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PREFACIO

A evolucao das doencgas infecciosas e parasitarias acompanha a propria evolugéo
da humanidade. Ao longo dos séculos, essas infeccbes afetaram diretamente e
indiretamente as sociedades, e dessa forma moldaram o avanco da medicina e da saude
coletiva. Doencas causadas por protozoarios, como Trypanosoma cruzi, Toxoplasma
gondii e diferentes espécies de Leishmania e Plasmodium, continuam tendo imenso
impacto na saude global, sobretudo, para paises considerados em desenvolvimento.
Entretanto, ndo se limitam a esses, ja que a globalizacdo e o avan¢co dos meios de
transportes levaram essas doencas para 0s paises mais desenvolvidos afetando
diferentes regides do mundo. Este livro, Atualizac6es em Doencas Infecto Parasitarias —
Fisiopatogénese, tem como objetivo fornecer uma visao atualizada e abrangente de
diferentes doencas causadas por protozoarios, assim como pontuar a interacao parasito-
hospedeiro.

O estudo desses mecanismos, dos aspectos mais gerais até os mais complexos,
€ essencial para compreender como 0s parasitas invadem o corpo humano, modulam
respostas imunoldgicas e desencadeiam 0s processos patoldgicos envolvidos nas
complexas sintomatologias das doencas. Assim, compreender a biologia dos diferentes
protozoéarios abordados aqui auxilia no avanco e desenvolvimento de novas vacinas,
terapias e até estratégias de controle. Além desses pontos, o livro foi construido para
atender as necessidades de profissionais de saude, pesquisadores e alunos que se
dedicam ao estudo da interacéo entre hospedeiros e parasitas ou buscam conhecimento
nesta area do conhecimento.

Esperamos, assim, que o livro possa contribuir como uma ferramenta de consulta
as novas geracoes interessadas no tema e que possa fornecer subsidios que reforcem
o imprescindivel papel na saude.

Lucio Roberto Cancado Castellano
Marcos Vinicius da Silva

Organizadores da Obra
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CAPITULO 1

ATUALIDADES ACERCA DO CICLO DE VIDA DO Plasmodium NO
HOSPEDEIRO VERTEBRADO E INTERACOES COM CELULAS HEPATICAS
E SANGUINEAS

Weslley Guimaraes Bovit

Rafael Obata Trevisan?
Chamberttan Souza Desidério?
Gabriela Terra Silva®

Mali Mateus Santos Obatat

Hugo Felix Perini*

Lucio Roberto Cancado Castellano®
Marcos Vinicius da Silva®

!Doutorando em Medicina Tropical e Infectologia, Area de concentragéo Parasitologia e
Imunologia Aplicadas — Universidade Federal do Tridngulo Mineiro - UFTM.

2Estagio Pds-doutoral em Medicina Tropical e Infectologia — Universidade Federal do
Triangulo Mineiro — UFTM.

3Graduanda do curso de Biomedicina da Universidade Federal do Triangulo Mineiro -
UFTM.

“Estagio Pés-doutoral em Ciéncias da salde — Universidade Federal do Triangulo
Mineiro — UFTM.

°Professor efetivo da Escola Técnica de Saude - Universidade Federal da Paraiba -
UFPB.

%Professor efetivo do Departamento de Microbiologia, Imunologia e Parasitologia.
Universidade Federal do Triangulo Mineiro- UFTM.

RESUMO

O ciclo de vida de Plasmodium spp. envolve uma complexa interacdo com seus
hospedeiros até o desenvolvimento da maléria. Nesse capitulo, abordamos a
relacdo desse parasito com o hospedeiro humano desde o momento da
transmissdo pelo vetor, até a colonizacao de eritrécitos. Apdés de mover até a
corrente sanguinea, o tropismo por células hepéaticas faz com que os
esporozoitos de Plasmodium spp. cheguem ao figado. Ap6s proliferacéo,
milhares de merozoitos recém-formados contidos nos vacuolos parasitéforo
serdo liberados na corrente sanguinea. A invaséo dos eritrocitos pelo merozoito
€ um processo bem orquestrado, mediado pela interacdo do ligante do merozoito
com proteinas das RBCs através de varias etapas distintas, as quais incluem, o
contato inicial, a reorientacéo apical, a formacéo de juncdo oclusiva e invasao
ativa. A interacdo com o sistema do humano envolve a adptacdo a diferentes
nichos e a regulacao fina de fatores de interagdo e evasao do sistema imune.
Aqui abordamos esses fatores em detalhes com o objetivo da compreensao do
evento de infeccéo e colonizacdo por Plasmodium spp.

Palavras-chave: Malaria, parasito, infeccéo, doenca.
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1. CICLO DE VIDA NO HOSPEDEIRO VERTEBRADO

Em 1880, Alphonse Laveran descreveu o ciclo da Maléria pela primeira
vez. O ciclo de vida descrito pelo autor representou o desenvolvimento de
Plasmodium spp., que ainda nos dias atuais, apresenta alta complexidade e é
cercado de interacbes entre o parasito e seus hospedeiros vertebrado e
invertebrado (1). Neste capitulo iremos abordar as interacdes entre o parasito e
o hospedeiro vertebrado, em todos os momentos do seu ciclo de vida neste
hospedeiro. Abordaremos inicialmente todas as etapas que compdem o ciclo
biolégico deste parasito, do momento da entrada sob a derme durante o repasto
sanguineo, até o momento em que o0s gametdécitos sao ingeridos pelo hospedeiro
invertebrado. Nestes processos de migracdo, invasado celular, proliferacéo,
inlmeras moléculas do parasito serdo fundamentais na interacdo com o
hospedeiro humano, para que o parasito consiga executar cada etapa do seu
ciclo de vida e, simultaneamente, escapar da resposta imunolégica do
hospedeiro (2).

De forma geral, considera-se o inicio do ciclo de vida do Plasmodium no
humano quando, o anofelino (Anopheles sp.) faz a inoculacdo de esporozoitos
na derme durante o repasto sanguineo (Fig. 1). Neste estagio dermal, os
esporozoitos irdo migrar da derme para o figado, no entanto, este processe néo
€ imediato, sendo demonstrado experimentalmente que 0s esporozoitos podem
ficar por muito tempo no local da inoculacdo, movendo-se de forma
aparentemente aleatéria e migrando e invadindo células ativamente até
encontrar vasos sanguineos e entrar na corrente sanguinea (3). Entretanto, nem
todos os esporozoitos inoculados atingem a corrente sanguinea ou o figado.
Alguns podem permanecer na pele no local da inoculacdo e serem eliminados
por células fagociticas, enquanto outros entram no sistema linfatico e atingem os
linfonodos de drenagem, onde séo finalmente degradados (4).

Apés a inoculacdo na pele, os esporozoitos usam o movimento de
deslizamento para migrar através da pele para os vasos sanguineos cutaneos.
Uma vez no sistema circulatorio, os esporozoitos atingem rapidamente os
sinusoides do figado. O tropismo pronunciado dos esporozoitos para 0s

hepatdcitos sugere a ocorréncia de interacdes especificas entre as proteinas de
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superficie do Plasmodium e as moléculas do hospedeiro. Os proteoglicanos de
heparan sulfato (HSPGs) dos hepatécitos demonstraram desempenhar um papel
fundamental nesses processos através de sua interacdo com a proteina
circunsporozoita (CSP), a principal proteina de superficie dos esporozoitos. Em
seu caminho para o figado, os esporozoitos podem passar por varios tipos de
células: células da pele proximas ao local da inoculacao, células endoteliais que
revestem o0s vasos sanguineos e ceélulas de Kupffer dentro dos sinusoides do
figado. Além disso, os esporozoitos atravessam varios hepatécitos dentro do
figado antes de invadir produtivamente o Ultimo hepatoécito para formar um
vacuolo parasitoide (5). Apds a invasao produtiva, 0s esporozoitos do parasita
da malaria se desenvolvem e proliferam em milhares de merozoitos recém-
formados contidos nos vacuolos parasitéforo até serem liberados na corrente
sanguinea. No final do processo de desenvolvimento no figado, o parasita da
malaria se diferencia em merozoitos contidos em vesiculas derivadas de células
hospedeiras chamadas merossomas (6). Embora muito similar, os ciclos de vida
das quatro principais espécies de Plasmodium que infectam o homem,
apresentam algumas diferencas entre si, um exemplo disso é a formacao de
hipnozoitos durante a fase hepatica do ciclo, que ocorre apenas nas espécies P.
ovale e P. vivax, que se trata de uma forma parasitaria latente, que fica alojada
nos hepatécitos sendo responsaveis por reativar o ciclo no hospedeiro e
consequentemente a volta da doencga (7).

O contato inicial entre merozoitos e eritrocitos € uma etapa critica, pois o
parasita precisa distinguir entre eritrocitos aptos para invaséo e outros tipos de
células. A fixacdo inicial de merozoitos pode ocorrer em qualquer lugar da
superficie parasitaria. Entdo reorientacdo apical ocorre, um evento onde a
membrana eritrocitaria parece curvar-se envolta do merozoito. O objetivo deste
evento € posicionar o apice dos merozoitos justaposto a membrana dos glébulos
vermelhos. Para entrar na célula, as chamadas juncdes oclusivas séo formadas
entre o parasita e a membrana do hospedeiro. Uma série de eventos
impulsionados pelo motor actina-miosina do parasita transloca o merozoito pelas
jungbes oclusivas para o interior da hemacia (8). Um dos eventos mais
proeminentes € a remocao ou "descascamento” do revestimento que cobre a
superficie do merozoito. A medida que a juncdo oclusiva se move em direcéo a

extremidade posterior, ela deve remover os ligantes que medeiam o processo de
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invasdo. Quando um parasito invade uma célula hospedeira, ele cria um vacuolo
parasitéforo para se isolar do citoplasma da célula hospedeira e criar um
ambiente favoravel ao seu desenvolvimento (9).

Uma vez que a invasao estd completa, os merozoitos se transformam em
um trofozoito jovem, tomando a forma de um anel, iniciando a fase assexual do
ciclo sanguineo da malaria. A expanséo desse trofozoito € acompanhada por
alta atividade metabdlica envolvendo a absorcdo e utilizacdo de grandes
quantidades de glicose, captacdo de componentes do citoplasma da célula
hospedeira e protedlise da fragdo globina da hemoglobina. Os parasitas ndo
conseguem degradar a fracdo heme que € toxica para os parasitas, portanto,
eles a polimerizam em um composto chamado hemozoina (10). Durante este
periodo, muitos estagios de reproducdo parasitaria ocorrem, no entanto, sem
citocinese, levando a formacdo de esquizontes. Cada esquizonte hospeda
aproximadamente 20 merozoitos. Os merozoitos sao liberados apds a ruptura
dos glébulos vermelhos e estdo aptos a invadirem novos glébulos vermelhos
(11). Uma pequena fragdo dos merozoitos acabard por iniciar a
gametocitogénese, e se diferenciardo em micro e macro gametdécitos (masculino
e feminino, respectivamente), que nao interferem no ciclo do hospedeiro
vertebrado, mas séo essenciais na continuidade da espécie, jA que sdo 0s
gametas que os mosquitos Anopheles se infectam durante o repasto sanguineo
(12).

13
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Figura 1 - Ciclo de vida do Plasmodium spp no hospedeiro vertebrado

[ Fase Hepatica ]

& espécies P, vivaxe P ovale

‘® 3 Hipnozoitos apenas nas
A‘; ~“
»
1

S —

( Ciclo
Assexuado

[ Fase Sanguinea ]

Fonte: Adaptado de Doerig, 2015 (13). Esta figura é derivada de imagens atribuidas a “Biorender

app”, usada sob os termos de licenga Creative Commons Attribution 3.0 France (CC BY 3.0 FR).

2. INTERACAO COM CELULAS HEPATICAS

Quando inoculados em um hospedeiro vertebrado, 0s esporozoitos
entram em contato e proliferam dentro dos hepatdcitos. Diversas moléculas
controlam essa interacdo, e ha muita especulacdo sobre sua importancia na
manutenc¢ao da circulacdo hepética.

O estéagio invasivo dos parasitas como P. falciparum e outros parasitos do
grupo Apicomplexa - células polarizadas caracterizadas por organelas
secretoras apicais especializadas chamadas micronemas e roptrias - envolve a
secrecédo controlada de componentes para a migragao ativa e posterior invaséo
da célula hospedeira; as fungbes dessas organelas e as vias de sinalizagcéo
envolvidas em sua secrecdo tém sido extensivamente estudadas,

particularmente em merozoitos de estagio sanguineo de parasitos Plasmodium

https://doi.org/10.53924/fisiopatdip.cap01 14
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e seus taquizoitos de Toxoplasma (14). No entanto, em contraste com esses
estagios que invadem rapidamente as células, 0s esporozoitos migram
extensivamente até o parénquima hepatico, antes de finalmente se envolverem
na invasao das células hospedeiras (15).

A migragéo de esporozoitos do local de inoculacdo na pele para seu local
final no figado requer o cruzamento de multiplas barreiras celulares, incluindo
fibroblastos da pele, células endoteliais, células endoteliais sinusoidais hepaticas
(LSECs) e células de Kupffer (KCs) (16). Enquanto os KCs atuam como um
portal essencial para esporozoitos no figado, estudos demonstraram que 0s
esporozoitos podem migrar através de KCs/LSECs ou usar uma rota paracelular
para alcancar os hepatécitos subjacentes (16, 17)

Os esporozoitos podem romper a membrana plasmética da célula ao
entrar ou formar primeiro vacuolos transitérios (TVs) e entdo, romperédo a
membrana do vacuolo antes de sair da célula (18). A invasdo produtiva é
caracterizada pela formacdo de um compartimento especializado ligado a
membrana, o vacuolo parasitéforo (PV), dentro do qual o parasita se replica em
milhares de merozoitos invasivos de eritrécitos (19). Por analogia com outros
estagios invasivos de apicomplexo, 0s esporozoitos presumivelmente formam
seu PV invadindo as células através de uma chamada juncdo moével (MJ) (20,
21). Essa juncao é formada proxima da célula hospedeira e das membranas do
parasita, e resolve-se como um anel através do qual o parasita penetra
ativamente dentro de uma invaginacdo da membrana plasmatica da célula
hospedeira, levando a formacédo do PV (22, 23).

E importante ressaltar que, apesar das evidéncias indiretas sugerirem que
0s esporozoitos de Plasmodium spp. entram nas células através de MJ, esses
eventos provaram ser dificeis de capturar por diferentes ensaios, portanto, a
natureza molecular do MJ do esporozoito permanece imprecisa (24-26).

Durante a internalizagc&o do parasito, a membrana do vacuolo parasitéforo
(PVM) é remodelada, com excluséo seletiva de algumas proteinas da membrana
do hospedeiro, resultando na formacéo de um compartimento ndo fusogénico
dentro do qual o parasito se desenvolve com seguranca nos estagios hepaticos
(18). O PVM é ainda remodelado apés a invasdo com a integracdo de proteinas
derivadas do parasito, desempenhando um papel importante no
desenvolvimento do estagio hepatico (27).
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Dessa forma, os esporozoitos de Plasmodium séo depositados na derme
do hospedeiro mamifero pela picada de um mosquito anofelino infectado,
atravessam fibroblastos dérmicos e células endoteliais, entram na circulacdo
sanguinea e transitam para o figado. Os esporozoitos sdo sequestrados nos
sinusoides hepaticos através de interacdes entre a proteina circunsporozoita e
0s proteoglicanos heparan sulfato e, em seguida, atravessam a barreira celular
sinusoidal através das células endoteliais sinusoidais hepaticas ou células de
Kupffer (15). No parénquima hepético, os esporozoitos atravessam VAarios
hepatocitos, as vezes dentro de um vacuolo transitorio, antes de mudar para a
invasdo produtiva de um hepatdcito final com formacédo do vacuolo parasitéforo
PV. Dentro do vacuolo, o parasito se desenvolve em uma forma exoeritrocitica

replicativa (15).

3. PROCESSO DE INVASAO DOS ERITROCITOS

A invasao dos eritrécitos (RBC) pelo merozoito de P. falciparum é um
processo bem orquestrado, mediado pela interacéo do ligante do merozoito com
proteinas das RBCs através de varias etapas distintas, as quais incluem, o
contato inicial, a reorientacdo apical, a formacdo de juncdo oclusiva (TJ) e
invasao ativa (28).

O contato inicial € um passo crucial, o qual envolve o merozoito passar
uma membrana da RBC, através de interacdes nao especificas, reversiveis e de
baixa afinidade, levando a uma discreta deformacdo da superficie de RBC,
aumentando a area de contato com o merozoito. A interacao inicial € mediada
pelas proteinas de superficie Mrz 1 a 10 (MSP-1 a MSP-10), a maioria delas
gracas a sua localizacdo estao expostas ao sistema imunolégico do hospedeiro,
portanto possuem sequéncias altamente variaveis; suas regides conservadas
séo cruciais a fim de estabelecer interac¢des iniciais com células hospedeiras (29,
30).

As proteinas MSP-1, MSP-2, MSP-4, MSP-8 e MSP-10 sé&o ligadas a
membrana dos merozoitos através de ancoras de glicosilfosfatidilinositol (GPI)
(31). Ja as proteinas MSP-3, MSP-6, MSP-7 e MSP-9 sao soluveis e fracamente
ligadas a superficie do merozoito ou associadas com outras proteinas de

membrana, formando complexos moleculares de alto peso com um grau
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complexo de interacdo entre eles (20, 29). Essas proteinas sdo processadas
durante a invasdo da célula hospedeira; os fragmentos de GPI ancorados a
membrana dos merozoitos sdo 0s Unicos que penetram nas hemacias (28).

MSP-1 é a proteina de superficie merozoitos mais abundante; esta
proteina € o ligante mais importante envolvido no contato inicial da célula
hospedeira. Sofre processamento proteolitico quando 8 a 24 merozoitos sao
liberados durante a ruptura do esquizonte (32). Alguns fragmentos, mais
especificamente MSP-142 e MSP-133 se ligam a moléculas semelhantes a
heparina, localizadas na superficie das heméacias. Essas moléculas estédo
envolvidas em diferentes processos biologicos, como proliferacdo celular,
angiogénese, modulacdo do sistema imunoldgico, migracdo celular e invasao
celular (33).

Outra proteina relacionada com o contato inicial & Glicoforina A (GYPA);
€ uma proteina transmembrana e uma das mais abundantes na membrana da
RBC. GYPA foi descrita entre os principais determinantes antigénicos para
grupos sanguineos e esta envolvida com a interacdo das RBCs com o endotélio
vascular (34).

Ainda sobre o contato inicial, ttm-se também a proteina Band 3. Essa
glicoproteina esta presente em 25% da membrana das RBCs e é um receptor
essencial nas vias de invasdo independentes de &cido sialico de P. falciparum
(35). Band 3 esta associada ao GPA através de suas oito hélices
transmembranares, formando uma proteina dupla, essa associacdo pode
aumentar a probabilidade de adesdo dos ligantes do parasito envolvido no
contato com as células hospedeiras. Todos os itens acima indicam um papel
importante para a formagdo do complexo MSP-1-band 3/GPA durante a fase
inicial de adesao da invasédo de RBC por P. falciparum (28).

Apds o contato inicial se faz preciso fazer a reorientacdo apical; os
merozoitos se reorientam, colocando seus polos apicais em contato com a
membrana eritrocitaria, estabelecendo interagcdes especificas e de alta afinidade
de ligacdo mediadas por ligantes das familias erythrocyte-binding like (EBL) ou
da familia reticulocyte-binding protein (PfRh), criando uma forte deformacéo da
membrana RBC (30). Os membros da familia EBL sdo proteinas transmembrana

tipo 1 localizadas nos micronemas do polo apical do merozoito; essas proteinas
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sdo importantes para a invasao das RBCs e se ligam a eritrécitos de maneira
dependente de &cido sidlico (20, 36).

A familia RH compreende PfRH1, PfRH2a, PfRH2b, PfRH3, PfRH4 e
PfRH5, no entanto, PfRH3 tem muta¢gBes que ocorrem no sentido contrario e é
um pseudogene que é transcrito, porém, ndo traduzido durante qualquer uma
das fases do ciclo de vida do parasito (37). Dessa forma, € sugerido que todas
essas proteinas trabalham juntas e tem suas funcdes combinadas (30). Para
compreendermos com maior facilidade o processo de reorientacdo apical,
apresentaremos algumas proteinas diretamente envolvidas nesse processo:

EBA-175- GYPA:O EBA-175 liga-se ao GYPA,; tal ligacéo é facilitada
por RIl altamente conservado formado pelas regides F1 ricas em Cys (residuos
8-282) e F2 (residuos 297-603) (38).

EBA-140 - Glicoforina C: EBA-140 (BAEBL ou PfEBP-2) é um
pardlogo EBA-175, ou seja, compartilha homologia estrutural em relacdo aos
dominios Duffy binding protein (DBL) incluindo RIl dentro de seus dominios
homélogos F1 e F2 (38).

EBA-181: EBA-181 é codificado no cromossomo 1 do P. falciparum.
Sua estrutura primaria consiste em uma regido hidrofébica N-terminal com duas
regides ricas em Cys (F1-F2) no dominio extracelular e um dominio rico em Cys
na regido C-terminal, um dominio transmembranar curto e cauda citoplasmatica.
Esta proteina é estruturalmente semelhante a EBA-175 (25,3%) e EBA-140
(24,6%), especialmente no dominio F1-F2 (39).

EBL-1 - Glicoforina B: EBL-1 foi 0 segundo membro da familia EBL
a ser identificado, com base na homologia de sequéncia. E expresso durante o
estagio final de esquizonte como uma proteina inacabada devido a mutacdes
missense; possui dois dominios ricos em Cys no dominio DBL da regido N
terminal (D2), incluindo os subdominios F1 e F2, e um dominio Cys adjacente a
regido transmembranar C-terminal (40, 41).

MAEBL: MAEBL € uma proteina de membrana expressa em roptrias
e micronemas dos merozoitos. E considerada uma proteina andmala na familia
EBL devido ao seu dominio rico em Cys que se assemelha a residuos com
antigeno de membrana apical-1 (AMA1) em vez de um dominio DBL. O receptor
MAEBL na membrana RBC ainda né&o foi identificado; no entanto, foi descrito
gue AMA-1 tem alta capacidade de ligacdo de RBC(42, 43).
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PfRH1: PfRH1 é expresso nas roptrias. Sofre processamento
proteolitico durante a invasdo, sendo clivados dois fragmentos; ambos estao
localizados no TJ e estéao envolvidos na formacgao do anel parasitario (44).

PfRH2a e PfRH2b: PfRH2a e PfRH2b estéo localizados no pescoco
da roptria sendo codificados por dois genes contiguos no cromossomo 13,
compartilhando forte similaridade de sequéncia, mas sendo divergentes no
altimo C-terminal, que determinam suas diferentes funcdes de ligacdo durante a
invasdo do merozoito (45).

PfRH4: A PfRH4 interage com o receptor 1 do complemento (CR1)
durante a invasédo; CR1 é uma proteina imunorreguladora na membrana de RBC
e leucédcitos. Esta envolvido na ativacdo do sistema complemento e na
eliminacdo de complexos imunes (46),

PfRH5: A estrutura cristalina do PfRH5 determinou que ele se liga ao
receptor BSG tipo 2 (CD147) pelo extremo C-terminal, onde atua no intuito de
diminuir a deformacdo da membrana RBC. Esta interacdo foi considerada
essencial para a invasao de RBC por multiplas cepas de P. falciparum (47).

PfRipr: PfRipr esta localizado nos micronemas dos merozoitos sendo
liberada durante a invasdo de RBC e forma um complexo com PfRH5 e CyRPA
(48); CyRPA € uma proteina localizada em micronemas dos merozoitos (49).

Para que o parasito consiga invadir a célula, € necessério formar a TJ
entre o P. falciparum e a membrana da célula hospedeira; estd juncdo
irreversivel ocorre apdés em uma série complexa de eventos suportados por
interacOes de alta afinidade envolvendo proteinas do pescoco das roptrias (RON
2,4 e 5). Estes sao liberados das roptrias e translocadas para a membrana RBC
para interagir com AMA-1 redirecionamento do complexo apical (50). A invasao
bem-sucedida requer uma miosina de cabeca Unica aderida & membrana RBC
para direcionar os filamentos curtos de actina para transmitir forca motriz. Os
filamentos de actina sdo acoplados a invasinas que pertencem a familia de
proteinas adesivas relacionadas a trombospondina (TRAP). Acredita-se que as
proteinas da familia TRAP interagem com os receptores do hospedeiro através
das regifes extracelulares, ativando assim o motor actina-miosina durante o
movimento para frente do parasita (51).

Todos os processos de varias etapas acima ocorrem em cerca de 60

segundos, um periodo eficiente, mas critico, porque representa um curto periodo
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no ciclo de vida do parasita quando exposto diretamente ao sistema imunoldgico
de um hospedeiro (28). O parasita entra no RBC por uma juncdo movel e esta
localizado na membrana do vacuolo parasitéforo (PVM); este vacuolo é util para
se isolar do citoplasma de uma célula hospedeira e formar um ambiente propicio
ao seu desenvolvimento (30), ha controvérsia sobre se o PVM é derivado do
parasita, do material do hospedeiro ou de ambos, e seu pequeno tamanho
representa dificuldades técnicas para o isolamento especifico do contetdo de
PV para andlise protedmica (28). O parasito permanece em sua forma anelar
durante as primeiras 18 horas de seu ciclo de vida, apresentando baixa atividade
metabdlica e pouca alteracdo morfolégica em relacdo as células hospedeiras.
Entdo, amadurece em sua forma trofozoito, onde se torna mais metabolicamente

ativo e cresce rapidamente dando continuidade ao seu ciclo de vida (28).
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RESUMO

Trypanosoma cruzi € um protozoario parasita descrito como agente etioldgico da
doenca de Chagas. Seu ciclo de vida é caracterizado como heteroxénico, pois
apresenta trés fases distintas, necessitando de dois hospedeiros (um vertebrado
e um invertebrado) para sua biologia basica. A doenca de Chagas é uma doenca
negligenciada descrita pelo pesquisador brasileiro Carlos Chagas no comeco do
século XX representando atualmente um problema de salde publica alarmante.
O parasita apresenta uma biologia de infeccdo e invaséo celular que envolve
diversas moléculas e estruturas, como proteinas e carboidratos, que atuam
ativando uma série de vias e mecanismos intracelulares. No hospedeiro
vertebrado qualquer que seja a forma de transmissdo, a forma evolutiva
tripomastigota necessita penetrar uma célula a fim de cumprir 0 seu ciclo
evolutivo. Com o rompimento celular, tripomastigotas circulantes irdo infectar
novas células perpetuando o ciclo, e gerando as altera¢cdes imunologicas e
teciduais no hospedeiro. Nesse contexto, esse capitulo sumariza a relacao
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intrinseca entre parasito-hospedeiro, bem como os aspectos da infeccéo e o
perfil de resposta imunoldgica associada.

Palavras-chave: Trypanosoma cruzi, Interacao parasito-hospedeiro, Patogenia,

Imunologia.

1. INTRODUCAO

De carater insidioso, a doenca de Chagas, também conhecida como
tripanossomiase Americana é causada pelo protozoario flagelado Trypanosoma
cruzi. Trata-se do Unico tripanossoma humano que € transmitido por meio da
excreta de um vetor invertebrado (1,2). Ao longo do seu ciclo vital, T. cruzi
assume diferentes formas evolutivas: tripomastigotas (formas infectantes),
amastigotas, esferomastigotas e epimastigotas (1,2).

A transmissdo € realizada por insetos da ordem Hemiptera, familia
Reduviidae e subfamilia Triatominae. Esses insetos possuem ampla distribui¢cao
em diferentes eco6topos naturais de regides tropicais e subtropicais; sendo
conhecidos popularmente no Brasil como barbeiros, chupdes, fincdes, bicudos,
chupancas, etc. (2,3). Os vetores de importancia médica sao: Triatoma infestans
(Argentina, Bolivia, Brasil, Chile, Paraguai, Uruguai e Peru), Rhodnius prolixus
(Colébmbia, Venezuela e América Central), Triatoma dimidiata (Equador e
América Central) e Rhodnius pallescens (Panamd) (1-3). Roedores, marsupiais
e outros mamiferos selvagens podem se comportar como fontes de infeccao
para os insetos triatomineos. Assim como os animais domésticos como cées e
gatos que também poderéo ser fontes de infeccédo e levar o T. cruzi para o
ambiente intradomiciliar (2).

E importante ressaltar que a literatura apresenta evidéncias cientificas
de transmissdo por outras rotas, como por exemplo, transfusdo de sangue;
transplantes de érgéos; transmisséo congénita durante a gravidez ou atraves do
parto; acidentes de laboratorio e ainda pelo consumo acidental de alimentos
contaminados com residuos de triatomineos infectados, nesses casos, surtos
em areas consideradas endémicas para a doencga deverdo ser criteriosamente

observados (4-8).
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A doenca de Chagas afeta primariamente pessoas em situacdes de
vulnerabilidade socioeconémica (1,9). Com incidéncia anual média de 30.000
novos casos nas Américas e 12.000 mortes por ano, a enfermidade, configura-
se em um grande problema de saude publica e social nas Américas. Estima-se
que nessas localidades, cerca de 70 milh8es de pessoas vivem em areas de
exposicdo com grandes riscos de se contaminarem com o Trypanosoma cruzi
(1,10).

De modo geral, os parasitos entram no corpo quando o individuo exposto
a picada do inseto institivamente coca o local e introduz as fezes deixadas na
regido. E sabido que o ato de tocar outros locais que possuam cortes/feridas
abertas e regides das mucosas podem ser portas de entrada para o protozoario
(1). Nos casos da picada do triatomineo, 0s primeiros sinais visiveis e geralmente
caracteristicos da infeccdo sdo o chagoma de inoculagédo (erupcao cutanea e
nodulos inflamatoérios no local da picada do triatomineo) e o sinal de Romara
(edema periocular unilateral e palpebral) (1).

A doenca de Chagas apresenta duas fases clinicas: aguda e cronica. Na
fase aguda, durante o periodo que compreende 4 a 8 semanas, observa-se alto
namero de parasitos circulantes no sangue. Apés esse periodo, a doenca
passard para a fase crdonica com individuos assintomaticos ou sintoméaticos. Nos
assintomaticos, a doenca evolui sem a presenca de sinais clinicos evidentes e
60% apresentarao a forma indeterminada. Dentre os sintomaticos, com sintomas
especificos da doenca, 40% poderdo apresentar uma das seguintes formas:
forma cardiaca (20-30% cardiomiopatias, fendmenos tromboembodlicos,
anormalidades do ritmo cardiaco, aneurisma apical, insuficiéncia cardiaca);
forma digestiva (10-15% megaes6fago/megacélon e perda do peristaltismo
esofagiano) ou a forma cardiodigestiva (1-5%) (5,6,11-13). E importante
ressaltar que nos casos de ocorréncia da forma nervosa, alteracdes
neuroldgicas, encefalites e meningoencefalites bem como a reducdo da
populacdo neuronal poderdo ocorrer. Além dos sinais de entrada do parasito, a
doenca pode apresentar sintomas comuns na fase aguda, tais como: febre,
dores de cabeca, aumento dos ganglios linfaticos, nausea, diarreia, vomito,
palidez, dificuldades para respirar, inchago e dores abdominais ou toracicas
(1,5).
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O diagnodstico da doenca deve-se basear em aspectos clinicos,
epidemioldgicos e laboratoriais (exames parasitolégicos e sorologia especifica).
Importante ressaltar que na fase aguda da doenca, o diagnéstico geralmente é
preciso, dado a alta quantidade de parasitos circulantes que podem ser
observados no sangue. O padréo ouro consiste na busca e reconhecimento do
parasito no sangue. Na fase cronica além da avaliacéo clinica bem executada,
historico epidemiolégico e sorologia deverdo ser solicitados, nesses casos
utiliza-se técnicas de sorologia que detectem a presenca de anticorpos
especificos no soro do paciente (1,14).

No que tange ao tratamento da doenca, na fase aguda recomenda-se a
utilizacdo do Benzonidazol ou Nifurtimox, ambas drogas séo eficazes contrao T.
cruzi. Contudo, é valido ressaltar que a eficicia dessas drogas diminui nos casos
cronicos. Ademais, em mulheres gravidas, pessoas com insuficiéncia renal ou
hepatica tais drogas sdo contraindicadas (1,14,15). Nas manifestacdes
cardiacas, digestivas ou neurologicas, tratamentos especificos deverdo ser
indicados (16,17).

2. CICLO DE VIDA DO T. cruzi NO HOSPEDEIRO VERTEBRADO

O ciclo de vida do T. cruzi apresenta trés formas distintas: (1) a forma
tripomastigota metaciclica, encontrada no intestino posterior do triatomineo, ao
fim do desenvolvimento do parasito, no interior da célula do mamifero,
imediatamente antes da lise celular e também na corrente sanguinea; (2) a forma
amastigota, encontrada no interior das células dos hospedeiros mamiferos e
possivelmente também no sangue; e a (3) forma epimastigota, encontrada no
tubo digestivo do inseto vetor e também na maior parte das culturas axénicas
(18).

A forma tripomastigota sanguinea penetra ativamente em qualquer
célula do organismo e diferencia-se na forma amastigota intracelular encurtando
seu flagelo e incorporando-o ao seu corpo. E capaz de destruir a membrana do
vacuolo parasitéforo e ficar livre no citoplasma da célula. Apds um periodo de
35 horas de laténcia o parasita comeca uma fase de divisdo binaria que ocorre
por varios dias, dependendo da cepa de T. cruzi. Em 5 dias h&a cerca de 500

amastigotas no interior da célula. Comeca, entdo, o processo de diferenciacédo
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de amastigotas em tripomastigotas sanguineo, que sob esta forma, rompem a
célula hospedeira, invadem as células vizinhas ou caem na corrente circulatoria
dando inicio ao novo ciclo (1).

O parasito adere-se a membrana da célula hospedeira invadindo-a,
formando o vacuolo parasitéforo. Organelas do sistema endolisossomal fundem-
se a esse vacuolo liberando seu conteddo enzimatico e tornando o meio do
fagolisossoma acido. Se a forma tripomastigota for opsonizada, ocorre ativacao
da enzima de membrana NAD(P)H oxidase, ocasionando a formacéo de radicais
de oxigénio e 4gua oxigenada, lesando a membrana do parasito o que leva a
sua destruicdo e digestdo. No citoplasma da célula hospedeira o parasito na
forma amastigota comeca um processo de divisao e, apds sucessivas divisoes,
inicia-se um processo de diferenciacdo para tripomastigota, que perdura por
algumas horas. Esta forma apresenta intenso movimento, ocasionando a ruptura
da célula e liberando o parasito no espaco intercelular (18). O T. cruzi, in vivo e
in vitro, replica-se de forma intracelular, sendo que, uma vez no hospedeiro, pode
infectar varias células nucleadas (19). Portanto trata-se de um parasito
intracelular importante e bem-sucedido, devido a sua viruléncia e capacidade de

infectar varios tipos celulares (5).

