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Resumo

Trypanosoma cruzi, Leishmania spp., Toxoplasma gondii e Plasmodium spp. apresentam
mecanismos de patogenicidade que contribuem para a sobrevivéncia intracelular. O objetivo
desta revisao é discutir os mecanismos patogénicos envolvidos na relacao parasito-hospedeiro.
Cada um desses protozodrios possui mecanismos especificos para invasdo, formacao do
vactolo parasitéforo, desenvolvimento, obtengao de nutrientes e evasao do sistema imune.
Dentre os fatores moleculares que contribuem para a viruléncia e patogenicidade destacam-
se as mucinas, a glicoproteina 160 e a cruzipaina para o T. cruzi; os lipofosfoglicanos e a
glicoproteina de superficie principal para a Leishmania spp.; as proteinas das roptrias (ROP)
e as proteinas quinases para o Toxoplasma gondii e as proteinas ROP a proteina ligante de
eritrocitos, o antigeno PIEMP1 (do inglés P falciparum Erythocyte Membrane Protein-1) e a
hemozoina para os Plasmodium spp. Os mecanismos descritos fornecem informagoes que
contribuem para o entendimento dos processos patogénicos, assim como para descoberta de
alvos terapéuticos e o planejamento de novos farmacos e métodos diagnosticos.

Palavras-chave: Protozodrios intracelulares. Mecanismos de patogenicidade. Relagao
parasito-hospedeiro.

Abstract

Trypanosoma cruzi, Leishmania spp., Toxoplasma gondii and Plasmodium spp. present
pathogenic mechanisms that contribute to the intracellular survival. The aim of this review
is to discuss the pathogenic mechanisms involved in the host-parasite relationship. Each of
these protozoa has specific mechanisms for invasion, parasitophorous vacuole formation,
development, acquisition of nutrients and evasion of the immune system. Among the
molecular factors that contribute to the virulence and pathogenicity can stand out the mucins,
the glycoprotein 160 and the cruzipain for T. cruzi; the lipophosphoglicans and the major
surface glycoprotein for Leishmania spp.; the rhoptry proteins (ROP) and the kinases proteins
for Toxoplasma gondii and the ROP proteins, the erythrocyte binding protein, the PEMPT (P
falciparum Erythocyte Membrane Protein-1) antigen and the hemozoin for Plasmodium spp.
The described mechanisms provide information that contributes to the understanding of the
pathogenic process as well as for the discovery of therapeutic targets and the design of new
drugs and diagnostic methods.
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1 Introducao

Parasitos sdao organismos encon-
trados em praticamente todos os nichos
e algumas espécies evoluiram a ponto
de desenvolver particularidades para
a sobrevivéncia intracelular. A maio-
ria dos parasitos intracelulares é proto-
zodrio, muitos dos quais responsaveis
por doencas debilitantes ou letais em
animais e seres humanos, como é o caso
do Trypanosoma cruzi, Leishmania spp.,
Toxoplasma gondii e Plasmodium spp.
(SIBLEY, 2004). O parasitismo decorre da
existéncia de mecanismos de patogenici-
dade que contribuem para o desenvolvi-
mento e viruléncia desses protozodrios e
evasao da resposta imune do hospedeiro.

A doenca de Chagas, cujo agente
etioloégico é o T. cruzi, afeta cerca de 15
milhdes de pessoas na América Latina
e Central. Além disso, 25% das popula-
¢oes que vivem nessas dreas estdo hoje
sob o alto risco de transmissao (WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2006). O T.
cruzi é transmitido ao hospedeiro verte-
brado, através das fezes de triatomineos,
onde as formas infectantes, tripomasti-
gotas metaciclicas sdo inoculadas apés a
picada do inseto. No hospedeiro, o T. cruzi
circula pelo sangue e invade diferentes
células, dentro das quais pode se repro-
duzir, principalmente nos tecidos cardiaco
e digestivo (COURA, 2010). Os farmacos
nifurtimox e benznidazol sao emprega-
dos no tratamento da doenca, utilizados
principalmente no tratamento de pacien-
tes agudos e cronicos recentes, possuindo
baixa eficacia na fase cronica da infeccao
(JACKSON et al., 2010; APT, 2010).

A leishmaniose afeta mais de
20 milhdes de pessoas no mundo. As
formas infectantes, promastigotas meta-
ciclicos, dos protozodrios de Leishmania
spp. sao transmitidos através da picada

de flebotomineos, causando de infec-
¢cOes cutaneas autolimitadas a leishma-
niose cutanea difusa, mucocutinea e
visceral, dependendo da espécie. As
formas promastigotas sdo direcionadas
para compartimentos no macréfago que
tém caracteristicas de um fagolisossomo
maduro, onde se diferenciam no estagio
de amastigotas. Amastigotas, por sua vez,
proliferam-se por divisao celular bindria e
podem infectar outros macréfagos, bem
como outras células fagociticas (células
dendriticas) e fagociticas nao profissionais
(fibroblastos) (CHANG; FONG; BRAY,
1985). O controle dessa doenca tem sido
dificultado pela auséncia de vacina, limi-
tagoes relacionadas ao principal trata-
mento farmacolégico, com antimoniais e
pelo aumento da transmissao como resul-
tado de co-infeccao com HIV (CROFT;
SUNDAR; FAIRLAMB, 2006).

