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Resumo
Protozoarios parasitos sdo organismos unicelulares eucariotos capazes de desenvolver
parasitismo intra e extracelular em inimeras espécies de seres vivos. No homem, estes
parasitos sdo causadores de doencas de impacto em salde publica. O sucesso de um
parasito em estabelecer a infeccdo depende de uma série de intrincadas adaptacdes
evolutivamente selecionadas, o que inclui o desenvolvimento de estratégia que permitam
a evasdo dos mecanismos efetores do sistema imune de seus hospedeiros. O sistema do
complemento € um dos principais bracos da imunidade inata de mamiferos e outros
organismos, estando, assim, na linha de frente no combate a parasitos invasores. Trata-se
de um conjunto de moléculas efetoras que atuam de forma regulada e cuja finalidade é o
exterminio da espécie invasora. Para parasitos unicelulares, como protozoarios, bactérias
e alguns fungos, a ativacéo final do sistema do complemento culmina com a eliminagéo
do patdgeno via lise celular, atraves da formacdo de um poro litico que despolariza a
membrana plasmética do parasito. Diferentes estratégias de resisténcia ao ataque pelo
sistema do complemento tem sido relatadas para as diferentes espécies de protozoarios
parasitos conhecidas, entre elas: 1- sequestro de proteinas reguladoras do sistema do
complemento produzidas pelo préprio hospedeiro, 2- expressdo de proteinas reguladoras
do sistema do complemento pelo parasito, 3- destrui¢do proteolitica de diferentes fatores
por proteases de membrana expressas pelo parasito, 4- formacdo de uma barreira fisica
glicolipidica que evita a deposicdo de moléculas do sistema do complemento na
membrana plasmatica do parasito, e 5- remocdo, por endocitose, de moléculas efetoras
do sistema do complemento ligadas a membrana plasmatica do parasito. Neste trabalho,
nos revisamos as diferentes estratégias de resisténcia ao sistema do complemento
descritas para as principais espécies de protozoarios parasitos e propomos um novo
mecanismo de escape utilizando Leishmania amazonensis como modelo. Nossos achados
mostram que as formas promastigotas do parasito sdo capazes de remover o poro litico
formado pela ativagéo final do sistema do complemento humano. De fato, a habilidade
de reparar danos infligidos a membrana plasmatica € um mecanismo ancestral presente
nas células eucariotas. Nossos dados indicam que 0s protozoarios parasitos preservaram
este mecanismo celular ancestral e que 0 mesmo pode ser empregado como defesa frente
ao ataque por poros liticos do sistema do complemento de seus hospedeiros, num exemplo
inédito de exaptacdo evolutiva. Plavras-chave: Leishmania amazonenses; Reparo de

membrana plasmatica; Sistema Complemento; Evasdo imunitaria.



Abstract
Parasitic protozoa are unicellular eukaryotic organisms capable of developing intra and
extracellular parasitism in numerous species of living beings. In humans, these parasites
cause diseases with a great impact on public health. The success of a parasite in
establishing the infection depends on a series of intricate evolutionarily selected
adaptations, which include the development of molecular and cellular strategies that allow
the evasion of the effector mechanisms of the immune system of its hosts. The
complement system is one of the main branches of innate immunity in mammals and
other organisms, and therefore it is at the forefront in the fight against invading parasites.
It is a set of effector molecules that act in a finely regulated manner and whose purpose
is the extermination of the invading species. For unicellular parasites, such as protozoa,
bacteria and some fungi, the final activation of the complement system culminates in the
elimination of the pathogen via cell lysis, through the formation of a lytic pore that
depolarizes the plasmatic membrane of the parasite. Different strategies of resistance to
attack by the complement system have been reported for the different species of known
protozoan parasites, among them: 1- sequestration of regulatory proteins of the
complement system produced by the host itself, 2- expression of regulatory proteins of
the complement system by the parasite, 3- proteolytic destruction of different factors by
membrane proteases expressed by the parasite, 4- formation of a physical glycolipid
barrier that prevents the deposition of molecules from the complement system directly on
the plasmatic membrane of the parasite, and 5- removal, by endocytosis, of effector
molecules of the complement system linked to the plasmatic membrane of the parasite.
In this work, we review the different resistance strategies to the complement system
described for the main species of protozoan parasites and propose a new escape
mechanism using Leishmania amazonensis as a model. Our findings show that the
promastigote forms of the parasite are able to remove the lytic pore formed by the final
activation of the human complement system. Indeed, the ability to repair damage inflicted
on the plasma membrane is an ancestral mechanism present in eukaryotic cells. Together
with findings from other groups, our data indicate that parasitic protozoans have
preserved this ancestral cellular mechanism and that it can be used as a defense against
attack by lytic pores in the complement system of their hosts, in an unprecedented
example of evolutionary exaptation. KEYWORDS: Leishmania amazonensis; Plasma

Membrane Repair; Complement System; Immune evasion.
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Capitulo 1 — Protozoarios Parasitos do Homem

1.1. Os Protozoarios — Um Breve Historico.

As primeiras descri¢des de protozoarios surgiram em 1675, quando Anthony
Van Leeuwnehoek, ao observar num microscopio rudimentar uma gota de agua de um
lago Berkelse Mere descobriu numerosos seres que denominou “animalcules”. Estes
foram descritos nas cartas que Anthony enviou a Real Sociedade de Londres como
pequenas criaturas de formas variadas que apresentavam uma locomogdo similar a dos
animais, surgindo, entdo, a denominacéo (Dobell, 1932). Em seguida, e na maior parte no
século XVIII, deu-se inicio a varios estudos e descobertas nascendo assim a
protozoologia. O termo protozoos foi cunhado pelo zodlogo e naturalista alemédo Georg
August Goldfuss (1782-1848), a origem etimoldgica do termo provém da juncdo de duas
palavras gregas mp®toc (protos), que significa “primeiro’’ ou “primitivo” e {@ov (Zdon),
que significa “animal” ou “ser vivo”, portanto, eram considerados seres primitivos sem

nenhum tipo de organizacédo ou diferenciacdo de tecidos (Rothschild, 1989).

Os protozoarios sdo microorganismos unicelulares eucariontes pertencentes ao
Reino Protista. O termo protozoario agrupa organismos de formas variadas, com
diferentes sistemas de alimentacdo, locomocdo, reproducdo e ciclo de vida. A
classificacdo dentro da sistematica baseia-se na locomocdo destes no meio aquatico,
dividindo-se em sarcodineos, ciliados, flagelados e esporozoérios. Entretanto, trata-se de
um grupo polifilético, ndo representando fielmente uma linhagem evolutiva. Atualmente
tem-se conhecimento de mais de 65.000 espécies de protozoarios, das quais 10.000 séo
consideradas de importancia médico-veterinaria (Levine et al., 1980) As doencas
causadas por estes parasitos apresentam um amplo espectro sintomatoldgico, podendo
causar desde uma diarréia leve até a morte, dependendo das caracteristicas do parasito e
do hospedeiro. Sendo tdo diversificados, as formas de transmissdo, a entrada no
hospedeiro vertebrado e o nicho ocupado nestes variam amplamente, dificultando as
formas de controle das protozoonoses (Rocha, 2020). No presente, ndo temos nenhuma
vacina eficaz disponivel para o combate destes patdgenos eucariotos. Na tabela 1

encontram-se agrupadas as principais protozooses de importancia médico-veterinaria.
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Nome popular da Agente etiologico Forma de transmissao Importancia
doenca
Acantamoebiase Acanthamoeba Contato com agua ou lentes | Médica
culbertsoni contaminadas, aspiragdo de p6
com cistos
Balantidiose Balantidium coli Ingestdo de agua e alimentos | Médica e
contaminados, habitos de | veterinaria (suinos)
higiene inadequados
Ceratite Acanthamoeba Contato com agua ou lentes | Médica
culbertsoni contaminadas.
Criptosporidiase Cryptosporidium Ingestdo de agua e alimentos | Médica
parvum, contaminados,
Cryptosporidium
hominis
Diarreia Entamoeba histoly- Infeccbes por parasitos devido | Médica
tica, Giardia a ingestdo de &gua e alimentos
lamblia contaminados
Disenteria amébica Entamoeba Ingestdo dos cistos da ameba | Médica
ou amebiase histolytica através de agua ou alimentos
contaminados ou contato fecal-
oral (anal-oral)
Doenga de Chagas, Trypanosoma cruzi Contaminagdo de feridas com | Médica
ou tripanossomiase fezes do barbeiro (Triatoma
americana infestans) contendo as formas
tripomastigotas metaciclicas.
Doenca do sono ou Trypanosoma Através da picada da mosca | Médica
tripanossomiase brucei tsé-tsé sdo inoculadas as
africana formas tripomastigotas
metaciclicos
Eimeriose ou Eimeria spp. Ingestdo de agua e alimentos | Médica e veterinaria
coccidiose contaminados. (aves, ovinos

jovens)
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Encefalite

Amebiana

Naegleria fowleri

Contato, via olfativa ou ocular,
com agua contaminada por

trofozoitos.

Médica e

veterinaria (aves)

Giardiose ou

giardiase

Giardia lamblia

Ingestdo dos cistos dos
parasitos através de agua ou
alimentos contaminados ou

contato fecal-oral.

Médica e veterinaria
(cdes, gatos,

bovinos)

Isosporiase

Isospora belli

Ingestdo de agua e alimentos
contaminados

Médica

Leishmaniose

Leishmania spp.

Regurgitagéo das
promastigotas metaciclicas
apos picada dos flebotomineos
do género Phlebotomus (velho
mundo) e Lutzomyia (novo

mundo)

Médica

Maléria ou

paludismo

Plasmodium spp.

Inoculagdo de esporozoitos
através da picada dos
mosquitos do género

Anopheles

Médica

Piroplasmose  ou

babesiose

Babesia canis,
Babesia equi,

Babesia caballi

Através da picada de carrapato

se inoculam os esporozoitos

Meédica e veterinaria
(Equinos, Bovinos,

Caninos)

Toxoplasmose

Toxoplasma gondii

Oocistos em fezes de gatos
jovens infectados sdo
engolidos ou aspirados, cistos
presentes em carnes ou ainda,

congenitamente.

Médica e veterinaria
(aves, suinos,
caprinos,  bovinos,
cdes, gatos, entre

outro)

Tricomoniase ou

tricomoniose

Trichomonas

vaginalis

Contato sexuais, habitos de

higiene inadequados.

Médica

Tabela 1: Principais protozooses de importancia médico-veterinaria, seus agentes etioldgicos e formas

de transmissdo. Adaptada de Rocha, 2020.
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1.2. As Protozooses

As protozooses apresentam uma ampla gama de caracteristicas epidemioldgicas
e manifestagdes clinicas em diferentes zonas geograficas. Sdo responsaveis por altas taxas
de morbidade e mortalidade, afetando mais de 500 milhdes de pessoas no mundo
(Monzote & Siddiq, 2011). Estas doencas estdo ligadas majoritariamente a condicbes
socioecondmicas baixas, particularmente em paises tropicais e subtropicais em
desenvolvimento, sendo que paises da Asia, Africa e América Latina si0 0s mais
afetados. Das 580 milhGes de pessoas que vivem na Ameérica Latina e no Caribe,
aproximadamente 195 milhdes vivem na pobreza (vivendo com menos de dois ddlares
por dia), e 71 milhdes vivem na pobreza extrema (vivendo com menos de um doélar por
dia) (de la Torre et al., 2012). Sdo exatamente estas pessoas, que vivem em condigdes
precérias, as que sofrem as maiores consequéncias de doencas infecciosas, incluindo as
protozooses (WHO, 2007). Algumas das parasitoses causadas por protozoarios, como a
doenca de chagas e as leishmanioses, formam parte das denominadas doencas tropicais
negligenciadas. As doencas tropicais negligenciadas constituem um grupo heterogéneo
de doencas que apresentam algumas caracteristicas em comum: (a) uma ocorréncia em
populacdes pobres e desassistidas, levando a perda de produtividade e contribuindo para
0 agravamento da situacdo da pobreza; (b) afetam populagfes com pouca visibilidade,
pequena capacidade de vocalizacao e poder politico; (c) a maioria delas ndo é amplamente
divulgada; e (d) muitas delas causam estigma e discriminacdo nos individuos afetados,
contribuindo para agravar a pobreza. Estas doencas afetam mais de 1 bilhdo de pessoas.
Mais de 70% dos paises e territorios que relatam a presenca de doencas tropicais
negligenciadas possuem economia de baixa ou media baixa renda (WHO/PAHO, 2016).
Estas doencas também recebem este nome devido a falta de atencdo dada por governos,
organizacOes e empresas farmacéuticas por afetar maioritariamente pessoas pobres de
escassos recursos econdmicos (WHO/PAHO, 2016; WHO, 2012). E importante sinalizar
que no mundo globalizado, as doencas tropicais negligenciadas comecaram a apresentar
grande relevancia sendo que nenhum pais esta isento de apresenta-las, tornando-se cada

vez mais um problema de salde publica mundial.
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1.2.1. Protozooses Humanas: principais espécies patogénicas, formas

evolutivas e caracteristicas gerais de cada doenca.

1.2.1.1. Maléria — Plasmodium spp.

A maléria é considerada a protozoonose de maior mortalidade da atualidade.
Estima-se que em 2019 houve 229 milhdes de casos com 409 mil mortes, das quais 274
mil (67%) foram de criancas menores de 5 anos. Devido a sua sintomatologia de quadros
de febre alta e complicacdes fatais, esta doenga causa alta morbidade e mortalidade na
populagéo das zonas de risco, entrando na categoria de doencas negligenciadas tropicais.
Sendo uma doenca de transmissao vetorial, a sua distribuicdo esta intimamente ligada a
distribuicdo do vetor, que no caso sdo insetos do género Anopheles e que estdo
amplamente distribuidos. Das 430 espécies encontradas na atualidade, aproximadamente
30 séo consideradas bons vetores (CDC, 2020). Estima-se que mais do 40% da populacao,
cerca de 3.2 bilhdes de pessoas, estejam em risco de contrair a infeccdo (WHO, 2020c).
A maléria é uma doenca febril aguda, os sintomas comecam a aparecer 10 a 15 dias ap0s
a picada do mosquito (WHO, 2020c). Os agentes etiologicos desta doenca séo parasitos
do género Plasmodium (WHO, 2020). Dentre as 5 espécies causadoras de malaria em
seres humanos, o Plasmodium falciparum é o causador da malaria de maior severidade
no mundo. Estima-se que em 2018, 99,7% da incidéncia de malaria na regido africana,
50% na regido do sudeste asiatico, 71% do mediterraneo oriental e 65% no pacifico
ocidental foram causadas por Plasmodium falciparum, demonstrando uma ampla
propagacao e letalidade (WHO, 2020c).

1.2.1.1.1. Ciclo de Vida e Formas Evolutivas Sujeitas ao Ataque pelo

Sistema do Complemento.

O ciclo de vida do Plasmodium falciparum (a titulo de exemplo para o0 Género)
é extremamente complexo, com o parasito apresentando varias formas evolutivas. Estes
protozoarios sdo transmitidos ao ser humano através da picada de mosquitos fémeas do
género Anopheles. (Consoli & Oliveira, 1994; Pates, 2002; Riehle, 2006). Apos o repasto
sanguineo, 0S esporozoitos, presentes nas glandulas salivares, séo inoculados diretamente
na corrente sanguinea. O esporozoito, a forma infectante, apresenta um formato alongado

medindo 11 pum de cumprimento com nudcleo central Unico e membrana plasmatica de
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duas camadas. Contém roptrias e micronemas organelas fundamentais para a invasdo
celular (Neves, 2016). Estes migram e entram no figado atravessando a barreira sinusal
através das células de Kupffer, e iniciam a fase exoeritrocitica. Apds a entrada no
hepatocito, os esporozoitos sofrem uma reproducdo assexuada rapida por esquizogonia.
Um esporozoito pode produzir entre 10.000 a 30.000 merozoitos em 5-8 dias dentro de
um hepatocito (White et al., 2014). Os merozoitos, sdo especializados em invadir
hemécias, estes apresentam um formato igual ao dos esporozoitos, mas sdo de menor
tamanho (1-5 pm de comprimento). Também apresentam organelas como roptrias e
micronemas, especializadas em invasdo célular, mas diferentemente do esporozoito, sua
membrana plasmatica apresenta trés camadas. Estudos recentes mostraram que a saida
dos merozoitos do hepatdcito é através de vesiculas denominadas de Merossomas, que
sdo revestidas com a membrana plasmatica celular do hospedeiro, auxiliando na evasédo
da imunidade do mesmo (Sturm, 2006). Estas sdo liberadas no lumen dos capilares
sinusoides, atingindo a corrente sanguinea onde comeca a fase eritrocitica. Nesta fase, 0s
merozoitos invadem os eritrdcitos formando uma juncdo maével, o que culmina com a

internalizacdo do parasito em um vacuolo parasitoforo (Weiss et al., 2015).

O ciclo eritrocitico em P. falciparum é altamente coordenado e regulado através
de proteinas quinase, sendo que os eritrocitos se rompem de modo sincronizado a cada
ciclo de 48h (Dvorin et al., 2010; Gomes et al., 2011). Para conseguir replicar-se, 0
merozoito se alimenta da hemoglobina presente no eritrocito. O grupo heme, produto da
digestdo da hemoglobina é potencialmente toxico e é descartado através da cristalizagdo
mediada por lipideos denominados hemozoina ou pigmento malérico (Sullivan et al.,
1996). Entre 16 a 32 merozoitos sdo liberados, junto com a hemozoina, no fluxo
sanguineo ap06s o rompimento do eritrdcito, infectando novas células e continuando com
o0 ciclo (Bannister et al., 2000). O mecanismo patogénico predominante é a ativacao
exacerbada do sistema imune devido a hemdlise de glébulos vermelhos ou de
citoaderéncias destas células em o6rgdos vitais e parenquimatosos. A presenca de
merozoitos e hemozoina na corrente sanguinea leva a altos niveis de fator de necrose
tumoral, explicando os sintomas como febre, cefaleia e calafrios caracteristicos da doenca
(White et al., 2014). Durante vérias etapas do ciclo de vida, diferentes formas evolutivas
do parasito entram em contato com efetores séricos da imunidade do hospedeiro. O
esporozoito migra desde o local da picada até o figado atravessando diferentes fluidos do

hospedeiro, notadamente o sangue. Por outro lado, o merozoito fica livre na corrente
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sanguinea por cerca 10 a 30 minutos “procurando” eritrdcitos disponiveis. Devido a estas
circunstancias, estas duas formas evolutivas séo altamente expostas aos componentes da
imunidade do hospedeiro, principalmente a imunidade inata, precisando, assim, de
mecanismos eficientes de evasao imunitaria, os quais serdo discutidos em maior detalhe

posteriormente.

1.2.1.2. Toxoplasmose - Toxoplasma gondii

A toxoplasmose é uma zoonose de distribuicdo mundial com taxas de
soropositividade na populagdo que variam de menos 10% a mais do 90% dependendo do
pais (CDC, 2021). A toxoplasmose é a zoonose de maior prevaléncia ao nivel mundial.
Estima-se que 40 % da populagdo humana esteja infectada (Souza & Belfort Jr., 2014).
Embora seja uma doenca majoritariamente assintomatica, pode apresentar sintomas em
imunossuprimidos, bem como, através da transmissao congeénita, graves consequéncias
para o feto em mulheres gravidas com infec¢do aguda (Torgerson & Mastroiacovo, 2013).
Seu agente etiologico, o Toxoplasma gondii, apresenta um ciclo complexo com Vvérias
formas evolutivas onde o ser humano entra como hospedeiro intermediario e os felinos,
como hospedeiros definitivos (CDC, 2021). A infeccdo acontece pelo consumo de
alimentos contaminados. S6 nos Estados Unidos existem aproximadamente 40 milhGes
de pessoas contaminadas com 1 milhdo de novos casos por ano (CDC, 2021). O nome de
seu género deriva do grego toxon, que significa “arco” referenciando sua morfologia. Foi
descrito pela primeira vez em 1908 por Nicolle e Manceaux no continente africano
(Jittender P. Dubey, 2008). A sintomatologia clinica causada por Toxoplasma gondii
depende principalmente da cepa do parasito e da susceptibilidade do hospedeiro. Estima-
se que 95% das pessoas infectadas com T. gondii sdo assintomaticas, algumas podem
desenvolver sintomas menos pronunciados, parecidos com uma gripe, por duas semanas
a um més (WHO, 2015). Importante mencionar que contra as formas cisticas ndo se tem

drogas disponiveis até o presente.

Em imunosuprimidos, a reativagdo dos cistos implica na reproducdo exagerada
de taquizoitos causando lesbes necroticas nos tecidos do hospedeiro sendo
potencialmente fatal (Souza & Belfort Jr., 2014). A infecdo aguda, com migracéo de
taquizoitos, em mulheres gravidas, pode levar ao desenvolvimento de severas patologias
no feto. Se a infeccdo acontece no terceiro trimestre, o recém-nascido pode apresentar

um quadro sintomatologico generalizado como hepatoesplenomegalia, miocardite,
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pneumonite, ictericia e comprometimento de outros 6rgdos (Apt Baruch, 2013; Souza &
Belfort Jr., 2014). Se acontece no segundo trimestre pode apresentar comprometimento
meningoencefalico, causando convulsdes, apatia, paralisia, entre outros (Apt Baruch,
2013; Souza & Belfort Jr., 2014). Caso ocorra no primeiro semestre, pode haver ma
formacdo fetal, retardo mental, hidro ou microcefalia, calcificacbes cerebrais,
corioretinite ou aborto espontaneo. A toxoplasmose congénita cursa de forma
assintomética em 80 a 90% dos casos, por isso, 0 monitoramento desta é fundamental nos
cuidados pre-natais (Apt Baruch, 2013).

1.2.1.2.1. Ciclo de Vida e Formas Evolutivas Sujeitas ao Ataque pelo

Sistema do Complemento.

O Toxoplasma gondii é um parasito digenético, tendo como hospedeiro
definitivo (reproducdo sexuada) varios tipos de felinos e como hospedeiro intermediario
(reproducdo assexuada) basicamente qualquer espécie animal de sangue quente
(mamiferos e aves) (J.P. Dubey, 2020). Estudos realizados mostraram que o &cido
linoléico é fundamental para a sinalizacdo do comeco do ciclo sexual em Toxoplasma
gondii. Este &cido se acumula no intestino dos felinos devido a auséncia de sua conversao
metabdlica nestes animais (Hofer, 2019). Sem a presenca do mesmo, ndo ha formacao da
fase sexual. Em camundongos “felinizados”, aos quais este acido graxo foi artificialmente
adicionado junto com seu inibidor de degradacdo metabodlica, formas sexuais do parasito

surgem, permitindo o desenvolvimento sexual de T. gondii (Hofer, 2019).

O ciclo de vida do Toxoplasma, como para a maioria dos apicomplexas,
apresenta multiplas formas evolutivas com um ciclo sexuado (no hospedeiro definitivo -
felinos) e um assexuado (no hospedeiro intermediario — Animais homeotérmicos). O
hospedeiro intermediério é infectado através de alimentos contaminados com oocistos ou
carne contendo cistos. Tanto o oocisto como cisto resistem ao suco gastrico do
hospedeiro, alcangando o intestino delgado (J.P Dubey, 1998). A invasédo celular por
parte deste parasito é realizada ativamente. Apds uma fase de reconhecimento com
ligaghes de baixa afinidade, as proteinas do micronema s&o secretadas promovendo a
adesdo celular, posteriormente ocorre o reposicionamento do complexo apical, formacéo
da juncdo mdvel e penetracdo celular com a formacdo de um vactolo parasitéforo. O
deslocamento destes parasitos, a semelhanca do observado para Plasmodium spp., é

realizado por uma estrutura motora de actina e miosina altamente especializada
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caracteristica dos apicomplexas (Souza & Belfort Jr., 2014). No ciclo assexuado
realizado no hospedeiro intermediario (incluindo os seres humanos), destacam-se as
formas evolutivas denominadas bradizoitos e taquizoitos. Os taquizoitos, s&o a forma de
reproducdo rapida, sendo assim denominados a forma proliferativa. Esta etapa €
denominada de fase aguda e € caracterizada pela presenca de uma alta carga parasitaria
(J.P. Dubey, 2020). Os taquizoitos medem de 4 a 8 um de comprimento por 3 um de
largura, possuem formato de meia lua, ndo apresentam cilios nem flagelos, e se

locomovem por deslizamento (Hogan et al., 1960).

