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Resumo

Luiz Fernando Zmetek Granja

DIFERENTES ESPECIES DO GENERO MUCOR E A ATIVACAO
DO SISTEMA COMPLEMENTO HUMANO IN VITRO

Orientadores: Celuta S. Alviano e Regina Ejzemberg

Mucormicose ¢ o nome da doenga oportunista causada por fungos
pertencentes a classe Zygomycetes, ordem Mucorales. O recente aumento no niamero
de casos desta doenca reforca a necessidade de estudar estes fungos frente o sistema
imunolédgico. O sistema complemento tem papel crucial na defesa humoral contra
patégenos microbianos. Uma série de proteinas séricas ¢ seqiiencialmente ativada
acarretando a deposi¢dao de componentes do complemento na superficie microbiana e
podendo levar a opsonizagdo e/ou a lise de microrganismos susceptiveis. Nesse
trabalho foram usadas as formas de micélio, levedura e esporo (diferenciados ou nao)
de Mucor polymorphosporus e as formas de micélio e esporos de Mucor
ramosissimus, Mucor plumbeus e Mucor circinelloides para estudar os perfis de
ativagdo do complemento. Os resultados mostraram que as formas miceliais das
espécies testadas divergiram em dois perfis de ativacdo. M. polymorphosporus e M.
ramosissimus apresentaram consumo de complemento superior quando todas as vias
estavam liberadas, em comparagdo a M. plumbeus e M. circinelloides. Os esporos de
todas as espécies testadas mostraram perfis semelhantes quanto a ativagao do sistema
complemento, consumindo 100% deste. Os perfis de deposi¢ao de fragmentos de C3 e
C4, MBL, CRP e IgG, avaliados por ELISA, também foram semelhantes para todos
os esporos. A levedura de M. polymorphosporus nao apresentou fragmentos de C4,
nem tampouco a presenga de MBL, CRP ou IgG, indicando que a via alternativa ¢ a
principal utilizada. Essa diferenca de perfis encontrada entre as formas de levedura e
esporo de M. polymorphosporus sugere alteracdes estruturais que favorecem
determinadas vias. A distribuicio de fragmentos de C3 foi avaliada por
imunofluorescéncia direta, e todas as amostras testadas apresentam este componente
de forma confluente em suas superficies. Isto indica uma opsonizagado eficiente. Além

disto, a presen¢a de C4, MBL, IgG e CRP, em todos os esporos, sugere a participagdo
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das vias cléssica e das lectinas. A utilizacdo de esporos em diferenciacdo demonstrou
que hifas recém diferenciadas ndo apresentam fragmentos de C3 em sua superficie.
Além disso, a presenca de melanina em nossas amostras foi avaliada por
imunofluorescéncia, pois ela € capaz de ativar o sistema complemento. Essa estrutura
foi observada em todos os esporos utilizados, no entanto as leveduras e hifas recém

diferenciadas de M. polymorphosporus ndo demonstraram essa mesma propriedade.

Palavras Chave: 1. Sistema Complemento Humano 2. Mucormicose 3. Mucor
polymorphosporus 4. Mucor ramosissimus 5. Mucor plumbeus 6. Mucor

circinelloides 7. Micélio 8. Levedura 9. Esporo
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Summary

Luiz Fernando Zmetek Granja

DIFFERENT SPECIES FROM THE GENUS MUCOR AND THE
HUMAN COMPLEMENT SYSTEM ACTIVATION IN VITRO

Mentors: Celuta S. Alviano e Regina Ejzemberg

Mucormicosis is an oportunistic infection caused by fungi of the Mucorales
order. The recent increase in mucormycotic cases indicates the need to study these
fungi versus the immunological defenses of the host. Complement system has a major
role in humoral defenses against microbial pathogens. Serum proteins are sequentially
activated leading to complement component deposition onto microbial surface, which
can lead to opsonization and/or lysis of susceptible microbes. In this work, Mucor
polymorphosporus mycelium, yeast and spores (differentiated or not); and Mucor
ramosissimus, Mucor plumbeus and Mucor circinelloides mycelia and spores were
used to study complement activation. The results showed two activation profiles for
mycelia. Mucor polymorphosporus and Mucor ramosissimus had higher consumption,
when all pathways were active, than Mucor plumbeus and Mucor circinelloides.
Similar activation profiles (total complement consumption) were observed with
spores from all species used in this. C3 and C4 fragments, MBL, CRP and IgG,
analized by ELISA, were also similar on spores after complement activation. M.
polymorphosporus yeast showed very low levels of C4, MBL, CRP or IgG, indicating
that alternative pathway is the major activation pathway. These disparities observed
points out that these structural differences may be accountable for the use of different
pathways. C3 fragments analysis, assayed by immunofluroescence, evidenciated that
this components was distributed confluently throughout spores and yeast surfaces,
which suggests an efficient opsonization. Furthermore, C4, MBL, IgG and CRP,
present on spore surface, suggest that classical and lectin pathways take part in the
activation process. Hyphae from recent differentiated spores did not show C3
fragments on its surface. Melanin presence on our samples was also evaluated by

immunofluorescence, since this pigment is able to activate the complement system.
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Aside from yeast and recently differentiated hyphae from M. polymorphosporus, all

spore samples were positive for melanin.

Keywords: 1. Human complement system 2. Mucormycosis 3. Mucor
polymorphosporus 4. Mucor ramosissimus S. Mucor plumbeus 6. Mucor

circinelloides 7. Mycelium 8. Yeast 9. Spores
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CR — Receptor de Complemento
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EC — Eritrécitos de Carneiro

EDTA — Acido Etilenodiamino tetra-acético

EGTA — Acido Etilenoglicol Bis (éter B-amino etil éter) N, N, N’, N’ tetra-acético
ELISA — Ensaio Imunoenzimatico

HIV — Virus da Imunodeficiéncia Humana

HRF — Fator de Restricao Homologo
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LIKA — Laboratorio de imunopatologia Keizo Asami

LPS — Lipopolissacaridio

MAC — Complexo de Ataque a Membrana

MASP — Serina Protease Associada 8 MBL

MBL — Lectina de Ligacdo a Manose

MCP - Proteina Co-fator de Membrana

PBS — Tampao Fosfato Salina

PTX — Pentraxina
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SAP — Proteina Amiléide Sérica

SIC — Inibidor Estreptocécico do Complemento

SHN — Soro Humano Normal

TLR — Receptor Toll-simile

URM - University of Recife Mycologia

VBS — Tampao Veronal Salina
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1. Fungos

Fungos sdo eucariontes que possuem parede celular complexa e produzem
esporos. Eles podem se apresentar nas formas leveduras e hifas (RUIZ-HERRERA,
1985). O crescimento do fungo em geral ocorre com a formagdo de colonias
filamentosas, multicelulares e aspecto cotonoso. Estas colonias consistem de hifas
ramificadas que, quando emaranhadas, passam a serem chamadas de micélio. As hifas
sdo divididas em células por septos. Alguns fungos possuem septos em intervalos
regulares e outros ndo. As leveduras sdo unicelulares, normalmente esféricas ou
elipsoides, e suas coldnias sdo normalmente pequenas, opacas ¢ beges (HIBBET et
al., 2007). Algumas espécies de fungos sdo dimorficas, apresentando tanto formato de
hifa quanto de levedura (RUIZ-HERRERA, 1985), como por exemplo: Blastomyces
dermatitidis e Histoplasma capsulatum (SPETH et al., 2008).

Os fungos estdo presentes nos mais diversos habitats como agua, solo e
material em decomposi¢do onde existem como saprofitas. S3o organismos
quimioorganotréficos, ou seja, obtém energia a partir da oxidagdo de compostos
organicos, e geralmente possuem requisitos nutricionais simples. Grande parte dos
fungos ¢ capaz de decompor materiais como lignina e celulose, presentes na madeira,
contribuindo para a mineralizagdo do carbono organico, e, portanto, de grande
importancia ecologica (MADIGAN, 2000). Contudo, algumas espécies se adaptaram
a condicdo de parasitas tanto de plantas (BENITEZ et al., 2004) quanto de animais
(COONEY & KLEIN, 2008) ou de simbiontes, como no caso dos liquens que

consistem da associa¢do entre fungos e algas (MADIGAN, 2000).
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Recentemente, sete filos pertencentes aos fungos foram descritos:
Ascomycota, Basidiomycota, Zygomycota, Chytriodiomycota, Blastocladiomycota,
Neocallimastigomycota e Glomeromycota (HIBBET et al., 2007). Uma espécie
fingica ¢ alocada em um filo, assim como sua respectiva classe, ordem, familia e
género, de acordo com suas propriedades fenotipicas (morfologia e fisiologia),
reproducdo e semelhanga filogenética.

Dentre os zigomicetos (Zygomycota), a reproducdo sexuada resulta em um
zigosporo e a assexuada em esporangiosporo. Suas hifas possuem raros septos.
Alguns exemplos de géneros pertencentes a esse filo sdo Rhizopus, Mucor e Absidia.

Para ascomicetos (Ascomycota), a reproducao sexuada envolve uma bolsa ou
asco onde ocorre meiose, produzindo ascosporos. Sua reproducao assexuada se da por
conidios e suas hifas sdo septadas a intervalos regulares. Como exemplos de géneros
podem ser citados Ajellomyces (teleomorfo), Blastomyces (anamorfo), Histoplasma
(anamorfo), Saccharomyces (teleomorfo) e Candida (anamorfo).

Em basidiomicetos (Basidiomycota), a reproducdo sexuada produz
basidiosporos sustentados por um basidio. Suas hifas também sdo septadas a
intervalos regulares. Filobasidiela (teleomorfo) e Cryptococcus (anamorfo) sdo
exemplos de géneros desse filo. Os cogumelos, que sdo corpos frutificantes de alguns
fungos, pertencem exclusivamente ao filo Basidiomycota.

Quitridiomicetos (Chytridiomycota) sdo normalmente aquaticos e seus
zoosporos e gametas, possuem flagelos. Os fungos pertencentes a esse filo possuem
talos asseptados e normalmente ndo formam micélio. Dentre seus principais géneros
estdo: Batrachochytrium e Synchytrium.

Blastocladiomicetos (Blastocladiomycota) estavam anteriormente

classificados dentro do filo dos quitridiomicetos, no entanto recentemente foram
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reclassificados devido a novos dados moleculares. Diferentemente dos quitridios, os
esporos dos blastocladiomicetos possuem a capacidade de realizar meiose, enquanto
os quitridios exibem meiose zigoética. Allomyces e Blastocladia sio exemplos de
género pertencentes a esse filo.

Neocallimastigomicetos (Neocallimastigomycota) sdo fungos anaerobicos,
encontrados no interior do estdmago de ruminantes. Eles ndo possuem mitocdndrias,
mas hidrogenossomos que oxidam NADH a NAD'. Como quitridios, possuem
zodsporos que podem ser uni ou multiflagelados. Dentre seus géneros estdo
Neocallimastix e Anaeromyces.

Glomeromicetos (Glomeromycota) sdo fungos que formam micorrizas e estdo
associados com vegetais superiores. Possuem hifas asseptadas e normalmente formam
glomerosporos por reproducdo assexuada. A reproducdo sexuada deste filo ainda ¢
desconhecida. Alguns géneros conhecidos sdo Glomus e Archaeospora.

A parede celular dos fungos, em geral, ¢ composta basicamente de
polissacaridios e proteinas. Dentre os polissacaridios, destaca-se a presenca de
glucanas, mananas e quitina. A quantidade de proteinas pode variar de acordo com a
forma do fungo. Leveduras podem ter at¢ 50% de seu peso seco constituido por
proteinas enquanto que nas hifas este valor normalmente ndo ultrapasse 30%
(PONTON, 2008; PONTON et al., 2001). Variagdes como estas sao encontradas
também em relacdo aos polissacaridios. Nas hifas, o percentual de quitina pode chegar
a ser dez vezes maior que nas leveduras (PONTON et al., 2001).

