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RESUMO

Amamura, Thais Akemi. Atividade proteolitica de proteases secretadas por
leptospiras patogénicas na fagocitose por macréfagos humanos e murinos. 2021. 123
f. Tese (Doutorado em Imunologia) — Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de
Séao Paulo, S&o Paulo, 2021.

A leptospirose € uma zoonose causada por bactérias espiroquetas que pertencem ao
género Leptospira. Muito frequente em areas tropicais e subtropicais, a doenca representa
um grave problema de saude publica. Leptospiras patogénicas possuem a habilidade de
escapar do Sistema Complemento, sendo capazes de sobreviver in vitro quando em
contato com soro humano normal (SHN). Em um estudo anterior realizado por nosso
grupo, observou-se que o sobrenadante de cultura de vérias espécies de leptospiras
patogénicas (SLP) contem proteases que clivam varias proteinas do Complemento como
a molécula central C3, assim como seus fragmentos, C3b e iC3b. Nossa hipotese de
trabalho é que tais proteases, incluindo termolisina e papalisina, poderiam diminuir a
internalizacdo e morte de leptospiras por fagdcitos. Empregando citometria de fluxo, nos
observamos menor presenga de LFA-1, CR3 e CR4 em macrofagos peritoneais murinos
tratados por 24 h com SLP. Por microscopia confocal, observou-se menor presenca de
TLR2, CD11b e CD206 quando essas células foram tratadas com SLP por 24 h.
Macréfagos da linhagem humana THP-1, apds tratamento com SLP e termolisina,
apresentam menor presenca de TLR2, TLR4, CD206 e CR1lem sua superficie. Além
disso, opsoninas como C3b/iC3b depositadas na superficie de leptospiras patogénicas
também podem ser completamente degradadas na presenca de SLP ou termolisina
recombinante. E por fim, a fagocitose de leptospiras patogénicas por THP-1 diminuiu
significativamente, quando essas células foram tratadas com SLP, termolisina e
papalisina recombinantes e comparadas com células tratadas apenas com PBS. Desta
forma, os resultados obtidos neste estudo sugerem que proteases secretadas por
leptospiras patogénicas poderiam ser capazes de interferir no seu reconhecimento e na
sua internalizacdo pelos macr6fagos murinos ou humanos, por meio da degradacéo de
opsoninas presentes no soro humano normal ou depositadas na membrana da bactéria
bem como na clivagem ou inibicdo de moléculas de superficie de macréfagos
favorecendo assim a disseminacéo de leptospiras no organismo.

Palavra-chave: Leptospira, Sistema Complemento, Evasdo imune, Protease
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ABSTRACT

Amamura, T.A. Proteolytic Activity of Secreted Proteases from Pathogenic
Leptospira on Phagocytosis by Murine and Human Macrophages. 2021. 123p. Thesis
(Ph.D. thesis in Immunology) - Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao
Paulo, S&o Paulo, 2021.

Leptospirosis is a zoonosis caused by spirochete bacteria that belong to the genus
Leptospira. This disease represents a serious public health problem, especially in
developing countries with tropical and sub-tropical temperatures. Pathogenic leptospires
escape from the Complement System, being able to survive in vitro when in contact with
normal human serum (NHS). In a previous study carried out by our group, it was observed
that culture supernatants from several pathogenic species of leptospires (SPL) contain
proteases that cleave many Complement proteins, such as, the central molecule C3, as
well as its fragments C3b and iC3b. Our hypothesis is that such proteases, including
thermolysin and pappalysin, could decrease the uptake and death of leptospires by
phagocytes. Using flow cytometry, we observed lower presence of LFA-1, CR3 and CR4
in murine peritoneal macrophages treated with SPL for 24 h. By confocal microscopy,
we observed less presence of TLR2, CD11b and CD206 when these cells were treated
with SPL for 24 h. Human macrophages (THP-1) showed lower presence of TLR2, TLR4,
CD206 and CR1 on their surface, after treatment with SPL and thermolysin. Furthermore,
opsonins such as C3b/iC3b deposited on the surface of pathogenic leptospires can also be
completely degraded in the presence of SPL or recombinant thermolysin. Finally, the
phagocytosis of pathogenic leptospires by THP-1 significantly decreased when these cells
were treated with recombinant SPL, thermolysin or pappalysin compared with cells
treated only with PBS. Thus, this study suggests that proteases secreted by pathogenic
leptospires could interfere with their own recognition and internalization by murine or
human macrophages, by degrading opsonins present in NHS or deposited in the bacterial
membrane as well as in the cleavage or inhibition of macrophage surface molecules, thus
favoring the spread of leptospires in the organism.

Keywords: Leptospira, Complement System, Immune Evasion, Protease
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1.Introducéo
1.1 Leptospirose

A leptospirose é uma das principais zoonoses de origem bacteriana disseminadas
mundialmente e o nimero de novos casos desta doenca € estimado em aproximadamente
um milhdo a cada ano e 60.000 mortes, sendo reconhecida como um grave problema de
salde publica (Costa et al., 2015; Vincent et al., 2019). Fatores associados a alta
prevaléncia da doenga incluem locais de clima tropical e ameno devido a maior sobrevida
dessas bactérias em regifes quentes e umidas. A expansdo populacional em centros
urbanos favorece a disseminacdo da doenca e, dentre os grupos mais afetados, estdo
muitas vezes aqueles expostos as condi¢Ges de saneamento basico inadequado. Estas
situacBes agravam-se onde ha enchentes frequentes, propiciando a disseminacdo das
leptospiras no ambiente. Profissionais que desempenham funcBes ocupacionais
associadas a trabalhos como coletores de lixo, agricultores, militares do exército e
veterinarios, que estdo expostos ao contato direto com animais infectados, sdo potenciais
alvos para contrairem a leptospirose (Levett, 2001, Bharti et al., 2003, Costa et al., 2015).
Além disso, nas Ultimas décadas surtos de leptospirose em atividades recreativas
aquaticas também estdo sendo consideradas fator de risco (Haake et al., 2002).

A transmissdo da doenca ocorre principalmente ap6s contato direto com a urina
de animais infectados ou indiretamente por &gua e solo contaminados com leptospiras
(Figura 1). Animais selvagens, de interesse econémico e domésticos podem ser
considerados reservatorios, sendo 0s roedores 0s principais transmissores, especialmente
em centros urbanos (Ko et al, 2009, Adler, de la Pefia Moctezuma, 2009).

Seres humanos sdo considerados hospedeiros acidentais, infectando-se ap6s
penetracdo de leptospiras em cortes e lesdes na pele ou através de mucosas. Uma vez no
hospedeiro, as leptospiras disseminam-se pela circulacdo sanguinea alojando-se
principalmente em orgdos como figado, rins e pulmdes, estabelecendo assim uma

infeccéo sistémica (Levett, 2001, Adler, de la Pefia Moctezuma, 2009).
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Figura 1 - O ciclo de transmissdo da leptospirose. Os principais reservatérios das leptospiras
patogénicas sdo os roedores, 0s mamiferos domeésticos e selvagens. As bactérias sdo eliminadas na
urina destes animais e contaminam a agua e o solo. Os humanos séo hospedeiros acidentais e podem
ser infectados pelo contato direto com animais ou com a agua e solo contaminados. As principais
manifestagdes clinicas da forma grave da doenca incluem ictericia, hepatite, nefrite e hemorragia
pulmonar (Fraga et al., 2014).

A leptospirose pode ser caracterizada como uma doenga bifasica com
manifestaces clinicas muito variaveis. A gravidade da doenca varia de acordo com o
sorovar infectante, tamanho do indculo, a idade e o estado de salde do paciente
(Evangelista, Coburn, 2010). Na fase aguda da doenca, as leptospiras patogénicas sao
encontradas na corrente sanguinea e persistem no organismo do hospedeiro infectado por
cerca de 3 a 10 dias. A segunda fase inicia-se com a producdo de anticorpos especificos
e eliminacdo de leptospiras na urina com duracdo de 10 a 30 dias (Levett, 2001).

O quadro clinico é semelhante ao da gripe com sintomas como febre, cefaleia,
mialgia, nauseas e vomitos. Contudo, a doenca pode evoluir para formas sistémicas
graves como a Sindrome de Weil, caracterizada por ictericia, insuficiéncia renal,
comprometimento hepatico e pulmonar. A sindrome hemorragica pulmonar vem sendo
reconhecida como uma manifestacdo distinta que pode ocorrer na fase tardia da
leptospirose. Os pacientes expressam sintomas como tosse, dispneia e hemoptise, 0s quais
sdo associados a anormalidades radiograficas que sugerem a presenca de infiltrado
intersticial e até densa hemorragia pulmonar, responsavel por mortalidade superior a 50%
dos casos relatados (Levett, 2001; Bharti et al., 2003; Spichler et al., 2008).
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A realizacdo de exames laboratoriais para a leptospirose é de grande importancia,
uma vez que, o diagnostico da leptospirose pode ser confundido com outras doencas que
apresentam sintomas semelhantes. O teste de aglutinacdo microscopica (MAT) é
considerado padrdo-ouro de diagndstico e de alta complexidade (Palaniappan et al.,
2007). Entretanto, este metodo apresenta algumas limitacdes, pois € demorado e exige
um conhecimento laboratorial especializado. O MAT é realizado a partir de duas amostras
de soro de pacientes, coletadas com duas semanas de intervalos entre elas (Kitashoji et
al., 2015). O teste é sensivel e especifico para a deteccdo de anticorpos anti-leptospiras
em humanos. Neste teste, soros de pacientes reagem com suspensdes de leptospiras vivas
ou inativadas representantes de sorovares de uma determinada localidade. Apos a
incubacdo, a suspensdo € analisada por microscopia Optica de campo escuro para
determinacéo do titulo de aglutinacdo de leptospiras (Levett, 2001; Picardeau, 2013).

O tratamento da leptospirose depende da persisténcia dos sintomas e seriedade
da doenga. Para casos leves e moderados a doxiciclina é o antibiético mais recomendado.
Ja a penicilina, ampicilina ou cefalosporina séo indicadas para os quadros mais graves da
doenca (Bharti et al., 2003; Ricaldi et al., 2013).

A utilizacdo de animais modelos é imprescindivel para uma melhor compreensao
da biologia e dos processos de transmissdo, colonizacao e patogénese da Leptospira no
hospedeiro. Hamsters Golden Syrian sdo preferencialmente os animais mais empregados
devido a sua suscetibilidade a infecdo, exibindo caracteristicas clinicas de leptospirose
aguda semelhantes aquelas que ocorrem em humanos (Haake, 2006). Cobaias também
sdo consideradas animais suscetiveis a leptospirose, uma vez que podem desenvolver

hemorragia pulmonar e no peritdnio levando a morte deste animal (Nally et al., 2004).

1.2 As leptospiras

O género Leptospira pertence a familia Leptospiraceae e a ordem Spirochaetales
(Faine et al., 1999). As leptospiras sdo bactérias finas e espiraladas com extremidades em
forma de gancho e elevada motilidade em virtude da presenca de dois flagelos
periplasmaticos, responsaveis por movimentos de rotacdo e translacdo (Figura 2).
Estruturalmente, estas bactérias apresentam dupla membrana e parede celular de
peptideoglicanos intimamente associada a membrana interna (Levett, 2001; Adler, de la
Pefia Moctezuma, 2010).
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A estrutura do lipopolissacarideo (LPS) das leptospiras é semelhante aquela
encontrada em outras bactérias Gram-negativas. Em espécies patogénicas como L.
interrogans, o LPS estende-se 9,2 nm a partir do folheto externo, enquanto que na
saprofita L. biflexa ele se encontra presente em uma camada mais fina de 6,0 nm.
Fosfolipideos, proteinas da membrana externa e LPS sdo os principais componentes da
membrana externa que permitem a troca de solutos entre o espaco periplasmético e o meio
ambiente (Evangelista, Coburn, 2010; Raddi, 2012).

As leptospiras patogénicas e saprofitas sdo semelhantes em relacdo a morfologia,
mas diferem em vérios aspectos biologicos. A bactéria patogénica L. interrogans
sobrevive em diferentes ambientes como na agua e em hospedeiros mamiferos. Esta
espiroqueta é capaz de manter a motilidade em condic¢des de osmolaridade fisiologica
(cerca de 150 mM de NaCl), enquanto a saprofita L. biflexa perde sua motilidade nestas
condicdes. O fato de leptospiras patogénicas suportarem alteracbes osmoticas
preservando a sua motilidade sugere que esta espécie possui uma vantagem durante a
migracdo no hospedeiro em comparacdo com as espécies saprofitas, ressaltando a
importancia da relacdo entre motilidade e viruléncia destas bactérias, que podem ser
associadas ao LPS e adesinas (Takabe et al., 2013). Leptospiras patogénicas expressam
em sua superficie proteinas como LigA (leptospiral immunoglobulin-like), LigB, LigC,
Len (leptospiral endostatin-like) e Lsa 24 (leptospiral surface adhesin) com potencial
funcdo em sua adesdo na matriz extracelular, possibilitando a sua penetracdo e
disseminacdo no tecido do hospedeiro (Matsunaga et al., 2003; Barbosa et al., 2006;

Gongcalves-de-Albuquerque et al., 2012).

As leptospiras sdo bactérias aerdbicas obrigatorias com temperatura 6tima para
crescimento entre 28 °C e 30 °C. Em contraste com as espécies patogénicas, as leptospiras
saproéfitas também sdo capazes de se multiplicar em temperaturas mais baixas (11-13°C).
A faixa de pH ideal para o crescimento das leptospiras é 7,2 a 7,6. O tempo de crescimento
de leptospiras patogénicas é estimado entre 14 e 18 h. Ja as leptospiras saproéfitas se
multiplicam mais rapidamente, com tempo de crescimento aproximado de 4 a 5 h (Faine
et al., 1999). O meio mais utilizado para o cultivo de leptospiras é o Ellinghausen—
McCullough Johnson—Harris (EMJH), que € composto por acido oleico, albumina de

soro bovino e polissorbato (Tween) (Adler, de la Pefia Moctezuma, 2010).
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Figura 2 - Microscopia eletrdnica de varredura da Leptospira interrogans sorovar
Icterohaemorrhagiae. As leptospiras possuem aproximadamente 0,1 um de largura ¢ 6 um a 20
um de comprimento. Os flagelos localizados em extremidades opostas da bactéria contribuem para
gue estas possuam o formato espiralado, conferindo movimentos de rotacéo e translagdo (Levett,
2001).