O T. gondii parasita cronicamente
um tergo da populagao humana (LAMBERT;
BARRAGAN, 2010). A maioria das infec-
gbes é assintomdtica, mas pode ser fatal
em pacientes imunocomprometidos ou
pode levar a graves defeitos congéni-
tos (DOWSE et al., 2005). A transmissao
pode ocorrer por ingestao de oocistos,
por transmissdo vertical, ou seja, da mae
para feto, ou por transmissao horizontal,
entre hospedeiros intermediarios. Nos
hospedeiros intermedidrios sao encontra-
das as formas de taquizoitos, de rapido
crescimento, na fase aguda da doenca e
bradizoitos, de crescimento lento, na fase
cronica (BLANDER; SAEIlJ, 2009). O trata-
mento atual para toxoplasmose aguda
exige uma abordagem combinada, com
pirimetamina e sulfadiazina e, em deter-
minadas circunstancias, a clindamicina,
também pode ser indicada. No entanto,
ha relatos de resisténcia aos farmacos
e uma variedade de efeitos adversos
(HOLMES et al., 2011).

Revista Liberato, Novo Hamburgo, v. 13, n. 20, p. 01-134, jul./dez. 2012



A malaria é responsavel por cerca
de 250 milhdes de casos e quase um
milhdo de mortes por ano. Além disso,
cerca de 3,3 bilhdes de pessoas, quase
metade da populacdo mundial, corre
o risco de contrair a doenca (WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2008). Em
humanos, a maldria pode ser causada por
quatro espécies do género Plasmodium: P
falciparum, P vivax, P malariae e P ovale.
Os esporozoitos, as formas infectantes do
protozodrio, chegam a corrente sanguinea
pelo repasto sanguineo do mosquito do
género Anopheles, transformando-se em
merozoitos que invadem os hepatdcitos
e eritrécitos (RIGANTI et al., 1990; KATS
et al., 2006). O namero de medicamentos
para o tratamento da maldria é limitado,
devido a problemas de resisténcia, sendo
que os mais amplamente utizados sao os
derivados da quinina e da artemisinina e
da combinacao de medicamentos antifo-
lato (GNOATTO, 2007).

Levando em consideracdo as altas
prevaléncias e a severidade que podem
atingir as doengas causadas por esses
protozodrios, estudar seus mecanismos de
patogenicidade é importante para condu-
zir avangos na obtencdo de novos alvos
terapéuticos. O objetivo desta revisao é
discutir os mecanismos especificos de pato-
genicidade, utilizados pelo Trypanosoma
cruzi, Leishmania spp., Plasmodium spp.
e Toxoplasma gondii, para o estabeleci-
mento da relagdo parasito-hospedeiro e
consequente parasitismo.

Este trabalho foi realizado na disci-
plina “Patogenicidade de protozoarios” do
Programa de Pés-Graduacao em Ciéncias
Farmacéuticas da Universidade Federal
do Rio Grande do Sul e atende uma
das atividades previstas no Programa de
Nanobiotecnologia Edital 04/ClI-2008-
CAPES do projeto “Rede de pesquisa
e formacao em biofuncionalizacdo de
superficies”.

Mecanismos especificos de patogenicidade de protozodrios..

2 Trypanosoma cruzi

O estabelecimento da infeccao por T.
cruzi depende de uma série de eventos que
iniciam com a invasao das células do hospe-
deiro, como um mecanismo de evasido da
lise, mediada pelo complemento. Diversas
células podem ser alvo de invasdao, dentre
elas macréfagos, células epiteliais, neuronais
e musculares (CESTARI, 2006). Moléculas de
superficie do parasito, localizadas nas células
do hospedeiro, sao responsaveis pelos proces-
sos de interacdo e invasdo como, mucinas,
transialidades, polissacarideos, glicoproteinas
e lipidios ancorados ao fosfatidilinositol na
membrana, além de outras proteinas integrais
da membrana do parasito (VILLALTA et al,,
2009).

As mucinas ancoradas na superficie
do T cruzi contribuem para a invasao da
célula hospedeira, protecio do parasito e
estabelecimento da infeccdo. A importancia
dessa classe de moléculas é reforcada pelo
fato de que estdao envolvidos nesse processo
cerca de 850 genes codificadores para muci-
nas que representam 1% do genoma do para-
sito e 6% de todo o genoma traduzido de T.
cruzi (VILLALTA et al., 2009). As mucinasde T.
cruzi (TcMUCQ) derivadas de culturas de tripo-
mastigotas metaciclicos, ligam-se a linhagens
celulares de mamiferos e anticorpos direcio-
nados aos seus carboidratos ou peptideos que
podem inibir a invasao celular do hospedeiro.
Além disso, as mucinas podem mobilizar
Ca*? nas células do hospedeiro, o que esta
associado com a invasao do parasito (figura 1)
(VILLALTA et al., 2009). Outras glicoproteinas
presentes na superficie de T. cruzi, porém em
menor quantidade, sdo as transialidases. Ao
transferir residuos de &cido sialico de glicocon-
jugados do hospedeiro para o parasito, essas
moléculas driblam a auséncia da sintese de
novo de acido sidlico, essencial para a viabi-
lidade do parasito (PEREIRA-CHIOCCOLA et
al., 2000).