A parede flngica normalmente ¢ também constituida por glucanas, compostas
por unidades de glicose com ligagdes B-1,3 e B-1,6. As interacdes dessas glucanas
com quitina, mananas e proteinas levam a formagao de uma malha que confere grande
resisténcia mecanica a parede, o que € essencial para a integridade celular (Fig. 1).
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Um componente comum na parede de varios fungos ¢ um pigmento escuro
conhecido como melanina. As melaninas sdo compostos de carga negativa,
hidrofébicos e normalmente de alto peso molecular. Elas sdo insoluveis em solventes
organicos e dgua. Esse pigmento ¢ geralmente formado pela polimerizagdo oxidativa
de compostos fenolicos e/ou indodlicos e geralmente possuem coloragdo marrom
escura ou preta (TABORDA et al., 2008). As melaninas podem proteger os fungos de
enzimas hidroliticas (ROSAS & CASADEVALL, 2001), raios ultravioletas
(NOSANCHUCK & CASADEVALL, 2003), radiacdo gama (MIRONENKO et al.,
2000), temperatura extremas (ROSAS & CASADEVALL, 1997) e metais pesados
(NOSANCHUCK & CASADEVALL, 2006). Normalmente a melanina esta
localizada na camada mais externa da parede celular (NIMRICHTER et al., 2005;

WANG, AISEN & CASADEVALL, 1996).
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Figura 1. Desenho esquematico de parede celular fungica micelial. (Adaptado de

http://www.doctorfungus.org/thedrugs/images/drug-targets.jpg)
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Como mencionado anteriormente, os fungos podem produzir esporos, que sao
facilmente dispersados e possuem resisténcia acentuada contra condigdes adversas.
Eles podem germinar para sua forma vegetativa, hifa ou levedura, quando as
condi¢des ambientais estiverem favordveis. Os esporos podem ser derivados de
reproducdo sexuada, teleomorfos, ou assexuada, anamorfos (MADIGAN, 2000).

Conforme referido acima, algumas espécies de fungos adaptaram-se aos
organismos vivos e podem inclusive causar doencas. Embora apenas algumas
espécies sejam responsaveis por doengas (Tabela 1) em animais (micoses), elas sdo de
grande interesse clinico, dada a gravidade das lesdes que causam. Com o surgimento
da AIDS (sindrome da imunodeficiéncia adquirida) e o uso intenso tanto de drogas
antimicrobianas quanto imunossupressoras, algumas espécies saprofitas passaram a

ter grande importancia do ponto de vista clinico (SHAO et al., 2006).

Tabela 1. Principais fungos responsaveis por micoses e suas manifestacdes clinicas
(adaptado de MITCHELL, 2007).

Doenca Fungos Micose
Superficial Malassezia furfur Pitiriase versicolor
Exiophiala werneckii Tinha negra
Trichosporon beigelii Pedra branca
Piedraia hortae Pedra negra
Cutanea Microsporum sp., Trychophyton sp., Dermatofitoses
Epidermophyton floccosum
Candida albicans, Candida sp. Candidiase da pele, mucosa ou
unhas.
Subcutanea Sporothrix schenckii, Esporotricose
Phialophora verrucosa, Fonsecaea pedrosoi Cromoblastomicose
Pseudallescheria boydii, Madurella
mycetomatis Micetoma
Exophiala, Bipolaris, Exserohilum Feohifomicose
Sistémica Coccidioides immitis Coccidioidomicose
(primaria, Histoplasma capsulatum Histoplasmose
endémica) Blastomyces dermatitidis Blastomicose
Paracoccidioides brasiliensis Paracoccidiodomicose
Oportunista Candida albicans, Candida sp. Candidiase sistémica
Cryptococcus neoformans Criptococose
Aspergillus fumigatus, Aspergillus sp. Aspergilose
Rhizopus sp., Absidia sp., Mucor sp. ¢ outros Mucormicose
zigomicetos.
Penicillium marneffei Peniciliose
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Por outro lado, a grande diversidade dos fungos tem possibilitado seu emprego
em biotecnologia. Assim muitas espécies de fungos tem sido utilizadas na industria de
alimentos, produ¢do de farmacos, etc. (MADIGAN, 2000). O género Mucor ¢ um

exemplo de fungo importante tanto do ponto de vista clinico quanto industrial.

1. Género Mucor

O género Mucor pertence ao filo Zygomycota e classe Zygomycetes. Essa
classe ¢ subdividida em 2 ordens: Mucorales e Entomophtorales. A maioria dos
zigomicetos de importancia clinica ou industrial ¢ pertencente aos Mucorales. A
maior parte dos fungos desta ordem pertence a familia Mucoraceae, sendo os géneros
principais: Mucor, Rhizomucor, Rhizopus ¢ Absidia. Estes fungos estdo amplamente
distribuidos no meio ambiente. Eles sdo encontrados no ar, onde eles existem como
saprofitas, e podem também estar presente em frutas e paes (GONZALEZ et al.,
2002). Estudos recentes mostraram a presenca constante de fungos do género Mucor
em poeira caseira no interior de residéncias, independentemente da época do ano
(CHO et al., 2008; PIECKOVA & WILKINS, 2004). Outro estudo demonstrou a
presenga de fungos do mesmo género na microbiota normal de um artrépode gigante
de Madagascar, Gromphadorhina portentosa (YODER et al., 2007). Estes dados
reforcam a ubiqiiidade dos fungos deste género.

Atualmente mais de 40 espécies sdo classificadas no género Mucor. Contudo o
nimero exato ¢ desconhecido, pois ha muitas propostas de inclusdo de novas espécies
nesse género (INDEX FUNGORUM, 2008). As colonias desses fungos sao

normalmente de coloragdo branca, bege ou acinzentada. Colonias antigas podem
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desenvolver uma cor escura devido ao surgimento de esporos. Os esporangiosporos
podem ser simples ou ramificados e formam esporangios apicais ou globulares, que
sdo sustentados por uma columela em forma de coluna. Nao ha presenca de rizoides
neste género. Durante a reproducdo assexuada, sdo formados esporangioforos eretos
que incham e ddo origem a um esporangio globoso que contem esporangiosporos
haploides. Ja durante a reproducdo sexuada, estirpes compativeis formam hifas curtas
especializadas, chamadas de gametangia. No local onde gametangias compativeis se
fundem ¢ formado um zigosporangio com formato esférico e paredes espessas. Esta
estrutura abriga geralmente um Unico zigosporo. Apds recombinacdo sexual no
zigosporo, este germina e forma hifas e esporangios (BENNY, 1995).

Os fungos do género Mucor normalmente ndo sdo patogénicos para o homem,
sendo considerados oportunistas. Alguns destes fungos podem ser responsaveis pela
deteriorizagao de frutos (DE LUCCA, 2007; BORVE & STENSVAND, 2003;
ARCHER, 2002) e resistentes a varios agentes fungicidas (MALDONADO et al.,
2005).

Os fungos pertencentes a ordem Mucorales em geral apresentam dimorfismo,
ou seja, os esporos podem se diferenciar em forma de hifa ou levedura (ver figura 2),
conforme as condi¢des de cultivo. RUIZ-HERRERA (1985) indentificou quatro
grupos diferentes:

e cspécies que crescem somente aerobicamente, na forma micelial
(Mortierella sp., Cunninghamella sp.);
e cespécies que formam micélio tanto em condigdes aerdbicas quanto

anaerobicas (Rhizopus arrhizus);
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e cespécies que crescem aerobicamente ou anaerobicamente como

micélio. Sob alta tensdo de CO, e anaerobiose crescem como levedura

(Mucor rouxii),

e espécies que crescem aerobicamente como micélio e anaerobicamente

como levedura (Mucor bacilliformis).

ATMOSFERA
ANAFEROBICA
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Figura 2. Vias morfogénicas diversas de esporangiosporos dos Mucorales. Adaptado

de ORLOWSKI, 1991.

Algumas espécies do género Mucor, como por exemplo, M. rouxii, M.

polymorphosporus, M. racemosus, podem apresentar dimorfismo, dependendo das

condi¢des de cultivo (ORLOWSKI 1991).

Quanto a constituicdo da parede celular, os Mucorales apresentam quitina,

mananas, proteinas, e também acidos urdnicos e polifosfatos. Como os zigomicetos

em geral, os Mucorales possuem ainda grande quantidade de quitosana na parede. O
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percentual em peso seco desse polissacaridio pode ser duas a trés vezes maior que o
da quitina (ZAMANI et al., 2008). Uma caracteristica importante do género Mucor é
a baixa quantidade de glucana na parede celular das formas de hifa e levedura,
embora a parede dos esporos apresente grande quantidade desse polissacaridio (40%
do peso seco). No caso, por exemplo, do M. rouxii o teor de manose nas paredes de
suas leveduras ¢ oito vezes maior do que nas hifas (BARTINICKI-GARCIA, 1968).
Além disso, essa espécie apresenta polissacaridios dcidos de alto peso molecular na
parede das leveduras e hifas. Esses polissacaridios contém alta quantidade de acido
glucurdnico. Contudo, hé algumas diferengas entre as duas formas: na forma micelial
o polissacaridio ¢ mais dcido que na levedura e o micélio apresenta maior quantidade
de fucose e galactose (DOW & RUBERY, 1977).

Também em 1977, DATEMA e cols. descreveram a presenca de polimeros
polianidnicos em Mucor mucedo, constituidos majoritariamente de fucose e acido
glucurdnico, contendo também grandes quantidades de manose e galactose.

Essas variacdes de constituicdo podem resultar em alteracdes estruturais

significativas na parede celular, como pode ser visto na figura 3.

Figura 3. Diferengas entre paredes celulares da hifa de Mucor spp. (A) e leveduras de

M. racemosus (B). Aumento de x 30.000 (ORLOWSKI, 1991).
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Essas estruturas diversas de parede podem estar relacionadas com os
diferentes processos metabolicos nessas espécies. O formato de hifa ou levedura e
vice versa, resulta de diversas mudangas metabodlicas (GUTIERREZ & RUIZ-
HERRERA, 1979). Em condigdes aerdbicas, o M. rouxii consegue produzir tiamina e
niacina na forma de micélio. Contudo, quando esse fungo ¢ colocado em anaerobiose,
necessita da adi¢do dessas vitaminas para que possa haver o seu crescimento em
forma de levedura (BARTINICKI-GARCIA & NICKERSON, 1961). Fontes de
carbono e nitrogénio podem afetar o crescimento das leveduras de M. rouxii (RUIZ-
HERRERA, 1985). O crescimento da levedura de M. racemosus esta associado com o
metabolismo fermentativo, como relatado por INDERLIED e SYPHERD (1978) que
demonstraram que a maior parte da glicose no meio era catabolisada a etanol, CO; e
glicerol, através da via de Embden-Meyerhoff-Parnas (via glicolitica). Contudo, eles
apresentam uma caracteristica interessante: sua incapacidade de fermentar
dissacaridios (BARTINICKI-GARCIA & NICKERSON, 1962). Com relagdo ao
nitrogénio, foi observado que o crescimento de hifas de M. rouxii necessita de sais de
amoOnia, enquanto as leveduras precisam de fontes de nitrogénio mais complexas
(ELMER & NICKERSON, 1970).

Alguns dos géneros pertencentes a ordem Mucorales tém importancia direta na
obtencdo de certas substincias de interesse industrial. As espécies de Mucor sdo
consideradas “de baixa periculosidade” (low hazard) pela ATCC (American Type
Culture Collection) e CABI (Commonwealth Agriculture Bureau International), por
isso sdo mais empregadas pelas industrias. Vdarias dessas espécies sdo capazes de
sintetizar produtos industriais importantes como enzimas e 4cidos organicos

(LOCKWOOD, 1975). Enzimas produzidas por espécies de Mucor podem ter
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atividade proteolitica como no caso do M. circinelloides (ANDRADE et al., 2002). Ja
0 M. miehei possui enzimas com atividade lipolitica (HARI KRISHNA et al., 2000).
M. indicus pode produzir etanol a partir de glicose, galactose, manose, frutose,
sacarose, xilose ¢ arabinose (SHARIFIA, KARIMI & TAHERZADEH, 2008; SUES
et al.,, 2005; MILLATI, EDEBO & TAHERZADEH, 2005). Por conter grandes
quantidades de quitosana em sua parede, espécies de Mucor t€ém um grande potencial
em servir de fonte deste polimero, que pode ser utilizado na preservagdo de alimentos,
clarificagdo de insumos e agente floculante (ZAMANI et al., 2008; CHATTERJEE et
al., 2005).

ALVES et al. (2002) realizou um levantamento sobre a produgdo enzimatica
de diversas espécies de Mucor. O estudo mostrou que a maioria dos isolados
apresentava atividades enzimdticas com predominancia de poligalactouronase (96%),
seguida por amilase (84%), protease (82%) e lipase (66%). Em 2006, Shimonaka et
al. mostraram que endoglucanases produzidas por Mucorales possuiam alto potencial
para serem utilizadas na industria téxtil j4 que apresentavam alta eficiéncia na
desfibrilacao de tecidos.

A presenga dessas enzimas explica a relagcdo destes fungos com a deterioragdo
de diversos alimentos, como carnes e paes, verificados em diferentes publicacdes
(DANTIGNY et al., 2007; FILTENBORG, FRISVAD & THRANE, 1996; LOWRY
& GILL, 1984).