3. O PROCESSO DE INVASAO CELULAR

Numerosos estudos tém sido conduzidos no sentido de compreender os
mecanismos moleculares que comandam o processo de invasdo das células
hospedeiras pelo T. cruzi (20). J& existem hoje muitas evidéncias que tornam
claro que as interacdes e posteriores cascatas de sinalizacdo intracelular
envolvidas no processo de entrada do parasito envolvem tanto moléculas do
parasito quanto da célula hospedeira (21-23). Dessa forma, na Tabela 2, sédo
expostos 0s componentes principais do parasito e suas respectivas
participagdes no processo de invaséo celular.

Uma vez dentro da célula hospedeira, os tripomastigotas passam por um
processo de desenvolvimento que culmina na formacdo de amastigotas
replicativas que proliferam em citoplasma da célula hospedeira por 5 a 6 dias até
ocupar a maior parte da célula volume. Neste estagio, a divisdo amastigota cessa

e a diferenciacao para tripomastigotas ocorre seguido de ruptura do plasma da
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célula hospedeira membrana (24). Amastigotas, prematuramente liberadas das
células infectadas ou geradas pela diferenciacdo em cultura, também podem
infectar células (25-28).

Para que a invasédo das células do hospedeiro ocorra, ele deve primeiro se fixar
na célula alvo (29-31). As tripomastigotas se fixam e invadem a célula através
de um mecanismo ativo, que requer gasto de energia do parasito (31,32). Neste
ponto a invasao por parte de amastigotas difere, sendo que estas necessitam de
uma interagdo com microfilamentos da célula hospedeira (33,34).

Um dos conceitos mais aceitos em nossa compreensédo da biologia das
interacdes iniciais de T. cruzi-célula hospedeira € que as formas tripomastigotas
infectantes de mamiferos do parasita devem transitar no compartimento
lisossomal da célula hospedeira para estabelecer uma infeccdo intracelular
produtiva (35). Entre as estratégias usadas pelo parasito para a invasao das
células destaca-se a via lisossomo dependente, onde o calcio exerce efeito sobre
estas organelas, atraindo-as a membrana da célula e ativando processos de
sinalizacao, que estdo envolvidos na invasao pelas formas tripomastigotas (36—
38), nesse caso, 0 ambiente de baixo pH dos lisossomos facilita a saida do
parasita do vacuolo e a entrega no citosol do hospedeiro, uma etapa critica no
programa de desenvolvimento do T. cruzi. Estudos recentes também sugerem
que a fusédo inicial do lisossomo com parasitas invasores ou recentemente
internalizados é fundamental para a retencéo celular de parasitas (39).

O mecanismo de invasao da célula do hospedeiro pelo T. cruzi é pautado
na subversdo do mecanismo de reparo da membrana plasmatica. Este ocorre a
partir de lesbes na membrana e envolve receptores que estdo localizados na
superficie celular. A consequéncia principal desses eventos reflete diretamente
nas vias de sinalizacdo da célula hospedeira, aumentando niveis de calcio
intracelular, promovendo recrutamento de lisossomos para, finalmente, iniciar o
processo de internalizacéo parasitaria por endocitose (40).

Todavia, existem células que dificultam o processo de invasédo do
parasita, tais como aquelas sem proteinas de membrana, 1 e 2, associadas ao
lisossomo, denominadas LAMP1 e LAMP2. O desequilibrio da proporcao destas
afeta diretamente o processo invasivo celular, ja que é conhecido o potencial de
reparo membranoso de LAMP2. Este fato se correlaciona com o

desencadeamento da via de sinalizacdo endocitica, logo, a internalizacao
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parasitaria permanece prejudicada. Ainda se sabe que LAMP2 participa da
exportacdo de colesterol para os compartimentos lisossomais, fato este que
culmina em um acumulo dessa molécula na membrana plasmatica e,
consequentemente, origina um ambiente intracelular divergente (40).

Uma molécula envolvida no processo de invasdo parasitaria na Doenca
de Chagas, é o fator de crescimento transformador da classe beta, o insigne
TGF-B. A importancia dessa citocina esta relatada em muitos estudos, nos quais
ela apresenta propriedades capazes de inibir a capacidade tripanocida de
interferon-gama (IFN-y), além de aumentar a replicagdo parasitaria. Ainda nesse
contexto, mais autores ilustram que um tratamento com TGF- 3, em ratos
infectados com T. Cruzi, resultou em parasitemia com menor taxa de sobrevida
(41).

E conhecido h& varios anos que as fosfatidilinositol-3-quinases das
células hospedeiras (PI3 guinases) desempenham um papel na invasdo de
células fagociticas ndo ocupadas por tripomastigotas de T. cruzi (42-47). As
tripomastigotas que usam esta via mobilizam PI3-K, levando a um acumulo de
PIP3 (o maior derivado da a¢do das PI3-K) na membrana da célula, durante a
formacdao do vacuolo parasitoforo (42—47). Em relacéo a via PI3K/Akt, a ativacao
de Akt ocorre pela conversao de PIP2 em PIP3 por PI3K no plasma membrana.
PIP3 se liga a Akt na membrana plasmatica permitindo PDK1 para acessar e
fosforilar Akt no residuo T308, consequentemente ativando-o constantemente
(41).

Algumas classes moleculares j4 sdo descritas como participantes do
processo de invasdo celular por T. Cruzi. E importante ressaltar que as vias
endociticas, das quais estes compostos participam, iniciam-se jA com o
reconhecimento das moléculas expostas na superficie celular e com o produto a
ser internalizado, aqui, neste caso, o parasita (48).

Cerca de 70% dos parasitos se utilizam da via lisossomo independente,
sendo que 50% se mantém inicialmente associados com a membrana do vacuolo
parasitéforo e 20% associados com PV e endossomos. Os outros 30% se
utilizam da via lisossomo-dependente. Uma interessante observacao foi feita
mais recentemente, suportando a idéia de que, por qualquer via que o parasito

penetre na célula, a associacdo do PV com os lisossomos ocorrera, seja na
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formacao (no caso da via lisossomo-dependente) ou mais tardiamente (nha via
lisossomo-independente) (47).

A via lisossomo-endossomo, acusada como Unica participante da
invasdo de T. Cruzi por muito tempo, baseia-se na interagdo de cargas entre
moléculas do parasita e aqueles presentes na membrana celular. Via de regra,
apos a ligacdo das moléculas aos receptores, 0 processo de internalizacdo €
iniciado e a carga resultante da interacdo molécula-receptor € entregue as
organelas conhecidas como endossomos precoces. Estes sdo formados por
tubulos unidos a vacuolos, cuja faixa de pH varia entre 6,5 e 6,0, e contém alguns
marcadores moleculares em suas membranas, como as proteinas Rab5 e EEA1
(“antigeno de endossomo precoce”). Posteriormente a triagem e ao transporte
vesicular realizados pelos endossomos precoces, o endossomo tardio € formado
e ha troca do marcador Rab5 por Rab7 e, juntamente, as proteinas LAMP1 e
LAMP2 sdo adquiridas a fim de proteger a organela de enzimas acidas. Aqui, a
faixa de pH varia de 4,5 a 5,0 e existem muitas vesiculas, uma vez que o
endossomo tardio se funde ao lisossomo. Hé& registros em trabalhos de que 50%
dos tripomastigotas de T. Cruzi, ou mais, langam méao da protusdo da membrana
plasmatica (PM) da célula hospedeira durante a formacdo do vacuolo
parasitéforo (PV). No estudo realizado, foi apontado que este PV é enriquecido
com produtos da PI 3-quinase, fato tido como negativo para aqueles marcadores
lisossémicos - 20% dos vacuolos contendo T. cruzi foram positivos para EEAL e
Rab 5, e aproximadamente 20% foram positivos para LAMP1. Estes citados
anteriormente, fundem-se com o PM em uma via calcio-dependente,
posteriormente descoberta como responsavel por 50% do processo de
internalizacao parasitaria (48).
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Tabela 1 - Componentes envolvidos nos processos de adeséao, reconhecimento,
invasado e evasao celular de acordo com as formas de desenvolvimento de T.
cruzi: interagao parasito-hospedeiro vertebrado.

Componentes do
protozoario

Forma de
desenvolvimento

Participacgéo

Referéncias

Glicoproteina 82

Glicoproteina 30
Glicoproteina 35/50
Glicoproteina 90
SAP
TcSMP

Prolil-
oligopeptidase/Tc80

TS eiTS

Tc85

TSSA

TcOPB

TC-TOX
Neuraminidase/transsi
alidade (TS)
Proteina de superficie
especifica do estagio 4
(Ssp-4)

Amastin

P21

TcMVK

Cruzipaina

Tripomastigotas
(sanguineos ou
metaciclicos)
Tripomastigotas
metaciclicos
Tripomastigotas
metaciclicos
Tripomastigotas
metaciclicos
Tripomastigotas
metaciclicos
Tripomastigotas
metaciclicos
Tripomastigotas
sanguineos ou de
cultura de
células
Tripomastigotas
sanguineos ou de
cultura de
células
Tripomastigotas
sanguineos ou de
cultura de
células
Tripomastigotas
sanguineos ou de
cultura de
células
Tripomastigotas
sanguineos ou de
cultura de
células
Amastigotas

Amastigotas

Amastigotas

Amastigotas

Amastigotas

Amastigotas

Todas as formas de
desenvolvimento

Adesao, reconhecimento
e invasao celular

Adesao e
reconhecimento
Invasao celular

Invasao celular

Adesao, reconhecimento
e invasao celular
Adesao, reconhecimento
e invasao celular
Invaséo celular

Invasao celular

Adesao e invasao celular

Adesao celular

Adesao celular

Rompimento do vacuolo
parasitoforo
Mecanismo de escape
Rompimento do vacuolo
parasitoforo
Mecanismo de escape
Invaséao celular

Inibic&o de invaséo
celular
Fagocitose e
remodelacédo de
citoesqueleto de actina
Remodelacéo de
citoesqueleto de
Invaséao celular e
desenvolvimento
intracelular

(49-51)

(52)
(53,54)
(55-57)
(58,59)

(60)

(61)

(62-64)

(65,66)

(67,68)

(69,70)

(71)

(71)

(72)

(73)

(74,75)

(76)

(77)

Fonte: Autoria prépria
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4. INTERACAO DO Trypanosoma cruzi COM O SISTEMA IMUNE E
PATOGENIA

A resposta imune na doenca de Chagas ocorre principalmente em trés
niveis, a fim de controlar a infeccdo: deteccdo e destruicdo dos parasitos
diretamente, particularmente por macréfagos e células dendriticas; ativacédo de
células dendriticas e macrofagos no intuito de potencializar suas fun¢des como
apresentadores de antigenos, e desta forma, direcionar uma resposta imune
adaptativa eficiente; e por ultimo, monitorando a infeccdo de células néo-
fagociticas, que sé@o o alvo primario da infeccdo por T.cruzi. A interacdo do
parasito com o sistema imune do hospedeiro vertebrado é bastante complexa e
engloba diversos componentes, tanto para o controle do protozoario quanto para
a progressao da DC. Dessa forma, destacamos 0s principais pontos dessa
interacdo e como adicional, consta, na Tabela 1, alguns dos principais
componentes e suas funcoes.

A imunidade inata fornece a primeira linha de defesa por detec¢cao do
tipo de agente infeccioso através do teste padrdo de reconhecimento de
receptores, incluindo receptores toll-like (TLRs). Estes receptores reconhecem
multiplos testes padrbes microbianos e s&o importantes para iniciar eventos
necessarios para ativar o sistema imune adaptativo. Foi observado que a
estimulacdo da maioria de TLRs conduz a diferenciacdo de Thl ou Th2, com
prevaléncia de Thl na doenca de Chagas (78).

Como prova da importancia desses receptores na defesa do hospedeiro
contra T. cruzi, temos achados na literatura que camundongos deficientes de
moléculas adaptadoras TLR e IL-1R MyD88 tiveram producado enfraquecida de
citocinas inflamatérias, junto com a parasitemia e a mortalidade aumentadas
(79). Outro papel importante da imunidade inata na doenca de chagas seria a
ativacdo de componentes como células NK (80,81) e macrofagos (82), bem
como uma ativacdo policlonal de células T (83,84). A ativacdao de NFkB, a
fosforilagdo das MAPKSs, e a inducdo de genes codificadores de moléculas pro-
inflamatodrias sdo marcas registradas desta ativacao, tanto em eventos iniciais
guanto na fase cronica da infeccao por T. cruzi (85-92).

Aléem de células da imunidade inata cardiomiocitos sdo integradas

ativamente na resposta inflamatoria durante a infeccéo por T. cruzi liberando NO,
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citocinas e quimiocinas, que por sua vez, puderam atrair leucocito ao local
inflamatorio e controlar a replicacéo intracelular do parasita. Foi mostrado que o
tecido do cardiaco expressa citocinas como IL-6, IL-1B8, TNF-a, e INOS e mRNA
e citocinas pro-inflamatorias (93).

Os mecanismos exatos que estdo envolvidos na ativacdo destas vias
pré-inflamatérias ainda ndo estdo completamente elucidados, porém, algumas
moléculas do parasito sdo associadas com esta inducdo. Entre as principais
estdo as ancoras-GPI (glicosilfosfaditilinositol) livres, glicoproteinas e mucinas
relacionadas a GPI, e trans-sialidades (TS) (94,95). Ja foi demonstrado que a
capacidade das ancoras-GPI de ativarem macréfagos é muito potente, sendo
capaz de induzir grandes quantidades de TNF-a e IL-12 e de Oxido Nitrico (96).
O DNA do T.cruzi também é capaz de induzir resposta inflamatoria, estimulando
macréfagos e células dendriticas a produzir IL-12 (97). As células T
compreendem a grande maioria das células no infiltrado inflamatério de
pacientes chagasicos sdo provaveis que as células T sdo as principais
controladoras da reatividade imune nesta doencga (98).

No que diz respeito a ativacdo de célula T paciente chagéasico crénica,
mostrou-se que individuos com a forma indeterminada ou severa da doenca de
Chagas indiguem uma alta frequéncia de circulacdo de células T CD4+ e CD8+
com auséncia de molécula CD28 de superficie (99). As células T ativadas,
particularmente a subpopulacao de célula T CD8+, foram também encontradas
no infiltrado inflamatério das les6es (98). CARDONI et al.,(1999) avaliaram a
cinética das células NK e a producéo de IL-12 e IFN-y pelas células do bago de
camundongos, infectados experimentalmente com cepas de T.cruzi (100).
Afirmaram que o efeito central do IFN-y in vivo seria a geracdo do 6xido nitrico,
gue participa da destruicdo intracelular dos parasitas. Observaram que durante
toda a fase aguda houve um aumento na producéo IL-12 e IFN-y pelas células
esplénicas, devido ao aumento da atividade das células NK (100). Concluiram
gue a resposta global na fase aguda foi, predominantemente, do tipo Thl nas
diferentes cepas de camundongos e que os fatores que controlam essa resposta
protetora sdo de importancia primaria para determinar a resisténcia a infeccéo
ou o dano tissular (100). Assim como MANTOVANI, 2004 chegaram as mesmas
conclusdes que o perfil Thl representado principalmente pelas citocinas

inflamatorias IFN-y e TNF-qa, ativam macréfagos (101), assim como o proprio
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parasito pode ativar resultando em um padrdo caracterizado pela producao
elevada de agentes antimicrobicidas como o 6xido nitrico (NO) e as espécies
reativas do oxigénio. Assim, parece claro que a ativacdo classica dos
macrofagos por citocinas pro-inflamatérias exercem um papel fundamental no
controle da parasitemia e mortalidade na fase aguda da infeccéo por T. cruzi
(102-104).

Usando um painel de anticorpos monoclonais e policlonais, REIS et al.,
(1993), caracterizaram imunohistoquimicamente as células inflamatdrias em
coragles de pacientes com cardiopatia chagasica crénica; demonstraram que o
tipo de célula dominante nas lesdes inflamatérias era linfécito T CD8 muitos dos
quais expressavam granzyme A, as células B e macrofagos (98). Granzyme A
€ um mediador soluvel presente nos lisossomos dos linfocitos T citotdxicos e
penetram nos poros da membrana das células, degradando substancias no
interior dessas e ativando o processo de apoptose. Encontraram ainda poucos
macrofagos que expressavam TNF-a e poucas células NK e linfécitos B nas
lesbes. Concluiram que a demonstracéo de linfécitos granzyme A* nas lesdes
cardiacas dos chagasicos cardiopatas gerava fortes evidéncias para o
envolvimento de eventos citotéxicos na destruicdo dos tecidos miocardicos,
enfatizando a grande participacdo das células T CD8* na doenca de Chagas
humana (98).

Foi sugerido que individuo com doenca na forma severa tenha uma
tendéncia a produzir mais IFN-y comparado com os pacientes indeterminados
sob estimulacdo com antigenos do parasita (105) e que clones de células T
derivadas dos coracbes de pacientes cardiacos produza predominante IFN-y
(106). Uma correlagdo entre niveis de TNF-a e a ocorréncia das formas graves
da doenca tem sido também estabelecida (107). Logo apdés este controle inicial
da parasitemia e do parasitismo tecidual, a miocardite, bem como a ativacao
policlonal de linfocitos, sdo atenuados durante a fase cronica da doenca.
Mecanismos imunoreguladores entram em cena, controlando atividade do
sistema imune, fator necessario para prevencado dos aspectos deletérios da
estimulacdo imunoldgica excessiva (HUNTER et al., 2007). A diminuigdo da
proliferacdo das células T esta correlacionada com ativagdo de macrofagos,

producdo de NO e producéo ineficiente de IL-12 (108).
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Neste periodo de imunoregulacdo as prostaglandinas e o 6xido nitrico
parecem ter um importante papel, uma vez que a interferéncia em seus niveis,
diminuindo-os, esta correlacionada com a restauracdo da resposta proliferativa
dos linfécitos contra antigenos parasitarios e uma aumentada producdo de
moléculas pré-inflamatdrias (109). Outro importante aspecto imunoregulador na
resposta anti-T.cruzi é a inducao de apoptose de células B e T (110-113).

Citocinas imunoregulatorias, como TGF-8, IL-4 e IL-10, também tém
importante papel no controle da resposta imune durante a infeccdo com T. cruzi
e modelos experimentais reforcam a importancia destas citocinas. Por exemplo,
camundongos deficientes de IL-10 exibem uma forte resposta inflamatoria e
embora controlem bem o0 parasitismo, sucumbem perante uma resposta
inflamatdria exacerbada (114). A deplecéo de IL-12 tem um efeito retardante na
morte destes animais (114), reforcando o papel deletério da resposta inflamatéria
exagerada. No caso da IL-4, animais que séo deficientes nesta citocina mostram
uma clara polarizacédo Thl, cursando desta forma com um parasitismo reduzido
e com intensa miocardite, porém, a IL-4 demonstra ter um papel menor na
regulacéo da resposta imune na doenca de Chagas (115,116). Outro aspecto
importante no que diz respeito as citocinas que imunoregulam a resposta anti-
T.cruzi é a demonstracdo de que mRNA de IL-4 e IL-10 ja sdo observados 15
dias apés a infecgdo, sugerindo sua participacdo desde os eventos iniciais da
doenca (117).

Um importante aspecto a ser considerado neste cenario de
imunoregulacdo da resposta imune na doenca de Chagas é a possibilidade de
utilizacdo destas vias, por parte do parasito, a fim de escapar dos mecanismos
imunes efetores, promovendo assim sua sobrevivéncia e estabelecimento de
uma infeccao crénica (117). De fato, os efeitos, principalmente de IL-10 e TGF-
B tem repercussdes diretas na capacidade microbicida dos macréfagos
(118,119). Outro aspecto importante que pode estar relacionado com esta
imunoregulacdo é a participacdo das células T reguladoras, especialmente as
ditas “naturais”, que tem um fendtipo CD4+CD25+, na doenga de Chagas;
embora os estudos relacionados a esta populacao celular estejam cada vez mais
comuns, sua participagdo exata na doenca de Chagas ainda necessita ser
determinada (117).
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Este periodo de dita “laténcia” da infeccdo pode perdurar por toda a vida
do hospedeiro. Porém, em uma parcela dos individuos este equilibrio é quebrado
e as manifestacdes clinicas da doenca se manifestam. A exata relacdo parasito-
hospedeiro envolvida neste desequilibrio ainda € muito controversa, com as
teorias fundamentadas principalmente em trés hipéteses: a patologia sendo
derivada da presenca continua do parasito no individuo; a patologia sendo
gerada a partir da inducdo de resposta autoimune exacerbada; e ultimamente,
uma tentativa de conciliacdo destas duas teorias, onde a interagdo dos genomas
do parasito e do hospedeiro tem um papel crucial.

As primeiras teorias acerca da patogénese da doenca de Chagas vieram
a partir da identificacéo direta do parasito nos tecidos. Desta forma, a patologia
seria devido a uma ruptura da célula parasitada e liberacdo dos antigenos do
parasito, afetando o tecido e direcionando uma inflamag&o cronica. Contudo,
esta teoria esbarrava na auséncia de demonstracédo de parasitos nos tecidos de
cerca de 80% dos individuos jA com a patologia desenvolvida (120). Esta
dificuldade foi resolvida com o advento de testes imunolbgicos e, em especial
moleculares, que demonstraram a presenca de kDNA de Trypanosoma cruzi nos
tecidos de individuos chagasicos (121,122). No entanto, somente a detec¢ao de
DNA nuclear, ou seja, nDNA é indicativo de uma infeccdo ativa com T.cruzi
(123,124). De fato, as manifestacdes cronicas da doenca de Chagas nao estao
relacionadas com severa parasitemia, pelo contrario, esta é praticamente
ausente na fase crénica da doenca (120).

Nas ultimas 3 décadas a autoimunidade tem sido considerada um
importante aspecto na patogenia da doenca de Chagas, recebendo atencao e
suporte substanciais (125,126). O aspecto chave da destruicdo de células livres
de parasitos, por células do inflamatério mononuclear passou a ser explorado,
avaliando-se in vivo e in vitro. Dados experimentais tém demonstrado que a
autoimunidade € um importante componente da patogénese da Doenca de
Chagas. Sendo assim os fendmenos autoimunes relacionados seriam: | a
presenca dos anticorpos e de células autoreativas (127); Il mimetismo molecular
entre os componentes do hospedeiro e do parasita (128); Ill a observacdo de
que células mononucleares de pacientes chagasicos podem responder a
antigenos autoélogos in vitro (129,130) e IV a ocorréncia de populacdes de células

circulando relacionadas a auto-imunidade, tal como células B CD5+, nos
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pacientes chagéasicos (131). E atualmente aceito que resposta antiparasitas e
autoreativas ndo sdo mutuamente exclusivas na doenca de Chagas e que as
combinacdes destes tipos de resposta imune podem estar envolvidas no
estabelecimento da patologia (131). H4 uma evidéncia demonstrando que alem
da auto-imunidade fatores genéticos do parasita e hospedeiro também podem
influenciar o resultado da infeccdo (132).

GIRONES e FRESNO, 2003 postularam que essa persisténcia do
Trypanosoma cruzi, junto com a resposta imune especifico induzida por
antigenos miocéardicos multiplos pode causar danos cardiacos (125). Estes
mesmos autores encontraram que a auto-reatividade encontrada na fase cronica
da infeccdo por Trypanosoma cruzi esta ligada a parasitemia; os anticorpos e
células T reativas contra o auto-antigeno (125). Que mostrou ser
significativamente mais baixa em ratos C57BL/6 do que nos ratos BALB/c. A este
respeito, a eliminagéo do parasita na fase aguda poderia revogar potencialmente
a inducado da auto-imunidade (132).

Para MORRIS, 1990 estd claro que a destruicdo do tecido que é
caracteristica das formas clinicas mais severas da doenca de Chagas €é causada
por uma reacdo inflamatdria progressiva multifocal (133). Dessa forma, foi
proposto que a miosite e linfécitos T que se infiltram no tecido do coracédo sao
envolvidos no dano cardiaco (89,134). Chagasicos com doenca cardiaca
evidente produziram altos niveis de IFN-y, mas diminuida producéo de IL-4 apés
estimulacao in vitro, sugerindo que dano do coracdo poderia ser resultado das
citocinas inflamatdrias. A persisténcia da inflamacéo pode ser relacionada a
citocinas produzidos pelas células T CD4+ especificas. DUTRA et al. (2005)
sugerem uma provavel combinacao de composicao genética do hospedeiro e do
parasita, além do que o sistema imune do hospedeiro e o ambiente, contribuem
para a determinacao do resultado clinico da doenca (131).

Atualmente quatro mecanismos principais sédo definidos como
responsaveis pelo desenvolvimento das formas clinicas da Doenca de Chagas,
sendo eles: Agressdo dependente do parasito, alteracdes do sistema nervoso
autbnomo, agressao imunomediada com processos inflamatorios nos tecidos e

aparente auséncia de parasitos e alteragdes microvasculares (135).
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Tabela 2 - Principais componentes imunolédgicos participantes da relacdo T.

cruzi-hospedeiro vertebrado e suas funcoées.

Componentes
imunolégicos
TLR2/TLR6

Funcéo Referéncias

Reconhecimento do parasito via GPIs (79,87,136,137)

TLR4

TLR9

Nod1l

IL-6

TNF-a

IL-12

IFN-y

IL-5
IL-4

IL-10

TGF-8

IL-17

CCR5

CXCL9 e CXCL10

Reconhecimento de proteina Tc52
Resposta imune inata com producéo de IL-12 e NO
Maturagéo de células dendriticas
Resisténcia a infec¢éo
Perfil Th1 e suposto papel imunoregulador
Reconhecimento de GILPs
Fungao ainda controversa
Reconhecimento de genoma do protozoario
Controle de parasitemia
Producéo de IL-12, IFN-y, TNF-a, IL-6 e NO
Resisténcia a infecgéo
Perfil Th1
Controle de parasitemia e mortalidade
Resisténcia a infec¢éo
Fase aguda: Resisténcia a infecgao
Fase crbnica (excesso): formas sintométicas da doenca
de Chagas
Fase inicial da doenga/aguda:
Indugdo de ROS
Resisténcia a infec¢do
Fase cronica (excesso): formas sintométicas da doenca
de Chagas
Producéo em excesso leva ao dano tecidual
Fase aguda: Mediador da producao de IFN-y e NO
Ativacéo de células NK e Inducéo de perfil Thl
Fase cronica (excesso): formas sintomaticas da doenca
de Chagas
Producé@o em excesso leva ao dano tecidual
Fase inicial da doenga/aguda: Ativagcdo de macrofagos
Inducgédo de iNOS e ROS
Inibicdo de replicagdo do parasito em macréfagos
Resisténcia a infec¢éo
Fase cronica (excesso): formas sintomaticas da doenca
de Chagas
Producédo em excesso leva ao dano tecidual
Fase cronica: forma assintomatica da doenga de Chagas

Fase aguda: Susceptibilidade a infecgao
Fase crbnica: forma assintomética da doenga de Chagas
Fase aguda: Favorecimento da infecgao e persisténcia do
parasito
Fase cronica: forma assintomatica da doenca de Chagas
Regulacéo de processo de invaséo do parasito
Inducéo de fibrose cardiaca
Papel controverso
Fase aguda: resisténcia a infecgdo
Fase crbnica: forma assintomatica da doenga de Chagas
Receptor para CL2, CCL3, CCL4 e CCL5
Controle da fase aguda
Dano tecidual: miocardite
Papel dual
Controle de carga parasitaria na fase aguda
Miocardite na fase crdnica
Papel controverso

(136)

(136,137)

(136)

(87,138,139)

(87,137-139)

(87,136-139)

(87,136-139)

(87)
(87,138)

(87,138,139)

87)

(87,139)

(93,138,140)

(93,138,140)

NO Citotoxicidade ao protozoario (87,138)
Inibicdo de replicagdo do parasito
Excesso leva a dano tecidual
ROS Citotoxicidade ao protozoario (87,138)

Inibicdo de replicacédo do parasito
Excesso leva a dano tecidual

Fonte: Autoria prépria.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

E clara a importancia de todas as formas parasitarias do T. cruzi.
Entretanto, a sua forma tripomastigota sanguinea, e a forma multiplicativa,
amastigota, sédo imprescindiveis para o sucesso da infeccdo. Nesse ambito, as
cascatas de sinalizacao intracelular, bem como moléculas do préprio parasito e
da célula hospedeira, sdo pecas essenciais para maiores entendimentos e
estudos sobre a doenca de Chagas.

Quando se trata da resposta imune acerca da doenca de Chagas,
espera-se que a imunidade inata forneca a primeira defesa, contando com
receptores, ativagdo de células NK, células T e inducdo de diversas moléculas
pré-inflamatérias a fim de efetivar um controle inicial da parasitemia. Logo apds
a fase inicial, os mecanismos imunorreguladores marcam a fase crbnica da
doenca, considerando a producdo e ativacdo de NO, IL-12, regulacdo de
prostaglandinas e demais citocinas pro-inflamatdrias para atuar uma resposta
imune eficiente, no entanto, sabe-se que a resposta inflamatéria pode ser
exacerbada, prejudicando os individuos infectados.

Em suma, sabe-se a necessidade de producao cientifica a respeito do
tema tratado, ndo sé para adquirir novos conhecimentos sobre o T. cruzi, sua
infeccdo e o perfil de resposta imunolégica associada, bem como para melhoria
de entendimento para os profissionais da saude que lidam diariamente sobre o

tema.
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RESUMO

A toxoplasmose afeta cerca de um terco da popuacdo mundial e é causada pelo
parasito intracelular obrigatério Toxoplasma gondii. O parasita apresenta trés
principais cepas que diferem em viruléncia pela acdo de proteinas secretadas
durante o processo de invasdo da célula hospedeira pelo complexo apical
(composto por um conoide, organelas compostas por micronemas, roptrias,
anéis polares e conjuntos de microtubulos). Os mecanismos envolvidos na
invasdo de células do sistema nervoso central do hospedeiro envolvem o
cruzamento paracelular, transcelular e o mecanismo conhecido como “Cavalo
de Tréia’, onde ha infeccdo de células imunes. Ao atravessar as barreiras
hematoencefalica e sangue-liquido cefalorraquidiano o T. gondii provoca no
hospedeiro um quadro clinico de meningoencefalite, ao infectar as meninges, ou
encefalite, ao infectar o parénquima cerebral. Em individuos
imunocomprometidos, a auséncia de tratamento pode levar a complicagdes do
quadro clinico e a morte do paciente. Neste capitulo abordaremos a intima
relacédo do T. gondii com o sistema imune humano e as complica¢des da infeccao
do sistema nervoso central.

Palavras-chave: Neuroparasitose, sistema imune, Toxoplasma gondii,
esquizofrenia.
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1. TOXOPLASMA GONDII

1.1. Historico e ciclo de vida

Em 1908, Nicolle e Manceaux descobriram um parasito com forma de um
arco (Grego: toxon) moldado (Grego: plasma) em um roedor (Ctenodactylus
gundi) do Norte da Africa. De forma independente, Splendore em 1908
descreveu o mesmo parasito em coelhos (1). Toxoplasma gondii € um parasito
intracelular obrigatério pertencente ao filo Apicomplexa e causador da doenca
denominada toxoplasmose, que acomete mais de um terco da populacdo
mundial. A doenca € considerada grave e de carater oportunista, sendo de
principalmente relevante em individuos imunocomprometidos (2).

O ciclo de vida desse parasito pode ser divido em duas fases principais,
(1) ciclo sexuado, tendo os felinos como hospedeiros definitivos e o (2) ciclo
assexuado com qualquer animal homeotérmico como hospedeiro intermediario,
incluindo seres humanos (Fig. 1). Felinos tornam-se hospedeiros definitivos ao
ingerirem alimentos ou agua contaminados por oocistos do parasito ou carne
crua contaminada com bradizoitos, que se multiplicam de forma sexuada no
intestino desses animais, iniciando a infeccdo. A infeccdo €, na maioria dos
casos, assintomatica, e apés 7 a 15 dias oocistos imaturos contendo
esporozoitos sao eliminados nas fezes, passando por maturacdo no ambiente
externo para tornarem-se esporulados. Seres humanos e outros animais tornam-
se hospedeiros intermediarios do parasito por transmissao vertical (placentaria)
ou horizontal, ao ingerirem agua ou alimentos contaminados por estes oocistos
esporulados ou carne crua contendo bradizoitos. Essas formas invadem a
mucosa do sistema gastrointestinal e diferenciam-se em taquizoitos, estes se
reproduzem de forma assexuada no interior das células dentro de uma estrutura
denominada vacuolo parasitario.

O transporte de taquizoitos para outros érgdos e tecidos como cérebro,
retina, musculos esqueléticos, coracdo e testiculos, é realizado pela corrente
sanguinea e sistema linfatico. A infecgéo desses sitios leva a lesdes teciduais e
lise das células infectadas devido a alta taxa de multiplicacdo do parasita. O

quadro clinico de sintomas mimetiza uma leve gripe (mal-estar geral, febre) e
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inchacgo dos linfonodos, caracteristicas da fase aguda da doenca. Na presenca
de uma intensa resposta imune celular em um hospedeiro imunocompetente, 0s
taquizoitos tém sua multiplicacdo diminuida e se transformam em bradizoitos
dentro dos vacuolos parasitarios dos tecidos que se encontram, forma dormente

intracelular da infeccao e caracteristica da fase crénica da doenca (1-4).

Figura 1 - Ciclo de vida do Toxoplasma gondii e as diferentes formas entre os

hospedeiros

Hospedeiros intermediédrios:

mamiferos e aves

Hospedeiros
definitivos:felinos

W@ - . /8

78 oocisto
. imaturo

oocisto esporulado

734 (Ambiente externo] 28

O hospedeiro definitivo (felinos) pode contaminar-se com bradizoitos de T. gondii
através do consumo de carne de animais contaminados (1) ou com oocistos
esporulados através de agua e alimentos contaminados (4), em seus enterécitos ocorre
a reprodugdo sexuada com macro e microgametas, liberando nas fezes os oocistos
imaturos que sofrem maturacdo no ambiente externo (2). Os hospedeiros definitivos
(mamiferos e aves) podem contaminar-se com 0s oocistos esporulados através de agua
e alimentos contaminados (3) e em seus enterdcitos 0os esporozoitos reproduzem-se de
forma assexuada dando origem aos taquizoitos, que atingem diversos érgaos através
de células fagocitigas, transformando-se na forma latente de cistos com bradizoitos;
esses cistos podem romper e a forma circulante de taquizoito voltar a causar o quadro
infeccioso nesses hospedeiros (5).

