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RESUMO

No presente trabalho, os acidos sialicos da superficie de diferentes isolados do

género Mucor foram extraidos, purificados e caracterizados por cromatografia em
camada fina de alta resolucdo (HPTLC) e cromatografia em fase gasosa acoplada a
espectrometria de massa (GC-MS), além de quantificados por dosagem colorimétrica.
Com a utilizacdo dessas técnicas foi detectado o acido N-acetilneuraminico em
diferentes proporcdes em 8 das 11 amostras analisadas.
A localizacdo dos &cidos sialicos na superficie foi avaliada através da utilizacdo de
lectinas conjugadas a isotiocianato de fluoresceina (FITC) e, através desta metodologia
obteve-se nas formas de conidio e levedura de M. polymorphosporus marcacdes para
LPA, SNA e MAA. A forma miceliana foi avaliada ainda quanto a presenca de
sialoglicoconjugados, exibindo marcagéo tanto em SNA quanto em MAA. Além desses
achados, foi possivel verificar a influéncia destes acucares acidos no que diz respeito a
contribuicdo para carga negativa as superficies fangicas e, o possivel escape dos
mecanismos inatos do sistema imune do hospedeiro, através da adesao de conidios e
leveduras ao substrato de poli-L-lisina e intera¢éo de conidios de M. polymorphosporus
com monécitos e neutréfilos humanos, respectivamente. Quanto a avaliacdo da
atividade peptidasica, os ensaios realizados demonstram que nas formas de micélio e
levedura observa-se uma ampla faixa de atividade de hidrélise do BSA, no que diz
respeito ao pH, com picos de atividade em pH 4 em ambas as formas, além de um pico
adicional em pH 8 na forma de levedura. Estas atividades puderam ser totalmente
inibidas por pepstatina A, em ambos os pHs, sendo que a atividade em pH 8,0 pode ser
inibida por lodoacetamida e TLCK, mas ndo por E-64, sugerindo a presenca de
aspartico em pH 4,0 (ScM e SclL) e cisteina-peptidases ou serina-peptidases em pH 8,0
(ScL). Adicionalmente, foi observada a capacidade do ScM em clivar substratos como
laminina, HSA e mucina, demonstrando assim a ampla especidade da(s) referida(s)
peptidase(s). A identificacdo do acido sialico, bem como peptidases extracelulares em
Mucor spp. podem vir a contribuir para o melhor entendimento das interacdes entre o
hospedeiro e este patdgeno emergente.
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SUMMARY

In the present study, cell surface sialic acids from different species of Mucor spp.
were isolated, purified and characterized by high performance thin layer
chromatography (HPTLC), combined gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS),
and quantified by colorimetric analysis. Using these techniques, different amounts of N-
acetylneuraminic acid were identified in 8 of 11 studied strains. The conidia and yeast
forms of M. polymorphosporus surface location of sialic acids was evaluated by
fluorescein isothiocyanate-labelled (FITC) lectins binding assays with LPA, MAA and
SNA, where conidial cells reacted more intensively with SNA, while yeast forms were
more recognized by MAA. The occurrence of sialoglycoconjugates was evaluated in
mycelia protein extract, which reacted with SNA and MAA. In addition it was possible to
verify the influence of these acidic sugars on the negative cellular charge and on the
host innate immune response mechanism, through the fungal adhesion to the cationic
substrate poly-L-lisine and the phagocytosis assay of M. polymorphosporus conidia by
human monocytes and neutrophils, respectively. Considering the peptidase activity
evaluation, both mycelia and yeasts assays demonstrated a broad proteolytic activity
using BSA as substrate, which were more active in pH 4.0 for both fungal forms and
additionally active in pH 8.0 only for yeast forms. These extracellular peptidases were
fully inhibited by pepstatin A in both pHs, however, the pH 8.0 activity was also inhibited
by iodoacetamide and TLCK, but was not inhibited by E-64, suggesting the presence of
aspartic peptidases in pH 4.0 (ScM e ScL) and cysteine or serine peptidases in pH 8.0
(ScL). In addition, mycelia culture supernatant was able to cleave a wide range of
proteinaceous substrates as laminin, HSA and mucin, which demonstrates the broad
specificity of these peptidases. The identification of sialic acids, as well as of the
extracellular peptidases in Mucor spp. may contribute to a better understanding of the
host-fungus interaction.
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ABREVIATURAS

BSTFA — bis(timetilsilil)trifluoracetamida

CMP — citidina mono fosfato

FITC — isotiocianato de fluoresceina

GC-MS - cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas
HPTLC — cromatografia em camada fina de alta resolugao
Kdn9P — &cido 2-ceto-3-deodxi-9-O-acetilneuraminico
Neu5,9Ac, — acido 5 N-acetil-9-O-acetilneuraminico

Neu5Ac — &cido 5-N-acetilneuraminico

Neu5Ac9P — 4cido 5-N-acetil-9-O-acetilneuraminico-9-fosfato
Neu5Gc — acido 5-N-glicolilneuraminico

PBS — tampao fosfato de sédio

Rt — distancia relativa percorrida pelo composto

Rpm — rotagdes/minuto

UDP — uridina difosfato

GMSF - fator estimulante de granuldcitos-macrofagos

IFN- y - interferon gamma

PMSF - fluoreto de fenilmetanosulfonil

, EDTA — acido etilenodiaminotetracético

EGTA — &cido etilenoglicoltetracético

E-64 - L-trans-epoxisuccinil leucilamido-(4-guanidino) butano
BCECF/AM - ester acetoximetil 2',7’-bis-(carboxietil)-5(6’)-carboxifluoresceina