Ao lado dessas aplicagdes industriais, dada sua “baixa periculosidade”,
algumas espécies de Mucor foram descritas como agentes causadores de micoses ou

mais especificamente mucormicoses.
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2. Mucormicose

Conforme mostrado na Tabela 1, zigomicetos pertencentes a ordem
Mucorales, podem causar um grupo distinto de doengas oportunistas designadas
Mucormicose. Em relacdo as doengas fungicas invasivas, mais comuns em individuos
imunocomprometidos, a mucormicose ocupa o terceiro lugar apds aspergilose e
candidiase, com média anual de 500 casos por ano nos Estados Unidos (BOUZA,
MUNOZ & GUINEA, 2006; EUCKER et al., 2001). Entretanto, esta doenca nao esta
restrita a0 primeiro mundo, acometendo individuos em outros paises como Brasil
(PAULO DE OLIVEIRA & MILECH, 2002), Chile (BRAVO et al., 1999), Egito
(BAKR et al., 2008), Etiopia (LESTER, 1986), India (DIWAKAR et al., 2007) e
Zimbabue (WEINBERG et al., 1993), demonstrando que a doenga tem importancia
global. Os principais géneros causadores de mucormicose sdo Rhizopus, Absidia,
Mucor e Rhizomucor e as formas de doenga podem ser: rino-orbito-cerebral (45% dos
casos); cutanea (15% dos casos); pulmonar (10%); disseminada (8%) e
gastrointestinal (7%). As outras formas de doenca (renal, osteomielite e endocardite,
dentre outras) sdo menos frequentes e somadas sdo responsaveis por 15% dos casos
restantes (PRABHU & PATEL, 2004). As espécies que, conhecidamente, podem
causar a mucormicose sdo: Absidia corymbifera, Apophysomyces elegans, Rhizopus
arrhizus, Rhizopus stolonifer, Rhizomucor pusillus, Cunninghamella bertholletiae,
Saksenaea vasiformis, Cokeromyces recurvatus, Mucor indicus, Mucor hiemalis,
Mucor racemosus, Mucor circinelloides, Mucor ramosissimus
(CHAYAKULKEEREE, GHANNOUM & PERFECT, 2006; PRABHU & PATEL,

2004).
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A forma da doenca ¢ de suma importancia, pois a taxa de mortalidade varia
amplamente conforme o tipo de doenga. Nas doengas rino-orbito-cerebrais e
pulmonares essa taxa pode chegar, em ambos os casos, a 60%. Em doencas
gastrointestinais e disseminadas a taxa sobe para 95 a 100%. Doengas cutineas
apresentam melhor progndstico; a taxa de mortalidade ndo ultrapassa os 16% (ADAM
et al., 1994).

A transmissdo da mucormicose pode ocorrer através da inalagcdo de esporos
presentes no ar, na poeira, em escavacdes e nos filtros contaminados de
condicionadores de ar (ALONSO et al., 1997), ou pela ingestio de produtos
alimenticios contaminados com esporos (ABDEL-HAFEZ, 1984). A doenca cutidnea
pode ocorrer por implantacdo traumatica dos esporos, apds picadas de agulhas,
tatuagem e picadas ou ferroadas de insetos (BHADURI et al., 1983). Até o presente
momento ndo h4a indicios de transmissdo entre  seres  humanos
(CHAYAKULKEEREE, GHANNOUM & PERFECT, 2006).

A imunidade contra os fungos envolve tanto imunidade inata quanto a
adaptativa. A fagocitose, realizada por macréfagos e neutrofilos, ¢ um dos principais
mecanismos da imunidade inata que contribuem para a eliminagdo dos fungos. O
sistema complemento facilita a remog¢ao dos fungos, pois sua ativacdo leva a liberagao
de fragmentos protéicos quimiotaticos para células fagociticas. Os fragmentos fixados
a superficie dos patdgenos atuam como opsoninas, dada a presenga de receptores para
fragmentos do complemento na superficie das células fagociticas (PATTERSON &
DRUTZ, 2001).

A imunidade adaptativa envolve a produgdo de anticorpos que também irdo
auxiliar na remoc¢do dos patogenos, tanto diretamente, opsonizando-os ou

contribuindo para a ativacdo do sistema complemento. No caso dos fungos, com a
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possivel excecdo de dermatofitos e Rhizopus arrhizus, principal agente da
mucormicose, ndo sao susceptiveis a eliminagdo direta por anticorpos e complemento.
As respostas mediadas por linfocitos do tipo Tyl sdo geralmente protetoras, devido a
atuagdo de citocinas liberadas por linfocitos sensibilizados sobre os macrofagos
infectados. As respostas mediadas por linfocitos do tipo Tu2, que favorecem a
produgdo de anticorpos, ndo contribuem efetivamente para a defesa do hospedeiro. De
fato, a fagocitose dos fungos, mediada por anticorpos, favorece sua internalizacao,
mas, em muitos casos, as células fagocitarias necessitam de ativagdo por mecanismos
envolvendo a resposta mediada por Tyl (MITCHELL, 2007).

Individuos portadores de imunodeficiéncias ou imunossuprimidos sdo mais
susceptiveis as doengas fungicas. Pacientes com neutropenia ou com deficiéncias nas
funcdes dos neutrdfilos parecem estar predispostos a doencas por disseminagdo
hematogénica. Os pacientes com deficiéncia da imunidade mediada por células como,
por exemplo, pacientes com AIDS, sdo mais susceptiveis a doengas por fungos,
inclusive os oportunistas, como os zigomicetos (CHAYAKULKEEREE,
GHANNOUM & PERFECT, 2006).

Em condigdes normais, o hospedeiro possui mecanismos de defesa capazes de
inibir a doenca pelos Zigomicetos. Entretanto, alguns fatores de risco predispdem a
instalacdo da mucormicose como a diabetes melito, cetoacidose, neutropenia, lupus
eritematoso sistémico, neoplasias, pacientes submetidos a transplantes, quimioterapia
e dialise (GONZALEZ, 2002; PAGANOL et al., 1997; BOELAERT et al., 1991).
Normalmente, em um hospedeiro imunodeprimido (com neutropenia ou neoplasias
hematologicas), a doenga se apresenta na forma pulmonar ou disseminada, enquanto a
forma rino-orbito-cerebral ¢ mais comum em pacientes com diabetes, especialmente

aqueles com cetoacidose (ADAM et al., 1994). Outro fator de risco ¢ o aumento do

Luiz Fernando Zmetek Granja 14
IMPPG



Introdugao

nivel sérico de ferro, causado por tratamento com deferoxamina. Fungos da ordem
Mucorales sdo capazes de se ligar ao complexo deferoxamina-ferro, deslocando o
ferro desse quelante. Por outro lado, pacientes com cetoacidose em que o pH do
sangue fica abaixo de 7.4, também sdo predispostos a mucormicose, devido a
influéncia do pH sérico na liga¢do do ferro a transferrina (BOELAERT et al., 1993).
Nesse caso, o ferro livre pode facilitar o crescimento dos Mucorales. A diminuigdo do
pH, com liberagdo de ferro, observada em pacientes com diabetes ¢ inclusive o fator
de risco mais importante a ser controlado, ja que estudos demonstraram que o alto
nivel de glicose nesses casos ndo acelera o crescimento do fungo (PRABHU &
PATEL, 2004).

Em cerca de 75% dos casos de mucormicose avaliados histologicamente por
FRATER, HALL e PROCOP (2001) foi constatada a presenca de neutrofilos nos
tecidos, demonstrando a importancia dessas células na resposta imunologica contra a
doencga. Os neutrodfilos participam da eliminac¢do dos fungos impedindo a germinagao
dos esporos e impossibilitando a proliferacdo das hifas (GONZALEZ et al., 2002),
que podem causar obstrucdo vascular e trombose, levando a infarto e necrose de
tecidos adjacentes. Portanto, a neutropenia que ocorre, por exemplo, em pacientes
submetidos a quimioterapia anticancer, pode favorecer a progressdo disseminada da
doenga oportunista (BROWN, 1990).

Apesar de a doencga por fungos da ordem Mucorales ser normalmente espécie-
especifica, ha casos de doengas por mais de uma espécie de fungo (HORRE et al.,
2004; LADOR et al., 2006; ALFANO et al., 2006). Nesses casos havia a presenca de

zigomicetos em co-doengas por Candida sp. ou Aspergillus sp.
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Em dois casos de doengas urinarias, citados na literatura, constatou-se a
presenga de leveduras das espécies Mucor circinelloides € Cokeromyces recurvatus,
ambas da ordem Mucorales, apds exames de urina (COOPER, 1987).

O diagnostico da Mucormicose pode ser feito in vivo, por meio de bidpsia
colhida do local da doenca. Laminas histologicas sdo preparadas e coradas pela reacdo
de Schiff — dacido periodico, Grocott-Gomori nitrato de prata-metanamina,
hematoxilina e eosina. Através destas coloracdes podem ser observadas hifas
irregulares asseptadas, com ramificagdes ocorrendo normalmente em angulos retos
(NOSARI et al., 2000; GONZALEZ, 2002; PRABHU & PATEL, 2004). A cultura
positiva ¢ forte indicio da doenca e auxilia na escolha da terapia
(CHAYAKULKEEREE, GHANNOUM & PERFECT, 2006). Essas técnicas nem
sempre sdo utilizadas, assim a incidéncia da mucormicose pode ser subestimada, pois
o quadro clinico primario (doenca dos seios paranasais) ¢ muito semelhante ao
produzido por Aspergillus (NOSARI et al., 2000) e o agente real da doenca fica
indefinido. Assim, o diagnostico ante-mortem ¢ alcancado apenas em torno de 30-
40% dos casos (PRABHU & PATEL, 2004). Visto que sem o diagndstico correto, o
tratamento fica comprometido.

Técnicas moleculares para detec¢do de zigomicetos, como a reagdo em cadeia
da polimerase (PCR) e kits de seqiienciamento como MicroSeq® D2, ainda nio sdo
totalmente confiaveis, apresentando erros de identificagdo do fungo. Além disso,
essas técnicas ndo estdo disponiveis em varios laboratorios e sdo utilizadas
principalmente para fins de pesquisa (HALL, WOHLFIEL & ROBERTS, 2004;
RICKERTS et al., 2001).

O tratamento da mucormicose normalmente ¢ multifatorial. Ele consiste de
uma combinag¢do de altas doses de anfotericina B (HERBRECHT et al., 2001),
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remocao cirurgica do tecido infectado e o controle das condigdes de predisposi¢cdo
(GONZALEZ et al., 2002). Contudo a anfotericina B possui alta nefrotoxicidade,
limitando seu uso em pacientes com doengas renais (HARBATH et al., 2002). Para
diminuir o efeito nefrotoxico foram desenvolvidas algumas formulacgdes lipidicas da
droga, as quais sdo preferidas atualmente para o tratamento de micoses (ROGERS,
2008; CHAYAKULKEEREE, GHANNOUM & PERFECT, 2006). Algumas drogas
tém sido empregadas com relativa eficiéncia como o posaconazol que foi utilizado em
um paciente com mucormicose recém transplantado de coracao e rim (TOBON et al.,
2003). Contudo a maioria dos azois, como voriconazol, fluconazol ¢ cetoconazol, em
geral ndo apresenta bons resultados no tratamento do Mucor (VAN CUTSEM et al.,
1989). Caspofungina e 5-flucitosina também sdo substancias importantes contra varias
doengas fungicas, contudo sdo ineficazes contra os Mucorales (ROGERS, 2008;
PRABHU & PATEL, 2004). Recentemente, a incidéncia de mucormicose nos Estados
Unidos aparentemente aumentou apds a adogdo de voriconazol como antifiingico de
amplo espectro padrdo para pacientes imunossuprimidos (KAUFFMAN, 2006). Como
o voriconazol ndo ¢ eficaz sobre zigomicetos, hd uma selecdo desses fungos, o que
poderia explicar o aumento da incidéncia da mucormicose (CHAYAKULKEEREE,
GHANNOUM & PERFECT, 2006).

Como citado anteriormente, pacientes com mucormicose devem ser
acompanhados clinicamente quanto aos fatores que o predispoem a essa doenca. No
caso de pacientes diabéticos, a acidose e os niveis glicémicos devem ser corrigidos.
Drogas imunossupressoras e corticoides devem ser descontinuadas durante o
tratamento da mucormicose. Estas medidas aumentam significativamente a chance de

controlar a  doenca, contribuindo para a sobrevida do paciente
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(CHAYAKULKEEREE, GHANNOUM & PERFECT, 2006; PRABHU & PATEL,
2004).

Outra abordagem, que vem sendo utilizada com relativo sucesso, ¢ a utilizacao
de oxigénio hiperbarico em paralelo a remocdo cirlrgica e tratamento com
anfotericina B. Estas medidas deram bons resultados com as formas cutineas e
rinocerebrais das doengas por Mucorales (GAVIRIA et al., 1999).

