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INTRODUCAO

A doenga de Chagas (DC) ou tripanossomiase americana foi descoberta por Carlos Chagas, em 1909, no
interior de Minas Gerais. A DC € uma doenca de carater endémico, acometendo 6 milhdes de pessoas em 21
paises da América Latina', com uma evolucéo cronica? A DC possui como agente etiolégico um protozoario
flagelado da familia Trypanosomidae, o Trypanossoma cruzi, transmitido por vetores hemipteros hemat6fagos
dos géneros Triatoma, Rhodnius e Panstrongylus®. E classificada como uma doenca negligenciada, havendo
pouco investimento em pesquisas para o desenvolvimento de medicamentos mais eficazes para o tratamento®.

A DC possui duas fases, a fase aguda e a fase cronica. Na fase aguda o paciente apresenta poucos sintomas
e pode ser confundida com outras doengas como, por exemplo, uma infeccdo viral. Apos a fase aguda, a maioria
dos pacientes evolui para a fase cronica caracterizada por uma infecgéo assintomatica e por baixa parasitemia®. A
fase cronica possui quatro formas clinicas: a indeterminada, a cardiaca, a digestiva e a forma cardio-digestiva?.
Curiosamente, a prevaléncia das formas clinicas e a gravidade das manifestaces variam de acordo com a regiéo
geografica®.

Entre o final da década de 1960 e inicio da década de 1970, houve a descoberta de duas drogas para o
tratamento da DC, nifurtimox (NFX) e benznidazol (BZN)’. O BZN é o medicamento de escolha uma vez que
apresenta melhor tolerabilidade, maior penetracdo nos tecidos, maior eficacia e seguranca quando comparado ao
NFX, utilizado apenas como alternativa em casos de intolerancia ao BZN8. O BZN apesar de apresentar uma alta
porcentagem de cura na fase aguda da doenca, apresenta muitas reacdes adversas. Cerca de 50% dos pacientes
apresentam algum efeito colateral
e, por conta disso, muitos ndo .
aderem ao tratamento. Até o /{3
momento ndo ha tratamento  on N o f”\ E,;;zo
efetivo e a terapia farmacoldgica H C&”\@/\Hﬁu =g
ndo é satisfatdéria na fase cronica
da doenca®, uma vez que o ok
farmaco tem baixa penetracao {a) Berenidezcle (b} Mifurtima
tecidual, e como o parasita, nessa
fase, esta dentro da célula, o farmaco ndo consegue atingi-10*°.

As informacdes e 0 conhecimento sobre o parasita, sua diversidade genética e molecular avangaram com o
tempo, mas, ainda assim, muitas questdes continuam sem respostas!!. Um fator que complica ainda mais a
descoberta de um tratamento mais eficaz e portanto menos toxico para o hospedeiro vertebrado é a alta
heterogeneidade genética existente entre as cepas de T. cruzi. Ao longo dos anos, buscou-se uma maneira mais
abrangente para classificar a populacéo desse parasita'?. A classificacdo mais atual é por Unidades Discretas de
Tipagem (DTU) — que tem como conceito o conjunto de populagfes que sdo geneticamente semelhantes e podem
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ser identificadas por marcadores genéticos, imunologicos e moleculares em comum. O T. cruzi foi entdo
classificado em sete DTUs (Tcl - TcVI e TcBat)™.

O T. cruzi necessita de varios nutrientes e cofatores para o seu desenvolvimento, entre eles estd o heme,
uma metaloporfirina de ferro envolvida em vérias rea¢fes biolégicas e que serve como grupo prostético para
varias proteinas com funcdes celulares importantes4. Assim como outros tripanossomatideos, o T. cruzi ndo
possui uma via completa para a sintese do heme, ou seja, precisa captar do hospedeiro®®, e isso é muito importante
para a sua replicagdo e sobrevivéncia. Essa metaloporfirina é essencial a biossintese de varias proteinas como
citocromos e complexos respiratorios, bem como enzimas relacionadas a biossintese de esterdis e acidos graxos
insaturados. Interessantemente, a absor¢cdo de heme sé ocorre nas formas replicativas, amastigotas e
epimastigotas’®. Recentemente foi identificada e caracterizada uma proteina no T. cruzi (TCHTE) responsavel pela
captacdo do heme nesses parasitas. Essa proteina esta localizada na regido do bolso flagelar que € a regido onde
ocorre transporte de nutrientes nos tripanossomatideos?®.

O objetivo inicial do projeto era analisar parametros bioenergéticos e o conteido de heme de oito isolados
de T. cruzi (dois de cada forma clinica) de pacientes portadores de diferentes formas clinicas da DC, cultivados
em meios de cultura com concentracdes distintas de hemina. Porém, devido a pandemia da Covid-19, tivemos que
mudar o objetivo. Resolvemos, entdo, fazer uma pesquisa sobre as DTUs, qual a relagdo delas com as formas
clinicas e com 0 BNZ. Em paralelo, pesquisamos a importancia do heme para o parasita verificando se ha alguma
relagdo entre as formas clinicas, requerimento do heme e DTU do parasita.