BCECF - 2’,7’-bis-(carboxietil)-5(6)-carboxifluoresceina
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BSA — soro albumina bovina

TLCK - tosil-lisil-clorometil cetona
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1 - INTRODUCAO

Atualmente, a micologia médica tem despertado maior interesse na comunidade
cientifica. As micoses ocasionadas principalmente pelos fungos oportunistas, tém se
tornado cada vez mais frequentes, como reflexo do crescente niumero de individuos
imunocomprometidos, com destaque os portadores do virus da imunodeficiéncia
adquirida (HIV), constituindo-se como um tema relevante para diversas areas de
especialidades médicas (LATGE & CALDERONE, 2002). Soma-se a isto o fato que,
esta generalizado cada vez mais o0 uso de inimeros medicamentos imunossupressores
para o tratamento e o controle de uma ampla variedade de doencas crénicas,
neoplasicas e imunoldgicas; o que também favorece o0 estabelecimento e o
desenvolvimento das infeccfes por fungos. Por conseguinte, os conceitos classicos de
infeccbes micodticas primarias e o de infecgcbes micoticas oportunistas devem ser
questionados quando se pretende diagnosticar uma micose (DELGADO & AGUIRRE,
1997; VAN-BURICK & MAGEE, 2001). Atualmente, existem dois fendbmenos que
acontecem simultaneamente: um se refere a modificacdo do espectro clinico dos
oportunistas *“classicos”, e outro a emergéncia de novas espécies oportunistas,
incomuns, e que ndo devem mais ser consideradas pelos profissionais de microbiologia
como “contaminantes inofensivos”. Desta forma, a micologia vem sendo o campo de
acdo de varios polos de pesquisa e de interesse cientifico, os quais estdo sendo

apoiados por diversas areas de conhecimento (VAN-BURICK & MAGEE, 2001).
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1.1-0S ZIGOMICETOS E A ZIGOMICOSE

Os zigomicetos constituem uma classe de fungos, geralmente saprofitas,
presentes no solo e em detritos vegetais. Desde 1800, ja existiam relatos de
representantes dessa classe causando doencas em humanos, apontando a espécie
Absidia corymbifera, pertencente a ordem Mucorales, como a responsavel por
ocasionar a zigomicose disseminada em um paciente acometido por cancer (PLATAUF,
1885). A outra ordem que integra esta classe ¢ a Entomophthorales, também implicada
em micoses humanas, contudo as suas manifestacfes encontram-se mais associadas
com lesdes restritas as mucosas e tecidos subcutaneos, com melhor progndstico
(RIBES, VANOVER-SAMS & BAKER, 2000).

O género Mucor foi criado por Micheli & Saint Amans, em 1821 (SIDRIM &
MOREIRA, 1999). Membro da familia Mucoraceae seus principais representantes sao:
M. amphibiorum, M. circinelloides, M. hiemalis, M. indicus, M. racemosus e M.
ramosissimus (RIBES, VANOVER-SAMS & BAKER, 2000). A maioria dos zigomicetos
que possui importancia clinica ou industrial pertence a ordem Mucorales. Outros
representantes principais sao os géneros Rhyzopus e Absidia (LEHER et al., 1980;
RIBES, VANOVER-SAMS, & BAKER, 2000).

Estes fungos apresentam grande distribuicdo no ambiente, sdo encontrados no ar
e em alimentos, podem constituir a flora transitéria da pele e mucosas do homem e de
algumas espécies animais, e alguns deles, também podem ser fitopatogénicos
(BHADURI et al., 1983).

Mucor spp. tém crescimento muito rapido, inclusive em temperaturas maiores que
37°C, apresentando um periodo de maturacéo por volta do segundo ao quarto dia de

semeadura, em varios meios de rotina laboratorial. Quanto ao aspecto
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macromorfolégico, possuem colénias com uma textura “algodonosa” alta e exuberante,
com tonalidade branca ou amarelada, nos primeiros dias, tornando-se cinza ou
castanha, durante o periodo de maturacdo dos esporangios. Quanto a micromorfologia,
sao fungos filamentosos constituidos de hifas de aspecto hialino, largas e irregulares,
com presenca irregular de septos (hifas pauciseptadas) e com ramificacbes em angulo
proximo de 90°. No &pice dos esporangiéforos é possivel observar esporangios de
formato esférico apresentando em seu interior grande quantidade de esporangiosporos

(Figura 1).

e bele
4

Courtesy of
The ine Kaminski Medical Library

\ Produced by: David Ellis and Roland Hermanis
\ 4 [ © 2003 D [+ i

Figura 1: Morfologia microscopica de Mucor spp. Esporangio (seta) e esporos (asterisco).