Fonte: Autoria prépria, criado com BioRender.com.
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1.2. Formas

O T. gondii € um parasito esporozoéario morfologicamente muito préximo
dos coccidios e plasmaédios. Isso se deve a presenca do complexo apical, que
permite a invasdo das células de seu hospedeiro. Sua estrutura possui uma
extremidade mais atenuada que a outra, medindo de 4 a 8 um de comprimento
por 2 a4 uym de largura, nucleo central ou mais proximo da extremidade posterior
com forma esférica, oval ou alongada com a cromatina dispersa em rede. Em
sua superficie existem antigenos especificos que somente sdo encontrados em
cada etapa do processo de reproducdo (SAG1l encontrado em taquizoitos e
SAG3 encontrado durante a aderéncia e penetracdo da célula hospedeira). O
complexo apical possui estruturas secretoras que auxiliam no processo de
invasdo celular por endocitose, como réptrias e micronemas, que juntamente
com o esforco do parasito fazem com que este seja fagocitado por células do
sistema imune do hospedeiro, principalmente mononucleares.

Quando um felideo consome carne vinda de um animal com
toxoplasmose a forma evolutiva ingerida normalmente € a de cistos com
bradizoitos. A membrana do cisto se dissolve no trato gastrointestinal do animal
e no intestino delgado os bradizoitos penetram nos enterdcitos, realizando o
processo de reproducdo assexuada esquizdntica, que pode perdurar por Varios
ciclos. Alguns esquizontes formados diferenciam-se em gamontes, produzindo
micro e macro-gametas, que se unem na formacdo de um zigoto e realizam o
ciclo sexuado chamado de gametogodnico. Os oocistos formados saem nas fezes
antes de completarem seu desenvolvimento, que sé termina no ambiente
externo de 2 a 5 dias ap0s a evacuacao. A presenca de oxigénio permite com
que se forme dentro dos oocistos dois esporocistos, cada um com quatro
esporozoitos dentro e uma massa de citoplasma residual. O oocisto maduro e
infectante entra em contato com os hospedeiros intermediarios (homem e outros
animais homeotérmicos) através da ingestédo de alimentos e agua contaminados
(Fig. 1).

A membrana externa do parasito é destruida no trato gastrointestinal, os
esporozoitos penetram os enterécitos e se reproduzem de forma assexuada,

processo denominado endogenia, durante varios ciclos e dentro de uma
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estrutura intracelular chamada de vacuolo parasitario até o rompimento da célula
devido a alta carga parasitaria, formando assim os taquizoitos. Essas formas sao
consideradas circulantes e podem atingir outros Orgdos do hospedeiro
(principalmente o sistema nervoso central) através da acdo das células imunes
fagocitarias mononucleares e nos tecidos, influenciados por uma intensa
resposta imune celular, transformam-se em bradizoitos que ficam circundados
por um resistente cisto tecidual, que pode sobreviver durante anos. Em um
cenario de baixa atividade da resposta imune, esses bradizoitos podem voltar a
forma de taquizoitos circulantes e reativar a infeccao no hospedeiro (2-5).

O grande sucesso de sobrevida e taxa de infeccdo desse parasito deve-
se ao fato da habilidade de transicdo da forma de taquizoito para um cisto
tecidual composto por bradizoitos. O sucesso do controle da infec¢do através da
resposta imune celular é comprovado por apenas 30% dos individuos infectados

apresentarem um quadro clinico sintomatico da toxoplasmose (7).

1.3. Cepas e mecanismos de viruléncia

Uma vez que a toxoplasmose € uma zoonose capaz de infectar diferentes
hospedeiros homeotérmicos intermediarios, o surgimento de diferentes cepas do
parasito € esperado (6). No ano de 2016, 62 cepas de T. gondii ja haviam sido
sequenciadas e analisadas, os diferentes genomas podem sugerir diferentes
ancestralidades, que podem influenciar na transmissdo do parasito, na
predilecdo pelo hospedeiro e na patogenicidade da infeccdo. Ao comparar 0s
diferentes genomas descobertos, descobriu-se que o parasito é capaz de
produzir diferentes conjuntos de substancias que sdo secretadas durante o
processo de invasao celular, o que pode influenciar diretamente na escolha do
hospedeiro, no sucesso da infecgéo e na prevaléncia da doenca (8).

Estudos estruturais populacionais revelaram que dependendo da regido
e do pais uma linhagem principal de T. gondii prevalece sobre as outras.
Habitantes da Europa Ocidental e América do Norte séo infectados,
principalmente, por cepas do tipo Il. As cepas do tipo | e Ill sdo mais raras, mas
estudos também evidenciam a capacidade das mesmas de serem infectantes e
poderem causar toxoplasmose em humanos (1,9). Pesquisas moleculares e

genéticas em milhares de cepas de T. gondii ao redor do mundo evidenciaram
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que o gendtipo que prevalece nas infecgdes na América do Sul € mais diverso
enquanto o que prevalece na América do Norte (tipo Il) é derivado de uma
linhagem clonal. Estudos experimentais com camundongos evidenciaram que as
cepas presentes na América do Sul sdo mais virulentas, indicando uma forte
relacdo do gendtipo do parasito com o grau de viruléncia causado pelo mesmo
no hospedeiro (6).

Ensaios experimentais in vivo com camundongos, que se iniciaram ha
mais de duas décadas, mostram que combinando-se o genoma de T. gondii e
as bases moleculares das substancias secretadas que permitem a invasao de
células do hospedeiro tem-se, em parte, uma nocédo do grau de viruléncia da
infeccdo. As linhagens mais comuns do parasita que causam infeccéo ao redor
do mundo séo as cepas |, Il e lll. Testes laboratoriais confirmam que a cepa |
induz infeccdo aguda intensa em camundongos, enquanto a cepa Il infeccéo
intermediéria, que responde bem a acdo do sistema imune inato. Ja a cepa lll se
mostrou nédo virulenta para os roedores analisados (10).

O principal mecanismo de viruléncia que diferencia as trés principais
cepas de T. gondii parece ser o papel das proteinas secretadas durante o
processo de invasédo da célula hospedeira pelo complexo apical. Esse complexo
€ composto, principalmente, por um conoide, organelas compostas por
micronemas, réptrias, anéis polares e conjuntos de microtibulos. O parasito é
capaz de secretar um amplo espectro de proteinas que auxiliam no processo de
invasdo e de regulacdo da expressao génica intracelular na producdo de novas
proteinas, incluindo novas roptrias, que participam da formacdo do vacuolo
parasitario dentro do citoplasma das células invadidas, auxiliando na criacdo de
um ambiente seguro para a multiplicacdo assexuada do parasita e sua
disseminacao para outros 6rgaos do hospedeiro.

O tipo de roptria expressada por T. gondii pode indicar o grau de viruléncia
gue 0 mesmo apresenta para o hospedeiro, ja que esta interage diretamente com
0 sistema imune inato durante o estabelecimento de uma resposta imune inicial.
A presenca ativa ou inativa da roptria 5 (ROP5) nas cepas | e Il, respectivamente,
desempenha um importante papel para determinar o nivel de viruléncia que as
duas cepas possuem. Além disso, a presenca da roptria 18 (ROP18) nas
linhagens | e Il é de extrema importancia, ja que esta possui uma importante

funcdo de fosforilacdo das GTPases relacionadas a imunidade, bloqueando o
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seu recrutamento e a prevencao da eliminacdo de macrofagos de parasitas

intracelulares como o T. gondii (11).

2. INFECQAO DO SISTEMA NERVOSO CENTRAL
2.1. Mecanismos de invasao

Diversos patdgenos possuem a capacidade de se infiltrar em varios
orgaos e tecidos do corpo humano, incluindo o sistema nervoso central, desde
patbgenos unicelulares, como protozoarios e bactérias, até patdgenos
pluricelulares como helmintos. Estes podem atravessar as jungdes celulares que
formam as barreiras hematoencefalica e sangue-liquido cefalorraquidiano?!
através do transporte eficiente realizado pelos vasos sanguineos ou linfaticos,
desde o sitio inicial da infec¢do, que normalmente sdo os sistemas respiratério
e digestivo, até atingirem o tecido cerebral e medular. Para o sucesso de invaséao
desses tecidos, esses patdégenos possuem a capacidade de evasao do sistema
imune inato e adaptativo do hospedeiro tanto do sangue periférico quanto do
sistema nervoso central (3).

Como mencionado nas sec¢bBes anteriores, ap6s o0 hospedeiro
intermediario ingerir os oocistos de T. gondii através de agua e alimento
contaminados, sua membrana externa € destruida pelas enzimas digestivas e os
esporozoitos sdo liberados no intestino. Por se tratar de um protozoario
intracelular obrigatério, esse parasita necessita invadir os enterdcitos para iniciar
seu ciclo reprodutivo e, consequentemente, realizar um eficiente processo de
evasao do sistema imune local. A semelhanca entre o processo de invasao da
barreira celular intestinal com a invasdo da barreira hematoencefélica pode
explicar o sucesso da infec¢ao cerebral causada por T. gondii (13).

Protozoarios do filo Apicomplexa possuem mecanismos proprios para a
invasdo do sistema nervoso central. No caso especifico do T. gondii, trés

mecanismos principais foram propostos para explicar a invasdo do sistema

1 Barreira hematoencefalica e sangue-liquido cefalorraquidiano sao termos utilizados para
descrever as propriedades Unicas que compdem a microvasculatura do SNC, separando-o da
corrente sanguinea sistémica. Os vasos desse tecido sdo ndo fenestrados e continuos,
compostos por células epiteliais com juncBes oclusivas e caracteristicas Unicas em relagéo as
células epiteliais de outros tecidos, que regulam a permeabilidade de moléculas, ions, nutrientes
e metabdlitos entre 0 SNC e o sangue [12].
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nervoso central do hospedeiro: (1) cruzamento paracelular, (2) cruzamento
transcelular e o (3) mecanismo conhecido como “Cavalo de Tréia” ou infecgéo
de células imunes (3,14).

O mecanismo de cruzamento paracelular (1) deve-se a maquinaria bem
desenvolvida do complexo apical desse parasita, em que o conjunto actina-
miosina promove um movimento denominado “motilidade de deslizamento”, que
permite atravessar as juncdes celulares que compdem as barreiras que
protegem o sistema nervoso central. O mecanismo de cruzamento transcelular
(2) envolve a habilidade de invasado celular pelos trofozoitos e formacao do
vacuolo parasitario para replicacdo assexuada, isolando os parasitas das
enzimas lisossomais intracelulares. O aumento da carga parasitaria intracelular
provoca a lise celular e consequente invasédo do sistema nervoso central uma
vez que a lise ocorre no lado basolateral das células que comp&em a barreira
hematoencefalica. O mecanismo conhecido como “Cavalo de Troia” ou infecgao
das células imunes (3) consiste no transporte dos trofozoitos da corrente
sanguinea para o0 sistema nervoso central através da infeccdo de células
fagocitarias do sistema imune, como mondcitos e células dendriticas, que
carregam o0s parasitas até serem lisadas pelo aumento de carga parasitaria,
liberando os trofozoitos que infectam neurénios. Além disso, o parasita possui a
habilidade de romper as juncdes intercelulares endoteliais e migrar entre as
células do tecido apos a saida dos leucécitos infectados (3,14,15).

O grande sucesso de invasao de qualquer célula nucleada do hospedeiro,
incluindo neurbnios, da-se pela maquinaria que forma o complexo apical,
principalmente a presenca das proteinas actina e miosina e acdo de invasédo
proteolitica das proteinas produzidas pelas roptrias e micronemas. ApéOs
atravessarem as barreiras que protegem o sistema nervoso central, 0s
taquizoitos penetram nos neurbnios e depois de um numero limitado de
replicagbes ainda desconhecidas, transformam-se em bradizoitos, que podem
persistir em um estado dormente e de baixa replicacéo a vida toda do hospedeiro
(1,15,16). Aléem do complexo apical desenvolvido, a cepa de T. gondii envolvida
na infeccdo pode explicar a presenca de bradizoitos no sistema nervoso central,
ja que o parasita ndo possui nenhuma predilecdo confirmada por esse 6rgéo.

Cepas do tipo Il com presenca do gene que codifica a proteina ROP18 parecem
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ser mais virulentas e sugerem um tropismo maior com o sistema nervoso central

em comparacao com outras cepas sem a presenca da ROP18 (1,3).

2.2. Danos ao sistema nervoso central

Ao atravessar as barreiras hematoencefalica e sangue-liquido
cefalorraquidiano por meio de um dos mecanismos de invasao, o T. gondii
provoca no hospedeiro um quadro clinico de meningoencefalite, ao infectar as
meninges, ou encefalite, ao infectar o parénquima cerebral. Em individuos
imunocomprometidos, a auséncia de tratamento pode levar a complicacdes do
quadro clinico e a morte do paciente (1). Nas primeiras 24 horas de infeccao e
replicacdo dos taquizoitos no interior de neurénios, células da glia e astrocitos,
o sistema imune do hospedeiro inicia uma série de mecanismos que induzem
uma resposta imune efetiva, que pode gerar, como consequéncia, febre e dores
de cabeca (17). Em pacientes com sindrome da deficiéncia imune adquirida
(AIDS) ou em tratamento quimioterdpico, por exemplo, os sintomas podem
evoluir para confusdo mental, problemas de coordenacédo motora e deficiéncias
respiratorias e visuais (18).

Os maiores danos associados a toxoplasmose cerebral, considerada uma
doenca oportunista, estao relacionados a hospedeiros imunocomprometidos. Em
pacientes soropositivos para HIV, a baixa contagem de células T CD4+ (menor
que 200 células/mm?3) faz com que bradizoitos voltem a forma de taquizoitos,
gque com a baixa resposta imune ndo possuem a replicacdo controlada,
destruindo mais rapidamente os neurénios causando necrose tecidual, o que na
auséncia de tratamento adequado pode levar a morte. Mais raramente, em
individuos com AIDS, pode-se observar infeccdo e inflamacédo do tecido da
medula espinhal. Outro quadro clinico importante observado em pacientes com
AIDS com toxoplasmose aguda é desencadeado pelo inicio da terapia viral,
responsavel por aumentar o numero de células T CD4+ circulantes, que passam
a reconhecer o antigeno do T. gondii no tecido cerebral e produzirem uma
resposta imune exacerbada com a producdo em larga escala de citocinas,
levando a novos sintomas da toxoplasmose cerebral (1).

Além do sistema nervoso central, os taquizoitos infectam de forma

semelhante a retina do hospedeiro, causando um quadro agudo de
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retinocoroidite, que sem tratamento pode levar a cegueira irreversivel. A
passagem de infeccdo aguda para cronica € caracterizada pelo encistamento
tecidual dos taquizoitos que se transformam em bradizoitos e a presenca desses
cistos no parénquima cerebral e retina levam a danos irreversiveis teciduais para

o hospedeiro (1).

2.3. Doencas do sistema nervoso desencadeadas pela infecgcéao

Pesquisas recentes em seres humanos com toxoplasmose cerebral
indicam uma correlacdo com a manifestacdo de transtornos psiquiatricos,
principalmente esquizofrenia, transtorno bipolar e depresséo. Estudos de caso-
controle com pacientes portadores de esquizofrenia e depressao mostraram uma
alta prevaléncia dos mesmos serem soropositivos para toxoplasmose, além de
relatos de casos em que o tratamento farmacoldgico para depressao funcionar
somente apos o tratamento para o quadro infeccioso de toxoplasmose (1,19,20).

A esquizofrenia € um grave transtorno psiquiatrico que acomete 1% da
populacdo mundial. Os primeiros sintomas, sendo 0 mais prevalente a psicose,
aparecem no inicio da vida adulta e podem persistir a vida toda do paciente. Até
hoje, nenhum evento Unico foi comprovadamente relacionado como causador da
manifestagdo esquizofrénica, mas sim uma associagdo de eventos, como:
predisposicao genética, disturbios durante o neurodesenvolvimento e fatores
ambientais, como a infec¢cdo cerebral por T. gondii. A evidéncia que mais
comprova esse fato € que a infec¢do por esse parasita é capaz de modular a
producdo de neurotransmissores importantes, como GABA, dopamina,
glutamato e serotonina que também sdo importantes no transtorno
esquizofrénico. Além disso, estudos recentes correlacionam a presenca de
infeccbes maternas como um fator de risco para o desenvolvimento da
esquizofrenia em criangas, incluindo a toxoplasmose (20).

Além de transtornos psiquiatricos, a toxoplasmose cerebral pode
desencadear doencgas oculares crénicas, que sem tratamento adequado podem
levar a um quadro irreversivel de perda de visdo. Em casos graves pode-se
observar inflamacéo da retina, humor vitreo e coroide, além de uma vasculite

importante (21). A toxoplasmose ocular pode ser observada em casos de
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transmissao horizontal, mas possui maior prevaléncia em casos de transmissao

vertical e em pacientes imunocomprometidos (22).

2.4. Mecanismos observados em humanos e cobaias

As cobaias mais utilizadas em laboratorios para o estudo da infec¢céo pelo
protozodario T. gondii sdo os camundongos, hospedeiros intermediarios do
parasita. Mudancas de comportamento apés a infecgcdo dos mesmos sugerem
que estas sado induzidas para aperfeicoar a transmissao para os hospedeiros
definitivos, os felinos, e garantir a sobrevivéncia do protozoario (4). Entre essas
mudancas em roedores, pode-se destacar a perda de memdéria, aumento ou
diminuicdo da funcdo motora e mudangas comportamentais, como: perda da
aversao a urina de gato, diminuicdo do medo de locais abertos e propenséo a
experimentar novos alimentos. As mudangcas comportamentais confirmam a
teoria de aperfeicoamento da transmissdo do parasita para os hospedeiros
definitivos.

Os mecanismos que o T. gondii utiliza para causar essas mudancas nao
sdo tdo bem definidos, mas sugere-se que estas possam depender do local
anatdmico que os cistos estdo localizados, além destes realizarem uma
modulacdo da producdo de neurotransmissores e uma modulagéo da resposta
imune. Em seres humanos, mudancas comportamentais também foram
observadas em estudos de toxoplasmose cerebral, com voluntarios e revisdo de
artigos de relato de casos. Dentre essas mudancas pode-se observar um
aumento de comportamentos agressivos, aumento do risco de acidentes por
direcdo de veiculos motorizados, maior propensdo para o consumo de bebidas
alcodlicas, diminuicdo do tempo de reacado a estimulos e comportamento suicida
(23).

3. MECANISMOS DA RESPOSTA IMUNE
3.1. Mecanismos da resposta imune do hospedeiro

Na maior parte dos estudos in vivo laboratoriais que estudam os
mecanismos da resposta imune dos hospedeiros intermediarios frente a

7

toxoplasmose, € utilizada a cepa Il de T. gondii, que possui uma viruléncia
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intermediaria. Esses estudos evidenciam a grande importancia da resposta
imune inata no combate a infeccdo aguda,o que permite o controle da infeccao
e a formacdo de uma boa resposta imune adaptativa em hospedeiros
imunocompetentes (10).

Durante o periodo inicial da infec¢ao, causada pela entrada do T. gondii
no organismo do hospedeiro e a invasao de enterdcitos, as primeiras células
imunes a responderem séo as células dendriticas (DCs), mondcitos e células
natural killer (NK). A interacdo da profilina do parasita, uma proteina que impede
a polimerizacdo da actina do complexo apical e considerada um padréo
molecular associado a patégeno (PAMP), com os receptores Toll-like 11 (TLR11)
em DCs é importante para a producdo pelo hospedeiro da citocina IL-12
(interleucina-12), que possui carater pro-inflamatério. Além de estimular a
producdo de IL-12, os macriéfagos também induzem a producdo do fator de
necrose tumoral (TNF-a), um cofator na atividade antimicrobiana em resposta a
deteccdo mediada por TLR2, TLR4 e TLR5 de proteinas do parasita ancoradas
em glicosilfosfatidilinositol (GPI).

A resposta imune resulta na producao de interferon-y (IFN-y) a partir de
células natural killer (NK) através da resposta inata e, eventualmente, de
linfécitos T CD4+ e CD8+ como resposta adaptativa. A producdo das citocinas
IL-10 e IL-27 também sao fundamentais para modular essas vias e prevenir a
superproducéo de citocinas caracteristicas dessa resposta imune de perfil Th12.
A producéo de IFN-y durante a fase inata e as fases adaptativas é responsavel
por ativar as células que controlam a infec¢ao parasitaria. IFN-y propaga um sinal
através de um receptor IFN-y de superficie (IFNyR) para ativar o transdutor de
sinal e ativador da transcricdo 1 (STAT1), um fator de transcricdo nuclear que
controla a expressdo de muitos genes, relacionados a proliferacdo celular,
sobrevivéncia, vias apoptoticas e diferenciacao celular. Em resposta a atividade
de STATL1, mo ndcitos e macrofagos regulam a producao de 6xido nitrico (NO)
e espécies reativas de oxigénio (ROS) intracelulares, ambos contribuem para o

controle do T. gondii localizado no vacuolo parasitario (Fig. 2) (10,24-27).

2 perfil de resposta imune Thl diz respeito ao combate de patdgenos intracelulares, através da
presenca da citocina IL-12 que modula a resposta imune adaptativa, gerando linfocitos auxiliares
Thl. As citocinas produzidas por estas células, como o IFN-y, sdo responsaveis pela ativacao
de macrofagos e, consequentemente, o controle de microrganismos intracelulares através da
producéo de espécies reativas de oxigénio e oxido nitrico [10].
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Essa resposta imune de perfil Thl é caracteristica de patdgenos
intracelulares e experimentos in vivo com camundongos deficientes na producao
de IL-12 e IFN-y demonstraram a ineficacia do sistema imune em controlar a
infeccdo na fase aguda causada pelo T. gondii, a qual se agrava rapidamente.
Pode-se concluir que o principal mecanismo imune envolvido no controle da
toxoplasmose e que garante que a maioria dos hospedeiros infectados néo
desenvolvam a forma grave da doenca é a producéo precoce de IL-12 e IFN-y
(28).

Figura 2 - Mecanismos das respostas imune inata e adaptativa do hospedeiro

contra Toxoplasma gondii
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Modulagéo imune causada pela toxoplasmose nos hospedeiros: a resposta imune inicial € mediada,
principalmente, pela presenca de macrdfagos e células dendriticas, com a produ¢do importante da
citocina IL-12 e TNF-a (A), a resposta imune adaptativa consiste, principalmente, no recrutamento de
linfécitos T CD4 + e CD8 + e células natural killer, que produzem a citocina IFN-y (B), responsavel por
ativar o transdutor de sinal e ativador de transcricdo (STAT 1) em macrofagos, que medeia a producao
de espécies reativas de oxigeno e oxido nitrico, importantes agentes no controle parasitario
intracelular (C).

Fonte: Autoria propria, 2022. Criado com Bio.Render.com.
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3.2. Importancia dos tipos celulares

A eficiéncia da resposta imune inata do hospedeiro permite com que uma
boa resposta imune adaptativa se forme, levando ao aparecimento da forma
latente do parasita chamada de bradizoito (10). O recrutamento de linfocitos T
CD4+ e T CD8+ a partir da presenca de IFN-y € crucial no controle da infeccéo
e sua transicao para a forma cronica (29).

A resposta imune mediada por células € a principal responsavel por
manter um controle entre a relacdo parasito-hospedeiro na fase crbnica da
doenca, especificamente a presenca de células T CD8+. Estudos mostram que
camundongos submetidos a tratamento com anticorpos anti-CD4+ e anti-CD8+
possuem 100% de mortalidade por toxoplasmose crbnica pela reativacdo da
forma latente de bradizoitos para a forma circulante de taquizoitos, mas se
submetidos somente ao tratamento com anticorpos anti-CD4+ n&o se observa
efeito aumentado da mortalidade, contrastando com o resultado de aumento de
mortalidade ao administrar o tratamento com anticorpos anti-CD8+ (29).

No quadro de toxoplasmose cerebral, ndo se sabe ao certo quais sinais
induzem uma resposta e migracdo das células T CD8+ para o parénquima
cerebral. Estudos de monitoramento da presenca das mesmas em
camundongos com toxoplasmose indicam uma populacdo heterogénea de
células, que interagem entre si e também com os cistos contendo bradizoitos.
Além disso, ja foi observado em quadros crbénicos de toxoplasmose cerebral que
juntamente com as células T CD8+ as DCs realizam intensa migracdo para o
SNC, podendo associa-las a um possivel papel citotoxico e a uma possivel
producdo de quimiocinas responsaveis por manter uma elevada populacao de
células T CD8+ no parénguima cerebral, fazendo com que o parasita permaneca

em sua forma latente e, consequentemente, controlando a infecgao (29).

3.3. Modulacao e evasao do sistemaimune do hospedeiro

O complexo apical bem desenvolvido do T. gondii, que € diretamente
influenciado pelo genoma do parasito, permite com que este realize de forma
bem-sucedida a invasdo de qualquer célula nucleada do hospedeiro. Apés a

invaséo, a formacao de um vacuolo parasitario no interior dessas células permite
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com que o parasita ndo entre em contato com enzimas proteoliticas lisossomais
e realize o processo de replicacdo assexuada de forma segura até lisar a célula
gue se encontra. A resposta imune inata do hospedeiro limita a disseminacédo da
infeccdo ao entrar em contato com os parasitas no momento da lise celular e da
chance para formacdo de uma boa resposta imune adaptativa. Ao decorrer do
quadro infeccioso agudo, a resposta imune do hospedeiro leva ao aparecimento
de uma forma cronica latente do parasita chamada de bradizoitos, que ndo séo
erradicados pela resposta imune mediada por células (10).

Com o aprimoramento genético de novas cepas de T. gondii devido ao
sucesso da transmisséao e infec¢do em varios hospedeiros intermediarios, varias
caracteristicas de evasdo do sistema imune desses hospedeiros foram
adquiridas, como: (1) a capacidade de modulacdo genética que bloqueia a
transcricdo dos genes que séo induzidos pelo IFN-y, impedindo uma resposta
imune inata efetiva; (2) modulacdo das vias que levam as células parasitadas a
apoptose, um importante mecanismo de controle de infeccbes causadas por
patdgenos intracelulares como o T. gondii, em que as cepas | e |l de sdo capazes
de modular a via apoptética intrinseca impedindo a liberacdo de moléculas de
citocromo c pela mitocondria e a via extrinseca protegendo a célula parasitada
da acdo de moléculas apoptoticas como a actinomicina D e; (3) evasao de morte
causada por fagocitose de células como macrofagos e neutréfilos a partir da
modulacdo negativa da producdo de ROS, um importante sinalizador de
fagocitose (30).

Pode-se atribuir o grande sucesso do T. gondii de causar infeccdo em
diversos hospedeiros, incluindo seres humanos, a sua capacidade de invasdo
de qualquer célula nucleada de animais homeotérmicos. Além disso, 0s
aprimoramentos genéticos para evasao e modulacao do sistema imune desses
hospedeiros contribuem para que a toxoplasmose acometa mais de um ter¢o da
populacdo mundial. A formacéo de cistos teciduais em diversos 6rgdos, como o
cérebro, é de grande importancia para entender como a relacdo parasita
hospedeiro se manifesta em diversas condi¢cbes do sistema imune e como a
presenca dessa forma latente parasitaria no SNC pode desencadear diversos
transtornos mentais e psicoldgicos, que afetam diretamente a qualidade de vida

do hospedeiro.
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RESUMO

A hemozoina, conhecida como pigmento da malaria, € um importante fator de
viruléncia presente em Plasmodium spp. O composto € oriundo da degradacao da
hemoglobina, a qual é entdo cristalizada e armazenada como cristais insollveis. As
hemozoinas provocam efeitos imunomodeladores e, com isso, a sua permanéncia
prolongada no organismo leva ao desenvolvimento de efeitos negativos para o
hospedeiro e 0 comprometimento do sistema nervoso,hepéatico, reprodutor feminino e
a anemias severas. A intrinseca relacdo com o sistema imune faz com que o pigmento
induza a secrecdo de varias citocinas e quimiocinas pro-inflamatorias interagindo
diretamente na saude geral do ser humano. Além disso, uma vez que a presenca de
hemozoina é um forte indicador do agravamento da doenga, a molécula pode servir
como bioindicador e ser alvo de possiveis testes diagnésticos. Dessa maneira, nesse
capitulo abordaremos os mecanismos de formacdo da hemozoina e como esta
molécula interage com o sistema imune do hospedeiro humano.

Palavras-chave: Hemoglobina, malaria, zoonose, parasitose.
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1. INTERACAO DO Plasmodium COM O SISTEMA IMUNE

A resposta imune ao parasito da malaria, em especial ao P. falciparum que € o
causador de mais de 90% das mortes causadas pela malaria (1), € variavel e
especifica para cada etapa do ciclo de desenvolvimento do parasito, tanto no vetor, o
mosquito Anopheles, quanto no hospedeiro vertebrado. As respostas imunes também
podem contribuir para a fisiopatologia da doenca humana (2). Diferencas rapidas na
expressao proteica e tropismo tecidual ao longo do ciclo de vida de Plasmodium spp.,
além do tempo necessério para o desenvolvimento de respostas imunes adaptativas,
dificultam o reconhecimento e eliminag&o pelo sistema imune (3).

A resposta antimalarica € cercada por multiplas interacdes parasita-hospedeiro
no combate ao parasito, evasao do sistema imunolégico e manutencéo da infeccao.
As pessoas que nunca tiveram maléria geralmente ficam doentes apds serem
infectadas com o parasito pela primeira vez. Geralmente causa apenas febre, porém
algumas pessoas podem vir a 6bito (4). Dentre todos 0s grupos, as criangas Sao o
grupo etario mais vulneravel a malaria mortal, e estima-se que cerca de um quarto de
todas as mortes de criancas sejam devidas a maléria (5). A exposi¢do ao longo do
tempo faz com que os individuos desenvolvam defesas contra doencgas graves e
morte. Um dos grandes esfor¢os hoje € esclarecer o correto envolvimento do sistema
imunoldgico. Isso se d4 no contexto do combate as formas graves da doenca e,
posteriormente, no processo de 'resisténcia’ ou contribuicdo para a progressao da
doenca (4).

A infeccédo € iniciada quando uma fémea do mosquito do género Anopheles,
carregando esporozoitos em suas glandulas salivares, ingere sangue humano e
introduz esporozoitos na pele e capilares. Caso esses esporozoitos ndo migrem com
sucesso para os capilares, eles morrem em poucas horas, no entanto, uma vez na
corrente sanguinea, 0s esporozoitos podem migrar para os linfonodos de drenagem
e serem consequentemente absorvidos pelas células apresentadoras de antigeno que
tém a capacidade de induzir uma resposta imune adaptativa. Entretanto, € sabido que
as respostas inatas e adaptativas aos esporozoitos sao restritas durante a infec¢ao
natural. Essa restricdo ocorre devido as células serem impedidas de entrar no figado
minutos apOs entrar na corrente sanguinea e/ou devido a falta de agonistas potentes

do receptor Toll-like (TLR), como o lipopolissacarideo (LPS). Ggas a natureza

69


https://doi.org/10.53924/fisiopatdip.cap04

Capitulo 04 Interagdes do Plasmodium e de Seu Pigmento Hemozdina com o Sistema Imune e Suas

Possiveis Complicacdes

eucariotica do parasito da malaria, de fato, os sinais e sintomas clinicos da infec¢céao
estdo ausentes por pelo menos 10 a 12 dias. Isso ocorre porque o parasito leva de 6
a 7 dias para se desenvolver completamente nos hepatdcitos durante a doenca
hepética antes que seja liberado no sangue (3).

Proteinas esporozoitas essenciais (SPECT1 e SPECT?2) sdo necessarias para
a passagem da barreira cutanea, passagem celular e translocacao para o figado. Isso
poupa esporozoitos da destruicdo por células fagociticas e sua proliferacdo é
interrompida por células ndo fagociticas na derme do hospedeiro. Verifica-se entdo
gue essa resposta imune em um estagio pré-eritrocitico € basicamente direcionada
contra 0s esporozoitos livres que sobreviveram e aos hepatécitos infectados. E de
extrema importancia a participacdo de anticorpos contra esporozoitos livres e proteina
circunsporozoita (CSP) para a prevencdo da invasdo de hepatdcitos, neutralizando
proteinas necessarias para a passagem e invasao celular (2). Também nessa fase
da resposta, ocorre, ativacdo do complemento, fagocitose e lise por células NK e NKT
citotdéxicas. Ele também reconhece o neoantigeno do parasita na superficie dos
hepatocitos infectados e mata através de um mecanismo mediado por células
dependente de anticorpo pelas células de Kupffer e células NK. As células T CD8
produtoras de interferon-y estdo principalmente envolvidas na morte de parasitos
intra-hepaticos. Outras células, como as células NK, NKT, e yoT, também matam os
parasitas intra-hepaticos por meio da secrec¢édo do interferon tipo | e IFN-y (6).

Como relatado, os esporozoitos se transformam em merozoitos apos a invasao
dos hepatdcitos, nessa fase o alvo da resposta imune sdo 0s merozoitos livre com 0s
parasitos intraeritrocitarios (esquizontes). As respostas humorais ou de anticorpos e
células T sdo importantes no combate a merozoitos e esquizontes, 0s anticorpos
podem opsonizar merozoitos para absorver ou prevenir a migracado de hemoglobulina.
Os anticorpos mediam a morte celular, bloqueiam a ligacdo dos globulos vermelhos
infectados ao endotélio e neutralizam as toxinas do parasito para prevenir a
inflamacéo excessiva. Eles também marcam merozoitos para lise do complemento.
Outra fase de extrema importancia, € conhecida como resposta de citocinas pro-
inflamatorias, que ativam os macréfagos, onde as células T CD4* tém grande
importancia na producdo de citocinas anti-inflamatérias que ativam os macroéfagos,
além de mediarem a ativacao de clones de células B especificos. Outras células como

NK’s (natural killers) e linfocitos yd T também estdo envolvidas na resposta imune. IFN-
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Y, perforinas e granzimas produzidos por células NK sdo responsaveis por matar

eritrocitos infectados por P. falciparum (7, 8).