A estrutura filogenética determinada a partir da sequéncia do gene rRNA 16S esta
em concordancia com a taxonomia classica aceita para espiroquetas, na qual a ordem
Spirochaetales esta dividida em duas familias: Spirochaetaceae e Leptospiraceae. O
sequenciamento do rRNA 16S é considerado o método mais preciso para determinar as
relacbes filogenéticas, que identificaram os grupos de leptospiras anteriormente
denominadas de patogénicas, intermediarias e saprofitas, de acordo com a sua
patogenicidade. Além do rRNA 16S, outros genes foram utilizados para diferenciar as
espécies que fazem parte do género Leptospira tais como rpoB, gyrB e ligB (Cerqueira,
Picardeau, 2009; Levett, 2015).

Atualmente sdo descritas 64 espécies de leptospiras, incluindo espécies de um
novo subclado que apresenta parentesco com a espécie saprofita. O estudo realizado por
Picardeau e colaboradores identificou dois clados principais, patogénicas (P) e saprofitas
(S), sendo estes subdivididos em dois subclados cada: subclado P1, descrito
anteriormente como patogénica, P2 descrito anteriormente como intermediaria, S1

descrito anteriormente como saprofita e S2 o novo subclado (Vicent et al., 2019).

O teste de aglutinacdo cruzada permitiu a definicdo de sorovares os quais Sao
distinguidos pela heterogeneidade estrutural das moléculas de LPS da bactéria fornecendo
um importante instrumento para sua classificacdo. Os sorogrupos séo identificados pelo
MAT e tém como propdsito agrupar sorovares com antigenos em comum. Contudo, 0s
sorogrupos nao possuem classificacdo taxondmica oficial (Levett, 2001; Cerqueira e
Picardeau, 2009).

22



Um fator importante para o estabelecimento da infeccdo por Leptospira é a
capacidade de aderir a células do hospedeiro. Muitos trabalhos realizados in vitro tém
sugerido que a infecgdo de culturas de células teciduais com L. interrogans parece ser
principalmente extracelular e a sua adesdo em superficies celulares foi descrita como uma
propriedade importante de leptospiras patogénicas (Tsuchimoto et al., 1984, Vinh et al.,
1984). Leptospiras associadas as células epiteliais do tdbulo proximal nos rins foram
observadas durante leptospirose cronica em hamsters e ovelhas (Marshall,1974; Ballard
etal., 1986).

A capacidade de L. interrogans de causar uma rapida disseminacao sistémica apds
a penetracdo na pele, sugere que leptospiras patogénicas séo altamente invasivas. Em
1986, Ballard e colaboradores mostraram que estirpes virulentas de Leptospira aderiram
as células epiteliais dentro de 3 h. Entretanto, estirpes ndo virulentas ndo foram capazes
de aderirem as células no periodo de 24 h (Ballard et al., 1986). Além disso, Merien e
colaboradores observaram que somente leptospiras patogénicas foram internalizadas
pelas linhagens celulares Vero e J774, enquanto espécies ndo patogénicas permaneceram
no espaco extracelular. O grupo inferiu ainda que a invasdo de células epiteliais e a
inducdo de apoptose de macrofagos por estirpes patogénicas de leptospiras podem estar
relacionadas com a patogenicidade da doenca, conferindo um mecanismo de escape da

resposta imune do hospedeiro (Merien et al., 1997).

O sistema imune inato consiste na primeira linha de defesa do organismo e
desempenha um papel essencial no reconhecimento e eliminacdo de leptospiras. A
ativacdo do Sistema Complemento destaca-se como um importante mecanismo efetor nas
primeiras horas de infec¢do, uma vez que leptospiras ndo patogénicas em contato com
soro humano normal sdo rapidamente eliminadas da circulacdo. Entretanto, leptospiras
patogénicas desenvolveram estratégias de evasdo ao Sistema Complemento,
possibilitando a sua sobrevivéncia e disseminacdo no hospedeiro (Meri et al., 2005;
Barbosa et al., 2009).

1.3 O Sistema Complemento e suas funcgdes biologicas

O Sistema Complemento é composto por mais de 50 proteinas plasmaticas ou
associadas a membranas celulares e participa tanto na resposta imune inata quanto na

adaptativa. Esse complexo sistema contribui com importantes mecanismos efetores na
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defesa contra infeccBes, além de promover a remocdo de células apoptéticas e de
complexos imunes circulantes (Figura 3). Este sistema pode ser ativado por trés vias
distintas: Alternativa, Classica e das Lectinas, que envolvem uma série de reacdes em
cascata, culminando com a formacdo do Complexo de Ataque a Membrana (MAC),
responsavel pela lise celular (Revisado em Walport, 2001; Ekdahl et al., 2018).

O Sistema Complemento participa de varios mecanismos efetores gerados durante
a resposta imune inata e adaptativa (revisado em Walport, 2001; Ricklin et al., 2010). A
opsonizacdo é uma das funcdes biologicas mais importantes sendo os fragmentos C3b e
iIC3b capazes de se ligarem covalentemente na superficie de diferentes patdgenos e assim
facilitarem a internalizacdo dos mesmos por células fagocitarias. Esse processo de
fagocitose pode ser facilitado mediante a interacdo dessas opsoninas com certos
receptores de Complemento (CR) CR1, CR3 e CR4 presentes na superficie de células
fagocitarias como neutrofilos e macrofagos (revisado em Bohlson et al., 2014; Takizawa
et al., 1996).

O Sistema Complemento é responsavel pela remogdo de imunocomplexos
mediante a interacdo dos complexos fixados aos fragmentos C3b e C4b que se ligam a
CR1 presente nos eritrocitos e demais ceélulas sanguineas, sendo transportados
posteriormente por essas células para o figado (principalmente) e bago para remocao
desses complexos. Além disso, a eliminacdo de células apoptéticas por macréfagos ocorre
principalmente apos a ligacdo de C1q em auto antigenos. Além de C1q, outras proteinas
como os fragmentos de C3 e de C4 facilitam a internalizacdo de auto-antigenos por
macrofagos (Revisado em Ricklin et al., 2010; Takizawa et al., 1996).

A regulacdo da resposta imune humoral também € uma importante funcéo do
Complemento. O CR2 expresso em linfocitos B e em células foliculares dendriticas
interage com as moléculas C3d e iC3b presentes na superficie dos antigenos,
desencadeando um aumento na sinalizacdo da resposta celular. A interacdo entre
CR2:C3d nas células foliculares dendriticas permite uma retencdo mais prolongada de
antigenos cobertos por C3d, ativa linfécitos B, contribuindo para a geracdo de maior
namero de células efetoras e de memdria. O fragmento C3d € considerado um adjuvante
molecular da resposta imune inata que influencia intensamente a producdo de anticorpos
(Dempsey et al., 1996; Fang et al., 1998; revisado em Carrol & Isenman, 2012).

Os fragmentos C3a e Cb5a s@o gerados localmente nos tecidos e na circulagéo,

onde desempenham diferentes fungdes entre elas: a) recrutamento de células

inflamatorias (fatores quimiotaticos); b) ativacdo de mastocitos e basofilos provocando
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sua desgranulacdo (anafilotoxinas) e liberacdo de mediadores inflamatérios (Dias da
Silva, Lepow,1967; Daffern et al., 1995); d) aumento da vasodilatacdo; e €) ativacao de
complexos inflamassomas e secrec¢do de citocinas (Laudisi et al., 2013; Manthey et al.,
2009). Finalmente, uma das func@es mais conhecidas do Sistema Complemento é a lise
decorrente da formagédo do MAC. Uma vez formado na superficie da membrana da célula
alvo ou de patdgenos, este complexo citolitico promove um desbalango idnico que
resulta em entradas de moléculas de agua, causando aumento do volume interno e
destruicédo celular (Muller Eberhard, 1986).
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Figura 3: Ativacgdo do Sistema Complemento. O Sistema Complemento pode ser ativado por trés vias
distintas (Classica, Alternativa e das Lectinas). A Via Classica é iniciada pela ligacdo do complexo C1
aos anticorpos ligados a antigenos presentes na superficie bacteriana. A Via das Lectinas é ativada por
meio da ligacdo de uma lectina plasmatica (MBL ou ficolinas) a carboidratos na superficie de patégenos.
A Via Alternativa ¢ ativada apds a ligacdo covalente de C3b a superficie de antigenos. As trés vias do
Complemento levam a formagdo de C5-convertases, capazes de clivar C5 em C5a e C5b, iniciando a
Via Terminal do Sistema Complemento (Fonte: modificado de Walport, 2001).
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1.4 A proteina C3

A molécula C3 é considerada central, participa das trés vias de ativacao, sendo a
proteina do Complemento mais abundante no soro (1-2 mg/ml). Além dos hepatdcitos,
monocitos, macrofagos, neutrofilos e células dendriticas também produzem C3. Esta
proteina possui peso molecular de 185 kDa ¢ é composta por duas cadeias a (115 kDa) e
B (75 kDa), ligadas por pontes dissulfeto (Sahu et al., 1998, Erdei et al., 2016).

O complexo enzimatico C3 convertase cliva a cadeia a de C3, liberando a
anafilotoxina C3a (9 kDa) e gerando o fragmento maior C3b (177 kDa), permitindo uma
rapida amplificacdo da Via Alternativa (Figura 4). A clivagem da cadeia o de C3b
mediada pelo Fator I (FI) na presenca de um cofator membrane cofactor protein (MCP),
CR1 ou Fator H (H) gera os fragmentos iC3b (C3b inativado) e C3f (2 kDa). O fragmento
iC3b é clivado também por FI, formando C3c (135 kDa) e C3dg (40 kDa). Outros
fragmentos sdo gerados como C3d (35 kDa) e C3g (5 kDa) pela acdo de outras proteases,
tais como plasmina, tripsina e elastase (Lachmann et al., 1982, Janssen et al., 2005).

Os fragmentos de C3 gerados ap0s ativagao associam-se a varias outras moléculas
participando da ativacao e amplificacdo do Sistema Complemento (Erdei et al., 1991). A
deposicdo de C3b é fortemente controlada em células hospedeiras que expressam
moléculas reguladoras em sua superficie (MCP ou CR1) ou recrutam do plasma como
FH, as quais se ligam ao C3b. Essas proteinas atuam como cofatores permitindo a sua
interacdo com o FI causando a clivagem de C3b em iC3b. Estes fragmentos atuam na
remocao de células apoptéticas por meio da interacdo com CR3 presente em mondcitos,

macrofagos e células dendriticas (Lambris et al., 2008, Merle et al., 2015).
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Figura 4. Representacdo esquemaética da clivagem de C3 e seus fragmentos. A clivagem do C3
pelas C3 convertases resulta na formagéo do fragmento C3b e na liberagdo da anafilotoxina C3a. Em
paralelo a ativacéo do complemento, ocorre o processo de regulacéo, no qual o fragmento C3b é clivado
pelo Fator | (FI) na presenga de co-fatores como Fator H (FH), membrane cofactor protein (MCP),
CR1. Nesta clivagem hé liberacdo de C3f e formacdo de iC3b, que é uma importante opsonina. O
fragmento iC3b pode sofrer ainda uma degradacédo adicional pelo FI, gerando C3c e C3dg, o qual pode
ser posteriormente clivado em C3d e C3g por serino proteases plasmaticas de ampla especificidade tais
como plasmina, tripsina e elastase. Fonte: Modificado de Morley e Walport (2000).
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1.5 Mecanismos de evasao de leptospiras patogénicas ao Sistema Complemento

Considerando que o Sistema Complemento desempenha um papel fundamental na
eliminagdo de patdgenos, alguns agentes infecciosos desenvolveram estratégias de
evasdo, possibilitando o estabelecimento da infec¢do (Lambris et al., 2008; Rooijakkers,
van Strijp, 2007; Zipfel et al., 2007; Fraga et al., 2016).

Estudos anteriores demonstraram que estirpes ndo patogénicas de leptospiras ao
serem incubadas com soro humano normal s&o rapidamente eliminadas, revelando
notadamente a participacdo do Sistema Complemento. Ao contrario, as estirpes
patogénicas sao resistentes ao soro sendo, portanto, capazes de sobreviver a acdo do
Complemento, o que possibilita a sua disseminag&o no organismo e o estabelecimento da
infeccdo (Meri et al., 2005; Barbosa et al., 2009; Fraga et al., 2016).

Um dos mecanismos de escape das leptospiras patogénicas é a aquisicdo de
reguladores negativos do Sistema Complemento tais como o FH e o C4b Binding Protein
(C4BP) promovendo a sua inativacdo na superficie da bactéria. O FH inibe a ativacdo da
Via Alternativa ao se associar a molécula C3b depositada na superficie do patdgeno, e
pode atuar como cofator para a acao proteolitica do Fl, capaz de clivar C3b e inativa-lo
(Castiblanco-Valencia et al., 2012). Estirpes patogénicas também sdo capazes de interagir
com C4BP, que ao se ligar a membrana da bactéria retém atividade de cofator de Fl,
enzima responsavel pela clivagem de C4b, inibindo a Via Classica e Via das Lectinas
(Barbosa et al., 2009).

Leptospiras patogénicas sdo também capazes de adquirir moléculas precursoras
de proteases do hospedeiro, como o plasminogénio. Uma vez ligado a superficie da
leptospira, o plasminogénio pode ser convertido em plasmina na presenca de ativadores
como o urokinase-type plasminogen activator (UPA). A plasmina é uma protease capaz
de clivar moléculas da matriz extracelular como o fibrinogénio e proteinas do Sistema
Complemento como os fragmentos C3b e C5 (Castiblanco-Valencia et al., 2016). A
plasmina também degrada macromoléculas da matriz extracelular tais como fibronectina,
laminina, elastina e proteoglicanos (Vieira et al., 2009; Wolff et al., 2013).