Estes fungos geralmente, apresentam dimorfismo, ou seja, podem crescer em
forma de hifa ou levedura, conforme as condi¢Ges de cultivo (ORLOWSKI, 1991; ALLER
et al., 1997). Contudo, nem todas as espécies apresentam esta caracteristica, algumas
crescem somente em forma de hifa, sendo esta a morfologia que se encontra associada
aos tecidos lesionados (ORLOWSKI, 1991). Os primeiros estudos relacionados ao

dimorfismo relatavam que para obtencdo do crescimento de Mucor sp na forma de
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levedura, seria necessario uma atmosfera de alta pressdo de didéxido de carbono e
nitrogénio molecular. Contudo, Bartinicki-Garcia (1968) demonstrou que a questdo do
dimorfismo neste género €, essencialmente dependente de uma fonte de hexose, bem
como da sua concentracdo. Além disso, foi observado que os parametros essenciais
para este fendbmeno ndo se comportam uniformemente dentre as espécies estudadas,
havendo diferencas inclusive entre cepas de uma mesma espécie. Devido a esta
problematica na obtencéo destas formas fungicas é creditado apenas ao micélio como
sendo a forma infectiva (ORLOWSKI, 1991). A despeito disto, ja foram encontradas
leveduras da ordem Mucorales em material clinico, indicando que estas formas de
crescimento podem ocorrer in vivo (COOPER, 1987).

Como mencionado anteriormente, estes fungos estdo amplamente distribuidos no
meio ambiente e, de uma forma geral, existem como saprofitas em frutas e paes.
Esporos destas espécies tém sido observados em varios alimentos (ABDEL-HAFEZ,
1984). Todavia, os Mucorales podem atuar como parasitas, especialmente por
causarem doencas em animais e humanos. Seus esporos sao considerados pequenos
(média de 6.6 um), o que favorece a disseminacdo no meio ambiente e deposi¢cdo no
espaco alveolar. E crescente nimero de relatos destas espécies como contaminantes
de instrumentos médicos e materiais para analises clinicas (RIBES, VANOVER-SAMS,
& BAKER, 2000; CHAYAKULKEEREE, GHANNOUN & PERFECT, 2006) ).

Estes microrganismos séao considerados patégenos oportunistas, pois a infeccao
causada pelos mesmos € extremamente rara em hospedeiros sadios, sugerindo que a
patogenicidade destes fungos € observada principalmente quando um aspecto
especifico da defesa do hospedeiro sofre alguma alteracdo (HOGAN, KLEIN & LEVITZ,

1996; CHAYAKULKEEREE, GHANNOUN & PERFECT, 2006), tal como se observa em
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casos de leucemia (ALLER et al., 1997; PANDIT & RAHEMM, 2003), anemia aplastica
(WEITZMAN et al., 1993), transplantes de 6rgaos ou medula 6ssea (FISHER, TUAZON
& GEELHOED, 1980), diabetes melittus (VIRALLY et al., 2002), doenca renal (FERGI et
al., 1992), hemocromatose (MACDONALD et al., 1994), asma (ZABEL, 1997), cancer
gastrico (DOUVIN, LETICHOUX & HUGUET, 1975), queimaduras (ZABEL, 1997), uso
de deferoxamina® (BOELAERT et al., 1993) e terapias imunossupressoras com
destaque para o uso da predsona (ZABEL, 1997).

Fungos pertencentes a classe Zygomycetes, ordem Mucorales causam um grupo
distinto de infec¢bes designadas Mucormicose, a quarta causa mais comum de infecgéo
fungica em pacientes imunocomprometidos (PANDIT & RAHEEMA, 2003). Muitos
autores, arbitrariamente, atribuem ao género Mucor a etiologia das mucormicoses em
geral, baseando-se apenas no diagndstico das formas parasiticas nos cortes
histologicos, em detrimento da confirmagdo em cultura (RIBES, VANOVER-SAMS, &
BAKER, 2000). Porém, vale destacar que Mucor sp € apontado como o terceiro género
implicado nesta patologia (CHAYAKULKEEREE, GHANNOUN & PERFECT, 2006). As
manifestagbes clinicas s&o, basicamente, divididas de acordo com o estado
imunoldgico do paciente. Os pacientes imunocomprometidos tendem a apresentar
doenca invasiva de Orgdos sélidos, enquanto hospedeiros imunocompetentes
demonstram predominantemente infecgGes cutaneas ou de unhas. Casos pulmonares
(DAVIES, 1972), rino-cerebrais (HENDRICKSON, OLSHAKER & DUCKETT, 1999),
rino-orbitais (GOKCIL et al., 1998) e gastrointestinais (MARAVI-POMA et al., 2004) s&o

os de maior incidéncia.
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Inimeras formas de transmissdo vém sendo descritas para estas espécies. De
forma semelhante a outros Mucorales, casos rino-cerebrais e pulmonares tém sido
atribuidos a inalacdo dos conidios. As infeccOes do trato digestivo séo provavelmente
adquiridas através da ingestdo de conidios contidos nos alimentos ou através de
manipulacdo de ervas (OLIVER et al., 1996). A forma cutanea é resultante de uma
exposicao dos tecidos subjacentes a pele por injecbes (DRESCHLER, 1960), picadas
de insetos (PREVOO, STARINK & HAAN, 1991), e outras formas de implantacéo

traumatica dos esporos (COSTA et al
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1.2 - TRATAMENTO DAS ZIGOMICOSES

No que diz respeito ao tratamento destas infec¢bes, o antifangico utilizado é a
anfotericina B®. Contudo, a abordagem terapéutica mais eficaz lanca mdo de uma
combinacéo de altas doses deste medicamento (HERBRECHT et al., 2001), remocé&o
cirdrgica e, ainda, o controle das condi¢cdes predisponentes dentre as principais,
neutropenia e diabetes mellitus (GONZALEZ, RINALDI & SUGAR, 2002). Faz-se
necessario ressaltar a nefrotoxicidade desse farmaco, limitando seu uso em pacientes
com doencas renais (HARBARTH et al., 2002). Algumas drogas tém sido utilizadas com
relativo sucesso, com destaque para o Posaconazol®, utilizado no tratamento de um
paciente recém-transplantado de coracéo e rim (TOBON et al., 2003), porém a maioria
dos azodis ndo apresenta bons resultados para o tratamento da zigomicose ocasionada
por Mucor (VAN CUTSEM et al., 1989; DANNAOQUI et al. 2003).