2. INTERACAO DA HEMOZOINA COM O SISTEMA IMUNE

Durante o desenvolvimento nos eritrécitos, o Plasmodium utiliza varios
produtos celulares como fonte de nutrientes. De forma majoritaria utiliza a
hemoglobina, que € decomposta em seus componentes essenciais, utilizando a
globina como fonte de aminoacidos e a fracdo heme, armazenada na forma de
hemozoina (9). A hemozoina, conhecida como pigmento da maléaria, € um produto
fracionado da hemoglobina, a qual € entéo cristalizada e armazenada como cristais
insoltveis (10). A hemozoina, um fator de viruléncia crucial, mas indescritivel nas
complicacBes da malaria, pois possui propriedades pro e anti-inflamatérias, e sua
acao correlaciona-se com a gravidade da doenca tanto em humanos quanto
camundongos infectados por Plasmodium spp (Fig. 1). Isso fez com que varios
trabalhos fossem desenvolvidos para o entendimento da contribuicdo da hemozoina
para o reconhecimento e a imunidade mediada pela regulacdo dessa molécula (11).

A hemozoina possui papel importante na estimulagéo do sistema imune e pode
realizar essa modulacéo de diversas formas. Ela é reconhecida por diferentes tipos
de receptores de reconhecimento de padrdo, dentre eles: receptores do tipo Toll
(TLRs), receptores similares ao dominio de oligomerizacéo ligante de nucleotideo
(NOD) (NLRs) e receptores de lectina tipo C. Esses receptores podem reconhecé-la
e dessa forma levar a ativacdo da resposta inata (11). Porém, a davida que permeava
0 assunto era: como a hemozoina, um composto biologicamente inerte, € capaz de
induzir uma resposta inflamatéria? A resposta para esta pergunta comecou a ser dada
em estudos que demonstraram que a hemozoina diretamente ndo consegue induzir
uma resposta por parte do sistema imune, porém, os cristais de hemozoina carregam
material genético do parasito, e € este material, DNA parasitario, o responsavel pela
ativacdo das vias de producédo de mediadores inflamatorios (12).

Uma das principais complicacdes que a presenca e acumulo de hemozoina é
causada pelo sequestro microvascular de eritrocitos infectados e acumulo do
pigmento malarico hemozoina (HZ) em 6rgaos-alvo como cérebro, baco, placenta e
pulméo, e nesses casos a doenga € chamada de maléaria grave. A hemozoina é um

potente efetor imune inato em macrofagos através da ativacdo de inflamassoma
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NLRP3 e esta associado a liberacdo de pirogénios enddgenos que se acredita
mediarem febres periddicas na infeccdo por malaria. O acumulo pulmonar de HZ foi
observado em casos agudos associados a malaria com lesdo pulmonar (MA-ALI) em
roedores e humanos e como descrito para heme em outros casos, pode contribuir

para a etiologia da dispneia na malaria grave (13).
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Figura 1 - Modulacéo da reposta imune pela hemozoina
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A interacdo pode levar a complicacdes sistémicas no individuo vertebrado.

Fonte: Autoria propria, criado com “Biorender app”, usada sob os termos de licenga Creative Commons Attribution 3.0 France (CC BY 3.0 FR).
Adaptado de Pham et. al., 2021 (11)
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3. COMPLICACC)ES RELACIONADAS A DEPOSIQAO DE HEMOZOINA

Durante o ciclo de vida do parasita no hospedeiro, verifica-se a ruptura da

hemoglobina e consequentemente a liberagdo do grupo heme. Porém, esse

desencadeamento € considerado toxico para ambos os participantes da acao

estimulando a formacdo de cristais. Esses cristais sdo as chamadas

hemozoinas, constituidas por dimeros do grupo heme. As hemozoinas

provocam efeitos imunomodeladores e, com isso, a sua permanéncia

prolongada no organismo leva ao desenvolvimento de efeitos patolégicos, como

a maléaria cerebral, a associada a hepatopatia, placentaria e relacionada a

anemia severa. Além disso, os cristais da hemozoina sdo produzidos conforme

0s parasitas invadem as células vermelhas e sua composicao esta diretamente

relacionada a progressdo da doenca no individuo. Dessa forma, o pigmento

malarico é um indicador de infeccdo, sendo utilizado como um biomarcador da
maléria (Fig. 2) (11, 14).

Figura 2 — O pigmento maléarico € um indicador de infeccéo
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Modificagbes na resposta imune, fazem com que a Hemozoina possa ser eliminada do
organismo, porém os cristais de hemozoina podem exercer efeitos imunomodulares contribuindo
para o desfecho de infec¢cbes subsequentes no individuo vertebrado.

Fonte: Autoria prépria, criado com “Biorender app”, usada sob os termos de licenga Creative
Commons Attribution 3.0 France (CC BY 3.0 FR). Adaptado de Pham et. al., 2021 (11).

Considerado um dos principais alvos para a mortalidade entre pacientes

pediatricos, a malaria cerebral leva a inUmeras sequelas neuroldgicas ao
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paciente acometido com essa doenca. Em muitos estudos realizados com

pacientes que tiveram seu diagnostico pos morte de malaria cerebral, foi

determinada a presenca de hemozoinas nos tecidos, plaquetas e em deposi¢cdes

de fibrina, levando ao fechamento vascular e, como consequéncia, 0

comprometimento do fluxo sanguineo, sugerindo que a esse pigmento malarico

pode estar diretamente relacionado a efeitos na cascata de coagulacéo e na

hemostasia dos individuos (15). Além disso, as hemozoinas permitem o

rompimento de células endoteliais, estimulando o fracionamento da barreira

hematoencefélica, uma vez que hemozoinas encontradas em macrofagos

permitem o desenvolvimento de uma resposta inflamatoria local e,

consequentemente, a quebra da barreira (16). Ademais, elas podem provocar a

formacdo de edemas graves e herniagcdo cerebral, levando a complicacdes

neurolégicas severas ao desenvolvimento do paciente. Em experimentos

realizados in vitro, foi possivel observar a expressao de variadas citocinas, como

a TNF e IL-6 durante o arranjo de hemozoinas sintéticas pelos neurénios. Esse

processo provoca a morte celular de fagdcitos e das células que se encontravam

adjacentes as mesmas, ativando um efeito de disseminacéo ao tecido cerebral

(17).

O acumulo de leucdcitos no cérebro de pacientes com malaria cerebral é

evidéncia de um influxo significativo de quimiocinas, o que foi demonstrado em

estudos experimentais. A expresséo de citocinas e quimiocinas secretadas por

monaocitos, como TNF, CXC-quimiocina ligante 10 (CXCL10), CC-quimiocina

ligante 2 (CCL2) e CCL5, se correlaciona com resisténcia a doenca em relacao

a suscetibilidade. Os neutréfilos também contribuem para a leséo cerebral e séo

fontes importantes de citocinas (incluindo a subunidade p40 de IL-12, IL-18, IFN-
y € TNF) e quimiocinas (incluindo CCL3, CXCL9 e CXCL10) estao envolvidos na

patogénese. De fato, a deplecdo precoce de neutrofilos da maléria suprime a

piora de malaria cerebral em camundongos, regula a expressao de citocinas Thl

no cérebro e reduz significativamente o sequestro de mondcitos e a taxa de

microsangramento no cérebro (18). Em humanos, existem poucos dados sobre

o0 envolvimento de células T na maléaria cerebral.

O IFN-y parece ser a citocina mais relevante secretada pelos linfocitos T.

A neutralizacédo in vivo do IFN-y em camundongos infectados com a cepa ANKA

de P. berghei suprime a superproducdo de TNF e o desenvolvimento da
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proliferacdo da malaria cerebral. O papel central do IFN- y na patogénese da

malaria cerebral foi confirmado por experimentos em camundongos sem IFN- y

ou IFN- y resistentes ao desenvolvimento de malaria cerebral induzido

experimentalmente. O antigeno de superficie celular CTLA (antigeno citotdxico

de células T) regula as células T, portanto, pode modular as respostas das

células T e suprimir a patogénese imunologica. Como esperado, o bloqueio de

CTLA exacerba a malaria cerebral em camundongos, destacando a contribuicéo

das células T para a doencga. O contato direto foi demonstrado in vitro entre

células endoteliais do cérebro e células T ativadas, e esse contato também pode

ser importante na patogénese do cérebro. As células T CD8 também tém um

papel no choque circulatério e insuficiéncia respiratéria em camundongos

infectados com P. berghei (19, 20).

Pode-se observar outras complicagbes relacionadas a infecgéo pelo

Plasmodium, uma outra complicacdo que pode acarretar € a sindrome do

desconforto respiratério agudo associado a malaria (SDRA), ocorrendo

principalmente na infecgéo por P. knowlesi (21). A inflamag&o provocada nessa

sindrome advém da ruptura da membrana alveolar dos pulmdes, ocasionando o

edema pulmonar (considerado ndo cardiogénico). Em estudos teciduais de

pacientes acometidos pela SDRA foi possivel observar uma relacao intrinseca

entre a presenca de hemozoina e a gravidade da complicacéo gerada nos casos,

uma vez que esse pigmento malarico € encontrado em células vermelhas

infectadas, neutrofilos e macréfagos localizados nos pequenos vasos do pulméao

(22). Além disso, determinada a inter-relacdo entre o desenvolvimento de

edemas e a presenca de hemozoina pulmonar, relacionando também a

inflamacéao de leucdcitos e infiltracdo nos pulmdes. Em relagcédo ao sequestro dos

eritrocitos que estéo presentes na circulacao, estes sao considerados infectados,

muitas das vezes sao removidos também eritrocitos ndo infectados. Isso resulta

em dano pulmonar mediante ativacdo de uma resposta inflamatoria, levando a

alteracOes alveolares que podem persistir mesmo depois da eliminacdo do

parasito (23).

Quando contraposto a outros érgdos que sdo acometidos por malaria, o

figado concebe a maior parte da hemozoina, levando a hepatopatias severas ao

individuo, como expresséo de citocinas inflamatorias hepaticas e hiperplasia das

células de Kupffer, que séo responsaveis pela fagocitose de corpos estranhos
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presentes no sangue localizado nos seios hepaticos (22). Assim, o ataque ao

figado quase sempre estéa relacionado a outras complicacbes, como aquelas ja

citadas acima. Nas hepatopatias, a hemozoina € localizada em variadas regioes,

como o trato portal, as células vermelhas pertencentes ao 6rgdo e aos

mondcitos. Em estudos realizados em modelos de camundongos com malaria,

consegue-se relacionar a hemozoina e a sua abundancia em macréfagos

sinusoidais do figado. Além disso, esta diretamente relacionado com a exposi¢cao

de enzimas hepaticas e de lipidios gerados pela oxidagéo, paralelamente com o

acréscimo da expressdo de citocinas especificas. E visivel como uma das

principais complicacbes da presenca da hemozoina € o desenvolvimento

inflamatoério devido ao aumento de hemozoina nativa e sintética, observadas em

experimentos com camundongos acometidos de malaria hepatoldégica. Um

significativo acumulo hepatico de hemozoina se é verificado em camundongos

infectados com P. berghei em comparacao com P. chabaudi, sendo guiado por

uma peroxidacgao lipidica mais destacada e producdo de enzimas antioxidantes

afetada, apesar do vazamento mais brando de enzimas hepéticas (24).

Dentre as consequéncias que mais atingem a populacdo, a malaria

placentaria € uma grande preocupacédo dentre o publico feminino. Comumente,

individuos residentes em regifes endémicas desenvolvem imunidade néo estéril

contra a malaria. Em contrapartida, as mulheres sdo mais passiveis a

complicacBes e podem enunciar uma sindrome parecida com a pré-eclampsia,

podendo afetar tanto a mae quanto o feto, resultando em baixo peso ao

nascimento e aumento da mortalidade (25). A partir da ocorréncia da malaria

placentéria, ha o acimulo de glébulos vermelhos infectadas nas intervilosidades,

induzindo a uma resposta inflamatéria, além da deposi¢cédo de fibrinas também

existente no caso. E importante ressaltar que a malaria placentaria aguda é mais

bem diagnosticada quando maes estdo com células vermelhas infectadas, mas

sem a deposicdo de hemozoina livre na placenta, enquanto a crbnica se

encontra tanto células vermelhas infectadas quanto a presenca de hemozoina

livre (11).

Tendo a presencga do pigmento malarico, ocorre uma concentracdo de

leucécitos na placenta, inferindo uma correlacdo entre a quantidade de

hemozoina e os niveis elevados de uma citocina importante para a inflamacao,

a CXCL10 (26). Aléem disso, mulheres que desenvolveram infec¢gbes, mas no
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passado, é possivel o diagnéstico quando se obtém apenas o entreposto de

hemozoina livre, sem a presenca de células vermelhas infectadas. Dessa forma,

pode-se inferir a relacao direta da hemozoina com a malaria placentaria uma vez

que, além dos diagndsticos citados acima, € possivel localizar hemozoina livre

no espago sanguineo materno e areas de afluéncia necrética do envoltério

trofoblastico em varios estudos realizados por pesquisadores (27, 28).

Outrossim, foram relatadas a inter-relacdo entre a resposta imunoldgica com

efeitos pro-inflamatorios e a presenca de hemozoinas na placenta.

Sinciciotrofoblastos foram considerados extremamente necessarios para o

panorama entre os mediadores da inflamacdo, como a CCL4 e ICAM-1 com a

concentracdo da hemozoina, uma vez que pode induzir a resposta, dependendo

diretamente dessa expressao de citocinas na presenca do sinciciotrofoblasto

(11).

Pacientes com maléaria, podem ainda apresentar como consequéncia da

infeccdo, um quadro grave de anemia, chamada de anemia malarica severa,

causada pela destruicdo excessiva de células vermelhas infectadas e nédo

infectadas, abrangendo principalmente pacientes pediatricos pertencentes a

regides endémicas, causando queda da reposicdo de hemacias (29). Em

pacientes com essa classificacdo de anemia, possui a presenca de hemozoina

em locais livres, bem como em macréfagos e células vermelhas. Dessa forma, a

concentragcdo desses componentes € vista como maior do que em pacientes sem

a anemia malérica severa, dando prejuizos categéricos a sua viabilidade e

proliferacdo. Indiretamente, a presenca de hemozoina pode gerar respostas

inflamatdrias, principalmente por acdes pré-inflamatoria, induzindo a supressao

da medula 6ssea e, consequentemente, bloqueando a producdo de células

vermelhas (11).
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RESUMO

O estudo da maléria, doenca tropical causada por Plasmodium spp., usualmente
envolve os mecanismos de adaptacdo e viruléncia do parasito em seu
hospedeiro humano. A complexa interacdo com a producdo de fatores de
viruléncia como Hemozoina, a disseminacao por diferentes nichos e, a interacao
com o sistema imune humano sao descritas por diversos autores. Embora o foco
dos estudos esteja voltado para o quadro clinico da parasitose, o ciclo de vida
heteroxénico do Plasmodium spp. envolve a passagem e maturacdo em um
hospedeiro invertebrado (Anopheles sp.). No mosquito o parasito tem alteracao
das formas infectantes, migracdo anatdémica e esta exposto ao sistema imune do
vetor. Nesse capitulo abordaremos essas intrigantes relacdes, desde a infeccao
do vetor até a maturacao e infeccdo de um novo individuo.

Palavras-chave: Maléria, Vetor, Parasitose, Febre.
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1. ASPECTOS GERAIS DA INTERACAO PARASITO/VETOR

A habilidade de um vetor de suportar o desenvolvimento de um dado
parasito € chamado de competéncia do vetor, e seus mecanismos Sao pouco
compreendidos. O controle do desenvolvimento parasitario pode ser causado
por uma perda do vetor de algum fator essencial no suporte a sobrevivéncia do
parasito, ou por uma resposta ativa do mosquito que interfere na passagem do
parasito pelos tecidos do inseto (1). Desta forma, as interacfes entre parasito e
hospedeiro invertebrado podem ser divididas em dois tipos principais:
primeiramente, estas interacdes podem ser essenciais ao desenvolvimento
sequencial do parasito no vetor; exemplos incluem a inducdo do
desenvolvimento, ligacGes receptor-ligante e a provisdo de nutrientes (2). Em
segundo lugar, interacfes danosas podem ser resultado de esforcos do vetor
para matar os parasitos; exemplos incluem a presenca de barreiras fisicas e/ ou
de moléculas imunes efetoras, ou mesmo a auséncia de moléculas derivadas do
vetor essenciais ao desenvolvimento do parasito (3).

Na malaria, o parasito sofre substancial perda estagio-especifico durante
seu desenvolvimento no mosquito; mais ainda, diversas espécies de mosquitos
diferem em sua capacidade de transmitir diferentes plasmdédios, e as perdas
estagio-especificas parecem depender de ambos, vetor e parasito, suportando
a existéncia de interacdes limitadas por espécies (4). Durante sua diferenciacéo
no mosquito, o Plasmodium tem que superar trés pontos principais onde seu
desenvolvimento pode ser interrompido devido a intensa diminuicdo na
quantidade de parasitos. Essas fases sdao denominadas de “estrangulamento”.
O estrangulamento do numero de individuos ocorre nas transicdes entre
gametdcitos e oocinetos; oocinetos e oocistos maduros e, entre esporozoitos no
intestino médio e esporozoitos das glandulas salivares. Nesse cenario, a o
decaimento mais dramatico da populagéo ocorre durante a invasédo do intestino
médio pelo oocineto, cerca de 18 a 24 horas apés a infeccdo (Fig. 1). Esta
reducdo ocorre, a0 menos em partes, pela transicdo do parasita de uma forma
intracelular (RBC) para extracelular, o que expde o Plasmodium sp. a

mecanismos imunes do vetor que sdo nocivos para o parasito (5).
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Vérias proteinas estdo relacionadas a este processo antiparasitario no
inseto vetor, em especial a proteina contendo tioéster TEP1, homologa ao fator
C3 do complemento de vertebrados. Sua reducédo por interferéncia de RNA
(RNAI) torna os vetores mais susceptiveis a infec¢cdes por Plasmodium spp.
Outras proteinas também interferem na interacdo hospedeiro parasito, como as
proteinas lipoforina e a vitelogenina, que séo responsaveis pelo transporte de
nutrientes aos oocitos. Suas producdes, reduzem a eficiéncia de eliminacao de
parasitas do fator antiparasitario TEP1, e na sua auséncia a ligacdo de TEP1 a
superficie do oocineto torna-se mais eficiente (4, 6).

Estudos atuais demonstram que as bactérias estédo ligadas ao processo
de interacéo, parasito-vetor, sendo capaz de interagir com o sistema imunolégico
do hospedeiro (7, 8). Bactérias essas que vivem no intestino médio modulam a
resposta dos mosquitos ao Plasmodium (9). Bactérias como Wolbachia e
enterobactérias, limita significativamente as infecces com Plasmodium, sendo
capaz de condicionar o estado oxidativo do seu entorno e nao prejudicar o
mosquito (5, 10). Logo, é de grande interesse a exploracéo de bactérias do inseto
vetor, tendo em vista que elas podem ser usadas na paratransgénese e nas

estratégias de controle da malaria (3).

2. ADAPTACOES DO PARASITO E DO HOSPEDEIRO VERTEBRADO

ApoOs muitos anos de co-evolucdo entre A.gambiae e P.falciparum, o
parasito aparentemente se adaptou a reduzir sua carga a fim de limitar a
intensidade de infeccdo no vetor, enquanto assegura sua transmissdo ao
hospedeiro vertebrado (11). O vetor também se adaptou a reduzir a carga
parasitaria a custo da ativacdo de seu sistema imune (12). Recentes estudos
tém mostrado que muitos genes do A.gambiae atuam de forma positiva ou
negativa como reguladores da resposta contra P.berghei — devendo-se lembrar
gue este parasito nunca € visto neste hospedeiro na natureza. Por outro lado,
estes genes ndo afetam a infeccdo por P.falciparum, que é a espécie de
Plasmodium transmitida naturalmente por estes anofelinos (13, 14). Isto pode
refletir o desenvolvimento de mecanismos especificos modulando a ativacao do

sistema imune do vetor (15).
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Ao entrar no hospedeiro invertebrado, os parasitas sentem mudangas na
composicdo, temperatura, oxigénio e disponibilidade de nutrientes para a
diferenciacéo (16). Essas mudancas garantem ao parasito sobreviver as duras
condi¢Bes do ambiente digestivo para colonizar o intestino médio. A motilidade
do protozoério permite a migracao contra o fluxo peristaltico no intestino e evita
a expulsao (17).

Os parasitos que entram na cavidade onde flui a hemolinfa, hemocele,
dependem da fixacdo ao epitélio do intestino médio e de proteases secretadas e
cooptadas para transmigrar a parede do intestino médio (18) (19). Os
Plasmodium que entram na hemocele sdo expostos a hémocitos fagocitarios e
fatores humorais, incluindo moléculas de reconhecimento padrbes, AMPSs,
fatores do complemento, lectinas e proteases (20). Os parasitos aderem no
intestino médio anterior, intestino anterior, pecas bucais ou glandulas salivares
e podem eventualmente se diferenciar em formas infecciosas de vertebrados ou
obter acesso a glandula salivar como formas infecciosas da hemocele (21).

Por obstrucdo mecanica, ligagao a estruturas sensoriais e por afetar os
niveis de compostos anti-hemostéaticos na saliva, os parasitas podem influenciar
a sondagem, persisténcia e taxa de ingurgitamento de vetores infectados no
hospedeiro vertebrado, aumentando assim a probabilidade de transmissdo do
parasita (22). Alguns parasitas induzem alteracdes neurofisiologicas, afetando o
comportamento de locomocdo e o sistema olfativo do vetor tornando-os mais
responsivos aos odores humanos. Na direcao oposta, mudancas fisiol6gicas no
hospedeiro vertebrado infectado pelo parasita, incluindo aumento da
temperatura corporal e alteracao do odor corporal, aumentam a probabilidade de
absorcado do patdgeno pelo vetor (23, 24).

3. REGULACAO DE GENES E INTERACAO COM O SISTEMA IMUNE DO
VETOR

As principais interacdes moleculares e celulares sdo pré-requisitos para o
estabelecimento e subsequente co-evolucdo de sistemas vetor-parasito (25).
Diferentes barreiras fisicas sdo impostas aos parasitos durante a infeccdo no
hospedeiro invertebrado, apés a invasdo bem-sucedida, as células do sistema

imune sao ativadas, nos tecidos internos (26).
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Sabendo da importancia dessa interacdo, durante o sequenciamento
genético de Anopheles spp. foi possivel descrever 278 milhfes de pares de
bases, sendo 242 genes relacionados a moléculas de defesa (27). Destes genes
foram encontradas classes de potenciais receptores de reconhecimento de
padrdes (PRRs), sendo: Proteinas de reconhecimento de peptideoglicanos
(PGRPs), Proteinas contendo Tioéster (TEPs), Proteinas de ligacdo a Gram-
negativos (GNBPSs), receptores Scavenger (SCRs), Lectinas Tipo-C (CTLS),
Lectinas de ligacdo a galactose (GALE) e imunolectinas de dominio semelhante
ao fibrinogénio (FBNs) (27, 28). Existem 6 genes em Anopheles gambiae, dos
citados anteriormente que foram molecularmente caracterizados e altamente
expressos apos a alimentacdo de sangue no encapsulamento do parasito da
malaria, sendo o GNBP, um PGRP, um TEP, uma serina protease e uma
repeticéo rica em leucina que compartilham homologia com receptores do tipo
TOLL (29).

A presenca de genes altamente conservados em insetos e vertebrados
demonstraram a capacidade de ativar vias de sinalizacdo responsaveis pelo
sistema de vigilancia imunoldgica do inseto, ativando vias de fagocitose (30, 31)
, além de vinte e quatro proteinas semelhantes a lectinas que participam da
primeira linha de defesa contra patégenos, ativando serinoproteases e vias do
sistema complemento, sdo vias induziveis com até quatro genes de defensina e
quatro de cecropina, que demonstraram atividades anti-plasmodial (32).

O acumulo de genes coexpressos indicou o envolvimento no metabolismo
do sangue ingerido pelo vetor, estes foram induzidos logo ap6s uma refeicdo
infecciosa. A regulacdo especifica dos genes imunes comeca aproximadamente
20 horas a 40 horas ap6s uma refeicdo infecciosa quando o parasito atravessa
o epitélio do intestino médio (33). J4 a utilizacdo de marcadores imunes para
estudos em Anopheles demonstrou que as rea¢des imunoldgicas causadas pelo
parasito da malaria podem ser vistas tanto localmente no intestino médio, quanto
sistematicamente (34).

Varios genes imunologicos demonstraram ser regulados tanto no epitélio
do intestino médio quanto no tecido gorduroso durante a invasao do intestino
médio pelo oocineto (35). A ativagdo da resposta imune no tecido gorduroso
nesta fase, quando o parasito ainda esta localizado no epitélio do intestino

médio, sugere fortemente a existéncia de cascatas de sinalizacdo imune entre
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os diferentes tecidos. Em estagios posteriores da infeccdo, quando os
esporozoitos migram dos oocistos para as glandulas salivares, as respostas
imunes tém sido documentadas nas glandulas salivares e nos corpos gordurosos
(33, 36).

4. CICLO DE Plasmodium sp E INTERACOES COM O HOSPEDEIRO
INVERTEBRADO

O ciclo do Plasmodium sp. no hospedeiro invertebrado se inicia quando
este ingere gametocitos a partir do sangue de individuos infectados (37). Uma
vez no intestino do vetor, os gametdcitos se diferenciam em gametas. Cada
gametdcito masculino (microgameta) darda origem a oito gametas moveis
hapldides, através de um processo denominado de exflagelacdo (38). A
exflagelacdo pode ser induzida in vitro por alteracbes da temperatura e pH.
Nesse cenario alteracbes de 37°C para 28°C e no pH de 7,4 a 8,0, simulam a
mudanca de temperatura do hospedeiro vertebrado para o invertebrado.
Contudo o pH do intestino médio de mosquitos alimentados com sangue tem um
aumento de 0,2 unidades de pH, sugerindo assim que este ndo desempenha um
papel critico na exflagelagcéo dentro do intestino médio (23) (39).

Outros estudos revelaram a presenca de um fator indutor de exflagelacéo
do mosquito chamado fator ativador de gametdcitos (GAF), uma substancia
termoestavel de baixo peso molecular que foi identificado como sendo um &cido
xanturénico (XA), subproduto do metabolismo de tripstofano. Estudos in vivo tém
demonstrado que a presengca de XA no soro de hospedeiros vertebrados
aumenta em até 50% os niveis de exflagelacdo (39, 40). Ja é sabido que a
inibicdo da inducdo do processo de exflagelacdo pode ser utilizado em
estratégias antimalaricas. Sendo assim ja foram descritos importantes inibidores
como PMSF, RV112D, EPNP e 1,10-phenanthroline, que podem proporcionar
importantes perspectivas futuras (1s).

Os parasitos da malaria sofrem grandes perdas durante o processo de
desenvolvimento em mosquitos vetores (41). O declinio populacional ocorre em
todos os estagios de desenvolvimento, desde a formacao de gametdcitos até a
formacdo de oocistos no hospedeiro humano, resultando em numeros de

parasitos muito baixos (42, 43). De fato, mesmo em areas com altas taxas de
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infeccdo, a maioria dos mosquitos esta livre de parasitos. Essa reducédo nos
nameros no intestino médio dos mosquitos € mediada em parte pela transicao
do parasita de formas intracelulares para formas extracelulares, expondo os
parasitas a componentes humanos e de mosquitos prejudiciais aos parasitas (5).

As fémeas de Anopheles spp. durante o seu repasto sanguineo acabam
ingerindo milhares de gametdcitos, porém apenas 50-100 se tornam oocinetos e
apenas cerca de 5 sobrevivem para formar oocistos (44). Um estudo feito no
mosquito Anopheles usando sangue de pacientes infectados com o Plasmodium
falciparum mostrou que de uma meédia de 33,5 gametdcitos detectados no
sangue do paciente, apenas 12,6 oocistos redondos, 5,5 ocinetos, 1,8 oocistos
precoces e 2 oocistos de tamanho médio foram detectados em mosquitos (45),
e que a prevaléncia em porcentagem de mosquitos portadores de pelo menos
um parasito, foi de apenas 38%, 0 que demonstra que 62% dos mosquitos que
se alimentam de sangue contendo P.falciparum, nunca foram infectados (45).

Ao longo do ciclo de vida do parasito da maléaria (hospedeiros humanos e
mosquitos), o estagio de oocisto tem 0 menor nimero de parasitas e se espalha
rapidamente a medida que cada oocisto libera milhares de esporozoitos. Por
esse motivo, o estagio de desenvolvimento do parasito no intestino médio € o
alvo principal das estratégias de prevencéao da transmissao da maléria (46, 47).

Cerca de 19 a 36 horas ap6s o repasto sanguineo, o bolo alimentar esta
com altas concentracdes de proteases, como tripsinas, carboxipeptidases e
aminopeptidases, além do mais ha uma forte proliferacdo bacteriana que
resultara em uma resposta imune (48) (49). Sendo assim o oocineto a medida
que cresce, migra para periferia contetdo ingerido, secreta endoquitinases na
familia 18 glicohidrolases (polimero de N-acetilglucosamina), que facilitam o
parasito a dissolver a matriz peritréfica(50), para romper localmente e penetrar
de maneira rapida, efetiva o intestino médio (51, 52).

Em P.gallinaceum, enzimas proteoliticas tem um papel direto na ativacéo
de quitinases codificadas por PQCHT1. Essas enzimas séo secretadas pelos
micronemas do oocineto como pro-enzimas, sendo essencial para que o
oocineto atravesse a matriz peritréfica em Aedes aegypti (11, 53). As quitinases
secretadas por oocinetos de Plasmodium sdo de dois tipos: formas curtas
(PfCHT1, PgCHT2 e PrCHT1) que possuem uma proenzima N-terminal e um

dominio de ligagdo a quitina C-terminal (CBD), e formas longas (PgCHTL1,
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PVCHT1 e PbCHT1) que ndo possuem ambos os dominios (54, 55). P. berghei
possui apenas uma quitinase de forma longa (PbCHT1) que nao faz parte do
complexo HMW (56). Estudos envolvendo a substituichio de PbCHT1 por
quitinase de P. falciparum (PfCHT1) usando o sistema de insergdo/marcador de
genes (GIMO), concluiram que PfCHT1 expresso em oocinetos de P. berghei,
representa um mecanismo enddgeno expressando heter6logamente PfCHT1 no
complexo hetero-multimérica de alto peso molecular (HMW) (57).

Usando trés espécies de parasitos da maléria que infectam vertebrados
humanos, aves e roedores, respectivamente, as proteinas micronemais de
plasmaodio secretadas pelos oocinetos espécie-especificos foram transformadas
em complexos HMW heteromultiméricos contendo quitinase (58). Os complexos
HMW secretados por oocinetos contendo quitinase ligam-se a quitina com alta
afinidade e podem mediar o reconhecimento, fixagdo e invasédo do intestino
médio de mosquitos. Interromper esse complexo pode ser a nova forma para
interromper a transmissao da malaria (59). Essas abordagens interespécies para
estudar a entrada de ooinetos no intestino do mosquito adicionam uma nova
dimensdo a compreensao da biologia da infeccdo da malaria e fornecem
oportunidades futuras para explicar os mecanismos pelos quais 0 oocineto entra
no intestino do mosquito (54).

A proteina CS e a proteina relacionada ao TRAP (CTRP) — membro da
familia génica TRAP/CSP, sd@o secretas pelos micronemas do oocineto e sédo
criticas para a invasdo do epitélio do intestino médio (60). O blogueio do gene
CTRP também bloqueia a motilidade oocineta (0 mesmo que TRAP em
esporozoitos), no entanto, falhas de entrada no epitélio causadas por alteracdes
do mecanismo de motilidade/invasdo ainda ndo foram devidamente
determinadas (13, 61, 62).

As evidéncias da natureza molecular dos receptores de parasitos no
intestino médio dos mosquitos sdo fragmentadas. Tais evidéncias sugerem que
os oocinetos de P.gallinaceum interagem com moléculas semelhantes ao Acido
Sialico (63-66). Moléculas como o Fosfolipase A2 de veneno de cobra séo
moléculas capazes de bloquear a ligacdo dos oocinetos de P.gallinaceum e
P.falciparum ao epitélio do intestino médio, porém, as bases desta interferéncia
nao foram estabelecidas (67). Da mesma forma, a expressdo de proteinas

heterdlogas que interferem na ligacao dos parasitos a membrana plasmatica das

88

Plasmodium e Seus Hospedeiros Invertebrados: Atualidades Sobre Uma Antiga Relacéo


https://doi.org/10.53924/fisiopatdip.cap05

Capitulo 05

células epiteliais do intestino médio do inseto reduz muito o desenvolvimento de
oocistos, por prevenir a passagem destes através do epitélio (68).

Estudos sugerem que as células do intestino médio do inseto sofrem
extensivo dano apés a invasao pelos parasitos, que resulta na apoptose das
células invadidas(69). Os oocinetos de P. bergheio, invadem células epiteliais
colunares com microvilosidades e induzem mudancas notaveis na morfologia e
fisiologia intracelular. O processo de invasdo também desencadeia uma série de
respostas intracelulares e imunoldgicas. Um aumento da enzima NOS foi
observado nas células afetadas. Isso & consistente com o aumento relatado
anteriormente na expressdao de mRNA de NOS no intestino médio 24 h apos a
infeccdo(70). Estas células provavelmente expressam ATPase vesicular (71,
72), defensinas (73), serpinas uma translocacdo das moléculas STAT, (44, 70,
74).

Durante a invasao celular ocorre o processo de marcacédo dos oocinetos
com a nitracao epitedial, que € uma resposta regulada pela via Jun N-terminal
kinase (JNK), que promove a ligacdo da proteina 1 contendo tidester (TEP1) a
superficie do oocineto. Acredita-se que esta ligacao leva a lise por uma casca
semelhante ao complemente ou a lise por melanizacéo (75). Acredita-se também
em uma resposta imune tardia que leva a diminui¢do ainda maior do nimero de
parasitos, ativagdo da via STAT em A.gambiaelimita a infeccéo
por Plasmodium sp. ao diminuir a sobrevivéncia do parasita no estagio de oocisto
e que a NOS é um efetor chave dessa resposta (76).

ApoOs sair das células epiteliais 0s oocinetos encontram o ambiente da
hemocele, onde sdo reconhecidos por receptores que podem desencadear um
rapido processo de melanizacdo das superficies do parasito, que envolve a
formacdo de um complexo proteico espesso e escuro ao redor de patdogenos
invasores (77). Os ocinetos entram em contato com a membrana basal, que
contém laminina e colageno tipo IV. Numerosas moléculas de superficie e
secretoras de oxitocina demonstraram se ligar a essas duas substancias,
incluindo P28, P25, CTRP e SOAP. Os parasitos que ndo morrem no processo
enfrentado até chegar a lamina basal, passam por uma espécie de interacédo
onde a atividade de migrag&o € inibida e a progressao do ciclo ativada (78).

