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Resumo

Trypanosoma cruzi € um parasita descrito como agente etioldgico da doenga
de Chagas. Possui em seu ciclo evolutivo trés fases distintas, necessitando de dois
hospedeiros (um vertebrado e um invertebrado) para sua biologia basica. Por isso €
caracterizado como um protozoario de ciclo de vida hetorexénico. A doencga de
Chagas ¢ uma doenca negligenciada descrita pelo pesquisador brasileiro Carlos
Chagas no comego do século XX representando atualmente um problema de saude
publica alarmante. O parasita apresenta uma biologia de infec¢do e invasdo celular
que envolve diversas moléculas e estruturas, como proteinas e carboidratos, que
atuam ativando uma série de vias e mecanismos intracelulares. Glicoproteinas (gp90,
gp83, gp35/50e etc.) agucares e proteinas como a P21 sdo exemplos de fatores que
corroboram para a susceptibilidade da invasdo da celula hospedeira por 7. cruzi,
atuando especificamente em cada estagio evolutiva do parasita. Entender e conhecer a
maquinaria bioldgica envolvida no processo de invasdo celular por tal parasita ¢é
fundamental para se pensar futuros métodos profilaticos e de tratamentos para

regulagdo da doenga e controle do parasita.

Palavras-chave: Trypanosoma cruzi, doenga de Chagas; protozoario; invasao

celular.

Abstract

Trypanosoma cruzi is a parasite described as the etiologic agent of Chagas'
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disease. It has in its evolutionary cycle three distinct phases, needing two hosts for its
basic biology. Hence it is presented as a protozoan of the hetorexenic life cycle.
Chagas disease is a neglected illness described by Carlos Chagas, a brazilian
researcher at the beginning of the 20th century which until today presents, this disease
currently representing an alarming public health problem. The parasite presents a
biological infection and cellular invasion involving several molecules and structures,
activating a series of pathways and intracellular mechanisms. Glycoproteins(gp90,
gp83, gp35/50e etc.) , sugars and proteins as a P21 are examples of factors that
corroborate a susceptibility of host cell invasion by 7. cruzi. Understanding and
knowing the biological machinery involved in the process of cellular invasion by such
parasite is fundamental for thinking about future prophylactic methods and treatments

for disease regulation and parasite control.

Keywords: 7rypanosoma cruzi, Chagas disease; protozoan, cell invasion

Introducao

1 - Trypanosoma cruzi

Pertencente a ordem Kinetoplastida, inserido na familia Trypanosomatidae, o
protozoario Trypanosoma cruzi (T. cruzi), ¢ um organismo unicelular flagelado
possuinte de um ciclo de vida complexo, sendo caracterizado por possuir trés formas
evolutivas distintas, definidas de acordo com a fase do ciclo em que tal se encontra.
Apresenta grande importancia médica e cientifica por ser o agente etiologico da
doencga de Chagas 2. O 7. cruzi, é caracterizado como um dos mais bem-sucedidos
parasitos intracelulares descritos, visto que o mesmo apresenta uma potente viruléncia
e potencial de infec¢do em diferentes tipos celulares, além disso este parasita chama

atencdo por apresentar altos indices de prevaléncia na natureza >4°!.

T. cruzi apresenta um ciclo de vida heteroxénico, isto €, apresenta tanto um
hospedeiro vertebrado, mamiferos em geral, incluindo o homem, quanto um
hospedeiro invertebrado, insetos hemipteros da Familia Reduviidae e subfamilia
Triatominea, caracterizados como vetores [*¢1. Na forma tripomastigota o parasita nio
possui potencial replicativo, e esta ¢ caracterizada como a forma infectante

extracelular, sendo identificada em ambos os hospedeiros do parasito, chama-se



tripomastigotas metaciclicos, o parasita que infecta inicialmente o hospedeiro
vertebrado, e de tripomastigotas sanguineos, os parasitas liberados na corrente
sanguinea apos replicacdo interna na célula do hospedeiro vertebrado %71 A forma
amastigota, tipicamente caracterizada como infectante intracelular, possui potencial
replicativo estando presente no hospedeiro vertebrado. A forma epimastigota €
encontrada no trato digestivo dos vetores, possui potencial replicativo e €