Muitas medidas adjuntivas tém sido propostas para combater a zigomicose,
dentre elas a utilizacdo do fator estimulante de granulécitos-macrofagos (GMSF),
transfusdo de leucdcitos, uso de interferon gamma (IFN- y) e oxigenoterapia
hiperbarica. No entanto, ainda néo existem estudos suficientes no sentido de assegurar
a eficacia dessas medidas no tratamento de rotina (CHAYAKULKEEREE, GHANNOUN

& PERFECT, 2006).

1.3 - PAREDE CELULAR FUNGICA

A parede celular dos fungos apresenta diferentes constituintes quimicos, dentre
eles: polissacarideos, proteinas e lipideos. Os principais componentes da parede
celular sdo os carboidratos do tipo hexoses e hexosaminas, as quais formam as

mananas, glucanas, galactanas e heteropolissacarideos (Bartnicki-Garcia, 1968;
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Bowman & Free, 2006). A determinacdo da rigidez da parede e manutencdo da
morfologia celular dos fungos tem sido atribuida a presenca dos polissacarideos de
superficie e de seus complexos protéicos (ANGLUSTER & TRAVASSOS, 1972). A
constituicdo desta estrutura pode variar entre as diferentes espécies e conforme o
tempo de cultivo, uma vez que muitas substancias presentes em hifas jovens,
“desaparecem” nas mais antigas dando lugar a depésitos de outros materiais que
podem mascarar 0s constituintes iniciais. Outros fatores que podem afetar esta
composicao sao as diferentes condicbes de cultivo, nas quais sdo alterados fatores
como: nutrientes (fontes de carbono e nitrogénio), temperatura e pH (FIRON, LESAGE
& BUSSEY, 2004).

Inicialmente, era atribuido a parede celular apenas o papel estrutural, conferindo
rigidez e protecdo ao protoplasto, na manutencdo da morfologia caracteristica dos
fungos. Hoje, com um melhor esclarecimento a respeito da funcionalidade desta
estrutura, tornou-se evidente a sua essencial participacdo em quase todos os aspectos
da biologia e da patogenicidade dos fungos (CHAFFIN et al., 1998; FIRON, LESAGE &
BUSSEY, 2004; NIMRICHTER et al., 2005; BOWMAN & FREE, 2006).

O fato da parede celular ser vital para os fungos e de ndo estar presente nas
células hospedeiras dos mamiferos, faz dela um alvo bastante interessante para
pesquisa de seus componentes, visando o0 desenvolvimento de novos antifungicos.
Alguns carboidratos presentes na parede celular, por serem Unicos e essenciais para o
fungo, tornam-se bons alvos para acdo de farmacos (GEORGOPAPADAKOU &
TKACZ, 1995). Atualmente, existem dois grupos de antifingicos que apresentam como
alvo a sintese de componentes polissacaridicos da parede celular, as equinocandinas

(responsavel pela inibicdo da sintese de B-1,3 glucana) e as nikkomicinas (responsavel
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pela inibicdo da sintese de quitina) (ODDS, BROWN, & GOW, 2003). Entretanto, muitos
destes antifUngicos apresentam um espectro de acdo limitado e dificuldades na
reprodutibilidade da eficacia in vivo. O conhecimento da estrutura e biossintese da
parede celular fungica é de extrema importancia para a busca de novos agentes
quimioterapicos (GOZALBO et al, 1993; BOWMAN & FREE, 2006).

Na etapa inicial do reconhecimento celular, a constituicdo quimica da parede dos
fungos desempenha um papel fundamental, uma vez que esta € uma das estruturas
mais externas dos fungos, podendo assim entrar em contato com a célula hospedeira e,
mediante a exposicdo dos seus determinantes antigénicos, sao estabelecidas
interacbes entre o patdgeno e a ceélula hospedeira. Dessa forma, pode-se dizer que
cada parede celular possui um verdadeiro “codigo de glicanas” responsavel pelas
interacOes estabelecidas entre ambos (SAN-BLAS, 1982; NIMRICHTER et al, 2005;
RUIZ-HERRERA et al., 2006).

Como dito anteriormente, a parede celular pode variar na composicédo quimica e
seus componentes podem desempenhar varias funcbes ao longo do ciclo de vida
destes microrganismos, inclusive nos fungos patogénicos. Nesse sentido, varios
componentes da superficie celular tém sido intensamente caracterizados, destacando-
se: polissacarideos (SOARES et al., 1995, PINTO et al.,, 2004), enzimas hidroliticas
(KNEIPP et al., 2004; GOEL et al.,, 2006; EL-TARABILY et al., 2000), proteinas de
choque térmico (MATTHEWS & BURNIE, 2004), glicosilesfingolipidios (RODRIGUES et
al., 2000; PINTO, et al., 2002; BARRETO-BERGTER, PINTO & RODRIGUES, 2004),
melanina (NOSANCHUK & CASADEVALL, 2003; ALVIANO et al., 2004a) e histonas
(NOSANCHUK et al., 2003). Estes componentes podem ser alvos para anticorpos ou

drogas, que controlem o crescimento de patdégenos fungicos tanto in vitro quanto in vivo
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(NIMRICHTER et al., 2005). Desta forma, a identificacdo e caracterizacdo dos
componentes de superficie, bem como suas possiveis funcbes pode auxiliar o
desenvolvimento de novas drogas antifungicas (Figura 2) (VAN BURIK & MAGEE,

2001).