Diversos microrganismos patogénicos tais como bactérias, fungos, parasitas e
virus secretam proteases capazes de clivar diferentes componentes do Complemento,
possuindo, desta forma, uma estratégia de evasdo ao sistema imune do hospedeiro. As
principais classes de proteases envolvidas na clivagem de moléculas do Complemento

sdo as serino, aspartil, cisteino e metalo proteases (Potempa et al., 2012).
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Enzimas proteoliticas da classe das serino proteases sdo produzidas por fungos
(Aspergillus fumigatus), parasitas (Schistosoma mansoni) e bactérias (Escherichia coli,
Staphylococcus aureus e Neisseria meningitidis) (Marikovsky et al., 1990, Orth et
al.,2010, Jusko et al., 2014). A proteina central do Complemento C3 constitui um
substrato comum as serino proteases produzidas por estes microrganismos. Além de C3,
o0 sobrenadante de cultura de Aspergillus fumigatus também possui atividade proteolitica
sobre C4 e C5. Esta atividade foi atribuida a serino protease alkaline serine protease 1
(Alpl), principal protease secretada pelo patdgeno (Behnsen et al., 2010). Pacientes
deficientes de moléculas do Sistema Complemento possuem uma maior susceptibilidade
a infeccBes invasivas por Neisseria. A atividade proteolitica da serine protease neisserial
autotransporter P (NalP) sobre a molécula de C3 também foi estudada. NalP é uma
protease auto-transportadora que sofre auto-clivagem durante seu processo de secrecao.
Além da forma secretada, NalP também pode ser encontrada ha membrana externa da
bactéria (Roussel-Jazédé et al., 2013).

Dentre as aspartil-proteases que degradam proteinas do Complemento, ha
proteases de membrana como a outer membrane protein E (PgtE) de Salmonella enterica
e também secretadas como as secreted aspartic proteinases (Saps) de Candida albicans.
A protease PgtE degrada C3, C3b, C4b e C5 e sua expressao aumenta a resisténcia da
bactéria ao soro humano, contribuindo para a disseminacdo da Salmonella enterica
durante a infec¢do sistémica (Ramu et al., 2007). Riva e colaboradores mostraram que
PgtE também é capaz de degradar FB e FH visando tanto a ativacdo como a inibicao do
Complemento, uma vez que a clivagem de FH pode anular a atividade regulatoria do
Complemento levando a um aumento da formagéo de C3b, ao passo que a clivagem de
FB pode levar a reducdo da quantidade de C3 convertases ativas diminuindo a geracéo de
C3b (Rivaet al., 2015).

Proteases asparticas secretadas pela bactéria Candida albicans denominadas
Secreted Aspartic Proteases (Saps) representam uma familia de dez proteinas com
maltiplas fungdes na patogenicidade do microrganismo, tais como adesdo, invasdo e
danos as células do hospedeiro. As clivagens de C3b, C4b, e C5 pelas Saps 1, 2, e 3
resultam em reducdo na fagocitose da levedura, sendo observada uma diminuigdo da
inflamacdo, a qual pode estar relacionada aos baixos niveis da anafilotoxina Cba
detectados na presenca das proteases (Gropp et al., 2009).

A bactéria Streptococcus pyogenes secreta a cisteinoprotease streptococcal

pyrogenicexotoxin B (SpeB) que apresenta atividade proteolitica sobre as proteinas do
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Complemento C3b e a Properdina, que é um regulador positivo da Via Alternativa. Além
disso, a SpeB possui também a capacidade de degradar moléculas que compdem o MAC
(Honda-Ogawa et al., 2013).

As cisteino-proteases tém sido relatadas na periodontite, uma doenca
caracterizada pela inflamacdo cronica nas estruturas subgengivais dos dentes causada por
um conjunto de bactérias incluindo Porphyromonas gingivalis e Prevotella intermedia,
que secretam as proteases gingipaina e interpaina A, respectivamente. O efeito protetor
da protease interpaina A contra a atividade bactericida do soro foi atribuida a sua
capacidade de degradar a cadeia a de C3, inibindo as trés vias de ativacao do
Complemento. Além disso, gingipaina e interpaina A atuam sinergicamente na
degradacdo da molécula C3b do Complemento, favorecendo a sobrevida das bactérias e
0 estabelecimento da infeccdo (Popadiak et al., 2007, Potempa et al., 2009).

As metaloproteases que degradam proteinas do Complemento foram descritas
em bactérias como Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus
faecalis e Tannerella forsythia (Laarman et al.,2011, Hong et al., 1992, Park et al., 2007,
2008, Jusko et al., 2012). A bactéria Gram-negativa P. aeruginosa secreta toxinas e
fatores de viruléncia tais como a protease alcalina A (AprA) e a elastase que clivam uma
variedade de proteinas e componentes do Complemento. AprA é uma metalo protease
que cliva C3b e impede a sua deposicdo na superficie da bactéria, dificultando
importantes fungdes do Complemento como a fagocitose por neutréfilos humanos, além
de clivar a molécula C2 bloqueando as Vias Classicas e das Lectinas (Laarman et al.,
2012).

Staphylococcus aureus secreta diversas proteases que podem fornecer a bactéria
resisténcia ao Sistema Complemento de forma semelhante aquela observada com o0s
agentes patogénicos periodontais tais como Porphyromonas gingivalis, Prevotella
intermedia e Tannerella forsythia (Popadiak et al., 2007, Potempa et al., 2009, Jusko et
al., 2012). As principais proteases secretadas por S. aureus incluem duas cisteino
proteases, staphopain A (ScpA) e staphopain B (SspB) que degradam elastina, colageno
e fibrinogénio levando a destruicdo do tecido; uma serino protease (V8) que degrada
imunoglobulinas humanas, e uma metalo-protease, a aureolisina (Aur), que cliva a
molécula C3 em C3b, sendo rapidamente degradado pelo FI e FH presentes no soro,
ocasionando assim uma reducgdo na opsonizacao por C3b e atenuacdo da fagocitose da
bactéria por neutrofilos (Jusko et al., 2014).

A metaloprotease gelatinase E (GelE) de E. faecalis tem a capacidade de
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hidrolisar o fibrinogénio e o colageno. GelE, além de exercer atividade proteolitica sobre
a cadeia a de C3 na presenga de FI e FH, também ¢ capaz de degradar os fragmentos C3b,
C3a e iC3b, reduzindo a fagocitose do patdgeno por leucocitos polimorfonucleares
humanos. GelE inativa a molécula C3 que resulta na inibicao das trés vias de ativacdo do
Sistema Complemento, promovendo um aumento da sobrevivéncia de E. faecalis no
hospedeiro (Park et al., 2008).

Em estudo anterior realizado por nosso grupo, observou-se que varias espécies de
leptospiras patogénicas foram capazes de secretar proteases que clivam proteinas do
Sistema Complemento, enquanto o sobrenadante de culturas de leptospiras nao
patogénicas ndo apresentou atividade proteolitica significativa sobre tais moléculas. As
proteases secretadas por leptospiras patogénicas apresentaram a capacidade de degradar
a molécula central C3, assim como seus fragmentos C3b e iC3b com funcéo de opsonina,
e também proteinas da Via Alternativa (Fator B), Classica e das Lectinas (C4b e C2),
constituindo um mecanismo de evaséo ao Sistema Complemento (Fraga et al., 2014).

Os estudos acima foram continuados como tema de meu mestrado a fim de
explorar a acdo dessas proteases sobre as proteinas da Via Terminal do Sistema
Complemento. Nos estudos realizados, verificamos que proteases presentes nos
sobrenadantes de cultura de espécies patogénicas de leptospiras foram capazes de clivar
as proteinas purificadas C6, C7, C8 e C9 do MAC, ao passo que as nao patogénicas ndo
apresentaram atividade proteolitica significante sobre estes substratos. Tais clivagens
ocorreram de forma tempo-dependente e de modo seletivo, uma vez que, mesmo
utilizando quantidades reduzidas de sobrenadantes, ainda foi possivel observar a geracdo
de produtos de clivagem das proteinas do Complemento. Observamos também que as
proteases secretadas pelas leptospiras patogénicas foram capazes de clivar o complexo
soltvel SC5b-9, o qual possui atividade pro-inflamatéria e pode atuar diretamente no
endotélio (Amamura et al., 2017).

A termolisina recombinante LIC13322 foi capaz de clivar o componente C6,
tanto isolado quanto como parte integrante do complexo SC5b-9. Além disso, verificamos
que as proteinas do MAC sdo capazes de interagir com a Termolisina recombinante,
indicando que esta protease pode exercer um efeito inibitério adicional sobre estas
moléculas por um possivel mecanismo de inibicdo por interagdo direta. Por fim, um
ensaio funcional comprovou o efeito inibitorio da Termolisina recombinante, a qual foi
capaz de inibir a formagdo do MAC sobre eritrocitos de carneiro. Deste modo, podemos

concluir que proteases secretadas por leptospiras patogénicas podem ser capazes de inibir
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a acao do Sistema Complemento, através da degradacéo de suas moléculas, representando

um possivel mecanismo de evaséo.

1.6 Macrofagos

O sistema fagocitico mononuclear representa um subgrupo de leucdcitos que
circula na corrente sanguinea como mondcitos e migram para os tecidos diferenciando-
se em macrdfagos. Entre as principais células fagocitarias, encontram-se os macrofagos
e neutrofilos. Estas células desempenham fungfes centrais tanto na imunidade inata
quanto na adquirida (Cohn, Furth., 1968, Strauss-Ayali et al., 2007, Wynn et al., 2013).
A morfologia de mondcitos na circulagdo periférica mostra-se heterogénea em seu
tamanho, granulosidade e morfologia nuclear. Os mondcitos foram em principio
identificados pela alta expressdo de CD14. No entanto, outros marcadores antigénicos
foram observados devido a sua heterogeneidade, sugerindo que os subgrupos destas
células poderiam talvez apresentar atividades fisioldgicas distintas (Passlick et al., 1989,
Gordon, Taylor, 2005).

Macroéfagos reconhecem uma ampla gama de ligantes exdgenos e enddgenos e
desempenham func¢des na homeostasia do organismo, bem como na defesa do hospedeiro.
Em resposta a uma estimulacao inflamatéria, ha recrutamento de mondcitos do sangue
periférico para o local de inflamacdo nos quais estas células exibem distintos fendtipos
comparados aos macrofagos residentes. Estudos baseados na diferenciacdo de receptores
de superficie demonstraram que macrofagos teciduais se tornam altamente heterogéneos
refletindo a especializacdo da funcdo dentro de cada microambiente. Macrofagos sdo
encontrados em diferentes tecidos sendo nomeados de diferentes formas tais como células
de Kupffer no figado, macrofagos alveolares nos pulmdes, microglia no sistema nervoso
e células de Langerhans na epiderme (Taylor et al., 2005, Wynn et al., 2013).

A exposigdo de macrofagos a citocinas tais como IFN-y e IL-4, além de certos
produtos microbianos, pode induzir diferentes estados de ativacédo celular, aumentando
ainda mais a sua heterogeneidade. Esses estimulos sdo capazes de modular a expressdo
de receptores de superficies que atuam no reconhecimento e apresentacdo de antigenos,
diferenciacédo, adesdo, migracéo, atividades antimicrobianas e fagocitose (Gordon, 2003,
Mantovani et al., 2004).

A classificacdo de macrofagos em duas subpopulagdes M1 e M2 tem sido proposta
nos Ultimos anos. Entende-se que macr6fagos M1 medeiem a defesa do hospedeiro contra

agentes patogénicos por meio de sua intensa atividade citotdxica resultante de sua elevada
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capacidade de produzir metabdlitos oxidativos e citocinas pro-inflamatoérias (TNF-a., IL-
1 e IL-6). O perfil M2 ocorre pela inducéo das citocinas IL-4, 1L-13 e IL-10 e esta
envolvido com a resolucéo da inflamagdo, remodelamento e reparo tecidual. As células
M2 secretam grandes quantidades de moléculas anti-inflamatorias como IL-10 e TGF-B,
além de fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), promovendo a angiogénese
(Mills at al., 2000, Mantovani et al., 2004, revisado por Martinez, Gordon, 2014).

A linhagem celular THP-1 proveniente do sangue de pacientes com leucemia
monocitica humana foi definida por Tsuchiya e colaboradores em 1980. Estudos iniciais
indicaram que as células THP-1 assemelham-se a mondcitos e macréfagos primarios na
morfologia, diferenciacdo e funcdo celular (Tsuchiya et al., 1980, Qin, 2012). Quando
estas células sdo tratadas com Phorbol 12-Myristate 13-Acetate (PMA), elas adquirem
um fenotipo mais maduro semelhante aos de macréfagos primarios humanos com menor
taxa de proliferacdo, aumento da expressdo de CD11b e CD14 em sua superficie, maior
taxa de fagocitose e secrecdo de mediadores pré-inflamatdrios. A molécula CD14 é
considerada um marcador comum para mostrar a diferenciacdo de mondcitos em
macrofagos (Aldo et al., 2013, Lund et al., 2016).

As células THP-1 apresentam algumas vantagens técnicas em relacdo aos
macrdéfagos humanos primérios. O fundo genético de THP-1 é homogéneo reduzindo o
grau de variabilidade no fenotipo celular, diferentemente de células primarias
provenientes de diferentes doadores, além de possivel contaminacdo com outros
componentes do sangue (Qin, 2012). Assim, decidimos utilizar as células THP-1 para
analisar o efeito das proteases secretadas por leptospiras patogénicas sobre o0s receptores
de superficie de macrofagos humanos e sua fungéo fagocitica.

1.7 Fagocitose

A fagocitose desempenha um importante papel no controle da infeccdo por
microrganismos. Embora a maioria dos patdgenos necessite de opsonizacdo para que
ocorra uma fagocitose mais rapida e eficiente, determinadas bactérias, fungos e parasitas
podem ser reconhecidos diretamente por macréfagos e neutréfilos, mesmo na auséncia
de Complemento ou imunoglobulinas (lg) especificas (Gantner et al., 2003, Underhill,
Goodridge 2012, Lim et al., 2017). Na presenca de estimulos como microrganismos, essas
células emitem prolongamentos citoplasmaticos conhecidos por pseuddpodes que
envolvem os microrganismos, endocitando-os, formando o fagossomo. Posteriormente,

ocorre a fusdo do fagossomo com o lisossomo gerando o fagolisossomo, nos quais as
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enzimas lisossomais e espécies reativas de oxigénio sdo liberadas podendo causar a
destruicdo dos microrganismos (Stuart et al., 2005, Gordon et al., 2016).