Como mencionado anteriormente, os organismos superiores desenvolveram
sistemas imunologicos complexos, usados no combate aos fungos. Estes sistemas sao
extremamente eficientes ja que, quadros severos de doenga, sdo raros. A imunidade
inata ¢ importante, pois apresenta resposta imediata, ou seja, ¢ a primeira forma de
defesa dos seres vivos (ULEVITCH, 2000). A imunidade inata apresenta diversos
constituintes importantes empregados no combate aos patogenos, dentre eles:
lisozima, receptores semelhantes a Toll (TLRs — do inglés Toll-like receptor),
citocinas, colectinas, H,O, NO, e o sistema complemento (BEUTLER, 2004;
GASQUE, 2004). No entanto, o sistema complemento tanto pode auxiliar a

imunidade quanto prejudicar o hospedeiro.

3. Sistema Complemento

A ativacao do complemento e sua agdo sobre fungos vem sendo estudadas ha
mais de 100 anos (SPETH et al., 2008). A propriedade intrinseca de varios patogenos
em ativar o sistema complemento ¢ um pré-requisito importante para uma resposta
imune bem sucedida. A ativagdo da cascata do complemento ¢ uma das primeiras
linhas de defesa humoral do sistema imune dos hospedeiros. Por isso, existe grande

demanda por mais informag¢des sobre a complexa interagdo entre patdogenos € o
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sistema complemento. Os fungos intactos, a0 entrarem em contato com o sistema
complemento, podem ativa-lo dependendo da estrutura da parede celular da espécie
infectante (PONTON et al., 2008).

O sistema complemento ¢ constituido por mais de 30 proteinas diferentes,
algumas presentes nos fluidos e outras ligadas as membranas celulares. A atividade
biologica desse sistema tem importancia tanto na imunidade inata quanto na
imunidade adquirida. As proteinas do complemento, em geral, circulam no plasma na
sua forma inativa. Quando ativadas iniciam reagdes enzimaticas em cascata, gerando
alguns fragmentos que devem ligar-se rapidamente a superficie ativadora; caso ndo se
liguem, perdem sua atividade. Estes fragmentos podem exercer varias fungdes, como
por exemplo, opsonizacdo, que facilita a fagocitose de antigenos; estimular respostas
imunes humorais; quimiotaxia de células imunoldgicas para o sitio da doenca;
estimular a liberacdo de citocinas e histamina; remog¢do de imunocomplexos da
circulagdo e lise de células, bactérias e virus (SPETH et al., 2008).

O sistema complemento parece fazer parte da imunidade inata dos animais ha
longo tempo, tendo sido descrito na maioria dos grupos mais antigos de vertebrados
(MATSUSHITA et al., 2004) e em alguns invertebrados (NONAKA & YOSHIKAZI,
2004; SUNYER et al.,, 1998). Experiéncias realizadas a partir da purificacdo de
moléculas de MBL-simile (lectina ligante de manose) e clonagem de genes de fator B
e componente C3, de animais invertebrados, como Halocynthia roretzi, sugerem que
o complemento ¢ um mecanismo muito antigo, com cerca de 600-700 milhdes de
anos, e que teria surgido antes da imunidade adquirida (PINTO et al., 2007; FUJITA,
2002).

A maioria dos componentes do sistema complemento humano - Cl1r/Cls, C2,

C3, C4, C5, Ceo, C8, C9, MBL, MASPs e Fator B - ¢ produzida por hepatocitos.
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Moléculas reguladoras do sistema, como C4bBP, Fatores I ¢ H, MAp19 e C1INH
também sdo produzidas no figado. Outros componentes soliveis do sistema sdo
produzidos por células epiteliais e monocitos. Algumas moléculas reguladoras, que
estdo presentes em membranas celulares, sdo produzidas pelas proprias células em
todos os tecidos (QIN & GAO, 2006).

Trabalhos recentes citam que o complemento pode estar envolvido na remocao
dos restos de células apoptdticas por macréfagos. Os macréfagos t€m receptores que
se ligam a componentes do complemento, como Clq, MBL e pentraxinas (SAP, CRP
e PTX3) os quais sdo capazes de se ligar as células apoptoticas (TROUW, BLOM &
GASQUE, 2008; NAUTA et al., 2003). O mecanismo pelo qual ocorre esta ligagao
ainda nao foi elucidado, contudo estudos recentes demonstram que esta ligacdo
somente ocorre nos estagios finais da apoptose, bem depois do flip flop da membrana
e exposi¢do de nucleossomos (TROUW et al., 2007). A ligacdo dessas proteinas a
receptores de complemento, CR1 e cClqR, em macrofagos demonstra que as células
apoptoticas opsonizadas sdo removidas por fagocitose (LU et al., 2008; GHIRAN et
al., 2002).

A ativacdo in vivo do complemento, relacionada com doencas flingicas, ja vem
sendo estudada desde 1976, quando Sohnle et al. observaram a presenga de
fragmentos de C3 em amostras histologicas de lesdo cutinea causadas por Candida
albicans. A importancia do sistema complemento intacto tem sido demonstrada com
estudos de doencas fungicas em animais com deficiéncia de complemento. Foi
demonstrado que camundongos deficientes de CS5, infectados com Cryptococcus
neoformans, eram mais susceptiveis que animais higidos (LOVCHIK & LIPSCOMB,
1993; RHODES, 1985). Os mesmos resultados foram também observados com

camundongos deficientes de C5 e infectados com Candida albicans (LYON,
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HECTOR & DOMER, 1986). A importincia do complemento em doengas de
camundongos com criptococose (DIAMOND et al. 1973), candidiase (GELFAND et
al. 1978), paracoccidioidomicose (CALICH et al., 1979) foi demonstrada tratando-se
camundongos com o fator de veneno de cobra, que depleta C3. Conforme
demonstrado, deple¢do experimental de fatores do complemento pelo fator de veneno
de cobra, tornou os animais mais susceptiveis as doengas por estes fungos.

Esta diminuigdo da resisténcia também ¢ verificada quando a doenca ¢
bacteriana. Estudos realizados com camundongos deficientes dos componentes C3 e
C4 mostraram que os animais deficientes possuiam susceptibilidade aumentada a
doengas por bactérias extracelulares (BARRINGTON et al., 2001).

Além da maior susceptibilidade a microrganismos, as deficiéncias de
complemento podem ter como conseqiiéncia doencas autoimunes. A deficiéncia de
Clq esté diretamente relacionada ao lupus eritematoso sistémico (LU et al., 2008) e a
deficiéncia de C1INH, o inibidor de Cl1, estd associado ao angioedema hereditéario
(BLANCH et al., 2006).

J& foi demonstrado que varios fungos patogénicos, responsaveis por doengas
como aspergilose, criptococose, candidiase, paracoccidioidomicose, blastomicose e
histoplasmose, sdo capazes de ativar o sistema complemento (SPETH et al., 2008;
SPETH et al., 2004). A maioria desses fungos possui a capacidade de ativar a via
alternativa do complemento, levando a deposicdo lenta de fragmentos de C3 na
superficie celular que se torna mais intensa quando a ativag¢do passa a ocorrer também

pela via classica através de anticorpos especificos para o antigeno (KOZEL et al.,

1998).
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3.1. Nomenclatura

Segundo a Organizagdo Mundial de Saude (WHO, 1968) a nomenclatura do

complemento deve ser da seguinte forma: usar a letra C seguida por niimeros para os

componentes C1 a C9; letras maitsculas para os fatores, como por exemplo: Fator D
e Fator B; ou por nomes comuns, como properdina. Os peptidios formados apos
clivagem sdo designados pelo nome do componente de onde provém, seguido de

letras mintsculas (C3a, C3b). A atividade enziméatica dos componentes individuais ou

complexos ¢ representada com um traco horizontal sobre eles (Fator 5,C3bBb,

C4bC2b).

Normalmente, o fragmento maior fica preso ao ativador, em local proximo ao
sitio de ativagdo, enquanto os fragmentos menores ficam no fluido, podendo iniciar
respostas inflamatorias e/ou exercer quimiotaxia.

Trés vias de ativagdo do complemento (Fig.4) sdo conhecidas: vias cléssica,

alternativa e das lectinas (FUJITA, 2002).
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Figura 4. Vias de ativagdo do sistema complemento (FUJITA, 2002).

3.2. Via Classica

A via classica de ativagdo do complemento se inicia normalmente pela ligacao
do componente C1 ao complexo antigeno-anticorpo (AgAc). A ativacao pela via
classica pode ocorrer também através da ligacao direta de C1q a estruturas presentes
na particula ativadora, como por exemplo, na gp120 do envelope de Retrovirus como
o HIV (SUSAL et al., 1996) ou actlicares existentes na estrutura da parede de algumas
bactérias Gram-negativas, como a Legionella pneumophila (LOOS et al., 1974;
MINTZ et al., 1992). O Clq pode ligar-se também a proteinas de fase aguda, como a

Proteina C-reativa (SZALALI, 2002), associadas a particula ativadora.
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Duas moléculas de IgG (das subclasses IgGs, 1gG; e I1gG,), ligadas proximas
uma da outra ou uma molécula de IgM, podem ativar o primeiro componente (C1) do
sistema complemento. O C1 ¢ um complexo macromolecular composto de uma
molécula de Clq, duas moléculas de Clr e duas de Cls. Estas sub-unidades sdo
mantidas juntas por fons Ca*". Pelo menos duas porgdes globulares de Clq se ligam

aos dominios Cy2 da IgG ou Cyx3 da IgM, resultando na clivagem e ativagdo de Clr.
Clrcliva entdo o componente Cls que passa a ter atividade enzimatica de serina
esterase (COOPER, 1985; SCHULTZ & ARNOLD, 1981). Cls pode atuar sobre os

componentes C2 e C4. O Cls cliva a molécula de C4 em dois fragmentos, C4a e C4b
que tém, respectivamente, atividades de anafilatoxina e opsonina. A clivagem de C4
expde uma ligagdo tioéster altamente reativa, em uma de suas trés cadeias (a, f e y): a
cadeia a. Essa ligacdo tioéster possibilita a ligacdo covalente do C4b com hidroxilas

ou aminas presentes nas estruturas superficiais do antigeno. O componente C2 se liga

ao C4b, via ions Mg”", tornando-se susceptivel a clivagem por Cls. A clivagem de

C2 libera C2a (cinina) para o fluido e C2b, o fragmento maior que se liga a superficie

da particula via C4b. O complexo resultante C4bC2b possui atividade de C3
convertase (OGLESBY et al., 1988). Essa enzima vai atuar sobre o componente C3,
podendo gerar mais de 200 moléculas de C3b, com atividade de opsonina, resultando
em intensa amplificacdo da ativagdo nessa etapa da cascata. O C3b se liga
covalentemente ao antigeno pelo mesmo mecanismo que o C4b (VOLANAKIS,

1989). O fragmento C3a, com atividade de anafilatoxina, ¢ liberado para o fluido. A

ligagdo do C3b ao complexo C4bC2h forma uma C5 convertase (C4bC2bC3b), que

cliva o C5 em C5a (anafilatoxina) e C5b (JOINER, 1988), este ultimo fragmento
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inicia o complexo de ataque @ membrana (MAC — do inglés membrane attack
complex).

Os peptidios C2a, C3a, C4a e C5a, formados durante o processo de ativagdo,
sao mediadores inflamatodrios locais (KOHL, 2001; CHOLIN et al., 1989).

A fase efetora da cascata do complemento se inicia quando C5 ¢ clivado pelas
C5 convertases de qualquer uma das vias de ativacdo do complemento. O C5b
liberado, ap6s a agdo da C5 convertase, se liga a superficie da célula alvo. O C5b
pode ser rapidamente inativado, a ndo ser que seja estabilizado pelo componente C6 e
a seguir ligado ao C7 (HANSCH et al.,, 1981). Este novo complexo formado
(C5bC6C7) adquire uma nova conformacdo, onde suas regides hidrofobicas sdo
expostas e permitem sua ligacao a fosfolipidios da membrana celular. Ocorre entdo a
inser¢ao do complexo na bicamada lipidica. Com a ligagdo de C8 ao complexo
C5bC6C7 um novo sitio hidrofobico reativo que permite a inser¢do de C8 na
membrana plasmatica, o que inicia a polimerizagdo de moléculas de C9 (perforina-
simile) ao redor do complexo C5bC6C7C8. Este processo cria um poro
transmembranar, de forma tubular (didmetro de 70-100A) chamado de complexo de
ataque a2 membrana ou MAC (BHAKDI & TRANUM-JENSEN, 1991; ESSER,
1991).