caracterizada como ndo infectante ao humano %101,

A forma classica, e mais comum, descrita para infecgcdo por 7. cruzi € a
vetorial, que decorre em consequéncia do processo de repasto sanguineo de
Triatomineos hematofagos, (Figura 1) 1. As outras formas de infec¢do por 7. cruzi
sdo por via congenita, por transfusdo de sangue e transplante de 6rgdos. Ha ainda a
infecgdo por via oral, que chama ateng@o por ser responsavel pelo aumento do nimero
de casos e de novas ocorréncias de surtos de doenga de Chagas, nessa via, o parasita ¢
ingerido por meio do consumo de alimentos mal higienizados ou manipulados da
maneira incorreta. Exemplos de alimentos comumente citados como potenciais fontes

de contaminacdo s3o o acai e a cana de agtcar [%!21113]

0 Estagios no Triatomineo

Repasto sanguineo (passa tripomastigota

3 Estagios no Humano
metaciclicas pelas fezes, parasitas entram pela (2]
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Figura 1. Fluxograma esquematico do ciclo de transmissdo de Trypanosoma cruzi.
Representado pelas setas azuis (2,3 ¢ 4) estdo os estagios decorridos no hospedeiro vertebrado,
enquanto que os apontados em vermelho se decorrem no organismo hospedeiro invertebrado (1,8,7,6 €

5). Fonte: https://www.cdc.gov/dpdx/
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2 - Doenca de Chagas

A doenga de Chagas, também conhecida como Tripanossomiase americana,
¢ considerada uma doencga tropical negligenciada, descoberta pelo pesquisador
brasileiro Carlos Chagas em 1909, essa enfermidade afeta principalmente a América
Latina, onde tal é considerada endémica *!*l. Estima- se que atualmente, segundo a
Organizagdo Mundial da Saude, hajam no mundo aproximadamente 8 milhdes de
pessoas infectadas, e que anualmente a doencga leva morte mais de 10000 pacientes
[15.16] Outra estatistica que chama atengdo, ¢ o fato de aproximadamente 40 milh&es de
pessoas viverem sob risco de infecgfo, assim um grande problema de satide publica 1.

Em relacdo a realidade da doenga de Chagas no Brasil, hd atualmente novos
registros de surtos de infec¢do por 7. cruzi, ocorridos nas ultimas décadas em todas as
regides do pais!''¥ Indices divulgados em 2016 pela Divisio de Vigilancia em
Saude da Secretaria de Estado de Saude do Acre (Sesacre), apontaram dados
alarmantes, que demonstraram que no ano anterior (2015), em 7 meses, houve no
estado um aumento superior a 200% nos registros de novos casos confirmados de
doencga de Chagas 1.

A doenca de Chagas manifesta-se em duas fases: a fase aguda, e a fase
cronical®!. A fase aguda, se da em subsequéncia da infecgdio, e é caracterizada por
apresentar uma elevada parasitemia, que pode se mostra presente por um intervalo de
40 a 60 dias, acarretando mortalidade do paciente em aproximadamente 10% dos
casos. Apresenta uma sintomatologia moderada e atipica, apresentando sintomas que se
assemelham a diversas outras infecgdes, e consequentemente a infec¢do ndo ¢
comumente diagnosticada neste estagio 1>l Na fase aguda da doenca de Chagas,
utiliza-se como tratamento o benzonidazol, firmaco que, ainda que apresente relativa
eficacia, mostra-se um potencial agente da atividade mutagénica e pode acarretar a
producdo de reagdes adversas, podendo apresentar toxicidade. O abandono de
tratamento, devido as contraindica¢des e efeitos colaterais das formulas utilizadas
disso, e a descri¢do de novas cepas de 7. cruzi resistentes ao benzonidazol, resultam

na persisténcia do parasita, levando a infecgdo a fase cronica 2221,

A fase cronica, difere-se da fase aguda por apresentar baixos niveis de
parasitemia. Esofago, corag@o, o colon e o sistema nervoso periférico (ganglios e

nervos), sio exemplos de érgdos atingidos durante tal fase da patologia [?2. Nessa fase



a infecc¢do, inicialmente, pode ndo apresentar sintomatologia, caracterizando- se entdo
como assintomatica por um intervalo de tempo que pode perdurar por varios anos.
Posteriormente € evidenciado por meio do dano dos orgdos supracitados, a agdo da
infec¢do no organismo, onde o individuo por apresentar problemas como
complica¢des cardiacas, megaesofago, megacdlon e lesdes no sistema nervoso
periférico, disfungdes que podem acarretar na morte stbita do paciente [l N&o ha
descritos ainda, tratamentos efetivos de combate a infec¢do, visando a eliminagido do
parasita, durante a fase cronica, havendo apenas tratamentos e medicagdes afim de

solucionar os problemas acarretados devido a infecgdo, como as supracitadas [#22],

