiras pertencem a fami-
lia da transialidase, que envolvem formas ativas e inativas dessa enzima. Sua
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principal atividade enzimatica (quando ativa) é transferir dcido sidlico de sia-
loglicoconjugados (majoritariamente glicoproteinas do hospedeiro mamifero)
para glicoconjugados, tais como glicoproteinas parasitarias, que nao apresen-
tam acido sialico nas suas extremidades glicidicas devido  incapacidade do
parasito em sintetiza-lo (Freire-de-Lima et al., 2015). Formas inativas dessa
enzima sao geralmente capazes de reconhecer e se ligar a residuos galactosil-
terminais. Alguns membros dessa familia envolvidos na invasao celular sio a
983, gp82, gp 80 € gp35/50 e LLGP6S. Uma vez que as transialidases enzima-
ticamente ativas catalisam a transferéncia de residuos de acido sialico para a
superficie do parasito (Figura 5.14), deixam residuos desialidados descobertos
na superficie das células hospedeiras, geralmente residuos galactosil. Dessa
forma, proteinas da familia das transialidadses que nao tém atividade enzimd-
tica mas se ligam a residuos galactosil reconhecem esses acucares na superficie
da célula hospedeira como receptores (Mattos et al., 2014; Cortez et al., 2014,).
Do lado do parasito, as principais moléculas aceptoras de acido sialico sao mu-
ainas, proteinas altamente glicosiladas que parecem desempenhar um papel
fundamental durante a invasao celular (Barrias et al., 2013). Sabe-se também
que algumas das glicoproteinas da familia da transialidase sem atividade en-
zimatica sao capazes de ligar-se a proteinas de superficie da célula hospedeira
ou da matriz extracelular mediante o reconhecimento de residuos nao glucidi-
Cos. Algumas dessas interacdes foram bem definidas, como as que estabelece
a Tc85 com citoqueratina 18, fibronectin, laminina e integrinas (Fiqura 5.14)
(Mattos et al., 2014).

No caso dos amastigotas liberados ao meio extracelular por lise prematu-
13 da célula infectada (amastigotas extracelulares), acredita-se que, as células
hospedeiras, envolvem receptores e ligantes distintos, assim como moléculas
sinalizadoras. A glicoproteina denominada “proteina estagio-especifica de su-
perficie 4" (conhecida também como Ssp-4, pelas suas iniciais em inglés) é a
mais estudada dentre as envolvidas na adesao as células hospedeiras. Mostrou-
se que essa glicoproteina de superficie pode ser reconhecida por galectina 3,
uma lectina galactose-especifica presente em uma grande variedade de tecidos
em mamiferos (Bonfim-Melo et al., 2018).

Tripomastigota

q:’ Citoqueratina 18

P Galectina 3

‘V Fibronectina
-l- Laminina

Glicoconjugados
com 4cido siélico terminal

FIGURA 5.14 Principais moléculas do parasito e do hospedeiro vertebrado envolvidas nas fases iniciais de ade

a célula hospedeira. Adaptada de de Souza et al., 2010.

Célula hospedeira

A forma de internalizagao dos tripomastigotas mais estudada é aquela e,
tre os parasitos e os macrofagos. Em geral, os tripomastigotas e amastigotgs
penetram macrofagos e outras células com grande capacidade fagocitéria por
meio de fagocitose cldssica, que envolve a formagao de projecdes da membrap,
celular para englobar o parasito. Esse processo é geralmente descrito como yp,
mecanismo de penetragdo passiva. Nele, parasitos intracelulares sdo inicig)-
mente encontrados em vactolos com caracteristicas de fagossomos. A invas3,
de macrofagos ativados resulta na destruicao da maioria dos parasitos, comg
consequéncia da produgéo de radicais superdxido e dgua oxigenada; ndo ocorre
estresse oxidativo significativo, entretanto, quando os parasitos penetram ma-
créfagos residentes.

Quando os tripomastigotas penetram em células ndo fagocitdrias, com
células musculares ou nervosas, nao se formam projedes citoplasmaticas
na célula hospedeira que caracterizam a fagocitose. A adesao do parasito a re-
ceptores de membrana da célula hospedeira desencadeia uma troca de sinais
moleculares entre a célula hospedeira e o parasito, que resulta no recrutamen-
to de lisossomos para a regiao da superficie onde se iniciard a invasao. Isso ¢
definido como um processo ativo de invasao celular. Os lisossomos recrutados
podem fundir-se a membrana da célula hospedeira, logo no inicio da formacao
do vactiolo parasitéforo que abrigard o parasito, ou fundir-se ao fagossomo j3
formado, quando o parasito é fagocitado (Barrias et al., 2013).