A formagdo deste poro favorece a livre passagem de ions e moléculas

pequenas, causando desequilibrio eletrolitico e osmotico e consequente lise celular.

3.3. Via Alternativa

PILLEMER e cols. em 1954 descreveu o sistema properdina, que estava

relacionado com ativacdo do complemento independentemente da formacao de AgAc.
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Na década de 70, esse mecanismo de ativagdo do complemento foi melhor
compreendido, com a utilizacdo do soro de uma linhagem de cobaias deficiente do
componente C4 (FRANK et al., 1971). Esse processo de ativagdo funciona como a
primeira linha de defesa do hospedeiro contra patogenos extracelulares, antes de a

resposta adaptativa ser iniciada (KOZEL, 1998). Os componentes do complemento

envolvidos nessa via sao: C3, C5-C9, Fator B e Fator B, com ou sem a participagdo
de Properdina.

O componente C3 apds hidrdlise espontanea da ligacdo tio-éster adquire uma
nova conformacdo, denominada C3(H,O). Essa reacdo hidrolitica ocorre
continuamente no organismo, mas em taxas muito baixas. O C3(H,O) formado pode
continuar momentaneamente no fluido ou ligar-se a superficie da particula ativadora.
Na presenca de ions magnésio, o C3(H,0) pode se ligar ao fator B. Esta ligag¢do leva a

exposi¢ao de um sitio reativo neste componente, permitindo a acao proteolitica do
fator 5, uma serina protease plasmatica. A a¢do do fator D libera um pequeno
fragmento, Ba, para o fluido e um fragmento maior que permanece ligado ao
C3(H20), resultando no complexo m que possui atividade de C3

convertase (HOLERS & THURMAN, 2004). A ligacio de Properdina a esse
complexo estabiliza sua atividade de C3 convertase (MULLER-EBERHARD, 1988).
A clivagem de C3 por essa C3 convertase resulta nos fragmentos C3a e C3b.

Fragmentos C3b podem ligar-se a superficie ativadora. O fator B pode ligar-se via
Mg®" a esses fragmentos e sofrer agio do fator D, o que resulta na formacao do

complexo C3bBb que também ¢ uma C3 convertase da via alternativa. Novas

moléculas de C3 sdo clivadas e alguns fragmentos C3b podem se ligar ao complexo
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C3bBbresultando em um complexo maior, m, com atividade de C5
convertase (GOTZE & MULLER-EBERHARD, 1976).

A C5 convertase vai atuar sobre as moléculas de C5, liberando os fragmentos
C5a e C5b. Este ultimo ¢ o iniciador do complexo de ataque a membrana (MAC),
referido acima.

Em 2007, foi descoberta a ligacdo de properdina diretamente a superficie de
microrganismos, fornecendo uma plataforma para a montagem da C3 convertase da
via alternativa. Também foi verificado que esta ligacdo influencia diretamente na
velocidade da deposi¢do de fragmentos de C3b. Isto demonstra que a via alternativa
pode ocorrer pela hidrélise espontanea do C3 e ser facilitada pela presenca de

properdina ligada a superficie de antigenos (SPITZER et al., 2007).

3.4. Via das Lectinas

Recentemente, foi descrito que lectinas como a MBL (que liga-se a D-manose,
N-acetil-glicosamina ou glicose) e ficolinas (ligantes de N-acetil-glicosamina) sao
constituintes importantes do sistema imunolégico inato (ENDO, TAKAHASHI &
FUIJITA, 2006). Essas proteinas sdo capazes de iniciar a ativagdo do sistema
complemento (DEGN, THIEL & JENSENIUS, 2007, DUMESTRE-PERARD et al.,
2002).

A MBL faz parte de um complexo protéico que possui estrutura e funcio
semelhantes as do C1q. Esse complexo ¢ constiuido da MBL e MASPs 1, 2 ¢ 3 ( trés
serina proteases associadas a8 MBL). Apds sua ligacdo a superficie do patdégeno via

MBL, ocorre a ativagdo das MASPs. MASP-1 pode clivar C3 (ROSSI et al., 2001) ¢

MASP-2 cliva C4 e C2 (atuam como E) dando prosseguimento a cascata de
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ativagdo do complemento (GADJEVA et al., 2004; THIEL et al., 2002). Ficolinas
comportam-se como a MBL e podem também se associar a MASPs (MATSUSHITA
& FUIJITA, 2001).

Uma molécula conhecida como MAp19 compete com as MASPs pela ligagao
a MBL e ficolina, sugerido-se que tenha papel regulador nessa via (IWAKI &
FUIJITA, 2005). O papel da MASP-3 ainda nao foi elucidado.

A MBL pode ainda atuar diretamente como opsonina, quando ¢ reconhecida
pelo CR1, um receptor celular que reconhece fragmentos do complemento (GULATI
et al., 2002).

Esta via também ndo depende da presenca de anticorpo para sua ativacao, mas
apresenta um mecanismo de ac¢do similar ao da via classica, ja que utiliza C4 e C2
para dar prosseguimento a cascata do complemento, produzindo C3 e C5 convertases.

Estudos recentes sugerem que outros processos podem iniciar a ativagdo do
sistema complemento. H4 pouco tempo foi descoberta uma nova ponte na via das
lectinas. Foi verificada a deposi¢do de C3b na superficie de diferentes espécies de
Salmonella pela via das lectinas na auséncia de C2, C4 ou MASP-1(SELANDER et
al., 2006). Teoricamente esta via seria utilizada em casos de deficiéncia de tais
componentes, como mais uma forma de garantir a defesa do hospedeiro (ATKINSON

& FRANK, 2006).

Além das vias acima referidas, foi recentemente descrito um processo
envolvendo a producdo de C5a a partir de CS5, sem a presenga de C3. A liberagdo do
C5a foi atribuida a ag¢do da trombina, componente da cascata da coagulacdo, atuando

de forma conjunta com a cascata do complemento. A producdo aumentada de
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trombina em animais deficientes de C3, compensaria a falta de C5 convertases,

ausentes nesses animais (HUBER-LANG et al., 2006).

3.5. Fragmentos e receptores do complemento

Os componentes do complemento produzidos e liberados no processo de
ativagdo, ndo participantes da formag¢do do MAC, possuem importancia significativa
para amplificar a resposta imunoldgica contra 0 microrganismo invasor.

Os componentes opsonizantes, C3b e C4b, sdo reconhecidos por um receptor
de membrana de fagocitos (CR1 ou CD35), levando a fagocitose de microrganismos
cobertos com estes componentes (FEARON & AHEARN, 1990). Estudos com
bactérias (Escherichia coli, Streptococcus pneumoniae, Streptococcus pyogenes,
Staphylococcus aureus, Haemophylus influenzae) e complemento mostraram que a
opsonina predominante na superficie destes patdégenos ¢ o C3b, facilitando a
fagocitose pelos neutréfilos, monocitos e macrofagos (NEWMAN & MIKUS, 1985).
Produtos oriundos da degradagdo do C3b podem ser reconhecidos por outros
receptores celulares: CR2 (CD21) que esta presente na superficie de linfoblastos,
linfocitos B, algumas células T, células foliculares dendriticas e astrocitos,
reconhecem C3dg e C3d; CR3 (CDI11b/CD18) e CR4 (CDI11¢c/CD18) presentes em
macrofagos, células NK e astrocitos e neutrofilos, reconhecem iC3b (GASQUE,
2004; ROSEN & LAW, 1990, AHEARN & FEARON, 1989).

Alguns fragmentos gerados pela ativacdo do complemento sdo anafilatoxinas,
C3a, C4a e C5a. Estes fragmentos acarretam a desgranulagdo de mastocitos e

basofilos através da ligagdo aos receptores C3aR, C4aR e CS5aR, resultando na
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liberag@o de histamina e outras substancias vasoativas. Os fragmentos C3a, C4a e C5a
também causam a contragdo da musculatura lisa. O C5a tem ainda as funcdes de
promover a desgranulacdo de eosindfilos, a agregacdo de plaquetas e atua na
quimiotaxia de leucocitos, induzindo sua migracdo segundo um gradiente de
concentragdo em dire¢do ao local onde foi gerado (KOHL, 2001). O fragmento C2a ¢
uma cinina, envolvida nos processos inflamatdrios, por promover alteracdo da
permeabilidade vascular, vasodilatacdo e hipotensdo (CHOLIN et al., 1989).

Ha pouco tempo foi descoberto outro papel para o C3a, semelhante ao papel
antibacteriano das defensinas. Esta agdo parece ter efeito sobre bactérias Gram
positivas (Enterococcus faecalis) e Gram negativas, (Pseudomonas aeruginosa e
Escherichia coli). Seu mecanismo de acdo independe de suas propriedades
quimiotaticas ja que essa atividade permanece quando ha a retirada da arginina
terminal do C3a (MALMSTEN & SCHMIDTCHEN, 2007), que ¢ importante para o

processo de quimiotaxia.

3.6. Regulacao do Sistema Complemento

O sistema complemento participa do processo de defesa do hospedeiro
atuando sobre os microrganismos invasores e¢ causando inflamagdo tecidual. Para
tanto ele deve discriminar entre constituintes proprios higidos ou alterados e padrdes
moleculares microbianos. Por outro lado, hd proteinas que se comportam como
reguladores negativos, inibindo a atividade de determinados componentes do
complemento. Assim, as células higidos sdo preservadas da a¢do do complemento
homologo. Entretanto, o sistema pode detectar e eliminar constituintes proprios

alterados, como os das células apoptdticas (AHMAD et al., 2007).
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A ativagdo de C1 ¢é controlada por uma proteina plasmatica, C1 inibidor

(C1INH), que reconhece o Clre Cls ativados, limitando o tempo em que Cls ativo é
capaz de clivar C4 e C2 (BOS, HACK & ABRAHAMS, 2002).

A reagdo catalisada pela C3 convertase € a etapa principal para amplificagdo
da ativacdo do complemento, através da geragdo de C3b. Este fragmento além de se
fixar a0 microrganismo, pode também se ligar a células vizinhas, possibilitando a
acdo do complemento sobre células higidos. Isto raramente ocorre devido a hidrdlise
da ligagdo tio-éster do C3b, resultado em C3b inativo (C3bi). Existe ainda, uma série
de proteinas que fazem a regulacdo da C3 convertase. Essas moléculas reguladoras do
sistema complemento sdo codificadas, em seres humanos, em uma unica regido do
cromossoma 1, conhecida como RCA (do inglés — regulators of the complement
system), como descrito por RODRIGUEZ DE CORDOBA, DIAZ-GUILLEN e
HEINE-SUNER (1999). Dentre estas proteinas estdo a proteina ligante de C4b
(C4bBP — do inglés C4b binding protein) e o Fator H. Essas proteinas soluveis se
ligam, respectivamente, ao C4b e ao C3b, funcionando como co-fatores para uma
outra proteina reguladora chamada Fator I (também codificada na regido RCA). O
Fator I tem agdo de serina esterase. Junto a C4bBP, este fator cliva o C4b em C4c
(soluvel) e C4d o qual permanece ligado ao aceptor. Na presenca do Fator H, o Fator I
cliva inicialmente o C3b a iC3b (que permanece ligado ao aceptor e ainda com fungao
opsonizante) e C3f (que ¢é soluvel). O iC3b remanescente ¢ clivado ainda a C3c
(soluvel) e C3d (que permanece ligado), pelo Fator I. A acdo do Fator H ¢ favorecida
pela presenga de 4acido sidlico e outros polidnions normalmente presentes na
superficie de varias células do hospedeiro (MERI & PANGBURN, 1990). O C3b ¢

C4b, depois de sofrer agdo do Fator I, perdem a capacidade de dar continuidade a

Luiz Fernando Zmetek Granja 31
IMPPG



Introdugao

cascata do complemento e formar novas convertases. A presenca de acido sidlico
impede também a ligagdo de MBL a células do hospedeiro (GADJEVA et al., 2001).

O Fator J ¢ outro exemplo de proteina reguladora. Essa proteina pode interferir
na via classica inibindo a forma¢ao do complexo C1 ou na via alternativa inibindo a
clivagem de C3 pela C3 convertase (GONZALEZ-RUBIO et al., 1996).

As anafilatoxinas (C3a, C4a, C5a) podem se ligar aos mastdcitos e/ou
basofilos causando sua desgranulacdo e liberagdo de mediadores inflamatdrios que,
em excesso, causam sérios danos ao organismo. Essas anafilatoxinas sdo reguladas
por duas enzimas presentes no soro (carboxipeptidases N e R) que clivam a arginina
terminal presente nestes peptidios, impedindo sua ligacdo aos receptores das células
responsaveis pelo processo inflamatorio (CAMPBELL et al., 2002).