A patologia acarretada pelo parasita, a doenga de Chagas, apresenta
variabilidade geografica ao se comparar pontos especificos como prevaléncia de
forma clinica e morbidade. Essas variagdes sdo presentes por exemplo ao se analisar
complicag¢des digestivas acarretadas pela infeccdo por 7. cruzi, presentes no Brasil e
no Chile, porém tais consequéncias ndo sdo presentes em infec¢des analisadas na
Venezuela 11, Tais fatores indicam entfio que o parasita apresenta variagio genéticas,
adaptativas e em relagdo a variancias imunolégicas da populagdo, demonstrando

assim um polimorfismo em Trypanosoma cruzi "4

Atualmente, divide-se a espécie em 7 unidades discretas de tipagem
(Discrete Typing Units- DTUs) ou genotipos, 7. cruzi 1 a VI e Tcbat, de acordo com o
padrdo genético, bioquimico e presenca de marcadores biologicos. As subdivisdes
apresentam diferenciagdo em relagdo aos niveis de parasitemia, tropismo celular,
patogenicidade, interagdo com células e resposta imune do hospedeiro [#-2627],
Descreve-se na literatura que Tcl, Tcll, Tc V e TcVI s@o os principais agentes da
doenga de Chagas humana nas Américas. O genotipo Tcl, € comumente representado
pela “cepa G”, possuindo alta infectividade em analises in vitro, ndo induzindo

infecgdo patente em experimentacdo in vivo. Os gendtipos Tcll e TcVIL

exemplificados respectivamente pelas cepas Y e CL, possuem maior infectividade in

vivo 126-28]

O presente artigo, visa revisar e elencar quais sdo as principais moléculas e
mecanismos alternativos, envolvidas nos processos de invasdo celular, em todas as
fases evolutivas do parasita 7rypanosoma cruzi, no hospedeiro vertebrado, sendo elas,

as formas: amastigota e tripomastigotas (metaciclicos e sanguineos).



3 - Invasao celular

O processo de interacdo patogeno-hospedeiro envolve diversos processos,
dentre eles elenca-se a ligacdo e o reconhecimento do parasita a superficie da célula
hospedeira, desencadeando, simultaneamente, uma cascata de sinalizagdo que

culmina na internalizacgéo celular [#-30:311,

A susceptibilidade do processo de invasdo e infec¢do celular do patdgeno, €
dependente inicialmente de um resultado positivo do parasita ao vencimento de
barreiras impostas pelo hospedeiro, como o sistema complemento, os anticorpos € o
processo de ingestdo fagocitica, processos estes que sdo dependentes do

reconhecimento do parasita como parte estranha ao organismo 21,

Indica-se atualmente na literatura, que moléculas de superficie do parasita,
ao entrarem em interacdo com moléculas situadas nas células hospedeiras, sdo
responsaveis pelos processos de interagdo e invasdo. Exemplos dessas proteinas sdo:
mucinas, transialidases, polissacarideos, glicoproteinas e lipidios ancorados ao
fosfatidilinositol na membrana, além de outras proteinas integrais da membrana do
parasito *¥. Cada molécula destas elencadas apresenta um mecanismo especifico e
desempenha um papel diferente durante o processo de invasdo celular desenvolvido

pelo parasita durante a infecgio 1*°.

Classicamente, a intera¢do entre células hospedeiras e 7. cruzi foi dividida
em duas fases: adesdo (reconhecimento de moléculas especificas do parasito pela
célula hospedeira) e internalizagdo. Aponta-se atualmente entdo, que a entrada do 7.

cruzi na célula hospedeira pode ocorrer por trés mecanismos distintos .