Revista Liberato, Novo Hamburgo, v. 13, n. 20, p. 01-134, jul /dez. 2012



BARROS, M. P et al.

10

Diversas proteinas estdao envolvidas
no processo de invasdo e regulagdo do
sistema imune do hospedeiro pelo para-
sito. A prolil-oligopeptidase (POP) possui
especificidade para colageno humano
tipo | e IV e foi identificada em extratos
celulares de tripomastigotas, amastigotas e
epimastigotas de T. cruzi (SANTANA et al.,
1997; GRELLIER et al., 2001). Uma enzima
dessa familia de proteinas, a prolil-oligo-
peptidase Tc80 parece estar implicada na
invasao celular do hospedeiro. Inibidores
de POP Tc80 bloquearam a entrada de
tripomastigotas em células mamiferas nao
fagociticas, mostrando que a atividade
hidrolitica e a habilidade das tripomasti-
gotas em se ligar a laminina, fibronectina
e colageno podem ser importantes para
o transito do parasito através da matriz
extracelular (GRELLIER et al., 2001). A
glicoproteina 160 (GP160), uma proteina
expressa pelo parasito homéloga a prote-
ina regulatéria do complemento do hospe-
deiro (DAF, do inglés Decay Accelarating
Factor) pode ser responsavel pela resistén-
cia de formas tripomastigotas metaciclicas
ao sistema complemento. Como a DAF, a
GP160 pode ligar-se as subunidades C3b
e C4b e inibir a cascata de ativagdo do
sistema complemento (CESTARI, 2006).
Outra proteina que desempenha papel
importante na patogénese € a cruzipaina,
a maior protease encontrada em T. cruzi,
expressa em todas as formas de desenvolvi-
mento do parasito. O envolvimento dessa
proteina na invasao celular e o desenvol-
vimento intracelular foram comprovados
pelo uso de derivados diazometanos, uma
classe de inibidores irreversiveis das ciste-
ino proteases, demonstrando a importan-
cia dessa proteina para a sobrevivéncia do
parasito (figura 1) (MEIRELLES et al., 1992;
HART et al., 1993).

A invasao do T. cruzi nas célu-
las ocorre com a formacdo do vaciolo
parasitéforo (na célula hospedeira) e

um aumento de Ca*?, tanto no parasito,
quanto na célula hospedeira provocada
por moléculas de superficie do parasito
(CESTARI, 2006). A membrana do vactolo
¢ derivada de lisossomos e contém no seu
interior, componentes acidos liticos poten-
cialmente destrutivos para o parasito. Dessa
maneira, a evasao desse compartimento
para o meio intracelular torna-se essencial
para o crescimento do parasito. A saida
desse vactolo é mediada por uma prote-
fina secretada pelo parasito, a TC-tox, a
qual possui uma atividade litica e forma-
dora de poros da membrana deste vactiolo
em pH 4cido, facilitada pela presenca de
transialidases, localizadas na superficie
da membrana das formas tripomastigo-
tas (figura 1) (ANDREWS, 1995; SACKS,
SHER, 2002).

Seguindo a invasao na célula hospe-
deira, o T. cruzi inicia o estabelecimento
do parasitismo, através de varios mecanis-
mos. O sistema ubiquitina-proteossomo é
responsavel por diversas fungdes celula-
res no T. cruzi, dentre elas o controle da
progressao do ciclo celular, transcrigao esta-
gio-especifica de genes, processamento
antigénico, além da regulacao e secrecao
de proteinas ancoradas na membrana.
Esse sistema, na presenca de lactocistina,
um inibidor da atividade proteossomica,
é inibido, impedindo a diferenciacao das
formas celulares na metaciclogénese e
crescimento do parasito. Esses resultados
demonstram a importancia desse sistema
para o crescimento do parasito e sua dife-
renciacdo no hospedeiro (CARDOSO et
al., 2008).

Embora haja uma crescente evidén-
cia de estudos, sugerindo que vérias molé-
culas da superficie de T. cruzi participem
do processo inicial da infeccao, o meca-
nismo molecular de suas interacbes nao
estd ainda bem definido, e os receptores
celulares, que interagem com as molécu-
las, ainda nao estdao caracterizados. Os
progressos em biologia celular do processo
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de infeccao e a identificacio de uma
assinatura molecular causada pelo T. cruzi
nos cardiomidcitos e em outras células
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Figura 1: Mecanismos especificos de patogenicidade do Trypanosoma cruzi. (A) Invasao dos
tripomastigotas; (B) Recrutamento de lisossomos, origem da membrana do vactolo parasitéforo; (C)
Formagao do vactolo parasitéforo; (D) TC-tox, poros na membrana do vactiolo parasitéforo; (E) Mucinas
(TcMUC), evasao imune e mobilizacao de Ca*?; (F) Cruzipaina, invasao e desenvolvimento intracelular;
(G) glicoproteina 160 (GP160), inibigdo do sistema complemento e (H) Prolil-oligopeptidase (POP),
invasdo. (Elementos graficos utilizados na construgao da figura obtidos através do site www.servier.fr)

Fonte: Os autores (2012).