Na fase cronica, a imunidade do hospedeiro elimina a maior parte dos
taquizoitos, os restantes diferenciam-se em bradizoitos, formando os cistos. Estes sdo
encontrados principalmente no musculo esquelético, miocardio, cérebro e tecido ocular
(CDC, 2021). Os bradizoitos, sdo de reproducdo lenta e aparecem na fase cronica da
infeccdo como formas de resisténcia em estruturas denominadas cistos. Estes cistos
variam entre 5 a 60 um de didmetro, podendo conter entre 50 a 3,000 parasitos (Hogan
et al., 1960). Os cistos apresentam uma parede elastica e resistente capaz de isolar o0s
bradizoitos dos mecanismos efetores da imunidade do hospedeiro. Quando um felino
consome a carne contaminada, desencadeia-se o ciclo sexual culminado na formacéao do
oocisto (Ferguson, 2002). Os oocistos sdo esféricos, medindo aproximadamente 12,7 x
10,4 pm. Apds a esporulacdo, cada oocisto produz dois esporocistos com quatro
esporozoitos cada um (Ferguson, 2002). Os esporozoitos medem cerca de 6-8 um x 2
um e apresentam uma forma intermediaria entre bradizoitos e taquizoitos (Souza &
Belfort Jr., 2014). Uma vez eliminados no meio ambiente estes oocistos se tornardo
infectantes, podendo contaminar plantacdes e fontes hidricas. Dentre as varias formas
evolutivas presentes no ciclo do Toxoplasma gondii, os taquizoitos sdo as Unicas formas
que entram em contato com os efetores séricos da imunidade do hospedeiro. A migracao
realizada para disseminar-se a diferentes 6rgaos extra intestinais através de fluidos como
sangue e linfa, os expdem aos componentes imunoldgicos presentes nestes fluidos,

principalmente ao sistema do complemento.

1.2.1.3. Doenca de Chagas — Trypanosoma cruzi.

A doenga de Chagas ou Tripanossomiase Americana é considerada uma doenca

tropical negligenciada afetando entre 6 a 7 milhGes de pessoas no mundo. Sendo
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reconhecida pela OMS como uma das doencas mais negligenciadas do mundo, a doenga
de Chagas é um grave problema de salde publica principalmente em paises Latino
Americanos (WHO, 2020a). O nome desta doenga é em homenagem ao médico brasileiro
Carlos Chagas, quem em 1909, descobriu o Trypanosoma cruzi agente causador da
doenca, descreveu seu ciclo de vida e forma de transmissdo vetorial (Chagas, 1909).
Trinta por cento das pessoas que a padecem apresentam, na fase cronica da doenga,
sintomas graves como alteragdes neuroldgicas, digestivas, cardiacas ou mistas, podendo
ser fatal se ndo tratada (WHO, 2020a). O parasito é transmitido quando a feriada deixada
pelo Triatomineo, ou alguma mucosa do hospedeiro, é contaminada com fezes do vetor
que apresentam as formas metaciclicas do parasito. Esta via de transmissdo vetorial esta
restrita @ América Latina devido a distribui¢do do vetor. Entretanto, o parasito encontra-
se largamente difundido para diferentes areas do globo, sendo encontrados pacientes
portadores na maioria dos continentes devido as migracdes humanas e também pela
possibilidade de transmissdo transplacentéria, sanguinea ou por transplante de 6rgdos
(WHO, 2020a). S6 nos Estados Unidos, que é uma regido onde ndo ocorre transmisséo

vetorial da doenca, estima-se que ha 300,000 pessoas afetadas (CDC, 2019).

Pertencentes a subfamilia Triatominae, Triatoma infestans, Rhodnius prolixus,
Panstrongylus megistus e Triatoma dimidiata sdo as quatro espécies vetoaes mais
importantes na transmissdo vertical do T. cruzi ao homem (WHO, 2002). A comparacao
de outros insetos vetores, como mosquitos e flebdtomos onde s6 a fémea adulta transmite
a infeccdo, nos triatomineos os Ultimos quatro estadios ninfais e os adultos de ambos
sexos podem manter e transmitir a o parasito, dificultando amplamente o controle do
patdégeno. A probabilidade de um triatomineo infectar-se aumenta de acordo com o
namero de repastos realizados e o volume de sangue ingerido, de modo que os maiores
estadios e os adultos tém as maiores taxas de infeccdo (Zeledon & Rabinovich, 1981). O
sucesso obtido no controle desta doenca em alguns paises como o Brasil deve-se ao éxito
do controle do inseto vetor, sendo o tratamento quimioterapico uma opgéo atual s6 na
fase aguda. Igualmente, devido a ampla gama de reservatorios que este protozoario
apresenta no ambiente silvicola, a erradi¢do total deste parasito se torna uma tarefa
impossivel (WHO, 2002). Novas formas de transmissdo como a infeccdo oral ocorrida
pela ingestdo de formas infectantes em alimentos processados na presenca do inseto vetor
tém alarmado as autoridades. Este tipo de infeccdo, dada a quantidade de formas

infectantes que invadem o hospedeiro, apresenta-se na forma de surtos cujos pacientes
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desenvolvem formas agudas graves, com maior morbidade e mortalidade, principalmente
em criancas (WHO, 2020a).

Na doenca de Chagas existem duas fases clinicas caracteristicas: a fase aguda e
a fase crénica. Logo ap6s da infecgdo comeca a fase aguda podendo durar de dias a meses,
a infeccdo pode ser leve ou assintomatica. Menos de 50% das pessoas infectadas
desenvolvem sintomas, isto dependendo da cepa do parasito, do local da infeccdo, da
idade da pessoa, da via de transmissdo e do estado imune do paciente (WHO, 2002).
Quando hé sintomas, estes podem incluir febre, cefaleia, aumento dos ganglios linfaticos,
palidez, dores musculares, dificuldade em respirar, inchaco, dores abdominais ou
toracicas (WHO, 2020a). Normalmente, na infec¢do por transmissdo vetorial, hd uma
inflamacédo ao redor do sitio de inoculacdo do parasito, conhecido como chagoma de
inoculacdo. Quando o parasito penetra pela mucosa ocular, o olho se apresenta inchado,
0 que € conhecido como sinal de Romafia (Dias, 1984). Em casos pouco frequentes, pode
acontecer uma forte inflamagéo no musculo cardiaco ou no cérebro, podendo ser letal
(CDC, 2019). Danos em 6rgdos e tecidos durante a infeccdo aguda por T. cruzi sdo

causados pelo préprio parasito e pela resposta imune inflamatoria aguda do hospedeiro.

Em 90% dos casos, as manifestacdes clinicas da fase aguda se resolvem de forma
espontanea, sendo que posteriormente se entra em um periodo assintomatico que dura de
10 a 30 anos (Rassi et al., 2010). Entre as pessoas infectadas, 30% apresentam
sintomatologia grave na fase cronica, desenvolvendo a forma cardiaca, digestiva
(megaoes6fago e megacdlon) ou cardiodigestiva da doenca, 0 que causa
aproximadamente 50,000 mortes anualmente (WHO, 2020a). Embora a patogénese da
doenca de Chagas cronica ndo seja completamente compreendida, sabe-se que para o
desenvolvimento da fase cronica é necessaria a presenca do parasito (Z. A. Andrade,
1999). Os danos causados a 6rgaos e tecidos nesta fase podem ser causados diretamente
por fatores patogénicos do parasito, por exacerbacdo do sistema imune ao combater o
parasito, por mecanismos autoimunes ou inclusive por uma combinagdo destes fatores
(Kierszenbaum, 2007; Tarleton & Zhang, 1999).
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1.2.1.3.1. Ciclo de Vida e Formas Evolutivas Sujeitas ao Ataque pelo

Sistema do Complemento.

Como organismo pertencente a classe Kkinetoplastea, estes protozoarios
apresentam uma caracteristica morfologica que os distingue, o cinetoplasto, uma regiéao
em forma de bastdo rica em DNA mitocondrial presente na extremidade de sua Unica
mitocdndria e proxima a bolsa flagelar. Trés formas evolutivas do Trypanosoma cruzi
sdo reconhecidas: amastigota, epimastigota e tripomastigota. Dentro do hospedeiro
mamifero sdo encontradas duas formas: a tripomastigota e a amastigota. A amastigota é
encontrada intracelularmente, e, tal como a forma epimastigota no inseto vetor, tem uma
alta capacidade de reproducdo por divisdo binaria. As formas amastigotas apresentam-se
sob uma forma esférica ou ovalada de 2-4 um de didametro sem flagelo visivel e, portanto,
carece de motilidade (Ley et al., 1988). A tripomastigota é encontrada extracelularmente,
sdo formas ndo replicativas com alta capacidade de resisténcia as condi¢cdes adversas
presentes no hospedeiro vertebrado, sendo, portanto, as formas infectantes. As
tripomastigotas caracterizam-se por apresentar um flagelo longo que percorre o corpo do
parasito formando uma membrana, chamada membrana ondulante. Elas possuem um
aspecto fusiforme de 20 a 25 um de comprimento e cinetoplasto subterminal posterior ao
nacleo. Sendo a forma responsavel pela disseminacdo da infeccdo € encontrada no sangue

periférico de mamiferos infectados e fezes do vetor (Tyler & Engman, 2001).

O T. cruzi possui a capacidade de infectar varios tipos celulares de diferentes
hospedeiros, mas para conseguir manter-se dentro da célula e reproduzir-se é necessaria
a presenga de lisossomos nesta (L. O. Andrade & Andrews, 2004). Em comparagdo com
Leishmania spp., 0 Trypanosoma cruzi ndo consegue sobreviver ao pH &cido da célula
hospedeira. Para escapar, este parasito utiliza a toxina formadora de poro de
Trypanosoma cruzi (Tc-Tox), uma hemolisina produzida pelo parasito que se ativa em
pH &cido fazendo poros na membrana do vactolo e permitindo o escape do mesmo para
o citoplasma (Andrews & Whitlow, 1989; Ley et al., 1990). No citoplasma, se transforma
em amastigota e comega a reproduzir-se. Apos 24 a 35 horas de reproducédo por divisao
binaria, as amastigotas comecam a se transformar novamente em tripomastigotas. O
excessivo batimento dos flagelos destas rompe a membrana plasmatica da célula
liberando-as. Posteriormente, estas tripomastigotas infectam outras células e o ciclo de

reproducdo intracelular comecard novamente (Brener, 1973).
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O ciclo comeca quando, ao alimentar-se de um mamifero infectado, os
triatomineos consomem, junto com o sangue, as formas tripomastigotas sanguineas. Apos
transformar-se em epimastigotas, estas se fixam hidrofobicamente a cuticula da parede
do intestino e comegcam a multiplicar-se. Posteriormente estas formas se diferenciam em
formas tripomastigotas metaciclicas. A metaciclogénese permite a expressao de proteinas
fundamentais para sobreviver as condigdes adversas encontradas no hospedeiro mamifero
e torna estas formas altamente infectantes e resistentes aos efetores séricos da imunidade
(Goldenberg & Avila, 2011; Kollien & Schaub, 2000). Uma vez formados, o0s
tripanosomas metaciclicos se destacam da cuticula cerosa e sdo excretados juntamente
com as fezes do vetor (Bonaldo et al., 1988; Kleffmann et al., 1998). Depois do repasto
sanguineo, os triatomineos defecam perto do local da ferida, devido ao prurido da reacéo
alérgica causada pelos componentes da saliva do vetor, o hospedeiro vertebrado toca o
local, transporta as formas tripomastigotas presentes nas fezes até a ferida, permitindo a
entrada do parasito (Moffitt et al., 2003). Ap6s a entrada no hospedeiro, as tipomastigotas
metaciclicas comecam a infectar células nucleadas, onde se transformam em amastigotas
que se multiplicam até, em um momento determinado, transformarem-se em
tripomastigotas sanguineas. Essas, por sua vez, rompem a célula hospedeira e saem a
procura novas células para serem infetadas. As formas tripomastigotas sanguineas podem
ser ingeridas pelo vetor triatomineo quando o mesmo realiza o repasto sanguineo num
hospedeiro infectado (que pode ser um dos varios reservatorios do parasito presentes na
natureza), completando o ciclo de transmissdo. No hospedeiro vertebrado, as formas
tripomastigotas sanguineas migram através da corrente sanguinea e atingem 6rgaos como
coracdo, estbmago, eséfago, entre outros. Estas migragdes implicam o contato direto das
tripomastigotas com componentes da imunidade inata como o sistema do complemento
forcando-as, assim, a desenvolver diferentes mecanismos de evasdo, 0s quais Sserdo

discutidos em detalhe mais adiante.

1.2.1.4. Leishmanioses - Leishmania spp.

As leishmanioses s80 um grupo de doencas parasitarias causadas por
protozoarios do género Leishmania. Aproximadamente 53 espécies sdo descritas no
género, dentre elas 20 séo consideradas patogénicas. A principal via de transmissao destes
protozoarios para humanos é vetorial, ocorrendo através da picada de insetos

flebotomineos. Na natureza, todas as espécies de Leishmania sdo transmitidas através da
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picada de flebotomineos fémeas. Os flebotomineos sdo insetos dipteros pertencentes a
familia Psychodidae (Subfamilia: Phlebotominae). Estes vetores apresentam uma ampla
distribuicdo, sendo encontrados em diferentes ambientes, climas e altitudes. As
leishmanioses sdo consideradas endémicas em extensas areas dos tropicos, subtropicos e
na bacia do mediterraneo sendo que cada regido apresenta uma espécie caracteristica
causadora da doenca como mostrado na tabela 2 (WHO, 2020b). Nas Ameéricas,
principalmente na regido tropical da América Latina, as leishmanioses sdo consideradas
um problema grave de salde publica, entrando na classificacdo de doencas tropicais
negligenciadas (WHO, 2020b).

Devido a razdes desconhecidas, as diferentes espécies de Leishmania spp.
apresentam tropismos teciduais diferentes quando no hospedeiro vertebrado. Algumas
espécies tém tropismo pelas visceras, causando a leishmaniose visceral, outras espécies
apresentam grande afinidade pelos tecidos epidérmicos e mucosas, causando as
leishmanioses cutaneas e muco-cutaneas (Ministério da Saude, 2017). Existem, portanto
varias formas clinicas da doenca. Este amplo espectro clinico deve-se auma pluralidade
de fatores como sexo, idade e estado imunitario do paciente, o local primério da infecéo,
a espécie de Leishmania envolvida, o numero de parasitos inoculados, além de fatores

genéticos do hospedeiro e do parasito (Sakthianandeswaren et al., 2009).

A leishmaniose cutdnea é considerada um grave problema de salde publica,
estima-se que surjam de 600.000 a 1 milh&o de casos novos anualmente (WHO, 2020b).
Esta doenca tem sido conhecida ao longo da histéria por diferentes nomes, o mais
reconhecido € o botdo-de-oriente (Hoare, 1938). Existe um amplo polimorfismo entre as
lesGes, mas é classicamente conhecida por uma ulceracdo com bordas proeminentes e
endurecidas e uma depressdo contendo tecido inflamado e com aspecto granuloso. A
lesdo comeca a se formar na zona do eritema, local de picada do flebétomo, evoluindo
para papula e, por ultimo, ulcerando (Stowers, 1919; Wright, 1903). As Ulceras podem
ser secas ou exudativas e frequentemente sdo encontradas lesdes satélites (Gontijo & De
Carvalho, 2003). N&o apresenta sintomatologia nem dor no local, a complicagdo mais
frequente é uma infeccdo secundaria bacteriana (Ministério da Salde, 2017).
Dependendo da espécie de Leishmania e do estado imune do hospedeiro as lesdes podem
curar-se espontaneamente em 6-12 meses, principalmente para 0s casos provocados por
espécies do velho mundo (Bailey & Lockwood, 2007). As principais espécies associadas

a leishmaniose cutanea sdo L. mexicana, L. braziliensis e L.amazonensis no novo mundo
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e L. tropica, L. aethiopica e L. major no velho mundo (Bailey & Lockwood, 2007;
Gontijo & De Carvalho, 2003).

Sendo maioritariamente considerada uma complicacdo da leishmaniose
cuténea neotropical, a leishmaniose muco-cutanea apresenta, posteriormente a aparicao
da Ulcera na pele, uma metéstase para tecidos mucosos (Gontijo & De Carvalho, 2003).
Esta metastase acontece via hematogénica podendo aparecer meses depois da formacao
da Ulcera cuténea ou inclusive apds a mesma ter desaparecido (Ministério da Saude,
2017). Acomete principalmente tecido nasal, bucal e faringeano, se ndo tratada pode levar
a destruicdo total destes tecidos e possivel 6bito (Laison & Shaw, 2005). Noventa por
cento dos casos de leishmaniose muco-cutanea séo encontrados em Brasil, Bolivia, Peru
e Etidpia (WHO, 2020b). Os principais agentes etioldgicos associadas a esta forma sdo
L. braziliensis, L. amazonensis, L. guyanensis, L. panamensis e L. peruviana, todos
originarios do novo mundo (Akhoundi et al., 2016; Laison & Shaw, 2005; Ministério da
Saude, 2017).

Outra complicacdo da leishmaniose cutanea recebe o nome de Leishmaniose
cuténea difusa que ocorre principalmente em pacientes anérgicos ou com sistema imune
debilitado. Em comparacdo com a Ulcera Unica caracteristica da leishmaniose cutanea,
estes pacientes desenvolvem vaérias lesdes nodulares, localizadas por todo o corpo, bem
semelhantes a hanseniase virchowiana (Laison & Shaw, 2005). Devido a auséncia de
resposta celular especifica para os antigenos secretados pelo parasito hd uma acentuada
proliferacdo do mesmo e sua uma ampla disseminacgdo (Gontijo & De Carvalho, 2003).
As principais espécies associadas a esta forma sdo L. mexicana, L. pifanoi e L.
amazonensis no novo mundo e, no velho mundo, L. aethiopica (Akhoundi et al., 2016;
Laison & Shaw, 2005).

Embora as diferentes formas de leishmaniose cutanea causem problemas de
salde graves, debilitantes e com forte impacto social, a leishmaniose visceral € a forma
mais grave da doenca, podendo levar ao dbityo em 95% dos casos quando ndo tratada
(WHO, 2020b). Em comparacdo com a forma cutdnea, as espécies causadoras da
leishmaniose visceral apresentam um alto tropismo pelas visceras, principalmente para
6rgdos como figado e baco. E caracterizada por febres irregulares, perda de peso, anemia,
hepatomegalia, esplenomegalia e/ou linfoadenopatia (Ministério da Saude, 2006).
Estima-se que ha entre 50.000 e 90.000 novos casos anualmente, a maioria destes casos

acontecem no Brasil, Leste da Africa e india (WHO, 2020b). As principais espécies
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associadas a esta forma da doenca sdo L. donovani e L. infantum (Akhoundi et al., 2016;

Ministério da Saude, 2006).

Subgénero | Espécie

Velho/Novo Mundo

Forma Clinica

Distribuicao

L. aethiopica

Velho Mundo

LC, LCD

Africa Oriental (Etidpia,
Quénia)

L. amazonensis

Novo Mundo

LC, LMC, LCD

América do Sul (Brasil,
Venezuela e Bolivia)

Africa Central, Sul da Asia,

L. donovani Velho Mundo LV Oriente Médio, india, China
Paises Mediterraneos
(Norte de Africa e Europa)
Sudeste da Europa, Oriente
Médio, Asia central, Norte,
] ] América Central e do Sul
Leishmania || infantum (syn. | Velho e Novo (México, Venezuela, Brasil,
L. chagasi) Mundo LCelV Bolivia)
Africa do Norte e Central,
L. major Velho Mundo LC Oriente Médio, Asia Central
L. mexicana (syn. EUA, Equador, Venezuela,
L. pifanoi) Novo Mundo LC, LCD Peru
Africa do Norte e Central,
Oriente Médio, Asia Central,
L. tropica Velho Mundo LC, LV india
L. venezuelensis | Novo Mundo LCD Norte da América do sul
L. waltoni Novo Mundo LC, LMC Republica Dominicana
Bacia da Amazdnia
Ocidental, América do Sul
(Guatemala, Brasil, Bolivia,
L. braziliensis Novo Mundo LC, LMC Peru)
Norte da América do sul
(Guiné Francesa, Suriname,
L. guyanensis Novo Mundo LC Brasil, Bolivia)
Viannia | | jginsoni Novo Mundo LC Brasil, Bolivia, Peru
L. lindenbergi Novo Mundo LC Brasil
L. naiffi Novo Mundo LC Brasil, Guiné Francesa
Ameérica Latina (Panam3,
L. panamensis Novo Mundo LC, LMC Colémbia, Venezuela, Brasil)
L. peruviana Novo Mundo LC, LMC Peru, Bolivia
L. shawi Novo Mundo LC Brasil
Velho e Novo
Mundinia | L. martiniquensis | Mundo LC, LV Martinica, Tailandia

Tabela 2 - Distribui¢do das diferentes espécies de Leishmania conhecidas.

LC Leishmaniose Cutanea,

LCD Leishmaniose Cutanea Difusa, LMC Leishmaniose Muco-Cutanea. Adaptada de Steverding, 2017
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1.2.1.4.1. Ciclo de Vida e Formas Evolutivas Sujeitas ao Ataque pelo

Sistema do Complemento.

Igualmente ao Trypanosoma cruzi, 0 género Leishmania pertence a classe
kinetoplastea, a qual tem como principal caracteristica a presenca do cinetoplasto como
mencionado anteriormente. Este esta principalmente envolvido na plasticidade genotipica
da Leishmania sendo de grande importancia no desenvolvimento de resisténcia a
medicamentos (Basselin et al., 1998; Lee et al., 1993, 1992). No género Leishmania
existem duas formas evolutivas: amastigota e promastigota. A forma amastigota €
exclusivamente encontrada intracelularmente em vacuolos parasitoforos nos hospedeiros
vertebrados. Apresenta uma forma ovoéide ou esférica, medindo entre 1,5 a 6,5 um de
comprimento dependendo da espécie. Possuem um flagelo vestigial proximo a bolsa
flagelar e um nacleo grande bem caracteristico. Nacleo e cinetoplasto sdo altamente
corados com derivados de corantes Romanowsky (Giemsa ou Leishman) (Cunningham,
2002; Leishman, 1903; Wright, 1903). A primeira visualizagio desta forma foi realizada
pelo patologista escocés William Boog Leishman em 1903 ao realizar um exame post-
mortem no figado de um soldado britanico na india. (Leishman, 1903). No trato digestivo
do inseto vetor sdo encontradas as diferentes formas promastigotas, cujos comprimentos
variam, medindo entre 14 ¢ 20 um. Esta forma se caracteriza por apresentar um nucleo
oval na regido média, um cinetoplasto marcado e um flagelo alongado na sua regido
anterior, este ultimo confere motilidade ao parasito (Cunningham, 2002; Gossage et al.,

2003). As duas formas do parasito se reproduzam por divisdo binaria.