Os oocistos tornam-se esféricos quando perdem o complexo apical e a

camada interna da pelicula (79). Dentro dessa célula diferenciada, o aparato
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sintético do reticulo endoplasmético e o aparelho de Golgi sdo bastante
expandidos. Uma vez que os nucleos de células poliploides se dividem cerca de
uma vez por dia, existem 2.000 a 8.000 nucleos haploides em células muito
expandidas (agora + 50 uym de diametro) ap6s 12 a 18 dias. A medida que
cresce, 0 oocisto secreta uma parede cistica amorfa proeminente que o separa
do epitélio do intestino médio e da membrana basal sobrejacente. A troca de
nutrientes deve ocorrer através desta parede, que se diz ser rica em proteina
transglutaminase (80).

O aumento da biomassa vetorial através da expansao de esporozoitos
imp&e maiores demandas metabdlicas ao hospedeiro invertebrado. Acima de
tudo, ha uma grande mudanca no nivel de aminoacidos do fluido
hemocoelomico. Essa pressao de selecdo causada pela infeccdo em larga
escala deve ser levada em consideragéo e pode contribuir para que a maioria
dos mosquitos em areas endémicas de malaria ndo sejam vetores (78). A partir
do sexto dia de contato, o citoplasma do parasita comeca a se dividir e as células
filhas (esporozoitas) se desenvolvem na superficie celular. A organizacdo da
citocinese depende, pelo menos em parte, da expressdo normal de proteinas
circunsporozoitas (CS), pois a formacdo de esporozoitos (citocinese) €
marcadamente reduzida na auséncia de qualquer uma das proteinas CSP. A
ruptura da parede do oocisto libera esporozoitos maduros (81)

Os esporozoitos devem atravessar duas barreiras fisicas para alcancar os
fluidos corporais que fluem: a capsula do oocisto e a membrana basal do
mosquito. A saida de esporozoitos dos oocistos é geralmente considerada um
processo passivo, pois 0s esporozoitos do oocisto tém movimento limitado (82).
Observagdes ultraestruturais iniciais mostram a presenga de pequenas
aberturas na cipsula e membrana basal de oocistos maduros. Ocasionalmente,
0S esporozoitos sao vistos "penetrando” através dessas aberturas e entrando na
hemolinfa (83). A capsula do oocisto contém laminina do mosquito, com
atividade transglutaminase provavelmente derivada do parasita. Aléem disso, a
superficie interna da capsula é revestida com proteinas circunsporezoita (CS) de

Plasmodium spp. (84, 85).
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Figura 1. Interacdo e invasao pelo Plasmodium spp. da glandula salivar do vetor.
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Fonte: Autoria prépria, criado com “Biorender app”, usado sob os termos de licenca Creative
Commons Attribution 3.0 France (CC BY 3.0 FR).

Os esporozoitos séo liberados na hemocele e os parasitos estdo sujeitos
ao fluxo da hemolinfa, que os levam para a parte posterior do inseto entram no
vaso dorsal, através de Ostios pareados localizados na por¢éo anterior de cada
segmento abdominal. Chegando no coracdo, a maioria dos esporozoitos se
desloca rapidamente para a parte anterior do mosquito, enquanto alguns
permanecem estacionarios nas regides anteriores dos segmentos abdominais.

Essas regibes de aprisionamento coincidem com a localizacdo das células
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pericardicas, que circundam o corac¢do, em Anopheles quadrimaculatus, forma
vistas realizando fagocitose (86, 87).

O fluxo de fluido pelos vasos dorsais é vigoroso, transportando
esporozoitos do abdome para a cabeca. Ao atingir a extremidade anterior do
segmento aortico do vaso dorsal, 0s esporozoitos depositam-se anteriormente
ao cérebro e drenam posteriormente para 0s seios perivisceral, perineural
(ventral) e pericardico (dorsal) da cavidade sanguinea. Nessas camaras, o fluxo
de hemolinfa € bastante retardado e auxiliado pela contracdo peristaltica dos
vasos dorsais e pela pressao de varios érgaos pulséateis acessérios. Em um ciclo
bem-sucedido do parasita, 0s esporozoitos invadem as glandulas salivares (87).

De todos os tipos celulares em que 0s esporozoitos entram em contato,
apenas as glandulas salivares séo invadidas, acredita-se que essa interacéo
seja feita por meio de receptor-ligante, forma identificadas proteinas de
superficie como a Sagin, que atua como receptor para a interacdo do
Plasmodium (88). As rhoptry neck protein 2, 4 e 5 que estdo envolvidas na
capacidade de fixacdo entre o esporozoitos e a glandula salivar (Fig. 2) (89, 90).

Existem certas semelhancas entre os processos de invasao do epitélio do
intestino médio e de invasdo das glandulas salivares. Por exemplo, o peptideo
SM-1 (Peptideo 1 das glandulas salivares e intestino médio) ja demonstrou ter
habilidade de bloquear a invasdo pelos oocinetos do epitélio do intestino médio,
bem como também interfere no processo de invasdo das glandulas salivares
(91). Uma das implicacdes desta similaridade € que o reconhecimento e a
ligacdo inicial ao epitélio das glandulas salivares é mediada por um ligante
comum, porém ainda ndo determinado (92).

Entre as moléculas do esporozoito que participam da invasdo das
glandulas salivares podemos destacar a MAEBL (Merozoite apical erythrocyte-
like protein) que é importante na ligacdo dos esporozoitos ao epitélio das
glandulas salivares (93). Ambas, CS e TRAP também contribuem para as
interacOes especificas entre esporozoitos e glandula salivar (88), e sugere-se
qgue motivos no dominio a da TRAP e o dominio TSP atuam juntos para ligar os
esporozoitos ao heparam sulfato e outro ligante ainda desconhecido, nas
glandulas salivares (94). O ligante de CS nas glandulas salivares ainda necessita

ser determinado.
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Os esporozoitos parecem reconhecer a lamina basal que especificamente
recobre as glandulas salivares e entdo penetram nestas (95), porém nao €
conhecido ainda o mecanismo pelo qual os esporozoitos rompem a lamina basal
e invadem as glandulas salivares, sabendo-se porém, que a invasao das
glandulas salivares € interrompida por uma expressao transitoria de anticorpo
monoclonal anti-proteina circunesporozoitica de P.gallinaceum em Aedes
aegypti (96, 97). Seguindo um periodo breve em que permanecem no vacuolo
parasitoforo, os esporozoitos emergem ao citoplasma, penetrando na cavidade
secretéria e entdo migrando aos dutos das glandulas salivares. Permanece
obscuro se 0s esporozoitos sdo capazes de penetrar nas regidées proximais nos
dutos, que tem uma parede de quitina (98). Ap6s um prolongado periodo de
residéncia nas glandulas salivares, cerca de 50 esporozoitos sédo inoculados no
hospedeiro vertebrado em cada repasto realizado pelo mosquito anofelino (99).

Figura 2. Desenvolvimento do Plasmodium no hospedeiro invertebrado.
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Fonte: Autoria prépria, criado com “Biorender app”, usado sob os termos de licenca Creative
Commons Attribution 3.0 France (CC BY 3.0 FR).
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A expressao de proteinas nas glandulas salivares é significantemente
modificada pela infeccdo com Plasmodium, tanto em termos de tipos de
proteinas, quanto em sua quantidade total (89, 100). Um efeito disto € que o
mosquito infectado n&o realiza repasto tao eficientemente, necessitando de mais
picadas no hospedeiro vertebrado, esta condicdo se da pela modulacdo
realizada dentro das glandulas salivares. Esta mudanca resulta numa maior
probabilidade de injecdo de esporozoitos no hospedeiro vertebrado, constituindo
assim uma clara vantagem ao parasito (101, 102). Entretanto foi demonstrada a
acdo de proteinas salivares como a GILT- like que interage com o esporozoito
no momento em que esta se movimento para a saida dos ductos salivares e esta
auxilia na diminuicdo de motilidade deste parasito, o que favorece a fagocitose

por células do sistema imunoldgico do hospedeiro (103).

5. INTERACAO PARASITO/SISTEMA IMUNE DO VETOR

O conceito de que mecanismos imunes do inseto estariam envolvidos na
capacidade infectiva do vetor por Plasmodium spp. ja foi levantada cerca de 80
anos atras (104). O fato de que os parasitos devem atravessar duas barreiras
epiteliais do inseto vetor e circular em sua hemolinfa cria oportunidades claras
de combate deste pelos mecanismos epiteliais e imunes humorais do vetor.

Apesar dos mosquitos ndo possuirem imunidade adaptativa, sendo
incapazes de produzir linfocitos e imunoglobulinas (anticorpos), a presenca de
imunidade inata permite o combate de uma vasta gama de organismos
invasores, dentre eles os parasitos. A acao, através de moléculas semelhantes
aos anticorpos 34 (“priming”) e outras equivalentes a linfocitos, conhecidas como
hemocitos (presentes na resposta inata e humoral), sédo caracteristicas
indistinguiveis do sistema imune dos insetos (105) (14) (2).

As respostas celulares incluem fagocitose e encapsulamento das células,
sendo a fagocitose relacionada principalmente a bactérias e o encapsulamento
a patdgenos maiores. Entretanto, para plasmaodios, nenhuma interagdo entre 0s
hemacitos e oocinetos e oocistos tem sido demonstrada, sugerindo que estes
mecanismos nao estdo envolvidos na resposta do inseto aos parasitos, pelo
menos nos estagios iniciais da infeccdo (2). A resposta imune humoral do vetor

inclui a sintese de peptideos antimicrobianos/antiparasitarios por hemacitos e
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células do “fat body”, entretanto a participacdo destas moléculas como
antiparasitarias in vivo ndo esta claramente definida. Os hemdécitos secretam
moléculas essenciais para a formacdo de membranas basais, e algumas destas
moléculas também estdo presentes na superficie de parasitos, sugerindo uma
interacdo da lamina basal com a superficie parasitaria (2).

Nas primeiras 5 a 6 horas ap0s o repasto, o parasito € resistente as
substancias do sistema complemento do hospedeiro vertebrado, ingeridas no
repasto, porém, durante o desenvolvimento do zigoto, o parasito muda a
composicdo de sua parede celular, tornando-se sensivel ao complemento (2).
Interessantemente, neste momento, numerosas proteases séo secretadas pelo
mosquito a fim de digerir o alimento, servindo também como destruidores dos
fatores B, D, C3a e C5 do complemento (2) desta forma impedindo a formacao
do Complexo de ataque a membrana (2), mostrando um exemplo de co-
adaptacdo (2). Entender esses mecanismos € de extrema importancia, pois
aumentam a possibilidade de integrar novas alternativas ao combate da malaria.

Em mosquitos adultos, os hemdcitos estdo envolvidos em ambos,
resposta imune inata e humoral, que sdo a marca registrada do sistema imune
dos insetos (2). As respostas celulares incluem fagocitose e encapsulamento das
células, sendo a fagocitose relacionada principalmente a bactérias e o
encapsulamento a patégenos maiores. Entretanto, para plasmodios, nenhuma
interagdo entre os hemdécitos e oocinetos e oocistos tem sido demonstrada,
sugerindo que estes mecanismos ndo estao envolvidos na resposta do inseto

aos parasitos, pelo menos nos estagios iniciais da infeccao (2).
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RESUMO

As Leishmanioses configuram-se em um grave problema de salde publica com
quadros clinicos debilitantes que afetam sobretudo popula¢gBes vulneraveis
socioeconomicamente. Para compreender a biologia da interacdo celular e
molecular, diversos estudos abordam a relagéo parasito-vetor com o objetivo de
elucidar os processos de ades&o, desenvolvimento e transmiss&o do parasito. E
muito bem relatado na literatura, em experimentos in vivo e in vitro, a interacao
de Leishmania infatum em seu vetor natural Lutzomyia longipalpis. Diversos
fatores sé@o responsaveis pelo sucesso evolutivo de Leishmania spp. Sugere-se
gue o lipofosfoglicano (LPG) é o fator responsavel pela adesédo do parasito ao
epitélio intestinal do flebotomineo, protegendo o parasito de ataques
enzimaticos. Analises estruturais desse glicoconjugado revelam que a variacédo
dos acucares das cadeias laterais e “cap” apresentam polimorfismos especificos.
LPG é fundamental na sobrevivéncia dos parasitos em todos os vetores das
Leishmanioses. Além disso, a saliva dos flebotomineos também alcancaram
notavel importancia devido as propriedades farmacolbgicas nelas presentes
(vasodilatadores, antiagregadores plaquetarios, anti-hemostaticos e compostos
imunossupressores) o gue facilita o sucesso do parasito no interior das células
do hospedeiro vertebrado bem como a exacerbacgéo da infecgéo. Isto posto, este
capitulo apresenta informacfes atualizadas sobre os processos envolvendo a
interacdo parasito-vetor, além disso abarca aspectos sobre a resposta
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imunoldgica do hospedeiro frente & infeccao por Leishmania spp. De modo geral,
aclarar aspectos inerentes a essa relacao intrinseca séo imprescindiveis para a
formulacdo de novas estratégias de controle vetorial e desenvolvimento de
farmacos com baixa toxicidade.

Palavras-chave: Leishmania spp., parasitose, flebotomineos.

1. CICLO DA Leishmania spp. NO HOSPEDEIRO INVERTEBRADO

O ciclo de Leishmania spp. no hospedeiro invertebrado tem inicio quando
a fémea do inseto flebotomineo, ao realizar o repasto sanguineo, ingere sangue
contendo macréfagos infectados com formas amastigotas do parasito. Na
sequéncia, 0 sangue passara para a porcao do intestino médio do inseto e 0s
parasitos se diferenciardo. Esses estagios no vetor sdo caracterizados por
modificacdes morfolégicas e funcionais e o objetivo principal do parasito €
sobreviver no interior do vetor. Este ciclo de vida € restrito ao trato digestivo dos
flebotomineos (Fig. 1).

A maioria das espécies de Leishmania (subgénero Leishmania) sao
parasitos suprapilarios, ou seja, que tem seu desenvolvimento restrito ao
intestino médio do vetor. Ja os membros do subgénero Viannia, como por
exemplo, L. braziliensis, sdo parasitos peripilarios, que tem parte de seu
desenvolvimento no intestino posterior, antes de migrar ao intestino médio (1).
Neste capitulo, sera descrito apenas o ciclo dos parasitos suprapilarios, uma vez
que a maioria das espécies presentes nessa classificacdo sdo causadores das
Leishmanioses.

Para a maioria das Leishmanias spp., 0 tempo aproximadamente
necessario para a realizacao de um ciclo completo é de cerca de 1 a 2 semanas,
dependendo da espécie (1). De maneira geral, a duragéo do ciclo extrinseco do
parasito vai variar de acordo com as espécies tanto do parasito quanto do vetor.
Em condig8es laboratoriais, L. infantum tem suas formas metaciclicas entre trés
e quatro dias em vetores. Ja L. braziliensis sofre diferenciagbes entre quatro e
seis dias (2). Tais mecanismos dependerdo sempre da quantidade e fontes de
alimentacao ingeridas (2).

Inicialmente, as amastigotas se diferenciam em formas pequenas, de

pouca motilidade e com flagelo curto, denominadas promastigotas prociclicas, e
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a partir dai comecam o primeiro ciclo de multiplicagdo no vetor. Estas formas sédo
observadas precocemente e sdo separadas do intestino médio por uma
substancia denominada matriz peritréfica (MP). Além disso, sdo relativamente
resistentes ao ataque das enzimas digestivas do vetor.

As promastigotas prociclicas se diferenciam em promastigotas
nectomonadas, que sao formas maiores e delgadas. Estas formas tém a funcao
de escapar do confinamento na matriz peritrofica, se ancorar as células epiteliais
do intestino médio e posteriormente, migrar através do intestino anterior até a
vélvula estomodeal. As formas leptomanodas foram identificadas posteriormente
(3) e se originaram das formas nectomonadas, em um segundo ciclo de

multiplicacéo do parasito no inseto.

Figura 1. Fémea do flebotomineo apo6s repasto sanguineo de um mamifero

infectado.
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(A) Amastigotas se diferenciando em promastigotas - o0s parasitas estdo localizados na
extremidade posterior do intestino médio. (B) observa-se a migracdo para a regido anterior do
intestino apés 1-2 semanas do repasto sanguineo.

Fonte: Autoria propria. Made in ©BioRender — biorender.com

Nos processos finais do ciclo, as formas haptomonadas e metaciclicas
podem ser observadas na valvula estomodeal. As formas haptomonadas ainda
nao tiveram seu precursor completamente definido, sendo gerada a partir das
leptomonadas ou das nectomonadas, e tem a forma de “folha”, com flagelo curto

e sem motilidade. Sua funcéo esta relacionada com a aderéncia a valvula
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estomodeal, a fim de formar um “tampao” na valvula; em grandes infecgbes do
vetor, a valvula estomodeal sofre degeneracdes, permitindo o escape de alguns
parasitos para intestino anterior. As formas metaciclicas sdo as formas
infectantes do parasito e se localizardo atras da valvula estomodeal. Esta forma
tém um corpo pequeno e flagelo alongado que se movimenta rapidamente,

sendo resistente a lise pelo complemento (Fig. 2).

Figura 2. O ciclo de Leishmania spp. no hospedeiro invertebrado
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O ciclo inicia-se com o repasto sanguineo quando a fémea ingere sangue contendo macréfagos
infectados com formas amastigotas que se diferenciam dentro do intestino médio em formas
distintas.

Fonte: Autoria propria. Made in ©BioRender — biorender.com

Recém determinantes foram identificadas para o0 crescimento e
desenvolvimento. Dentre esses determinantes estdo: microbiota intestinal do
hospedeiro invertebrado e genes imunes. Na literatura encontra-se bem
estabelecido que o parasita se desenvolve dentro do intestino do flebotomineo
em promastigotas metaciclicas infecciosas. Para isso, o parasita deve sobreviver
a uma série de fatores como barreiras fisicas e bioquimicas do intestino além de
subprodutos da digestao do sangue. Estudos recentes apontam que na presenca

de Leishmania infantum, os flebotomineos apresentam uma perda significativa
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de diversidade microbiana intestinal ao longo do curso da infecgéo, esta
diminuicao esta atrelada a um aumento da carga parasitaria (4).

Décadas de estudos estabeleceram a ocorréncia de um complexo
processo de desenvolvimento envolvendo véarias etapas morfolégicas e
funcionais bem definidas de Leishmania spp. no flebotomineo. Algumas
espécies de flebotomineos mostram aparente especificidade para os parasitos
de Leishmania transmitidos na natureza, enquanto outras espécies podem se
infectar, experimentalmente, por mais de uma espécie de parasito. A fixagdo é
um evento fundamental no ciclo de vida do parasito e um fator determinante para
a competéncia vetorial dos flebotomineos. De modo geral, a ancoragem ocorre
por meio de interacdes especificas do receptor de lipofosfoglicano (LPG) no
intestino do parasito. Para vetores permissivos as ligagbes ocorrem por meio de
interag6es com glicanos contendo residuos de N-acetil-D-galactosamina que séo

comuns na superficie do intestino médio desses vetores (5) (Fig. 3).

Figura 3. Desenvolvimento da Leishmania no vetor
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Fonte: Adaptado de BATES, 2007
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2. INTERFERENCIA DE Leishmania spp. NOS HABITOS ALIMENTARES DO
VETOR

Habitos alimentares do flebotomineos podem aumentar a capacidade de
transmitir doencas devido as multiplas refeicdes de sangue. O comportamento
do inseto promove o contato com hospedeiros possivelmente suscetiveis,
tornando-se fundamental na infeccdo além de aumentar a infecciosidade de
flebotomineos (6). A literatura apresenta inUmeros trabalhos evidenciando a
capacidade dos parasitos influenciarem os habitos alimentares de seus vetores,
beneficiando-se, portanto, desta modulacdo. Contudo, explicacdes detalhadas
dos mecanismos utilizados pelos parasitos raramente sao exibidas, tornando
complexo o entendimento no que tange a uma possivel manipulacdo adaptativa
ou ndo adaptativa (7).

Ja foi demonstrado experimentalmente que parasitos causadores de
Maléaria (Plasmodium spp.) manipulam seus vetores para potencializar sua
transmisséo (8,9), e esta habilidade é inferida também para Leishmania spp.(10).
O sucesso do parasito no interior do flebotomineo requer a superacao de
barreiras intrinsecas impostas pelo ambiente intestinal (10). Existem evidéncias
de uma manipulacao intencional, que ocorrerd quando o parasito estiver pronto
para transmitir suas formas infectantes. Além dessas estratégias, filamentos de
proteofosfoglicanos (fPPG), parecem ter surgido a partir de diversas interacées
entre a Leishmania e vetor (11). A manipulacdo dos habitos alimentares do vetor
influencia diretamente na aptiddo e nas taxas de transmissédo do parasito. O
fPPG esta intimamente relacionado ao processo de metaciclogénese dos
parasitos e é um potente fator de viruléncia das Leishméanias (3). De modo geral,
entre os fatores intrinsecos estdo a digestdo, o ciclo de enzimas e a matriz
peritrofica, a fixacdo da Leishmania na parede intestinal e ainda a migracéo a
porcdo anterior, bem como os mecanismos de saida através das mdultiplas
picadas (2). Estes fatores evidenciam uma intima coevolugao entre a Leishmania
e seu hospedeiro invertebrado (10).

Muito ainda deve ser esclarecido sobre as interagcdes entre parasito e
vetor, ndo somente no nivel do fPPG, mas também de outras moléculas do

inseto, em especial aquelas presentes em sua saliva, que também podem ter
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importancia tanto nos habitos alimentares do vetor, quanto na capacidade de

modular a infec¢cdo no hospedeiro vertebrado (9).

2.1. O papel da saliva do flebotomineo e seus efeitos imunomodulatérios

O sucesso da infeccdo é resultado de um longo processo evolutivo
envolvendo o hospedeiro e a Leishmania sp. intimamente relacionado a
capacidade do protozoario modular a resposta imune do hospedeiro em
beneficio proprio. Ademais, a resposta imunoldgica apresentada pelo hospedeiro
nao ocorre exclusivamente através das moléculas produzias pelo parasito, mas
também por moléculas da saliva injetadas pelo vetor no momento do repasto
sanguineo (2,12). Assim, os flebotomineos com competéncia vetorial sdo
classificados em espécie-especificos ou permissivos, e a capacidade vetorial €
definida por fatores intrinsecos e extrinsecos. Dentre os fatores intrinsecos,
destaca-se, portanto, a composicao da saliva que podem intensificar o desfecho
da doenca e contribuir para diferentes manifestacdes clinicas (2).

A saliva dos flebotomineos possui importante papel na transmissao das
Leishmanioses. Os seus componentes possuem atividades farmacolbgicas
interessantes, tais como vasodilatadores, antiagregadores plaquetéarios, anti-
hemostaticos, compostos imunossupressores que Sao capazes exacerbar a
infeccdo no hospedeiro (1,13). E demonstrado na literatura que a saliva dos
flebotomineos possuem atividade quimiotatica em diferentes células imunes os
quais modificam os processos inflamatérios no local da picada. Alguns estudos
demonstram ainda a capacidade da saliva inibir a secrecédo de citocinas pro-
inflamatorias, em contrapartida aumentar a producdo de citocinas anti-
inflamatorias ocasionando na diminuicao da atividade dos macréfagos (14-16).
Foi demonstrado ainda que exposi¢cdes naturais a saliva de P. papatasi e L.
longipalpis, resultaram em aumento de citocinas IL-10, a qual inibiu a proliferagéo
de linfécitos produtores de IFN-v, IL-6, IL-8 e IL-12 (16-18).

Dentre as propriedades farmacolégicas existentes na saliva, o efeito do
vasodilatador Maxadilan (MAX) se destaca devido as suas propriedades de
modulagdo da resposta imune do hospedeiro. Essa proteina regula citocinas

associadas ao padrao de resposta do perfil TH2 (IL-10, IL-6 e TGF-3), além
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disso, pode regular negativamente citocinas do perfil TH1 (IL-12, IFN-v e TNF-a)
(3,16,19) (Fig 4).

Figura 4. Efeito imunomodulador da saliva do flebotomineo
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Fonte: Autoria propria. Made in ©BioRender — biorender.com

De modo geral, além da molécula Maxadilan, outras moléculas ja foram
caracterizadas como a hialuronidase que auxilia na difusdo de outros
componentes. A Prostaglandina E2 (PGE2), a Apirase e a Prostaciclina atuam
no bloqueio da agregacao plaquetaria e dilatagdo vascular (14). Outra molécula
identificada e presente nas glandulas salivares do género Phlebotomus é a
Adenina, que também possui atividade vasodilatadora, imunomodulatéria e anti-

agregacdo plaquetaria (20). Nesse contexto, levando em consideracdo as
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propriedades farmacolégicas ja detectadas, varios antigenos presentes na saliva
desses invertebrados tém sido alvos de estudos na busca de candidatos vacinais
gue confiram protecdo aos hospedeiros contra infeccdes por Leishmania (21).
Em suma, a composi¢cdo complexa da saliva desses vetores bem como
os efeitos combinados dos componentes anteriormente descritos, sao
fundamentais para a sobrevivéncia e adaptacdo dos flebotomineos, bem como
a manutencdo de fontes de alimentacdo e disponibilidade de sangue no

momento do seu repasto sanguineo,

2.2. Interacdes com a matriz peritréfica

Em dipteros que se alimentam de sangue a matriz peritréfica (MP) é
secretada pelo epitélio do intestino médio e entre 1 e 4 horas ap0s o repasto
sanguineo, a MP envolvera o alimento completamente no intestino médio
(22,23). A MP secretada pelo epitélio intestinal € composta de quitina, proteinas
e glicoproteinas. O principal papel atribuido a ela é a compartimentalizacéo dos
eventos da digestdo, atuando como uma membrana permeavel as enzimas
digestivas (24). Ademais, é sabido que a MP cria uma barreira para a difusdo
rapida das enzimas digestivas, limitando a exposi¢cdo dos parasitos a estas
enzimas num momento em que eles se encontram susceptiveis ao dano
proteolitico.

Se por um lado, as Leishmania spp. podem se valer da matriz peritréfica
para sua sobrevivéncia no inicio da infeccdo, nos ultimos estagios ela pode
claramente atuar como uma barreira fisica a seu desenvolvimento (25). Existem
exemplos em que a incapacidade de desenvolvimento em vetores ndo naturais
esta relacionada a uma falha do parasito no escape da matriz peritrofica (23).
Neste caso, 0s parasitos ndo eram excretados na matriz peritréfica e acabavam

sendo excretados pelo inseto.

2.3. Importéancia das quitinases e dos glicoconjugados

Sugere-se que quitinases secretadas por Leishmania spp. teriam um
papel importante na transmissdo, causando tanto o rompimento da matriz

peritréfica quanto danos a valvula estomodeal. Composta por glicoproteinas e
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quitina, a MP recobre o bolo alimentar, sendo a mais precoce barreira ao
estabelecimento do parasito, jA a valvula estomodeal controla a juncédo entre
intestino anterior e médio (26).

Existem evidéncias que suportam ambas as sugestdes, utilizando
modelos de supe rexpresséo de quitinases (27). Comparados com organismos
selvagens, aqueles que super expressavam quitinases eram capazes de migrar
precocemente da matriz peritréfica e ser mais eficientemente transmitido pelo
inseto. Contudo, ainda ndo esta claro se a atuacao na vélvula estomodeal é 0
mecanismo essencial de transmisséo — tal mecanismo nao ocorre na auséncia
das enzimas especificas —, ou € apenas um produto da infeccdo que facilita a
transmissao sob determinas circunstancias. Ambas as situacfes necessitam ser
mais bem estudadas. Por outro lado, a importancia das quitinases no escape da
matriz peritrofica ja estd bem estabelecido. Inclusive, a inabilidade de certos
parasitos de escaparem da matriz peritroéfica e serem excretados pelo inseto,
pode refletir diferencas nas quitinases secretadas (25).

Os glicoconjugados presentes em Leishmania spp. incluem moléculas
que compartilham uma unidade de fosfoglicano repetida. Essas moléculas estédo
presentes na superficie do parasito, sendo ancoradas por glicosilfosfatidilinositol
(GPI), que incluem: lipofosfoglicanos (LPG), glicoinositolfosfolipides (GIPLS),
proteofosfoglicanos (PPG), além das proteinas ancoradas a GPI (GP63), que
podem ser secretadas como fosfoglicanos (PG), proteofosfoglicanos (sPPG) e
fosfatases acidas (sAP)(1,28,29).

2.4. Importancia dos lipofosfoglicanos (LPG)

O LPG é o maior e mais abundante glicoconjugado de superficie das
promastigotas e tém sido implicados na ligacdo das haptomonadas ao epitélio,
prevenindo sua excrecdo pelo inseto (25). O LPG também é considerado um
determinante da competéncia do vetor em transmitir espécies de Leishmania. As
cadeias laterais de acgucar, presentes nos LPGs sédo diferentes em tamanho,
natureza e frequéncia em diferentes espécies de Leishmania. Estas diferencas
estdo intimamente associadas ao seu sucesso (ou falha) em completar o

desenvolvimento em diferentes espécies de mosquitos (1). Nas interacdes entre
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Leishmania e vetor, o LPG é essencialmente requerido durante a adesao do

parasito ao intestino, evitando assim a sua expulsdo com o bolo fecal.

2.5. Participacao dos receptores epiteliais do vetor

Os polimorfismos estruturais de LPG refletem a heterogeneidade dos
provaveis receptores no intestino médio nas diferentes espécies de vetor. Uma
maior complexidade na estrutura do LPG € encontrada naqueles parasitos que
naturalmente infectam vetores restritos. Por outro lado, o LPG de parasitos que
infectam naturalmente vetores permissivos € relativamente simples. Esta
correlacdo néo deve ser apenas ao acaso e sugere que os polimorfismos no LPG
sao direcionados pela complexidade e especificidade dos receptores no intestino
médio.

Como o LPG é composto primariamente de acgUcares, com residuos de
cadeia lateral ou oligossacarideos implicados na ligacdo ao epitélio (25), pode-
se dizer com base na literatura, que os receptores do intestino médio séo
moléculas semelhantes a lectinas. Embora as lectinas tenham sido reportadas
no intestino médio de alguns vetores, € importante ressaltar que aspectos como
a inducdo por sangue, a secre¢cdo no lumen e a similaridade de sua
especificidade a acucares em muitos flebotomineos (30,31) associa estas
moléculas com a digestdo do alimento e vai contra seu papel como receptor no
intestino médio (1).

A ligacéo dos parasitos ao intestino médio continua apos a excregdo do
alimento, com um numero residual de parasitos permanecendo ligados ao
intestino médio por toda a vida do vetor. Vale ressaltar que os pré-requisitos
funcionais para um receptor intestinal de LPG incluem a expressao constitutiva,
além de especificidade as moléculas de acUcar presentes no LPG de parasitos
compativeis (1).

Uma galectina de sequéncia repetitiva, denominada PpGalec foi
identificada em P. (P.) papatasi e liga-se especificamente a parasitos vivos e
formas prociclicas de L. major (27). A PpGalec é encontrada especificamente no
intestino médio, ndo sendo induzida pela alimentacdo com sangue pelo vetor e
é abundante na maioria das células do intestino médio. Além disso, estudos

evidenciaram que anticorpos contra PpGalec diminuiam significantemente o
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desenvolvimento in vivo de L. major em P. (P.) papatasi demonstrando o
potencial da intervencao nos receptores no intestino médio do vetor como alvos

de vacinas bloqueadoras de transmissao (27).

2.6. Ligacao estagio especifica aos receptores intestinais do vetor

Apds a excrecdo do bolo alimentar, a maturacdo de Leshmania spp.
envolve a liberacdo de grande nimero de parasitos no intestino do vetor. Em
contraste as formas nectomonadas, as formas promastigotas metaciclicas nunca
foram vistas aderidas ao epitélio do inseto e sim livres no intestino para posterior
migracgéao (25). Este aspecto pode ser explicado, pelo menos em parte, por perda
da capacidade intrinseca de ligacdo pelo parasito (32). Experimentos em
culturas demonstraram claramente a diferenca de habilidade de ligar-se ao
epitélio do vetor pelas formas promastigotas em divisdo e promastigotas
metaciclicas, e esta diferenca era devido as diferencgas na estrutura do LPG entre
estas formas (32,33).

Trés modificacdes principais foram descritas em diferentes espécies de
Leishmania para explicar a mudanca na estrutura do LPG; todas elas estdo
relacionadas a mudanca ou perda dos acucares expostos terminalmente na
molécula. Estas modificacbes observadas acompanham o fenémeno de

metaciclogénese.

3. FATORES RELEVANTES A METACICLOGENESE NO HOSPEDEIRO
INVERTEBRADO

A metaciclogénese é o processo de diferenciacdo das promastigotas em
promastigotas metaciclicas. E também Ultimo estagio do desenvolvimento do
parasito no vetor (34). Vérias alteragbes ocorrem como parte da pré-adaptacéo
a sobrevivéncia no hospedeiro vertebrado, e desta forma, torna-se interessante
o entendimento das propriedades e origens das promastigotas metaciclicas ndo
somente no contexto da interacao parasito-vetor, mas também como auxilio na

compreensao do processo infeccioso no hospedeiro vertebrado (34).
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No que diz respeito a inducdo de metaciclogénese, inUmeros sinais tém
sido descritos, como por exemplo, baixo pH e deplecéo de nutrientes. Pouco se
sabe sobre as condicdes de pH nos insetos infectados com Leishmania, porém,
ja foram demonstradas substancias responsaveis pela acidificacdo do intestino
em algumas espécies de vetor (35), induzindo, portanto, a diferenciacdo das
promastigotas metaciclicas. Outro sinal envolvido no processo de
metaciclogénese seria mediado pela enzima Pteridina Redutase (PTR1). Nesse
contexto, a reducéo de seus niveis intracelulares em Leishmania causariam uma
diminuicdo da substancia tetrahidrobiopiterina, servindo como um “gatilho” para

inducao de metaciclogénese (36).

3.1. Gel secretado por promastigotas (Promastigote secretory gel) — PSG

O principal componente do PSG é uma glicoproteina de alto peso
molecular denominada filamentos de proteofosfoglicanos (fPPG) (37). A
identificacdo do PSG corroborou com a hipétese da transmissdo de Leishmania
spp. a partir de um bloqueio fisico do aparelho sugador do inseto, a hipétese
denominada “blocked fly” (10) (Fig. 5). Embora o fPPG seja claramente o maior
e mais critico componente do PSG envolvido na transmissdo das leishméanias,
outros produtos secretados pelo parasito ou pelo inseto podem estar presentes
no tampao, com efeitos biol6gicos ainda ndo bem descritos. Deve-se observar
também que o tampé&o de PSG obstruindo o intestino anterior é cheio de corpos
celulares de promastigotas, os quais contribuem para o “bloqueio” das formas
haptomonadas fixadas a valvula estomodeal e ao intestino anterior (10).