A primeira via ¢ caracterizada como a via dependente de lisossomos,
decorrente em aproximadamente 20% dos processos de internalizacdo. Este
mecanismo inicia-se com a sinalizagdo do aumento transitorio e localizado dos niveis
de Cat, por meio de um estimulo realizado pelas moléculas, e pelo proprio parasita
na membrana da célula, ocasionando assim estimulos para o recrutamento e fusdo de
lisossomos no local de adesdo do parasito, onde a exocitose localizada de lisossomos,
fornecendo assim condi¢des para o estimulo na membrana para a formagdo de um

vacuolo parasitoforo acido .



A segunda maneira descrita se da pela via dependente de actina, na qual os
parasitas, durante o processo de ades@o a célula hospedeira, proporciona mudangas e
na estruturagdo do citoesqueleto de actina da célula hospedeira, ocasionando assim a
polimerizacdo deste, decorrendo assim a internalizagdo do microorganismo, por meio
de uma expansdo da membrana plasmatica culminante no desenvolvimento de um

vacuolo parasitoforo, com fusdo de lisossomos intracelulares 31,

Outro processo de internalizagdo relatado ¢ a via independente de
lisossomos, na qual o 7. cruzi é internalizado nas células a partir de invaginac¢des da
membrana plasmatica que acumulam PIP3 (phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphate),
produto da ativac¢do de PI3K, acarredando a formagdo de um endossomo envolvendo

o parasita provocando assim a internalizago de tal 3%

No interior da célula hospedeira os parasitas, em sua fase tripomastigotas
metaciclicos, estdo contidos em um vacuolo parasitoforo delimitado por membranas,
emergente a partir de lisossomos, ou que se funde posteriormente a eles ***’l. No
interior do vacuolo, um processo de diferenciagdo do parasito € iniciado, e estes
comecam a sair para o citoplasma da célula hospedeira apos 8 horas de invasio.
Depois de cerca de 24 horas do momento de internalizagdo, as formas amastigotas
totalmente diferenciadas comegam a se dividir no citoplasma uma vez a cada 12 horas

por 3 a 5 dias até a ruptura da célula e liberagdo de parasitos [*%1.

4 - Estagios evolutivos de Trypanosoma cruzi e a invasao celular

Como supracitado, 7rypanosoma cruzi é um parasita que apresenta em seu
ciclo de vida formas evolutivas distintas, sendo elas as formas: amastigota,
epimastigota e tripomastigota, essa que apresenta distin¢do entre duas etapas, sendo
ela dividida em tripomastigotas metaciclicos (T.M.) e tripomastigotas sanguineos, que
sdo experimentalmente também conhecidos como tripomastigotas de cultura celular
(T.C.T) ™.

De maneira geral, pode-se elencar que as mucinas atuam em todas as formas

de
T. cruzi, sendo elas proteinas localizadas na superficie do 7. cruzi, que corroboram
ativamente auxiliando na invasdo da célula hospedeira, atuam também na protecdo do

parasito e estabelecimento da infec¢@o. Reforca-se a importancia destas moléculas,



pelo fato de estarem envolvidos nesse processo cerca de 850 genes codificadores para
mucinas, representando assim 1% do genoma do parasito e 6% de todo o genoma

traduzido de 7. cruzi .

Aponta-se que mucinas de 7. cruzi (TcMUC) provindas de culturas de
tripomastigotas metaciclicos, ligam-se a linhagens celulares de mamiferos e
anticorpos direcionados aos seus carboidratos ou peptideos que podem inibir a
invasdo celular do hospedeiro. Além disso, as mucinas podem mobilizar Ca*™ nas

células do hospedeiro, o que esta associado com a invasdo do parasito >4,

Prolil-oligopeptidase (POP) (Figura 2), ¢ uma proteina que também
corrobora nos processos de invasdo celular do parasito, possuindo especificidade para
colageno humano tipo I e IV e foi identificada em extratos celulares de todas as

formas evolutivas de 7. cruzi 13401

Em contraponto a presenga da mucinas e a POP em todos as formas, ha
modifica¢des especificas em cada um dos estagios, fazendo assim, com que cada
forma evolutiva apresente mecanismos adaptados para o processo de invasdo celular a
célula hospedeira, no caso do hospedeiro vertebrado, as adaptagdes se ddo na fase

amastigota e na tripomastigota, tendo especificagdes em TM e TCT [#11.