Durante o repasto sanguineo em reservatorios infectados, os insetos vetores
ingerem células contendo as formas amastigotas. Finalmente liberadas no intestino médio
do flebotomineo, devido a mudanca no pH e temperatura encontradas no vetor
invertebrado, as amastigotas comegam a se transformar nas formas promastigotas. As
promastigotas realizam uma migracdo entre o intestino do vetor e sua valvula do
estomodeu, passando por diferentes fases da promastigota ( prociclica, nectomonada,
haptomonada e leptomonada) (Gossage et al., 2003). As formas promastigotas
leptomonadas sdo fundamentais no processo de infec¢do, sendo que produzem um gel
denominado gel secretado por promastigotas (PSG). Este gel é acumulado na regido
anterior do intestino do flebotomineo, bloqueando sua valvula do estomodeu, fechando
completamente o canal de alimentagdo do vetor. Quando o proximo repasto é feito, o

sangue ingerido bate contra a parede criada pelo gel onde se acumulam as promastigotas
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metaciclicas (formas infectantes do parasito), as quais serdo regurgitadas, infectando o
novo hospedeiro vertebrado (Rogers et al., 2004). A metaciclogénese é o processo que
permite a expressdo de proteinas fundamentais para sobreviver as condi¢des adversas
encontradas no hospedeiro mamifero transformado as promastigotas leptomonadas em
formas infectantes, sem capacidade de multiplicacdo, denominadas promastigotas
metaciclicas (da Silva & Sacks, 1987). Estas promastigotas apresentam tanto adaptagdes
fisicas, como elongacdo do complexo lipofosfoglicano na superficie da sua membrana
plasmatica através da adicdo de novos residuos de carboidratos, quanto quimicas, como
a producdo de metaloprotease gp63 (Handman & Bullen, 2002). Além destes
mecanismos, as espécies do Género Leishmania também recebem ajuda da saliva do
flebotomineo. Devido ao aparelho bucal rigido que apresenta o vetor, a canulagédo do vaso
sanguineo nao é possivel, sendo assim o vetor usa seu aparelho bucal para romper o tecido
adjacente, formando pocos hemorragicos. Este tipo de picada € denominada de
telmofagia (Ribeiro, 1995). Para evitar os mecanismos de defesa do hospedeiro e a
coagulacgdo do sangue, a saliva dos flebotomineos fémeas apresenta agdo vasodilatadora,
antiagregacdo plaquetaria e anticoagulante, além de potentes imunomoduladores e
moléculas anti-inflamatorias, criando um ambiente perfeito para a sobrevivéncia de
Leishmania até que os parasitos consigam entrar em diferentes tipos celulares (B. B.
Andrade et al., 2007; Ribeiro, 1987; RohouSova & Volf, 2006).

Anteriormente acreditava-se que Leishmania sd conseguia sobreviver e
multiplicar-se em células do sistema fagocitico mononuclear (Handman & Bullen, 2002;
Kane & Mosser, 2000). No ano de 2008 foi proposto que os neutréfilos desempenham
um papel fundamental no inicio da infeccdo, pois estes fagocitariam as formas
promastigotas metaciclicas de Leishmania spp., mas, sendo células de vida curta,
morreriam rapidamente por apoptose, originando corpos apoptoticos dentro dos quais 0s
parasitos permanecem reclusos (Peters et al., 2008). A infeccdo dos macréfagos se daria
principalmente num segundo momento, apds a ingestdo destes corpos apoptoticos
neutrofilicos contendo amastigotas viaveis. Esse tipo de infec¢do, assim nomeada de
estratégia do cavalo de Troéia, culmina com a penetracdo silenciosa do parasito no
macrofago, que ndo ativara seus efetores imunes, facilitando, asssim, a sobrevivéncia do
parasito exatamente no interior da célula que devia mata-lo (Peters et al., 2008).
Atualmente, diversos estudos tém demostrado que Leishmania pode infectar diferentes

tipos de células in vivo e in vitro, como células de Langerhans epidérmicas (Ritter et al.,
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2004; Xavier et al., 2005), fibroblastos (Cavalcante-costa et al., 2019; Pessotti et al.,
2004) e outros tipos celulares (Arango, 2017; Rittig & Bogdan, 2000).

O processo de amplificacdo da infeccdo por Leishmania spp. no hospedeiro
vertebrado, ou seja, a infec¢do de novas células, permanece uma incognita, uma vez que
a liberacdo de formas amastigotas no meio extracelular nunca foi documentada. Sabe-se
que as promastigotas metaciclicas entram em contato com 0s componentes do sistema
imune inato do hospedeiro, principalmente o sistema do complemento, devido ao poco
hemorragico formado no local da picada do vetor, como mencionado anteriormente, e
que é onde o parasito € inoculado. Para sobreviver, as promastigotas metaciclicas

precisaram desenvolver adaptacdes evolutivas capazes de garantir sua sobrevivéncia.

1.2.1.5. Amebiase - Entamoeba histolytica

A amebiase ¢ uma doenca cosmopolita majoritariamente assintomaética, que
apresenta uma maior visibilidade devido a espontanea apari¢ao da sua forma sintomatica
causada principalmente por cepas patogénicas de Entamoeba histolytica. Sendo de
transmisséo oral-fecal, observa-se uma maior prevaléncia em paises em desenvolvimento,
devido as mas condigdes de higiene, falta de saneamento basico e pobreza geralmente
presentes nestas regides (WHO, 2021). As principais areas endémicas sdo o México, norte
da América do Sul, Africa Ocidental, Africa do Sul e Sudeste Asiético. Aproximadamente
500 milhdes de pessoas no mundo estdo infectadas com E. histolytica, embora apenas
10% desenvolvam a doenca. Anualmente, estima-se uma mortalidade de cerca de 40.000
a 110.000 pessoas por esta doenca (Ackers et al., 1997; Pritt & Clark, 2008). Seu nome
“histolytica” provém da sua habilidade citotoxica e de destrui¢cdo de tecidos humanos
(Kean, 1988). A amebiase é uma doenca de distribuicdo mundial, mas dado que sua
principal via de transmissdo é oral-fecal, apresenta maior incidéncia em paises com um
sistema de saneamento basico deficiente (WHO, 2021). Embora a maioria das infec¢des
sejam assintomaticas, a amebiase pode causar fortes diarréias, principalmente em idosos
e criangas (Gomez et al., 2007). Segundo a UNICEF, embora seja uma doenca de
tratamento simples, a diarreia causa a morte de aproximadamente 480.000 criancas
menores de 5 anos por ano (UNICEF, 2020).

Embora a maioria das infeccBes sejam assintomaticas, muitos pacientes com E.

histolytica apresentam um quadro clinico de amplo espectro podendo ocorrer no nivel
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intestinal (disenteria amebiana, retocolite aguda, colite ndo disentérica croénica,
ameboma) e extra-intestinal (abscesso hepatico amebiano, abscesso cerebral e doenca
geniturinaria) (Gomez et al., 2007; Pinilla et al., 2008). Entre a sintomatologia
apresentada, podemos citar febres irregulares, diarreia, sangue em fezes, fadiga e perda
de peso. A histopatogénese da amebiase é caracterizada por 3 eventos: morte de células
do hospedeiro, inflamagio e travessia tecidual pelo parasito. O principal fator de
viruléncia presente na E. histolytica é sua capacidade de citotoxicidade mediada pela
secrecdo de cisteino-proteinases e por peptideos formadores de poros, 0s amebaporos
(Tannicht, 1998) que culminam com a destruicao tecidual. Em alguns pacientes, apds o
rompimento do epitélio intestinal, o parasito pode chegar a diferentes 6rgaos por
disseminacdo hematogénica, causando a amebiase extraintestinal. O abscesso hepético é
a complicacdo mais comum da amebiase extraintestinal, podendo ocorrem em cerca de
4% dos pacientes. A alta taxa de mortalidade destes casos decorre da possibilidade de

ruptura do abscesso na cavidade pleural ou no pericéardio.

1.2.1.5.1. Ciclo de Vida e Formas Evolutivas Sujeitas ao Ataque pelo

Sistema do Complemento.

Sendo considerada uma antroponose, sua transmissao ocorre exclusivamente
entre humanos. O ciclo de Entamoeba histolytica € relativamente simples quando
comparado com outros protozodrios. Este parasito apresenta duas formas caracteristicas
no seu ciclo bioldgico, o cisto e o trofozoito. O cisto, considerado a forma de resisténcia,
consegue sobreviver no ambiente por varios meses dependendo das condicGes
ambientais, isto gracas a formagdo de uma resistente parede de quitina. Estes cistos
infectantes ganham o ambiente ao serem liberados através das fezes de portadores,
podendo contaminar cole¢des de dgua e cultivos. Apos ingestdo, ao chegar ao intestino,
comeca o processo de desencistamiento, que culmina com a liberacéo de trofozoitos que
migram para o intestino grosso, onde se dividem por diviséo binaria. O trofozoito pode
ser observado em fezes disentéricas e apresenta uma forma irregular ameboide alargada
com dimens0@es entre 10 a 40 um. Possui um metabolismo principalmente anaerébio, mas
pode consumir até 5% de oxigénio quando necessario. No seu citoplasma sao
identificadas duas porgOes caracteristicas, um ectoplasma claro e hialino cuja funcéo é
permitir a locomocao pela emissdo de pseuddpodes, e um endoplasma mais granuloso

gue contém um ndcleo, organelas, vacuolos e restos de substancias alimentares. Devido
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a fatores desconhecidos, o trofozoito de Entamoeba histolytica pode penetrar e atravessar
o epitélio intestinal, podendo ser disseminados para varios 6rgdos através da circulacdo
sanguinea. Esta migracdo através da corrente sanguinea implica um contato direto do
parasito com os efetores séricos da imunidade do hospedeiro, entre eles o sistema do
complemento. Desta forma, os trofozoitos desenvolveram ao longo da evolucéo,
estratégias de evasdo que possibilitam sua sobrevivéncia neste ambiente hostil e que seréo

discutidas mais adiante.
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Capitulo 2 — Mecanismos da Imunidade Inata na Frente de Defesa do

Hospedeiro contra Protozoarios Parasitos.

Para que uma infeccdo de sucesso se estabelega, o parasito necessita, antes de
qualquer coisa, sobreviver as estratégias de defesa apresentadas pelo seu hospedeiro. Na
primeira linha de defesa contra patdgenos estdo os mecanismos efetores da imunidade
inata, que sdo importantes tanto para uma primeira linha de defesa quanto para o
estabelecimento, mais tarde, da chamada resposta imune adaptativa. Os mecanismos
efetores da imunidade inata podem ser divididos em processos que envolvem a
participacdo direta de células de defesa, sendo assim chamada de imunidade celular, ou

de moléculas soluveis no sangue e na linfa, sendo assim denominada imunidade humoral.

2.1. Imunidade Celular

O sistema de defesa humano contra patdgenos externos é composto por 3 niveis:
1- barreiras fisicas como a pele e mucosas, 2- a imunidade inata, 3- a imunidade
adaptativa. Quando o parasito entra no organismo, atravessando as barreiras fisicas, é
ativada a imunidade inata. O sistema imune inato € uma forma universal e mais antiga de
defesa, consiste em um conjunto de mecanismos celulares e humorais inespecificos
preexistentes capazes de responder rapidamente a invasdo (Janeway & Medzhitov,
2002b). Embora apresentem um repertorio limitado, os receptores de reconhecimento de
padroes (PRRs) do sistema imune inato sdo especializados em reconhecer padrdes
moleculares associados a patdgenos (PAMPs) altamente conservados na filogenia. O
sistema imune inato também consegue reconhecer os padrdes moleculares associados a
danos (DAMPSs), estes sdo os componentes resultantes de lise celular ou danos teciduais
causados tanto pela inflamacdo gerada no processo invasivo como pela infecgédo

propriamente dita.

Os componentes celulares deste sistema podem ser divididos em células de
origem hematopoiética e ndo hematopoiética. As células hematopoiéticas incluem
neutrdfilos, monacitos, células dendriticas, mastocitos, eosinofilos e células natural killer
(NK). Células epiteliais do trato respiratério, gastrointestinal e geniturinario atuam na
defesa do hospedeiro sendo consideradas componentes celulares do sistema inato de

origem n@o hematopoiética (Turvey & Broide, 2010).
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2.2. Imunidade Humoral

As moléculas solGveis com fungdo imune encontradas no sangue e na linfa
reconhecem e promovem respostas inflamatorias ou efetoras ao entrar em contato com
patdgenos. Sendo um sistema ativo de imunovigilancia, proporcionam uma defesa rapida
contra microrganismos. Estas moléculas se ligam aos invasores potencializando a
capacidade das células fagocitarias de distinguir o proprio do ndo préprio. O principal
componente da imunidade humoral do sistema inato é o Sistema do Complemento
(Nonaka, 2001). Este é composto por mais de 30 proteinas solUveis variadas e é ativado
por diferentes vias dependendo da molécula alvo reconhecida. Ainda que muitas de suas
proteinas tenham a funcgdo auxiliadora de opsonizacéo, a ativacdo completa do Sistema
do Complemento culmina com a formacdo do complexo de ataque a membranas (ou
MAC, do inglés, Membrane Attack Complex), um poro membranar protéico que
despolariza a membrana plasmaética do patdgeno, podendo levar a sua morte (Ricklin et
al., 2010). O sistema do complemento e 0 seu complexo de ataque as membranas serao
tratados em maiores detalhes no capitulo 3.

As pentraxinas sdo um grupo de proteinas homopentaméricas que reconhecem
padrdes moleculares microbianos participando na imunidade inata como opsonizadoras
(Agrawal et al., 2009). A proteina C reativa (CRP), pertence a familia das pentraxinas, se
liga a lipoproteinas bactérianas de baixa densidade, uma variedade de polissacarideos,
células hospedeiras com sinais apoptéticos e material nuclear (Agrawal et al., 2009).
Outra proteina pertencente a familia das pentraxinas é a proteina sérico amiloide (SAP),
esta reconhece carboidratos, substancias nucleares e fibrilas amiloides. Além de otimizar
o rendimento dos fagdcitos, estas proteinas conseguem ativar o componente C1q da via
classica do sistema do complemento (Agrawal et al., 2009). As colectinas sdo proteinas
oligoméricas compostas por dominios de reconhecimento de carboidratos (CRDs). As
trés principais colectinas em seres humanos séo: a lectina de ligagdo a manose (MBL)
(pertencente ao sistema do complemento) e as proteinas surfactante pulmonar A e D (SP-
A e SP-D). A lectina de ligacdo a manose ¢ uma proteina sérica multimérica que
reconhece principalmente patdgenos ricos em manose (Kuhlman et al., 1989) sua fungéo
sera abordada, também, no capitulo 3. As proteinas do surfactante pulmonar A e D sédo
lectinas tipo C de baixa afinidade. Reconhecem antigenos lipidicos e carboidratos
essenciais encontrados na superficie dos microrganismos formando estruturas

multimericas capazes de opsonizar e neutralizar diversos patdgenos (Holmskov et al.,



37

2003; Waters et al., 2009). As ficolinas sdo proteinas plasmaticas que apresentam um
dominio glicidico do tipo fibrinogénio capaz de reconhecer carboidratos. Atuam
principalmente no reconhecimento e oponizacdo de bactérias gram positivas (Holmskov
et al., 2003). Sendo uma das moléculas que ativa o sistema do complemento pela via das

lectinas, sera melhor abordada também no capitulo 3.

2.3. Principais Determinantes Moleculares dos Protozoarios Parasitos que

Ativam a Imunidade Inata.

Os protozoarios parasitos sdo organismos heterogéneos que induzem uma
variedade de reagdes imunoldgicas. Os mecanismos da imunidade inata sdo
especialmente importantes na fase aguda da doenca causando uma reagdo inflamatéria
inespecifica gerada pelos antigenos parasitarios. A descoberta de receptores de
reconhecimento de padrGes (PRRs) dedicados a deteccdo de padrbes moleculares
associados a patdgenos (PAMPs) abriu um novo campo de pesquisa, identificando novos
receptores, novos ligantes e mostrou as principais vias de sinalizagdo que induzem a
imunidade inata (Gazzinelli & Denkers, 2006). Nos diferentes receptores Toll-like (TLR)
encontramos moléculas altamente conservadas capazes de induzir respostas anti-
microbianas mais especificas para cada tipo de patdgeno (Janeway & Medzhitov, 2002a).
As ancoras de glicosilfosfatidilinositol (GPI) e o DNA mostraram-se as principais
moléculas reconhecidas pelas células do sistema imune inato através dos receptores Toll-
like (TLR), o TLR2 e TLR9 respectivamente. Estudos relizados em Leishmania major,
T. brucei, T. cruzi, P. falciparum e T. gondii tém mostrado que, tanto as ancoras de
glicosilfosfatidilinositol (GPI) como as proteinas ligadas a estas, ativam células das
linhagens linfdide e mieldide (Camargo et al., 1997; de Veer et al., 2003; Debierre-
Grockiego et al., 2003). As GPI sdo moléculas muito comuns em protozoarios, estas que
ancoram as proteinas de superficie as membranas dos mesmos. Os ancoras de GPI do
Trypanosoma cruzi estdo covalentemente ligadas a glicoproteinas semelhantes a mucina.
Estudos realizados demostraram o complexo TLR2- TLR6-CD14 (molécula de superficie
que reconhece LPS bacteriano) é necessario para reconhecer estas ancoras em T. cruzi,
induzindo a sintese de IL-12, TNF-o ¢ NO em macr6fagos de camundongos (Campos et
al., 2001). O lipofosfoglicano ancorado em glicosilfosfatidilinositol (LPG) presente na
superficie de promastigotas metaciclicas de Leishmania ativam a producéo de citocinas
via TLR. Tanto o TLR-2 como TLR-4 foram relacionados a producdo de TNF-a e

ativagdo de NO em macrofagos, entretanto a produgdo de IL-10 estava relacionada
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somente com TLR-2 (Gatto et al., 2015). Estudos realizados em camundongos incapazes
de produzir receptores Toll-like, mostraram um aumento de susceptibilidade a infeccéo
por Leishmania (de Veer et al., 2003). As ancoras de GPI derivadas de merozoitos de P.
falciparum se mostraram capazes de induzir a sintese de TNFa por meio da interagado
destas com complexo TLR2-TLR1 (Krishnegowda et al., 2005). Igualmente, em
taquizoitos de toxoplasma gondii foi demonstrado que o reconhecimento destas ancoras
por TLR2 e TLR4 estimularam a produ¢do de TNFa por macréfagos de camundongos

(Debierre-Grockiego et al., 2003).

Existem evidéncias de que os receptores Toll-like também podem ser ativados
por outros tipos de moléculas produzidas por protozoarios como a derivada do T. cruzi,
Tcbh2, a qual é reconhecida pelas células dendriticas via TLR2 (A. Ouaissi et al., 2002).
Estes receptores também reconhecem os dinucleotideos CG ndo metilados, presentes
frequentemente no DNA de parasitos como T. cruzi, T. brucei e Babesia bovis. Estudos
demonstraram que essas ativacGes via DNA do patégeno induzem a producdo de
proteinas pro-inflamatdrias por macréfagos e células dendriticas via TLR9 (Bafica et al.,
2006; Shoda et al., 2001). Igualmente via TLR9, a hemozoina produzida por P.
falciparum é capaz de ativar células dendriticas e estimular a producéo de citocinas em

macréfagos (Coban et al., 2005).

Dentre 0s componentes do sistema imune inato, 0s que apresentam maior
eficiéncia no controle das protozooses séo o sistema complemento, algumas células liticas
e as celulas fagociticas (Gazzinelli & Denkers, 2006). As proteinas implicadas no
reconhecimento de protozoarios por parte do sistema do complemento e seus respectivos
ligantes serdo explicados em detalhe no capitulo 3. O entendimento das interacfes
parasito/hospedeiro a partir de uma perspectiva dos efetores imunes do hospedeiro pode
ajudar no desenvolvimento de melhores estratégias de controle do parasitismo, de
estratégias que aliviem a sintomatologia do paciente e também pode ajudar a elucidar
processos basicos cuja compreensdo pode aumentar o sucesso do estabelecimento de uma

imunidade adaptativa eficaz.
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Capitulo 3 — O Sistema do Complemento

3.1. Uma Perspectiva Historica e Evolutiva

As respostas imunes em espécies animais evoluiram de mecanismos inatos para
mecanismos mais elaborados. O sistema do complemento € um mecanismo de defesa
muito antigo que surgiu hé pelo 1300 milhdes de anos atras e constitui uma das principais
frentes da imunidade inata de mamiferos e outros organismos. Os estudos sobre a histéria
evolutiva do sistema do complemento comecaram h& mais de 50 anos, estes analisaram
as atividades hemoliticas semelhantes as mediadas pelo sistema do complemento
presentes nos fluidos de diferentes organismos, tanto vertebrados como invertebrados
(Gigli & Austen, 1971). Os componentes do sistema do complemento humano
apresentam dominios génicos Unicos que podem ser encontrados dentro do genoma. O
estudo comparado da conservacao destes dominios no genoma de outros organismos € o
que permite estabelecer hipoteses sobre a sua origem (Nonaka, 2014). Segundo estes
dominios, as proteinas do sistema do complemento sdo classificadas em 5 familias: a
familia C3 (C3, C4, C5), a familia fB (fB/C2), familia MASP (MASP-1, MASP-2,
MASP-3, C1r e C1s), familia C6 (C6, C7, C8A, C8B e C9) e familia fl (fI) (Nonaka,
2014).

No passado, acreditava-se que o sistema do complemento era especificamente
de vertebrados, mas estudos posteriores demonstram genes homdlogos as proteinas dos
sistema do complemento humano como C3 e Fator B em equinodermas (Smith, 1997,
Al-Sharif et al., 1998) e tunicados (Ji et al., 1997), ambos invertebrados. Quando na
década de 90 foi demonstrado que nem Caenorhabditis elegans (Nonaka, 2001; The C.
elegans Sequencing Consortium, 1998) nem Drosophila melanogaster (Adams, 2000)
apresentavam genes do sistema do complemento no seu genoma, foi inferido que o
sistema do complemento pertencia s6 aos deuterostobmios. No entanto, ja foram
encontrados genes homologos a familia C3 em protostdmios como o caranguejo ferradura
(Iwanaga, 2002), aranhas (Sekiguchi et al., 2012), moluscos (Prado-Alvarez et al., 2009)
(Castillo et al., 2009) e coral (Dishaw et al., 2005). Estes estudos demonstraram que a
origem do sistema do complemento é muito mais antiga do que se acreditava e que,

enquanto os deuterostbmios retiveram os genes de suas principais moléculas, nos



40

protostdmios estas foram perdidas varias vezes durante a evolucédo, surgindo de forma
independente (Sekiguchi et al., 2012).

Derivado filogeneticamente do inibidor de protease sérica a2-macroglobulina
(a2M), o componente do complemento C3, pilar principal do sistema do complemento,
foi o primeiro a surgir (Sottrup-Jensen et al., 1985). A identificacdo recente de genes
homologos da proteina C3 no coral (Dishaw et al., 2005), indicou que a origem do gene
C3 remonta a antes da divergéncia entre Cnidaria e Bilateralia, aproximadamente 1.300
milhGes de anos atrds. Em deuterostomios, todos os membros analisados até agora
apresentaram genes homologos para MASP, fB e C3. A conservagdo dos sitios ativos
através da filogenia demonstra mecanismo de ativacdo e fungdes iguais as atribuidas a
estas proteinas em humanos (Nonaka, 2014). Portanto, acredita-se que neste primitivo
sistema de complemento, a MASP seja a primeira protease a ser ativada, clivando o fator
B. Posteriormente, este clivaria C3 em C3a e C3b. O C3b atuaria como opsonizador

ligando-se covalentemente aos micrébios e o C3a induziria a inflamacdo (Nonaka, 2014).