Virias proteinas de membrana celular também atuam no controle da ativagao
do complemento. A proteina co-fator de membrana (MCP ou CD46) e o receptor do
complemento tipo 1 (CR1) servem como co-fatores para clivagem de iC3b/C3b/C4b
pelo Fator I. O fator de aceleragdo de dissociagdo (DAF — do inglés decay
accelerating factor ou CD55) ¢ uma glicoproteina ancorada em membranas que
dissocia as C3 convertases das vias classica e alternativa, liberando C2b e Bb
(LINDAHL, SJOBRING & JOHNSSON, 2000).

A proteina S (vitronectina), presente no plasma, liga-se ao complexo
C5bC6C7 no fluido, impedindo a inser¢do desse complexo nas membranas bioldgicas,
que poderiam sofrer danos ao combinar-se com os componentes terminais C8 e C9. A
clusterina (SP-40,40), outra proteina plasmatica, tem funcdo semelhante a da proteina
S (LISZEWSKI et al., 1996; DAVIES, 1996).

Duas outras proteinas, presentes em varias células do hospedeiro, sdo capazes

de evitar a formacdo do complexo de ataque a membrana (MAC). O fator de restri¢ao
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homoéloga (HRF) e o inibidor de lise reativa da membrana (CD59) inibem a formagao
do MAC ao ligarem-se ao C8, impedindo a polimerizacdo do C9 e sua inser¢ao na
membrana (LISZEWSKI et al., 1996; DAVIES, 1996).

A proteina C-reativa (CRP) reconhece diversas estruturas polissacaridicas de
bactérias e fungos e fosfolipidios (fosfatidilcolina e esfingomielina) de células lesadas
do hospedeiro. A ligacdo dessa proteina ao Cl1 inicia a ativacdo da via classica. O
Fator H, um regulador da via alternativa do complemento, pode associar-se a CRP,

diminuindo a formagdo do MAC (GIANNAKIS et al., 2001).

4. Sistema Complemento x Fungos

A capacidade da parede dos fungos de comportar-se como particula ativadora,
¢ conhecida desde longa data. PILLEMER et al. (1954) e FIZPATRICK e DICARLO
(1964) usaram um polissacaridio (zimosan) da parede celular de Saccharomyces
cerevisiae para estudar a ativacdo do sistema complemento. Desde entdo tem sido
demonstrado que outros fungos também sdo capazes de ativar o sistema (SPETH,
2008; KOZEL, 1998).

Utilizando soro de pessoas higidas, tem sido demonstrado que conidios de
Aspergillus ativam principalmente a via alternativa do complemento. Quando as
experiéncias de ativagdo sdo feitas com hifas, nota-se o aumento da participacdao da
via classica, provavelmente pela presenca de anticorpos naturais (KOZEL et al.,
1989). A MBL pode reconhecer padrdes moleculares na superficie de Aspergillus e
levar a ativacdo do complemento, com conseqiiente deposi¢cdo de C4b, indicando

ativacdo pela via das lectinas (ROSAS et al., 2002).
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Experiéncias de ativagdo do complemento do soro normal por C. albicans, que
¢ um fungo leveduriforme, mostram sua capacidade de ativar o sistema diretamente
pela via alternativa. Entretanto, a deposi¢do dos fragmentos de C3 na superficie do
fungo ¢ lenta. Na presenca de anticorpos, o processo de deposicdo ¢ mais rapido
devido a ativagao da via classica (ZHANG & KOZEL, 1998; KOZEL et al., 1996).

Tem sido demonstrado que a parede de Candida sp. contém manoproteinas, o
que favorece a ligacdo de MBL, e consequente deposi¢do de C3 devido a ativagdo da
via das lectinas (LILLEGARD et al., 2006; IP & LAU, 2004).

No caso particular da Candida albicans, foi mostrado que o fragmento C3a
tem atividade microbicida sobre este fungo, no entanto seu mecanismo ainda nao foi
elucidado (SONESSON et al., 2007).

O C. neoformans, ativa o complemento principalmente pela via alternativa. A
forma encapsulada ¢ capaz de ligar 10 vezes mais moléculas de C3b que a forma
acapsulada (YOUNG & KOZEL, 1993). A deposi¢do de C3b nas formas
encapsuladas se dd4 na camada mais externa da cépsula, permitindo seu
reconhecimento por células fagociticas (GATES & KOZEL, 2006). A presenga desses
fragmentos ligados a cépsula favoreceria a defesa do hospedeiro, visto que tem sido
demonstrado que a glucuronoxilomana presente na capsula, tem propriedades
antifagociticas (KELLY et al., 2005).

A ativa¢do do complemento pode contribuir para a infectividade e/ou evasao
desses microrganismos dos mecanismos de defesa do hospedeiro. Esses fenomenos
dependem fundamentalmente de suas estruturas de superficie.

Aspergillus sp. podem ligar-se a reguladores do sistema complemento do
hospedeiro, como por exemplo, o fator H e C4bBP (VOGL et al., 2008), impedindo a

ativagao plena do sistema. HENWICK et al. (1993) evidenciaram que A. fumigatus e
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A. flavus, espécies altamente patogéncias para o homem, apresentam menos
moléculas de C3b ligadas apos ativagdo do complemento quando comparadas com
outras espécies menos patogénicas. C3b ¢ uma importante opsonina e a diminui¢do
deste fragmento na superficie do fungo influencia na eliminagdo desse agente
patogénico via fagocitose. Além disso, a presenga de uma enzima proteolitica que
cliva C3b a iC3b, secretada por A. fumigatus contribui para a interrup¢do da cascata
de ativagao (STURTEVANT & LATGE, 1992; WASHBURN et al., 1990).

C. albicans libera manoproteinas da parede para o meio ambiente. Essas
glicoproteinas, ao se ligarem aos componentes do complemento no fluido, impedem
sua ativagdo junto a parede do microrganismo (DIAMOND et al., 1980). Esse fungo
secreta também uma protease capaz de degradar o componente C3 (KAMINISHI et
al., 1995).

Conforme referido acima, o C. neoformans apresenta glucuronoxilomanana na
capsula. Este polissacaridio pode ser liberado em grandes quantidades para o meio
exterior e ligar-se a receptores celulares (CR3 e CR4), o que dificultaria a fagocitose
via iC3b (DONG & MURPHY, 1997). Esse polissacaridio ¢ capaz também de inibir a
expressdo de C5aR em neutrofilos, influenciando negativamente na quimiotaxia
destas células e assim evadindo-se das defesas do hospedeiro (MONARI et al., 2002).

Outra evidéncia de que estruturas de superficie t€ém grande importancia na
interagdo com o sistema complemento ¢ o fato de varios microrganismos
apresentarem estruturas que mimetizam a superficie de células do hospedeiro, ou seja,
com baixa capacidade de ativagdo do sistema complemento. Como citado
anteriormente, a presenca de acido sidlico e outros polidnions na superficie celular de
microrganismos pode favorecer a ligacdo de fator H ao C3b (GIANNAKIS et al.,

2001). E possivel que isto ocorra com os fungos, ja que foi constatado que varias
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espécies, como Fomnsecaea pedrosoi, Sporothrix schenckii, Paracoccidioides
brasiliensis, Cryptococcus neoformans e Candida albicans, apresentam acido sidlico
em sua superficie celular (ALVIANO, TRAVASSOS & SCHAUER, 1999).

No caso dos zigomicetos, hd poucos relatos na literatura sobre a acdo do
sistema complemento sobre esses fungos. O trabalho de MARX, FORSYTH e
HENTZ (1982) demonstrou que a quimiotaxia para neutrofilos aumentava apos
tratamento de zigomicetos (A. corymbifera, R. arrhizus, R. rhizopodiformis,
Rhizomucor pusillus) com soro normal. Em presenca de soro inativado, esse efeito era
abolido.

Recentemente, nosso grupo demonstrou a baixa capacidade de ativagdo do
sistema complemento humano in vitro pelo micélio de M. polymorphosporus. Essa
caracteristica se mantinha mesmo apos tratamento com sialidase e glucuronidase,
indicando que estes agucares anidnicos ndo sdo responsaveis por essa baixa ativagdo

(GRANIJA et al., 2008).

Luiz Fernando Zmetek Granja 36
IMPPG



Contexto ¢ Motivacao

Contexto e Motivacao

Conforme citado anteriormente, 0 nimero de casos de mucormicose vem
aumentando ano apds ano. Esse fato pode ser decorrente do numero crescente de
individuos com alguma forma de imunossupressao, como em neoplasias € o controle
da rejeicdo de enxertos. Outro problema ¢ o emprego de antifingicos de amplo
espectro (voriconazol) para o tratamento de aspergiloses, candidiases e criptococoses,
mas que sdo ineficazes sobre mucormicoses. Apesar de ser uma doenga oportunista, o
indice de mortalidade para a maioria das formas desta doenga ultrapassa 60% dos
casos (CHAYAKULKEEREE, GHANNOUM & PERFECT, 2006).

A partir da década 90, a mucormicose subiu no rol das principais doencas
fungicas invasivas, chegando a terceira coloca¢do. Nao obstante, pouco ¢ conhecido
sobre os mecanismos de defesa do hospedeiro contra esta doenca (PRABHU &
PATEL, 2004). Entretanto, como o sistema complemento tem papel essencial no
controle das doengas por microrganismos extracelulares e pouco se conhece sobre a
acao desse sistema no controle de doencgas por zigomicetos.

A partir de 1997, uma cooperacdo entre os laboratérios de Imunoquimica Il e
de Estrutura de Superficie de Microganismos foi estreitada visando o estudo da
interagdo de fungos com o sistema complemento. Desde entdo duas monografias e
duas teses de mestrado foram desenvolvidas neste tema. Minha monografia de
conclusdo da graduagdo foi desenvolvida com o estudo da ativagdo do sistema
complemento humano com o micélio de M. polymorphosporus (Granja, 2003). Em
2004, auxiliei na tese de mestrado envolvida com a ativagdo do sistema complemento
por melanina de F. pedrosoi (Pinto, 2004). Durante meu mestrado, aprofundei o

estudo do complemento com M. polymorphosporus utilizando as formas de esporo e
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levedura, além do micélio. Verifiquei ainda a influéncia da remog¢ao de acido sialico e
acido glucurdnico, pelo uso de sialidase e glucuronidase, nessa ativagdo (Granja,
2005). Com esse contetdo alcangado durante essas etapas foi possivel desenvolver a
tese de doutorado, verificando a acdo do complemento sobre algumas espécies do
género Mucor: M. circinelloides, M. ramosissimus ¢ M. polymorphosporus, que sao
agentes da mucormicose.

Diversos casos de mucormicose foram associados a M. circinelloides. Os trés
mais recentemente descritos foram: dois casos de doenga cutanea (Iwen et al., 2007;
CHANDRA & WOODGYER, 2002) e um de mucormicose sistémica (CHAN-
TACK, NEMOY & PERENCEVICH, 2005).

Na literatura encontramos trés casos de mucormicose causadas por M.
ramosissimus. O primeiro foi em 1964 quando esse fungo foi associado a um caso de
mucormicose rinocerebral (VIGNALE et al., 1964). O segundo caso, uma doenca
mucocutanea (BULLOCK et al., 1974). Finalmente, o caso mais recente foi de uma
doenca cutanea (WEITZMAN et al, 1993). Em 2007, Quesada et al. relataram a
associagdo dessa espécie a perda de penas e dermatite em canarios (Serinus canarius),
indicando que esta espécie tem importancia médica e veterinaria.

A cepa de M. polymorphosporus, referida neste trabalho, foi isolada de biopsia
de apéndice de um paciente hospitalizado no Estado de Pernambuco.

Com o objetivo de relacionar a ativagdo do complemento e capacidade de
causar a mucormicose, incluimos no estudo o M. plumbeus, sobre o qual ndo ha
relatos clinicos de envolvimento nessa doenca. Esta espécie ¢ utilizada na
biotransformacdo de produtos naturais, como: jhanol (Fraga et al., 1998), teideadiol
(Fraga et al., 2003), maalioxido (Wang et al., 2006) e 4cido mulin-11,13-dien-20-6ico

(Areche et al., 2008).
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» Auvaliar a ativagdo do sistema complemento:
o pelas formas de esporo e micélio de M. circinelloides, M.
ramosissimus, M. plumbeus e M. polymorphosporus
o pelas formas de levedura e esporos em diferenciagio de M.
polymorphosporus
» Comparar os perfis de ativacao do sistema complemento por essas espécies.
o Detecgdo de fragmentos de C3 e C4 depositados sobre as estruturas de
superficie dos fungos.
o Detecgdo de IgG, MBL, CRP e fragmentos de C4 para relacionar o
envolvimento das diferentes vias de ativacao.
o Detecgdo de Fator H e C3d, relacionados com processos de regulagao
da ativagao do sistema.
» Verificar indiretamente a presenca de melanina nas espécies de Mucor usando

anticorpo anti-melanina do fungo patogénico F. pedrosoi.
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1. Fungos

Os fungos utilizados nestes estudos sao:

Mucor circinelloides isolado de amostra clinica. Esta registrado sob o nimero
de 0066 no catalogo do Laboratério de Imunopatologia Keizo Asami (LIKA),
da Universidade Federal do Pernambuco.