4.1- Tripomastigotas Metaciclicos

Chama-se de metaciclicos os parasitas tripomastigotas recentes no
organismo, ou seja, os primarios, provindos diretamente da infec¢do inicial,
tradicionalmente relacionadas ao repasto sanguineo do inseto vetor. TM normalmente
apresenta alto grau de viruléncia, porém esse fator ¢ relativo ao se considerar a
diferenciacio das cepas [*2.

A glicoproteina 82 (gp82), ¢ uma molécula pertencente a superfamilia das
trans- sialidases/gp85 e esta presente especificamente na superficie de tripomastigotas
de 7. cruzi, mais especificamente os metaciclicos (TM) 2%l Indicativos
experimentais apontam a gp82 como molécula ativa em cepas de 7. cruzi com elevado
grau de viruléncia, durante o processo de invasdo nas células hospedeiras. Essas
moléculas apresentam diversos mecanismos de adesdo e reconhecimento, como

exemplo a gp28 liga-se a mucina gastrica, uma propriedade de suma relevancia para o



curso da infecgdo por 7. cruzi pela via oral, em contra partida apresenta deficiéncia na

afinidade por componentes como laminina, heparam sulfato e colageno [*°1.

Ao se ligarem as células alvo, estas moléculas ativam vias de sinalizagdo
intracelular acarretando assim o mecanismo ativador da mobiliza¢do de Ca+, que
resulta na internalizagdo do parasito. Este processo ocorre por meio da ruptura do
citoesqueleto de actina dependente de Ca+ e da mobilizacdo de lisossomos que

culmina em exocitose, resultando assim na internalizagio dos TM’s 14346

Os lisossomos desempenham um papel critico na invasdo dos TM’s
mediados pela atuagdo da gp82. Condigles ideais para o aumento da biogé€nese € o
espalhamento do lisossomo foram encontradas em zonas de atuagdo especifica da
gp82, demonstrando assim uma clara atuacdo desta glicoproteina no aumento da
internalizagdo de tripomastigostas metaciclicos, enquanto, a atua¢do de outros fatores
que também estimulam esse aumento de biogénese, acumulados na regido
perinuclear, porém com a auséncia da atuacdo da gp82, tiveram um efeito oposto, ndo

potencializando a internalizagéio [*7].

Estudos recentes apontam que fatores importantes da célula hospedeira sdo
de suma importancia para o processo de internalizagdo de TM permeados pela
atuacao da gp82, apontando que por exemplo, a invasdo por 7. cruzi requer a atuagao
e presenga do LAMP-2 da célula hospedeira, sendo desenvolvida de forma ndo
dependente do mecanismo de reparo da membrana plasmatica da célula, j4 que a gp82

liga-se ao LAMP- 2 de forma direta mediada pelos receptores da superficie celular
[48]

A gp30 (Figura 2) € uma outra glicoproteina da forma metaciclica, sendo
expressa em cepas deficientes em gp82, atuando de forma semelhante, também
provocando a ativagdo de vias dependentes de Cat+ (CORDERO, 2019). Assim,

acredita- se que estas duas glicoproteinas sejam reconhecidas pelo mesmo receptor
[45,49]

A molécula de superficie gp35/50 (Figura 2) expressa por cepas de 7. cruzi,
na fase TM, com baixa viruléncia, sdo glicoproteinas semelhantes a mucinas,
altamente glicolisadas, enriquecidas em acido sidlico e residuos de galactose, que
interagem com as células através dos residuos de carboidratos. [/, A ligagdo da

gp35/50 a célula hospedeira provoca a mobilizagdo de Ca+ intracelular, mas de forma



bem menor do que ocorre na ligagdo das gp82 e 30. Assim, gp35/50 medeia a invasdo

pelo recrutamento de F-actina [*1.