,I\ anfifungal antibodies  zeiees glucosylceramides B melanin

S (He A

— 12 Ik
[s2,6-glucan | (ownss)

= = [

#1,3-guican

E{Hwn_m_-_-—f

k0

plasma membrane plasma membrane |i

Figura 2: Desenho esquematico dos componentes basicos de parede celular (A) e a proposta atual de
distribuicdo dos demais componentes da parede celular fungica (B e C). Com destaque na figura C, a
presenca da melanina em varias espécies flngicas. Fonte: Nimrichter et al., 2005.

1.4 - PAREDE CELULAR DOS ZIGOMICETOS

Os zigomicetos apresentam a quitina (quitosana) como principal componente
estrutural de parede celular. Em Mucor, além da quitina, observam-se mananas, acidos
urénicos, proteinas e polifosfatos. As fibrilas de quitina encontram-se embebidas em
uma matriz de poliuronideos (mucoran e acido mucérico), glicoproteinas e
glicopeptideos (DOW & RUBERY, 1977; DOW, DARNALL & VILLA., 1983; ORLOWSKI,
1991). A contribuicdo dos componentes fibrilares para a massa total da parede celular
ndo é muito diferente entre leveduras e hifas, fato que também €& observado no
conteudo de acido glucurénico. Contudo, em contraste com outros fungos, a parede

possui pouca quantidade de glucanas, embora a parede dos esporos apresente mais
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de 40% de carboidratos em sua composicdo. A diferenca mais expressiva entre as
paredes de leveduras e hifas € a quantidade de manose, que pode ser até oito vezes
maior em leveduras (BARTNICKI-GARCIA, 1968). Em 1977, Dow & Rubery
demonstraram que a parede celular das formas de levedura e micélio de M. rouxii
apresentava polissacaridios acidos de alta massa molecular. Estes polissacarideos
continham alta quantidade de &cido glucurénico. Contudo, havia algumas diferencas
entre as duas formas: na forma micelial o polissacaridio era mais acido que na levedura
e 0 micélio apresentava maior quantidade de fucose e galactose. Neste mesmo ano,
Datema, Van de Ende & Wessels, descreveram a presenca de polimeros polianidnicos
em Mucor mucedo. Eles eram constituidos majoritariamente de acido glucurénico, mas
também continham grandes quantidades de fucose, manose e galactose. Acredita-se
que a grande quantidade de polifosfatos presentes em semelhantes quantidades nas
paredes das formas vegetativas, implique na neutralizacdo dos polimeros policatibnicos
de quitina-quitosan (BARTINICKI-GARCIA, 1968; ORLOWSKI, 1991).

ObservacOes microscopicas de Mucor spp. revelaram que a parede da hifa &
relativamente fina, eletron-densa, nao-fibrosa e indiferenciada, apesar da parede da
levedura ser relativamente grossa, difusa, e fibrosa e visivelmente diferenciada em duas
camadas distintas (BARTINICK-GARCIA & LIPPMAN., 1969).

A camada externa da parede celular dos esporos € completamente diferente da
porcao vegetativa da mesma, tanto no aspecto morfolégico quanto quimico. Ela é
relativamente enriquecida em proteinas e lipideos, além de conter grandes quantidades
de glucanas e melanina, que se encontram completamente ausentes nas formas de
levedura e de hifa de Mucor spp. Em contraste, os niveis de quitina-quitosana, acido

glucurénico e fosfatos encontram-se em menor teor comparado as células vegetativas.
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Outros componentes, tais como galactose e fucose estdo ausentes nas paredes dos
esporos (BARTNICKI-GARCIA, 1968a; ORLOWSKI, 1991).

Apesar dos estudos abordando os componentes basicos de parede celular de
Mucor sp serem inegavelmente consagrados, faltam estudos mais atuais que busquem

estruturas de superficie possivelmente relacionadas com a patogenicidade.

1.5 - ACIDOS SIALICOS

Os acucares aléem de serem importantes componentes da superficie celular,
estdo implicados em fénomenos como antigenicidade, sitios de ligacdo hormonal,
fagocitose, pinocitose e no reconhecimento patdégeno-hospedeiro (SHARON & LIS,
1993; LEHMANN, TIRALONGO & TIRALONGO, 2006).

Os acidos sialicos constituem uma familia de monossocarideos acidos de 9
atomos de carbono derivados do acido neuraminico, 0os quais apresentam como
moléculas fundamentais as formas N-aciladas, acidos N-acetilneuraminico (Neu5Ac) e
N-glicolilneuraminico (Neu5Gc). A maior parte das demais modifica¢des, resultam de O-
acetilacdo em um dos muitos grupamentos hidroxila, em C-4, -7, -8 ou -9, bem como a
introducdo de uma dupla ligacdo entre C-2 e C-3 (SCHAUER et al., 1995), como
demonstrado na figura 3. S&o acidos relativamente fortes (acidos sialicos livres, pKa=
2,6), isto permite que se apresentem completamente desprotonados em pH fisioldgico,
contribuindo dessa forma com carga negativa as células que os possuem (SCHAUER et

al., 1995; KELM & SCHAUER, 1997; SCHAUER, 2004).
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Figura 3: Estrutura dos acidos sidlicos (Schauer, 2004). Demonstragdo da estrutura quimica do &cido
neuraminico na area cinza e as possiveis regides de substituicdo (R). Na parte externa, encontram-se
representadas as mais freqlientes substituices com suas respectivas posicdes.