A posicao das promastigotas haptomonas no ciclo de desenvolvimento é
incerta, porém, elas podem representar um estagio terminalmente diferenciado.
Por esta razdo elas podem ser consideradas formas “altruistas”, uma vez que
nao podem ser transmitidas, mas objetivam a transmissdo das promastigotas
metaciclicas (34). A outra forma do parasito associada ao tampéao de PSG sao
as promastigotas metaciclicas. Interessantemente, estas estdo localizadas
principalmente nos polos do tampé&o, que s&o as posi¢oes ideais para sua
transmissdo. Embora algumas promastigotas metaciclicas sejam encontradas

na proboscide, a maioria esta associada ao tampao de PSG (10).
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Figura 5. Posicédo do PSG no trato digestivo do vetor.
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(A) Posicdo do tampéo de PSG dentro do intestino anterior. (B) Posicdo das promastigotas
metaciclicas (pontilhadas) concentradas no polo anterior do plug.

Fonte: Adaptado de BATES, 2007

3.2.inoculacao x regurgitacao

O modo de transmissédo da Leishmania ainda é alvo de muitos debates,
com duas principais teorias. A primeira leva em consideracao a regurgitacao,
processo analogo ao descrito na transmissdo da peste bubdnica pelas pulgas
(38). Esta teoria diz respeito a ja mencionada hipétese “blocked fly”. A segunda
teoria favorece a crenca na inoculagdo, onde somente as promastigotas
localizadas na probdéscide estariam envolvidas na transmisséo, e estas formas

seriam introduzidas na pele durante a picada do mosquito (39,40).
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3.3. Principais componentes do inoculo

A partir da realizacdo de diferentes observagdes, pode-se inferir trés
componentes do indculo do inseto: 1) as promastigotas metaciclicas, obviamente
essenciais a transmissao dos parasitos; 2) a saliva do inseto e 3) 0 PSG. A saliva
ja é um fator exacerbador da doenca bem estabelecido (10), pelo menos na
leishmaniose cutédnea. De forma similar, o PSG também possui algumas
propriedades exacerbadoras da doenca, ja tendo sido demonstrado exercer um
efeito de aumento da patologia e aumento do nimero de parasitos quando

inoculado juntamente com as formas metaciclicas (3).

3.4. Importancia das glandulas salivares na transmisséao

Além do intestino médio, as glandulas salivares representam grande
importancia na biologia dos flebotomineos, a presenca de parasitos nas
glandulas salivares dos flebotomineos ja foram reportadas em alguns trabalhos
e sua relevancia na transmisséo dos parasitos ja foi proposta (41). Esta € uma
ideia atrativa, uma vez que a saliva deve ser liberada no momento da picada,
para auxiliar o repasto, e conforma ja mencionado, a saliva ajuda a exacerbar o
quadro das formas clinicas, como sendo o caso da leishmaniose cutanea.

A rota pela qual os parasitos atingem as glandulas salivares ainda é
incerta. Existem duas possibilidades: 1) atingindo o duto salivar, de forma
semelhante ao que ocorre na tripanossomiase africana; 2) através da parede
intestinal, hemocele e penetrando na parede da glandula, num mecanismo
analogo ao observado no desenvolvimento dos plasmédios em seu vetor. No
entanto, estes dados n&o tém sido confirmados de forma substancial, e as
dificuldades do isolamento de parasitos nas glandulas salivares, juntamente com
0 risco de contaminag&o com parasitos do intestino no momento da dissecacao
da glandula, torna dificil dar o devido crédito a estas observacdes. Até o
momento, embora seja suspeitada, ndo existe nenhuma comprovacao
convincente que suporte que esta seja uma rota normal de transmissao dos

parasitos (10).
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4. Transmissao no subgénero Viannia

O subgénero Viannia, incluindo Leishmania Viannia guyanensis
responsavel por causar a Leishmaniose cutanea e mucocutanea é transmitida
por fémeas de flebotomineos do género Lutzomyia durante o repasto sanguineo.
Promastigotas metaciclicos ligados a exossomos infectardo células no local da
inoculacdo que em seguida se transformardo em amastigotas e se dividirdo
dentro dos macroéfagos, a resposta do organismo frente a tal mecanismo levara
a formacéao de lesGes na pele (42). Esses exossomos desempenham um papel
fundamental na interagéo parasito-hospedeiro e sua atividade imunomoduladora
aumenta os fatores de viruléncia do parasito, como por exemplo, a
metaloprotease de superficie GP63 (43), determinando assim, a forma e a
gravidade das leishmanioses.

No que tange os efeitos imunomodulatoérios, estudos revelaram que as
cepas de L. guayanensis provocaram uma potente resposta inflamatoria apos
acoplar o receptor endossomal Toll-like 3 (TLR3), resultando na producéo de
interferon IFN-B, o qual foi capaz de inflamar e piorar o quadro das lesbes de
Leishmaniose em camundongos, além disso, observou-se sobrevivéncia
prolongada do parasito. Essa situacdo de melhora na sobrevida do parasito,
apesar de uma resposta inflamatéria potente, lembra o que é observado em
pacientes com a forma clinica da Leishmaniose mucosa em humanos (44).

Os fatores de viruléncia sdo moléculas que auxiliam patéogenos na
adaptacdo as condicdes ambientais. Alguns fatores de viruléncia incluem
chaperonas moleculares como como proteinas de choque térmico (HSPS),
proteinases de cisteina (CPB), leishmanolisinas, fosfatases e proteinases (45).

Embora os parasitos do género Viannia possuam uma fase de seu ciclo
de desenvolvimento realizada no intestino posterior, a transmisséo ainda ocorre
pela rota anteriormente detalhada. No entanto, existem poucos estudos focando
a transmissao destes parasitos, especialmente usando modelos com insetos
transmissores (10). De acordo com Freitas (2010), parasitos com
comportamento peripilarico possuem representantes apenas no Novo Mundo.
Andlises do LPG de L. (V.) braziliensis, revelou tipos diferentes de regulacéo de

carboidratos nas cadeias laterais (46).
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5. Consideracdes finais

Perspectivas recentes como fatores inerentes a microbiota intestinal
vetorial, caracteristicas permissivas ou restritivas do vetor e comportamento
alimentar, atribuem novos fatores cruciais para o desenvolvimento e eficacia na
transmissdo. Estes achados adicionais deixam evidentes que diversos
mecanismos podem afetar a transmisséo de Leishmania por flebotomineos. E
de suma importancia compreendé-los individual e coletivamente. A crescente
construcdo do conhecimento na area indica que 0s componentes vetoriais
podem oferecer novas possibilidades de estudo para controle do complexo

Leishmanioses.
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RESUMO

A toxoplasmose € uma das mais comuns e disseminadas infec¢des parasitarias
do mundo. Em regides endémicas a soroprevaléncia do agente causador da
toxoplasmose, Toxoplasma gondii, pode ser de até 90 % e, em determinadas
populac6es europeias pode chegar a até 60 %. O parasito possui ciclo de vida
heteroxénico, sendo o gato seu hospedeiro definitivo e o homem, um dos
possiveis hospedeiros intermediarios. Uma vez dentro do corpo do hospedeiro
humano, o parasito € capaz de migrar ativamente para o meio intracelular,
através da interacdo de proteinas transmembranares (TRAP) com receptores da
membrana plasmatica de células do hospedeiro, assim como da secrecdo
enzimatica por réptrias, micronemas e granulos densos, presentes na regido
apical do T. gondii. O hospedeiro responde a infeccdo através de mecanismos
inflamatoérios e ativacdo do sistema imune inato e adaptativo, no entanto, o
parasito apresenta capacidade de evaséo, induzindo vias apoptoticas e inibindo
a acao de células imunes. A infeccdo em humanos esta sendo cada vez mais
associada ao surgimento de distlirbios neuropsiquiatricos e é particularmente
preocupante em individuos imunocomprometidos e gestantes. Dada a relevancia
epidemioldgica da toxoplasmose, apresentaremos nesse capitulo consideracdes
gerais sobre o T. gondii e detalhes da relacédo do parasito com o hospedeiro
humano.

Palavras-chaves: Toxoplasmose, parasitose, protozodrio, zoonose.
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1. Toxoplasma gondii: ASPECTOS GERAIS E CICLO DE VIDA

O Toxoplasma gondii é um protozoério de distribuicdo geografica mundial
com alta prevaléncia soroldgica e pode ser encontrado em cerca de 30 % da
populacdo humana mundial. E caracterizado como um patégeno intracelular
obrigatério e é a Unica espécie conhecida do género Toxoplasma (1).
Filogeneticamente, o T. gondii pertence a familia Apicomplexa, um grupo de
cerca de 5000 espécies que é caracterizado pela presenca de organelas Unicas
na extremidade apical. Estas organelas sdo responsaveis pelo processo de
invasao da célula hospedeira (2).

O T. gondii esta entre os maiores causadores de doencas zoondticas,
sendo encontrado em mamiferos e aves. Seu ciclo de vida é heteroxénico, ou
seja, possui hospedeiro definitivo e hospedeiro intermediario. Os hospedeiros
definitivos (presenca de estagio sexuado) sdo os felideos, enquanto o0s
hospedeiros intermediarios (presenca de estagio assexuado) sdo outros animais
homeotérmicos, como o ser humano (1).

A contaminacdo do hospedeiro definitivo pode ocorrer por predacdo de
animais infectados ou por ingestdo de agua ou alimentos contaminados com
oocistos ou taquizoitos. Os esporozoitos, bradizoitos ou taquizoitos, ao penetrar
células epiteliais do intestino do felino, sofrem um processo denominado
esquizogonia, gerando merozoitos®. Essas formas séo entdo liberadas por meio
de rompimento da célula hospedeira e infectam novas células, transformando-
se em formas sexuadas que, apdés o0 processo de maturacdo, originam aos
gametas. A fecundacédo ocorre dentro do epitélio, dando origem ao oocisto (1,
3).

Uma vez contaminado, o gato doméstico pode eliminar milhdes de
oocistos em cerca de 1 a 3 semanas. Em gatos selvagens, a eliminacao pode se
estender por toda a vida do animal. No ambiente, os oocistos podem se tornar
esporulados em cerca de 1 a 5 dias. Oocistos esporulados contém dois
esporocistos e cada esporocisto contém quatro esporozoitos, que podem

contaminar o solo, corpos d’agua e culturas (4-6) (Fig. 1).
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Figura 1 - Dindmica da transmissao do T. gondii entre seus hospedeiros
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Vias de transmissao do Toxoplasma gondii. Hospedeiro definitivo felino (gato) predando roedor
infectado (a) Oocistos esporulados no ambiente. (b) Alimentos contaminados com oocistos
esporulados (c). Oocistos ingeridos por hospedeiros intermediarios (d). Hospedeiros
intermediarios (ex: bovinos, ovinos, aves e suinos). (e) Ingestao de cistos teciduais em carne
crua (f). Hospedeiros intermediarios (humanos) (g). Taquizoitos transmitidos através da placenta
para o feto (h). Transmisséo por transfusdo de sangue e transplante de 6érgéos (i)

Fonte: Autoria propria. Criado com BioRender.com.

A ingestdo de oocistos esporulados presentes no ambiente ou de
bradizoitos em carne crua ou malcozida compreendem as duas principais rotas
horizontais de transmissdo da toxoplasmose. Além dessas vias, 0s taquizoitos
também podem ser transmitidos por via transplacentaria (1, 2, 4). A ingestao de
formas contaminantes de T. gondii sdo responsaveis por surtos esporadicos da
forma aguda da doenca em individuos imunocompetentes e toxoplasmose grave
em individuos imunocomprometidos (7, 8).

Dada a importancia epidemioldgica da toxoplasmose, abordaremos nas
proximas sessoes a relacéo parasito-hospedeiro de T. gondii com o ser humano,
enfocando nos mecanismos de invasao, replicacéo, diferenciacao e evaséo do

parasito e da resposta imune do hospedeiro.
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2. INTERACOES PARASITO-HOSPEDEIRO

Uma vez dentro do corpo do hospedeiro mamifero, T. gondii € capaz de
multiplicar-se na maioria dos tipos celulares presentes. A patogenicidade do
parasito € multifatorial, incluindo a susceptibilidade da espécie do hospedeiro, a
viruléncia do parasito e seu estagio de desenvolvimento. A diversidade genética
e fenotipica de T. gondii promove variagbes na manifestacdo clinica da
toxoplasmose (9).

Em relacdo a viruléncia e letalidade em animais experimentais, trés cepas
sdo bem definidas: As cepas do tipo | sédo classificadas como altamente
virulentas, as cepas do tipo Il com viruléncia intermediaria e as cepas do tipo Il
sdo consideradas avirulentas. Essa avaliacdo de viruléncia combina o estudo
dos efeitos da infeccdo nos hospedeiros ou a taxa de multiplicacdo assexuada,
assim como a de invasao celular e proliferacdo (9-11).

Infec¢cdes induzidas por oocistos de T. gondii em hospedeiros
intermediarios sdo mais severas e ndo parecem ser dose-dependentes. Este
protozoario sanguineo parece ter se adaptado a um ciclo fecal-oral em
herbivoros e a um ciclo tecidual-oral em carnivoros, especialmente no gato. Os
cistos contendo bradizoitos de T. gondii sdo menos infectivos para outros
animais do que para os gatos. Por exemplo, os gatos podem eliminar milhdes de
oocistos ap0s a ingestdo de apenas um bradizoito, enquanto a ingestdo de 100

bradizoitos podem néo infectar camundongos oralmente (12, 13).

3. MECANISMOS DE INVASAO DE Toxoplasma gondii

A interacdo com a célula hospedeira tem como objetivo final a
internalizacdo do parasito. T. gondii, assim como o0s demais individuos
pertencentes ao filo Apicomplexa, apresenta motilidade por deslizamento (4). A
motilidade é realizada por sistema de actina-miosina localizado sob a membrana
plasmatica. Esse processo permite a mobilizacdo do parasito no hospedeiro,
assim como o rompimento de barreiras fisicas e invasdo de tecidos (5).
Interagindo com o sistema de actina-miosina, um grupo de proteinas
transmembranares - TRAP (proteinas andnimas relacionadas a trombospondina)

presentes na extremidade apical do parasito, interage com receptores na célula
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do hospedeiro (através da ligacdo ao dominio extracelular longo de TRAP) e
promove a ligacdo do parasita (através do dominio curto citoplasmatico de
TRAP). Uma vez ocorrida a ligacdo, as proteinas sédo rapidamente translocadas
para a extremidade posterior do parasita auxiliando na entrada na célula. Essas
proteinas séo entéo, eliminadas pela acao de proteases (15) (Fig. 2).

Na porcdo apical de T. gondii também sdo encontradas pequenas
organelas denominadas micronemas que secretam proteinas homoélogas a
TRAP (MICs). As MICs apresentam acdo semelhante as perforinas, adesinas e
serina-proteases, que ao serem secretadas desempenham papel na invaséo e
motilidade extracelular, auxiliando na fixacdo do parasito a célula hospedeira
(15). Essas MICs séo liberadas do polo apical do parasito na superficie das
células do hospedeiro durante o processo de invasao, e sdo capazes de se ligar
a um amplo espectro de alvos, como adolase, glicose, ICAM-1, lactose e
heparina. As MICs se movem posteriormente no parasito conforme a invasao
progride, podendo eventualmente alcancar seu polo posterior. Andlises
morfologicas apontam que o nimero de micronemas € maior em esporozoitos,
menor em bradizoitos e intermediario em taquizoitos (2, 4, 11) (Fig. 2).

O processo de invasdo também depende de organelas secretoras de
forma alongada denominadas roptrias. Além da invasdo, o produto secretado
pelas roptrias promove a formacéo da juncdo movel, do vacuolo parasitéforo e
interfere nas funcdes da célula hospedeira. O contetdo das roptrias € secretado
do polo apical do parasito diretamente no citoplasma da célula hospedeira. Essas
organelas sao divididas em duas regiées bem definidas: 1) a mais basal, mais
larga e de aspecto esponjoso, contendo proteinas (ROPs) envolvidas na
subversdo das funcbes da célula hospedeira e na formacdo do vacuolo
parasitéforo e; 2) a porcao anterior, ou pescoco, que concentra proteinas (RONS)
associadas a invasao da célula hospedeira, formando a juncdo movel juntamente
com o micronema (4, 11, 16).

Um terceiro tipo de organela secretora que atua na invasdo, Sdo 0sS
granulos densos. Essas organelas apresentam um conjunto de proteinas
(GRAS), que podem ser secretadas na célula hospedeira durante o processo de
invasdo ou apos o estabelecimento do vacuolo parasitéforo. Juntamente com as
ROPs, GRAs revestem o0 vacuolo parasitéforo. GRAs e ROPs podem também

permanecer no citoplasma onde interferem na sinalizacao e expressao da célula
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hospedeira. As proteinas de granulos densos (GRAS) estdo também envolvidas
na montagem de uma rede de tubulos e estruturas filamentosas, e no ajuste fino
de vias imunoldgicas. Em conjunto com as roptrias, os granulos densos causam
um impacto significativo na viruléncia de varias cepas de T. gondii (2, 4) (Fig. 2).
Uma vez dentro da célula do hospedeiro, T. gondii pode realizar os processos

de replicacéo e diferenciacéo para infectar outras células e organismos (4).

Figura 2 - Principais proteinas relacionadas a invaséo das células hospedeiras

pelo Toxoplasma gondii

Granulos «— — Niicleo A
densos

Micronemas

Vacuolo
parasitéforo

Proteinas necessérias na invasdo da célula hospedeira pelo T. gondii. Secregdo proteica por
organelas presentes na regido apical do parasito (A). Recobrimento do vacuolo parasitéforo por
proteinas secretadas por T. gondii (B).

Fonte: Autoria propria. Criado com BioRender.com.
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4. REPLICACAO E MUDANCA DE ESTAGIO DO Toxoplasma gondii NAS
CELULAS HOSPEDEIRAS

Taquizoitos podem infectar a maioria das células hospedeiras nucleadas,
pois penetram as células ativamente e sdo envolvidos pelo vacuolo parasitoforo.
O vacuolo parasitoforo por sua vez, é formado pela membrana plasmatica do
hospedeiro que o protege de mecanismos de defesa. Uma vez no interior da
célula, os taquizoitos se multiplicam de forma assexuada por endodiogenia, onde
duas células-filhas se formam dentro de uma célula-méae que eventualmente se
dissolve. Apds diversos ciclos de replicacdo a célula hospedeira se rompe
liberando ao taquizoitos para infectar novas células (2, 4, 11).

Esses taquizoitos ativamente replicantes sofrem constante pressao do
organismo do hospedeiro. No curso da infec¢éo os taquizoitos convertem-se em
bradizoitos encistados, aumentando sua capacidade de persisténcia. Nesse
momento a infeccdo torna-se cronica. A medida que o cisto amadurece,
mudancas em seu tamanho podem ser observadas devido a replicacdo do
bradizoito dentro do cisto. Embora os cistos possam se desenvolver em diversos
orgaos, eles sdo mais prevalentes nos tecidos musculares e neurais (2, 4).

Morfologicamente, os bradizoitos sdo mais delgados que os taquizoitos,
e diferem na localizacdo de suas estruturas celulares. Além disso, também
apresentam diferentes niveis de expressdo ou isoformas de roptrias,
micronemas e granulos densos. Bradizoitos podem também apresentar
compostos metabdlicos especificos, como granulos de amilopectina, podendo
servir como um estoque de energia de longo prazo. Nessas estruturas, o vacuolo
parasitéforo € modificado para se tornar uma parede de cisto fortemente
reforcada através de glicosilacédo (17, 18).

A transicdo entre taquizoitos e bradizoitos envolve mudancas

consideraveis na expressdo génica de fatores de transcricdo que contém o

dominio de ligacdo de DNA Apetala2 (AP2). Essas proteinas AP2 sao trans
reguladores de genes de bradizoitos, pois se ligam as regides promotoras dos
marcadores de bradizoitos BAG1 e B-NTPase. Para exercer controle sobre seu
processo de diferenciacdo também ocorrem modificacdes pos-traducionais,

como em quinases eucaridticas do Fator 2 de Iniciacédo (elF2). Normalmente, a
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fosforilagdo da subunidade a de elF2 leva a uma diminuigcdo na sintese
proteica global relacionada a resposta ao estresse (18, 19).

A conversao entre taquizoitos e bradizoitos esta associada a alteracdes
moleculares e morfoldgicas incluindo a expressdo de antigenos estagio-
especifico (Tab. 1) e alteragdes no metabolismo®. Também pode ocorrer a
transformacdo dos bradizoitos novamente em taquizoitos, o que indica a

reativacao da infec¢cdo aguda.

Tabela 1 - Proteinas estdgio-especificas de Taquizoitos e de Bradizoitos.

Proteinas estagio-especificas

Taquizoitos Bradizoitos
SAG1 SAG2C/DIXIY

Membrana plasmatica SAG2A SAG4
SRS1-SRS3 SRS9
Citoplasma LDH1 Loz
BAG1
Nucleo ENO2 ENO1
GRA
Vacuolo parasit6foro/cisto NTPases MCP4
BPK1

Proteinas estagios-especificas de taquizoitos e de bradizoitos e suas respectivas localizagdes.

Fonte: Autoria propria, 2022.

5. RESPOSTA IMUNE CONTRA O Toxoplasma gondii

Os mecanismos de eliminacdo de T. gondii pelo sistema imune do
hospedeiro humano ainda ndo sdo completamente compreendidos, no entanto,
sabe-se que a presenca de cistos permite a persisténcia do parasito por longos
periodos apos a manifestacdo da infeccdo aguda (20). Os cistos de T.gondii
podem periodicamente se romper, liberando bradizoitos que serdo destruidos

pelo sistema imune. Entretanto, em individuos imunocomprometidos, a infec¢ao
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pode ser reativada pela disseminacao de bradizoitos e conversdo em taquizoitos
(12).

Fatores relacionados ao hospedeiro, como a resposta imune também
estdo envolvidos no curso da patogénese da toxoplasmose. A resposta imune &
um dos principais fatores do hospedeiro relacionado a infec¢do. A ativagéo de
mecanismos inatos e adaptativos da resposta imune culminam, na maioria dos
individuos, em certa resisténcia e protecéo de longa duracéo contra a infeccao
(20).

O sistema imune inato é o primeiro a responder a infecgdo por T. gondii.
Em modelos murinos o reconhecimento do parasito € realizado por receptores
do tipo toll (TLR11 e TLR12). A falta de receptores funcionais equivalentes em
humanos, sugere receptores e mecanismos alternativos de reconhecimento (20).
Uma vez que o mecanismo de reconhecimento de ligantes de TLR11 e TLR12
murinos em endossomos é semelhante ao de TLR3, TLR7 e TLR9 humanos
(reconhecimento de acidos nucleicos), esses TLRs, assim como TLR8, podem
ser estimulados por acidos nucleicos de T. gondii derivados no endossoma para
induzir a expressdo de IL-12. Camundongos deficientes em MyD88, uma
importante molécula adaptadora essencial na sinalizacao intracelular da maioria
dos TLRs, mostraram uma falha pronunciada na producao de IL-12 em resposta
a estimulacdo de antigenos de Toxoplasma em ensaios in vivo e in vitro (20-22)
(Fig. 3).

Células infectadas por T. gondii também secretam a alarmina S100A11.
Em resposta a essa proteina, mondcitos produzem quimiocina. Além disso,
nessas ceéulas, o reconhecimento citosolico do parasito depende do dominio
pirina de NLRP1 e NLRP3 (familia NLR contendo inflamassoma). Essa cadeia
de eventos promove a secrecao precoce de IL-1B, levando a morte celular (20).

Em resposta a infeccdo, neutrdéfilos, células dendriticas e mondcitos
produzem IL-12 (interleucina-12), o que impulsiona uma resposta IFN-
dependente. A resposta IFN-dependente inicia a imunidade protetora tipo 1,
além de induzir a formacdo de oOxido nitrico sintase induzivel (iINOS). A
deficiéncia de INOS torna o hospedeiro altamente suscetivel durante a fase
tardia da infeccdo, resultando em letalidade devido ao aumento da carga

parasitaria no sistema nervoso central (21-23).
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Figura 3 — Imunidade inata do tipo 1 contra Toxoplasma gondi
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Ativacdo da imunidade inata do tipo 1 contra Toxoplasma gondii. O reconhecimento do
antigeno pelos TLRs induz producéo de IL-12 em células fagociticas, que por sua vez
promove a sintese de IFN-y, auxiliando no desencadeamento da resposta IFN-
dependente, permitindo assim a eliminacéo dos parasitas.

Fonte: Autoria prépria. Criado com BioRender.com.

A producéo de IL-12 durante as respostas imunes inatas é essencial na
montagem da resposta imune contra o T. gondii, porém existem outros fatores
gue em conjunto induzem a resposta imune adaptativa (20, 22).

As células B, macrofagos e DCs (células dendriticas), conhecidas como
células apresentadoras de antigenos (APCs), captam antigenos através da: 1)
fagocitose de parasitos, células infectadas ou detritos parasitarios; 2) endocitose
de antigenos ou; 3) por invasdo ativa do parasito; e apresentam por MHC de
classe | ou Il. Essa apresentagdo em conjunto com sinais coestimulatorios, induz
a proliferacdo de populacbes de células T CD4" auxiliares e células T
CD8" citotoxicas, produtoras massivas de IFN-y (20, 22).

A super expressdo de IFN-y ou de CD40L, receptor que pode ativar
mecanismos efetores em macréfagos e outras células que expressam CD40 em

sua superficie, indica a capacidade dessas células adaptativas de controlar a
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infeccdo cronica por T. gondii através da superproducao de IFN-y. A resposta de
linfécitos T CD8* € influenciada pelo auxilio fornecido pelas células T CD4* (22,
24). No entanto, um estudo feito em camundongos demonstrou que a deplecdo
de linfécitos T CD8* e T CD4* em camundongos cronicamente infectados resulta
na reativacao da infeccdo na forma grave, mas a deplecdo somente de TCD4*
tem impacto limitado (Fig. 4). Esses dados sugerem uma resposta mais eficiente
quando TCD4*e T CD8* atuam em conjunto (25).

Além da producéo de IL-12 e IFN-y ha outras citocinas envolvidas na
resposta imune a toxoplasmose. As células Tregs produtoras de IL-10, que
possuem mecanismo supressivo, ndo sao necessarias durante a infeccao, sendo
o0 numero de Tregs rigidamente controlado. A diminuicdo do numero dessas
células ocorre pelas menores concentracdes locais de IL-2 durante a infec¢éo
aguda por T. gondii, resultando na inibicdo das Tregs e ativacéo do perfil Thl de
resposta imune das células T CD4*. A imunossupressdo apds ativacao de
células Thl é importante para protecdo contra imunopatologia excessiva em
resposta a infeccéo por T. gondii (22-24).

Citocinas como IL-10 e IL-22 sdo produzidas na fase inicial ps-infeccéo
e também na fase crénica. As células T-bet* Foxp3~ Thl produzem tanto IL-10
quanto IFN-y em um mecanismo de “autorregulacao”. A IL-33, mesmo sendo
citocina pro-inflamatoria, em conjunto com a IL-27 estimula a producéo de IL-10
por macréfagos M2 para ativar Tregs, e demonstraram amplificar a resposta Th2
para suprimir a imunidade Thl (22, 24).

Além da imunidade mediada por células, anticorpos especificos contra o
parasito em questdo, como IgA, IgE, IgM e IgG foram isolados de pacientes
humanos, tornando-se uma importante ferramenta diagndstica para distingédo
entre infec¢cdes agudas e cronicas. Seus efeitos podem ser de potencializar ou
bloquear mecanismos imunoprotetores, e se dao através de varios mecanismos:
1) por opsonizacdo do parasito para fagocitose, 2) bloqueio da invaséo e 3)
ativacao da via classica do sistema complemento (25, 26).

As respostas humorais sdo desenvolvidas com o auxilio das células T
CD4*. Em modelos experimentais, os niveis de IgA estdo relacionados a
presenca de IL-10 e TGF-[1, ja a concentracdo de IgE € induzida por IL-4, sendo
restrito a fase aguda da infeccdo. Deve-se considerar que as classes e

subclasses de imunoglobulinas produzidas durante a toxoplasmose apresentam
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padrdo diferente em humanos e murinos. Por isso, em humanos, IgG1l e 1gG3
sao induzidas por IFN-Je aumentadas por IL-10 e TGF-[J; a IgG2 é induzida por
IL-2, sendo aumentada por IL-6, enquanto IgG4 € induzida por IL-4 e IL-13 (24-
26).

O papel do IFN-y na resposta imune contra o T. gondii é indiscutivel. E
crucial para a ativacdo de uma variedade de atividades antimicrobianas, tanto
em células hematopoiéticas quanto ndo hematopoiéticas, que limitam a
replicacéo do parasita. Uma de suas a¢des, em conjunto com TNF-a e CD40L,
envolve a inducdo do aumento da sintese de Oxido Nitrico (NO), através do
aumento da expressdo da enzima da NO sintase induzivel (iNOS), responsavel
pela producdo de NO em macréfagos e outros tipos de células. O mecanismo
exato pelo qual o NO inibe a replicacdo do parasito ainda nao foi elucidado,
porém estudos demonstram que camundongos deficientes na producdo de NO
Sao mais susceptiveis a toxoplasmose. Além disso, o IFN-y também estimula a
degradacdo do triptofano, que suprime o crescimento de T. gondiiem
fibroblastos humanos, células de glioma, células de retinoblastoma e
macrofagos, e caréncia de ferro nos enterocitos (22, 24, 27).

Figura 4 - Fontes celulares de IFNy durante infeccdo por T. gondii.
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Mecanismos de imunidade adaptativa durante a infeccdo por T. gondii. A producdo do IFN-y
pelas células do sistema imune é crucial para a sobrevivéncia do hospedeiro durante a infeccao
por Toxoplasma gondii. Assim como, a producdo de anticorpos que permite a opsonizacdo do
parasito para fagocitose, o blogueio da invasdo e a ativagdo da via classica do sistema
complemento. Fonte: Autoria propria. Criado com BioRender.com.
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6. MECANISMOS DE EVASAO DO Toxoplasma gondii

A interferéncia em vias de sinalizacdo responsaveis pela producédo de
citocinas nos hospedeiros € uma estratégia eficaz do parasito para prejudicar as
respostas imunes do hospedeiro. As proteinas efetoras liberadas através das
roptrias ou granulos densos, participam da manipulacao ativa da sinalizacao da
célula hospedeira e das respostas transcricionais (20) (Fig. 5).

Como mencionado em sessdes anteriores, as cepas I, Il e Illl deT.
gondii diferem em sua viruléncia em células hospedeiras. A roptria quinase
ROP16, nas cepas do tipo | e lll, ativam o transdutor de sinal e ativador da
transcricdo 3 e 6 (STAT3 e STAT6) em células humanas e de camundongo,
regulando negativamente a IL-12. A atividade transcricional de STAT1 pode ser
inibida em todas as cepas por mecanismos independentes da ROP16 junto com
a GRAL5, uma proteina de granulos densos que ativa a sinalizagdo sustentada
de NF-kB. Por outro lado, STAT1 pode ser ativado pela sinalizagdo JAK/STAT,
estimulada por IFN-y. Além disso, o inibidor da transcricdo dependente de
STAT1 (TgIST), uma proteina de granulos densos e conservada entre cepas
de T. gondii, € necessario para bloquear a transcri¢cdo de genes estimulados por
IFN em Fibroblastos do prepucio humano (HFFs) (11, 21).

A via NF-kB também é desregulada pelo T. gondii, através da limitacao da
sua ativacao, o que pode levar a inibicao da producéo de IL-1f induzida por LPS,
pela cepa do tipo I. Além disso, o T. gondii também pode inibir a clivagem e
ativagcdo da caspase-1 em neutrdfilos infectados. Recentemente, foi descoberto
gue o GRA18 forma complexos com elementos reguladores do complexo de
destruicao de B-catenina, promovendo a estabilizacao e translocacdo nuclear de

B-catenina e induzindo a expressao génica dependente de -catenina (11, 21).
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Figura 5 - Modulac&o da sinalizacéo imune do hospedeiro por T. gondii.
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Modulacdo da sinalizacdo imune do hospedeiro por T. gondii. Ap6s a invasdo da célula
hospedeira, a manipulagéo das vias de sinalizac&o e expressdo génica prejudicam as respostas
imunes.

Fonte: Autoria propria, 2022. Criado com BioRender.com.

Durante o curso de infec¢cbes por parasitas intracelulares como as
causadas por T. gondii, a apoptose € um importante mecanismo de eliminacao
de patdégenos. A inibicdo das vias intrinsecas e extrinsecas da apoptose celular
auxilia na sobrevivéncia de T. gondii e preserva 0 seu espagco no meio
intracelular (23) (Fig. 6).

A regulacgéo de diversos fatores da via apoptética estdo relacionados com
a inibicdo das vias intrinsecas, que parecem convergir na inibi¢ado do citocromo C
e caspases apoptoticas. A inibicdo da liberagéo do citocromo C, pela inducdo de
substancias, como actinomicina D, arsénio e peréxido de hidrogénio, ou

incidéncia de luz UV, inibem a liberagéo do citocromo C da mitocondria, que por
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sua vez reduz a clivagem de caspase-9 e caspase-3 apoptéticas, interferindo
diretamente no evento (23, 24).

O parasito também pode afetar diretamente a ativacdo da caspase,
independentemente da liberac&o do citocromo C. A ligacao do citocromo C e de
dATP ou ATP ao fator de ativacao de protease 1 (Apaf-1) permite a formacgéo de
um complexo apoptossomo, que por sua vez ativa a caspase-9. Ja a ligacdo da
caspase-9 ao Apaf-1, impede a atividade da caspase-9 e a ativacdo da caspase-
7 e caspase-3 (27,28).

O T. gondii também inibe a via extrinseca da apoptose. Niveis reduzidos
de pro-caspase-8 diminuem sua associacdo com o0 complexo de sinalizacdo
indutor de morte (DISC) e prejudicam a ativacdo de caspases efetoras. Esses
niveis podem ser alterados através da ligacdo de TNF-a com receptor TNFR1.
Outra forma de alteracdo € pela inducdo do receptor Fas/CD95, na auséncia de
uma alca de amplificacdo mitocondrial. Caso a ligacdo Fas/CD95 seja
amplificada através da alca de amplificacdo mitocondrial, T. gondii inibe a
clivagem da proteina Bid pré-apoptética BH3, a liberacdo de citocromo C, a
atividade do iniciador caspase-8 e caspase-9 e o efetor caspase-3 e caspase-7
(21, 29).