A invasdo de microrganismos no hospedeiro desencadeia uma série de eventos
projetados para controlar e eventualmente eliminar a infeccdo. O reconhecimento de
patogenos pelos fagdcitos depende de varios tipos de receptores, entre eles 0os Receptores
de Reconhecimento de Padrdes (PRRs, Pattern Recognition Receptors) que, por sua vez,
reconhecem os Padrdes Moleculares Associados a Patogenos (PAMP, Pathogen-
Associated Molecular Pattern). Dentre os PRRs, destacam-se os Toll-Like Receptors
(TLRs) que se encontram tanto na membrana plasmatica como na parte endossomal. Apos
a interacdo PRR-PAMP, inicia-se a cascata de sinalizagdo intracelular, culminando na
ativacdo de fatores de transcricdo de moléculas efetoras da imunidade inata tais como
citocinas pro-inflamatdrias, peptideos antimicrobianos, moléculas co-estimulatérias,
necessarias para a apresentacdo de antigenos e quimiocinas que atraem os leucdcitos para
o local de infeccdo (Janeway, Medzhitov, 2002, Akira et al., 2006, Medzhitov, 2007).

Os TLR estdo entre os PRRs mais bem caracterizados até o momento. Hoje,
conhecemos 13 membros da familia dos Toll Like que reconhecem diferentes classes de
moléculas bioldgicas tais como LPS, peptideoglicano, flagelinas, lipoproteinas, DNA,
entre outras. O reconhecimento de patdgenos pelos TLR desencadeia a sinalizacdo
intracelular por meio da ativagéo dos fatores de transcricdo NFkB ou AP-1 que culmina
na producdo de citocinas pro-inflamatdrias. Os TLR 1, 2, 4, 5 e 6 estdo presentes na
membrana plasmatica onde reconhecem patogenos extracelulares. Por sua vez, 0s TLR 3,
7, 8 e 9 estdo localizados dentro de vesiculas no espaco intracelular (Takeda, Akira 2004,
Song et al., 2019, Fitzgerald, Kagan, 2020).

Alguns dos mais potentes estimulos microbianos sdo moléculas que se ligam aos
TLR presentes na superficie celular como o LPS de bactérias Gram-negativas
reconhecido por TLR4 e peptideoglicano de bactérias Gram-positivas reconhecido por
TLR2 (Poltorak et al., 1998, Hoshino et al., 1999). O reconhecimento do LPS por TLR4
envolve a participagdo das moléculas acessérias MD2, CD14 e LPS-binding protein
(LBP). A molécula MD2 se liga ao componente lipidico A do LPS, formando entdo um
complexo que interage com TLR4 iniciando-se assim a sinalizagdo. A molécula CD14
se mostra também necessaria para que haja uma sinalizacéo eficiente induzida por LPS
(Wright et al., 1990, Shimazu et al., 1999, Akashi et al., 2003). O TLR2 reconhece uma
variedade de moléculas presentes na superficie de patégenos tais como Treponema

pallidum, Mycoplasma fermentans e Borrelia burgdorferi, além de lipopeptideos,
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peptideoglicanos e o acido lipoteicoico. A unido de TLR2-TLR6 é responsavel pelo
reconhecimento &cido lipoteicoico da parede de bactérias Gram-positivas e do zimosan
(parede celular do fungo Saccharomyces cerevisae) (Akiraetal., 2001, Akiraet al., 2006).

Além dos TLRs, outros receptores também participam do reconhecimento de
PAMPs, tais como o receptor de manose (CD206), expresso principalmente em
macrofagos teciduais, células dendriticas (DC) e células hepéticas. Este receptor
reconhece certos agucares terminais presentes nas superficies de varios microrganismos
incluindo bactérias, fundos, virus e parasitas (Allavena et al., 2004, Taylor et al., 2005);
e 0 grupo de receptores scavenger SR-AIl/ll e CD36 expressos em macrofagos
reconhecem uma variedade de produtos microbianos como o LPS, acido lipoteicoico -
glucanas e proteinas, sua importancia na imunidade inata foi observada em um estudo
realizado por Thomas e colaboradores no qual camundongos deficientes desses receptores
foram mais suscetiveis a infeccéo por Staphylococcus aureus (Dunne et al., 1994, Thomas
et al., 2000).

A fagocitose é facilitada quando particulas séo recobertas por opsoninas. As mais
importantes opsoninas sdo IgG e fragmentos gerados com a ativacdo do Sistema
Complemento (iC3b e C3b). O processo de fagocitose pode ser facilitado mediante a
interacdo dessas opsoninas com receptores especificos como FcyRlI, 1l e 111 (para 1gG) e
CR1, CR3 e CR4, presentes nas superficies de células fagocitarias como neutrofilos e
macrofagos (Anderson et al., 1990, Ravetch, Kinet, 1991, Takizawa et al., 1996, revisado
por Bohlson et al., 2014). Essa ligacdo desencadeia a internalizacdo pela membrana
celular do microrganismo em um fagossomo por meio de rearranjos do citoesqueleto da
actina. Durante a fagocitose, os macréfagos produzem espécies reativas de oxigénio e
nitrogénio tais como ROS e NO, além de peptideos antimicrobianos com atividade
microbicida. O fagossomo amadurece em um compartimento enriquecido com proteases
que sdo capazes de hidrolisar o patdgeno gerando peptideos que posteriormente sera
associado a moléculas de Classe Il do MHC para posterior apresentacdo a linfocitos T,
dando inicio a resposta imune adaptativa (Gordon, 2016, Underhill, Ozinsky, 2002).

O CR1 (CD35) é uma glicoproteina de aproximadamente 200 kDa encontrada
em varias células sanguineas como eritrocitos, monaocitos, neutrofilos e em linfocitos B.
Este receptor liga-se a C4b, iC3b, C1g, MBL e com maior afinidade em C3b. Uma das
funcbes do CR1 é promover a remocao de complexos imunes da circulagdo. Alem disso,
CR1 é um potente inibidor das vias Classica e Alternativa do Sistema Complemento, por

meio da interagdo com as respectivas convertases (Fearon, 1985, Liu, Niu, 2009).
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O CR3 (CD11b/CD18, também conhecido como Mac-1; aMg2) e CR4
(CD11c/CD18, também conhecido como pl150,95; aXp2) sdo heterodimeros
transmembranares que pertencem a familia das Bo-integrinas contendo uma cadeia B em
comum. Esses receptores se ligam ao fibrinogénio e ICAM-1 facilitando a adeséo celular,
bem como o reconhecimento do fragmento iC3b. As fungdes mais bem caracterizadas
desses receptores incluem adesdo celular, remocao de patégenos e de células apoptdticas
e tumorais por meio da fagocitose. A ligacdo de CR3 e CR4 ao fibrinogénio aumenta
certas propriedades antimicrobianas como producdo de citocinas, incluindo quimiocinas
(Ehlers, 2000, Lukacsi et al., 2017, Vorup-Jensen, Jensen, 2018). A integrina Leukocyte
function associated antigen-1 (LFA-1, CD11a/CD18 ou af2) é expressa em todos 0s
leucdcitos e desempenha um papel importante na adesédo e extravasamento de leucocitos
bem como na apresentacdo de antigenos e na proliferacdo de linfocitos T induzida por
aloantigenos, participando de processos inflamatorios e fisiopatoldgicos (Springer et al.,
1987, Lub et al., 1995, Tan et al., 2000).

Os receptores para Fc de 1gG (FcyR) pertence a superfamilia das imunoglobulinas
e estdo presentes nas superficies de células linféides e mieloides. A heterogeneidade
funcional e estrutural de FcyR podem gerar sinais opostos quanto a resposta imune destas
células. Os receptores de ativacdo (FcyRlI, 111, IV em camundongos e FcyRIA, LA, 1A
em humanos) podem desencadear respostas inflamatdrias, fagociticas, citotoxicas e de
hipersensibilidade. A fagocitose por macrofagos e células dendriticas mediada por FeyR,
pode levar a apresentacao de antigenos, ampliando assim a resposta imune. Ja o receptor
FcyRIIb (CD32b) pode inibir a ativagdo celular dependente do receptor de antigenos de
linfocitos B (BCR), limitando a sua expansao. Deste modo, os FcyR desempenham um
papel importante na interacdo entre as respostas imunes celular e humoral FcgR e tém
sido explorados como potenciais alvos para o desenvolvimento de novas terapias contra
0 cancer, doencas infecciosas e auto-imunes. (Ravetch, Kinet, 1991, Daeron, 1997,
Nimmerjahn, Ravetch, 2006, Roghanian et al., 2018).

1.8 Leptospiras e fagocitos

Pouco se conhece sobre a fagocitose de leptospiras tanto por macréfagos como
por neutrofilos. Embora a internalizagdo de leptospiras por macrofagos tenha sido
confirmada em diversos estudos utilizando células humanas ou de camundongos e
cobaias, a morte ou sobrevivéncia intracelular de leptospiras ainda ndo sdo bem

compreendidas. Esse mecanismo pode ser dependente do tipo de macréfago estudado
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como macrofagos peritoneais, microglia, células de Kupffer ou mondcitos do sangue
periférico humano, do hospedeiro e do sorovar infectante (Cinco et al., 1981; Marangoni
etal., 2000; Li et al., 2010; Toma et al., 2011).

Linhagens imortalizadas de macrofagos humanos (THP-1) e murinos (J774 e
RAW264.7) tém sido amplamente utilizadas como substitutas para estudar as funcoes
de fagocitose e secrecdo de citocinas realizadas pelos macrofagos, além de definir quais
0s receptores envolvidos na deteccdo de Leptospira (Revisado por Werts, 2017). A
estimulacao de macrofagos peritoneais de camundongos (Nahori et al., 2005; Xue et al.,
2013), macrofagos derivados da medula Ossea (Lacroix-Lamande et al., 2012) e
mondcitos humanos do sangue periférico (PBMC) (Goris et al. 2011; Nahori et al. 2005;
Xue et al. 2013) com a espécie patogénica L. interrogans induziu claramente a
reatividade dos macrofagos contra essa bactéria ou seus componentes, resultando na
producdo de citocinas pré-inflamatorias (Xue et al., 2013).

O LPS presente em bactérias Gram-negativas é capaz de ativar o TLR4 resultando
na producdo de citocinas pré-inflamatérias (Miller et al., 2005). Contudo, o LPS de
leptospiras - considerado menos endotoxico que o LPS das bactérias Gram-negativas -
ativa macréfagos humanos pelo TLR2 (Werts et al., 2001).

O reconhecimento das leptospiras por macréfagos humanos ocorre mediante a
interacdo do LPS das leptospiras apenas por TLR2. Em um estudo realizado por Werts e
colaboradores, foi observado que o LPS e a proteina de membrana externa LipL32 de
leptospiras sdo capazes de ativar a linhagem de macréfagos humanos THP-1 e estimular
a producdo de TNF, atraves dos receptores CD14 e TLR2, mas ndo por TLR4. Esses
dados fornecem uma base para compreendermos a importancia do receptor TLR2 e a
geracdo da resposta imune inata causada pela infeccao por Leptospiras (Werts, 2001).

Ja em camundongos, o LPS dessas bactérias é reconhecido tanto por TLR2 como
TLRA4. Estudos anteriores demonstraram que camundongos C3H/HeJ, portadores de uma
mutacdo que inativa o gene tlr4 sdo susceptiveis a leptospirose (Pereira et al., 1998,
Chassin et al., 2009). Além disso, Chassin e colaboradores (2009) constataram que
camundongos deficientes de TLR2 e TLR4 (tIr2” e tIr4”) morrem rapidamente por
insuficiéncia renal e hepatica graves, sendo portando altamente susceptiveis a Leptospira
patogénica. A imunizacdo com LPS purificado de leptospiras gera uma deficiéncia na
producdo de anticorpos IgM anti-leptospira em camundongos tl4r”- e duplo nocaute,
indicando que TLR4 € necessario para a producdo de anticorpos IgM especificos contra

LPS de Leptospiras. A expressao de RNA mensageiro de IFN-y e INOS ap6s a infec¢ao
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por L. interrogans em camundongos depende da ativacdo de TLR2 e TLR4 e essas
respostas também mostraram ser dependentes de Myd88, desempenhando um papel
fundamental no controle da infecgéo inicial da leptospirose (Chassin et al., 2009).

Em um estudo realizado por Viriyakosol e colaboradores utilizando camundongos
selvagens (WT) e deficientes de TLR4 (C3H/HeJ) foi observada a presenca de leptospiras
patogénicas no coragdo, pulmao, figado, baco e rins nos dois grupos. No entanto, a carga
bacteriana foi maior nos rins e pulmdes dos camundongos C3H/HeJ. Esses dados sugerem
que TLR4 esta envolvido no controle da carga de leptospiras em 6rgdos de camundongos
infectados. Além disso, o grupo constatou também que citocinas pro-inflamatdrias
estimuladas por leptospiras sdo dependentes de TLR4 e MD-2, mas independente de
CD14. A partir destas observagdes, o grupo concluiu que TLR4 desempenha um papel
crucial na protecdo contra a infeccdo aguda letal e no controle da carga bacteriana durante
a fase cronica da leptospirose (Viriyakosol et al., 2005).

Espécies patogénicas e intermedidrias, vivas ou mortas pelo calor estimulam a
producdo de citocinas (Goris et al., 2011, Werts et al., 2017). Em um estudo comparativo
de expressao de citocinas realizado para identificar os genes mais ativados neste modelo
de infeccdo celular, observou-se que L. interrogans sorovar Lai estirpe Lai provocou um
aumento de 1L-10, RANTES, e IL-12-p40 em macrdfagos peritoneais murinos e IL-6, IL-
10, TNF e RANTES em PBMC humanos do que L. biflexa sorovar Patoc estirpe Patoc |
(Xue et al., 2013).