Mucor ramosissimus isolado de folhas de Alibertia myrcifolia. Este fungo esta
registrado sob o numero 3087 no catalogo da Colecdo de Culturas da Micoteca
URM (University of Recife Mycologia) da Universidade Federal do
Pernambuco.

Mucor polymorphosporus isolado de uma biopsia de apéndice de um paciente
hospitalizado no Estado de Pernambuco. O fungo esté registrado sob o nimero
1044 no catalogo da Colegao de Culturas da Micoteca URM.

Mucor plumbeus isolado de castanhas do Para e estéd registrado sob o niimero

3232 no catalogo da Colegao de Culturas da Micoteca URM.

As amostras dos fungos s3o mantidas no laboratorio de Estruturas de Superficie de

Microrganismos do Departamento de Microbiologia Geral, do Instituto de

Microbiologia Prof. Paulo de Goes.
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2. Cultura das espécies do género Mucor

2.1. Obten¢ao de micélio
Cada uma das espécies fungicas foi inoculada no meio quimicamente

definido Czapeck-Dox (CD) pH 6,5 e mantida a temperatura ambiente durante
30 dias com agitagdo. Apds cultivo, as amostras foram filtradas, lavadas com

PBS 7.2 e mantidas a -20°C até o momento do uso.

2.2. Obten¢ao de esporangiosporos
Amostras da suspensdo de micélios foram semeadas em placas com

meio agar Sabouraud-dextrose e mantidas durante 5 dias a temperatura
ambiente. A suspensdo dos esporos em salina (NaCl 0,85%) foi obtida por
raspagem da cultura (MARX, FORSYTH & HENTZ, 1982). Os esporos
foram lavados com PBS 7.2 e mantidos a -20°C. Para experiéncias de

ativag¢do, o numero foi determinado por contagem em camara de Neubauer.

2.3. Obtenc¢ao de leveduras de M. polymorphosporus
Amostras de micélio do fungo M. polymorphosporus foram semeadas

em placas com meio dgar Sabouraud-dextrose e incubadas em jarras GasPaK
sob atmosfera de 30% de CO,, durante 48 horas a 37°C (COOPER, 1987). As
leveduras foram lavados com PBS 7.2 e mantidas a -20°C. O ntimero de

leveduras foi determinado conforme referido acima.

2.4. Obtenc¢ao de esporos em diferenciacdo de M. polymorphosporus
Esporos do M. polymorphosporus foram distribuidos em tubos de

ensaio (10° células/ml de PBS 7.2), sob condigdes de assepsia, e colocados a
4°C. Apds 1, 9 ou 18 dias de incubagdo, os tubos foram colocados em banho

de gelo e utilizados a seguir nas experiéncias de ativacdo do complemento.
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Amostras do tubo original de distribui¢do foram conservadas a -20°C e

consideradas como tempo zero da diferenciacao.

3. Soros humanos (Fonte do complemento)
Mistura de soros humanos de individuos higidos (SHN), obtidos apos
puncdo venosa de doadores voluntérios saudaveis, apds prévio consentimento,
foi utilizada como fonte de complemento. Essas amostras foram previamente

absorvidas com fungos e/ou eritrdcitos de carneiro, conforme descrito abaixo.

3.1. Absorcao do Soro Humano com Micélio
A mistura dos soros foi absorvida uma vez com aproximADAMente 100mg

(peso imido) de micélio de cada espécie do género Mucor. A absorcao foi realizada a
4°C por 30 minutos, com agitagdo esporadica. A seguir o material foi centrifugado a
4°C por 10 minutos, a 1400 x g. O sobrenadante (soro absorvido) foi coletado e

submetido a absor¢ao com eritrocitos de carneiro.

3.2. Absorc¢ao do Soro Humano com Eritrécitos de Carneiro (EC)
O soro previamente absorvido com o fungo foi adicionado a eritrocitos

de carneiro sedimentados (na proporgdo de 10° células por 1 ml de soro) e
mantido a 4°C por 30 minutos, com agitagdo esporadica. Apds absor¢do, a
amostra foi centrifugada e o soro ressubmetido duas vezes ao mesmo
tratamento.

Uma aliquota da mistura de soros higidos foi absorvida apenas com
eritrocitos de carneiro (10° células/ml) nessas mesmas condiges.

Apb6s as absor¢des, as amostras de soro foram aliquotadas e

conservadas a -80°C até o momento do uso.
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4. Ativacao do Sistema Complemento

Os estudos da ativagdo do sistema complemento foram realizados de acordo
com LIMA & SILVA (1970) utilizando-se o sistema EA (Eritrocito de carneiro-
Anticorpo de coelho anti-eritrocito) como indicador da agao litica do Complemento.

A ativagdo do Complemento foi realizada utilizando-se micélio (20mg, peso
imido) e esporos (10® esporos) das diferentes espécies do género Mucor. A ativagio
por amostras de levedura (107 leveduras) e esporos em diferenciagio (10% células) foi
realizada apenas para o Mucor polymorphosporus.

Para tanto, as amostras de fungos foram incubadas a 37°C com 1,0 ml de soro
diluido a 1/10 em tampéo veronal/salina (VBS) contendo gelatina 0,1% e ions Ca> e
Mg*" durante 60 min.

Para quantificacdo da ativacdo do Complemento, as misturas de reacdo foram
centrifugadas (a fim de remover os sedimentos) e o teor de Complemento residual foi
determinado nos sobrenadantes pela técnica de MAYER (1961). Resumidamente,
apos dilui¢do do soro a 1/5, aliquotas de 0,1 a 0,8ml foram levadas ao volume final de
2,0 ml com o mesmo tampdo de reacdo. A essas amostras adicionou-se o sistema
revelador EA (0,25ml) e incubou-se em banho-maria a 37°C durante 60 min. A leitura
do contetido de hemoglobina liberada pela a¢do do Complemento sobre o EA ¢
avaliada pela absorbancia a 540nm. A porcentagem de lise ¢ obtida comparando-se os
valores de absorbancia das amostras do ensaio com absorbancia da suspensdo de EA
em agua destilada (100% de lise). Esses dados possibilitam a determinagdo das
unidades de CHs /ml (Complemento capaz de lisar 50% das hemacias) usando a
equagdao de von Krogh (LIMA & SILVA, 1970). Os sedimentos obtidos foram

lavados trés vezes com PBS 7.2 e mantidos a -20°C.
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Como controle positivo foi utilizada uma amostra de 1mg de zimosan
(polissacaridio de Saccharomyces cerevisiae capaz de consumir todo o Complemento
principalmente pela via alternativa). O zimosan (Sigma Chemical, Co. St. Louis, MO.
EUA) foi preparado de acordo com LIMA e SILVA (1970) antes do uso: zimosan foi
suspenso em solucdo salina (NaCl 0,85%), aquecido em banho-maria a 100°C, por 30
min e lavado duas vezes com PBS 7.2.

Como controle negativo de ativacdo do Complemento foram utilizadas
amostras de soro sem particulas ativadoras.

O sistema revelador ou sistema hemolitico (EA) ¢ preparado da seguinte
forma: sangue de carneiro, coletado em solu¢ao de Alsever, ¢ centrifugado a 1400 x g,
durante 10 minutos em centrifuga clinica (Internacional Clinical Centrifuge). A papa
de hemacias ¢ lavada inicialmente com tampao veronal soédico/salina (VBS)
adicionado de EDTA 10mM e gelatina a 0,1% e mais 2 vezes com VBS contendo ions
Ca®", Mg®" e gelatina 0,1%. A suspensdo dos eritrocitos ¢ preparada no mesmo
tampdo, de modo a conter 1 x 10° céls/ml. Ao volume dessa suspensio ¢ adicionado
volume igual de hemolisina, previamente titulada (LIMA & SILVA, 1970). A mistura
¢ incubada a 37°C durante 20 min., sob agitacdo e depois centrifugada durante 5 min.
O sedimento ¢ lavado duas vezes com VBS contendo ions Ca®" ¢ Mg®" ¢ gelatina. A
suspensdo final de EA utilizada nas dosagens de complemento residual contém 5 x
10® céls/ml.

O estudo das diferentes vias de ativagdo do Complemento foi efetuado usando-
se quelantes dos ions Ca*" e/ou Mg*" e o sistema hemolitico (EA) de acordo com
MAYER (1961). Em resumo, amostras de fungo foram misturadas com 1,0 ml de soro
humano, diluido a 1/10 em VBS/gelatina 0,1% contendo ions Ca*'e Mg2+, conforme

referido acima. A duas outras misturas de reacdo acrescentaram-se 100l de solucdes
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contendo quelantes: EDTA 0,IM (4cido etileno diamino tetra acético) ou EGTA 0,1
M (4cido etilenoglicol bis (éter B-amino etil éter) N, N, N’, N” tetra acético) contendo
MgCl, 0,IM. Essas misturas foram incubadas em banho-maria a 37°C durante 60
min., com agitacdo nos primeiros 10 min. Apods incubagdo, as amostras foram
centrifugadas (1400 x g) sob refrigeracdo (4°C) durante 5 minutos.

O EDTA ¢é um quelante de fons divalentes, como o Ca*" ¢ o Mg*", que sdo
importantes para a manuten¢do da estrutura e, consequentemente, da atividade de
alguns componentes do Complemento. A remog¢do destes ions do soro impede a
ativacdo de todas as vias do complemento.

O EGTA age de forma semelhante ao EDTA, entretanto, ele remove
preferencialmente os ions Ca”", impedindo desta forma a manutengio da estrutura do
complexo C1 e da MBL-MASPs. A adi¢do deste quelante juntamente com MgCl, ao
soro, leva ao bloqueio das vias cldssica e das lectinas e permite a ativacdo da via
alternativa.

Para verificacdo da ativagdo do Complemento, foram utilizados os
sobrenadantes das reagdes diluidos em tampdo VBS contendo Ca*" e Mg®", conforme
referido acima. No caso das reagdes contendo quelantes, os sobrenadantes foram
primeiro recalcificados com solugdo de CaCl, 0,2 M, para que a estrutura e atividade
dos componentes do Complemento fossem restauradas.

O esquema abaixo representa o ensaio de ativagdo do sistema Complemento.
A etapa 1 corresponde a ativagdo do Complemento pelas amostras ensaiadas e os
respectivos controles (Zimosan e soro sem ativadores). A etapa 2 representa o
procedimento para a quantificagdo do Complemento residual, proveniente da etapa 1.
Nos testes utilizando-se quelantes (EDTA e EGTA), 100ul de CaCl, sdo adicionados

ao Complemento residual a 1/50 no inicio da etapa 2.
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Primeira Etapa:

£7 = Complemento

resicdual

Soro + = =Y

Amostra

(1/10)

Soro + .

— @ —
‘l % 'T“‘-.--'?.:,‘

Zimosan
(1/10)

Soro Incubacao 60mINs/37°C - opitgacae 4 minsideC
(1/10) -/ /

Segunda Etapa

Sobrenadantes
(1/50)

T

Aliguotas de 0,1 a 0,8 do Complemento residual sdo diluidas em VBS + Ca? e Mg?t + 0,25 ml de EA em
volume final de 2,0 ml. Os trés dltimos tubos sao: EA + H,O; EA + soro 1/10; EA + WVBS

Incubacio 60mins/37°C

Centrifugagao 4 minsi4°C A .