3 Leishmania spp.

Os fatores moleculares que contri-
buem para a viruléncia e patogenicidade
de Leishmania spp. incluem os lipofos-
foglicanos (LPG) e a glicoproteina de
superficie principal (GP63), implicados
na adesdo e fagocitose de promastigotas
pelas células hospedeiras, além de inibir
processos proteoliticos dos macréfagos.
Durante a fase inicial da infeccao, o LPG
promove a sobrevivéncia intracelular de
promastigotas, inibindo, no interior do
macréfago, a fusao do fagossomo com os
lisossomos (DESJARDINS; DESCOTEAUX,
1997). Porém, se o fagolisossomo é
formado, a GP63 assume uma funcao
protetora, inibindo as enzimas fagolisos-
somais (SORENSEN; HEY; KHARAZMI,
1994). Uma vez transformados em amas-
tigotas, no interior dos macroéfagos, os
parasitos adaptam-se ao meio acido do

fagolisossomo, visto que os amastigo-
tas sado metabolicamente mais ativos em
ambiente acido do que neutro (figura 2)
(NADERER; MCCONVILLE, 2008).

O LPG protege promastigotas
de elevacoes transitérias nos niveis de
espécies reativas de oxigénio (EROs),
geradas durante a fagocitose como
mecanismo de combate ao patégeno
nos fagossomos (figura 2) (SPATH et al.,
2003). Curiosamente, promastigotas de
L. mexicana nao necessitam de LPG para
viruléncia, o qual tem baixos niveis de
expressao em promastigotas metacicli-
cos infectantes (RALTON et al., 2003).
Promastigotas e amastigotas de L. mexi-
cana sao mais resistentes ao estresse
oxidativo e a espécies reativas de nitro-
génio (ERNs) do que estdgios de L. dono-
vani (WANASEN et al., 2007), o que,
provavelmente, explica essas diferengas
entre as espécies.
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A maioria das espécies de Leishmania
prolifera-se em vactolos individuais, forma-
dos préximos aos amastigotas. Entretanto,
amastigotas de espécies do complexo L.
mexicana estabelecem-se em grandes vactio-
los comuns (ANTONIE et al., 1998). E prova-
vel que o limen do fagolisossomo contenha
uma variedade de fontes de carbono e
nutrientes essenciais, mas é pobre em hexo-
ses (GARAMI; ILG, 2001; NADERER et al.,
2006). Além disso, a gliconeogénese nao
é suficiente para suprir toda a necessidade
de hexose dos amastigotas que pode estar
relacionada a via das pentoses fosfato, para a
geracao de NADPH e precursores da sintese
de RNA e DNA (MAUGERI et al., 2003). As
espécies de Leishmania também necessitam
absorver aminodcidos essenciais do fagolisos-
somo para sua sobrevivéncia (McCONVILLE
et al., 2007), o que ocorre através de uma
grande familia de aminoacido permeases
(GERALDO et al., 2005). Além dos amino-
acidos participarem da sintese de proteinas
e poliaminas, eles também constituem uma
importante fonte de carbono. Visto que o
metabolismo dos aminoacidos e a respi-
ragao mitocondrial podem elevar os niveis
de EROs, as enzimas superéxido dismutase
e tripanotiona redutase sao essenciais para
manutencao da viruléncia das Leishmania
spp. (TOVAR et al., 1998; PLEWES; BARR;
GEDAMU, 2003). A expressao aumentada
de peroxirredoxinas promove a sobrevivén-
cia do parasito no interior dos macréfagos
(BARR; GEDAMU, 2003). Além disso, a
Leishmania precisa absorver outros nutrien-
tes essenciais (purinas, heme, vitaminas) e
cdtions (ferro, magnésio), a partir do fago-
lissomo do macréfago (BURCHMORE;
BARRETT, 2001; McCONVILLE et al., 2007).
A absorcao de cations representa um desa-
fio, pois os macréfagos expressam uma gama
de quelantes e transportadores que remo-
vem efetivamente ou sequestram os ctions
livres, restringindo o crescimento intracelular

de patégenos microbianos (NADERER;
McCONVILLE, 2008). Amastigotas expres-
sam um transportador com alta afinidade
por Fe?*, denominado LIT1, que capta ferro
do fagolisossomo, competindo com os trans-
portadores do macréfago hospedeiro (figura
2). LITT é constitutivamente transcrito, mas a
proteina somente é expressa em altos niveis
no estagio de amastigota e em resposta ao
recrutamento de NRAMP1 funcionalmente
ativo para a membrana do fagossomo
(HUYNH; SACKS; ANDREWS, 2006).