Estes acUcares ocorrem principalmente como componentes terminais de
glicoproteinas e glicolipideos de superficie celular, formando os sialoglicoconjugados.
Nestes, os acidos sialicos apresentam-se ligados a residuos de galactose terminal
(SCHAUER et al., 1995; KELM & SCHAUER, 1997; SCHAUER, 2004). Tais estruturas
podem ser detectadas através da utilizacdo de lectinas especificas como Maackia
amurensis (MAA) e Sambucus nigra (SNA) que reconhecem ligac6es do tipo a2,3 e
a2,6, respectivamente entre esses acgucares. Sao 0s Unicos representantes de 9
carbonos encontrados em procariotos e, nos eucariotos, estdo envolvidos em inUmeras
interacOes célula-célula e célula-molécula como, por exemplo, agentes de estabilizacao
de glicoconjugados e membranas celulares; mediadores da regulacdo entre as células
e agindo como mensageiros quimicos; reguladores da funcdo de receptor
transmembrana; afetando o transporte de membrana; controlando a meia-vida de
glicoproteinas e células circulantes, além de contribuirem para a permeabilidade

seletiva de estruturas como o endotélio glomerular (VIMR et al., 2004).
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1.6 - DETERMINACAO DE ACIDOS SIALICOS

Diversas metodologias tém sido utilizadas na determinacédo dos acidos sialicos.
Estas moléculas podem ser detectadas quimicamente por cromatografia em camada
fina de alta resolucdo (HPTLC), pela cromatografia em fase gasosa acoplada a
espectrometria de massas (GC-MS), por dosagem colorimétrica, dentre varios outros
métodos (REUTER & SCHAUER, 1994; ZANETTA et al., 2001).

As lectinas (moléculas de natureza protéica ou glicoproteica que se ligam a sitios
contendo carboidratos especificos) podem atuar no reconhecimento de moléculas bem
como mediar a atividade biolégica dos carboidratos de superficie celular (WEIS et al.,
1992). A interacdo com lectinas tem sido amplamente utilizada no mapeamento de
acucares ou glicoconjugados na superficie de microrganismos (SOUZA et al., 1986;
SOARES et al., 1993; RODRIGUES et al., 1997, 2003a; SOARES et al., 2000;
WASYLNKA, SIMMER & MOORE, 2001; ALVIANO et al., 2004b). A existéncia de
lectinas especificas para diversos acucares faz delas ferramentas muitos importantes
na analise dos diferentes carboidratos de superficie, pois estas se combinam forte e
reversivelmente e podem ser removidas completamente por acucares de pequena

massa molecular para os quais séo especificas (SLIFKIN & DOYLE, 1990).

1.7 - ACIDOS SIALICOS EM FUNGOS

Os acidos sialicos vém sendo caracterizados principalmente em células animais e
algumas espécies de virus, bactérias e protozoarios, bem como em fungos. Em
diversas espécies microbianas, acredita-se que atue como molécula de anti-
reconhecimento pelo sistema imune do hospedeiro humano, sendo assim um

componente anti-fagocitico nas espécies que os expdéem (SCHAUER et al.,, 1995;
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ALVIANO et al. 1999; ANGNATA & VARKI, 2002). Em fungos patogénicos, uma
crescente lista de relatos comprova a ocorréncia de acidos sialicos em Cryptococcus
neoformans (RODRIGUES et al. 1997, 2003a), Sporothrix schenkii (ALVIANO et al.
1982; ODA et al. 1983), Fonsecaea pedrosoi (SOUZA et al., 1986; ALVIANO et al.,
2004b), Paracoccidioides brasiliensis (SOARES et al.,, 1993), Candida albicans
(SOARES et al., 2000) e Aspergillus fumigatus (WASYLNKA, SIMMER, & MOORE,
2001).

O primeiro fungo relatado em possuir acidos sialicos foi S. schenckii,
apresentando os derivados acido N-glicoliineuraminico e N-acetilneuraminico
compondo glicolipideos de superficie em leveduras (ALVIANO et al.,, 1982). Em
seguida, o mesmo grupo avaliou a influéncia destes acucares em experimentos para
determinar o indice de fagocitose, e foi observado um claro aumento deste apés a
remocao enzimatica dos residuos de acido sialico, comprovando dessa forma que estes
acucares aumentariam as chances de sobrevivéncia do fungo na auséncia de uma
resposta imune eficaz por parte do hospedeiro (ODA et al., 1983).

Os mesmos derivados descritos em S. schenckii foram detectados em conidios
do principal agente etiolégico da cromoblastomicose, F. pedrosoi, porém apenas
Neu5Ac foi detectado nas formas de micélio. Este fato sugere a relacdo entre a
expressao dos diferentes tipos de sialico e a morfogénese (SOUZA et al., 1986). Dados
recentes (ALVIANO et al., 2004b) confirmaram estes achados e avaliaram
concomitantemente a presenca de sialidases. As células escleréticas, de grande
importancia por serem as formas encontradas em exames histopatologicos também

foram submetidas aos mesmos ensaios realizados para conidios e micélio, porém nao
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houve deteccdo de acido sialicos e tampouco deteccdo de atividade sialidasica para
esta forma fungica.