METODOLOGIA:

Para a elaboragdo do presente trabalho foi realizado um levantamento bibliografico em artigos, buscando
compreender melhor sobre a diferenga entre as DTUs e como elas se relacionam com as formas clinicas da DC,
bem como com o vetor e 0 hospedeiro ndo mamifero e se hd alguma correlagcdo com a resisténcia ou sensibilidade
ao BNZ. Para isso, foram consultadas as bases de dados cientificos contidos nas plataformas PubMed. Para tornar
a busca mais especifica foram utilizadas as palavras chaves: discrete typing and Trypanosoma cruzi; DTU and
Trypanosoma cruzi; genetic diversity and trypanosoma cruzi; TcBat; chagas disease and DTU; chagas disease
and discrete typing units; discrete typing units and Trypanosoma cruzi and benznidazole; DTU and Trypanosoma
cruzi and benznidazole; genetic diversity and Trypanosoma cruzi and benznidazole; chagas disease and discrete
typing units and benznidazole; Heme + t cruzi.

RESULTADOS E DISCUSSAO:

Realizamos um levantamento em bases de dados, como por exemplo: os periédicos da CAPES, SciELO,
Medline, Acervo da Biblioteca de Manguinhos da FIOCRUZ e Pubmed. Como o Pubmed é uma base de dados
gue retine a maior parte dos artigos cientificos, mantivemos apenas essa base de dados como ferramenta..
Utilizamos como pardmetros palavras chaves e o periodo de 2011 & 2021 e os resultados estdo representados na
Tabela 1.

Essa Tabela foi organizada relacionando cada DTU com a forma clinica da DC em humanos, a relacéo de
cada DTU com vetores e mamiferos ndo humanos e a localizacio geografica desses achados. E possivel observar
gue a DTU Tcl é a mais predominante (1672 casos), sendo encontrada também em mamiferos ndo humanos e em
um numero grande de vetores. Além disso, é a que possui a maior distribuicdo geografica, abrangendo 15
paises’!. Com esses parametros de busca, ndo foi encontrado nenhum dado correlacionando as DTUs nas formas
digestivas e cardiodigestivas. A DTU Tcbat foi encontrada em mamifero ndo humano, no Brasil, e o primeiro
caso em humanos foi relatado em uma crianga de 5 anos na Colémbia®’.

Com relacdo a fase aguda, encontrou-se uma correlagcdo em 109 casos, sendo 80 da DTU Tcl, 28 da TclV
e 1 com infeccdo mista, ou seja, apresentava mais de uma DTU. A forma indeterminada é a mais prevalente, com
286 casos, sendo que 36% é da DTU Tcl. Foram encontrados 94 casos da forma cardiaca, distribuidos entre as
DTUs Tcl, I1, V, VI e mistas, sendo essa Ultima a mais prevalente nessa forma clinica com mais de 50% dos casos.

Um estudo realizado por Breniere e colaboradores!®, com seis mil cepas de T. cruzi, mostrou que um aspecto
que chama a atencdo para os isolados de Tcl € essa distribuicdo geografica diferencial prevalentes em pacientes
da América do Norte (México e Estados Unidos), da América Central e norte da América do Sul (Colémbia e
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Venezuela). Em outros paises da América do Sul, é relatada uma maior heterogeneidade de DTUs humanos. No
Peru, Bolivia e norte do Chile, a maioria dos pacientes esta infectada com TcV, enquanto Tcl e Tcll humanos séo
abundantes no Chile. No centro e leste do Brasil, o Tcll é prevalente, enquanto o Tcl e o TclV séo detectados nos
casos agudos da doenca de Chagas na Amazonia brasileira. Na Argentina, as cepas de TcV e TcVI prevalecem e
no Paraguai, na fronteira com a Bolivia, Brasil e Argentina, Tcll e TcV sédo os isolados humanos relatados*®.

Tabela I - Distribuicdo das DTUs entre as diferentes formas clinicas da doenca de Chagas e entre os Paises

Humans Clinical forms
. Mammals .
" Chronic phase Geographical
DTUs Acute Vetor hunr?];n distribution Reference
phase | ndet™ | cardiac Digestive S*E
1,2,5,6,7
American -9, 11 - 14,
! 80 103 6 1672 201 continent**** 16, 18 - 34,
36
L 4,5,7-9
Brazil, Chile . '
1] 85 2 111 31 'L ' 11, 15, 20,
Colombia Peru 24, 26
Bolivia, Brazil,
11 2 35 15 Colombia, Peru, 7,811, 14,
18, 20, 24
Venezuela
Belize, Brazil, 6, 7,10, 11,
Colombia, Mexico 16, 18, 20,
v 28 1 392 261 ' " | 283, 24, 26,
Peru, USA,
Venezuela 30, 31, 33,
35, 36
Argentina, Brazil
. ' ! 4,5, 15, 17,
\V 29 26 46 11 Chile, Co_lombla 20, 24, 28
Spain
Argentina, Brazil, 4,5,9, 15,
vi 18 10 65 12 Chile, Spain 17, 20, 28
Argentina, Bolivia, 3,4,6,8,
Brazil, Chile, 13. 15, 17,
Mixed 1 48 50 125 6 Colombia, 21, 24, 25,
Panama, Spain, 28, 30, 31,
USA 33,35
Te 1 1 Brazil, Colombia 20, 37
Bat