A GP63, presente na superficie
de amastigotas e promastigotas, ¢ uma
enzima protease capaz de hidrolisar
diversos substratos e apresenta uma
ampla faixa de pH 6timo. Na superficie
de promastigotas, a GP63 é capaz de se
ligar a fragbes do complemento, além
de agir enzimaticamente, quebrando
essas moléculas e tornando-as inati-
vas, conferindo protegao aos promasti-
gotas contra o sistema imune inato do
hospedeiro (CHAUDHURI; CHANG,
1988). Além disso, é provavel que a GP63
atue como opsonina, ligando-se a fragoes
inativas do complemento, que possuem
um receptor especifico na superficie do
macrofago, facilitando, assim, a fagocitose
de promastigotas (figura 2) (BRITTINGHAM
et al., 1995; SILVA et al., 1989). Uma vez
no interior dos macréfagos, os promastigo-
tas transformam-se em amastigotas intrace-
lulares obrigatérios e a GP63 desempenha
uma importante funcao de sobrevivéncia.
A GP63 é capaz de evitar a degradacao
de peptideos, necessarios para o cresci-
mento dos amastigotas, além de proteger
os amastigotas do ataque de enzimas liti-
cas produzidas no fagolisossomo (figura
2) (YAO; DONELSON; WILSON, 2003).
Aparentemente, a GP63 também pode inte-
ragir com células do sistema imunolégico
hospedeiro, através da clivagem de molé-
culas de CD4 e, consequente, reducao da
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resposta mediada por células T (HEY et al.,
1994). Além disso, a GP63 cliva peptideos
intracelulares, previne a apresentagao de
antigenos e inibe a quimiotaxia de macro-
fagos (GARCIA et al., 1997).

Portanto, existem moléculas e vias
metabdlicas que sao necessdrias para a
viruléncia de Leishmania spp. no hospe-
deiro mamifero, como o LPG, um dos

\‘-‘_‘_‘_'_‘—‘—-—-_
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mais importantes fatores de viruléncia de
superficie de promastigotas e vias metab6-
licas, envolvendo captagao de nutrientes e
metabolismo de carboidratos, importantes
para a sobrevivéncia intracelular do para-
sito, e a GP63, com um papel importante
na adesao de promastigotas em receptores
de macrdéfagos, sem desenvolver atividade
proteolitica.

Figura 2: Mecanismos especificos de patogenicidade de Leishmania spp. (A) Lipofosfoglicano
(LPC) e glicoproteina de superficie principal (GP63) na superficie do promastigota, protecao contra
espécies reativas de oxigénio (EROs) e evasao do sistema complemento; (B) Adesao e fagocitose
de promastigotas pelo macréfago; (C) Formagao do fagossomo; (D) LPG, inibigdo da fusao do

fagossomo com os lisossomos; (E) GP63, inibigdo das enzimas fagolisossomais, caso haja formagao de
fagolisossomo; (F) Amastigotas nos fagolisossomos; (G) GP63, inibicao da degradacao de peptideos; (H)
Transportador LIT1, capta ferro do fagolisossomo. (Elementos graficos utilizados na construcao da figura

obtidos através do site www.servier.fr)

Fonte: Os autores (2012).

4 Toxoplasma gondii

A invasao celular pelo T. gondii é o
primeiro evento que ocorre ap6s a infec-
gdo e é crucial para o estabelecimento
do parasitismo. Micronemas, roptrias
e granulos densos sdo as trés organelas
envolvidas no processo de fixacao, pene-
tragdo e formacao do vactolo parasit6-
foro (VP) (figura 3) (CARRUTHERS, 2002).
No processo invasivo, hd formacao de
um anexo frouxo na superficie da célula
hospedeira, mediada, provavelmente,

por proteinas de superficie do parasito,
nomeadas SAGs (antigenos de superficie
glicosilfosfatidilinositol) e SRSs (sequéncias
SAG-relacionadas). Em seguida, ocorre um
aumento do célcio citos6lico (POLLARD
et al., 2008), estimulando os micromenas
a secretarem CDPKs (proteinas quinases
dependentes de calcio) que podem regular
a motilidade, conferindo um anexo aper-
tado entre o parasito e a célula hospedeira
(KIESCHNICK et al., 2001). Imediatamente,
as roptrias secretam proteinas ROP2, ROP4,
ROP5 e ROP8 (STRAUB et al., 2009). Em
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conjunto, essas protefnas formam a juncao
de movimento, um complexo na membrana
da célula hospedeira que migra ao longo do
parasito, resultando em sua internalizagao e
formacao do VP, oferecendo um ambiente
estavel para a aquisicio de nutrientes e
replicagdo do parasito (STRAUB et al.,
2009; BLANDER; SAEIl), 2009).

O T. gondii obtém nutrientes como
glicose, arginina, ferro, triptofano e nucle-
osideos de purina do citosol da célula
hospedeira (BLANDER; SAEIlJ, 2009). O
recrutamento de organelas citoplasmati-
cas do hospedeiro, para perto do vactolo
parasitéforo (VP), ocorre para facilitar a
obtencao dos nutrientes (MARTIN et al.,
2007). Proteinas ROP2, presentes na face
externa da membrana do vactolo parasi-
toforo, participam diretamente do recruta-
mento de mitocondrias. As proteinas GRA3
e GRAS5, secretadas pelos granulos densos,
parecem estar envolvidas no recrutamento
do reticulo endoplasmatico; essas organe-
las proporcionam uma importante fonte de
fosfolipidios (ACHLEITNER et al., 1999).
Além disso, ha uma reorganizacao dos fila-
mentos intermedidrios e dos microttbulos
em torno do VP, conferindo suporte e posi-
cionandodo VP préximo ao nicleo da célula
hospedeira (LALIBERTE J.; CARRUTHERS,
2008). Os lisossomos também migram
para as proximidades do VP, participando
da endocitose do colesterol (COPPENS et
al., 2006). Microttbulos induzem invagina-
¢oes profundas da membrana do vactolo
parasitéforo para o limen do VP, Proteinas
GRA7, secretadas pelos granulos densos,
provavelmente, provocam estreitamento e
sequestro das vesiculas lisossomais, para o
interior do lmen do VP, internalizando o
colesterol que serd utilizado na invasao e
replicacao intracelular (figura 3) (LALIBERTE
J.. CARRUTHERS, 2008).