Estudos demonstraram que uma proteina homdloga a Lectina de Ligacdo a
Manose (MBL) comecou a aparecer a partir dos cordados, dando inicio a uma forma
primitiva da via das lectinas (Nair et al., 2000; Vitved et al., 2000). 300 milhdes de anos
depois, componentes semelhantes a Clr e Cls comegcaram a surgir nos peixes
cartilaginosos junto com os primeiros indicios da imunidade adaptativa (Yano et al.,
2001). A proteina C2 da familia do fator B e os componentes C4 e C5 da familia C3
também apareceram nesta época (Kuroda et al., 1996; Nakao et al., 1998).

O sistema do complemento primitivo tinha a funcéo principal de opsonizar 0s
microbios. Atualmente, sabe-se que o sistema do complemento em humanos consegue
ter uma funcdo efetora sobre o microrganismo através da formacdo do complexo de
ataque as membranas (mais conhecido pelo acrénimo MAC, do inglés, membrane attack
complex). O MAC ¢ o resultado da polimerizacdo do componente C9 do sistema
complemento, formando um poro litico na membrana alvo. Os responsaveis pela
formacéo do MAC séo os componentes da familia C6 (C6, C7, C8A, C8B e C9) (Tschopp
etal., 1982).
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3.2. O sistema do Complemento Humano e Suas Principais Vias

O sistema do complemento é formado por varias proteinas presentes em fluidos
corporais como sangue e linfa (J. Lambris & Holers, 2000). Este tem como propoésito
proteger 0 corpo humano contra patdgenos invasores. E chamado de sistema do
complemento pois anteriormente existia a crenca de que sé atuava ajudando na resposta
imunolodgica e opsonizando moléculas, sem entrar diretamente em contato com o
patdgeno e esperando a atuacdo da imunidade adaptativa. Atualmente, sabe-se que o
sistema do complemento sozinho consegue eliminar patégenos, funcionando, portanto,
como primeira linha de defesa do corpo. Neste contexto, agentes patogénicos que tenham
estagios de vida na linfa ou no sangue de hospedeiros vertebrados precisam de estratégias

de defesa ou evasdo a0 mesmo.

O sistema do complemento opera através de cascadas proteoliticas. Para sua
ativacdo, se faz necessario que uma enzima precursora, previamente ativada, clive a
proxima proteina da cascata, ativando-a. A ativagdo final de todas as etapas leva a
formacdo do Complexo de Ataque a Membrana ou MAC. Dependendo da enzima
precursora que € ativada, existem trés vias conhecidas do sistema complemento, a Via
Cléassica, a Via Alternativa e a Via das Lectinas. Caso ndo sofram inibicdo, todas
convergem para formacdo do MAC ou Complexo de Ataque a Membrana (Ricklin et al.,
2010).

O componente Clg do complexo Clqrs, complexo ativador da via cléssica,
reconhece padrdes carregados principalmente e pode se ligar a mais de 100 moléculas-
alvo diferentes (Kishore et al., 2004), incluindo padrdes moleculares associados a
patdgenos, como lipopolissacarideo (LPS) (Roumenina et al., 2008) e porinas bacterianas
(Alberti et al., 1996). O C1q também pode se ligar a anticorpos naturais, devido a sua
polireatividade, principalmente com IgM e IgG. Clq se liga a moléculas de anticorpo
depositadas sobre o antigeno alvo. C1r e C1s se ligam a este complexo e C1r sofre uma
mudanca conformacional tornando-se uma protease ativa. Assim que é ativado, C1r cliva
C1s ativando esta protease que é capaz agora de clivar C4 em C4b e C4a. O Cdb é 0
encarregado de se ligar na membrana do agente externo, através de uma ligacdo tioéster,
atraindo a proteina C2 na superficie da membrana. Quando clivada por C1s, a por¢do C2a
se junta a C4b e formam a C3 convertase da via classica e das lectinas (C4bC2a). Na via

alternativa, a interacdo de C3b com o fator B, que sofre protedlise pelo fator D, formam
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a C3 convertase no formato 2C3bBb, esta é estabilizada pela properdina. Se esta
convertase ndo for regulada, a deposi¢do de C3 sera acelerada e o loop de amplificacéo
sera ativado. A partir deste ponto, todas as vias de ativacdo convergem. Inicia-se aqui 0
processo de formacdo do MAC ou complexo de ataque a membrana (C5-C9,). A ligagéo
de duas moléculas de C3b na proximidade imediata da C3 convertase, forma a C5
convertase (C4bC2aC3b) a qual cliva C5 em C5a e C5b. Na superficie da membrana,
C5b se associaa C6 e C7, estas proteinas conseguem penetrar na bicamada lipidica, sendo
assim inseridas na membrana da célula alvo. Posteriormente, se une ao complexo a
proteina C8, que transpassa a membrana plasmatica e induz a formagdo do poro
propriamente dito, recrutando varias proteinas C9. As proteinas C9 ancoram-se na
membrana plasmatica e formam um polidimero tubular com aproximadamente 10 nm de

largura, um poro litico estavel transmembranar (Muller-Eberhard, 1985).

A ativacdo do complemento pela via das lectinas é iniciada por moléculas de
reconhecimento colectinas: MBL (lectina de ligag&o a manose) e as ficolinas. A MBL se
liga a uma ampla gama de matrizes repetidas de carboidratos comumente apresentadas
por muitos microrganismos, incluindo estruturas de manose em superficies fngicas e
residuos de N- acetilglucosamina nas paredes celulares de bactérias, a fim de iniciar a
neutralizagdo desses organismos (Takahashi & Ezekowitz, 2005). As ficolinas atuam
como receptores de reconhecimento de padrdes (PRRs) que reconhecem
predominantemente os padrdes de carboidratos. Estas moléculas circulam no sangue e
outros fluidos associados as serino proteases MASP-1 e MASP-2. As MASP possuem
atividade enzimatica e sdo as principais responsaveis pela clivagem dos componentes C2
e C4, para a formacdo da C3 convertase na forma C4bC2a. A partir deste momento

comeca a fase de amplificacdo mencionada anteriormente.

A Ultima via de ativagdo é denominada de via alternativa, mas recentemente foi
descoberto que esta pode representar de 80 a 90% da ativacdo total do complemento,
mesmo quando inicialmente desencadeado pela via das lectinas ou pela via classica. Em
comparagao com as outras vias de ativacdo, a molécula central de reconhecimento desta
via € o componente C3, por esta razdo, sem a devida regulacdo, a via aternativa pode
causar grandes danos ao corpo devido a sua rapida amplificagdo. A proteina C3 em
estado nativo é pouco reativa, para aumentar a capacidade de ligacdo desta molécula uma
pequena parte € hidrolisada (C3..), esta modificacdo permite a unido do fator B, que por
sua vez é clivado pelo fator D, formando a C3 convertase no formato (C3...Bb) e,
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posteriormente, continuando com a fase de amplificacdo. Este complexo € pouco efetivo
na ativag@o de novas moléculas de C3, mas € o suficiente para manter uma baixa taxa de
ativagdo em todos os lugares onde se encontram estas moléculas. Caso as novas
moléculas de C3b que védo sendo formadas se liguem a superficie de uma célula do
préprio organismo o erro deve ser reconhecido e ela deve ser imediatamente inativada.
Caso se ligue na superficie de um patégeno, 0 mecanismo de inativacdo de C3b ndo é
inibido e a amplificagdo da via alternativa ocorre rapidamente. Este processo é finamente
regulado em células humanas, pois a ativacdo excessiva do complemento nos tecidos
préprios tem efeitos graves e pode levar ao desenvolvimento de varias doencas
autoinmunes (J. Lambris & Holers, 2000; Pangburn et al., 2008).

3.3. O Papel Primordial do Sistema do Complemento Frente aos Patdgenos.

Atualmente, sabe-se que o sistema do complemento é a primeira linha de defesa
do corpo, mediando processos de inflamagdo, oponizacédo e lise de patdgenos. Para o
reconhecimento de patogenos, o sistema do complemento utiliza receptores de
reconhecimento de padrbes (PRRs) especificos para a detec¢do de padrdes moleculares
associados a patégenos ou microbios (PAMPs). As PAMPs apresentam trés
caracteristicas fundamentais (i) sdo geralmente expressos por micrébios e ndo por células
hospedeiras; (ii) apresentam pouca variacdo entre 0S microrganismos de uma

determinada classe; e (iii) sua expressdo é essencial para a sobrevivéncia do patogeno.

Durante a resposta imune contra protozoarios parasitos, na fase inicial da
infeccdo, a primeira via de ativacdo do sistema do complemento é a via das lectinas
(Cestari et al., 2009; Evans-Osses et al., 2010; Gillin & Sher, 1981; Holbrook et al.,
1980). O MBL e as Ficolinas, principais componentes da via das lectinas, sdo
especializadas em reconhecer PAMPs. Estas proteinas possuem sequéncias semelhantes
ao colageno ligadas ao dominio de reconhecimento de carboidratos do tipo C (CRD) e ao
dominio de homologia B — gama do fibrinogénio (FBG) permitindo-lhes o
reconhecimento de carboidratos especificos presentes na membrana do patogeno
(McGuinness et al., 2003). O MBL ¢é a colectina prototipica que reconhece
especificamente lipofosfoglicanos ricos em manose através de uma interagdo calcio
dependente (Takahashi & Ezekowitz, 2005; Weis et al., 1992). Dentro dos protozoarios
essa coletina reconhece o LPG de Leishmania spp. (Green et al., 1994), proteinas do
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Plasmodium falciparum em eritrdcitos infectados (Klabunde et al., 2002) e de
amastigotas de Trypanosoma cruzi (Klabunde et al., 2002). A ligacdo de MBL a
anticorpos, como na via classica, também pode resultar na ativacéo da via das lectinas
em uma fase tardia da infeccdo. Entre as proteinas importantes para a ativacdo do sistema
do complemento estdo L-ficolina e H-ficolina, que se ligam a carboidratos acetilados e
neutros como N-acetilglucosamina (GIcNACc) e galactose (Garlatti et al., 2007; Krarup et
al., 2008; Thielens et al., 2007). Estas moléculas glicosiladas sdo encontradas na
superficie de diversos parasitos como tripomastigotas metaciclicas de T. cruzi (Cestari
et al., 2009). Quando ativadas, estas proteinas se unem as MASP, clivando C2 e C4
formando a C3 convertase levando a formacdo do poro litico e posterior morte do
patégeno. A ativacdo do complemento usando soro humano depletado de MBL e ficolinas
resultou em uma reducdo de aproximadamente 70% da deposicdo de C3b e C4b na
superficie do parasito e uma diminuicédo significativa (quase 70%) da lise mediada pelo

complemento (Cestari et al., 2009; Cestari & Ramirez, 2010).

A segunda via a ser ativada numa infeccdo por protozoarios parasitos € a
alternativa. Sendo a via de maior eficiéncia no loop de amplificacdo, a via alternativa
utiliza o C3b depositado pela C3 convertase da via das lectinas para sua ativacgao. O fator
B se liga em duas moléculas de C3b depositadas na membrana do parasito,
posteriormente a protease fator D cliva o fator B em Bb, ativando-o e formado a enzima
C3 convertase da via alternativa, esta cliva C3 em C3b aumentando o nimero de C3
convertases de maneira exponencial (Lesavre & Mauller-Eberhard, 1978). O feedback
positivo dependente de C3b € uma caracteristica Unica da via alternativa. Cada molécula
de C3b recém-produzida tem o potencial de formar uma nova C3 convertase, por sua vez,
cada C3 convertase montada, se ndo regulada, pode se transformar em um poro litico
(Miiller-Eberhard & Gotze, 1972; Pangburn & Miller-Eberhard, 1984). Dentre as trés
vias, é a via alternativa que apresenta melhor eficiéncia na fase de amplificagéo devido a
sua simplicidade, abundancia de fatores e facilidade de montagem de sua C3 convertase.
A ativacgdo da via classica por ligagdo a anticorpos, em uma fase mais tardia da infec¢éo,
também gera deposicdo de C3b desencadeando a via alternativa e aumentando o loop de

amplificag&o.

A via classica tem como principal receptor de reconhecimento de padrbes e
ativador da cascata de completo o componente C1q. C1q pode envolver uma ampla gama
de ligantes devido a dominio globular heterotrimérico (gC1q) (Malhotra et al., 1993).
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Embora a via classica seja ativada principalmente por imunoglobulinas, atualmente sabe-
se que outros ligantes como as fibromodulinas conseguem ativar a cascata do
complemento pela via classica (Sjoberg et al., 2005). Estudos realizados com T. cruzi,
em soro ndo imune deficiente em C1q, demonstram que a presenca de anticorpos para a
ativacdo desta via em infeccdo por protozoarios é fundamental (Cestari et al., 2009;
Cestari & Ramirez, 2010). A eficécia da ativacdo da via classica através de anticorpos ja
foi comprovada (Konishi, 1993; Schreiber & Feldman, 1980). Uma vez que a via classica
é efetivamente ativada na presenca de anticorpos especificos como IgM ou IgG, sua
atividade é provavelmente mais pronunciada posteriormente, durante a infeccdo por

protozoéarios parasitos.
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Capitulo 4 — Mecanismos de Evasédo ao Complemento Por Protozoarios

Parasitos

O sucesso dos parasitos em estabelecer infeccdo depende de uma série de
intrincadas e bem desenvolvidas adaptacdes ao seu hospedeiro, as quais 0s permitem
evadir a destruicdo pelo sistema imune. O sistema do complemento, em especial suas vias
alternativas e das lectinas, representam a primeira linha de defesa do organismo
vertebrado contra os parasitos e microrganismos patogénicos (J. Lambris & Holers,
2000). Em comparacdo a virus e bactérias, 0s protozoarios parasitos Sdo organismos
altamente complexos com diversas formas evolutivas ao longo de seus ciclos de vida.
Sendo espécimes altamente otimizados, s6 as formas evolutivas que estejam expostas a
acdo do sistema do complemento no curso da infeccdo € que apresentam estratégias e
adaptacOes especificas para evadir as a¢es liticas do mesmo (Jokiranta et al., 1995). Isto
é claramente exemplificado em tripanossomatideos onde a transformacdo de formas
susceptiveis em formas nao susceptiveis ao sistema do complemento acontece através da
metaciclogénese, no vetor invertebrado, antecipando-se a e procurando o sucesso da
infeccdo no hospedeiro vertebrado (Franke et al., 1985; Muniz & Borriello, 1945; Puentes
etal., 1988).

O processo de formacdo do MAC pode ser, como citado anteriormente, dividido
em duas partes, a de ativacdo e a de amplificacdo. Na ativacao, se observam trés vias:
classica, alternativa e das lectinas. Todas elas tém como propésito formar a C3
convertase. A partir desta ¢ formada a C5 convertase, a qual apresenta a mesma
funcionalidade em todas as vias, unificado-as. Esta fase recebe o nome de amplificacédo e
culmina na formagdo do MAC (Complexo C5b-C9.) na membrana plasmatica da célula
alvo (Muller-Eberhard, 1985; Takahashi & Ezekowitz, 2005). Sendo uma maquinaria
altamente letal para as células, o sistema do complemento precisa ser regulado através de
varios mecanismos. Como mencionado previamente, a ativagdo excessiva do
complemento nos tecidos do proprio corpo tem efeitos graves e pode levar ao
desenvolvimento de varias doencas (J. Lambris & Holers, 2000; Pangburn et al., 2008).
Existem diferentes tipos de moléculas reguladoras do sistema do complemento em seres
humanos, podendo ser estas proteinas solUveis ou ligadas a membrana. A proteina C1
esterase (C1-INH) inibe a formacdo do complexo C1 ao ligar-se & por¢do C1q evitando a

associacdo dos componentes C1r/C1s iniciadores da via classica e, homologamente, evita



47

a ligacdo da serino-protease associada a MBL (MASPs) a lectina de ligacdo a
manose (MBL), iniciadores da via das lectinas (Chesne et al., 1982; Matsushita et al.,
2000). O fator (fH), formalmente denominado B1H, é outra proteina soltvel fundamental
na regulacdo do complemento, ele inativa a C3 convertase da via alternativa, removendo
por competicdo a porcdo Bb da mesma. Também atua como cofator do fator I (fl), que
cliva C4b e C3b em iC4b e iC3b, sendo que o iC3b atua como opsonizador, induzindo a
fagocitose (Weiler et al., 1976). Entre os reguladores sollveis também encontra-se a
proteina de ligacdo a C4b (C4Bp), a qual se liga ao C4b e, mediante a acdo do fator I,
cliva C4b em iC4b inibindo a formacao da C3 convertase pela via das lectinas e pela via
classica (Gigli et al., 1979; Scharfstein et al., 1978). Nas células humanas existem
receptores especificos que inibem a ativacdo do sistema do complemento na sua
superficie. Tanto o Receptor de Complemento 1 (CR1) como o Fator de Aceleracdo do
Decaimento (DAF) dissociam o fator Bb da C3 convertase, evitando a fase de
amplificacdo (Medof et al., 1982, 1984; Nicholson-Weller et al., 1982). Além do CR1, a
Proteina Cofator de Membrana (MCP) também atua como cofator do fator I, inativando
o fragmento C3b do complemento como explicado anteriormente (Liszewski et al., 1991;
Lublin et al., 1988; Medof et al., 1982). Caso seja formado, o complexo C5b-C8 na
superficie da célula ainda existem proteinas que detém a formacao do poro como a CD59,
Vitronectin ou Clusterin evitando, assim, a morte celular (Brooimans et al., 1992; Milis
etal., 1993; Tschopp et al., 1993).

No decorrer da evolucdo os protozoarios parasitos adquiriram adaptacGes que
permitem sua sobrevivéncia no hospedeiro vertebrado. Muitos destes mecanismos
apresentam similaridades com as vias de regulacao do sistema do complemento presentes
no proprio hospedeiro, como a inativacdo do componente C3b ou C4b por proteinas
secretadas pelos parasitos (Brittingham et al., 1995; Ferreira, Valck, et al., 2004; Fischer
etal., 1988; Inal & Schifferli, 2002), a expressao de proteinas homdlogas do DAF e outros
receptores que atuam como fatores de aceleracdo do decaimento das convertases (Norris
et al., 1991; Norris & Schrimpf, 1994; Rimoldi et al., 1988; Tambourgi et al., 1993), a
inativacdo do MAC por proteinas de superficie e a produgdo de moléculas capazes de
inativar os componentes da fase fluida do sistema do complemento (Braga et al., 1992).
Outras estratégias sdo mais originais como a variacao de antigenos de superficie (Roberts
et al., 1992), o recrutamento de proteinas reguladoras do sistema do complemento

produzidas pelo préprio hospedeiro (Kennedy et al., 2016, 2017; Sikorski et al., 2020), a
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montagem do MAC longe da membrana celular (Puentes et al., 1990), a rapida
internalizacdo do parasito em celulas (Rowe et al., 1997, 2000) e, como discutido em
detalhes mais a frente, a endocitose do poro formado pelo MAC (Ramirez et al., 2019).
A evasdo do parasito ao ataque do sistema do complemento é uma etapa crucial para a
sobrevivéncia do parasito e para o sucesso da infec¢do. A seguir serdo resumidas as
principais estratégias de escape do sistema do complemento apresentadas por
protozodrios parasitos do homem.

4.1. Mecanismo de Evasdo do Sistema do Complemento em Plasmodium

falciparum.

A maléria é causada por protozodrios parasitos do género Plasmodium, entre eles
a maior mortalidade é causada pelo P. falciparum. Tal como T. gondii, esses parasitos
apicomplexos apresentam um ciclo de vida bastante complexo, com diferentes formas
evolutivas. Os merozoitos sdo formas evolutivas encontradas no sangue e que tém como
funcdo a invaséo de globulos vermelhos sendo um estégio critico para a sobrevivéncia do
parasito no hospedeiro humano. Estas formas evolutivas sdo extraordinariamente
adaptadas para evasdo imunoldgica, conseguindo sobreviver fora de suas células
hospedeiras, no sangue, entre 10 a 30 minutos (Boyle et al., 2010). Quando 0s merozoitos
rompem o glébulo vermelho infectado, saindo para o ambiente extracelular, os parasitos
expdem-se diretamente ao sistema do complemento e demais efetores da imunidade. Os
estudos sobre a resisténcia ao sistema do complemento por P. falciparum séo recentes.
Atualmente, tem-se conhecimento de duas proteinas de superficie do merozoito
fundamentais na evasdo do MAC, a Pf92 e PfMSP3.1. A Pf92, descoberta em 2016, é um
membro da familia das proteinas 6-cys de P. falciparum, atua na evasdo do sistema do
complemento ao recrutar para a superficie do merozoito o fator H, componente regulador
do complemento humano produzido pelo prérpio hospdeiro. O fator H, como mencionado
anteriormente, dissocia a C3 convertase e atua como cofator do fator I, levando a
inativacao do fragmento C3b, clivando-o em iC3b, inibindo a ativacdo da cascata na sua
fase de amplificagdo (Kennedy et al., 2016). Ja a proteina de superficie de merozoitos da
familia 3 de P. falciparum (PfMSP3.1) descoberta um ano depois, tem como funcao o
recrutamento do componente regulador do complemento C1 esterase (C1-INH), o qual
inibe as proteinases C1r/Cls do complexo do Componente 1 (C1) iniciadoras da Via

Classica e as serino-proteases associadas a MBL (MASPS) iniciadoras da Via das
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Lectinas (Kennedy et al., 2017). Essas vias de inibicdo presentes em P. falciparum estao

representadas na figura 1.

4.2. Mecanismo de Evasdo do Sistema do Complemento em Toxoplasma

gondii

A toxoplasmose é uma doenca de distribuicdo mundial, seu agente etioldgico, o
Toxoplasma gondii apresenta um ciclo complexo com vérias formas evolutivas (CDC,
2021). O taquizoito é a Unica forma que entra em contato direto com o sistema do
complemento. Embora seja um dos parasitos melhor adaptados a humanos, pouco se sabe
sobre seus mecanismos de evasdo ao complemento. Estudos demonstraram que 0s
taquizoitos apresentam uma molécula que converte o0 C3b em iC3b depositado em sua
superficie, inabilitando a formacéo da C3 convertase e portanto, a formacao do poro litico
(Fuhrman & Joiner, 1989). A natureza desta molécula permanece desconhecida até hoje,
mas estudos realizados demonstraram que a mesma tem a capacidade de recrutar 0s
componentes reguladores de complemento C4BP e fH, inibindo a ativagdo do
complemento na superficie do taquizoito tanto pela via alternativa como pela via classica
(Sikorski et al., 2020). As vias de inibicdo do sistema do complemento presentes em

Toxoplasma gondii estdo representadas na figura 2.

4.3. Mecanismo de Evasao do Sistema do Complemento em Trypanosoma

cruzi.