Myd88 € o adaptador de todos os TLR, com excec¢do de TLR3, que tem como seu
adaptador, o TRIF. A sinalizagdo de Myd88 causa ativacdo de NFkB e MAP-kinases,
desencadeando a producdo de citocinas pré-inflamatérias, enquanto o TRIF leva a
producdo de IFN tipo | (revisado por Werts et al., 2006). Werts e colaboradores
mostraram que camundongos deficientes de Myd88 apresentaram grave infeccdo com
producdo de IL-6, TNF e RANTES, sugerindo que além de TLR, outros receptores estdo
envolvidos na infeccéo por leptospiras. Deste modo, os estudos realizados até 0 momento
sugerem que essa diferenca de reconhecimento de leptospiras por células humanas e
murinas pode estar relacionada com a susceptibilidade ou resisténcia & infeccdo por
leptospirose observada nessas duas espécies (Werts et al., 2010).

Leptospiras sdo consideradas bactérias extracelulares, mas também capazes de
entrar nas células e, serem reconhecidas pelos receptores NOD. De fato, peptideoglicano
(PG) purificado de L. interrogans sorovar Copenhageni mostrou ser capaz de induzir a

producdo de TNF por macrofagos humanos derivados de mondcitos sanguineos,
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sugerindo que a inflamacdo gerada pelo reconhecimento de PG seria por meio dos
receptores NOD. Entretanto, este mecanismo ainda ndo foi estabelecido (Cinco et al.,
1996, revisado por Werts, 2018).

O processo de internalizacdo de leptospiras em macréfagos ainda nao esta claro.
Estudos relacionados a fagocitose de leptospiras demonstraram que macr6fagos humanos
ndo foram capazes de internalizar e matar leptospira patogénica, mesmo na presenca de
10% de soro como fonte de Complemento, a menos que essas bactérias tenham sido
incubadas com anticorpos especificos contra a bactéria. Isto sugere que leptospiras
patogénicas sao resistentes ao efeito bactericida do soro ndo imune (Faine et al., 1964,
Cinco et al., 1981, Wang et al., 1984).

Em 2011, Toma e colaboradores realizaram experimentos na tentativa de
distinguir os mecanismos intracelulares ap6s a fagocitose de leptospiras patogénicas por
macrofagos murinos. Com os resultados obtidos por esses autores, foi demonstrado que
a espécie patogénica Leptospira interrogans serovar Manilae cepa UP-MMC-NIID foi
capaz de limitar a fusdo dos fagossomos com os lisossomos o que ocasionou, portanto, a
sobrevivéncia destas bactérias (Toma et al., 2011).

Leptospiras possuem varias adesinas em sua superficie que sdo importantes no
curso da infeccdo. Entretanto, apenas algumas das proteinas de leptospiras estdo
envolvidas na ligacdo e internalizacdo pelos macréfagos. Em 2014, o grupo de Toma
analisou o perfil transcricional de Leptospira interrogans serovar Manilae estirpe UP-
MMC-NIID (virulenta e atenuada) para identificar fatores bacterianos que podem estar
envolvidos na patogenicidade. Duas proteinas de membrana externa, LMB216 e LigB
apresentaram 10 vezes menos na sua expressdo em culturas atenuadas de Leptospira. O
grupo demonstrou que ambas as proteinas desempenham um papel na captacdo de
leptospiras por macréfagos e na interacdo do patdgeno com o hospedeiro, contribuindo
para a patogénese da doenga (Toma et al., 2014).

Neutréfilos polimorfonucleares sdo os leucdcitos mais abundantes no sangue e
por quimiotaxia estas células migram para o local de infeccdo, atraidos por quimiocinas
como IL-8 para combater a infeccdo com eficiéncia principalmente por fagocitose e
liberacdo de ROS. Além disso, estudos demonstraram que neutréfilos produzem uma rede
constituida por cromatina e proteases chamada Neutrophil Extracellular Traps (NETS)
que capturam e matam os patégenos (Segal, 2005).

Neutrofilia é observada em casos graves de leptospirose em pacientes (Raffray et

al. 2016). A internalizacdo de leptospiras patogénicas foi mais eficiente apds opsonizagao
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com anticorpos especificos. Entretanto, espécies ndo patogénicas foram facilmente
fagocitadas e mortas por neutrofilos (Faine, 1964). Em um estudo realizado por Gomez e
colaboradores mostrou que a infecgdo de neutréfilos humanos por L. interrogans induz a
morte dessas bactérias pelas NETs (Scharrig et al., 2015).

A importancia de opsoninas geradas pela ativacdo do Complemento para a
eliminacdo de leptospiras ndo foi ainda descrita na literatura. Em nosso laboratorio,
durante o seu mestrado, Denise Harumi Yamashita investigou a importancia da proteina
C3 do Sistema Complemento murino para a opsonizacao e fagocitose de leptospiras,
tendo observado que as espécies patogénicas sdo menos fagocitadas do que as ndo
patogénicas, sugerindo a existéncia de algum possivel mecanismo de evasdo aos
macrofagos, corroborando com os resultados obtidos com o grupo de Toma et al., 2011.

Como mencionamos anteriormente, nosso grupo demonstrou que metaloproteases
secretadas pelas estirpes patogénicas de leptospira (SLP) foram capazes de clivar C3, bem
como os fragmentos C3b e iC3b (Fraga et al., 2014). Conforme comentado acima, estes
dois fragmentos sdo importantes opsoninas, facilitando a fagocitose pela ligacdo aos
receptores CR1 e CR3, respectivamente. A clivagem destes fragmentos pode diminuir a
fagocitose mediada pelo Complemento, favorecendo a sobrevida dessas leptospiras
(Fraga et al., 2014). De fato, o efeito proteolitico observado pela metaloprotease GelE
secretada por Enterococcus faecalis sobre C3b e iC3b resultou em uma reducéo
substancial da fagocitose por leucocitos polimorfonucleares humanos (Park et al., 2008).

Os ensaios de inibicao proteolitica mostraram que metaloproteases sao uma das
principais classes de enzimas secretadas por leptospiras patogénicas, responsaveis pelas
clivagens das proteinas do Complemento (Fraga et al., 2014; Amamura et al., 2017).
Entretanto, ndo se exclui completamente a contribuicdo de outras classes de proteases.
Nosso grupo realizou uma pesquisa detalhada nos genomas da Leptospira, no qual
observamos que a maioria dos genes das proteases presentes em leptospiras patogénicas
e saprofitas apresentam certo grau de similaridade. Uma das poucas excecfes encontradas
diz respeito as termolisinas, consideradas metaloproteases, presentes exclusivamente em

espécies patogénicas (Fraga et al.,2014).

1.9 Termolisina e Papalisina
A espécie patogénica L. interrogans sorovar Copenhageni possui quatro genes que
codificam para metaloproteases da familia das termolisinas (LIC10715, LI1C13320,

L1C13321 e LIC1332). A anélise detalhada das proteinas codificadas por estes genes
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revelou que todas possuem o dominio catalitico M4, mesmo com certas variacdes na
composicdo de aminoacidos (Letunic et al., 2012). Dentre as quatro termolisinas de
leptospira, a protease codificada pelo gene LIC13322 possui dominio catalitico com
maior grau de identidade e similaridade com proteases produzidas por outros patdgenos
tais como aureolisina de Staphylococcus aureus, a toxina lambda de Clostridium
perfringens, a elastase de Pseudomonas aeruginosa e a gelatinase de Enterococcus
faecalis as quais apresentam atividade proteolitica sobre proteinas do Complemento
(Hong et al., 1992, Jin et al., 1996, Park et al., 2007; 2008, Laarman et al., 2011, Fraga et
al.,2014).

Para estudar a atividade dessa protease, n0sso grupo expressou e purificou dois
fragmentos recombinantes da termolisina codificada pelo gene LIC13322. O fragmento
PepSY-M4 (Figura 5) foi capaz de clivar C3 em soro humano, sugerindo que a
termolisina poderia ser uma das proteases responsaveis pelos efeitos nos sobrenadantes
de leptospira analisados anteriormente (Fraga et al., 2014). Desse modo, consideramos
que seria relevante testar a atividade desta protease sobre 0s receptores e opsoninas que

fazem parte do processo de fagocitose.

Termolisina

S—{FT*PJ—!—l Peptidase_M4 Jll Peptidase_M4_C ]—

PepSY-M4
L J

Figura 5. Representacdo esquematica da Termolisina codificada pelo gene L1C13322 de L.
interrogans sorovar Copenhageni. A anélise da sequéncia primaria da termolisina pelos programas
SMART e PSORTbD (Letunic et al., 2012; Yu et al., 2010) revelou que esta proteina possui peptideo
sinal para secrecdo (SP), pro-dominios FTP e PepSY, e dominios cataliticos Peptidase_M4 e M4_C.
A termolisina recombinante compreende a regido delimitada PeSY-M4 (Fraga et al., 2014)

A papalisina humana é uma metaloprotease de mdltiplos dominios e foi
inicialmente descrita como uma proteina presente no plasma de mulheres gravidas,
desempenhando func¢des importantes como desenvolvimento folicular, miogénese,
implantacdo de embrides humanos e cicatriza¢éo de feridas (Tallant et al., 2007). Outros

estudos demonstraram que a papalisina € encontrada em varios tecidos e participa de

41



processos fisioldgicos tais como a formacao de ossos, fertilidade feminina, cicatrizacdo e

inflamacédo (Oxvig, 2015).

Até 0 momento, pouco se conhece sobre papalisina de bactérias. Um dos estudos
refere-se a protease ulilisina, da bactéria Methanosarcina acetivorans, que contém o
dominio catalitico da papalisina e um pré-dominio envolvido na manutencao do estado
inativo do zimogénio proulilisina. Estes estudos mostraram que a ulilisina apresenta
atividade contra vérios substratos como a caseina, azoalbumina e componentes da matriz
extracelular. Além disso, possui atividade gelatinolitica sendo capaz de degradar elastina,

actina e fibrinogénio (Tallant et al., 2007).

Por meio do alinhamento de sequéncias realizado com o programa Analysis Basic
Local Alignment Search Tool (BLAST) foi observado um alto grau de conservacao da
papalisina entre as espécies patogénicas de Leptospira. No estudo realizado pelo grupo
da Dra Angela Barbosa (Laboratério de Bacteriologia, Instituto Butantan), a
metaloprotease papalisina (pappalysin-1 domain protein) foi identificada por meio de
analises exoprotedmicas no sobrenadante de leptospiras patogénicas (SLP). A papalisina
secretada por Leptospira é uma protease da familia M23 dependente de zinco, que possui
aproximadamente 52 kDa (Silva et al., 2018). Uma vez que metaloproteases secretadas
por leptospiras patogénicas estdo envolvidas na degradacdo de proteinas do Sistema
Complemento, decidimos investigar também a acdo da papalisina na evasdo dessas

bactérias por macrofagos, possibilitando a sua disseminagdo pelo organismo.

Nosso objetivo foi avaliar se proteases secretadas por leptospiras patogénicas
poderiam interferir na sua internalizacdo e morte dentro dos fagocitos. Neste projeto,
investigamos se tais enzimas seriam capazes de clivar moléculas de superficie de
macréfagos humanos e murinos e de remover opsoninas presentes na superficie de
leptospiras patogénicas afetando, portanto, a internalizagao desse patdgeno por células do

hospedeiro.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral
Avaliar o efeito de enzimas secretadas por leptospiras patogénicas no processo de
fagocitose seja na remocdo de determinadas moléculas da superficie de macréfagos e/ou

pela clivagem de opsoninas.

Entre as proteases secretadas, avaliaremos em maior detalhe a termolisina
codificada pelo gene LIC13322 e a papalisina codificada pelo gene LIC13434 de L.

interrogans sorovar Copenhageni.

2.2 Objetivos especificos

1. Avaliar a atividade proteolitica de sobrenadante de culturas de leptospira
patogénica (SLP), da termolisina e da papalisina recombinantes sobre 0s receptores
TLR2, TLR4, CR1, CR3, CR4, LFA-1 e FcyRI presentes em macrofagos humanos (THP-

1) e em macréfagos peritoneais de camundongos estimulados com tioglicolato;

2. Analisar a acdo das proteases na internalizacdo de leptospiras por macréfagos.
Investigar se este possivel efeito é tempo-dependente. Sera inicialmente investigado este
possivel efeito inibitorio da fagocitose de particulas inertes como zimozan opsonizadas
ou ndo com C3b/iC3b;

3. Avaliar se SLP, termolisina e papalisina recombinantes clivam as opsoninas C3b

e iC3b depositadas na membrana bacteriana externa.
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3. Delineamento experimental

1.Cultivo de leptospiras patogénicas

2.0btencéo de SLP, termolisina e papalisina recombinantes.

3.Cultivo de macréfagos humanos (THP-1) e murinos.

4. Analise da viabilidade celular dos macréfagos na presenca de SLP, termolisina e

papalisina recombinantes.

5. Andlise da fagocitose de particulas de zimosan por macr6fagos murinos tratados

com SLP e termolisina recombinante por microscopia éptica e citometria de fluxo.

6. Analise da presenca de moléculas na superficie de macrofagos tratados com

proteases de leptospiras patogénicas por citometria de fluxo.

7. Andlise da presenca receptores de macrdfagos por microscopia confocal.

8. Avaliacdo da fagocitose de leptospiras patogénicas por macréfagos humanos e
murinos na presenca de SLP, termolisina e papalisina recombinantes por citometria

de fluxo.

9. Analise da degradacdo de opsoninas depositadas na membrana de leptospiras

patogénicas na presenca de SLP, termolisina e papalisina recombinantes.
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4. Conclusodes

¢ O tratamento de macrdfagos peritoneais com termolisina recombinante por 1 h, 3 h, 6
h e 24 h causou reducdo da fagocitose de particulas de zimosan em comparagdo com
as celulas que nao receberam o tratamento;

e A incubacdo de macrofagos peritoneais com o SLP diminuiu a presenca de LFA-1,
CR3 e CR4 na superficie das células;

e Houve uma reducdo da intensidade de fluorescéncia dos receptores TLR2, CD11b e
CD206 presentes na superficie de macrdfagos peritoneais ao serem incubadas com
SLP e termolisina recombinante por 1 h e 24 h;

e Foi observado degradagdo da banda de 67 kDa da cadeia o de C3 depositadas na
membrana da leptospira ndo patogénica L. biflexa sorovar Patoc em contato com SLP
e da banda de 45 kDa da cadeia o quando estas bactérias opsonizadas foram expostas
a termolisina recombinante;

e Houve degradacdo da cadeia o de C3 depositadas na superficie da leptospira
patogénica L. interrogans sorovar Kennewicki estirpe Fromm na presenca de SLP,
termolisina e papalisina recombinante e a cadeia B também foi degradada por
termolisina em apenas 1 h de incubagdo. Em 24 h de incubacdo com as proteases, as
duas cadeias de C3 foram quase totalmente degradadas. Além disso, as proteases
também clivam os fragmentos de C3, impedindo as opsoninas de depositarem sobre a
superficie das leptospiras;

e Foi observado reducdo da presenca de TLR2, TLR4, CD206 e CR1 em macré6fagos
THP-1 tratados com SLP por 24 h;

e A porcentagem de fagocitose de leptospiras patogénicas por macréfagos THP-1 foi
diminuida quando estas células foram incubadas com o SLP, termolisina e papalisina
recombinante. E ao tratarmos tanto as células quanto as bactérias opsonizadas ou nao
com as proteases, observamos uma reducdo mais expressiva da fagocitose de

leptospiras.