O aumento da expressdo de micro RNAs, como o miR-17-92, também
interferem na apoptose. O aumento da expressédo desses miRNAs, bloqueia a
apoptose se induzida por estaurosporina, mas também pode ser através da
ativacdo do STAT3. A ativacdo da STAT3, além de levar ao aumento do miR-17-
92, leva a expressao diminuida de Bim, que contribui para a formacao de poros
na membrana mitocondrial e liberacdo de citocromo C (21, 30).

Além dos fatores apoptéticos, os fatores antiapoptéticos também podem
ser regulados, nesse caso positivamente, como os da familia Bcl-2 (Bax, Bak e
Bim). Embora a infeccéo por T. gondii ndo afete a expressdo de Bax ou Bak, ela
inibe as alterac6es conformacionais dessas proteinas. A translocacao de Bax do
citosol para a mitocondria e a oligomerizacdo de Bax contribui para a diminuicao
da liberacéo de citocromo C (21, 28, 29).
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Figura 6 - Modulac&o da apoptose de células hospedeiras por T. gondii.
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Modulacdo da apoptose de células hospedeiras por T. gondii. Apds a invasdo da célula
hospedeira, a manipulagdo das vias intrinsecas e extrinsecas promove a apoptose celular.
Fonte: Autoria propria. Criado com BioRender.com.

Cepas virulentas de T. gondii ndo induzem a producdo de espécies
reativas de oxigénio (ROS) o que evita a morte intracelular do parasito. Esse
evento ocorre devido a presenca da enzima NADPH oxidase, que atua reduzindo
Nox4 nos niveis de transcricdo e proteina, resultando em diminuicdo de ROS
intracelular. A inducao de TGFB1 leva a destruicao de iINOS, mas também pode
haver a competicdo entre ele e a arginase pelo mesmo substrato, levando a
diminuicdo de NO?2% 30, Um inibidor de serina protease TgPI-1, é secretado pelos
granulos densos e inibe a atividade da elastase de neutrofilos, ele também inibe
a tripsina e a quimotripsina, duas enzimas proteoliticas do intestino delgado?!.

Além da capacidade pronunciada de invasdo ativa das células do
hospedeiro e consequente disseminacao, os mecanismos de evasao do sistema
imune presentes em T. gondii, posicionam esse parasito como importante agente

etiolégico da toxoplasmose humana. O conhecimento das vias de sinalizacao e
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da relacdo parasito/hospedeiro com o ser humano podem auxiliar no

desenvolvimento de estratégias profilaticas e para o combate da doenca.
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RESUMO

A doenca de Chagas € uma antropozoonose causada pelo protozoario
Trypanosoma cruzi, com maior prevaléncia na América Latina. Cerca de 10
milhdes de pessoas séo infectadas em todo o mundo, tornando-a um problema
de salde publica. E caracterizada por duas fases, sendo uma delas a aguda que
€ assintomatica na maioria dos casos, mas nos casos sintomaticos pode-se
observar febre, inflamacao no local da inalacédo, sinal de Romana, linfadenopatia
e hepatoesplenomegalia; e a outra é a crbnica, que pode se apresentar na forma
indeterminada, cardiaca, digestiva ou cardiodigestiva. Ja existem relatos de que,
na fase aguda, o parasito é capaz de provocar alteragbes estruturais nos
sinusoides, células do sistema monofagocitario e hepatécitos. Ademais, induzem
aumento dos marcadores hepaticos, como AST e ALT, bem como os fatores de
coagulacdo (PCA e VII). Por outro lado, na fase crbnica, tem relatos de que
alteracdes na dieta do camundongo pode interferir na resposta inflamatoria,
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carga parasitaria e o peso do figado. No geral, a resposta imunol6gica no 6rgao
frente a infeccdo € marcada pela acdo e presenca de células NK, NKT, T CD4",
T CD8* e TCD4 TCD8 TCRyd* e macrofagos. O equilibrio entre resposta pré e
anti-inflamatoéria parece ser importante para o controle da doenca. Embora
existam esses relatos de alteragGes hepaticas frente a infeccdo por T. cruzi,
ainda faltam estudos que esclarecam de forma clara e completa a interacéo
parasito-hospedeiro neste oOrgao, principalmente na fase crénica. Com base
nisso, Nos propomos a sumarizar os estudos que abordam as alteragdes
histolégicas e imunes no figado ocasionadas pela infecgcédo com T. cruzi a fim de
elucidar as lacunas que podem ser abordadas nos estudos futuros.

Palavras chaves: T. cruzi. Figado. Resposta imunoldgica. Alteracdes
histoldgicas.

1. INTRODUCAO

A Doenca de Chagas (DC), também denominada Triponossomiase
Americana, é uma importante doenca parasitaria, resultante da infeccdo por
Trypanosoma cruzi (T. cruzi). Estima-se que existam cerca de 10 milhdes de
pessoas infectadas em todo o mundo, com elevada prevaléncia na América
Latina, onde a doenca de Chagas € endémica (1). Sdo encontrados, ainda, casos
em paises da Europa, América do Norte e outras regides nao endémicas,
resultantes, especialmente, da migracéo de individuos infectados (2).

O curso clinico-patoldgico da DC consta de duas fases: aguda e crbnica.
A fase aguda perdura por 4-8 semanas e, normalmente, € assintomatica. No
entanto, a fase aguda da DC pode apresentar sintomas inespecificos que
dificultam o diagndstico precoce da doenca. No inicio, além do elevado nivel de
parasitas circulantes os sintomas mais frequentes séo febre prolongada, mal-
estar, hepatoesplenomegalia e, no caso da transmissdo vetorial, o sinal de
entrada de T. cruzi através da pele caracterizado como chagoma, e, quando
ocorre nas membranas mucosas oculares, romana (3). A hepatomegalia € uma
alteracdo macroscopica relacionada aos focos de infiltrado inflamatoério e dano
tecidual induzida durante a infeccdo aguda por T. cruzi. Essa alteracao
observada é explicada pelo aumento do processo inflamatério devido a
intensificagcdo do parasitismo tissular, espessamento da matriz extracelular e
macrofagotropismo, com o surgimento de ninhos de amastigotas no figado (4).

A fase crénica, por sua vez, pode se apresentar na forma indeterminada,
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cardiaca, digestiva ou cardiodigestiva. A forma indeterminada, também chamada
de estagio assintomatico, pode perdurar por décadas. Apesar das alteracdes
cardiacas e digestivas serem as mais descritas para pacientes sintomaticos,
correspondendo a 30% e 15% dos casos respectivamente (5), pouco se sabe
sobre as alteragBes hepaticas na doenca de Chagas, em especial na fase
cronica.

O figado é um orgao extremamente importante para a manutencao do
organismo humano. Logo, as altera¢cdes causadas pelo T. cruzi no figado
precisam ser melhor elucidadas, uma vez que as consequéncias clinicas da
infeccdo sdo variadas e muitos aspectos ainda necessitam ser esclarecidos.
Assim, este trabalho tem como objetivo reunir as informacdes até entéo relatadas
sobre as alteracdes histoldgicas e imunes no figado ocasionadas pela infec¢ao

com T. cruzi.

2. IMUNOPATOLOGIA DA DOENCA DE CHAGAS NO FIGADO
2.1. Figado

O figado é o maior érgao sélido do corpo humano e atua como base para
diversos processos fisiologicos. Podendo pesar 1,5kg em um corpo adulto, suas
funcdes afetam todos os sistemas fisioldgicos, assim, este 6rgao contribui para
a digestao, desintoxicacao, equilibrio de fluidos e eletrélitos e hemostasia. Isso
inclui a participacdo na acdo do sistema imunologico, metabolismo de
macronutrientes, regulacdo do volume sanguineo, controle enddécrino das vias
de sinalizacéo de crescimento, homeostase de lipideos e colesterol e a quebra
de compostos xenobidticos, incluindo muitos medicamentos (6, 7).

Para exercer suas multifuncdes, o figado € composto por dois grandes
grupos de células, as células parenquimatosas e nédo parenquimatosas. Os
hepatécitos sdo as células mais abundantes neste 0Orgdo, constituindo
aproximadamente 80% do parénquima hepatico, que junto com as células
epiteliais biliares constituem o grupo das células parenquimatosas. As células
nao parenquimatosas consistem em células endoteliais sinusoidais do figado

(LSECSs), células de Kupffer, células estreladas hepaticas e linfocitos residentes

7).

141


https://doi.org/10.53924/fisiopatdip.cap08

Capitulo 08 Alteragdes Hepaticas na Doenca de Chagas Experimental

Os hepatdcitos realizam muitas das fungdes atribuidas ao figado, tendo em
vista que possuem a mitocondria e o0 reticulo endoplasmatico altamente
desenvolvidos, organelas que sao responsaveis por produzir albumina, fatores
de coagulacdo e outras proteinas séricas. No processo de desintoxicagdo, 0s
hepatocitos contém enzimas coletivamente chamadas de P450 que reconhecem
e modificam uma ampla variedade de substancias quimicas, permitindo sua
eliminacao na bile ou na urina (6). Além disso, os hepatdcitos atuam na sintese
de glutamina, formacao de ureia, acidos biliares e gliconeogénese (8).

Além do papel metabdlico no individuo, o hepatécito também atua no
controle da imunidade inata, que durante a resposta inflamatoria, diversas
citocinas proé-inflamatérias como IL-6, IL-1, TNF-a e IFN-y, estimulam essas
células a expressarem Receptores de Reconhecimento de Padrées (PRRs) e
componentes do sistema complemento e, dessa forma, podem atuar como célula
apresentadora de antigeno (APC) (8, 9, 10, 11).

As células epiteliais biliares sédo células cuboidais que revestem os ductos
biliares, para a passagem da bile do hepatdcito para o intestino. Compondo 70%
das células ndo parenquimatosa, as células endoteliais sinusoidais do figado tém
a caracteristica microvascular e com diversas fenestras, o que difere das células
endoteliais comum, e sdo especialistas na troca de material e resposta imune
entre as células sanguineas e as células do figado. Além disso, sao células
altamente fagociticas, que ajudam a eliminar moléculas potencialmente toxicas
da circulacdo e, assim, sédo responsaveis pela eliminacdo de mais de 75% do
lipopolissacarideo (LPS) que chega do intestino (12, 13, 14).

Localizados no espaco “de Disse” entre os hepatdcitos e LSEC, as células
estreladas hepéticas, representam 5 a 15% do namero total de células do figado.
Séo células que em estado normal sdo responsaveis por armazenar vitamina A
em goticulas de lipidios. ApGs a ativacao, por fatores patogénicos, o fenotipo
dessa célula muda e passa a secretar grandes quantidades de matriz
extracelular, citocinas pro-inflamatoérias e fatores pro-fibréticos (15, 16).

As células de Kupffer sdo a populacado de macrofagos residentes do figado
e correspondem entre 20-30% do grupo das células ndo parenquimatosas.
Essas células reconhecem muitos estimulos patogénicos introduzidos pela
circulacdo portal, ndo apenas realizando fagocitose para eliminagéo de bactérias

e corpos estranhos, mas também desempenhando um papel na resposta imune
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especifica, imunidade antitumoral, desintoxicacdo de endotoxina, regulando a
microcirculacéo e metabolismo (17).

O figado possui alto grau de vascularizagdo, com um suprimento sanguineo
duplo Unico, recebendo 20% do sangue da artéria hepatica e 80% da veia porta.
O sangue portal flui diretamente para o figado, contornando os tecidos sentinela
imunologicos classicos, como o baco e os linfonodos, assim, sua localizacdo
anatbmica e as caracteristicas funcionais o tornam um dos 0Orgaos mais
vulneraveis do corpo humano (9). Desta forma, as células no figado estdo
sujeitas a sinalizacao persistente de moléculas dietéticas e comensais, 0 que
induz um estado de tolerancia a este 6rgdo. Um figado saudavel possui uma
expressao basal de citocinas pro-inflamatorias (IL-2, IL-7, IL-12, IL-15 e IFN-y) e
anti-inflamatorias (IL- 10, IL-13 e TGF-B) (18).

Enquanto mantém um ambiente de tolerancia geral, o sistema imune
hepatico deve ser capaz de realizar respostas rapidas e controladas contra as
células tumorais e microrganismos patogénicos. Os linfocitos sdo células
residentes no figado, importantes na defesa imune, sdo potentes produtores de
citocinas e influenciam as respostas imunes inatas e adaptativas, dentre eles
inclui um namero significativo de células T, células B, células natural killer (NK)
e natural killer T (NKT) (19).

Em camundongos, as células NKT e as células NK constituem até 40% e
10% do total de linfécitos hepaticos, respectivamente, enquanto em humanos,
essas porcentagens sao invertidas, com predominancia de células NK (9). As
células NK possuem numerosos granulos, com a atividade regulada por citocinas
pré-inflamatérias, entre elas, IFN-y, IL-12 e IL-15 com principal funcdo de
destruir as células-alvo. As células NKT sdo um grupo heterogéneo de linfocitos
T que co-expressam TCR e proteinas de superficie de células NK, sendo
responsaveis por produzir rapidamente altos niveis de citocinas Thl e Th2 apés

a ativacao por meio de suas moléculas TCR e NK1.1 (19,20)

2.2. Alteracdes hepaticas histoldgicas e funcionais na doenca de Chagas

Os primeiros estudos focados no figado relataram parasitismo no 6rgao,
dependente da cepa utilizada na fase aguda da infeccdo experimental (21, 22).

Tripomastigotas livres nos sinusoides hepaticos (23) e em células do sistema
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monofagocitario, como as de Kupffer, foram relatadas (21, 22, 23, 24, 25). Dessa
forma, discute-se que esse parasitismo seja devido a alta quantidade de células
fagociticas no figado e ao tropismo de determinadas cepas de T. cruzi pelo
sistema monofagocitério, tornando-se o 6rgdo um alvo da infeccdo, pelo menos
na fase aguda (21, 22).

A infeccdo em camundongos induz lesGes hepaticas a partir do sétimo
dia, neste momento o infiltrado inflamatorio é discreto e acentua-se com 14 p.i.,
com caracteristicas pseudogranuloma focais em todos os l6bulos hepaticos,
formados de células mononucleares e alguns neutréfilos (26). Na fase aguda
experimental, foram relatados sinusoides dilatados em algumas regibes do
figado, bem como hipertrofia e hiperplasia de células de Kupffer independente
de parasitismo (22, 25; 27). A infeccao também foi capaz de induzir um aumento
de células de Kupffer e macréfagos no espaco sinusoidal (28).

AlteracGes nos hepatdcitos também foram encontradas, como nucleos
gigantes, irregulares, binucleados, picnéticos e frequentemente, estavam em
mitose (25, 27). Hepatdcitos s@o raramente parasitados in vivo, j& que o maior
foco de infeccdo séo as células de Kupffer e células sinusoidais (29). De fato, T.
cruzi infecta tanto células do sistema monofagocitario como células do sistema
reticuloendotelial. Dessa forma, fica claro a observacdo de ninhos de
amastigotas em células desses dois sistemas, tornado o figado um alvo de
infeccéo.

Além de alteracdes histoldgicas, ainda na fase aguda, marcadores de
funcado hepética também indicam como o 6rgao é afetado pelo protozoario. Tanto
em modelos experimentais (19, 35, 38; 39; 40) como em seres humanos (41). A
infeccdo em momentos iniciais, induz aumento das aminotransferases alanina
(ALT) e aspartato (AST), enzimas relacionadas a lesdo hepatica aguda em
diversas condic¢des (11, 27, 30, 31). A concentragcédo dessas enzimas, ao menos
para casos de ingestao oral de T. cruzi, se mostrou diretamente dependente da
carga parasitaria do protozoario. Além disso, no mesmo estudo, demonstrou-se
gue as altera¢cbes hepaticas causadas na fase aguda da DC afetariam fatores de
coagulacdo produzidos no 6rgdo, ao aumentar, por exemplo, fatores como a
proteina C ativada (PCA) e VII (33).

A partir da fase aguda, a progressdao da DC observa-se alteracdes

hemostéticas nas fases subsequentes. Individuos infectados assintomaticos em
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fase crbnica (34), em fase crdnica recente com disautonomia precoce cardiaca
(35) e com ou sem acometimento cardiaco e/ou digestivo (36), apresentaram a
infeccdo com status pro-trombotico (com aumento de fragmentos de protrombina
1+ 2, dimero D, PAI-1, fibrinogénio, PAP, ETP e microparticulas) e inflamatério
(aumento de IL-6). Interessantemente, ao bloquear sinalizacdo via IL-6 em
modelo murino de infec¢éo oral por T. cruzi de fase aguda, houve normalizacao
de alteracbes hematoldgicas, caracterizadas por coagulacdo intravascular
disseminada, encontrada em camundongos néo tratados (37). De fato, infec¢des
por bactérias, fungos e protozoéarios, como do grupo Plasmodium induzem
alteracbes chamadas de tromboimunes, ou seja, a perda de hemostase
dependente de alterac6es imunoldgicas (38). A partir desses relatos é possivel
sugerir que as alteracdes hepéticas causadas pelo processo infeccioso, ao
menos, na fase aguda, estejam associadas com as alteracdes hemostaticas
observadas nos individuos infectados, o que conecta os sistemas hepaticos e
hematolégico somado ao status pré-inflamatério na DC.

Ainda na fase aguda experimental, outras funcbes hepaticas foram
avaliadas frente a infecgao por T. cruzi. Ao utilizar a cepa Brazil, Nagajyothi et
al. (2013) demonstrou que o processo infeccioso estabelecido nos
camundongos, além de afetar a homeostase de glicose no baco, diminui a
gliconeogénese hepética por reduzir niveis de mRNA glicose- 6-fosfatase no
orgdo, uma enzima critica na via de gliconeogénese, e por aumentar a tolerancia
ao piruvato (39).

Dessa forma, € possivel observar que o figado pode estar associado com
diversos tipos de comorbidades encontradas na DC e representa um importante
orgao para entender a fisiopatologia da doenca.

Para a fase crbnica experimental com foco no figado, poucos estudos
estdo disponiveis na literatura. Relata-se que a infeccdo crénica (BALB/c) com
cepa Y, por exemplo, embora com hepatécitos e espacgos sinusoidais normais,
induz aumento de peso do figado, infiltrado inflamatorio misto, regides necroéticas
e presenca de ninhos de amastigotas (40). Sendo que comparado a fase aguda,
h& uma reducéo substancial de material genético de T. cruzi no figado de animais
na fase cronica, tanto em infeccdo com a cepa Taluhen (camundongo BALB/cJ)
(41) quanto com a cepa Y (42). Entretanto, h4a uma manutencdo do infiltrado

inflamatorio até a fase crbnica, 0 que sugere a persisténcia do protozoario no
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orgao.

2.3. Alteragdes imunologicas

Como observado no topico anterior, a infec¢gdo por T. cruzi leva a um
infiltrado de células mononucleares inflamatérias no parénquima hepatico.
Atualmente a resposta imune hepatica tem sido um interesse de estudo para
melhor caracterizar os tipos de células que compdem os focos inflamatorios e
seus mediadores inflamatoérios durante a DC. Haja vista que o figado tem suas
particularidades, este 6érgdo desempenha papel importante na depuracao
parasitaria, com destaque para linfocitos TCD8+ e CD4+, NK e NKT.

De maneira geral a infecgcdo com T. cruzi, envolve diferentes tipos de
células, citocinas e culmina na ativacdo simultanea de mecanismos de defesa
do sistema imune inato e adaptativo (43). No inicio da infeccao, células NK s&o
responsaveis por produzirem IFN-y, induzindo a sintese de 6xido nitrico (NO) por
macrofagos (44). O IFN-y também estimula os macréfagos a produzirem TNF-a
que, por dindmica autécrina, intensifica a producdo de NO. Além disso, 0s
macrofagos secretam IL-12, que, por sua vez, ativa células NK (45, 46). Em
contrapartida, como um mecanismo de controle da resposta imune, citocinas
reguladoras, como a IL-10 e o TGF-3 s&o liberadas e inibem os efeitos do IFN-y
(47, 48). Os mecanismos imunes em equilibrio frente a infecgdo com T. cruzi séo
determinantes para a evolucéo e patogénese da doenca.

Assim, podemos observar o perfil de resposta semelhante na defesa
hepatica frente a infeccdo com T. cruzi. Foi observado que camundongos IFN-y
KO infectados apresentaram um aumento drastico nos ninhos de amastigotas
acompanhado de um intenso infiltrado inflamatério. As células NK no figado sdo
uma fonte priméria essencial de IFN-y, assim, um pico de producdo hepéatica
proveniente desta célula foi visto no 72 dia p.i. Posteriormente as células TCD4",
TCD8* e TCD4 TCD8 TCRyd* foram relevantes para manter os niveis dessa
citocina na fase aguda (26) e fase crbnica da infeccao (49).

Camundongos deficientes de células NKT, sdo suscetiveis a aumento de
parasitemia. Na fase cronica, essa célula, parece estar associada com o
aumento da resposta de anticorpos. Tendo em vista, que esses mesmos

camundongos produziram menos IgG e IgG2a (50). As respostas das células
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NKT podem ser estimuladas por IL-12, assim, a infec¢cdo com a cepa Tulahuen
em camundongos IL-12p40 - também foi observado um aumento no parasitismo
tissular no figado (51).

O figado é um 0Orgdo com caracteristicas imunoldgicas de tolerancia,
assim, em condi¢cdes de homeostase, diferentes células do 6rgdo expressam
niveis mais elevados de IL-10, TGF-B, prostaglandina E2 (PGE2) e varios
receptores inibitérios (52). No cenario de infeccdo com T. cruzi, a auséncia de
IL-10 induziu uma maior resposta inflamatéria no figado com menores numeros
de amastigotas neste 6rgdo. Desta maneira, niveis sistémicos de IFN-y, IL-12,
TNF-a também foram elevados, porém se correlacionaram com a mortalidade
desses animais devido ao choque ocasionado pela reposta pro-inflamatéria
acentuada (53). Em contrapartida, a inibicdo de TNF-a foi capaz de diminuir a
morte celular e a resposta imune no figado (54).

A CCL2 é uma importante quimiocina para recrutamento de mondcitos
(55) durante a infeccdo chagasica a CCL2, também participa do recrutamento e
da destruicdo do parasita mediada pelos macréfagos (56). No figado a auséncia
desta quimociona na fase aguda da infeccdo ocasionou uma diminuicdo de
células CD69" CD4* e CD69" CD8*, Mac-3 e Mac-1. Assim, refletindo no
infiltrado inflamatdrio e controle de ninhos de amastigotas no figado (57).

Os disturbios metabdlicos no figado também sao um fator relevante para
a progressao da infeccdo do T. cruzi e alteracdes hepaticas. A dieta rica em
gordura (HFD) ou média (MFD) podem influenciar na infec¢éo aguda, induzindo
niveis de parasitemia e parasitismo hepético maiores que em animais com dieta
regular (4, 58). O infiltrado inflamatério também é exacerbado neste modelo,
assim, a infecgcdo aumentou os niveis de células T, linfocitos B, NK e células
dendriticas ja induzidos por MFD (4). Os niveis de IFN-y e TNF-a entres os
grupos infectados foram semelhantes (58; 59). A dieta rica em gordura, deste
modo, contribuiu ainda mais para alteragcdes no metabolismo lipidico, inflamacéao

e estresse oxidativo no figado durante a infeccdo aguda de T. cruzi.
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Figura 1 — Alteracdes histologicas e imunes no figado de camundongos

infectados com T. cruzi.
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O parasito Trypanossoma cruzi provoca diversas alteragdes histolégicas, como a presenca de
tripomastigotas livres nos sinusdides e em células do sistema monofagocitario (SMF); infiltrado
inflamatério discreto a acentuado, com pseudogranuloma focais nos I6bulos; sinuséides
dilatados; hipertrofia e hiperplasia de células de Kupffer; alteragbes nucleares nos hepatécitos;
aumento dos marcadores hepéticos, como aminotransferases de alanina (ALT) e de aspartato
(AST); aumento de fatores de coagulac@o, como proteina C ativada (PCA) e fator VIl e alteracdes
hemostaticas e metabdlicas. No geral, as alterag6es imunoldgicas sdo caracterizadas pela
ativagdo de macrofagos, células natural killer (NK), linfécitos T (CD8+ e CD4+), células T Natural
Killer (NKT), bem como as células TCD4- TCD8 TCRyd*. Além disso, as citocinas liberadas
pelas células imunoldgicas foram tanto pré-inflamatérias (IL-12, TNF-a e IFN-y) quanto as anti-
inflamatérias (IL-10 e TGF-B). Os macrofagos também liberam 6xido nitrico (NO). Foi observado
que a quimiocina CCL2 tem papel importante no recrutamento e destruicdo dos parasitos
mediada pelos macrofagos. E ainda, que ha um aumento no infiltrado inflamatoério com dieta rica
e média em gordura em camundongos infectados.

Fonte: Autoria propria. Criado com BioRender.com.

3. CONSIDERACOES FINAIS

Embora descrita ha mais de um século, ainda existem muitas lacunas a
serem superadas no que se refere aos mecanismos de resposta imune e

acometimento por Doenca de Chagas. De carater insidioso, a doenca cursara de
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modo especifico tanto em modelos murinos quanto em seres humanos. Diante
da perspectiva apresentada, observou-se que a hepatomegalia € um dos sinais
clinicos mais bem observados na literatura. E sabido que o figado é o principal
local de sintese de componentes do sistema complemento. Desse modo, o
controle da doenca nesse local se d& a partir da interacdo entre citocinas pro-
inflamatorias — as quais desempenhardo papeis cruciais na eliminacdo do
parasito em suas formas tripomastigotas, e anticorpos especificos que auxiliardo
no controle da parasitemia.

As principais alteracdes hepaticas e imunolégicas no figado frente a
infeccdo por T. cruzi estdo representadas na figura 1. Como demonstrado, a
infeccdo por T. cruzi é capaz de produzir respostas do tipo Thl e Th2 e o balanco
desses perfis de resposta determinard, portanto, a resisténcia ou a
susceptibilidade ao parasito. Ainda ha muito o que ser discutido. A elucidacdo
desses mecanismos por ele utilizados, podem ser Uteis em pesquisas futuras
envolvendo o desenvolvimento de vacinas e adjuvantes contra T. cruzi. Ademais,
torna-se premente atualmente, estudos voltados ao tratamento, haja visto e
documentado sua alta toxicidade e possibilidades de resisténcia aos escassos

farmacos disponibilizados.
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RESUMO

A microbiota humana é uma comunidade complexa de microrganismos que
desempenha um papel fundamental na homeostase intestinal e contribui
ativamente para a saude humana. Mais de 10 géneros de parasitas foram
indicados como residentes da microbiota intestinal humana, exibindo papel na
manutencdo desse ecossistema. Embora os mecanismos relacionados as
propriedades dos parasitas e as consequéncias para o hospedeiro ainda nao
estejam completamente elucidadas, existe a necessidade de explorar o equilibrio
entre seus efeitos benéficos ou prejudiciais, assim como as espécies envolvidas
e as moléculas efetoras responséveis por essas interacdes. Neste capitulo,
exploramos os efeitos dos parasitas no organismo humano, com foco nas
respostas imunoldgicas desencadeadas por esses organismos. Também
discutimos as consequéncias para a saude intestinal, destacando como a
presenca de parasitas patogénicos pode causar lesdes locais e repercussdes
sistémicas. Finalmente, abordamos os avangos mais recentes na compreensao
da relagdo entre parasitas e microbiota, além de explorar as lacunas no
conhecimento e as dire¢des futuras de pesquisa.

Palavras chaves: Microbiota intestinal; Parasitos intestinais; Interagdes

imunoldgicas; Saude intestina
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1. MICROBIOTA INTESTINAL
1.1. Definicdo e composicao da microbiota intestinal

Microbiota pode ser compreendido por uma complexa comunidade de
microrganismos presentes em um local definido, dentro ou fora do corpo de
humanos e animais. A depender da regido onde se encontra, a mesma tera uma
composicao diferente (1). A microbiota compreende varios tdxons da vida como
bactérias, arqueias, leveduras, virus e parasitas. Ademais, a microbiota surge ao
nascimento e vai sendo modulada de acordo com o comportamento de cada
individuo e o ambiente em que ele se encontra. A composic¢ao do corpo humano
possui uma quantidade maior de bactérias, 104 microrganismos, do que de
células, 10'3, por isso a sua importancia para o funcionamento e homeostase do
corpo (2).

A microbiota intestinal tem em sua composi¢cdo mais de 1.500 espécies
de bactérias j& identificadas distribuidas em diferentes filos, sendo os mais
encontrados  Bacteroidetes, Firmicutes, Proteobacteria, Fusobacteria,
Tenericutes, Actinobacteria e Verrucomicrobia (3). A maioria das bactérias
encontradas no intestino sdo anaerobias (90%), isto €, crescem em ambientes
com pouca ou nenhuma disponibilidade de oxigénio, com excec¢éo do ceco onde
se pode encontrar uma quantidade mais significativa de bactérias aerdbias.

Em 2007 foi iniciado o Projeto Microbioma Humano pelo Instituto Nacional
de Saude dos EUA, que impulsionou muitos estudos acerca da diversidade
microbiana e como seu impacto na saude humana pode influenciar
positivamente a salde ou desencadear distlrbios nos individuos. Tais estudos
visam entender o funcionamento e o comportamento desse ecossistema, no qual
ocorre interagbes bioldgicas e bioquimicas entre o hospedeiro, sua resposta
imunologica e a relacdo com parasitas intestinais (2).

A maior diversidade de microrganismos € encontrada principalmente na
microbiota intestinal, que €& densamente povoada por bactérias (4). A
compreensao da relagcéo entre microrganismos e o hospedeiro humano comecgou

a ser decifrada gragcas ao sequenciamento de alto rendimento e estudos de
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metagendmica no Projeto Metagendmica do Trato Intestinal Humano (MetaHit)
em 2010 (5), quando foi possivel identificar e caracterizar a composicdo dessa
comunidade e quais seriam as mudancas nesse ambiente que determinariam

doencas (6, 7).

1.2. Funcao da microbiota intestinal

A microbiota intestinal e sua composicao é de extrema importancia para
a homeostase do corpo. Ela participa na regulacdo do metabolismo,
imunomodulacdo, protecdo contra patdégenos, desenvolvimento 0sseo,
comunicagao intestino-cérebro, entre varias outras relagées simbidticas (1).

Os microrganismos sao responsaveis pela metabolizacdo de varios
elementos dietéticos que ndo sdo metabolizados pelo hospedeiro como celulose,
amidos resistentes, pectina, oligossacarideos e lignina, acidos graxos de cadeia
curta (SCFAs) e componentes alimentares bioativos como acido acético,
importante como fonte de energia, efeitos antimicrobianos, regulacdo da glicose
no sangue e efeitos anti-inflamataorios (8, 9). Além disso, a microbiota intestinal
tem um papel crucial na sintese de vitaminas e produtos neuroquimicos que
influenciam o sistema nervoso central e entérico (10, 11).

O papel protetor da microbiota também esta relacionado ao efeito de
barreira intestinal contra microrganismos patogénicos e na capacidade da
producdo de metabdlitos advindos da fermentacdo anaerdbica realizada por
diferentes espécies de bactérias (12). Os compostos principais sdo os acidos
graxos de cadeia curta (SCFAs) que além de serem uma fonte de energia,
fortalecem a barreira intestinal através da producdo de muco (13), possuem
propriedades anti-inflamatoérias e quimio preventivas que sdo benéficas até
mesmo na supressao de tumores como descrito por Morrison e Preston em 2016
(13, 14). Produzidos a partir da fermentagéo de fibras alimentares, acetato,
propionato e butirato, sdo os principais SCFAs produzidos pela microbiota, que
estdo ligados intensamente a crescimento, desenvolvimento 6sseo e no
mantenimento da integridade da barreira hemato encefalica (15, 16). Os
componentes da microbiota intestinal possuem mecanismos que influenciam na
regulacéo da absorcao de nutrientes da dieta como calcio e fosforo, demonstrado

por um estudo de 2016, evidenciando a maior absor¢do de calcio através da
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fermentacao dos SCFAs pela microbiota e como essa via pode influenciar no seu
desenvolvimento (17).

Apesar de estarmos no inicio do conhecimento sobre a interacdo entre
microbiota intestinal e o sistema nervoso central (conhecido como gut-brain-
axis), esta € uma relacdo complexa com efeitos bilaterais (18). A comunicagao
neural via nervos como o vago, juntamente com sinalizagcdes moleculares com
citocinas, peptideos e horménios, permitem a comunicacdo entre intestino e
cérebro, onde esses sinais produzidos pela microbiota intestinal ao serem
transmitidos por esse caminho, interferem no humor, apetite e até mesmo na
resposta ao estresse (1) Essa relagdo implica em muitos mecanismos como a
alteracdo da permeabilidade intestinal que pode refletir na passagem de
metabolitos neuroativos e microrganismos para a corrente sanguinea
influenciando na modulagéo do sistema nervoso central (SNC) (19). O sistema
imunologico também tem influéncia nessa relacdo, uma vez que fatores de
sinalizacao produzidos pela microbiota atuam na estruturacao e funcionamento
da microglia. Dessa forma, estudos demonstram que alteracdes na microbiota
podem afetar a funcdo cerebral, implicando em distarbios neuropsiquiatricos
como depressédo e ansiedade (20, 21). Outro exemplo da relacdo microbiota e
SNC é a capacidade desses comensais intestinais em produzir acido gama
amino butirico (GABA) que € um neurotransmissor inibitorio essencial no SNC e
que esta associado a disturbios neuropsiquiatricos como reducéo da ansiedade

e estresse, promoc¢ao do sono e controle do humor (22, 23).

1.3. Modulagao da microbiota intestinal

A composicdo da microbiota intestinal difere entre os individuos por
fatores intrinsecos como genética, idade e exposi¢cdo a microrganismos apoés
nascimento, e fatores extrinsecos como dieta, intervencdes terapéuticas e
estimulos ambientais (24, 25). J4 se sabe que o desequilibrio entre diferentes
classes de bactérias presentes no intestino, também conhecido como disbiose,
esta relacionado com diversos distlrbios como doencas inflamatorias intestinais,
doenca de CRHON, além de outras que extrapolam os limites intestinais (26, 27).
Potenciais interversdes terapéuticas baseadas nesse ecossistema Sao pontos

de estudos para entender como elas funcionam interferindo no processo de
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saude e de doenca do individuo e como ela pode determinar respostas
fisiolégicas humanas (28).