A endocitose dependente de microdominios de membrana é um mecanismo
comum na invasao de células fagociticas e ndo fagociticas. Ha evidéncias de
que o colesterol, componentes das denominadas “jangadas lipidicas de mem-
branas”, estd envolvido de alguma forma com a internalizagdo: células artificial-
mente depletadas de colesterol nas membranas sao refratarias a internalizacao.
Ainda ndo estd claro se o colesterol tem um papel direto na invasao ou se forne-
ce a membrana as caracteristicas mecanicas e fisico-quimicas necessarias para
que o parasito possa ser internalizado. A presenca de outros componentes de
jangadas lipidicas de membranas, tais como flotilina e caveolina na interfase
entre a membra celular e a parasitaria, parece confirmar a participacao de mi-
crodominios na internalizagao dos parasitos.

Glicosilinositol
fosfolipidio (GIPI)

% Mucinas
; GP82
e GP90

@ GP35/50

Y Transialidase

sao de Trypanosoma cruzi
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Tripomastigotas e amastigotas de T. cruzi podem também ser internaliza-
dos mediante macropinocitose, um processo ativado por uma complexa cas-
cata de sinalizagdo dependente do reconhecimento de receptores de mem-
brana, e que envolve uma reorganizagao da membrana celular dependente
de actina.

0 recrutamento dos lisossomos pode ocorrer previamente formacao da
vaaiola endocitica (por qualguer um dos mecanismos descritos) ou mais tardia-
mente. No primeiro caso, os lisossomos sao recrutados o local da infecgao por
“disparos” de sinais (aumentos) transitdrios de clcio estimulados pelo parasito.
Esses sinais, em células que nao estao sendo infectadas, sinalizam dano meca-
nico na membrana citoplasmatica. A resposta celular consiste no recrutamento
dos lisossomos para a regiao onde esse dano acontece: as membranas lisosso-
mais sao utilizadas como material de reparo mediante um processo de fusao
dependente de cdlcio. Porém, o processo de recrutamento de lisossomos para
0 local da invasao pode se dar mais tardiamente, e esse evento pode ocorrer
quando o endossomo inicial que contém um parasito j esta completamente
formado. £ importante ressaltar que a fussao dos lisossomos ao vaciolo parasi-
toforo é fundamental para a sua adequagao: os passos sequintes que o parasito
deve sequir para estabelecer a infecqao celular so acontecerao apds esse evento.

0s tripomastigotas de I cruzi sao capazes de sobreviver por um periodo de
vérias horas no interior de um vactolo resultante da fusao de lisossomos com
a membrana celular. As membranas lisossomicas contribuem com bombas de
protons ATP-dependentes que acidificam o vactolo. O baixo pH € ideal para a
a¢ao coordenada de enzimas de T. cruzi — como a transialidase, que instabili-
za as membranas, e a Tc-TOX, que apresenta atividade tipo hemolisina — e é
também necessario para dar inicio ao processo de diferenciagao para a forma
replicativa amastigota. A lise do vactolo parasitoforo pelas enzimas parasitarias
acontece entre 10 e 16 horas apds a invasao, possibilitando a saida dos para-
sitos. No citosol das células hospedeiras, os amastigotas comegam a multipli-
qar-se em cerca de 24 horas. Posteriormente, convertem-se transitoriamente
em formas intermediarias semelhantes a epimastigotas (epimastigotas intra-
celulares) e finalmente diferenciam-se em tripomastigotas, que so liberados
para o meio extracelular ao romper-se a célula. Em infecgdes cronicas, encon-
tram-se geralmente de forma intermitente poucos tripomastigotas na corrente
sanquinea, 0 que sugere que esse processo de multiplicaao intracelular possa

ser desacelerado. De fato, recentemente foi demonstrada a presenca de formas
dormentes encistadas nos tecidos infectados.

0s poucos dados disponiveis sugerem que os amastigotas de T cruzi sejam
somente capazes de entrar passivamente, em células tanto fagocitarias quanto
ndo fagocitarias. Durante o processo de adesao, os amastigotas induzem nas
células do hospedeiro a formacao de uma taga endocitica, na qual ocorre o pro-
cesso de adesio e troca de sinais mediada pelo reconhecimento de receptores
por parte de glicoproteinas secretadas ao espago intercelular. Duas proteinas
parasitarias foram identificadas como participantes ativos do processo de co-
municagao entre as células antes da fagocitose: a P21 e a mevalonato quinase,
que participa da via de biossintese de esterdis e pode ser secretada, sendo assim
capaz de interagir com receptores de membrana da célula hospedeira e auxiliar
nainvasao. Ambas parecem capazes de desencadear uma cascata complexa de
sinais que induzem o rearranjo de actina necessario para a internalizagdo passi-
va do parasito (Bonfim-Melo et al., 2018).
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