Relaciona-se ainda outra glicoproteina importante durante o curso da invasao
por TM, sendo ela a gp90, que possui um funcionamento diferente das outras, ja que
atua como um regulador negativo da infectividade do parasito (DE PABLOS TORRO,
2018). Indicios apontam que a expressdo de altos niveis de gp90 esta invariavelmente
relacionada a diminui¢do do potencial de invasdo de células do hospedeiro por parte
do parasita 1l Ao contrario da gp82 e gp30, a gp90 ndo ativa 0S processos

intracelulares de carreamento de Ca+ apds sua ligagdo na célula alvo P11,

Descreve-se ainda a atuag@o da glicoproteina 160 (gp160), que € expressa por
T. cruzi de forma homodloga a proteina de regulagdo do sistema complemento do
hospedeiro (DAF, do inglés Decay Accelarating Factor). Aponta-se que a gpl60
pode ser responsavel pela resisténcia de formas tripomastigotas metaciclicos ao
sistema complemento, ja que a DAF e a GP160 podem ligar-se as subunidades C3b e

C4b, atuando assim inibindo a cascata de ativa¢ao do sistema complemento 2.

4.2 - Tripomastigotas Sanguineos ou Tripomastigotas de Cultura de

Tecidos (TCT)

Considera-se como tripomastigotas sanguineos, os tripomastigotas liberados
na corrente sanguinea posteriormente a replicagdo interna do parasito na célula
hospedeiras, ou seja, os parasitas secundarios, que ja passaram pelos processos
internos do curso interno da infec¢do do 7. cruzi. Estes podem também, comumente
apresentarem a nomenclatura de tripomastigotas de cultura de tecidos (TCT),
nome dado, ja que em

experimentacao in vitro, tais parasitas sdo provenientes de cultura de tecidos e células
[4]

Na fase de TCT, aponta-se que a prolil-oligopeptidase/Tc80 (POP/Tc80)
apresenta relagdo efetiva na invasdo do parasita na célula do hospedeiro. Estudos com
inibidores de POP/Tc80 apresentaram resultados que bloquearam a entrada de TCT’s
em células mamiferas ndo fagociticas, mostrando assim que a atividade hidrolitica e a
habilidade dos TCT’s se ligar a laminina, fibronectina e colageno podem ser

importantes para o transito do parasito através da matriz extracelular, contrapondo



assim a atuac¢do da forma TM mediada por gp82, que apresenta pouca afinidade ao se
ligar com esses fatores, apontando assim o efeito da diferenciagio de TM em TCT,

posterior ao decorrer da fase intracelular do curso natural da infecgdo do parasita
[40,42]

Aponta-se ainda nesse estagio, a atua¢do de uma proteina que desempenha
papel importante na patogénese, a chamada: cruzipaina, sendo essa a maior protease
encontrada em 7. cruzi, expressa em todas as formas de desenvolvimento do parasito,
porém tendo papel efetivo descrito mais claro e objetivamente em TCT’s [+°31.0
envolvimento dessa proteina na invasdo celular e o desenvolvimento intracelular
foram comprovados pelo uso de derivados diazometanos, uma classe de inibidores
irreversiveis das cisteino proteases, demonstrando a importancia dessa proteina para a

sobrevivéncia do parasito, durante o processo de invasio celular [*3.
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Figura 2: Modelo esquematico apontando as estruturas ¢ moléculas envolvidos na interagdo
de

T cruzi, em forma tripomastigota (TM e TCT) ¢ a célula hospedeiral®!.

4.3 - Amastigotas

Aponta-se como amastigotas, os parasitas que apresentam estrutura circular,
com redugdo quase que por completo do flagelo e restruturagdo interna quase

completa, contidos geralmente no interior das células °*>°1 Devido a essa localizagio



onde estes sdo comumente encontrados, essa fase € considerada como a fase
intracelular de Trypanosoma cruzi, porém estudos apontam que esse padrdo ndo ¢
obrigatorio, ja sendo descritas formas amastigotas extracelulares [>>61,

Inicialmente, deve-se elencar os mecanismos de escape dos amastigotas as
acdes do vacuolo parasitoforo, onde estes estdo inseridos na fase inicial de seu
surgimento no interior da célula, logo apds a conversdo dos tripomastigotas (TCT ou
TM). Indica-se que o principal mecanismo encontrado pelo parasitas para o rompem o
VP, envolve a molécula de TC-TOX, que é uma hemolisina com agdo litica, secretada
pelo parasito e ativada em pH baixo 1. Além da TC- TOX, evidéncias apontam
outra molécula de superficie secretada pelo parasito, a enzima neuraminidase/trans-
sialidade (TS) também participa do processo de rompimento dos VPs pela agdo direta