A dieta é um dos fatores extrinsecos que desempenha um papel
fundamental na modulagcdo da microbiota intestinal, podendo contribuir ou nao
para a saude do hospedeiro. O desbalanco pelo aumento ou diminuicdo de
espécies especificas, estad intimamente relacionado, por exemplo, com o0s
metabalitos produzidos no ambiente intestinal (29). Bebés, por exemplo, que séo
amamentados por leite materno tém uma tendéncia maior a desenvolverem uma
microbiota rica em Actinobactérias, uma vez que esse leite materno € rico em
oligossacarideos, o que auxilia no equilibrio imunolégico. Ja bebés que sao
alimentados com férmula apresentam uma tendéncia diferente na composicao
microbiana como o0 aumento de membros dos grupos Clostridia, Estreptococos,
Bacteriodes e Enterobactérias (30, 31).

Durante todo o desenvolvimento humano, a relacdo da alimentacdo e
microbiota intestinal é significantemente observada, na qual dietas ricas em
fibras promovem a saude e diversidade bacteriana, enquanto dietas ricas em
gorduras e acUcares podem causar desequilibrios prejudiciais, com destaque ao
aumento significativo de risco a doencas metabolicas (32). Além disso, estudos
demonstraram que dietas saudaveis associadas ao exercicio tendem a
enriquecer a diversidade da microflora intestinal de forma benéfica para o
individuo, ao auxiliar na producao de indicadores da saulde intestinal como o0s
SCFAs (33, 34).

O uso de antibioticos € um elemento crucial que tem um impacto direto na
constituicdo da microbiota intestinal. Apesar de atuar na destruicdo de micrébios
patogénicos, os antibiéticos também séo capazes de inviabilizar organismos que
compdem naturalmente a microbiota intestinal (35). E entdo, ocorre um
mecanismo de exclusdo competitiva entre a microbiota e o patégeno, levando a
processos de dishiose (36). A depender de qual antibidtico e o tempo de
administracdo utilizado, diferentes efeitos na composicdo microbiana sé&o
observados (1). O uso de probidticos € aconselhado em muitos casos de
doencas inflamatorias e infecciosas, onde o uso de um antibiotico é necessario,
justamente para auxiliar na restauracdo dessa microflora intestinal, ajudar como

um coadjuvante no tratamento e amenizar os efeitos adversos (37).
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1.4. Importancia da microbiota intestinal para a saide humana

A diversidade da microbiota intestinal tem uma alta relagédo com o estado
de saude e doencga dos individuos. A interagdo microbiota-hospedeiro positiva
em equilibrio, que beneficia ambos os lados, € conhecida como simbiose, a qual
€ essencial para o funcionamento adequado do sistema imunoldgico, digestao
de alimentos, sintese de vitaminas e protecao contra patdégenos (38) Entender a
complexidade da microbiota intestinal e quais sdo os componentes chave para
um desequilibrio e processos de disbiose € imprescindivel para o
desenvolvimento de tratamentos e estratégias que possam prevenir ou atuar
como coadjuvantes em diversas doencas inflamatérias, sindrome do intestino
irritavel, alergias e disturbios metabdlicos (39, 40, 41).

A obesidade, apesar de ser um disturbio multifatorial, esta intimamente
ligada a microbiota; por exemplo, estudos mostraram a interagcdo da microbiota
com o hospedeiro em camundongos, onde ha uma alteragdo significativa nos
seus componentes, principalmente pela reducéo de Bacteriodetes e aumento de
Firmicutes nesse processo patologico (42, 43). De forma semelhante, foi
encontrado em estudos posteriores com gémeos uma diminuicdo do mesmo
grupo taxondémico e aumento de Actinobacterium (44). Essas alteracbes na
microbiota intestinal resultaram em um aumento da capacidade de captacéo de
energia dos alimentos e producao de um estado inflamatério. Entretanto, devido
principalmente as dificuldades analiticas, ainda existem muitas controvérsias
entre esse equilibrio, ndo existindo ainda uma relacédo definitiva entre obesidade
e abundancia de Firmicutes e Bacteriodetes (45). A importancia da interagéo
entre a flora intestinal e o hospedeiro é evidenciada em diversos estudos e
modelos de animais para diferentes doencas. Os desequilibrios na microbiota,
além da relagdo com obesidade, também contribuem significativamente para
processos inflamatorios e sindromes metabolicas (38).

Outro aspecto que evidencia a importancia da microbiota intestinal é sua
relagcdo com doencas autoimunes, como Diabetes Tipo 1. Foi demonstrada uma
alteracdo da diversidade microbiana em individuos que ndo sdo autoimunes em
relacdo aos que possuem a doencga. Giongo A. e colaboradores mostraram que
h& uma composicao diferente na microbiota de criangas com alto risco genético

para diabetes e esse fator leva as criangas a exibirem uma diminuicdo da
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diversidade bacteriana ao longo do tempo. Isso também foi demonstrado em
doencas como esclerose multipla e artrite reumatoide (46).

Exploraremos a complexa interacdo entre a microbiota intestinal e
parasitas, e como esses parasitas podem influenciar o comportamento e o
equilibrio desse ambiente vital. Serdo discutidos ndo apenas os ciclos de vida
desses parasitas intestinais, mas também o impacto que exercem sobre a
microbiota intestinal e as respostas imunologicas desencadeadas pelo
organismo hospedeiro. Desta forma, buscaremos compreender a dinamica da
relacdo entre a microbiota e os parasitas, trazendo os fatores que propiciam o
desequilibrio nesse sistema e aqueles que, de maneira benéfica, podem

restaurar o equilibrio em situacfes de disbiose (47).

2. PARASITISMO INTESTINAL

O parasitismo € definido como a “associag¢ao entre seres vivos, em que
existe unilateralidade de beneficios, sendo um dos associados prejudicado pela
associagao”. Essa associagao, quando ocorre por meio do intestino, € chamada
de parasitismo intestinal, sendo um dos maiores problemas de saude publica no
mundo (48). Alguns pesquisadores, entretanto, defendem que é comum ocorrer
a colonizacéo intestinal por parasitos juntamente com as bactérias, fungos e
virus (49, 50, 51), influenciando fun¢des do organismo como um todo, sendo
essa interagdo conhecida como “superorganismo” (52). Estudos indicam que a
presenca de parasitos intestinais pode ser benéfica para a microbiota (53, 54),
entretanto ainda existe a necessidade de maior aprofundamento nessas
guestdes para que sejam confirmadas.

Os parasitos intestinais podem ser divididos em dois grandes grupos:
protozodrios, 0s quais sao organismos unicelulares e os helmintos, que séo
vermes multicelulares. Os primeiros tém como seus principais exemplos Giardia
intestinalis, Entamoeba  histolytica, Cyclospora cayetanenensis, e
Cryptosporidium spp. (55). JA os helmintos mais comuns sdo os Helmintos
Transmitidos pelo Solo (HTS), Ascaris lumbricoides, Trichuris trichiura, Necator
americanus e Ancylostoma duodenale. Cerca de 1,5 bilhdo de pessoas estéao
infectadas por HTS, o que corresponde a 24% da populacdo mundial (56). Ainda
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nos helmintos, existem a Taenia spp., € 0 Schistosoma spp., 0S quais possuem

mais de um hospedeiro, ou seja, apresentam um ciclo heteroxénico.

Os protozoarios, em sua maioria, sdo transmitidos por meio de agua

contaminada, que podem vir de fezes humanas ou até mesmo de animais. Na

Figura 1 podem ser observados os ciclos de cada um dos protozoarios citados.

A contaminacdo entre humanos também pode ocorrer, sendo comum em

criancas que usam fraldas, principalmente em creches ou por agua de piscinas.

Esses parasitos ndo necessitam da passagem em outros hospedeiros para

serem infectantes aos humanos, o que dificulta ainda mais sua eliminag&o.

Locais em que ha problemas com saneamento basico séo 0s que possuem maior

guantidade de pessoas infectadas, ou seja, paises subdesenvolvidos e em

desenvolvimento (55).

Figura 1 - Ciclo de vida dos protozodrios
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Como o préprio nome diz, os HTS sédo adquiridos pelo solo, podendo ser
por meio de alimentos contaminados, méos nao higienizadas, ou até mesmo ao
andar descalco, que € o caso de Necator americanus e Ancylostoma duodenale.
O ciclo de vida desses HTS pode ser observado na Figura 2. As Taenias spp. e
0s Schistosomas spp. também sdo helmintos, entretanto eles sao transmitidos
ap0s passarem por outros animais. As ténias causam teniase a partir do
consumo de carne de vaca (Taenia saginata) e de porco (Taenia solium) que
estejam malcozidas, os quais, por sua vez, sdo infectados por meio de alimentos
contaminados por ovos ou as chamadas proglotes (Figura 3B) (57, 58). Esses
contaminantes sdo provenientes de fezes de humanos infectados, nos levando
outra vez para o problema de auséncia de saneamento basico, o qual também é
a origem do ciclo de vida dos Schistosomas spp. Esse ultimo possui como seu
hospedeiro intermediario caramujos que vivem préximos de fontes de 4gua doce
(Figura 3A) (59).

Figura 2 - Ciclo de vida dos Helmintos Transmitidos pelo Solo (HTS)
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Figura 3 - Ciclo de vida de helmintos com hospedeiros intermediarios
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2.1. Impacto dos parasitas intestinais na microbiota

Os parasitos e a microbiota intestinal coevoluiram, tendo influéncias e
relacbes complexas entre 0s outros componentes da mucosa intestinal, (60).
Ainda nao é claro os fatores e mecanismos pelos quais os parasitos atuam de
forma comensal ou prejudicial no intestino, mas ja é sabido que certos parasitas
possuem capacidade imunomoduladora benéficas, e essa relacéo se intensifica
ainda mais com estudos indicando a capacidade das bactérias em interferir na
patogenicidade dos parasitos (55).

Li, R. e colaboradores, por exemplo, observaram diferencas de
abundancia entre 30 taxons de bactérias no intestino de bodes infectados com
helmintos em comparacdo com controles saudaveis. Foi observada uma reducéo
nas bactérias produtoras de butirato, as quais possuem capacidade de reparo
tecidual da mucosa intestinal e inflamagé&o (61).

Em porcos, a presenca de Trichuris suis, gerou uma mudanca de 26%
das vias metabdlicas da microbiota do célon proximal desses animais (62). Além
dessas alteracbes, Wu e colaboradores (63) observaram um aumento de trés
vezes na abundancia relativa da bactéria Campylobacter no célon de porcos
infectados com esse mesmo helminto. Ainda em porcos, a presenca de Ascaris
suum gerou uma reducao na diversidade da microbiota sem correlacdo com o
nivel de infec¢do, com cerca de 58 vias metabdlicas, incluindo o metabolismo de
carboidratos (64).

Uma via recentemente descoberta para a patogenicidade de Giardia € a
perturbacao de biofilmes na mucosa intestinal (65), estratégia parecida com a de
E. histolytica, que consegue mudar o biofilme da microbiota para um padrao
patogénico a partir da fagocitose de bactérias ditas saudaveis, como
Lactobacillus (66). McGregor e colaboradores (67), ap0s uma analise
metagenbmica de fezes de humanos infectados por Giardia duodenalis,
chegaram a conclusdo de que, por meio da competicdo por colonizagdo ou
mesmo pela producdo de metabdlitos da microbiota, ocorre a modulagédo da
susceptibilidade do hospedeiro e aumento da viruléncia do parasito na giardiase,

guando utilizado desta mesma via.
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Existem evidéncias sobre a capacidade de parasitas colonizarem o
intestino humano durante longos periodos, como por exemplo a presenca de
parasitas unicelulares como Blastocistos e Dientamoeba, tém demonstrado
estarem mais relacionados com efeitos positivos ao hospedeiro (68, 69).
Corroborado por niveis mais altos desses organismos identificados em
individuos saudaveis e 0 contrario para pacientes com doenca inflamatoria
intestinal (70). Além disso, o perfil da microbiota bacteriana em pacientes com
G. duodenalis apresentou padrédo associado a disbiose, enquanto os individuos
em que foram detectados Blastocistos e Entamoeba, a abundancia de
Faecalibacterium prausnitzii, indicador de saude, foi superior (71).

As mudancas no microbioma intestinal causadas pelos parasitos ou
aquelas que facilitam sua colonizacdo séo cruciais para entender tanto a saude
quanto as doencas. Embora ainda ndo tenhamos uma compreensao completa
sobre a natureza dessas alteracdes, € inegavel que a interacdo entre os
parasitos e o microbioma intestinal desempenha um papel essencial nos estados

de saude e doenca dos hospedeiros que precisa ser melhor estudado.

3. RESPOSTA DO SISTEMA IMUNOLOGICO HUMANO A PARASITAS
INTESTINAIS

A interacdo entre a microbiota intestinal e os parasitas intestinais é um
campo de pesquisa em constante evolucao, com estudos recentes fornecendo
insights significativos sobre a resposta do sistema imunoldgico, a inflamacéo e
os danos associados ao parasitismo intestinal. Os parasitas intestinais, como ja
citados, podem ser dos diversos tipos como protozoarias unicelulares, exemplo
de helmintos, e artrépodes como Enterobius vermiculares, e afetam milhfes de
pessoas ao redor do mundo, inclusive toda a comunidade complexa de
microrganismos que residem no trato gastrointestinal humano. Além de todas as
funcdes acima citadas sobre papel vital na digestao, absor¢céo de nutrientes, a
microbiota intestinal possui forte influéncia na funcéo do sistema imunoldgico e
na protecéo contra infec¢des (72, 73).

A microbiota intestinal pode influenciar na suscetibilidade e na progressao
de infecgbes parasitarias intestinais de varias maneiras. Primeiramente, a

microbiota intestinal desempenha um papel na modulagdo da resposta
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imunoldgica. Ela produz moléculas que podem estimular ou suprimir a resposta
imunologica, influenciando assim a eficacia da defesa do hospedeiro contra os
parasitas. A composi¢cao da microbiota intestinal pode ser um fator determinante
na resposta imunoldgica a parasitas intestinais, levando a diferenca entre uma
resposta eficaz e ineficaz. Em segundo lugar, a microbiota intestinal contribui
para a protecao do intestino contra a invasao de parasitas ao formar uma barreira
fisica que pode impedir a entrada de parasitas no intestino. Além disso, produz
moléculas antimicrobianas e metabodlitos que podem matar ou inibir o
crescimento de parasitas, desempenhando assim um papel direto na resisténcia
as infeccdes parasitarias (74, 75, 76).

A resposta do sistema imunolégico humano a parasitas intestinais envolve
mecanismos de defesa inatos e adaptativos. No nivel inato, a fagocitose
desempenha um papel fundamental. Células do sistema imunolégico, como
neutrofilos e macrofagos, podem fagocitar e matar parasitas invasores. Além
disso, o sistema complemento, composto por uma série de proteinas,
desempenha um papel na destruicdo de parasitas. J& a nivel adaptativo, 0os
linfocitos T e B tém um papel central na resposta imunolégica. Os linfécitos T
podem reconhecer e matar células infectadas por parasitas, enquanto 0s
linfécitos B produzem anticorpos que se ligam aos parasitas, neutralizando-os
(77).

Linfocitos T, particularmente os linfocitos T helper 1 (Thl), desempenham
um papel essencial na resposta imune adaptativa contra bactérias intracelulares,
protozoarios e virus, através da estimulacdo da producdo de IFN-y. Eles
reconhecem células infectadas pelos parasitas e as destroem. Por outro lado, os
linfocitos T helper 2 (Th2) sé@o eficazes contra bactérias extracelulares e
helmintos, estimulando a producéo de interleucinas como IL-4 e 1I-10. Ambas as
respostas sdo consideradas como antagOnicas, sendo que a estimulacdo da
producdo de uma citocina por um tipo de resposta, diminui a acdo do outro tipo,
e isso mantém a homeostasia e uma resposta mais balanceada. Além desses
dois tipos principais, existe 0 Thl7 que pode ser muito Util quando os padrbes
anteriores ndo obtiveram sucesso no combate e precisam de mais neutrofilos ou
outras citocinas como apoio (77).

Exemplificando esses mecanismos, estudos recentes tém demonstrado a

complexidade das interacfes entre a microbiota intestinal, o sistema imunoldgico
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e 0s parasitas intestinais. Por exemplo, um estudo publicado em 2022 (78)
mostrou que camundongos com microbiota intestinal alterada apresentavam
uma resposta Th2 mais pronunciada a infeccdo por Trichuris muris. Essa
resposta Th2 mais pronunciada foi associada a uma maior inflamacéo e a danos
intestinais mais graves. Os resultados sugerem que a composi¢cado da microbiota
pode modular a resposta Th2, afetando assim a gravidade da infeccdo. Outro
estudo, publicado em 2019 (79), revelou que a microbiota intestinal pode
proteger contra a infecgdo por Schistosoma mansoni, um helminto que causa
esquistossomose. Essa protecdo foi mediada por uma resposta Thl7 mais

pronunciada, que também é eficaz contra parasitas intracelulares.

3.1. Inflamacgdes e danos relacionados ao parasitismo intestinal

A interacdo entre parasitas intestinais e o sistema imunolégico humano
desempenha um papel crucial na saude do intestino e na microbiota intestinal.
Além disso, tém revelado a complexidade dessas interacdes e 0s possiveis
efeitos no equilibrio microbiano e na inflamacao intestinal.

Parasitas intestinais, como protozoarios e helmintos, desencadeiam
respostas inflamatdrias no intestino humano justamente por serem reconhecidas
como corpos estranhos e que devem ser eliminadas pelo organismo. Ademais,
Nao necessariamente estdo somente presentes no ambiente, mas sim
secretando diversas moléculas ou estruturas, que por vezes ajudam no seu
processo de locomocéao, fixagdo e penetracdo. Tais estruturas normalmente
afetam a homeostase da microbiota intestinal normal e também a homeostase
do préprio intestino do hospedeiro, dessa maneira sendo responsaveis por
danos funcionais, metabdlicos e até mecanicos (80).

Os fatores de viruléncia sdo estruturas ou moléculas que contribuem para
a colonizagdo de um determinado ambiente, e possuem esses papeis
primordiais em manter a ligagdo/invasédo do patdégeno, entrar ou sair de células,
tecidos ou fluidos e até mesmo responsaveis pela evasdo imunoldgica (81).
Devido a isso, esse processo de ligacdo e invasdo do patdgeno no intestino, por
exemplo, pode gerar perfuracbes, obstrucdes e até mesmo, desencadear a
inflamacé&o decorrente do processo de resposta imune, e entdo, causar lesdes

intestinais. Consequentemente, essas lesfes levam a problemas de satude mais
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graves, incluindo doenca inflamatoria intestinal (DII), doencgas cardiovasculares,
doencas autoimunes, deficiéncias nutricionais, perda de peso, e em casos mais

graves, a morte (82, 83, 84).

4. PESQUISAS E AVANCOS RECENTES

A relacdo entre a microbiota e os parasitos se caracteriza por uma
interacdo de influéncias reciprocas. A presenca de parasitos pode modular a
composicao e a atividade metabdlica das bactérias intestinais, a0 mesmo tempo
que as mudancas na microbiota podem afetar a sobrevivéncia e o
comportamento do parasito. Considerando essas interacées no contexto das
infecgbes parasitarias, torna-se evidente que o impacto muatuo entre esses
microrganismos e parasitos é um fator crucial na determinacdo da viruléncia e
das manifestacfes clinicas das doencas parasitarias (85). Tal interacdo néo
apenas influencia a resposta imunolégica do hospedeiro, mas também pode
servir como um indicador diagndstico fundamental para a compreensao de uma
ampla gama de condi¢Bes parasitarias (86).

A microbiota pode auxiliar no combate a infeccdes de mucosa,
sanguineas e em outros tecidos. Os poucos conhecidos e mais importantes
mecanismos associados a isso sdao a regulacdo de vias de sinalizacao,
estimulacdo da imunidade inata ou adaptativa e producdo de metabdlitos
derivados da microbiota (87). Para além da resposta imunoldgica, a producéo de
metabdlitos oriundos da microbiota emerge como um elemento essencial na
modulacdo de aspectos-chave da fisiologia do hospedeiro, delineando, assim,
uma rede intrincada de sinais bioquimicos cruciais para o desfecho e a
expressao clinica das infeccbes parasitarias (88).

O género Faecalibacterium por exemplo, possui espécies que produzem
butirato, um Acido Graxo de Cadeia Curta (AGCC) que é uma as principais fontes
energéticas das células epiteliais do colon (89). Esse metabdlito é conhecido por
gerar importantes respostas anti-inflamatorias, aumentar a producdo de muco e
podem ser empregados para diminuir a carga helmintica, como ja foi
demonstrado para a triquinelose, doenca causada pelo nematodeo Trichinella
spiralis (90).

168


https://doi.org/10.53924/fisiopatdip.cap09

Capitulo 09 Microbiota E Parasitismo Intestinal

De fato, um conjunto substancial de pesquisas recentes corrobora a
relevancia dos Acidos Graxos de Cadeia Curta produzidos exclusivamente pela
microbiota, tanto a favor do hospedeiro, como associados ao ciclo de vida dos
parasitos. Esses metabdlitos sdo produzidos a partir do catabolismo de
carboidratos provenientes da alimentacdo do hospedeiro e sdo convertidos em
AGCC por espécies como Faecalibacterium prausnitzii (91) e Roseburia
intestinalis (89). Os trés principais metabolitos produzidos pela microbiota
(butirato, propionato e acetato) podem modular as fungBes das células
hospedeiras, controlando a transcricao génica através de receptores acoplados
a proteina G (isto €, receptores sensiveis aos metabdlitos), além de estarem
associados a promocao da resposta imunolégica. Esses metabdlitos podem
ainda serem usados pelo patdgeno para regular seu ciclo de vida (92, 93).
Portanto € essencial ter uma visdo completa sobre os mecanismos e beneficios
desses metabdlitos. A Entamoeba histolytica, por exemplo, possui a capacidade
de fagocitar bactérias componentes da microbiota, consumindo
concomitantemente os AGCC que possuem efeito direto em seu ciclo de vida.
Por meio de alteracdes epigenéticas como a inibicdo de histona desacetilases
(HDAC) e assim relaxamento da cromatina, esses metabdlitos podem promover
o encistamento do patégeno. Isto €, através da regulacdo das HDAC, o parasita
pode modular sua entrada no estagio de encistamento ao fagocitar a microbiota
produtora de AGCC (94). Contudo, a utilizacdo de Acidos Graxos de Cadeia
Curta para manipulacdo epigenética de parasitos intestinais esta apenas
surgindo, com poucos estudos associados, e os verdadeiros efeitos positivos e
negativos para cada metabdlito precisam ainda serem elucidados.

E necessario ter cautela ao associar microbiota e parasitos sempre como
antagonistas e que apenas efeitos deletérios existem para o segundo. Um
exemplo que ilustra isso € a producgéo de folato pela microbiota (95). O folato é
essencial para a formacdo de SAM (S-Adenosil Metionina), um cofator de
atividades enzimaticas de metiltransferases no hospedeiro (96). Contudo, E.
histolytica depende de folato para crescer em determinadas condic¢des,
sugerindo que ha a possibilidade de o patdogeno depender do folato produzido
pela microbiota para seu desenvolvimento (97). Estudos recentes demonstraram
que ha diversos tipos de metabolitos que podem atuar contra parasitos e
protozoarios patogénicos. Além dos AGCC, sais biliares e indois de Bacteroides
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thetaiotaomicron demonstraram prejudicar o crescimento de Cryptosporidium
parvum por exemplo (98).

Na doenca de chagas (DC), ja esta elucidado que a microbiota tem papel
biomarcador e portanto, prognéstica sobre a doenca. Sabe-se que a infecgéo
pelo Trypanosoma cruzi € seguida por alteragbes no microbioma e no
metaboloma intestinal, o que pode ser importante para a persisténcia do parasita
no hospedeiro e, assim, a microbiota poderia explicar diferentes consequéncias
clinicas da doenca (99). Um dos principais fatores, seria a microbiota estimular
neurdnios entéricos e afetar a motilidade intestinal negativamente durante a
infeccdo (100, 101). Um dos principais achados durante a DC, € a presenca de
Parabacteroides spp, que pode exercer um papel significativo na regulacao da
resposta imunologica e na modificagcdo da funcdo da barreira intestinal em
pacientes diagnosticados com doenc¢a de Chagas (100). Além disso, este género
também é responsavel por produzir acetato e propionato (102). Uma perspectiva
futura seria investigar a correlacéo entre a abundancia de espécies deste género
na microbiota de pacientes com DC, e avaliar a alteracao na producao de AGCC
e 0 quanto isso contribui para a patogénese da doenca (103).

Além do intestino, outras regifes afetadas por parasitos podem ser
altamente influenciadas pelos componentes da microbiota. Existem alguns
patbgenos que possuem a capacidade de promover processos
neuroinflamatérios crénicos, como a neurotoxoplasmose e a maléria cerebral,
causadas pelo Toxoplasma gondii (104) e Plasmodium falciparum (105), por
exemplo. Neste contexto, a disbiose de microrganismos no intestino pode
promover o desenvolvimento de muitas doencas, incluindo as neurolégicas (106,
107). Alguns desses problemas neuroldgicos em que o desbalanco da microbiota
estd associada sdo o autismo (108), a esquizofrenia, transtornos de humor e
ansiedade (109), e doencas neurodegenerativas como Parkinson e Alzheimer
(110, 111, 112).

Um conceito emergente € que a microbiota poderia estar associada com
infeccdes e inflamacgdes no sistema nervoso central causadas por parasitos, via
eixo intestino-cérebro (113, 114). E apesar dos poucos estudos acerca disso, a
disbiose poderia ser um fator que agravaria as infec¢des parasitarias no sistema

nervoso. Outra possivel visdo é que a disbiose provocada por parasitos
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intestinais poderia provocar um processo neuroinflamatorio, promovendo a piora
de doencas neurodegenerativas (115) como Alzheimer e Parkinson por exemplo.

Uma das possiveis estratégias terapéuticas seria modular a microbiota
para prevenir neuro-inflamacdes causadas por parasitos. Por exemplo, diversas
moléculas de sinalizacdo, originarias da microbiota gastrointestinal, facilitam a
comunicacdo com o sistema neuroimune e apods isso citocinas podem ser
produzidas no hospedeiro em resposta (116). Na realidade, parte dos
metabdlitos sinalizadores atuam sobre células gliais desempenhando um papel
na modulacdo dos processos inflamatorios. De forma similar, os AGCCs
desempenham um papel fundamental na interligacdo entre o intestino e o
cérebro, por meio de diversos mecanismos, incluindo modificacdes epigenéticas
(117). O acetato € capaz de transpor a barreira hematoencefalica por exemplo,
enquanto o butirato demonstra potencial na restauracdo da integridade da
barreira. Além disso, os AGCC mostram-se capazes de reverter fenotipos
microgliais disfuncionais.

Neste contexto, o uso de nutrientes que favorecam o crescimento de
determinadas espécies bacterianas (prebidticos), a introducdo ou aumento de
outras espécies benéficas (probioticos), e o transplante fecal, seriam abordagens
para reduzir os niveis de inflamacgéo no sistema nervoso causado por infeccées
parasitarias (118). Ainda ndo ha nenhum estudo que comprove na literatura, mas
ja é considerada a possibilidade de existir uma microbiota cerebral que estaria
associada a inflamacgdo autoimune no sistema nervoso central (119). Caso mais
estudos confirmem a existéncia de uma microbiota cerebral, entender quais
seriam suas associagcfes com parasitos que afetam este sistema, seria
fundamental.

Estudos recentes indicam uma possivel ligacdo entre a microbiota e os
parasitas e distarbios neuroldgicos, incluindo a instalacdo e persisténcia da
depressdo. Isso sugere que a interacdo entre esses elementos pode estar
exercendo um impacto direto nesse conjunto de condi¢des (120). Na realidade,
essa interacao representa uma intrincada teia de comunicacdo entre macro e
microrganismos, estabelecendo relacdes de causa e efeito, que em Ultima
instancia impactam o hospedeiro. Resumidamente, o ciclo se baseia na
capacidade do parasito infectante de induzir disbiose e deficiéncias nutricionais
no hospedeiro (121). Simultaneamente, a microbiota desempenha um papel na
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regulacdo da carga e da infeccdo parasitaria, enquanto a persisténcia da
infeccdo pode comprometer 0s processos cognitivos do hospedeiro, tais como
memoria, aprendizado e inteligéncia nao verbal. Recentemente, evidenciou-se
gue as infecgdes por Ascaris lumbricoides podem ter um impacto significativo na
microbiota e causar desnutricdo no hospedeiro, interferindo nas redes de
interacdo do eixo intestino-cérebro, possivelmente contribuindo para o
desenvolvimento de sintomas depressivos (122).

Em resumo, ha uma complexa interagdo entre a microbiota e parasitos, e
as consequéncias dessas interacdes sao refletidas nos mais diversos locais do
hospedeiro, como no intestino, no sangue e no sistema nervoso central. Um
conjunto de metabdlitos como os AGCCs, inddis e sais biliares produzidos pela
microbiota demonstram ser 0s principais compostos capazes de interagir
diretamente ou indiretamente (via promog¢do da resposta imune) com 0s
patdgenos. Porém, como se sabe, grande parte das parasitoses sao transmitidas
por meio de vetores como mosquitos (123) e outros insetos como os triatomineos
(124). Atualmente novos esforgos estdo sendo voltados para identificar
estratégias terapéuticas e de prevencao para os vetores, a fim de cortar o ciclo
do parasito antes que ele chegue ao humano.

A microbiota de insetos vetores desempenha um papel crucial na
fisiologia e no comportamento desses organismos. Essas comunidades
microbianas complexas, presentes no trato digestivo e em outras partes do corpo
dos insetos vetores, influenciam diretamente a competéncia vetorial e a
transmissao de agentes patogénicos, desempenhando um papel significativo na
ecologia e na epidemiologia de doencas transmitidas por vetores (125). Como
parte do ciclo de vida dos parasitos pode passar pelo intestino do inseto, alguns
estudos ja correlacionaram diferencas na microbiota com maior ou menor
capacidade de transmissdo vetorial. Assim, algumas evidéncias indicam
inclusive que as bactérias comensais dos vetores desempenham um papel
significativo na promogé&o de um sistema imunologico saudavel (126). O uso de
Wolbachia em vetores é um exemplo de como a modulagéo da microbiota pode
ser aplicada para reduzir a transmissao. Quando vetores machos infectados por
Wolbachia acasalam com fémeas, leva a incompatibilidade citoplasmética
resultando na morte do embrido e na disseminacédo de mais insetos infectados.

W. pipientis por exemplo, demonstrou causar incompatibilidade citoplasmatica
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em mosquitos Culex e também suprimir a infec¢do por Plasmodium falciparum
em mosquitos Anopheles (127).

Estudos feitos no Ird demonstraram que uma microbiota enriquecida com
Bacillus subtilis, Enterobacter cloacae e Asaia sp. poderia contribuir para reduzir
a transmissao de Leishmania (128). Além disso, mais recentemente foi verificado
que o catabolismo do triptofano na microbiota intestinal (mais especificamente
por Pseudomonas alcaligenes) dos mosquitos anofelinos poderiam diminuir a
competéncia do vetor em transmitir Plasmodium berghei (129).

Neste contexto surge a paratransgénese, uma abordagem considerada
um “Cavalo de Troia”. Nesta abordagem estratégica, a comunidade de
microrganismos  benéficos naturalmente presentes nos organismos
transmissores de doencas € identificada e submetida a modificagdes genéticas
em ambiente controlado (in vitro), com o propoésito de permitir a secrecao de
moléculas que interferem no processo de transmissdo do agente patogénico
(130). Os simbiontes geneticamente alterados sdo entdo reintroduzidos no
organismo hospedeiro, onde a expressdo das moléculas modificadas afeta a
habilidade do hospedeiro em transmitir 0 agente patogénico, ou seja, sua
competéncia vetorial. Essa estratégia busca reduzir a disseminacao de agentes
patogénicos sem causar efeitos prejudiciais nos préprios organismos
transmissores. Além disso, aproveita a microbiota endégena do hospedeiro
como veiculo para a transferéncia de genes (131, 132).

A ideia central de paratransgénese foi inicialmente concebida no contexto
do triatomineo R. prolixus, cujo simbionte, R. rhodnii, foi geneticamente alterado
para produzir compostos com propriedades antiparasitarias no limen do
intestino médio. Esse processo foi projetado para exercer controle sobre a
transmissao do agente patogénico T. cruzi (133). Um outro exemplo de aplicacdo
€ a colonizacdo de E. coli com capacidade de expressar RNA de fita dupla
visando a proteina de ligacdo ao heme de Rhonius (RHBP) e a catalase (CAT)
em triatomineos. Esses triatomineos com os dois genes inviaveis apresentam
aumento da mortalidade e diminuigdo das taxas de muda e reproducgéo (134).
Dessa forma, ha a perspectiva de que em um futuro proximo, diversas
abordagens baseadas na microbiota possam existir para combater o parasito
diretamente, ou indiretamente através da promocao da resposta imune, como

também novas estratégias como a paratransgénese podem surgir para impedir
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gue o ciclo dos parasitos seja completado no vetor, impedindo-os de chegar nos

humanos.

5. CONCLUSAO

E evidente que ainda pouco se conhece sobre a relacéo entre parasitos
intestinais e a microbiota, entretanto j4 existem evidéncias suficientes de que
nem sempre essa relagdo fornece um impacto negativo. A complexidade da
microbiota vai além da interacdo bactéria-hospedeiro, tendo atuacédo ativa de
diferentes classes de virus, fungos e dos parasitos eucariotos.

Neste capitulo, foram revisadas as principais fungdes da microbiota
intestinal, seu papel na modulacdo imune, metabdlica, a participacéo nas vias de
sinalizacdo neurais e algumas desordens associadas. Também abordamos
capacidade de colonizacdo dos parasitas e as respostas imunes desencadeadas
por eles no liumen intestinal. Respostas estas que envolvem elaboradas redes
de sinalizacdo e interacbes que também podem variar dependendo do perfil
bacteriano do intestino.

Por fim, exploramos o papel dos parasitas no intestino, novas tecnologias
a respeito e os principais avangos relacionados a prevencdo de transmissao,
tratamento e compreensao dos mecanismos associados a interacao entre esses
organismos, bactérias e hospedeiro. Em suma, a ciéncia por tras da interacéo
entre parasitas intestinais, microbiota e hospedeiro esta revelando uma
complexidade surpreendente, desafiando nocgbes prévias e destacando a
necessidade continua de investigacdo. Apesar de demonstrar 0 quanto ainda
estamos distantes de uma resposta clara sobre os sistemas biologicos internos,
essa revisdo também oferece perspectivas inovadoras para o desenvolvimento
de estratégias terapéuticas e preventivas, que se fazem necessérias com a

realidade de coexistir com organismos téo diversos e complexos.
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