O bloqueio da apoptose é utilizado
pelo T. gondii, para conservar a integridade
da célula hospedeira, a fim de prolongar o

tempo de obtengao de nutrientes e evitar
a liberagdo para o meio extracelular. O
T. gondii pode inativar as caspases pro-
apoptéticas, uma familia de cisteina prote-
ases. Além disso, o parasito pode induzir
a expressao de proteinas anti-apoptéticas
Bcl2, tanto pela via mitocondrial, quanto
pelos fatores de transcricdo da via NF kB
(figura 3) (LALIBERTE J.; CARRUTHERS,
2008).

Respostas imunes anti-toxoplasma
sao geradas com a liberacao da citocina pro-
inflamatéria IL-12 pelas células dendriticas e
macréfagos e sua expressao € acionada pela
estimulagdo de receptores Toll-like (LANG;
GROSS; LUDER, 2007). IFNy secretado
pelos linfécios T e células NK, responde a
sinalizacao de IL-12, ativando Janus quinases
(JAK1 e JAK2), responsaveis pela fosforilacao
de STAT1, um fator que é importado para
o nicleo da célula hospedeira, regulando
a expressao de genes efetores importantes,
para a resisténcia contra o T. gondii. A subver-
sdo dessa sinalizacao é o mecanismo de evasao
encontrado pelo parasito, para escapar dos
efeitos nocivos das repostas imunes do hospe-
deiro (figura 3) (LANG; GROSS; LUDER, 2007;
SACKS; SHER, 2002).

A indugdo da migracao celular é
outra caracteristica do T. gondii. Durante a
infeccao aguda, os taquizoitos viajam atra-
vés do hospedeiro e atravessam as barreiras
biologicas (BARRAGAN; HITZIGER, 2008).
Células imunes trafegam entre tecidos,
drenam para o sistema linfdtico e voltam a
circulagdo, assim, essas células podem se
tornar um destino adequado para o T. gondiii
mediar sua dispersao no organismo (FRIEDL;
WEIGELIN, 2008). As possiveis rotas migrato-
rias podem ocorrer por passagem paracelular
ou transcelular do parasito ou pelo meca-
nismo de “cavalo de Tr6ia”, onde os leucéci-
tos infectados transportam o parasito através
da barreira celular (LAMBERT; BARRAGAN,
2010). Além disso, as células dendriticas
infectadas pelo T. gondii apresentam um
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fendtipo de hipermotilidade, por inducao
pos-transcricional (LAMBERT et al., 2009).

Diferencgas no genétipo do T. gondii
originam trés linhagens clonais distintas,
chamadas de tipo |, Il e lll, com variacoes
na viruléncia das cepas (AJZENBERG et al.,
2004). Cepas do tipo | sao mais virulentas
(LD, ,, de um parasito), disseminam-se rapi-
damente, possuem alta capacidade migra-
toria e estdo associadas a fase aguda da
doenca. Cepas dos tipos Il e Ill, sao menos
virulentas (LD,  de ~10% e ~10° parasitos,
respectivamente), tendem a estabelecer
infecgoes cronicas e apresentam maior taxa
de crescimento in vivo (BLANDER; SAEIJ,
2009). Essas trés linhagens diferem profun-
damente na modulacao das vias de sinali-
zacao celular do hospedeiro. Combinacoes
particulares de alelos de duas proteinas, a

@ oL

Mecanismos especificos de patogenicidade de protozodrios..

ROP18 e a ROP16 interferem na virulén-
cia das cepas, modulando a replicacao do
parasito e a resposta imune do hospedeiro
(LALIBERTE; CARRUTHERS, 2008).

A diferenciagao de taquizoitos em
bradizoitos é essencial para a patogénese
e transmissao do T. gondii (SULLIVAN et
al., 2009; BLANDER; SAEl, 2009). O
desenvolvimento dos bradizoitos é um
processo complexo que consiste em alte-
racoes transcricionais com modificacoes
da cromatina que controlam a expressao
de genes relevantes para induzir as condi-
coes de bradizoito. Além disso, alteracoes
na expressao de proteinas de superficie
ocorrem com o objetivo de retardar seu
crescimento e escapar da deteccao do
sistema imune do hospedeiro (SULLIVAN;
SMITH; JOYCE, 2009).