E consenso entre os cientistas que a metaciclogénese concede as ferramentas
necessarias a tripomastigota para sobreviver ao sistema imunitario do hospedeiro
(Jokiranta et al., 1995). Ao passar por esta transformacdo, o Trypanosoma cruzi adquire
proteinas de membrana que permitem a sua sobrevivéncia (Jokiranta et al., 1995). As
primeiras proteinas relacionadas a evaséo do T cruzi, foram encontradas na década de 70.
O T-DAF descoberto em 1988 € uma proteina de superficie de 87-93 kDa presente tanto
na tripomastigota metaciclica como na tripomastigota sanguinea (Rimoldi et al., 1988).
Esta proteina recebeu seu nome devido ao comportamento semelhante ao componente

regulador do complemento humano, o DAF. Semelhante ao DAF, o T-DAF acelera a
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Figura 1 — Mecanismos de Evasiao do Sistema do Complemento Descritos para
Plasmodium falciparum. Os merozoitos de Plasmodium falciparum, formas evolutivas
sanguineas, entram em contato com o sistema do complemento, esta forma evolutiva do
parasito apresenta na sua superficie, proteinas capazes de recrutar o fator H (fH) e o
componente regulador de complemento C1 esterase (C1-INH) provenientes do proprio
hospedeiro. A proteina de superficie 92 de Plasmodium falciparum (Pf92) recruta o fH
para a superficie do parasito, inativando os componentes C3b do sistema do
complemento, os quais sdo fundamentais para a ativagdo da via Alternativa. A proteina
de superficie de merozoitos da familia 3 de Plasmodium falciparum (PfMSP3.1) recruta
o componente C1-INH, inativando as proteinases C1r/Cls, iniciadoras da Via Cléssica
e as serino-proteases associadas a MBL (MASPs), iniciadoras da Via das Lectinas.
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Figura 2 - Mecanismos de Evasdo do Sistema do Complemento Descritos para
Toxoplasma gondii. Os taquizoitos de Toxoplasma gondii, formas evolutivas que
podem ser encontradas no sangue e na linfa, entram em contato direto com o sistema
do complemento. Estes parasitos expressam em sua superficie, proteinas ainda nao
caracterizadas capazes de recrutar a proteina de ligagdo a C4b (C4BP) e o fator H (fH)
do hospedeiro, ambos atuam inativando os componentes C4 ¢ C3, evitando a ativacao
do sistema do complemento tanto pela Via Classica como a Via das Lectinas.
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dissociacéo das C3 convertases. Além disso, evita a montagem de novas C3 convertases,
atuando como cofator do fator I na clivagem do C3b, depositado na membrana, em iC3b,
conseguindo, assim, inibir a fase de ativacédo tanto da via alternativa como da via classica
(Tambourgi et al., 1993). Também descoberta em 1988, a proteina gp 58/68 de T. cruzi é
uma glicoproteina reguladora de complemento de peso molecular aparente de 58 kDa
(ndo reduzido) e 68 kDa (reduzido), mas, ao contrério de outras proteinas reguladoras do
complemento, como T-DAF, a gp58 /68 ndo possui atividade de cofator do fator | (Fischer
et al., 1988). Esta proteina é encontrada na superficie das tripomastigotas ou € liberada
para 0 meio extracelular, sua acao reguladora recai na ligagcdo desta ao fator B evitando,
portanto, a formacéo da C3 convertase da via alternativa. A gp58/68 faz parte do receptor
fibronectina/colageno importante na fixacdo do T. cruzi na célula de mamiferos (Fischer
et al., 1988; M. A. Ouaissi et al., 1986; Velge et al., 1988). Um ano depois, em 1989,
outra proteina reguladora presente em T. cruzi também analoga a DAF, foi descoberta: a
Glicoproteina 160 (gp160) (Norris et al., 1989). A gp160 é uma glicoproteina de 160 kDa
ancorada na membrana de tripomastigotas via ancora de glicosilfosfatidilinositol, mas
que também ¢é liberada espontaneamente em meio de cultura (Norris & Schrimpf, 1994).
Tanto a proteina soltvel como a ligada a membrana, apresentam a capacidade de unir-se
aos fragmentos C3b e C4b evitando a formacao da C3 convertase tanto da via alternativa
como da via cléssica (Norris et al., 1991; Norris & Schrimpf, 1994).

Posteriormente, nos anos 2000, novas proteinas foram descobertas e implicadas
no mecanismo de evasdo ao sistema do complemento em T.cruzi. A proteina inibidora do
receptor C2 do complemento tri-funcional de Trypanosoma cruzi (TcCRIT), uma
proteina trans-membrana de 32 kDa encontrada na superficie de tripomastigotas,
apresenta um dominio extracelular N-terminal que inibe a clivagem de C2 seja por
MASP2 ou C1s, prejudicando a formacéo da C3 convertase tanto da via classica como da
via das lectinas (Inal & Schifferli, 2002). Estudos realizados demonstraram que 0S
parasitos que superexpressam a CRIT sdo altamente resistentes a lise mediada pelo
sistema do complemento (Inal et al., 2005). Algum tempo depois foi descoberta uma outra
proteina envolvida no escape, uma calreticulina (CRT) ligada a superficie da
tripomastigota de Trypanosoma cruzi (TcCRT). Nos estagios iniciais da infeccdo, o
TcCRT é capaz de se ligar ao dominio de reconhecimento de carboidratos da MBL,
evitando a clivagem do C4 e, assim, inativando a cascata do complemento durante sua

fase de ativacéo pela via das lectinas (Ferreira, Molina, et al., 2004). Estudos realizados
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com a proteina TcCRT recombinante demonstraram que quando ha ativacdo da via
classica por anticorpo, em um estagio mais avancado da infeccdo, a TCCRT compete com
os fragmentos C1r/C1s na ligagdo com a proteina C1q para a formacdo do complexo C1,

inibindo, assim, a via classica (Ferreira, Valck, et al., 2004).

Anteriormente consideradas artefatos, as microvesiculas foram propostas desde
1984 como meio de comunicacdo entre células eucariotas (Bastida et al., 1984). A mais
recente estratégia descoberta na evasdo do sistema do complemento pelo Trypanosoma
cruzi implica a inducédo de formacao de microvesiculas pelas células do hospedeiro que,
apos liberacéo, se ligam a C3 convertase da via das lectinas e da via classica (C4bC2a) e
inibem sua atividade catalitica, conferindo protecdo contra a lise mediada pelo
complemento (Cestari et al., 2012). Os autores deste trabalho acreditam que receptores
reguladores de complemento, como CR1 o DAF, presentes na membrana plasmatica da
célula do hospedeiro estejam nas microvesiculas podendo estar envolvidas na inibicao da
C3 convertase. Estudos mais aprofundados demonstraram que a resisténcia ao
complemento por microvesiculas é dependente da cepa do parasito envolvida,
aumentando de 50% a 80% a resisténcia a lise pelo complemento (Wyllie & Ramirez,
2017). Na figura 3 estdo representados os mecanismos de evasdo do sistema do

complemento descritos para Trypanosoma cruzi.

4.4. Mecanismo de Evasao do Sistema do Complemento em Leishmania spp.

Os parasitos deste género apresentam no seu ciclo de vida duas formas
evolutivas, destas, a promastigota metaciclica é a Unica forma que entra diretamente em
contato com o sistema do complemento devido natureza da picada do vetor. Estudos
realizados demonstraram que o processo de metaciclogénese confere as formas
promastigotas maior resisténcia a lise mediada pelo sistema do complemento
(Bandyopadhyay et al., 1991). Estudos realizados em 1990 encontraram diferencgas
notaveis quando comparadas a duas promastigotas (prociclicas e metacilicas) na
elongacao dos lipofosfoglicanos (LPG) (D L. Sacks et al., 1990; D L Sacks, 1992). Estes
lipofosfoglicanos filamentosos, um glicoconjugado presente na superficie das
promastigotas, formam um glicocélice denso que parece evitar a inser¢do de proteinas

soltveis do complemento diretamente na membrana plasmatica do parasito (Puentes et al
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Figura 3 - Mecanismos de Evasdo do Sistema do Complemento Descritos para
Trypanosoma cruzi. As tripomastigotas de Trypanosoma cruzi, formas evolutivas
sanguineas que entram em contato com o sistema do complemento do hospedeiro,
apresentam em sua superficie, proteinas transmembranas e proteinas de liberacdo
espontanea envolvidas na resisténcia a lise pelo Sistema do Complemento. A Proteina
Calreticulina de 7. cruzi (TcCRT) interage com o componente C1 e a proteina de
ligacdo a manose (MBL) e as inativa, inibindo, assim, tanto a Via Classica, como a Via
das Lectinas. A proteina Trispanning inibidora do receptor do complemento C2 de
Trypanosoma cruzi (TcCRIT), se liga ao componente C2 evitando sua clivagem e
posterior transformagdo em convertase, o componente C2 ¢ fundamental na Via das
Lectinas e para a Via Classica. A proteina homodloga ao fator de aceleracdo do
decaimento de 7. cruzi (T-DAF) dissocia os componentes das C3 convertases
inativando, assim, as trés vias do sistema do complemento. Entre as proteinas de
superficie com liberacao espontanea encontra-se a glicoproteina 58/68 (gp58/68) que
sequestra os componentes Bb evitando a formacdo de novas convertases. De modo
similar, a glicoproteina 160 (gp-160) sequestra os componentes C3b e C4b com o
mesmo proposito. As microvesiculas inativam os componentes C1q, C3b e C4b, além
de interagir com as C3 convertases (C4b2a), inibindo a clivagem dos componentes C3.
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1990). A deplecdo do gene que codifica 0 LPG provocou uma maior susceptibilidade a
lise pelo complemento e menor infectividade de macréfagos (Ryan et al., 1993; Spath et
al., 2000). Outra molécula fundamental para a evasdo do sistema do complemento foi
encontrada cinco anos depois, a glicoproteina 63 (gp36), uma metaloprotease ancorada a
membrana do parasito e que atua na proteina C3b e a cliva na sua forma inativa iC3b,
evitando a formacdo da C5 convertase e, portanto, a lise do parasito devido a formagéo
do MAC (Brittingham et al., 1995). Em 1997, quando analisadas fracdes de membrana
plasmatica de promastigotas de L amasonensis resistentes ao soro, mostrou-se que a
deposicdo de C9 na membrana do parasito era reduzida em comparagdo com as formas
susceptiveis (Nunes et al., 1997). Aparentemente, na membrana do parasito resistente,
complexos carregadores de C9 estavam majoritariamnete expostos na membrana do
parasito. Quando as amostras eram tratadas com anti-C9, estes se ligavam prontamente a
membrana da promastigota resistente em compara¢do com 0S parasitos susceptiveis
(Nunes et al., 1997). Devido a afinidade desta proteina inibidora por C9, este estudo
concluiu que a inibigdo do sistema do complemento era realizada na fase final da cascata
podendo ou evitar inser¢cdo do MAC na membrana plasmatica ou sua correta montagem.
A proteina entdo assinalada como possivel responsavel por este mecanismo € a
glicoproteina 46 (gp46), a qual é expressa em maior quantidade em promastigotas
resitentes de L. amasonesis (Nunes et al., 1997).

Estudos realizados demostraram que as formas promatigotas de Leishmania spp.
conseguem produzir endogenamente inibidores de serino proteinases (ISP) (Alam et al.,
2016). As ISP sdo inibidores naturais de serino-peptidases como a elastase neutrofilica, a
tripsina e a quimiotripsina, sendo consideradas um fator de viruléncia em
tripanosomatideos (Eschenlauer et al., 2009; Paula C.A. Lima, 2010). Em Leishmania
donovani forma identificadas duas ISPs, a LdISP1e a LdISP2. Um estudo de interacdo
realizado in silico avaliou a interacdo proteina-proteina entre o dominio SP catalitico
(dobra de tripsina) de C1r, C1s, MASP1, MASP2 e as LdISPs de L. donovani (LdISP1 /
LdISP2). Estas proteinas do complemento pertencem a familia S1A e carregam 0s
dominios cataliticos com atividade semelhante a tripsina ou quimiotripsina. Os resultados
inferiram uma forte interacdo entre LdISP (LdISP1 e LdISP2) e peptidases S1A (C1r,
Cls, MASP1, MASP2) do sistema do complemento. Ensaios enziméticos realizados
mostraram que as LdISPs inibem a atividade enzimatica das MASP, principalmente via

uma ligacéo direta entre a LdISP2 e a MASP 2, evitado a formacéo da C3 convertase da
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via das lectinas. Comprovou-se, também, que esta inibicdo diminuia a producdo das
anafilotoxinas C3a e Cb5a, importantes no desencadeamento da inflamacéo. A figura 4
mostra um resumo das adaptagdes desenvolvidas por estes parasitos para a evasao do

sistema do complemento humanao.

4.5. Mecanismo de Evasdo do Sistema do Complemento em Entamoeba
histolytica.

E. histolytica apresenta duas formas evolutivas no seu ciclo de vida, trofozoito e
cisto. A amebiase é causada quando os trofozoitos invadem o epitélio coldnico, ativando
o sistema imune do hospedeiro. Para sobreviver, o trofozoito faz uso de diferentes
estratégias, conseguindo driblar o ataque do sistema do complemento entre outros
componentes imunoldgicos do hospedeiro. O primeiro mecanismo de evasao do sistema
do complemento descrito para esses organismos envolve a lectina especifica de galactose
e N-acetil-d-galactosamina (Gal/GalNAc lectin). A lectina Gal/GalNAc é uma proteina
que se encontra ancorada na membrana do trofozoito. Ela compartilha semelhangas de
sequéncia geneética e reatividade cruzada antigénica com CD59, sugerindo mimetismo
molecular e funcBes de inibicdo idénticas (Braga et al., 1992). Portanto, a lectina
Gal/GalNAc atua evitando a ligacdo do C8 e C9 ao complexo C5b-C7 inibindo, assim, a
formagdo do complexo litico na membrana do parasito. Cisteino-proteases secretadas
pelo trofozoito também atuam inibindo as anafilotoxinas liberadas na ativacdo do sistema
complemento, especificamente os fragmentos C3a e C5a (Reed et al., 1995). Atualmente,
sabe-se que, se todas estas estratégias falharem, os trofozoitos amebianos conseguem
resistir o ataque do sistema do complemento por meio do mecanismo de reparo de
membrana plasmatica (discutido em detalhes abaixo). Quando o MAC é formado na
membrana plasmatica do trofozoito, ele pode ser removido da mesma por endocitose num
processo similar ao utilizado por varias células eucaridticas para resistir a ataques a
membrana (Corrotte & Castro-Gomes, 2019; Ramirez et al., 2019). Estes mecanismos de

evasao estdo esquematizados na figura 5.
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Figura 4 - Mecanismos de Evasdo do Sistema do Complemento Descritos para
Leishmania spp. As promastigotas metaciclicas, formas evolutivas que, ao serem
inoculadas, entram em contato com o sistema complemento, apresentam na sua
superficie uma densa camada de lipofosfoglicanos (LPG) que pode evitar a formagao
do Complexo de Ataque a Membranas (MAC) na membrana do parasito. Por outro lado,
a glicoproteina 63 (gp63), uma metaloprotease extremamente abundante na superficie
de Leishmania spp., interage com os componentes C3b inativando-os por clivagem
proteolitica. Igualmente abundante na membrana da promastigota, a glicoproteina 46
(gp46) ¢ suspeita de evitar a formagdo do MAC na superficie ligando-se diretamente ao
componente C9. As proteinas inibidoras de serino proteinases (ISP) interagem com as
serino proteinases (MASPs) do sistema do complemento, principalmente a MASP2
inibindo-as - como consequéncia, a formagdo da C3 convertase da via das lectinas ¢
inibida
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Figura 5 - Mecanismos de Evasiao do Sistema do Complemento Descritos para
Entamoeba histolytica. Os trofozoitos de Entamoeba histolytica, formas evolutivas
que entram em contato com o sangue ¢ linfa do hospedeiro, apresentam trés estratégias
conhecidas para a evadir a lise pelo sistema do complemento. A) Liberacao de
cisteino-proteases que inibem as anafilotoxinas C3a e C5a originadas da clivagem dos
componentes C3 e C5 do sistema complemento. B) Reparo da membrana lesionada
pelo MAC, apds a exocitose lisossomica dependente de célcio. A enzima lisossdmica
esfingolielinase acida induz a invaginagdo membrana na area afetada pelo poro
levando a endocitose do mesmo C) Os trofozoitos apresentam na sua superficie a
lectina especifica de galactose e N-acetil-d-galactosamina (Gal/GalNAc) que evita a
ligagdo dos componentes C8 e C9 ao complexo C5b-C7, impossibilitando a
polimerizacdo do C9 e a formagdo do poro litico, do complexo de ataque as
membranas (MAC).
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Capitulo 5 — O Mecanismo de Reparo de Membrana Plasmética como

Estratégia de Evasdo do Complexo de Ataque a Membranas.

5.1. O Reparo de Membrana Plasmatica - breve histérico e importancia

para a sobrevivéncia das células eucariotas.

O reparo da membrana plasmatica é um processo fisioldgico realizado por todas
as células eucariotas nucleadas e é fundamental para a sobrevivéncia destas (Corrotte &
Castro-Gomes, 2019). Tem sido observado em diferentes espécies do reino Animalia e
em diferentes tipos celulares, desde neurénios de lagostins (Eddleman et al., 1998), ovos
de equinoderma (Heilbrunn, 1956) passando por células intestinais do nematodo C.
elegnas (Los et al., 2011) até tecidos e variadas células de mamiferos (Corrotte et al.,
2013). Quando sofrem danos na membrana plasmatica, as células necessitam responder
rapidamente para evitar o extravasamento do contetdo citoplasmatico para 0 meio
extracelular e posterior morte (Corrotte & Castro-Gomes, 2019). Este processo é
especialmente importante para tecidos em situacdes de estresse fisiol6gico mecanico ou
que sofram ataque por fatores secretados por patégenos. Estes fatores podem incluir
perfurinas ou toxinas formadoras de poros, as quais podem gerar danos membranares,
desencadeando o mecanismo de reparo de membrana plasmatica que evita a morte celular
(Horn & Jaiswal, 2018; McNeil, 1993). Do ponto de vista dos organismos unicelulares,
a necessidade de reparar danos infringidos a membrana plasmatica torna-se ainda mais
urgente, posto que a despolarizacao irreversivel pode levar a morte do individuo. Caso
este organismo seja um parasito, a despolarizacao irreversivel da membrana plasmatica
pode significar o fim da linha para o patégeno que ndo conseguira estabelecer uma
infeccéo de sucesso.

Sem saber onde e quando haverd uma lesdo, a célula precisa de estratégias
eficazes para realizar um processo rapido e eficiente para evitar a morte celular. O
mecanismo de reparo de membrana plasmatica é um processo tdo complexo quanto
répido. Pelo fato de levar menos de trinta segundos para ser concluido, requer sinalizacéo
e sincronizacdo perfeitas entre seus componentes (Horn & Jaiswal, 2018). Este
mecanismo comecou a ser estudado na década de 50, quando foi observado que ovos de
ouri¢co-do-mar, na presenca de calcio, conseguiam reparar lesbes membranares em

poucos segundos, permanecendo Vivos e inclusive produzindo um individuo totalmente
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saudavel apos fecundacdo (Heilbrunn, 1956). A importancia deste experimento foi
central no campo da biologia celular e marca um consenso até hoje intocado: o
mecanismo de reparo de membrana é um processo dependente de célcio. O influxo de
calcio para o interior da célula atingida sinaliza o dano de membrana, sua localizacéo e
permite a ativacdo do processo de reparo (Andrews et al., 2015; Corrotte & Castro-
Gomes, 2019).

Trabalhos dos laboratdrios de McNeil e Steinhardt na década de 1990 (Bi et al.,
1995; Miyake & McNeil, 1995) demonstraram, através de analises de imagem de
microscopia eletrénica, que existia a migracdo de uma grande quantidade de vesiculas
intracelulares para o local da “ferida”. Devido a natureza dos corantes lipofilicos usados,
0s quais coram membranas de muitas organelas celulares diferentes, a origem das
vesiculas ndo pdde ser definida a época. Entretando, conseguiu-se inferir a pré-existéncia
das mesmas devido ao escasso tempo entre a lesdo e o aparecimento destas (Horn &
Jaiswal, 2018). Estudos subsequentes procuraram estabelecer a origem destas vesiculas.
Sabendo-se que as mesmas precisavam ser responsivas a calcio, buscou-se dentre as
células eucariotas possiveis organelas que respondessem a este fon. A medida que as
pesquisas avancaram foi observado que um tipo especifico de organela citoplasmaética,
os lisossomos, eram altamente responsivos a influxos de célcio e que 0s mesmos
possuiam um sensor para o calcio chamado de sinaptotagmina VII (Syt VII), localizado
na face citosolica da membrana lisossdmica e que era capaz de regular a exocitose da
vesicula (Jaiswal et al., 2004). A exocitose lisossomica dependente de célcio foi
visualizada pela primeira vez em 2002, por microscopia de fluorescéncia de reflexao
interna total (TIRF-M) (Jaiswal et al., 2002). Estes experimentos demonstraram a
identificacdo da proteina LAMP 1 na membrana plasmatica celular, indicativo de
exocitose da vesicula, ap6s a remodelacdo da membrana (Reddy et al., 2001).
Posteriormente, foi visualizada a migracao das populacGes de lisossomos periféricos em
direcdo a lesdo presente na membrana plasmatica (Jaiswal et al., 2002). Tomados em
conjunto, estes dados foram revolucionarios uma vez que atribuiram aos lisossomos,
organelas até entdo conhecidas por seus papéis intracelulares, fungcdes exociticas até

entdo desconhecidas e um papel central na reparacdo membranar.

Em 2008, experimentos de reparo de membrana utilizando estreptolisina-O
(SLO), uma toxina formadora de poro de origem bacteriana, permitiram visualizar uma

quantidade massiva de vesiculas ndo revestidas e de formato irregular no interior celular
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logo apods a exocitose lisossomica (Idone et al., 2008), no final do processo de reparo da
membrana plasmética. Estes endossomos apareciam entre 12 a 20 segundos apés a
inducdo da lesdo. Quando a endocitose era inibida através da deplecdo de esterois, o
reparo também era inibido, demonstrando que 0 sucesso no processo exigia dois
momentos fundamentais: 1- uma exocitose lisossdbmica e, 2- uma posterior endocitose
(Idone et al., 2008). Se comprovou em seguida que estas vesiculas eram originadas pela
invaginacdo da membrana plasmatica, pois as mesmas retiveram no seu interior particulas
de BSA (albumina bovina sérica) conjugada com ouro e adicionadas extracelularmente -
sendo um marcador ndo permeavel, a Unica possibilidade de chegada no interior do
endossomo seria por endocitose, durante o processo de remodelagdo na membrana
plasmaética que ocorria ap0s a exocitose lisossomica dependente de calcio (Idone et al.,
2008).

Observagdes mais detalhadas desses endossomos (ldone et al., 2008)
compararam 0s mesmos com as vesiculas formadas na superficie da membrana quando a
mesma se encontra exposta a enzima esfingomielinase (Zha et al., 1998) e percebeu-se
que eram morfologicamente semelhantes. Desta observacdo surgiu pela primeira vez a
ideia de que o reparo de membrana poderia envolver a remodelagdo da membrana
plasmaética e a inducdo da endocitose via acdo da enzima esfingomielinase acida (Tam et
al., 2010) uma vez que esta se encontra no inerior dos lisossomos e € secretada pelos
mesmos nas proximidades do dano de membrana durante o processo de reparo

membranar (Tam et al., 2010).

A esfingomielina é o principal esfingolipidio das células animais, presente em
alta concentracao no folheto externo das membranas plasmaticas (Li et al., 1999). Esta é
encontrada em associagdo com o colesterol, em dominios da membrana conhecidos como
balsas lipidicas (Simons & Toomre, 2000). A esfingomielinase, uma fosfolipase tipo C,
cliva a esfingomielina gerando a ceramida. Sendo assim, esta reacao resulta na formacéo
de microdominios enriquecidos em ceramida. Estes microdominios induzem a
condensacdo local dos folhetos da membrana externa causando uma invaginacao,
culminando na formacgédo de uma cavidade fechada (Holopainen et al., 2000). Existem
evidéncias substanciais de experimentos realizados em varios laboratérios mostrando que
a adicdo de C6-ceramida ou esfingomielinase em células fagociticas ou ndo fagociticas,
como macrdéfagos e fibroblastos, resulta igualmente na formacao de endossomos (Bai &
Pagano, 1997; Zha et al., 1998).
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5.2. Principais Mecanismos Propostos — Endocitose e Brotamento Vesicular

— A Importéncia da Remog¢do Sumaria do Poro da Membrana Plasmética.