em proteinas lisossomais (LAMPs)!>],

Estudos demonstram a relagdo das formas amastigotas com a regulacdo do
citoesqueleto de actina (Figura 3), correlacionando os amastigotas extracelulares, os
chamados AE, com a interagdo imune da célula hospedeira [>*>1 Na invasao completa
dos amastigotas extracelulares, é descrito que epitopos de carboidrato expressos na
superficie do parasita desenvolvem papel na entrada do parasita, provavelmente nas
etapas iniciais da fixac¢do, além disso uma proteina de 21 kDa expressa em todos os
estagios de desenvolvimento, € apontada como fator regulador positivo para a invasio
celular por AE’s 81 Contrariando a P21, a amastina, apresenta papel regulatorio

negativo na invasio de AE’s. [*°]

Ssp-4 (proteina de superficie especifica do estagio 4) (Figura 3) ¢ uma
glicoproteina de superficie ancorada, identificado em amastigotas intra e
extracelulares, estudos apontam que essa molécula atua de forma a regular
potencializando o processo de invasdo celular de amastigotas extracelulares,

possuindo diversos locais de glicolisagio na membrana da célula hospedeiral®”.

Aponta-se que outros mecanismos para internalizagdo de formas amastigotas
sdo, a mobilizacdo de fosfoinositos hospedeiros juntamente com actina em um
mecanismo semelhante a fagocitose [°°. Ativagdo de PKD1 e ERK (Figura 3), sobre a
interagdo AE-C¢élula hospedeira, com a fosforilagdo de cortactina e PKD1 acarretando
na invasdo dos AE’s. O mevalonato quinase (TcMVK) ¢ um composto secretado
pelos AEs que atua de forma a promover a invasdo e a ativagdo de diversas proteinas

hospedeiras relacionadas a actina. Descreve-se ainda que os AEs podem liberar



proteinas associadas a microvesiculas no meio confinado da sinapse amastigota %1,
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Figura 3: Modelo esquematico apontando as moléculas envolvidas no curso da infecgio por

formas amastigotas extracelulares de 7. cruzi, demonstrando a via de interagcdo com o citoesqueleto de

actina, durante a interagdo com a célula hospedeira. 7).

S - Rompimento de vacuolo parasitoforo, regulacio interna e

metaciclogénese

ApoOs a finalizagdo primaria do processo de invasdo da célula hospedeira,
tem-se os tripomastigotas internalizados em compartimentos ligados a membrana
(vesiculas), descritos na literatura como vacuolos parasitoforo (VP) (Figura 4), a
membrana do VP € derivada de lisossomos e contém no seu interior, acidos liticos
potencialmente destrutivos para o parasito. Dessa maneira, a evasdo desse
compartimento para o meio intracelular torna-se essencial para o desenvolvimento do
ciclo do parasita, j4 que os parasitas precisam evadir de tal VP, para serem

convertidos ao estagio de amastigotas e seguirem o curso decorrente do ciclo de vida

durante a invasdo P71,

Apo6s aproximadamente 6 ciclos de replicagdo binaria no citoplasma, os
amastigotas sdo diferenciados em tripomastigotas sanguineos e entdo liberados no

citosol, decorrentes da ruptura da membrana celular, estando aptos a infectarem novas

células ¥



Descreve-se ainda, que ha atuacdo também do sistema ubiquitina-
proteossomo, que € responsavel por diversas fungdes celulares no 7. cruzi, dentre elas
o controle da progressdo do ciclo celular, transcri¢do estagio-especifica de genes,
processamento antigénico, além da regulagdo e secre¢do de proteinas ancoradas na
membrana. Aponta-se que nesse sistema, quando ha presenca de lactocistina, um
inibidor da atividade proteossomica, ha a inibi¢do, impedindo assim a diferenciagdo
das formas celulares na metaciclogénese e crescimento do parasito. Esses resultados
demonstram a importdncia desse sistema para o crescimento do parasito e sua