P. brasiliensis foi o primeiro fungo causador de micose sistémica relatado em
apresentar sialico em sua superficie e, ao adicionar outras metodologias quimicas, tais
como a cromatografia liquido-gasosa aliada a espectrometria de massa (GC-MS), foi
possivel a caracterizacdo do Neu5Ac, tanto em micélio quanto em levedura (SOARES
et al., 1993). Estas mesmas técnicas foram usadas para caracterizar NeuSAc em duas
cepas de C. albicans, com a adicdo de experimentos para interagdo a um substrato
cationico, a poli-L-lisina, sugerindo através desta metodologia a contribuicdo para a
carga negativa a superficie fungica (SOARES et al., 2000). Contudo, especialmente no
caso de C. albicans, onde um dos principais sitios de interacdo € a mucosa bucal, uma
regido repleta de mucina salivar (fluido rico em acido sialico), a presenca de grande
concentracdo de tais moléculas anibnicas na superficie do fungo impde dificuldade a
adeséo, sendo a expressao de sialico neste caso prejudicial a colonizacdo do fungo
(SWEET et al., 1995).

Rodrigues e colaboradores (1997) fizeram um relevante estudo de identificacéo
de acidos sialicos em C. neoformans, agente etioldgico da criptococose. Neste trabalho,
foram exploradas diversas metodologias, tanto quimicas quanto biologicas e, através da
interacdo com a amostra padrdo de virus Influenza C foi possivel detectar acidos
sialicos 9-O-acetilados (Neu5,9Ac,), descrito pela primeira vez em fungos. Estudos
aplicados tambéem foram efetuados, submetendo o fungo a adeséo em poli-L-lisina e a
interacdo com macrofagos e constatou-se que estas moléculas estariam relacionadas

com adeséo as células do hospedeiro.
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Outros fungos que atingem via respiratéria também foram avaliados quanto a
possivel influéncia do acido sialico na patogenicidade, e foi comprovado que conidios
de Aspergillus fumigatus (BOUCHARA et al.,, 1997) e de Penicillium marneffei
(HAMILTON et al.,, 1998) reconhecem laminina por um mecanismo dependente de
acido sialico, sendo que em A. fumigatus os experimentos sugeriam a existéncia de
uma lectina que mediaria esta adesdo (BOUCHARA et al., 1997). Em 2002, Tronchin e
colaboradores comprovaram esta hipotese através da purificacdo e caracterizacao de
uma polipeptideo de 32 kDa, com reconhecimento especifico para acido sialico. Dessa
forma, foi sugerido que em um epitélio pulmonar lesionado por bactérias ou mesmo
farmacos, muito comum em pacientes imunocomprometidos, a exposicdo dessa
glicoproteina permitiia a adesdo desses patdogenos (HAMILTON et al.,, 1998).
Adicionalmente, foi encontrada uma densidade 3 a 20 vezes maior de acido sialico
nesta espécie patogénica do que nas espécies nao-patogénica A. auricomus, A. wentii

e A. ornatus (WASYLNKA, SIMMER, & MOORE, 2001).

1.8 - ENZIMAS PROTEOLITICAS

Proteases, peptidases ou peptideo hidrolases sdo enzimas encontradas em
varios organismos, desde virus até humanos. Estas sdo enzimas primordiais, uma vez
que sao responsaveis pela catalise de varias reacfes biolégicas essenciais, como
remodelacéo tecidual, coagulacdo sangulinea, reacbes imunes, metabolismo protéico,
regulacdo do ciclo celular, crescimento e diferenciacdo celular, processamento de
antigeno, angiogénese, morte celular programada, dentre outras funcbes (BEYNOM &
BOND, 1989; RAO et al., 1998; HOOPER, 2002). O crescente relato de doencas como

a Sindrome de Alzheimer, metastase em cancer e desordens inflamatoérias relacionadas
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ao desequilibrio na funcdo das peptidases, s6 reforcam a importancia que estas
apresentam no equilibrio homeostatico (BARRET, RAWLINGS & O’BRIEN, 2001;
HOOPER, 2002; REED & KITA, 2004).

As peptidases séo classificadas de acordo com o ponto de clivagem proteolitica.
Quando degradam os terminais de uma cadeia polipeptidica sdo denominadas
exopeptidases, e endopeptidades ou proteinases, quando catalisam a clivagem de
ligacbes peptidicas internas. As exopeptidases podem ainda ser subdivididas em
carboxi ou aminopeptidases, quando hidrolisam ligacdes peptidicas no terminal carboxi
ou amino da cadeia de aminoacidos do substrato, respectivamente (MaCDONALD,
1985; BARRET, 1986; ROOSE & VAN NOORDEN, 1995). As peptidases podem ser
ainda relacionadas com base em suas propriedades fisico-quimicas, quanto ao pH
otimo de atividade (peptidases acidas, neutras ou alcalinas), sensibilidade a inibidores
proteoliticos, modulacéo por metal, capacidade de degradar proteinas especificas (ex:
elastase, colagenase) e, ainda quanto a sua relacdo evolutiva, isto €, a similaridade
estrutural e funcional que uma peptidase apresente com outras enzimas ja bem
caracterizadas, valendo neste ponto destacar a importancia da base internacional de