E consenso que o reparo de membrana plasmatica é um processo dependente de
calcio como mostrado nos experimentos realizados por Heilbrunn (1956) em ovos de
ouri¢o-do-mar, mas ainda é bastante discutido os eventos resultantes desta sinalizagéo e
como exatamente a célula faz para ficar livre da lesdo. Trabalhos posteriormente
realizados nos anos 1990 (Bi et al., 1995; Miyake & McNeil, 1995) demonstraram que 0
mecanismo de reparo membranar era um processo que precisava da exocitose de
vesiculas internas. A partir destes resultados duas hipdteses foram formuladas, ambas
apresentando em comum a necessidade de um aporte de membranas intracelulares para

auxiliar o processo de selagem da membrana plasmatica.

A primeira hipdtese postula que o evento de exocitose massiva dependente de
calcio liberaria a tensdo presente na membrana plasmaética, aproximando as bordas da
ferida e permitiria uma selagem espontanea da bicamada lipidica (Steinhardt et al., 2000).
Esta teoria seria valida para lesdes causadas por agentes mecanicos, mas ndo para poros
estaveis, inseridos na membrana plasmatica, como os poros formados porinas bacterianas
ou qualquer outro tipo de proteina formadora de poros. A segunda hip6tese, denominada
de “patch-like”, postulava que a fusdo homotipica de vesiculas exociticas pré-existentes
ativadas pelo influxo de célcio, formaria uma grande vesicula que funcionaria como uma
espécie de rolha ou tampao membranoso que ocluiria a lesdo, fechando-a (McNeil et al.,
2000). Posteriormente, esta grande vesicula se fundiria com a membrana plasmaética nas
cercanias da lesdo levando a selagem da ferida (McNeil & Kirchhausen, 2005). Na
atualidade, ambas as hipdteses podem ser refutadas para o processo de reparo membranar
em células de mamiferos, notadamente pelo simples fato de que ambas falham ao explicar
a capacidade das células eucariotas de se livrarem de poros estaveis inseridos na
membrana plasmatica. Experimentos realizados em 2008 demonstraram claramente que
0 processo de exocitose €, na verdade, seguido de uma massiva endocitose e que, esta
sim, € 0 passo final de remog&o da por¢éo lesionada da membrana que € internalizada em
endossomos (Idone et al., 2008). Estes achados foram fundamentais e demonstraram, pela
primeira vez, que o processo de reparo de membrana plasmatica envolve a remogéo
sumaria da lesdo eventualmente infringida a membrana plasmatica. Trabalhos mais
recentes demonstrataram que a remocao destes danos, notadamente os provocados por

proteinas formadoras de poros, também podem acontecer por brotamento membranar,
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numa topologia oposta a endocitose e que culmina com liberacdo destes poros em
microvesiculas por parte das células atacadas (Jimenez et al., 2014). O interessante é que,
seja por endocitose da lesdo ou por sua liberacdo em vesiculas, ambos os trabalhos
apontam para o objetivo final do processo: a remocdo sumaria da lesdo presente na

membrana plasmatica é fundamental para a recuperacdo da integridade membranar.

Né&o se sabe ainda se 0os mecanismos demonstrados, endocitose e brotamento,
ocorrem concomitantemente. Acredita-se que o tamanho da lesdo, entretanto, pode
influenciar neste balango. Para lesdes pequenas (<100nm), como as provocadas por
proteinas formadoras de poros, o brotamento vesicular mediado por proteinas do
complexo ESCRT, principalmente ESCRT I1l, mostrou-se fundamental para o processo
de reparacdo membranar (Jimenez et al., 2014). Por outro lado, a formacdo de
invaginacdes ricas em caveolinas e sua posterior endocitose carreando poros para o
interior da célula, mostrou-se também eficaz em remover tanto poros membranares
quanto lesdes mecanicas (Corrotte et al., 2013). Ambos 0s mecanismos encontram-se

ilustrados na figura 6.

5.3 Proposicdo do Mecanismo de Reparo de Membrana Plasmatica como

Estratégia de Escape Utilizando Leishmania spp. como Modelo.

Na evolucdo, o sistema do complemento € um dos mecanismos imunes mais
antigos conhecidos tendo co-evoluido com os protozoarios parasitos atuais. De fato, 0s
protozoarios parasitos tém desenvolvido muitos mecanismos para evitar a lise pelo
sistema do complemento. O reparo de membrana plasmatica € um processo celular que,
assim como o sistema do complemento, estd presente ancestralmente na filogenia dos

organismos. Estudos recentes demonstraram que Entamoeba histolytica conseguem
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(A)

Complexo ESCRT IlI

(B) _\ Brotamento
\ —— Esfingomielinase
/ - acida
. " Exocitose
Lisossomos - Lisossomica

Endocitose

Figura 6 — Dindmica da Membrana Plasmatica Durante o Reparo de Danos

2+ .
Membranares. A- O recrutamento Ca dependente do complexo ESCRT para o sitio
de lesdo gera um brotamento vesicular e remogao da membrana lesionada para o meio

. 2+ . . .
extracelular. B - A exocitose Ca dependente de lisossomos libera a enzima
esfingomielinase acida no meio extracelular, provocando a endocitose da lesdo e sua
degradagdo intracelular.
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reparar poros formados na membrana plasmatica (Ramirez et al., 2019). De modo
idéntico ao que ocorre com as células de mamifero, o processo de reparo de membrana
plasmética observado nas amebas é mediado por esfingomielinase &cida exocitada por
lisossomos e termina com a endocitose do poro litico. Embora o processo aconteca de
forma semelhante, a esfingomielinase acida de Entamoeba histolytica apresenta uma
baixa homologia quando comparada a das células de eucariotos superiores, porém,
apresentam em comum as sequéncias de sitios cataliticos fundamentais para o0 processo
de reparo de membrana, mostrando uma alta conservacédo filogenética (Ramirez et al.,
2019). Portanto, é possivel que protozoarios parasitos apresentem um mecanismo
homologo para evadir a morte litica causada pelo MAC do sistema do complemento

evadindo assim, a primeira linha de defesa da imunidade inata.

Como qualquer patdgeno de sucesso, as espécies do Género Leishmania
desenvolveram estratégias para driblar os mecanismos imunoldgicos do hospedeiro e
conseguir sobreviver. A resisténcia a lise pelo complemento neste parasito é dependente
da espécie, amastigotas de L. donovani sdo mais resistentes que as amastigotas de L.
tropica (Hoover et al., 1984), e dependente também da forma evolutiva do parasito,
promastigotas prociclicas sdo mais susceptiveis ao complemento do que promastigotas
metaciclicas (Puentes et al., 1990). Acredita-se que essa diferenca especifica de evasdo
se deve ao alongamento do lipofosfoglicano (LPG) nas formas metaciclicas infectantes
(David L Sacks et al., 1995) e a expressdo aumentada de proteinas que inibem os
componentes C3,C5 e C9 do sistema do complemento (Hermoso et al., 1991). Entre elas,
a principal é a glicoproteina 63 (GP63) como mencionado anteriormente no capitulo 5.
(Brittingham et al., 1995). Tendo em vista que as estratégias de evasdo de Leishmania
ndo as fazem totalmente resistentes ao complemento e, que, ainda assim, uma parte dos
parasitos consegue escapar, € possivel que existam estratégias ainda desconhecidas que
capacitem os parasitos para a sobrevivéncia, entre elas, possivelmente a capacidade de

reparar poros de complemento.
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5.3.1. Possiveis Vias Envolvidas no Mecanismo de Reparo de Poros de MAC

em Leishmania spp.

5.3.1.1. Remocéo do Poro Litico por Endocitose.

Nos tripanosomatideos a membrana plasmatica estd disposta sobre um
arcabouco de microtubulos, estabilizados por ligacfes cruzadas e associados a propria
membrana denominados de microtibulos subpeliculares (Landfear & Ignatushchenko,
2001). Devido a este arranjo particular, invagina¢des de membrana séo dificultadas no
corpo do protozoario e processos endociticos, dificultados. Exatamente por esta razao,
processos endociticos sdo realizados na bolsa flagelar onde ha auséncia de microtubulos.
A bolsa flagelar é uma estrutura proeminente e complexa que pode ser facilmente
visualizada por microscopia eletrénica, é a regido onde emerge o flagelo em
tripanosomatideos (Landfear & Ignatushchenko, 2001). Epimastigotas e amastigotas de
Trypanosoma cruzi, também apresentam o citdstomo como organela endocitica. Esta se
abre na bolsa flagelar ou proximo a ela e penetra profundamente na célula (Milder &
Deane, 1969). Cadeias pesadas e leves de clatrina sdo expressas em T. cruzi sendo estas
implicadas no trafego de albumina em epimastigotas, através de endossomas revestidos,
mostrando a conservacao filogenética desta via endocitica (Kalb et al., 2014). Estudos
realizados com microscopia eletrénica de transmissdo mostraram que T. cruzi usa
diferentes vias de secrecdo para excretar/secretar proteinas. Foram encontradas vesiculas
maiores brotando da membrana plasmética de epimastigotas nao infecciosos e
tripomastigotas metaciclicos infecciosos, bem como vesiculas menores dentro da bolsa
flagelar de ambas as formas (Bayer-Santos et al., 2013). Sabe-se que a Leishmania
apresenta vias endociticas e exociticas que funcionam na regido da bolsa flagelar, mas os

mecanismos por tras destes processos tém sido pouco estudados.

A relevancia desta via na evaséo a imunidade foi descoberta em 2003, quando
dentro dos endossomos foram identificadas glicoproteinas variantes de superficie (VSG)
normalmente presentes na membrana plasmatica de T. brucei (Pal et al., 2003). Estes
parasitos apresentam uma alta taxa de endocitose e fluxo de proteinas conseguindo uma
rapida renovacdo de toda sua membrana plasmatica (M. Engstler, 2004). Além da
variagao antigénica, esta rapida renovagédo também é usada para a remocao de marcadores

opsonizados da superficie do parasito como imunoglobulinas, colocando o processo de
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endocitose em posicdo de destaque para evasdo da imunidade do hospedeiro (Markus
Engstler et al., 2007). A eficiéncia na rapida remocéo de marcadores em toda membrana
plasmética por endocitose sugere a possibilidade de que os parasitos também possam
conseguir fazer o mesmo com eventuais poros de MAC inseridos na membrana
plasmatica do patdgeno. Sendo que esta via endocitica € altamente conservada, € possivel

que este mecanismo também seja usado por parasitos do género Leishmania.

Em células de mamifero, o reparo de membrana plasmaética via endocitose
requer a previa exocitose de lisossomos. Este tipo de reparo ja foi descrito em
protozoarios parasitos como Entamoeba histolytica (mencionado anteriormente). Devido
a inexisténcia de lisossomos caracteristicos em parasitos do género leishmania, outras
organelas precisariam desempenhar esta funcdo. Estudos realizados observaram que ap6s
formado o endossomo, este trafega pelo citoplasma até chegar a uma espécie de tubo
lisossdmico multivesicular (MVT). O MVT, rico em cisteino-proteases, ¢ um tubo
compreendido por uma membrana limitadora contendo um grande nimero de vesiculas
internas que se estende desde a bolsa flagelar até a extremidade posterior da Leishmania
(Mullin et al., 2001). Este compartimento foi identificado pela primeira vez em
promastigotas de Leishmania mexicana (llgoutz, 1999). Marcadores endociticos
utilizados para marcar os endossomos foram encontrados nesta organela tubular, que é,
portanto, o tltimo compartimento na via endossomal da promastigota (Mullin et al., 2001;
Weise et al., 2000). Outros estudos demonstraram que, embora seja fracamente
acidificada, a sua capacidade hidrolitica melhora substancialmente em pH &cidos similar
aos lisossomos encontrados em células de mamifero (Mullin et al., 2001).

Outra possivel organela capaz de cumprir funcdo exocitica em um eventual
reparo de poros de MAC em Leishmania spp. sdo os acidocalcissomos. Estas organelas
estdo altamente conservadas na arvore filogenética, sdo encontrados desde bactérias até
células humanas (Docampo et al., 2005), incluindo véarios protozoarios entre eles
parasitos do género Leishmania (Marchensini et al., 2000; Moreno & Zhong, 1996).
Embora néo reconhecidos tipicamente na via endocitica, estudos realizados mostraram
que marcadores endociticos foram internalizados nesta organela em Leishmania
amasonensis (Vannier-Santos et al., 1999). Os acidocalcissomos sdo pequenos granulos
altamente eletrodensos de pH &cido amplamente distribuidos no citoplasma, mas
principalmente concentrados na regido da bolsa flagelar (Miranda et al., 2004). Estas

organelas armazenam o calcio intracelular, além de apresentarem uma alta concentragédo
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de fosforo na forma de pirofosfato (PPi) e polifosfato (poli P) e de outros ions como
magnésio, sodio e zinco (Scott et al., 1997); entre suas funcdes esta a regulacdo do pH e
da osmolaridade (Miranda et al., 2004). Em situagdes de estresse, esta organela se funde
com o vacuolo contréatil ajudando a Leishmania a adaptar-se as condi¢des ambientais e
sobreviver (Miranda et al., 2004). Os acidocalcissomos séo conhecidos como lissosomos
primitivos, uma vez que o reparo de membrana plasmatica envolve processos exociticos
e endociticos e é dependente de calcio, é possivel que, existindo em Leishmania spp., 0

mesmo envolva esta organela.

Para que vesiculas do parasito participem de um eventual processo de reparo de
membrana plasmatica dependente de célcio, € necessario que as mesmas sejam 1-
sensiveis ao calcio, que possuam algum sensor para este ion e 2- possuam a maquinaria
necessaria que permita sua fusdo com a membrana plasmatica, logo, sua exocitose. Com
relacdo ao segundo item, proteinas homologas as utilizadas por células de mamiferos para
fusdo de membrana foram encontradas em Leishmania spp., especificamente, o fator
sensivel a N-etilmaleimida (NSF) e o complexo de receptores de proteinas de fixacédo
soltvel de NSF (SNARE) (Nichols & Pelham, 1998). Estudos realizados com anticorpos
anti-NSF de mamiferos mostraram o reconhecimento de uma proteina especifica de 70
kDa em Leishmania. Sem esta proteina a via exocitica é significativamente inibida,
demonstrando o papel desta proteina semelhante a NSF na exocitose em Leishmania
(Singh, 2003). Proteinas homoélogas a SNARE também foram encontradas in silico
(Besteiro et al., 2006). Em celulas de mamifero, este mecanismo de fusdo de vesiculas e
fundamental para a exocitose lisossdbmica dependente de célcio, processo presente na fase
inicial do reparo de membrana plasmatica (Bi et al., 1995; Corrotte & Castro-Gomes,
2019).

5.3.1.2 Remocéo do Poro Litico por Brotamento Vesicular

Quando um poro litico é formado na membrana plasmaética de células de
mamifero, normalmente acontece a endocitose do mesmo (Corrotte & Castro-Gomes,
2019). Porém, alguns trabalhos também demonstraram a possibilidade de que este seja
liberado da membrana em brotamentos vesiculares semelhantes a exosossomos (vesiculas
extracelulares ou EV’s, do inglés, extracellular vesicles), num processo mediado pela
maquinaria de fissdo de membranas ESCRT-I111 (Castro-Gomes et al., 2014). Atualmente,
sabe-se que a producdo de vesiculas extracelulares para comunicacdo celular é

fundamental em muitas infeccGes e patologias. Embora os mecanismos pelos quais estas
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sdo formadas ndo estejam claros para todos os microrganismos, em Toxoplasma gondii e
em Plasmodium falciparum a producdo das mesmas € realizada via ESCRT-III,
exatamente a mesma maquinaria molecular que esta relacionada com o mecanismo de
reparo por brotamento em células de eucariotos superiores (Castro-Gomes et al., 2014;
Jimenez et al., 2014). Plasmodium falciparum, por exemplo, apresenta uma maquinaria
ESCRT-I1II altamente funcional envolvendo a agdo das proteinas PfBrol e PfVps32 /
PfVps60. O silenciamento do gene produtor da proteina Pfvps60, associada a ESCRT-
I11, levou a uma reducéo significativa na quantidade de EVs formados, demostrando ser

uma via de brotamento altamente funcional (Avalos-Padilla et al., 2021).

O processo de formacdo de exosossomos requer a agao sequencial de varios
complexos de proteinas referidos como complexos de selecdo endossdmica necessarios
para a maquinaria de transporte (ESCRTS) (Katzmann et al., 2001), a mesma envolvida
no reparo de membrana plasmética em células de mamifero. Em tripanosomatideos, a
conservacdo funcional do sistema ESCRT foi confirmada, tendo sido encontradas em
T.brucei as proteinas homdlogas de selecdo vacuolar (VSP) 23 e 28 que fazem parte do
complexo ESCRT | (J. S. Silverman et al., 2013). De fato, a andlise gendmica
comparativa extensiva indicou uma origem precoce do complexo ESCRT na filogenia,
indicando sua conservacdo em toda a linhagem eucariética (Leung et al., 2008).

Os exomosmos secretados por Leishmania apresentam uma correlacao
protebmica de aproximadamente 50% com os exossomos de células de mamiferos (J. M.
Silverman et al., 2010). Estes resultados sugerem que a composi¢do dos exossomos e a
via pela qual sdo formados esta altamente preservada ao longo da evolucdo. N&o € de se
espantar que tenham sido implicados num mecanismo tao crucial para a sobrevicéncia
celular como o reparo de membrana plasmatica. Estudos realizados demonstraram que a
producdo de exossomos por promastigotas de Leishmania aumenta mais do dobro quando
0 parasito € submetido a uma temperatura de 37°C, mimetizando o ambiente encontrado
no hospedeiro vertebrado (J. M. Silverman et al., 2010). Portanto, € provavel que o
complexo ESCRT, ja implicado como responsavel por reparar poros em celulas de
mamifero via brotamento vesicular, também exerca esta mesma funcdo em patdgenos
eucariotos, munindo-os de mais uma arma contra o ataque pelos poros de MAC do

sistema do complemento.
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Experimentos piloto realizados no nosso laboratério (figura 7) demostraram que
promastigotas de L. amasonensis conseguem reparar os poros liticos formados pelo
MAC. Assim como as células de mamifero, as promastigotas foram capazes de remover
de modo dependente calcio, danos feitos pelo sistema do complemento humano na
membrana plasmatica do parasito. Desta forma, nds ja sabemos que o processo de reparo
de membrana plasmatica encontra-se conservado nestes parasitos. Experimentos futuros
definirdo se os poros de MAC sé&o endocitados ou desprendidos da membrana plasmatica
por brotamento vesicular, se ambos 0s processos ocorrem e quais 0s efetores celulares e
moleculares envolvidos nesta nova estratégia de escape do sistema do complemento
descoberta para este parasito. Coletivamente, os estudos mencionados anteriormente
demonstram que as caracteristicas béasicas das vias exo e endociticas dos
tripanossomatideos sdo muito semelhantes as encontradas em outros eucariotos, em que
pese o fato destes organismos representarem uma das linhagens eucaridticas mais
divergentes. As possiveis vias exo e endociticas com potencial envolvimento no reparo

de membrana plasmética em Leishmania spp estdo representadas na figura 8.
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Figura 7 — Reparo de Poros de MAC em Fibroblastos e em Promastigotas de

Leishmania amazonensis. 1 x 106 Fibroblastos murinos de camundongo (MEF) ou
promastigotas de Leishmania amazonensis (LLa) foram incubados com complemento
humano fresco (CH) a 1:6 e 1:8, respectivamente, em 1 mL de HBSS contendo EGTA

e Mg2+ de modo a permitir a lise pela Via Alternativa do Complemento. Apds 20 min

de incubagdo a 370C, os fibroblastos e as promastigotas foram centrifugados, divididos
em 2 tubos idénticos que eram, em seguida, incubados ou ndo em HBSS 20 uM CaCl,

a 37°C. Ap6s 5 min de incubagdo, o marcador de permeabilidade da membrana
plasmatica iodeto de propideo (IP) era adicionado e a populagdo celular era analisada
ao FACS. A porcentagem de reparo observada refere-se a porcentagem da populagao
celular que recuperou a integridade de membrana apés a incubagdo na presenca do ion
calcio. As curvas em preto mostram MEF e LLa ndo tratados. A linha pontilhada
mostra o posicionamento do gatting.
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Figura 8 — Possiveis Vias Envolvidas no Mecanismo de Reparo de Poros de MAC

. . 2+
em Leishmania spp. A - O recrutamento Ca dependente do complexo ESCRT para
o sitio de lesdo gera um brotamento vesicular e remoc¢do da membrana lesionada para

o meio extracelular. B - A exocitose Ca2+ dependente de lisossomos libera a enzima
esfingomielinase 4cida no meio extracelular, provocando a endocitose da lesdo e sua
degradagao intracelular. C- Endocitose via bolsa flagelar, na regido anterior do parasita
a ambos lados do flagelo ¢ encontrada a bolsa flagelar, nesta regido ha formacao de
endossomos tubulares 'precoces' (EP) estdo intimamente associados a bolsa flagelar
(fp). Um tUnico aparelho de Golgi também ¢ proximal a bolsa flagelar e ¢ flanqueado
por um reticulo endoplasmatico (RE) e o aparelho de Golgi (AG). Os corpos
multivesiculares (CMV) podem ser vistos surgindo proximo ao AG. O compartimento
do lisossomo, denominado tibulo lisossomico multivesicular (TLM) se estende a
partir da bolsa flagelar, em estreita proximidade com CMYV, até a extremidade posterior
da célula. Os acidocalcisomos (Ac) sdo encontrados perto do nucleo (N) também na
extremidade posteior.
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Consideracoes Finais

Os protozoarios parasitos sdo definidos como organismos unicelulares
eucariotos capazes de causar uma vasta gama de doencgas, a maioria acometendo pessoas
em condic¢des de miséria, carecendo de saneamento basico e com dificil acesso a centros
de satde (D. Sacks & Sher, 2002). A coexisténcia ancestral entre estes parasitos e 0
sistema inmune, remonta a antigas bases filogenéticas. Os mecanismos de evasdo por
parte dos parasitos surgiram de processos co-evolutivos, foram se aperfeigcoando ao longo
do tempo, sendo conservados e altamente efetivos contra as defesas do hospedeiro. A
semelhanca do sistema do complemento, o mecanismo de reparo de membrana
plasmética tem estado presente na arvore filogenética dos organismos desde tempos
antigos. A habilidade de reparar danos infligidos & membrana plasmatica tem sido

comprovada desde equinodermas até mamiferos (McNeil, 1993; Ramirez et al., 2019).

As adaptacGes sdo reconhecidas como caracteristicas evoluidas e aperfeicoadas
através de pressoes seletivas para a funcédo especifica que atualmente cumprem (Gould &
Vrba, 1982). O termo exaptacdo, ao contrario, representa uma caracteristica evoluida
através de pressdes seletivas, mas que atualmente cumpre uma funcdo que ndo pode ser
especificamente relacionada a estas pressoes, ou seja, foi cooptada a cumprir uma nova
funcdo (Gould & Vrba, 1982). O melhor exemplo deste termo sdo as penas das aves.
Estas surgiram como mecanismo de termo-regulacdo, mas atualmente cumprem a funcgéo
especifica de garantir a propulsdo e sustentacdo das aves no voo (Gould & Vrba, 1982).
Sendo o sistema de reparo de membrana altamente conservado como mencionado
anteriormente, uma forma primitiva deste provavelmente estd presente nos parasitos
protozoarios. Este trabalho propBe o reparo de membrana plasmatica como uma
caracteristica exaptativa cooptada pelos protozoarios parasitos para evitar a morte litica

desencadeada pelo complexo de ataque as membranas do sistema complemento.