Diante de todos esses resultados obtidos durante o periodo do Doutorado,
podemos inferir que a secrecdo de proteases por leptospiras patogénicas pode ser
considerada um mecanismo de evasao tanto ao Sistema Complemento pela clivagem de

suas moléculas presentes no soro normal como também a fagocitose por macr6fagos uma
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vez que essas proteases mostraram ser capazes de degradar opsoninas depositadas nas
membranas das leptospiras dificultando a sua internalizacdo pelas células. Além disso,
vimos também que a acdo proteolitica do SLP, termolisina e papalisina recombinante foi
capaz de reduzir a presenca de receptores de reconhecimento e fagocitose presentes na
superficie dos macrofagos, seja pela degradacdo ou inibicdo desses receptores,
prejudicando a resposta imune contra as leptospiras favorecendo desta forma, a sua

disseminacdo no organismo.

46



5. Referéncias

Adler B, Moctezuma AP. Leptospira and leptospirosis. Veterinary Microbiology. 2009;
140(3):287-96.

Akashi S, Saitoh S, Wakabayashi Y, Kikuchi T, Takamura N, Nagai Y, Kusumoto Y,
Fukase K, Kusumoto S, Adachi Y, Kosugi A, Miyake K. Lipopolysaccharide interaction
with cell surface Toll-like receptor 4-MD-2: higher affinity than that with MD-2 or CD14.
J Exp Med, 2003; 198(7):1035-42. doi: 10.1084/jem.20031076. Epub 2003 Sep 29.

Akira S, Uematsu S, Takeuchi O.Pathogen recognition and innate immunity.Cell,
2006;124(4):783-801. doi: 10.1016/j.cell.2006.02.015.

Aldo PB, Craveiro V, Guller S, Mor G. Effect of culture conditions on the phenotype of
THP-1 monocyte cell line. Am J Reprod Immunol. 2013 Jul;70(1):80-6. doi:
10.1111/aji.12129.

Amamura TA, Fraga TR, Vasconcellos SA, Barbosa AS, lIsaac L.
Pathogenic Leptospira Secreted Proteases Target the Membrane Attack Complex: A
Potential Role for Thermolysin in Complement Inhibition. Front Microbiol. 2017 May
30;8:958. doi: 10.3389/fmich.2017.00958

Anderson CL, Shen L, Eicher DM, Wewers MD, Gill JK. Phagocytosis mediated by
three distinct Fc gamma receptor classes on human leukocytes. J Exp Med. 1990 Apr
1;171(4):1333-45.doi: 10.1084/jem.171.4.1333.

Ballard SA, Williamson M, Adler B, Vinh T, Faine S. Interactions of virulent and
avirulent leptospires with primary cultures of renal epithelial cells. J. Med. Microbiol.-
Vol. 21, 1986. 59-67.

Barbosa AS, Abreu PA, Neves FO, Atzingen MV, Watanabe MM, Vieira ML, Morais
ZM, Vasconcellos SA, Nascimento AL. A newly identified leptospiral adhesin mediates
attachment to laminin. Infect Immun, 2006; 74(11):6356-64. doi: 10.1128/1A1.00460-06.

Barbosa AS, Abreu PA, Vasconcellos SA, Morais ZM, Gongales AP, Silva AS, Daha
MR, Isaac L. Immune evasion of leptospira species by acquisition of human complement
regulator C4BP. Infect Immun. 2009;77(3):1137-43.

Barbosa AS, Monaris D, Silva LB, Morais ZM, Vasconcellos SA, Cianciarullo AM, Isaac
L, Abreu PA. Functional characterization of LcpA, a surface-exposed protein of
Leptospira spp. that binds the human complement regulator C4BP. Infect Immun.
2010;78(7):3207-16.

Bharti AR, Nally JE, Ricaldi JN, Matthias MA, Diaz MM, Lovett MA, Levett
PN, Gilman RH, Willig MR, Gotuzzo E, Vinetz JM. Leptospirosis: a zoonotic disease of
global importance. Lancet Infect Dis. 2003 Dec;3(12):757-71.

Bohlson SS, O'Conner SD, Hulsebus HJ, Ho MM, Fraser DA. Complement, cl1q, and
clg-related molecules regulate macrophage polarization. Front Immunol. 2014;5:402.

Carroll MC, Isenman DE. Regulation of humoral immunity by complement. Immunity.
2012;37(2):199-207

47


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Akashi+S&cauthor_id=14517279
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Saitoh+S&cauthor_id=14517279
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Wakabayashi+Y&cauthor_id=14517279
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Kikuchi+T&cauthor_id=14517279
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Takamura+N&cauthor_id=14517279
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Nagai+Y&cauthor_id=14517279
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Kusumoto+Y&cauthor_id=14517279
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Fukase+K&cauthor_id=14517279
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Kusumoto+S&cauthor_id=14517279
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Adachi+Y&cauthor_id=14517279
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Kosugi+A&cauthor_id=14517279
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Miyake+K&cauthor_id=14517279
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Akira+S&cauthor_id=16497588
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Uematsu+S&cauthor_id=16497588
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Takeuchi+O&cauthor_id=16497588
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Aldo+PB&cauthor_id=23621670
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Craveiro+V&cauthor_id=23621670
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Guller+S&cauthor_id=23621670
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Mor+G&cauthor_id=23621670
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Amamura%20TA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28611756
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fraga%20TR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28611756
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Vasconcellos%20SA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28611756
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Barbosa%20AS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28611756
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Isaac%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28611756
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Amamura+et+al+2017
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Shen+L&cauthor_id=2139103
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Eicher+DM&cauthor_id=2139103
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Wewers+MD&cauthor_id=2139103
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Gill+JK&cauthor_id=2139103
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bharti%20AR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14652202
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nally%20JE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14652202
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ricaldi%20JN%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14652202
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Matthias%20MA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14652202
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Diaz%20MM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14652202
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lovett%20MA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14652202
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Levett%20PN%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14652202
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Levett%20PN%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14652202
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gilman%20RH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14652202
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Willig%20MR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14652202
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gotuzzo%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14652202
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Vinetz%20JM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14652202
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/14652202

Castiblanco-Valencia MM, Fraga TR, Silva LB, Monaris D, Abreu PA, Strobel S, Jézsi
M, Isaac L, Barbosa AS. Leptospiral immunoglobulin-like proteins interact with human
complement regulators factor H, FHL-1, FHR-1, and C4BP.J Infect Dis.
2012;205(6):995-1004.

Castiblanco-Valencia MM, Fraga TR, Pagotto AH, Serrano SM, Abreu PAlsaac L.
Plasmin cleaves fibrinogen and the human complement proteins C3b and C5 in the
presence of Leptospira interrogans proteins: A new role of LigA and LigB in invasion
and complement immune evasion. Immunobiology. 2016;221(5):679-89. doi:
10.1016/j.imbi0.2016.01.001.

Cerqueira GM, Picardeau M. A century of Leptospira strain typing. Infection, Genetics
and Evolution. 2009;9(5):760-8.10.1016/j.meegid.2009.06.009

Cinco M, Banfi E, Soranzo MR. Studies on the interaction between macrophages and
leptospires. J Gen Microbiol. 1981 Jun;124(2):409-13.

Costa F, Hagan JE, Calcagno J, Kane M, Torgerson P, Martinez-Silveira MS, Stein C,
Abela-Ridder B, Ko Al. Global morbidity and mortality of leptospirosis: A systematic
review. PLoS Negl Trop Dis. 2015;9(9):e0003898.

Daéron M. Structural bases of Fc gamma R functions. Int Rev Immunol, 1997;16(1-2):1-
27. doi: 10.3109/08830189709045701.

Daffern PJ, Pfeifer PH, Ember JA, Hugli TE. C3a is a chemotaxin for human eosinophils
but not for neutrophils. I. C3a stimulation of neutrophils is secondary to eosinophil
activation. J Exp Med. 1995; 181(6): 2119-27.

Del Tordello E, Vacca I, Ram S, Rappuoli R, Serruto D. Neisseria meningitidis NalP
cleaves human complement C3, facilitating degradation of C3b and survival in human
serum. Proc Natl Acad Sci U S A. 2014;111(1):427-32.

Dempsey PW, Allison ME, Akkaraju S, Goodnow CC, Fearon DT. C3d of complement
as a molecular adjuvant: bridging innate and acquired immunity. Science.
1996;271(5247):348-50.

Dias Da Silva W, Lepow IH. Complement as a mediator of inflammation. Il. Biological
properties of anaphylatoxin prepared with purified components of human complement. J
Exp Med. 1967;125(5):921-46.

Dunne DW, Resnick D, Greenberg J, Krieger M, Joiner KA. The type | macrophage
scavenger receptor binds to gram-positive bacteria and recognizes lipoteichoic acid. Proc
Natl Acad Sci U S A, 1994;91(5):1863-7. doi: 10.1073/pnas.91.5.1863.

Ehlers MR CR3: a general purpose adhesion-recognition receptor essential for innate
immunity. Microbes Infect. 2000 Mar;2(3):289-94.

Ekdahl KN, Persson B, Mohlin C, Sandholm K, Skattum L, Nilsson B.
Interpretation of Serological Complement Biomarkers in Disease. Front Immunol. 2018
Oct 24;9:2237. doi: 10.3389/fimmu.2018.02237.

48


https://doi.org/10.1016/j.meegid.2009.06.009
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Da%C3%ABron+M&cauthor_id=9651784
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Dunne+DW&cauthor_id=8127896
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Resnick+D&cauthor_id=8127896
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Greenberg+J&cauthor_id=8127896
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Krieger+M&cauthor_id=8127896
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Joiner+KA&cauthor_id=8127896
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ehlers%20MR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10758405
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=CR3%3A+a+general+purpose+adhesion-recognition+receptor+essential+for+innate+immunity
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/30405598/

Erdei A, Sandor N, Mécsik-Valent B, Lukacsi S, Kremlitzka M, Bajtay Z. The versatile
functions of complement C3-derived ligandsimmunol Ver. 2016;274(1):127-140. doi:
10.1111/imr.12498.

Erdei A, F, Barbosa AS, ust G, Gergely G. The role of C3 in the immune response.
Immunol Today. 1991. PMID: 1755944 Review.

Evangelista KV, Coburn J. Leptospira as an emerging pathogen: a review of its biology,
pathogenesis and host immune responses. Future Microbiol. 2010;5(9):1413-1425.

Faine S, Adler B, Bolin C, Perolat P. Leptospira and leptospirosis. 2.ed. Melbourne:
MedSci 1999; p. 353.

Fang Y, Xu C, Fu YX, Holers VM, Molina H. Expression of complement receptors 1 and
2 on follicular dendritic cells is necessary for the generation of a strong antigen-specific
IgG response. J Immunol. 1998;160(11):5273-9.

Fearon DT. Human complement receptors for C3b (CR1) and C3d (CR2). J Invest
Dermatol, 1985;85(1 Suppl):53s-57s. doi: 10.1111/1523-1747.ep12275473.

Fitzgerald KA, Kagan JC. Toll-like Receptors and the Control of Immunity.Cell,
2020;180(6):1044-1066. doi: 10.1016/j.cell.2020.02.041. Epub 2020 Mar 11.

Fraga TR, Courrol DS, Castiblanco-Valencia MM, Hirata 1Y, Vasconcellos AS, Juliano
L, Barbosa AS, Isaac L. Immune evasion by pathogenic leptospira strains: the secretion
of proteases that directly cleave complement proteins. J Infect Dis. 2014;209(6):876-86.

Fraga TR, Isaac L, Barbosa AS. Complement Evasion by Pathogenic Leptospira. Front
Immunol. 2016 Dec 21;7:623. doi: 10.3389/fimmu.2016.00623. eCollection 2016.

Furth R, Cohn ZA. The origin and kinetics of mononuclear phagocytes. J Exp Med.
1968;128(3):415-35. doi: 10.1084/jem.128.3.415.

Gantner BN, Simmons RM, Canavera SJ, Akira S, Underhill DM. Collaborative
induction of inflammatory responses by dectin-1 and Toll-like receptor 2. J Exp Med.
2003;197(9):1107-17. doi: 10.1084/jem.20021787. Epub 2003 Apr 28.

Gongcalves-de-Albuquerque CF, Burth P, Silva AR, Younes-lIbrahim M, Castro-Faria-
Neto HC, Castro-Faria MV. Leptospira and inflammation. Mediators Inflamm. 2012. doi:
10.1155/2012/317950.

Gordon S. Alternative activation of macrophages. Nat Rev Immunol. 2003 Jan;3(1):23-
35. doi: 10.1038/nri978.

Gordon S, Taylor PR. Monocyte and macrophage heterogeneity. Nat Rev Immunol. 2005
Dec;5(12):953-64. doi: 10.1038/nril1733.

Siamon Gordon. Phagocytosis: An Immunobiologic Process. Immunity, 2016;44(3):463-
475. doi: 10.1016/j.immuni.2016.02.026.

Gropp K, Schild L, Schindler S, Hube B, Zipfel PF, Skerka C. The yeast Candida albicans
evades human complement attack by secretion of aspartic proteases. Molecular
Immunology. 2009;47(2):465-75.