diferencia¢do no hospedeiro 111,
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Figura 4: Mecanismos especificos de agdo durante a invasio por Trypanosoma cruzi, pela
via dependente de lisossomos. (A) Invasdo dos tripomastigotas; (B) Recrutamento de lisossomos,
formacdo da membrana do vacuolo parasitéforo; (C) Desenvolvimento do vactolo parasitéforo; (D)
TC-tox, poros na membrana do vacuolo parasitéforo; (E) Mucinas (TcMUC), atuantes na evasio
imune ¢ mobilizacdo de Ca+2; (F) Cruzipaina, atuante na invasio e desenvolvimento intracelular; (G)
glicoproteina 160 (GP160), inibicdo do sistema complemento. (H) Prolil-oligopeptidase (POP),

invasdo 1%,



6 - Relacao entre invasao celular de 7. cruzi e o citoesqueleto de

actina

O citoesqueleto de actina tem fundamental importidncia no funcionamento
celular durante o processso fagocitico e invasdo celular por diferentes patogenos
intracelulares %2 Devido a esta relagdio entre o citoesqueleto e a invasdo celular,
alguns agentes patogénicos desenvolveram mecanismos de viruléncias que os,
ofertaram potencial para o desempenho de interferéncia na dindmica do citoesqueleto

de actina da célula na finalidade de induzir sua internalizagio 162931,

Exemplos de patdégenos que desenvolveram esse processo alternativo, sdo as
bactérias Listaria e Yersinia, que se ligam a proteinas de adesdo da célula hospedeira
induzindo a polimerizagdio de actina e sua entrada na célula 31, Formas amastigotas
extracelulares de 7. cruzi induzem a agregacdo de filamentos de actina no sitio de
adesdo a célula hospedeira, formando estruturas semelhantes a tagas as quais levam a
internalizagdo do parasito, mostrando que tais formas dependem da integridade do

citoesqueleto de actina para obterem sucesso na invasao celular [,

Estudos indicam que € possivel se verificar a importancia de algumas
proteinas associadas a polimeriza¢do de actina durante a infecgdo in vitro por
amastigotas extracelulares de 7. cruzi. A polimerizacdo do citoesqueleto de actina
mediada por ARF-6 (ADP- ribosylation factor-6), que ¢ uma molécula alternativa
presente em em formas inefetivas do parasita, a mediagio via Anexina A2 e N-WASP
exerce também papel fundamental na invasdo celular, enquanto que a auséncia das
mesmas proporciona um ambiente favoravel a multiplicagdo intracelular de

amastigotas (611,

Acredita-se entdo, que a polimeriza¢do do citoesqueleto de actina exerce
uma fungdo de regulagdo da replicagdo do parasita interno a célula e,
consequentemente, no desenvolvimento da doencga. Além disso, € possivel verificar
que a forma recombinante da proteina P21 (rP21) de 7. cruzi, induz a polimerizagio
da actina cortical em macrofagos peritoneais inflamatorios de Calomys callosus, bem

como de camundongos CS7BL/6 184,



7.0 - Conclusao

Trypanosoma cruzi apresenta diversas formas e mecanismos para atingir a
suceptilidade de seu curso de invasdo e infec¢do. O parasita apresenta uma série de
mecanismos passivos e ativos de atuacdo, tendo como alternativas o uso de diversas
moléculas associadas, como proteinas, agucares e fatores mecanicos como

polimeriza¢do de citoesqueleto e alternativas de evasdo ao sistema imune da célula

hospedeira.



E vasta a lista de estudos e pesquisas desenvolvidas com o potencial de
invasdo celular apresentados por 7. cruzi. Mas pode-se considerar que ainda € grande a
relacdo de moléculas e mecanismos ainda desconhecidos que corroboram na atuacgéo
deste parasita durante seus processos de adesdo e internalizagdo. Muito ainda ha para
se descobrir, analisar e descrever a respeito dos processos bioldgicos de invasdo

celular desenvolvidos por 7. cruzi.

Indubitavelmente os registros e estudos a parte da tematica relacionados a
esses mecanismos de invasdo do parasito sdo de suma importancia, visto que
conhecendo efetivamente a biologia, estruturagdo e mecanismos completos de
atuagdo de Trypanossoma cruzi, pode-se ter material suficiente para a obtencdo de
novos farmacos e compostos e inibidores relacionados ao tratamento e controle de
infecdo, desenvolvendo assim, maneiras de possiveis imunizagdes e fatores de
impedimento da instalagdo do parasita, corroborando assim para controle e

erradicacdo da doenga de Chagas.
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