Deste modo, parasitos do Género Leishmania spp. (assim como demais
protozoarios que entram em contato com os efetores séricos da imunidade inata) podem
apresentar uma variante deste mecanismo que os possibilite sobreviver ao ataque
membranar feito por poros de MAC. Neste trabalho, além de uma extensiva revisao
sistematica da literatura, demonstramos pela primeira vez que promastigotas de
Leishmania sdo capazes de remover de suas membranas plasmaticas poros formados pelo

sistema do complemento humano. O estudo detalhado deste mecanismo em Leishmania
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spp. apresenta-se como um fascinante topico de estudo para a protozoologia basica. A
definicdo das bases celulares e bioquimicas que regem o processo de reparo de membrana
plasmaética nestes patdgenos podera fornecer informag@es cruciais sobre a biologia béasica

deste parasito unicelular e de seu comportamento frente as defesas do hospedeiro.
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Parasitic protozoa are eukaryotic unicellular organisms that depend on a variety of living organisms and can
develop intra- and extracellularly inside their hosts. In humans, these parasites cause diseases with a significant
impact on public health, such as malaria, toxoplasmosis, Chagas disease, leishmaniasis and amebiasis. The ability
of a parasite in establishing a successful infection depends on a series of intricate evolutionarily selected ad-
aptations, which include the development of molecular and cellular strategies to evade the host immune system
effector mechanisms. The complement system is one of the main effector mechanisms and the first humoral
shield of hosts innate immunity against pathogens. For unicellular pathogens, such as protozoa, bacteria and
fungi, the activation of the complement system may culminate in the elimination of the invader mainly via 1- the
formation of a pore that depolarizes the plasma membrane of the parasite, causing cell lysis; 2- opsonization and
killing by phagocytes; 3- increasing vascular permeability while also recruiting neutrophils to the site of acti-
vation. Numerous strategies to avoid complement activation have been reported for parasitic protozoa, such as 1-
sequestration of complement system regulatory proteins produced by the host, 2- expression of complement
system regulatory proteins, 3- proteolytic cleavage of different complement effector molecules, 4- formation of a
physical glycolipid barrier that prevents deposition of complement molecules on the plasma membrane, and 5-
removal, by endocytosis, of complement molecules bound to plasma membrane. In this review, we revisit the
different strategies of blocking various stages of complement activation described for the main species of
parasitic protozoa, present the most recent discoveries in the field and discuss new perspectives on yet neglected
strategies and possible new evasion mechanisms.

1. Introduction diseases they cause have a wide spectrum of symptoms, which can range

from a mild diarrhea to death, depending on the characteristics of the

Protozoa are single-celled eukaryotic microorganisms belonging to
the Kingdom Protista. The term protozoa groups organisms of different
forms, with different feeding, locomotion, reproduction and life cycles.
The traditional classification within the systematics is based on their
locomotion in the aquatic environment, dividing them into sarcodynes,
ciliates, flagellates and sporozoans. Therefore, it is a polyphyletic group,
not faithfully representing an evolutionary lineage and, for this reason,
the classification of these organisms has undergone major changes as
more accurate phylogenetic analysis have emerged. More than 65 000
species of protozoa are currently known, 10 000 of which are considered
to be of medical and veterinary importance (Levine et al., 1980). The

* Corresponding authors.

parasite and its respective host. Being so diverse, the forms of trans-
mission, the entry into the vertebrate host and the niche occupied within
the host vary widely, making difficult a broad-based control for the
different protozooses. Importantly, at the present, we have no fully
effective vaccine available to combat these eukaryotic pathogens. They
are responsible for high rates of morbidity and mortality, affecting more
than 500 million people worldwide (Monzote and Siddiq, 2011). The
different diseases they cause are mostly linked to low socioeconomic
conditions, particularly in tropical and subtropical developing coun-
tries, the most affected ones in Asia, Africa and Latin America.

For a successful infection to establish, parasites first need to survive
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the host’s cellular and humoral innate effector mechanisms. Therefore,
they have evolved a myriad of strategies to bypass the quick response
hosts are endowed with. One of the first of such responses is the acti-
vation of the complement system, the main component of the humoral
immunity of the innate system, which can lead to the elimination of the
invader mainly through cell lysis or opsonization and killing by
phagocytes.

2. The complement system

The complement system is a tightly regulated network comprising
more than 50 soluble circulating or membrane-bound proteins, among
activators, regulators and receptors (Ricklin et al., 2010; Zipfel and
Skerka, 2009). Complement can be activated by different pathways,
depending on the initiator and the recognized target molecule (Nonaka,
2001). Although many of its proteins can opsonize, promote local
inflammation or immune complex clearance, the full activation of the
complement system culminates in the formation of the membrane attack
complex (MAC), a multiprotein pore-forming complex that traverses
pathogen’s plasma membrane, eventually leading to lysis (Miiller--
Eberhard, 1984).

Many of the reactions triggered by complement activation operates
through proteolytic cascades, initiated by precursor proteases. There are
three major pathways of the complement activation: the classical, the
alternative and the lectin pathways. The triggering of each of these
cascades depends on the initial precursor enzyme and on the binding of
an initiator to specific target molecules (Nonaka, 2001), such as the
region of certain antibodies known as fragment crystallizable (Fc) or a
pathogen-associated molecular pattern (PAMP) (Medzhitov and Jane-
way, 1997), or even more promiscuously to any unprotected surface via
a spontaneous low-rate activation (Pouw and Ricklin, 2021). All three
pathways, if not inhibited, converge to the formation of MAC (Miiller--
Eberhard, 1986, 1984).

2.1. The classical pathway (CP)

The initiator of this pathway is the complex C1, containing three
different subunits Clq, Clr and Cls. Clq is a versatile soluble pattern
recognition molecule (PRM) that recognizes charged patterns thus
binding to multiple target molecules (Kishore et al., 2004), including
PAMPs such as lipopolysaccharide (LPS) (Roumenina et al., 2008),
pentraxins (such as C-reactive protein) (Volanakis and Kaplan, 1974),
bacterial porins (Alberti et al., 1996), and many others (Kishore and
Reid, 2000; Ricklin et al., 2010). Because C1q can also bind to Fc region
of antibody molecules, mainly IgG and IgM, deposited on the target
antigen, it is often referred to as antibody-dependent (Burton et al.,
1980; Swanson et al., 1988; Ricklin et al., 2010). Upon C1q binding to its
target, C1r undergoes conformational changes, and by a yet undefined
mechanism, becomes an active protease (Reid, 2018). Once activated,
Clr cleaves Cls into fragments that remain bound by disulfide bond,
which, in turn, expose a proteolytic site whose substrate are C4 and C2.
By limited proteolysis, C4 is then cleaved into two fragments C4a and
C4b. C4b remains bound to the pathogen/IgM/Clq complex while un-
dergoing a drastic conformational change, exposing a region, the thio-
ester domain (TED), containing a highly reactive thioester bond, which
covalently binds to the pathogen surface. C2, when cleaved by Cls into
C2a and C2b, leaves its C2a fragment attached to the membrane-bound
C4b, forming a new heterodimer protease complex that cleaves C3 into
C3a and C3b, the so-called C3 convertase of the classical and lectin
pathways (C4bC2a). Cleavage of C3 also results in a conformational
change of C3b with exposure of TED, resulting in a covalent thioester
bond to pathogen surface, much like in C4 cleavage. With continuous C3
cleavage, and accumulation of membrane-bound C3b, C3-convertase
gather a C3b molecule (C4b2a3b), a complex, which, now, changes its
substrate to C5, cleaving it into C5a and C5b. Here starts the step-by-step
MAC (C5b-9) assembly. Although C5 is homologous to C3 and C4, it
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lacks the typical TED with thioester bond and C5b do not covalently
deposit on cell surface. Instead, being a metastable molecule, it readily
binds to C6, forming a soluble C5b-6 complex, which in a stepwise as-
sembly, subsequently binds to C7, C8 and C9, forming a hydrophobic
complex that binds to lipid membranes (Hadders et al., 2012). After C8
joins C5b-C7, the complex crosses the plasma membrane and recruits
several C9 monomers, which circularly multimerize into a stable tubular
transmembrane lytic pore with approximately 21 nm in diameter (Loos,
1985; Miiller-Eberhard, 1986, 1985, 1984). Apart from C5b and the y
chain of C8, all MAC components share a common 40 kDa Membrane
Attack Complex Perforin (MACPF) domain, which is essential for
membrane insertion (Rosado et al., 2008).

2.2. The lectin pathway (LP)

This pathway is a homologous of the CP differing only by the initiator
molecule. PRMs that initiate lectin pathway comprise two protein
families: the first, the collagen-containing C-type lectins or collectins,
comprising mannose-binding lectin (also named MBL or mannan-
binding lectin or protein), (Malhotra et al., 2008), collectin-10 (also
named CL-10, collectin liver-1, or CL-L1) and collectin-11 (also named
CL-11 or collectin kidney-1, or CL-K1), encoded by the MBL2, COLEC10,
and COLEC11 genes, respectively. CL-10 and CL-11 are largely found as
heteromeric complexes in the circulation (CL-10/CL-11 also named
CL-LK). The second is the family of ficolins, including ficolin-1, ficolin-2,
and ficolin-3, formerly known as M-ficolin, L-ficolin, and H-ficolin,
encoded by the FCN1, FCN2, and FCN3 genes, respectively (Bohlson
etal., 2019). Initiator PRMs of the LP can bind to several ligands, mainly
repeating carbohydrate matrices commonly present in microorganisms,
such as mannose structures on fungal surfaces, N-acetylglucosamine
residues like LPS and Lipoteichoic acid (LTA) on bacterial cell walls and
DNA (Frederiksen et al., 2005; Lawson and Reid, 2000; Matsushita,
2013). Collectins and ficolins circulate in the blood and other fluids
associated with a set of serine proteases, the mannose-binding lecti-
n-associated serine proteases (MASP), MASP-1, MASP-2 and MASP-3
(Matsushita et al., 2000; Matsushita and Fujita, 2001). MASPs are ho-
mologous to C1r and Cls and, likewise, cleaves C2 and C4 components,
for the formation of C3 convertase C4bC2a. From this point on, com-
plement activation follows exactly as in CP. MASP-1 and — 2 trigger the
activation of the lectin pathway and MASP-3 may be involved in the
activation of the alternative pathway of complement (Garred et al.,
2016).

2.3. The alternative pathway (AP)

Even though the name suggests a secondary role, this pathway seems
to represent 80-90 % of the total complement activation (Harboe and
Mollnes, 2008), even when initially triggered by the LP or the CP (see
below). Unlike the other two activation pathways, the central recogni-
tion molecule in the AP is the C3 component. Without a high serum
concentration and a rapid turn-over of C3, as well as a tight regulation
(Ricklin et al., 2016), the AP can deplete serum C3 due to the quick
amplification of the reaction. Although the thioester bond in native C3 is
not very reactive, it can be very slowly hydrolyzed (C3y20), changing the
conformation of the protein to a form capable of binding to another
complement component, factor B (FB). C3y20 bound FB, after changing
its molecular conformation, can be now recognized and cleaved by the
serine protease factor D (FD) into fragments Ba and Bb, the latter
retained bound to C3pyp. Newly formed soluble C3y20Bb, whose cata-
lytic site resides in the Bb portion, cleaves native C3 into C3a and C3b,
just like CP and LP C3 convertase (C4b2a) does (Pangburn and Miil-
ler-Eberhard, 1983). This complex, which is unstable, maintains a low
generation rate C3b, which is also rapidly inactivated if remains un-
bound (reacting with H,0) or bound to non-activating cell surfaces, such
as host own cells (see below). However, if C3b attaches to the surface of
pathogens devoid of regulatory proteins, it rapidly binds FB, then
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becoming susceptible to cleavage by FD (Pangburn and Miiller--
Eberhard, 1983). The surface-bound C3 convertase C3bBb, now stabi-
lized by properdin (aka FP), if not finely regulated (Lambris and Holers,
2000; Pangburn et al., 2008), continuously generate C3b molecules,
each one being able to bind to pathogen surface, to anchor FB, gener-
ating more C3bBb. A loop is then formed, which amplifies the reaction
until membrane-bound C3b molecules interact with C3bBb, modulating
its catalytic site to recognize and cleave C5, originating the AP C5
convertase (C3bBbC3b or 2C3bBb). From this point on, formation of
MAC occurs just like in the other two pathways. It is worth noticing that,
regardless of the pathway that generates C3b, the AP takes place, initi-
ating the amplifying loop, which makes it, in fact, the predominant
complement activation pathway. The activation pathways of the com-
plement system and the molecules involved are summarized in Fig. 1.

2.4. Complement system regulation

Physiologically, the slow-acting soluble C3 convertase C3p20Bb
continuously generates the fragment C3b. Since C3b thioester is a more
promiscuous group, reacting toward nucleophiles, such as OH and NH2
groups, although with preferences for OH groups on polysaccharides
(Sahu et al., 1994), it can bind to virtually any cell, including host cells.
However, hosts cells are not harmed unless they lack, such as apoptotic
or tumor cells, a fine and precise regulation of complement activation.
To prevent self-cytolysis, hosts are endowed with a variety of soluble or
membrane-bound inhibitors proteins that abort complement cascade at
several checkpoints, particularly the amplifying step of C3 cleavage
(Merle et al., 2015; Zipfel and Skerka, 2009). Activation of CP and LP is
controlled by a serin esterase inhibitor (serpin), C1-INH, which binds
and inactivates C1r, C1s, MASP-1 and MASP-2, leading to dissociation of
the C1 or MBL/MASP-1/MASP-2 complex, and liberation of free Clq or
MBL, respectively (Petersen et al., 2000). LP can be specifically inhibited
by the proteins MASP-3, Mannose-binding lectin-associated protein of
44 kDa (MAp44), and Mannan-binding-lectin associated protein of
19 kDa (MAp19), which interact with MBL, competing with MASP-1 and
—2, but are unable to cleave C2 and C4 preventing further activation of
the LP cascade (Merle et al., 2015). Several proteins accelerate the decay
of the convertases by binding to C3b or C4b, namely soluble factor H
(FH) (for C3b) and C4-binding protein (C4BP) (for C4b), and the cell
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membrane proteins decay accelerating factor (DAF/CD55), complement
receptor 1 (CR1/CD35), and membrane cofactor protein (MCP/CD46),
the three latter for both C3b and C4b. In addition, FH for C3b, C4BP for
C4b, CR1 and MCP for both C3b and C4b act as cofactors, making these
molecules prone to be cleaved and inactivated by factor I (FI), a soluble
plasma protease. Cleavage of C3b initially generates the
membrane-bound iC3b and the soluble C3f fragments and, afterward,
the soluble C3c and the short membrane-bound C3dg fragment, while
cleavage of C4b generates the soluble C4c and the short
membrane-bound C4d fragments. What defines whether bound C3b will
bind to FB or to FH in a cell surface is the amount of glycosaminoglycans
and sialic acid-containing glycans, important constituents of host cell
membranes. FH exhibit a domain that recognize negatively charged
heparan sulfate moieties on the host cell membrane, allowing the
interaction with membrane-bound C3b. C4BP acts in a similar way as a
cofactor for FI to cleave C4b (Merle et al., 2015). MAC formation is also
tightly regulated in host cells. For instance, clusterin and vitronectin
may scavenge C5b-7, C5b-8 or C5b-9 that may be generated in the fluid
phase in the absence of a cell membrane. Membrane CD59, expressed on
most cell types, blocks membrane perforation by C5b-8 and C5b-9,
interacting with the MACPF domain of each protein upon conforma-
tional changes. Furthermore, MAC can be removed of target cells either
by exocytosis or endocytosis (Morgan et al., 1987). One peculiarity of
many functionally identified complement inhibitors is the presence of
multiple, consecutive short consensus repeats (SCR) or complement
control protein (CCP) domains, alternatively known as or Sushi do-
mains. By genome sequencing, a vast list of CCP-containing proteins,
which raised the possibility that they may also regulate complement
activation. These include the Sushi domain-containing (SUSD) protein
family, the human CUB (from Clr/Cls, Urchin epidermal growth
factor-Uegf, Bone morphogenetic protein — BMP1) and sushi multiple
domains (CSMD) family, the extracellular matrix (ECM) macromole-
cules (Gialeli et al., 2018). Moreover polydom (also known as SVEP1 -
Sushi, von Willebrand factor type A, EGF and pentraxin
domain-containing protein 1), a multidomain protein containing 34
CCP, highly expressed in human and mouse placenta, has been recently
identified as containing a signature of specifically ordered 5-motif
pattern present in regulatory CCPs of known complement regulatory
proteins (Ojha et al., 2019). Among the six SUSD proteins, and the three

Fig. 1. Activation Pathways of the Complement
Systems on Pathogens Plasma Membrane. (I)
Classic Pathway (CP): C1 complex (Clq, Clr
and C1s) recognizes pathogen-bound antibodies
(Ab), inducing the formation of C3 convertase
(C4bC2a) through the cleavage of C2 and C4.
(ID) Lectin Pathway: mannose-binding protein
(MBL) associated with serine proteinases
(MASPs) binds to pathogen carbohydrates,
cleaving C2 and C4 and forming the same
convertase as the CP. (Il and IV) C3b generated
by soluble C3 (H20) or by membrane-bound
C4bC2a is covalently deposited on pathogen
surface, thus binding to Factor B (FB), which is
cleaved by Factor D (FD), forming the Alterna-
tive Pathway C3 convertase (C3bBb). (V) This
C3 convertase, stabilized by properdin (FP),
amplifies the reaction by generating more C3b
and, therefore, more C3bBb. (VI and VII)
Increasing surface C3b density originates the C5
convertases (C4bC2a3b or 2C3bBb). (VIII) C5
convertases cleave C5 and membrane-inserted
C5b initiates MAC (C6-C9n) assembly (IX),
which spans the target membrane.
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CSMD proteins, only SUSD4 (Holmquist et al., 2013) and CSMD1
(Escudero-Esparza et al., 2013) have been shown to exhibit complement
inhibitory activity. Expression and functional characterization of the
CCP domains of polydom/SVEP1that encompass the regulatory motifs
showed that it possesses cofactor activity for FI (Ojha et al., 2019).
However, the vast majority of CCP-containing proteins awaits direct
experimental evidence of complement regulatory activities (Gialeli
et al., 2018; Ojha et al., 2019) The Complement system regulation
proteins important for parasitic protozoa evasion are summarized in
Fig. 2.

3. Pathogens and their fight against the complement killing

Whether bacteria, virus or eukaryotes, pathogens have evolved an
array of strategies to avoid complement killing. In bacteria, complement
efficacy depend on the type of bacteria involved and their cellular
structures, notably the presence or not of a cell wall. In Gram-positive
bacteria, MAC can be formed upon formation of C5 convertase and
the bacteria can also be targeted to phagocytosis following C3b depo-
sition (Serruto et al., 2010). The presence of a cell wall in Gram-negative
bacteria impairs the formation of MAC. However, recent studies carried
out in different strains of Escherichia coli showed that the rapid inter-
action of C7 with C5b-6 is crucial to efficiently anchor C5b-7 to the
bacterial cell envelope and form complete MAC pores, guaranteeing
pathogen death (Doorduijn et al., 2020). Gram-negative bacteria can
also be opsonized by C3, triggering their phagocytosis, processing and
antigen presentation by specialized cells, a process that is also facilitated
by the presence of C5a (Serruto et al., 2010). Studies have also shown
that several species of bacteria such as N. meningitidis, B. burgdorferi,
S. aureus, S. pneumoniae among others, have the ability to sequester
complement regulators from the host (such as FH or C4BP) and use it on
their surfaces to prevent lysis (Haupt et al., 2008; Hellwage et al., 2001;
Janulczyk et al., 2000; Jarva et al., 2004; Kirjavainen et al., 2008;
Kraiczy et al., 2004; Pizza et al., 2008).

In the context of viral infections, the complement system has several
effector functions such as the direct neutralization of the virus through
opsonization and formation of MAC on the virus membrane (Huber
et al., 2006) or on the plasma membrane of infected cells, preventing
viral replication (Terajima et al., 2011). Complement deposition on a
virion can block interactions with host cell receptors, aggregate viral
particles, trigger intracellular signaling to induce an antiviral state and
enhance phagocytosis (Jayasekera et al., 2007; Ji et al., 2005). To pre-
vent complement killing, some species of Gammaherpesviruses,
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including Kaposi’s sarcoma-associated herpesvirus, saimiri herpesvirus
and murine y-herpesvirus 68 (YHV68) encode proteins that have struc-
tural and functional homology to host complement regulatory proteins
and which can act both in the direct protection of the virus or on infected
host cells, preventing their destruction (Albrecht and Fleckenstein,
1992; Kapadia et al., 1999; Stoermer and Morrison, 2011). Some viruses
such as human immunodeficiency virus-1 (HIV-1), human T-lympho-
tropic virus-1 (HTLV-1), human cytomegalovirus (HCMV), simian virus
5 (SV5) and mumps virus (MuV) even manage to incorporate comple-
ment regulatory proteins from the host (such as DAF, CD59 and MCP)
into their virions to prevent complement-mediated destruction (Johnson
et al., 2008; Saifuddin et al., 1995).

Undoubtedly, pathogens lacking a cell wall, such as parasitic pro-
tozoa, which present their plasma membranes to direct contact with
host’s sera, are likely targets to complement killing. For this reason,
these eukaryotic pathogens will need an array of countermeasures to
escape complement attack. In this review we focus on the molecular and
cellular mechanisms that helps pathogenic protozoa to fight comple-
ment killing.

3.1. Getting away with murder: an imperative for several evolutionary
forms of pathogenic protozoa

During evolution, parasitic protozoa have adapted to survive within
their hosts. Many of the adaptive mechanisms show similarities with the
host complement system regulatory mechanisms previously discussed,
which prevent cytolysis. Probably, for each species of parasite, there are
redundant mechanisms of complement inhibition to ensure its survival.
Some of these mechanisms remain unknown. The main escape strategies
presented by human parasitic protozoa to prevent complement activa-
tion are described below.

3.2. Plasmodium spp

Plasmodium spp. is the causative agent of malaria, which is consid-
ered the protozoonosis with the highest mortality rate today. It is esti-
mated that, in 2020, there were 241 million cases with 627 000 deaths
worldwide (WHO, 2022a). Malaria is an acute febrile disease, with the
predominant pathogenic mechanism being the exacerbated activation of
the immune system due to hemolysis with release of hemozoin into
bloodstream or cytoadherence of red blood cells in tissues such as brain
vessels (CDC, 2019a). Plasmodium spp. are apicomplexan parasites with
a complex life cycle, with different evolutionary forms and two hosts,
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one invertebrate from the genus Anopheles, which is the biological
vector, and other vertebrate (CDC, 2019a).

In human hosts, different evolutionary forms of the parasite, mainly
the sporozoite, the merozoite and the gametocytes, confront the serum
effectors of the host’s immune system. Gametocytes are exposed to the
complement system when, after erythrocyte disruption, they meet
complement in the blood pool within the vector’s midgut. Sporozoites
migrate from insect vector bite site to the liver, passing through different
host fluids, notably the blood. Merozoites are found in the blood and
invade red blood cells, a critical step for their survival in the host. When
merozoites rupture the infected red blood cells, gaining the extracellular
environment, they are directly exposed to the complement system. They
are extraordinarily adapted for immune evasion, managing to survive in
the blood for up to 10 min (Boyle et al., 2010).

Although merozoites are the evolutive forms that come into a more
intimate and prolonged contact with the complement system as they
circulate in host’s blood stream, other evolutive forms of Plasmodium
spp. can also suffer complement attack under specific situations, such as
gametocytes, oocysts and sporozoites living or circulating in the diges-
tive tract of the invertebrate host when the vector takes a blood meal.
Touray et al. (1994) showed that complement evasion by P. gallinaceum
sporozoites is stage-dependent. Oocysts collected from the abdomen of
mosquitoes 10 days after the blood meal lack infective capacity for the
vertebrate host (chicken), as compared to sporozoites collected days
later from salivary glands which were highly infectious (Touray et al.,
1994). The mechanism by which sporozoites were able to inhibit com-
plement activation through the alternative pathway of the complement
system was not elucidated, but they showed that the expression of
parasite-like DAF in salivary gland sporozoites was related to their
resistance to lysis (Touray et al., 1994).