49


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/1755944/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Fitzgerald+KA&cauthor_id=32164908
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Kagan+JC&cauthor_id=32164908
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fraga%20TR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28066433
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Isaac%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28066433
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Barbosa%20AS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28066433
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/28066433
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/28066433
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Gantner+BN&cauthor_id=12719479
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Simmons+RM&cauthor_id=12719479
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Canavera+SJ&cauthor_id=12719479
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Akira+S&cauthor_id=12719479
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Underhill+DM&cauthor_id=12719479
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/23132959/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/12511873/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/16322748/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Gordon+S&cauthor_id=26982354

Haake DA, Dundoo M, Cader R, Kubak BM, Hartskeerl RA, Sejvar JJ, Ashford DA.
Leptospirosis, water sports, and chemoprophylaxis. Clin Infect Dis. 2002;34(9):e40-
3.doi: 10.1086/339942. Epub 2002 Apr 4.

Haake DA. Hamster model of leptospirosis. Curr Protoc Microbiol. 2006 Sep;Chapter
12:Unit 12E.2. doi: 10.1002/9780471729259.mc12e02s02.

Honda-Ogawa M, Ogawa T, Terao Y, Sumitomo T, Nakata M, lkebe K, Maeda Y,
Kawabata S. Cysteine proteinase from Streptococcus pyogenes enables evasion of innate
immunity via degradation of complement factors.J Biol Chem. 2013;288(22): 15854-64

Hong YQ, Ghebrehiwet B. Effect of Pseudomonas aeruginosa elastase and alkaline
protease on serum complement and isolated components C1q and C3. Clin Immunol
Immunopathol. 1992;62(2):133-8.

Hoshino K, Takeuchi O, Kawai T, Sanjo H, Ogawa T, Takeda Y, Takeda K, Akira S.
Cutting edge: Toll-like receptor 4 (TLR4)-deficient mice are hyporesponsive to
lipopolysaccharide: evidence for TLR4 as the Lps gene product. J Immunol,
1999;162(7):3749-52.

Janeway CA Jr, Medzhitov R.Innate immune recognition. Annu Rev Immunol.
2002;20:197-216. doi: 10.1146/annurev.immunol.20.083001.084359. Epub 2001 Oct

Janssen BJ, Huizinga EG, Raaijmakers HC, Roos A, Daha MR, Nilsson-Ekdahl K,
Nilsson B, Gros P. Structures of complement component C3 provide insights into the
function and evolution of immunity. Nature. 2005;437(7058):505-11. doi:
10.1038/nature04005.

Jusko M, Potempa J, Karim AJ, Miroslaw Ksiazek M, Kristian Riesbeck K, Peter Garred
P, Sigrun Eick S, Anna M Blom AM. A metalloproteinase karilysin present in the
majority of Tannerella forsythia isolates inhibits all pathways of the complement system.
J Immunol. 2012;188(5):2338-49.

Jusko M, Potempa J, Kantyka T, Bielecka E, Miller HK, Kalinska M, Dubin G, Garred
P, Shaw LN, Blom AM. Staphylococcal proteases aid in evasion of the human
complement system. J Innate Immun. 2014;6(1):31-46.

Kitashoji E, Koizumi N, Lacuesta TLV, Usuda D, Ribo MR, Tria ES, Go WS, Kojiro M,
Parry CM, Dimaano EM, Villarama JB, Ohnishi M, Suzuki M, Ariyoshi K. Diagnostic
accuracy of recombinant immunoglobulin-like protein A-Based IgM ELISA for the early
diagnosis of leptospirosis in the Philippines. Neglected Tropical Diseases.
2015;9(6):e0003879.

Ko Al, Goarant C, Picardeau M. Leptospira: the dawn of the molecular genetics era for
na emerging zoonotic pathogen. Nat Rev Microbiol. 2009;7(10):736-47.

Laudisi F1, Spreafico R, Evrard M, Hughes TR, Mandriani B, Kandasamy M, Morgan
BP, Sivasankar B, Mortellaro A. Cutting edge: the NLRP3 inflammasome links
complement-mediated inflammation and IL-18 release. J Immunol. 2013 Aug
1;191(3):1006-10. doi: 10.4049/jimmunol.1300489.

50


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Haake+DA&cauthor_id=11941571
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Dundoo+M&cauthor_id=11941571
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Cader+R&cauthor_id=11941571
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Kubak+BM&cauthor_id=11941571
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Hartskeerl+RA&cauthor_id=11941571
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Sejvar+JJ&cauthor_id=11941571
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Ashford+DA&cauthor_id=11941571
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Haake+DA&cauthor_id=11941571
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Hoshino+K&cauthor_id=10201887
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Takeuchi+O&cauthor_id=10201887
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Kawai+T&cauthor_id=10201887
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Sanjo+H&cauthor_id=10201887
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Ogawa+T&cauthor_id=10201887
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Takeda+Y&cauthor_id=10201887
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Takeda+K&cauthor_id=10201887
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Akira+S&cauthor_id=10201887
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/11861602/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Karim+AY&cauthor_id=22287711
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Ksiazek+M&cauthor_id=22287711
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Riesbeck+K&cauthor_id=22287711
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Garred+P&cauthor_id=22287711
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Eick+S&cauthor_id=22287711
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Blom+AM&cauthor_id=22287711

Laarman AJ, Ruyken M, Malone CL, van Strijp JA, Horswill AR, Rooijakkers SH.
Staphylococcus aureus metalloprotease aureolysin cleaves complement C3 to mediate
immune evasion. J Immunol. 2011;186(11):6445-53.

Lachmann PJ, Pangburn MK, Oldroyd RG. Breakdown of C3after complemente
activation. ldentification of a new fragment C3g, using monoclonal antibodies. J Exp
Med. 1982 Jul 1;156(1):205-16.

Lacroix-Lamande S, d’Andon MF, Michel E, Ratet G, Philpott DJ, Girardin SE, Boneca
IG, Vandewalle A, Werts C. Downregulation of the Na/K-ATPase pump by leptospiral
glycolipoprotein activates the NLRP3 inflammasome. J Immunol, 2012 Mar
15;188(6):2805-14. doi: 10.4049/jimmunol.1101987. Epub 2012 Feb 8.

Lambris JD, Ricklin D, Geisbrecht BV. Complement evasion by human pathogens.
Nature Reviews Microbiology. 2008; (6):132-142.

Levett PN. Leptospirosis. Clin Microbiol Rev. 2001;14(2):296-326.

Levett PN. Systematics of leptospiraceae. In Adler B. Leptospira and Leptospirosis. New
York: Springer; 2015.11-20.

Li S, Ojcius DM, Liao S, Li L, Xue F, Dong H, Yan J. Replication or death: distinct fates
of pathogenic Leptospira strain Lai within macrophages of human or mouse origin. Innate
Immun. 2010. Apr; 16(2):80-92.

Lim JJ, Grinstein S, Roth Z. Diversity and Versatility of Phagocytosis: Roles in Innate
Immunity, Tissue Remodeling, and HomeostasisFront Cell Infect Microbiol. 2017 May
23:;7:191. doi: 10.3389/fcimb.2017.00191. eCollection 2017.

Liu D, Niu ZX.The structure, genetic polymorphisms, expression and biological functions
of complement receptor type 1 (CR1/CD35). Immunopharmacol Immunotoxicol.
2009;31(4):524-35. doi: 10.3109/08923970902845768.

Lub M, Kooyk YV, Figdor CG. Ins and outs of LFA-1. Immunol Today. 1995
Oct;16(10):479-83. doi: 10.1016/0167-5699(95)80031-X.

Lukécsi S, Nagy-Balo Z, Erdei A, Sandor N, Bajtay Z. The role of CR3 (CD11b/CD18)
and CR4 (CD11c¢/CD18) in complement-mediated phagocytosis and podosome formation
by human  phagocytes.  Immunol  Lett. 2017  Sep;189:64-72.  doi:
10.1016/j.imlet.2017.05.014. Epub 2017 May 26.

Lund ME, To J, O'Brien BA, Donnelly S. The choice of phorbol 12-myristate 13-acetate
differentiation protocol influences the response of THP-1 macrophages to a pro-
inflammatory  stimulus. J Immunol Methods. 2016;430:64-70. doi:
10.1016/j.jim.2016.01.012. Epub 2016 Jan 27.

Manthey HD, Woodruff TM, Taylor SM, Monk PN. Complement Component C5 (C5a).
J Biochem Cell Biol. 2009:85:213-217.

Mantovani A, Sica A, Sozzani S, Allavena P, Vecchi A, Locati M: The chemokine system
in diverse forms of macrophage activation and polarization. Trends Immunol 2004,
25:677-86.

51


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lachmann%20PJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=6177820
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pangburn%20MK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=6177820
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Oldroyd%20RG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=6177820
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/6177820
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/6177820
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Lacroix-Lamand%C3%A9+S&cauthor_id=22323544
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=d%27Andon+MF&cauthor_id=22323544
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Michel+E&cauthor_id=22323544
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Ratet+G&cauthor_id=22323544
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Philpott+DJ&cauthor_id=22323544
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Girardin+SE&cauthor_id=22323544
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Boneca+IG&cauthor_id=22323544
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Vandewalle+A&cauthor_id=22323544
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Werts+C&cauthor_id=22323544
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lim%20JJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28589095
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Grinstein%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28589095
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Roth%20Z%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28589095
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/19874218/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/19874218/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/19874218/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/19874218/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/19874218/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/19874218/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/19874218/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/19874218/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/19874218/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/19874218/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/19874218/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/19874218/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/19874218/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/19874218/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/19874218/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/19874218/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/19874218/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/19874218/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/19874218/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/19874218/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/19874218/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/19874218/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/19874218/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/19874218/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/19874218/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/19874218/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Lub+M&cauthor_id=7576051
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=van+Kooyk+Y&cauthor_id=7576051
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Figdor+CG&cauthor_id=7576051
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Lund+ME&cauthor_id=26826276
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=To+J&cauthor_id=26826276
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=O%27Brien+BA&cauthor_id=26826276
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Donnelly+S&cauthor_id=26826276

Marangoni A, Aldini R, Sambri V, Montagnani M, Ballardini G, Storni E, Cevenini R.
Uptake and Kkilling of Leptospira interrogans and Borrelia burgdorferi, spirochetes
pathogenic to humans, by reticuloendothelial cells in perfused rat liver. Infect
Immun. 2000 Sep;68(9):5408-11.

Marikovsky M, Arnon R, Fishelson Z. Schistosoma mansoni: localization of the 28 kDa
secreted protease in cercaria. Parasite Immunol. 1990;12(4):389-401.

Marshall RB. Ultrastructural changes in renal tubules of sheep following experimental
infection with Leptospira interrogans serotype pomona. Journal of Medical
Microbiology, 1974.7505-508.

Matsunaga J, Barocchi MA, Croda J, Young TA, Sanchez Y, Siqueira I, Bolin CA, Reis
MG, Riley LW, Haake DA, Ko Al. Pathogenic Leptospira species express surface-
exposed proteins belonging to the bacterial immunoglobulin superfamily. Mol Microbiol.
2003; 49(4): 929-945.

Medzhitov R. Recognition of microorganisms and activation of the immune response.
Nature, 2007;449(7164):819-26. doi: 10.1038/nature06246.

Meri T, Murgia R, Stefanel P, Meri S, Cinco M. Regulation of complement activation at
the C3-level by serum resistant leptospires. Microb Pathog 2005;39:139 47.

Merien F, Baranton G, Perolat P. Invasion of Vero cells and induction of apoptosis in
macrophages by pathogenic Leptospira interrogans are correlated with virulence. Infect
Immun. 1997; 65(2):729-38

Mosmann TR, Cherwinski H, Bond MW, Giedlin MA, Coffman RL: Two types of murine
helper T cell clone. I. Definition according to profiles of lymphokine activities and
secreted proteins. J Immunol 1986, 136:2348-57.

Muiller-Eberhard, H. J. (1986). The membrane attack complex of complement. Annu Rev
Immunol 4: 503-28.

Nahori MA, et al. Differential TLR recognition of leptospiral lipid A and
lipopolysaccharide in murine and human cells. J Immunol. 2005;175(9):6022-31.

Nally JE, Chantranuwat C, Wu XY, Fishbein MC, Pereira MM, Silva JJP, Blanco
DR, Lovett MA. Alveolar Septal Deposition of Immunoglobulin and Complement
Parallels Pulmonary Hemorrhage in a Guinea Pig Model of Severe Pulmonary
Leptospirosis. Am J Pathol. 2004 Mar; 164(3): 1115-1127. doi: 10.1016/S0002-
9440(10)63198-7.

Nimmerjahn F, Ravetch JV. Fcgamma receptors: old friends and new family members.
Immunity, 2006;24(1):19-28. doi: 10.1016/j.immuni.2005.11.010.

Orth D, Ehrlenbach S, Brockmeyer J, Khan AB, Huber G, Karch H, Sarg B, Lindner H,
Wurzner R. EspP, a serine protease of enterohemorrhagic Escherichia coli, impairs
complement activation by cleaving complement factors C3/C3b and C5. Infect Immun.
2010;78(10):4294-301.

52


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Marangoni%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10948172
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Aldini%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10948172
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sambri%20V%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10948172
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Montagnani%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10948172
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ballardini%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10948172
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Storni%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10948172
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cevenini%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10948172
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Marangoni+et+al.%2C+2000+leptospira
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Marangoni+et+al.%2C+2000+leptospira
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Medzhitov+R&cauthor_id=17943118
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nally%20JE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14982864
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chantranuwat%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14982864
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wu%20XY%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14982864
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fishbein%20MC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14982864
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pereira%20MM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14982864
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=da%20Silva%20JJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14982864
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Blanco%20DR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14982864
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lovett%20MA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14982864
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC1614724/
https://dx.doi.org/10.1016%2FS0002-9440(10)63198-7
https://dx.doi.org/10.1016%2FS0002-9440(10)63198-7
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Nimmerjahn+F&cauthor_id=16413920
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Ravetch+JV&cauthor_id=16413920

Palaniappan RU, Ramanujam S, Chang YF. Leptospirosis: pathogenesis, immunity,
and diagnosis. Curr Opin Infect Dis. 2007;20(3):284-92.