*Discrete Typing Units ou Unidade Discreta de Tipagem; **Indeterminada; ***Cardiodigestiva; ****Argentina, Belize,
Bolivia, Brazil, Chile, Colombia, Costa Rica, Ecuador, El Salvador, Guatemala, Honduras, México, Panama, Estados Unidos

da América e Venezuela

E toda essa diversidade genética sugere que a susceptibilidade in vivo do T. cruzi aos medicamentos
disponiveis e experimentais ndo depende sé da suscetibilidade das pessoas infectantes, mas provavelmente
também de sua viruléncia e histotropismo, bem como das caracteristicas farmacocinéticas e farmacodinadmicas do
composto®®. Um estudo feito em camundongos, com a DTU TcVI, mostrou que a cura parasitolégica induzida
pelo tratamento, avaliada apds a imunossupressao, foi de 41% e 35% para o0 tratamento com BZ e NFX,
respectivamente, sugerindo uma resposta parcial a essas drogas na eliminagéo da carga parasitaria®.

Vela et al. mostrou que, apesar da alta heterogeneidade obtida nos resultados, a suscetibilidade ao BNZ in
vitro difere entre as cepas de T. cruzi. Embora as diferencas intra-cepas ndo sejam constantes em todos os estagios
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do ciclo de vida do parasita, € ndo possam ser generalizadas para todas as DTUSs, a varia¢do encontrada pelo grupo
é instigante. E preciso que sejam feitos mais testes sob condicdes que permitam comparagdes imparciais entre
DTUs e que sejam incluidos nesses testes uma variedade maior de cepas?t. Também nédo ha dados consistentes
para apoiar qualquer correlacdo entre DTU e morbidade, risco de reativacdo ou transmissdo congénita em
humanos??. Um outro estudo, feito com as DTUs Tcl, Tcll e TclV, comparou grupo tratado com BZN e grupo
ndo tratado, durante a fase aguda. Nesse estudo foi mostrado que a taxa geral de eliminacdo da parasitemia foi de
53,6%, mas que isso pode variar de acordo com a DTU e a fase da infecgéo®.

Um outro ponto interessante sobre esse parasita é a proteina TCHTE (T. cruzi heme transport enhancer ou
Potenciador de transporte de heme T. cruzi), que desempenha um papel critico no transporte de heme e é
encontrada nas formas replicativas, amastigota e epimastigota’®. Essa proteina é regulada pelos niveis de heme do
meio?. A captacdo de heme nédo ocorre em tripomastigotas em estagio infeccioso néo replicativo?.

O mRNA de TcHTE e os niveis de proteina diminuem em resposta a aumentos na concentracdo de heme.
Usando diferentes analogos de heme fluorescentes, Pagura e colaboradores?, demonstraram que os epimastigotas
detectam a concentracdo intracelular de heme e, conseqiientemente, modulam a quantidade de TcHTE. Além
disso, a expressdo de TcHTE recombinante aumenta a replicacdo de amastigotas intracelulares, provavelmente
por aumentar a captacdo de heme do citoplasma da célula infectada, onde sua disponibilidade pode ser um fator
limitante de crescimento. Em resumo, mostraram que a atividade de transporte do heme em T. cruzi é fortemente
modulada pela presenca ou auséncia de TCHTE®.

CONCLUSOES:

A populagdo de T. cruzi € dividida em sete DTU (Tcl — TcVI e Tcbat), que estdo localizadas por todo o continente
Americano., sendo a DTU Tcl a mais prevalente. Essa diversidade genética sugere que a susceptibilidade do parasita aos
medicamentos disponiveis ndo depende s6 das caracteristicas do hospedeiro, mas provavelmente também da viruléncia e
histotropismo do parasita. Estudos mostraram que determinadas cepas sejam mais susceptiveis ao medicamento de escolha, 0
BNZ, do que outras, mas é preciso que mais estudos sejam feitos para entender o porqué isso ocorre. Um dos requisitos desse
parasita para a sua sobrevivéncia ¢ a captacdo do heme para a sua sobrevivéncia. Essa proteina é captada do meio através de
uma proteina transportadora TCHTE. Essa proteina transportadora é encontrada principalmente na forma epimastigota e sua
concentracdo € regulada através da concentracdo de heme do meio. N&o foi encontrado nenhum dado se ha diferenca no
requerimento de heme nas DTUs.
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