Recently, it was demonstrated that during gametogenesis the para-
sites of the genus Plasmodium remain covered by the cellular remnants of
infected erythrocytes for approximately 15 min, thus mimicking the
host cell and facilitating gametes immune evasion (Sologub et al., 2011).
Studies carried out in 2001 showed that 30-50 % of the stages of
P. berghei gametocytes in the mosquito intestine managed to survive the
first 3 h of exposure to the complement system (Margos et al., 2001).
Later it was demonstrated that P. falcipaum gametocytes were able to
sequester human FH to their surfaces using the protein PfGAP50 (Plas-
modium falciparum gamete protein 50), thus preventing lysis by avoiding
the formation and insertion of MAC on their plasma membranes (Simon
et al., 2013).

Studies on P. falciparum resistance to the complement-mediated lysis
are recent. To date, two P. falciparum merozoite surface proteins,

U)

C3b

— MASP-2 (Il

Molecular Immunology 149 (2022) 27-38

fundamental for MAC evasion, are known: surface protein 92 from
P. falciparum (Pf92) and surface protein of merozoites from the
P. falciparum family 3 (PfMSP3.1). Pf92is a member of the parasite 6-cys
protein family and acts by recruiting FH to the merozoite surface
(Kennedy et al., 2016), mimicking host cells by dissociating C3 con-
vertase and allowing the inactivation of C3b by FI (Loos, 1985; Whaley
and Ruddy, 1976). Likewise, PfMSP3.1 block complement activation by
recruiting C1-INH (Kennedy et al., 2017) inhibiting the formation of CP
and LP initiator complexes (Arlaud et al., 1979; Matsushita et al., 2000).
P. falciparum complement inhibition mechanisms are summarized in
Fig. 3.

3.3. Toxoplasma gondii

T. gondii is also an apicomplexan protozoa and causes toxoplasmosis,
the most prevalent world zoonosis, with seropositivity rates in the
population ranging from less than 10 % to more than 90 % depending on
the country (Torgerson and Mastroiacovo, 2013). Although is a mostly
asymptomatic disease, it can produce symptoms in immunosuppressed
patients, as well as serious consequences for the fetus in pregnant
women with acute infection (CDC, 2018). T. gondii presents a complex
cycle, with several evolutionary forms, where humans enter as inter-
mediate hosts and felines, as main hosts (CDC, 2018). Among the
various T. gondii evolutive forms, tachyzoites are the only ones that
directly meet the host’s complement system during migration to intes-
tinal organs through fluids such as blood and lymph.

Although T. gondii is one of the parasites best adapted to humans,
little is known about its complement inhibitory mechanisms. It has been
shown that tachyzoites produce a molecule that converts surface C3b
into iC3b, disabling the formation of C3 convertase and aborting the
final steps of the cascade (Fuhrman and Joiner, 1989). The nature of this
molecule still remains unknown, but this inactivation is mediated by the
recruitment of host FH and C4BP by tachyzoites, as has been recently
reported (Sikorski et al., 2020). This mechanism is represented in Fig. 4.

3.4. Trypanosoma cruzi

T. cruzi is the etiologic agent of Chagas disease or American
trypanosomiasis, a tropical disease affecting 6-7 million people world-
wide (WHO, 2022b). Chagas disease is a serious public health problem,
particularly in Latin American countries (WHO/PAHO, 2016). It is
mainly transmitted to vertebrate hosts through feces/urine of infected
blood-sucking triatomine bugs (WHO, 2022b). In the vertebrate host,
blood trypomastigote forms also migrate through the bloodstream and
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Fig. 3. Mechanisms of Complement System evasion present in Plasmodium falciparum. (I) Pf92 recruits Factor H (FH) making C3b or C4b prone to be cleaved by
Factor I (FI) and (II) dissociating C3 convertase of the Alternative Pathway. (III) PfMSP3.1 recruits C1-INHdissociating C1r/Cls and MASPs proteinases, initiators of

Classic and Lectin pathways, respectively.

31



L.V. Rios-Barros et al.

Host Proteins
Cébp FH
@e Oo

@e @e

Parasite Proteins
Protein (?)

@e
@@

Fig. 4. Mechanisms of Complement System evasion present in Toxoplasma
gondii. (I) C4BP and (II) Factor H (FH) is recruited to the surface of parasite by
yet uncharacterized molecule, which dissociate C3 convertases and (I and III),
act as cofactor for Factor I (FI) which mediates inactivation of C4b and C3b,
respectively, preventing full activation of the three pathways.

reach organs such as the heart, stomach, esophagus, among others.
During the transformation of epimastigote forms into metacyclic
trypomastigotes in the digestive tract of the insect vector, T. cruzi pro-
duce membrane proteins that allow its survival in the blood lytic milieu
(Ramirez-toloza et al., 2017). A long-known protein is the T. cruzi decay
accelerating factor (T-DAF), a 87-93 kDa surface protein found in both
metacyclic and blood trypomastigotes (Joiner et al., 1988; Tambourgi
et al., 1993). This protein, named after its structural and functional
similarity to human DAF, accelerates the dissociation of the C3 con-
vertases, inhibiting all three pathways of complement activation
(Tambourgi et al., 1993). Another DAF-related protein found in T. cruzi,
also structurally and functionally related to human DAF is the 160 kDa
complement regulatory protein (CRP, gp160) (Norris et al., 1989; Norris
et al., 1991). CRP is tethered to the membrane of trypomastigotes via a
glycosylphosphatidylinositol anchor (GPI), but it is also spontaneously
released as a soluble form. Both forms bind to C3b and C4b fragments,
also preventing the formation of AP and CP C3 convertases (Norris et al.,
1991; Norris and Schrimpf, 1994). T. cruzi gp 58/68 is a
complement-regulating glycoprotein, with an apparent molecular
weight of 58 kDa (non-reduced) and 68 kDa (reduced). This protein is
part of the parasite fibronectin/collagen receptor, important for the
attachment of T. cruzi to mammalian cells. Like CRP, it is found on the
surface of trypomastigotes or is released to the extracellular environ-
ment, inhibiting complement activity by binding to FB, thus preventing
the formation of AP C3 convertase (Fischer et al., 1988; Velge et al.,
1988) Although gp 58/68 function is similar to human regulatory pro-
teins with decay-dissociation activity, it does not play a cofactor role for
FI (Fischer et al., 1988). Human FH can also bind to C3b on parasite
surface, inhibiting AP. The binding of FH to trypomastigotes is facili-
tated by its surface sialic acid, transferred to parasites from serum gly-
coconjugates by the action of parasite transialidases (Schenkman et al.,
1991; Tomlinson et al., 1994). A calreticulin linked to the surface of
T. cruzi trypomastigote (TcCRT) has been also implicated in T. cruzi
complement evasion. In the early stages of infection, this protein is able
to bind to the MBL carbohydrate recognition domain, preventing C4
cleavage and thus blocking the LP pathway (Ferreira et al., 2004a).
Studies performed with the recombinant TcCRT have also shown that,
when CP is activated by antibody, at a more advanced stage of the
infection, TcCRT competes with the Clr/Cls fragments in binding Clq
protein, blocking complement cascade at the very beginning of CP
activation (Ferreira et al., 2004b). Also involved in escape of the T. cruzi
to complement activation is the complement C2 receptor inhibitor tris-
panning (TcCRIT), a transmembrane trypomastigote surface protein.
TcCRIT has an N-terminal extracellular domain that inhibits C2 cleavage
either by MASP2 or Cls, impairing the formation of CP and LP C3
convertases (Cestari et al., 2009; Inal et al., 2005). It has been shown
that overexpressing TcCRIT parasites are highly resistant to lysis medi-
ated by the complement system (Cestari et al., 2009). Some T. cruzi
surface molecules such as gp82 and oligopeptidase B induce a transient
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increase of intracellular Ca%* in host cells, inducing plasma
membrane-derived vesicles release, which bind to and inhibit the CP and
LP C3 convertase (Cestari et al., 2012). Recently, it has been shown that
a low virulence T. cruzi strain express lower levels of T-DAF, CRP,
TcCRIT, gp82 mRNAs as compared to a high virulence strain. Moreover,
knocking down TcCRT decreases parasite invasion in mammalian cells
in both strains, but only increases activation of the complement system
by low virulence strain trypomastigotes, suggesting a role for the regu-
lation of this proteins in the differential virulence (Arroyo-Olarte et al.,
2020; Arroyo-Olarte and Gupta, 2016; Henrique et al., 2016). Amasti-
gotes, which can also be found in the bloodstream during acute stages of
the infection (Ley et al., 1988), although efficient in activating AP, are
also resistant to complement-mediated lysis. Although they can bind
MAG, it does not insert into the plasma membrane lipid bilayer (Iida
et al, 1989). Despite all these mechanisms to avoid
complement-mediated damage, the ability to prevent complement
activation differs among strains and even among individuals of the same
strains (Ramirez-toloza et al., 2017). Fig. 5 shows the evasion mecha-
nisms of the complement system described for T. cruzi.

3.5. Leishmania spp

Several species of the genus Leishmania are responsible for a group of
parasitic diseases collectively known as leishmaniasis. Approximately
53 species are described in the genus, among which 20 are considered
pathogenic to humans (Akhoundi et al., 2016; WHO, 2022c). Due to
unknown reasons, the different species of Leishmania have different
tissue tropisms in the vertebrate host. Some species cause visceral
leishmaniasis (VL), while others cause cutaneous (CL) or mucocuta-
neous leishmaniasis (MCL). An estimated 50.000-90.000 new cases of
VL and 600.000-1 million new cases of CL occur annually (WHO,
2022c¢). Immediately upon infection, through the bite of infected phle-
botomine sandflies and in the blood pool formed at the bite site, meta-
cyclic promastigotes meet the components of the complement system at
the dermis of the vertebrate host. As in T. cruzi, the metacyclogenesis
process renders promastigote resistant to complement-mediated lysis
(Bandyopadhyay et al., 1991; Sacks et al., 1990).

Complement resistance may be mediated by several molecules and
mechanisms. A widely described protein is gp63, a 63 kDa GPI-anchored
surface metalloprotease (Chang et al., 1986). This protein is able to
cleave parasite-bound C3b into its inactive form iC3b, which could
prevent the formation of C3 and C5 convertase and, therefore, the MAC-
mediated lysis of the parasite (Brittingham et al., 1995; Chaudhuri and
Chang, 1988). However, it was also shown that, in L. amazonensis, in-
hibitors specific for several classes of parasite proteases, including
metalloproteases, did not interfere with the resistance to
complement-mediated  killing of promastigotes (Nunes and
Ramalho-Pinto, 1996), suggesting that gp63 is not critical for resistance
to complement-mediated lysis and other mechanisms may be involved.
A remarkable change that occurs on Leishmania promastigote surface
during metacyclogenesis is the elongation of lipophosphoglycan (LPG)
molecules (McConville et al., 1992) and the thickening of the glycocalyx
(Pimenta et al., 1991). LPG changes have been implicated in the com-
plement resistance of L. major metacyclic promastigotes, since
LPG-deficient promastigotes become susceptible to human
complement-mediated lysis (Spath et al., 2003a), as previously antici-
pated by Puentes et al. (1988). This LPG-deficient susceptible phenotype
still had the abundant surface protease gp63 (Spath et al., 2003b), again
suggesting that gp63 does not seem to protect parasites from
complement-mediated lysis. Puentes et al., (1989a), (1988b), (1988)
have also suggested that the complement regulation for the acquired
resistance of L. major (Puentes et al., 1988) or L. donovani (Puentes et al.,
1989b) metacyclic promastigotes to complement-mediated lysis should
occur at later steps in the cascade, since complement was efficiently
activated in both susceptible and resistant parasites, equally generating
hemolytic C3 fragments on the parasite surface. The group also
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Fig. 5. Mechanisms of Complement System evasion present in Trypanosoma cruzi. (I) TcCRT interacts with C1 and MBL inactivating them, thus inhibiting both the
Classic Pathway (CP) and Lectin Pathway (LP). (II) TcCRIT binds to C2, preventing its cleavage and subsequent formation of C3 convertase, inhibiting both CP and
LP. (III) T-DAF binds to C3b and C4b, dissociating the C3 convertases, thus preventing activation of the three complement system pathways. (IV) Sialic acid binds to
the human Factor H (FH) on trypomastigote surface, dissociating C3 convertase of the Alternative Pathway (AP) and allowing inactivation of C3b by Factor I (FI). (V
and VI) Membrane-bound and soluble gp58/68 and gp160 sequester Bb and C3b/C4b, respectively, preventing the formation of the C3 convertases of the AP and CP,

respectively.

postulated that the developmental change in the LPG renders C5b-9
incapable of inserting into the metacyclic promastigotes membrane
(Puentes et al., 1990). Indeed, a similar observation was made by Nunes
et al. (1997), who showed that in complement-resistant stages of
L. amazonensis promastigotes C9-bearing complexes are superficially
attached to the parasite, readily available for recognition by anti-C9
antibodies. On the contrary, in serum-susceptible parasites these com-
plexes seem to be buried in the membrane, being recognized by anti-C9
antibodies only after mild trypsinization of the parasite surface (Nunes
et al., 1997). L. amazonensis complement-resistant promastigotes bind
C3b fragments to the same extent and with similar kinetics as the
complement-susceptible forms, again in contrast to the suggestion that
native gp63 may accelerate C3b inactivation (Brittingham et al., 1995).
However, unlike L. major and L. donovani, L. amazonensis does not
spontaneously shed C3 from their surface (Nunes et al., 1997). Results
from the same studies have also indicated that complement-resistant

promastigotes contain membrane-associated protein inhibitors,
capable of blocking the lytic activity of AP, impairing C9, but not C3,
binding to complement-activating complexes, indicating that the in-
hibitor blocks complement activation after C3b deposition, probably at
the stage of C9 deposition. They suggest gp46, expressed in greater
amounts in resistant promastigotes of L. amazonesis, as the putative in-
hibitor (Nunes et al., 1997).

More recent studies have shown that Leishmania promastigotes can
endogenously produce serine proteinase inhibitors (ISP) (Alam et al.,
2016; Eschenlauer et al., 2009). ISPs inhibit host serine-peptidases such
as neutrophil elastase, tryptase, cathepsin and chymotrypsin (Lima and
Mottram, 2010). Leishmania ISPs interact with host Clr, Cls, MASP-1
and MASP-2, inhibiting the formation of CP and LP initiators (Fernan-
dez, 2018; Lima and Mottram, 2010). Enzymatic assays in L. donovani
ISP (LAISPs) have shown that MASP inhibition occurs mainly by the
binding of LdISP2 to MASP 2, preventing the formation of C3
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Fig. 6. Mechanisms of Complement System evasion present in Leishmania spp. (I) promastigotes surface LPG can prevent the formation of MAC in the parasite’s
membrane. (II) gp63 metalloprotease, interacts and cleaves C3b, but its role is still controversial (III) gp46 is suspected of preventing the formation of MAC on the
surface by binding directly to the C9 component. (IV) ISPs interact with MASPs, mainly MASP2 inhibiting the formation of the Lectin Pathway initiator. (V and VI)
uncharacterized molecule capable of recruiting human Factor H (FH) to promastigotes surface, which dissociates C3 convertase of the Alternative Pathway and act as

cofactor for proteolytic cleavage of C3b by (Factor I) FL.
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convertase. It was also shown that this inhibition reduced the produc-
tion of the anaphylotoxins C3a and C5a, important in triggering
inflammation (Fernandez, 2018). A newly described mechanism that
also acts through C3b inactivation involves the binding of host serum FH
to promastigotes and axenic amastigote-like forms. This mechanism,
identified in L. infantum, L. amazonensis and L. braziliensis, emulates the
host complement regulation, by using FH as cofactor for Fl-mediated
C3b cleavage. It works independently of gp63, since parasites that had
gp63 inhibited still inactivate surface-bound C3b. The nature of this
FH-binding surface molecule still remains unknown (Filho et al., 2021).
Fig. 6 shows a summary of the adaptations developed by Leishmania spp.
to evade the human complement system.

3.6. Entamoeba histolytica

E. histolytica is the etiologic agent of amebiasis, a mostly asymp-
tomatic cosmopolitan disease, which acquired great visibility due to the
appearance of its symptomatic form. Approximately 500 million people
worldwide are infected, but only 10 % develop the disease. Although
most infections are asymptomatic, many patients with E. histolytica have
a broad-spectrum clinical picture that can occur at the intestinal level
(amebic dysentery, acute recto colitis, chronic non-dysenteric colitis,
ameboma) and extra-intestinal (amebic liver abscess, brain abscess and
genitourinary disease) (CDC, 2019b; WHO Expert Committe, 1969). The
E. histolytica cycle is relatively simple when compared to other protozoa,
with only two evolutionary forms, trophozoites and cysts whose trans-
mission occurs exclusively among humans. Due to unknown factors,
E. histolytica trophozoite can penetrate and cross the intestinal epithe-
lium and can be disseminated to various organs through the blood-
stream, with a direct contact with the complement system.

One complement evasion mechanism involves the specific lectin that
binds galactose and N-acetyl-D-galactosamine (Gal/GalNAclectin). This
molecule is anchored to the trophozoite membrane and shares genetic
sequence and antigenic similarities with human CD59, which suggested
molecular and inhibition functions mimicry. Indeed, the Gal/GalNAc
lectin acts, like CD59, by preventing the binding of C8 and C9 to the C5b-
C7 complex, thus inhibiting the formation of MAC in the parasite
membrane (Braga et al., 1992). Other studies have shown that
cysteine-proteases secreted by the trophozoite also act by inhibiting the
anaphylotoxins C3a and C5a released during complement activation
(Reed et al., 1995). Recently, it was found that the E. histolytica
trophozoite can avoid complement lysis by trogocytosis, a mechanism
that involves the ingestion of host red blood cells by the trophozoite. In
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this process, parasites export the host FI cofactor CD46 and the MAC
inhibitor CD59 to the outer leaflet of their plasma membranes (Miller
et al., 2021). E. histolytica trophozoites can also resist complement
activation by repairing their injured plasma membrane by removing the
lytic pore through endocytosis induced by the secretion of acid sphin-
gomyelinases from lysosomes in a process similar to that used by many
eukaryotic cells to resist plasma membrane attacks (Corrotte and
Castro-Gomes, 2019; Ramirez et al., 2019). These evasion mechanisms
are shown in Fig. 7.

4. Concluding remarks and perspectives

Parasitic protozoa are defined as single-celled eukaryotic organisms
capable of causing a wide range of diseases, most affecting people living
in poverty, lacking basic sanitation and having difficult access to health
centers (CDC, 2020). The ancestral coexistence between these parasites
and the immune system dates to ancient phylogenetic bases. The para-
sites evasion mechanisms arose from co-evolutionary processes, being
conserved and highly effective against the host’s defenses.

Avoiding MAC formation to escape cell lysis has always been
described as a canonical strategy for many pathogens. However, recent
findings have pointed to another cellular strategy to block cell lysis: the
removal of MAC pores from parasite’s plasma membrane through the
Ca?*-dependent mechanism of plasma membrane repair (Ramirez et al.,
2019). The plasma membrane repair mechanism of eukaryotic cells has
been present in the phylogenetic tree of organisms since ancient times.
The ability to repair damages inflicted to the plasma membrane has been
derived from echinoderms to mammals (Andrews et al., 2015; Heil-
brunn, 1956; Ramirez et al., 2019). When a lytic pore is formed in the
plasma membrane of mammalian cells, its removal by endocytosis
normally occurs (reviewed by Corrotte and Castro-Gomes, 2019).
However, some studies have additionally demonstrated that pores can
be also released from the membrane in vesicular buddings similar to
exosomes in a process mediated by the membrane fission machinery
ESCRT-III (Jimenez et al., 2014; reviewed by Castro-Gomes et al., 2014).
Pilot experiments carried out in our laboratory demonstrated that
L. amazonensis promastigotes can repair the lytic pores formed by MAC.
Like mammalian cells, promastigotes incubated with human comple-
ment were able to remove MAC pores from their plasma membrane, thus
surviving complement killing (unpublished results). Thus, this plasma
membrane repair mechanism is conserved in this parasite, and possibly
in many others. Future experiments will define whether MAC pores are
endocytosed or detached from the plasma membrane by vesicular
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budding, or both, and which cellular and molecular effectors conserved
in these parasites are involved in this complement system escape
strategy.

Even though the complement system is mostly known for its action in
eliminating microorganisms, its function exceeds that role, accounting
for promoting immune surveillance, homeostasis and adaptive re-
sponses, and many others (Ricklin et al., 2016, 2010). Interestingly,
besides the usual protective functions of the complement system while
circulating in serum and interstitial fluids, thus directly interacting with
the extracellular leaflets of pathogens, evidence of intracellular activa-
tion and intracellular functions of the complement system have recently
emerged, the so-called complosome (Arbore et al., 2017, 2016; Lis-
zewski et al., 2013). For example, human CD4 + cells contain intracel-
lular stores of C3 interacting in lysosomes with cathepsin L, constantly
generating C3a, modulating T cell survival via low level mTOR induc-
tion (Liszewski et al., 2013). Hepatitis C virus can also modulate T cells
proliferation upon binding of opsonizing C3b to CD19 and CD81,
affecting intracellular signaling pathways that block cell activation and
the anti-viral responses (Wang et al., 2016). On the other hand, the
intracellular activation of the complement system can also act to defeat
pathogens, for example, the pathogenic bacteria Listeria when opsonized
by C3 is intracellularly targeted to autophagosomes which then elimi-
nate the pathogen (Kim et al., 2016). Similarly, C3 may also get inter-
nalized together with pathogens and trigger an immunological signaling
culminating with NF-kB activation and several other transcription fac-
tors involved in the generation of a strong inflammatory response (Tam
et al., 2014). Likewise, the opsonization of the bacteria Burkholderia
pseudomallei, the causative agent of melioidosis, by C3, increases the
death of the intracellular pathogen in a NADPH-oxidase-dependent
manner in human neutrophils (Woodman et al., 2012). Thus, even
though the most evident and studied effective functions of the comple-
ment system are related to its direct action on pathogen's surface,
leading to cell lysis or pathogen capture by immune cells, the comple-
ment system may also influence important intracellular signaling path-
ways in the context of host-pathogen interaction.

Importantly, the functions of the complement system in the context
of complosome, thus in the intracellular environment, open new roads to
increase our understanding of effector immune responses linked to
complement activation both in the context of innate and adaptive im-
mune responses. Intracellular parasitic protozoa are very specific
regarding the niches they occupy while harboring their host cells. For
example, Leishmania spp. live within the endocytic pathway in acidic
compartments that fuses with lysosomes whilst Apicomplexa parasites,
such as Toxoplasma gondii and Plasmodium spp., avoid lysosomal fusion
to survive in intracellular vacuoles that are modulated to not acidify.
Trypanosoma cruzi, on its turn, escape from the vacuole in which it is
firstly internalized to freely live and multiply in the cytosol of its host
cells. The mechanisms that govern these different destinations after
parasite internalization are not fully understood. Since these parasites
differently interact with molecules of the complement system and taking
into consideration the newly discovered actions of the complement
system in the intracellular environment, the study of possible roles of the
complement system in the final intracellular destination of intracellular
parasites is an exciting field to be explored. The definition of all cellular
and biochemical bases that govern complement resistance in parasitic
protozoa and also the possible roles played by the complement system
during host-pathogen interaction may provide crucial information about
their basic biology and the weapons they use to trick host defenses,
eventually providing important clues that may be used for therapeutic
purposes.
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