Park SY, Kim KM, Lee JH, Seo SJ, Lee IH. Extracellular gelatinase of Enterococcus
faecalis destroys a defense system in insect hemolymph and human serum. Infect Immun.
2007;75(4):1861-9.

Park SY, et al. Immune evasion of Enterococcus faecalis by an extracellular gelatinase
that cleaves C3 and iC3b. J Immunol. 2008;181(9):6328-36.

Passlick B , Flieger D, Ziegler-Heitbrock HW. Identification and characterization of a
novel monocyte subpopulation in human peripheral blood. Blood. 1989;74(7):2527-34.

Picardeau M. Diagnosis and epidemiology of leptospirosis. Med Mal Infect.
2013;43(1):1-9.

Poltorak A, He X, Smirnova I, Liu MY, Van Huffel C, Du X, Birdwell D, Alejos E, Silva
M, Galanos C, Freudenberg M, Ricciardi-Castagnoli P, Layton B, Beutler B.Defective
LPS signaling in C3H/HeJ and C57BL/10ScCr mice: mutations in TIr4 geneScience.
1998;282(5396):2085-8. doi: 10.1126/science.282.5396.2085.

Popadiak K, Potempa J, Riesbeck K, Blom AM. Biphasic effect of gingipains from
Porphyromonas gingivalis on the human complement system. J Immuno,
2007.178(11):7242-50.

Potempa M, Potempa J, Kantyka T, Nguyen K, Wawrzonek K, Manandhar SP, Popadiak
K, Riesbeck K, Eick S, Blom AM. Interpain A, a cysteine proteinase from Prevotella
intermedia, inhibits complement by degrading complement factor C3. PLoS Pathog.
2009;5(2)e1000316.

Potempa M, Potempa J. Protease-dependent mechanisms of complement evasion by
bacterial pathogens. Biol. Chem. 2012;393(9):873-88.

Qin Zhenyu The use of THP-1 cells as a model for mimicking the function and regulation
of monocytes and macrophages in the vasculature.Atherosclerosis. 2012 ;221(1):2-11.
doi: 10.1016/j.atherosclerosis.2011.09.003.

Raddi G, Morado DR, Yan J et al. Three-dimensional structures of pathogenic and
saprophytic Leptospira species revealed by cryo-electron tomography. J Bacteriol. 2012;
194:1299-1306.

Ramu P, Tanskanen R, Holmberg M, L&hteenméki K, Korhonen TK, Meri S. The surface
protease PgtE of Salmonella enterica affects complement activity by proteolytically
cleaving C3b, C4b and C5. FEBS Letters. 2007;581(9):1716-20.

Ravetch JV, Kinet JP. Fcreceptors. Annu Rev Immunol. 1991;9:457-92. doi:
10.1146/annurev.iy.09.040191.002325.

Ricaldi J, Swancutt MA, Matthias MA. Current trends in translational research in
leptospirosis. Curr Opin Infect Dis. 2013;26(5):399-403.

Ravetch JV, Kinet JP. Fc receptors. Annu Rev Immunol, 1991;9:457-92. doi:
10.1146/annurev.iy.09.040191.002325.

53


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Passlick+B&cauthor_id=2478233
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Flieger+D&cauthor_id=2478233
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Ziegler-Heitbrock+HW&cauthor_id=2478233
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Qin+Z&cauthor_id=21978918
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/1910686/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Ravetch+JV&cauthor_id=1910686
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Kinet+JP&cauthor_id=1910686

Riva R, Korhonen TK, Meri S. The outer membrane protease PgtE of Salmonella enterica
interferes with the alternative complement pathway by cleaving factors B and H.Front
Microbiol. 2015;6:63.

Roghanian A, Stopforth RJ, Dahal LN, Cragg MS. New revelations from an old receptor:
Immunoregulatory functions of the inhibitory Fc gamma receptor, FcyRIIB (CD32B). J
Leukoc Biol. 2018 Feb 6.doi: 10.1002/JLB.2MIR0917-354R.

Rooijakkers SHM, van Strijp JAG. Bacterial complement evasion. Molecular
Immunology 44 (2007) 23-32.

Roussel-Jazédé V, Grijpstra J, van Dam V, Tommassen J, van Ulsen P. Lipidation of the
autotransporter NalP of Neisseria meningitidis is required for its function in the release
of cell-surface-exposed proteins. Microbiology. 2013;159(2):286-95.

Sahu A, Sunyer JO, Moore WT, Sarrias MR, Soulika AM, Lambris JD. Structure,
functions, and evolution of the third complement component and viral molecular
mimicry. Immunol Res. 1998;17(1-2):109-21.doi: 10.1007/BF02786436.

Silva LB, Miragaia L dos S, Breda LC, Abe CM, Schmidt MC, Moro AM, Monaris D,
Conde JN, Jozsi M, lIsaac L, Abreu PA, Barbosa AS. Pathogenic Leptospira species
acquire factor H and vitronectin via the surface protein LcpA. Infect Immun.
2015;83(3):888-97.

Shimazu, R., S. Akashi, H. Ogata, Y. Nagai, K. Fukudome, K. Miyake, and M. Kimoto.
1999. MD-2, a molecule that confers lipopolysaccharide responsiveness on toll-like
receptor 4. J. Exp. Med. 189:1777-1782.

Spichler AS, Vilaca PJ, Athanazio DA, Albuquerque JO, Buzzar M, Castro B, Seguro A,
Vinetz JM. Predictors of lethality in severe leptospirosis in urban Brazil. Am J Trop Med
Hyg. 2008;79(6):911-4.

Springer TA, Dustin ML, Kishimoto TK, Marlin SD. The Ilymphocyte function-
associated LFA-1, CD2, and LFA-3 molecules: cell adhesion receptors of the immune
system. Annu Rev Immunol. 1987;5:223-52. doi: 10.1146/annurev.iy.05.040187.001255.

Strauss-Ayali D, Conrad SM, Mosser DM. Monocyte subpopulations and their
differentiation patterns during infection. J Leukoc Biol. 2007; 82(2):244-52. doi:
10.1189/j1b.0307191. Epub 2007 May 2.

Stuart LM, Alan R, Ezekowitz B. Phagocytosis: elegant complexity. Immunity,
2005;22(5):539-50. doi: 10.1016/j.immuni.2005.05.002.

Takabe K, Nakamura S, Ashihara M et al. Effect of osmolarity and viscosity on the
motilityof pathogenic and saprophytic Leptospira. Microbiol Immunol. 2013;57(3):236-
9.

Takeda K, Akira S. TLR signaling pathways. Semin Immunol. 2004;16(1):3-9
Tan SM, Hyland RH, Shamkhani A-Al, Douglass WA, Shaw JM, Law SK. Effect of
integrin beta 2 subunit truncations on LFA-1 (CD11a/CD18) and Mac-1 (CD11b/CD18)

54


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Roghanian+A&cauthor_id=29406570
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Stopforth+RJ&cauthor_id=29406570
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Dahal+LN&cauthor_id=29406570
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Cragg+MS&cauthor_id=29406570
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Sahu+A&cauthor_id=9479573
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Sunyer+JO&cauthor_id=9479573
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Moore+WT&cauthor_id=9479573
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Sarrias+MR&cauthor_id=9479573
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Soulika+AM&cauthor_id=9479573
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Lambris+JD&cauthor_id=9479573
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Springer+TA&cauthor_id=3109455
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Dustin+ML&cauthor_id=3109455
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Kishimoto+TK&cauthor_id=3109455
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Marlin+SD&cauthor_id=3109455
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Stuart+LM&cauthor_id=15894272
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Ezekowitz+RA&cauthor_id=15894272
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Takeda%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14751757
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Akira%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14751757
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/14751757
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Tan+SM&cauthor_id=10946284
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Hyland+RH&cauthor_id=10946284
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Al-Shamkhani+A&cauthor_id=10946284
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Douglass+WA&cauthor_id=10946284
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Shaw+JM&cauthor_id=10946284
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Law+SK&cauthor_id=10946284

assembly, surface expression, and function. J Immunol. 2000;165(5):2574-81.doi:
10.4049/jimmunol.165.5.2574.

Takizawa F, Tsuji S, Nagasawa S. Enhancement of macrophage phagocytosis upon iC3b
deposition on apoptotic cells. FEBS Lett. 1996;397(2-3):269-72.

Thomas CA, Li Y, Kodama T, Suzuki H, Silverstein SC, Khoury JE. Protection from
lethal gram-positive infection by macrophage scavenger receptor-dependent
phagocytosis. J Exp Med, 2000;191(1):147-56. doi: 10.1084/jem.191.1.147.

Toma C, Okura N, Takayama C, Suzuki T. Characteristic features of intracellular
pathogenic Leptospira in infected murine macrophages. Cell Microbiol. 2011
Nov;13(11):1783-92.

Tsuchimoto, M., M. Niikura, E. Ono, H. Kida, and R. Yanagawa. 1984. Leptospiral
attachment to cultured cells. Zentbl. Bakteriol. Mikrobiol. Hyg. 258:268-2

Underhill DM, Ozinsky A. Phagocytosis of microbes: complexity in action.Annu Rev
Immunol, 2002;20:825-52. doi: 10.1146/annurev.immunol.20.103001.114744.

Underhill DM, Goodridge HS. Information processing during phagocytosis. Nat Rev
Immunol. 2012,;12(7):492-502. doi: 10.1038/nri3244.

Vieira ML, Vasconcellos AS, Gongales AP, Morais ZM, Nascimento ALTO.
Plasminogen acquisition and activation at the surface of leptospira species lead to
fibronectin degradation. Infection and Immunity. 2009;77(9):4092-101.

Walport MJ. Complement first of two parts. The New England Journal of Medicine.
2001;344 (14):1058-66.

Vincent AT, Schiettekatte O Goarant C, Neela VK, Bernet E, Thibeaux R, Ismail
N, Mohd Khalid MKN, Amran F, Masuzawa T, Nakao R, Amara Korba A, Bourhy
P, Veyrier FJ, Picardeau M Reuvisiting the taxonomy and evolution of pathogenicity of
the genus Leptospira through the prism of genomics. PL0oS Negl Trop Dis. 2019,
13(5):e0007270. doi: 10.1371/journal.pntd.0007270.

Vorup-Jensen T, Jensen RK. Structural Immunology of Complement Receptors 3 and
4.Front Immunol. 2018 Nov 26;9:2716. doi: 10.3389/fimmu.2018.02716. eCollection
2018.

Werts C. Interaction of Leptospira with the Innate Immune System. Curr Top Microbiol
Immunol. 2018;415:163-187. doi: 10.1007/82_2017_46.

Wright, S.D., R.A. Ramos, P.S. Tobias, R.J. Ulevitch, and J.C. Mathison. 1990. CD14, a
receptor for complexes of lipopolysaccharide (LPS) and LPS binding protein. Science.
249:1431-1433.

Wolff DG, Castiblanco-Valencia MM, Abe CM, Monaris D, Morais ZM, Souza GO,
Vasconcellos AS, Isaac L, Abreu PA, Barbosa AS. Interaction of leptospira elongation
factorTu with plasminogen and complement factor h: a metabolic leptospiral protein with
moonlighting activities. PLoS One. 2013;8(11):1-10.

55


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Thomas+CA&cauthor_id=10620613
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Li+Y&cauthor_id=10620613
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Kodama+T&cauthor_id=10620613
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Suzuki+H&cauthor_id=10620613
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Silverstein+SC&cauthor_id=10620613
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=El+Khoury+J&cauthor_id=10620613
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Underhill+DM&cauthor_id=11861619
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Ozinsky+A&cauthor_id=11861619
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Vincent%20AT%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31120895
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Schiettekatte%20O%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31120895
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Goarant%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31120895
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Neela%20VK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31120895
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bernet%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31120895
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Thibeaux%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31120895
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ismail%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31120895
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ismail%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31120895
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mohd%20Khalid%20MKN%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31120895
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Amran%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31120895
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Masuzawa%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31120895
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nakao%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31120895
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Amara%20Korba%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31120895
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bourhy%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31120895
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bourhy%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31120895
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Veyrier%20FJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31120895
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Picardeau%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31120895
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Revisiting+the+taxonomy+and+evolution+of+pathogenicity+of+the+genus+Leptospira+through+the+prism+of+genomics
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/30534123/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/30534123/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/29038956/

Xue F, Zhao X, Yang Y, Zhao J,Yang Y, Cao Y, Hong C, Liu Y, Sun L, Huang M, Gu
J. Responses of murine and human macrophages to leptospiral infection: a study using
comparative array analysis. PLoS Negl Trop Dis, 2013 Oct 10;7(10):e2477. doi:
10.1371/journal.pntd.0002477. eCollection 2013.

Zipfel PF, Wirzner R, Skerka C. Complement evasion of pathogens: common strategies
are shared by diverse organisms. Molecular Immunology. 2007;44(16),3850-7.

6. Anexos

Anexo A -Trabalhos apresentados em congressos.

Amamura TA, Fraga TR, Vasconcellos SA, Barbosa AS, lIsaac L.
Pathogenic Leptospira Secreted Proteases Target the Membrane Attack Complex: A
Potential Role for Thermolysin in Complement Inhibition. Front Microbiol. 2017 May
30;8:958. doi: 10.3389/fmich.2017.00958

Anexo B - Artigos publicados.

Santiesteban-Lores, L.E.; Amamura, T.A.; Da Silva, T.F.; Midon, L.M.; Carneiro,
M.C.; Isaac, L.; Bavia, L. A double edged-sword - the Complement System during
SARS-CoV-2 infection. Life  Sciences.  272:119245, 2021. doi:
10.1016/j.1f5.2021.119245.

56


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Xue+F&cauthor_id=24130911
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Zhao+X&cauthor_id=24130911
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Yang+Y&cauthor_id=24130911
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Zhao+J&cauthor_id=24130911
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Yang+Y&cauthor_id=24130911
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Cao+Y&cauthor_id=24130911
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Hong+C&cauthor_id=24130911
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Liu+Y&cauthor_id=24130911
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Sun+L&cauthor_id=24130911
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Huang+M&cauthor_id=24130911
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Gu+J&cauthor_id=24130911
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Amamura%20TA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28611756
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fraga%20TR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28611756
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Vasconcellos%20SA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28611756
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Barbosa%20AS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28611756
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Isaac%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28611756
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Amamura+et+al+2017