A ‘ =

7 Toxoplasmagondii
A Reticulo endoplasmatica
I Mitocéndria

/1 Filamentos intermediarios
< Microtibulos

® Colesterol— LDL
[&E] Proteinas apoptéticas Bel2
ﬂ Via NFKB

@ Proteinas janus quinase
¥ Fator STAT1

Figura 3: Mecanismos especificos de patogenicidade do Toxoplasma gondii. (A) Invasao, fixagao e
penetracao dos taquizoitos; (B) Formacao do vactolo parasitéforo; (C) Recrutamento de organelas, reticulo
endoplasmatico e mitocdndrias; (D) Reorganizagao dos filamentos intermediarios e dos microttbulos; (E)
Endocitose do colesterol; (F) Inducao da expressao de proteinas anti-apoptéticas Bcl2, via mitocondrial ou via
NF «B; (G) Blogueio da ativagdo da cascata das proteinas janus quinases (JAK). (Elementos graficos utilizados
na construcao da figura obtidos através do site www.servier.fr)

Fonte: Os autores (2012).

5 Plasmodium spp.

A viruléncia do Plasmodium  spp.

¢é atribuida a sua habilidade em elaborar

mecanismos moleculares para invadir os

eritrécitos, bem como em modificar a super-

ficie desses, para adesdo nas células epiteliais

e evadir o sistema imune do hospedeiro.
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Na invasao dos eritrécitos, os mero-
zoitos ligam-se reversivelmente a super-
ficie do eritrocito, seguindo-se de uma
reorientagao apical com a formagao de um
vactolo parasitéforo, durante a entrada
do merozoito, através do movimento da
juncao (figura 4) (GAUR; MAYER; MILLER,
2004). As espécies de Plasmodium
possuem trés organelas secretoras espe-
cializadas no dpice de suas formas inva-
soras: roptrias, micronemas e granulos
densos. Coletivamente, essas organelas
liberam moléculas que permitem ao para-
sito aderir a célula hospedeira, invadir e
estabelecer o vactiolo parasitéforo que se
tornara o local da replicagdo intracelular
(GARCIA et al., 2008). As roptrias contém
um considerdvel ndmero de proteinas,
como exemplo, as do complexo HMW
(ROPH1, ROPH2 e ROPH3) e as de baixo
peso molecular (ROP1, ROP2 e ROP3)
(KATS et al., 2006). Outras moléculas,
como as proteases, estdo envolvidas no
processo de invasao dos eritrécitos e, em
varias rotas biolégicas, como a digestao da
hemoglobina e saida da célula hospedeira
(WITHERS-MARTINEZ et al., 2004).

Quanto as proteinas de superficie
dos merozoitos (MSP, do inglés Merozoite
Surface Protein), uma série delas foi iden-
tificada, mas seu papel na invasao ainda
continua em estudo. Sabe-se que as MSP
1, 2, 4,5, 8 e 10 ligam-se a membrana
do hospedeiro através de um glicosil-
fosfatidilinositol (GPl) (GEROLD et al.,
1996; MARSHALL et al., 1997, BLACK et
al., 2001, 2003). A MSP-1 foi o primeiro
membro descrito da familia MSP, ao qual
foi sugerido um papel essencial na inva-
sdo e sobrevivéncia do parasito. Como a
MSP-1 é uniformemente distribuida na
superficie de merozoitos, ela pode mediar
a interacao inicial, com o eritrécito, de
forma &cido sidlico-dependente, durante
o processo de invasao (PERKINS; ROCCO,
1988).

A proteina ligante de eritrécitos
(EBL, do inglés Erythrocyte Binding Like),
também estd expressa na superficie da
membrana dos merozoitos. Swardson-
Olver et al. (2002) descrevem que PyEBL
pode ter como receptor o antigeno de
Duffy/Receptor de Quimiocinas (DARC,
do inglés Duffy Antigen/Receptor for
Chemokines) expresso na superficie de
eritrécitos de ratos. Esse fato baseia-se
na observacdo de que em ratos DARC-
negativos, a invasao de eritrécitos maduros
foi drasticamente reduzida. Outros estu-
dos com P knowlesi/P vivax identificaram
DARC como um receptor para a invasao
de eritrécitos, além do seu papel funcio-
nal na formagao de juncao. Em humanos,
a evidéncia desse fato vem de estudos que
mostram que individuos do grupo sangui-
neo Duffy-negativo foram resistentes a
infeccao por P vivax. O fenétipo Duffy-
negativo é raro entre as populagoes bran-
cas e asidticas e tem uma alta prevaléncia
nas populagoes negras, especialmente da
Africa Ocidental, as quais apresentam uma
baixa incidéncia de infeccdo por P vivax
(MILLER et al., 1978; SPENCER et al.,
1978).

Ainda, considerando a invasao do
parasito no eritrocito, o antigeno 1 da
membrana apical (AMA-1) pode ser dire-
tamente responsavel pela reorientagao
apical (MITCHELL et al., 2004). O papel
do AMA-T na invasao dos eritrécitos é
evidenciado por diversas pesquisas, como
o estudo que demonstra que anticorpos
contra AMA-1 de P knowlesi e P falcipa-
rum inibem a invasao de eritrécitos in vitro
(DEANS et al., 1982; TRIGLIA et al., 2000).