dados MEROPS (http://merops.sanger.ac.uk), responsavel pela reunido das peptidases

em familias (assemelham-se na sequéncia de aminoacidos do centro ativo) e clans
(assemelham-se na estrutura terciaria). Porém, a classificacdo que tem por base os
importantes grupos quimicos presentes em seu sitio ativo € ainda a mais aceita e a
partir deste critério, as endopeptidases e as carboxipeptidases foram agrupadas, em
seis e trés classes principais, respectivamente. Nesta classificacdo, as endopeptidases
foram subdivididas em: serina, cisteina, aspartico, metalo, treonina e glutamico-

endopeptidases, ao passo que as carboxipeptidases foram subdivididas em serina,
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metalo e cisteina-carboxipeptidases (Figura 4) (ROOSE & VAN NOORDEN, 1995;

BARRET, RAWLINGS & O’BRIEN, 2001).
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Figura 4: Esquema de classificagdo das peptidases. Fonte: ROOSE & VAN NOORDEN, 1995).
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Algumas peptidases celulares degradam exclusivamente proteinas e peptideos
residentes no interior da célula, incluindo peptidases citosolicas e mitocondriais. Outras
sao sintetizadas para o espaco extracelular (peptidases secretadas e/ou excretadas)
como, por exemplo, peptidases lisossomais e de membrana plasmatica (WOLF, 1992).
A atividade proteolitica nas células deve ser altamente regulada para prevenir a
degradacéo inapropriada e descontrolada de proteinas. Portanto, a acdo de uma
peptidase deve ser limitada por sua localizacdo subcelular e regulada em inimeras
etapas (RAWLINGS, TOLLE & BARRET, 2004). As peptidases secretadas para 0 meio
extracelular podem funcionar como um mecanismo adaptativo importante durante o
ciclo de vida de diferentes microrganismos (SANTOS et al., 1999; HUBE, 2000;
MONOD et al., 2002; SANTOS et al., 2005).

Muitos inibidores de peptidases naturais e sintéticos vém sendo identificados. Os
inibidores naturais desenvolvem funcdes importantes na regulacdo poés-traducional da
atividade proteolitica em microrganismos e em seus hospedeiros, a0 passo que 0S
inibidores sintéticos sdo muito usados como medicamentos, e com grande validade na
pesquisa basica como ferramentas de subclassificacdo das peptidases em seus grupos
principais (RAWLINGS, TOLLE & BARRET, 2004). A inibicdo de peptidases in vitro € o
primeiro passo para as pesquisas subsequentes, que visam entender como estas
enzimas podem ser reguladas in vivo (HOOPER, 2002).

Cada grupo de peptidase possui um mecanismo proteolitico distinto e por isso
diferentes caracteristicas enzimaticas e sensibilidade frente a inibidores proteoliticos.
As quatro principais classes (serina, metalo, cisteina e aspartico peptidase) podem ser
diferenciadas experimentalmente usando inibidores proteoliticos classicos (HOOPER,

2002). As serinas peptidases possuem uma triade catalitica formada por uma serina,
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uma histidina e um residuo de aspartico. O fluoreto de fenilmetanosulfonil (PMSF) é
considerado como um inibidor de serina peptidases, embora possa inibir algumas
cisteina peptidases. As familias das serina peptidases sdo agrupadas em duas
superfamilias, as das Tripsinas (tri e quimiotripsina) e das Subtilisinas (HU & LEGER,
2004). As metalopeptidases precisam de um ion metal no sitio catalitico para exercer
sua funcéo. Agentes quelantes como, EDTA, EGTA e 1,10-fenantrolina removem ions
metais do sitio catalitico dessas enzimas, inibindo sua atividade catalitica. A principal
superfamilia de metalopeptidase é a familia das peptidases zincinas, que possuem
zinco ligado a duas histidinas e um glutamico presente no centro ativo (MYOSHI &
SHINODA, 2000). As cisteina peptidases possuem como inibidor classico o (L-trans-
epoxisuccinil leucilamido-(4-guanidino) butano) (E-64) e requerem para sua atividade
catalitica a existéncia da diade cisteina-histidina, além de um agente redutor no meio
de reacdo (RAO et al., 1998). As duas maiores superfamilias dessa classe séo a familia
da papaina e da caspase (BARRET, RAWLINGS & O’BRIEN, 2001). As aspartico
peptidases possuem seu sitio catalitico formado por dois residuos conservados de
acido aspartico. O mecanismo de acdo dessas enzimas é ainda desconhecido. As
aspartico peptidases sao divididas em duas grandes familias, pepsina-“like” e nao-
pepsina-‘like” aspartico peptidase, sendo a grande maioria inibida por pepstatina A
(NORTHROP, 2001).

A diversidade das peptidases, assim como a sua larga distribuicdo em diferentes
organismos, constituindo regiées como organelas e tecidos, demonstra como as
peptidases sao fatores essenciais para a manutencdo da homeostase em organismos
procariotos e eucariotos. As peptidases microbianas também apresentam contribuicéo

essencial para o ciclo de vida dos mesmos, porém nos microrganismos patogénicos,
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elas ainda podem desempenhar fun¢cdes como as de toxinas, bem como atuar de forma
indireta na patogenicidade. E sabido que para a in