Atuando no processo de evasao e
com um papel fundamental na patoge-
nicidade do P falciparum, foi descrito o
antigeno PfEMP1 (do inglés P falciparum
Erythocyte Membrane Protein-1), um dos
principais ligantes antigénicos, apontados
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como responsaveis pela propriedade
citoadesiva dos eritrocitos infectados.
PfEMP1 sdao proteinas expressas na fase
eritrocitica, em associacdo com “knobs”
(protrusdes), na superficie dos eritréci-
tos infectados que apresentam elemen-
tos estruturais caracteristicos. Os PfEMP1
desempenham papel importante na
citoadesividade entre os eritrécitos infec-
tados e nao infectados, formando estru-
turas chamadas de rosetas, e também
estao envolvidos na ligacdo com vdrios
receptores  endoteliais  (PASTERNAK;
DZIKOWSKI, 2009) (figura 4).

A expressaio de PfEMPT torna
o parasito visivel ao sistema imune do
hospedeiro, mediando uma resposta

Mecanismos especificos de patogenicidade de protozodrios..

imune  anticorpo-dependente.  Essa
resposta, muitas vezes, retira a maio-
ria das células infectadas da circulacao.
No entanto, pequenas sub-populagoes
dos parasitos expressam mudangas no
PfEMP1, evitando a resposta e mantendo
a infeccdo. Esse processo, conhecido
como variagdo antigénica, é responsdvel
pela natureza persistente da doenga, bem
como as ondas de parasitemia, tipicas de
infeccoes por P falciparum. A extrema
variabilidade antigénica e a grande ampli-
tude em fendtipos adesivos dentro do
repertério de PfEMP1 faz desse antigeno
o principal fator de viruléncia da malaria
(figura 4) (KIRCHGATTER, 2001; SMITH
et al., 1995).

&% Plasmodium spp. merozoito
® @ Erivocitos

@< Antigeno PIEMP1

. Hemozoina

M)  Célulaimune

Figura 4: Mecanismos especificos de patogenicidade de Plasmodium spp. (A) Adesao e invasao
do merozoito no eritrécito; (B) Formacao do vactolo parasitéforo (VP); (C) Antigeno PIEMP1, adesao
do eritrocito nas células endoteliais; D) Variagdo antigénica dos PfEMP1 expressas nos knobs, como
mecanismo de evasdao imune; (E) Liberagdo da hemozoina e fagocitose pelas células imunes. (Elementos
graficos utilizados na construgao da figura obtidos através do site www.servier.fr)

Fonte: Os autores (2012).

As espécies de Plasmodium produ-
zem um pigmento malarico, denominado
hemozoina, gerado durante a degrada-
cao da hemoglobina, para detoxificagao

do heme livre (aquaferriprotoporfirina
IX) que é toxico tanto para o parasito
quanto para o hospedeiro (figura 4). No

entanto, o interesse sobre essa molécula
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estd aumentando, visto que a hemozoina
é importante para o diagnéstico, desen-
volvimento de farmacos antimalaricos e
modulagdo do sistema imune. A quan-
tidade de hemozoina encontrada nos
mondcitos e granulécitos tem demons-
trado uma correlacao com a severidade da
doenca (HANSCHEID; EGAN; GROBUSCH,
2007). O diagnéstico da maldria, durante
a gravidez, é bastante dificil, provavel-
mente devido ao sequestro do parasito
na placenta. A quantidade de hemozo-
ina placentaria tem sido relatada como
um marcador de parasitemia cuja deter-
minacao é realizada, ap6s o nascimento
da crianga, utilizando parte da placenta
(MALHORTA et al., 2005). Ainda, estudos
preliminares indicam o papel imunomo-
dulador da hemozoina associado a ativa-
cao e inibigdo da apoptose de neutréfilos
e alteragao na expressao de citocinas pro-
e anti-inflamatérias (RILEY et al., 2006;
URBAN; TODRYK, 2006).

6 Consideracoes Finais

Os  protozoarios intracelulares
Trypanosoma cruzi, Leishmania spp.,
Toxoplasma gondii e Plasmodium spp.,
possuem estratégias elaboradas para
manipular os processos de sinalizagao
celular, bem como o sistema imune de
seus hospedeiros, promovendo condigoes
adequadas para sua sobrevivéncia e
replicacdo. Logo apds a infeccdo, esses
patégenos iniciam a invasao celular e a
modulacdo de vaérios eventos celulares,
como a migracdo de organelas e a
transcricao de genes, a fim de induzir a
célula hospedeira a realizar suas fungoes
em favor da aquisicao de nutrientes para
0 microrganismo invasor. A evasao do
sistema imune também é uma estratégia
eficaz de sobrevivéncia dos parasitos.
Mecanismos como o bloqueio da cascata

do complemento e variacao antigénica
sao exemplos de como esses parasitos
podem desviar a agdo nociva do sistema
imunolégico ao ponto de, em algumas
situagOes, até mesmo parasitar células
imunes. Osmecanismosde patogenicidade,
discutidos nesta revisao, revelam a
amplitude e a complexidade da relagao
parasito-hospedeiro no estabelecimento
da patologia. Essas informagdes podem
contribuir para a descoberta de alvos
terapéuticos e para o planejamento de
novos farmacos e métodos diagnosticos.
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