C)-
'I-v-":..ké’
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Leitura em
espectrofotdmetro
{540nm}

5. Imunofluorescéncia
5.1. Deteccio de Fragmentos de C3 por Imunofluorescéncia Direta
Os sedimentos das formas de esporo e levedura das diferentes espécies
do género Mucor, obtidos apos ativagdo do complemento com ou sem
quelantes, foram lavados 3 vezes com PBS pH 7.2 e em seguida ressuspensos
em Iml do mesmo tampao. Aliquotas de 10ul de fungo e zimosan foram
distribuidas em laminas apropriadas para imunofluorescéncia. As laminas
foram colocadas em estufa a 37°C por 2 horas e a seguir fixadas pelo calor.
Apos fixacdo, as amostras foram tratadas com 10ul de anticorpo de coelho anti
C3c¢ humano, conjugado com isotiocianato de fluoresceina (DAKO,
Dinamarca) diluido a 1/30 de acordo com as indicagdes e adicionado de azul
de Evans 0,1%.
As laminas foram mantidas em cdmara umida durante 60 minutos a
37°C. Apds lavagem com PBS, as laminas foram secas € montadas com
tampao fosfato-glicerina, cobertas com laminula e observadas ao microscopio

de epi-fluorescéncia (Zeiss, Alemanha).
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5.2. Detec¢iao de IgG humana por Imunofluorescéncia Direta

As amostras de esporo e levedura dos fungos, apos ativagdo do
complemento sem a presenca de quelantes, foram tratadas conforme referido
acima. Os fungos fixados as laminas foram tratados com 10ul de IgG de cabra
anti-IgG humana conjugada com fluoresceina (Sigma Chemical Co., EUA)
diluido 1/50 de acordo com as indicagdes e adicionado de azul de Evans 0,1%.
Apo6s incubagdo as laminas foram lavadas 3 vezes com PBS, secas e montadas
com tampao fosfato-glicerina, cobertas com laminula e observadas ao

microscopio de epi-fluorescéncia (Zeiss, Alemanha).

5.3. Deteccido de melanina por Imunofluorescéncia Indireta

As amostras de esporo e levedura, apos ativagdo do complemento na
presenga de EDTA, foram fixadas conforme referido acima e tratados com
10ul soro de cobaio anti-melanina de F. pedrosoi (diluido a 1/250), preparado
conforme PINTO (2004). As laminas foram mantidas em cadmara umida
durante 60 minutos a 37°C. Apds lavagem com PBS, as amostras foram
incubadas com 10ul de soro de coelho anti-IgG de cobaio (1/250) durante 60
minutos a 37°C. Apds lavagem com PBS (3x), as amostras foram novamente
incubadas com 10ul de IgG de cabra anti-IgG de coelho marcada com
fluoresceina (Sigma Chemical Co., EUA) diluido a 1/50 e adicionado de azul
de Evans 0,1%. As laminas foram incubadas novamente em camara tmida
durante 60 minutos a 37°C e a seguir lavadas com PBS (3x), secas e montadas
com tampdo fosfato-glicerina, cobertas com laminula e observadas ao

microscopio de epi-fluorescéncia (Zeiss).
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6. Ensaio Imuno Enzimatico Indireto (ELISA)

Amostras de 100ul das suspensdes dos esporos das diferentes espécies de
Mucor (107 cels/ml), levedura de M. polymorphosporus (10° cels/ml) e zimosan (200
pg/ml), apds ativacao do complemento, foram transferidas para placas de poliestireno
de 96 cavidades de fundo plano, incubadas a 37°C durante 2 h e conservadas a 4°C
por 18 h. Posteriormente, a placa foi lavada com PBS pH 7.2, bloqueada com 300pul
de leite desnatado (Molico, Nestl¢) a 5% em PBS e incubada novamente a 37°C
durante 60 min. Apds o bloqueio, adicionaram-se aos pog¢os anticorpos especificos

para os diferentes componentes do Complemento a serem pesquisados.

Apo6s adsor¢do das amostras as placas, foram usados anticorpos especificos
para deteccdo de diferentes constituintes do complemento e IgG humana, a saber: soro
de cabra anti-C3 (Calbiochem-Novabiochem Co., EUA) diluido 1/3000, anticorpo
anti-C3d monoclonal (Santa Cruz Biotechnology Inc. EUA) diluido 1/100, soro de
coelho anti-C4 (DAKO, Dinamarca) diluido a 1/500, soro de cabra anti-IgG humana
(Sigma Chemical Co., EUA) diluido 1/20000, soro de coelho anti-MBL (diluido a
1/100), soro de coelho anti-proteina C-reativa (diluido a 1/100) e soro de cabra anti
Fator H, diluido a 1/100 (Santa Cruz Biotechnology Inc. EUA). Amostras de 100ul
desses reagentes diluidos em PBS contendo 5% de leite desnatado, foram
acrescentadas aos pocos das placas contendo as amostras de fungo e controles. A
ligacdo dos anticorpos especificos foi revelada com os correspondentes conjugados
marcados com peroxidase (IgG de coelho anti-IgG de cabra, IgG de cabra anti-IgG de
camundongo ou com IgG de cabra anti-IgG de coelho), obtidos da Sigma Chemical
Co., EUA. As etapas de incubagio foram realizadas a 37°C durante 1 h.

Apods lavagem com PBS, a reagdo foi revelada com 100 pl da solugdo de

ortofenilenodiamina (OPD - 4,0 mg) em 10 ml de tampao citrato-fosfato de sodio 0,1
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M, pH 5,0, acrescido de 4ul de H,O, a 30% (Sigma Chemical Co. St Louis, EUA).
Ap6s 20 min. a temperatura ambiente e ao abrigo da luz, reagdo foi interrompida pela
adi¢dao de H,SO4 2N (50 pl/pogo). A leitura da absorbancia foi realizada em leitor de
ELISA (Spectra Vision — SLT, Austria) a 492 nm.

O controle do anticorpo primadrio foi realizado utilizando amostras ndo tratadas
com soro. O controle do anticorpo secundario foi efetuado adicionando-se o
conjugado as amostras, tratadas ou ndo com soro, mas na auséncia do anticorpo
primério. Para controle da adsor¢do inespecifica dos anticorpos a placa, adicionou-se
esses anticorpos aos pogos tratados apenas com salina. Os resultados obtidos para

esses controles foram subtraidos daqueles obtidos para as amostras sob analise.

Como controles positivos foram utilizados solu¢des de C3 e C4 (Cordis Labs,
Miami, FL, EUA), de IgG humana (Cappel Labs., PA, EUA), amostra de soro
contendo alta concentragdo de proteina C-reativa (241ug/ml), gentilmente cedido pela
Dra. Rosangela do Laboratério de Imunologia do Hospital Universitario Clementino

Fraga Filho.

7. Métodos Estatisticos
A ativacdo do complemento, ELISAs e imunofluorescéncias foram repetidas trés
vezes. As médias dos resultados e o respectivo desvio padrao foram utilizados para

analise de variancia usando o teste de ¢-student nao pareado.
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1. Ativac¢do do Sistema Complemento por formas miceliais

As diferentes espécies de Mucor foram avaliadas quanto a sua capacidade de
ativar o sistema complemento humano in vitro. Amostras de micélio (20mg) foram
incubadas com soro humano/VBS (absorvido com fungo e eritrécitos de carneiro) e,
conforme podemos observar na Fig.5, todas as espécies de fungo foram capazes de
consumir em torno de 25-40% do complemento, quando comparadas com o controle
positivo (zimosan) que consome 100% (p < 0.001). As espécies M. polymorphosporus
e M. ramosissimus deram resultados similares (p > 0.05) consumindo
aproximADAMente 40% do complemento, enquanto M. plumbeus e M.
circinelloides, que também apresentaram resultados semelhantes entre si (p > 0.05),
consumiram em torno de 25%.

Esses resultados podem ser comparados com aqueles obtidos na presenca de
quelantes (Fig.5). Pelas experiéncias realizadas com EGTA-Mg>", que mostra a
ativacdo do complemento pela via alternativa, verifica-se que todas as diferentes
espécies de fungos consomem somente 15% do complemento sérico (p > 0.05). Esses
resultados, comparados com os obtidos sem o quelante, indicam que deve haver
envolvimento das outras vias (cldssica e/ou das lectinas) quando a ativagao ¢ realizada
na presencga apenas do tampao (VBS). Essa diferenca ¢ estatisticamente significativa
(p<0.01).

Os resultados das experiéncias com EDTA, que impede a ativa¢do da cascata
do complemento (0% de consumo), demonstram que os efeitos observados com ou
sem EGTA-Mg2+ sdo decorrentes da ativagdo do complemento e ndo da acdo dos

fungos sobre as proteinas do sistema. (Fig. 5). Esse resultado pode ser comparado
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ainda com o controle negativo (soro sem ativadores), que submetido as mesmas
condi¢des de temperatura, ndo perdeu sua atividade hemolitica, tanto na presenca

quanto auséncia de quelantes, validando o teste.

_ Micélio 20mg
o

= 100, - -

% =3 Mucor polymorphosporus
] 223 Mucor ramosissimus

E, = Mucor plumbeus

g' =1 Mucor circinelloides
g 50 = Zimosan

9 =3 Controle negativo

o

S

=2

)

c 0-

o

& EDTA EGTA-Mg++ VBS

Tratamento

Figura 5. Porcentagem de consumo do complemento pelas formas miceliais (20mg)
das espécies de M. polymorphosporus, M. ramosissimus, M. plumbeus e M.
circinelloides, ap0Os ativacdo na presenca ou auséncia de quelantes (EDTA ou EGTA).
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A utilizag¢do de soro absorvido com fungo e hemécias de carneiro ou somente
com hemadcias de carneiro, ndo influenciou nos resultados (p > 0.05) de ativacao (Fig.
6), indicando que anticorpos naturais ndo influem na ativacdo pelas amostras
miceliais. Esses testes foram realizados com ou sem a presenca de quelantes. Na fig. 6
sdo apresentados os resultados dos testes de ativacdo em presenga de VBS ou de
EGTA Mg . Esses resultados sad semelhantes aos apresentados na Fig.5, inclusive

quanto a acdo do EDTA e dos controles (que nao sdo mostrados na Fig. 6).

= M. polymorphosporus
= M. circinelloides

3 M. plumbeus

= M. ramosissimus

S 0o L

EGTA-Mg++ VBS EGTA-Mg++ VBS
Tratamento

Consumo do complemento (%)
N
3,
[]
)
N
(S, ]
Consumo do complemento (%)

Figura 6. Analise comparativa das porcentagens de consumo do complemento pelas
formas miceliais dos fungos M. polymorphosporus, M. ramosissimus, M. plumbeus e
M. circinelloides, ap0s ativagdo na presenca ou auséncia de EGTA utilizando:

A) soros absorvidos com hemacias de carneiro e micélio das respectivas espécies;

B) soros absorvidos apenas com hemadcias de carneiro
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2. Ativac¢ao do Sistema Complemento por esporos

Os resultados das experiéncias realizadas com esporos das diferentes espécies
de Mucor sao apresentados na Fig.7. Diferentemente das amostras miceliais, os
esporos consomem 100% da atividade do complemento da mistura de soros
absorvida com hemacias de carneiro, com ou sem a presenca do quelante EGTA (p >
0,05). Conforme esperado, ndo ha consumo de complemento na presenca do quelante
EDTA. Todas as espécies testadas mostraram o mesmo perfil de ativagao (p > 0.05).
Estes dados sdo comparaveis aos obtidos com o controle positivo de ativagdo

(Zimosan) (p > 0.05).
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Figura 7. Porcentagem de consumo do complemento por esporos (10°) das espécies
M. polymorphosporus, M. ramosissimus, M. plumbeus e M. circinelloides, apds
ativacgdo na presenga ou auséncia de quelantes (EDTA ou EGTA).
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3. Ativacao do complemento pelas formas de Micélio, Levedura e Esporos de
Mucor polymorphosporus
A fig. 8 mostra os resultados das experiéncias realizadas com diferentes
formas de M. polymorphosporus. Conforme observado acima, a forma micelial
(20mg), apresenta baixo consumo do complemento, quando comparada ao controle
positivo (p < 0.001). Entretanto, as formas de levedura (107) e esporo (10%),
mostraram-se ativadores eficientes, ou seja, 100% de consumo do complemento. Os
resultados obtidos na presenca de EGTA-Mg®" mostram que essas formas consomem

o complemento principalmente pela via alternativa.
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Figura 8. Andlise comparativa da porcentagem de consumo do complemento por
micélio (20mg), levedura (10”) e esporos (10%) de M. polymorphosporus, apos
ativagdo na presenga ou auséncia de quelantes (EDTA ou EGTA).
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Na Fig.9 sdo mostrados os resultados das experiéncias de ativacdo frente aos
esporos de M. polymorphosporus em varios tempos de diferenciagdo. Como pode ser
observado, ndo ha diferenca de consumo entre as diferentes amostras utilizadas (p >

0.05), ou seja, todas consumem 100% de complemento sérico.
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Figura 9. Porcentagem de consumo do complemento por esporos de M.
polymorphosporus, de diferentes tempos de diferenciagdo a 4°C, apds ativagdo do
complemento na presenga ou auséncia de quelantes (EDTA ou EGTA).
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4. Ensaios Imuno Enzimaticos (ELISA)

4.1. Detec¢io de fragmentos de C3 em esporos das espécies de Mucor
Na fig. 10 sdo mostrados os resultados da deposi¢do de fragmentos de C3 em

esporos, conforme avaliado por ensaio imunoenzimatico. Os resultados dessas
experiéncias mostram que houve ligagdo de fragmentos de C3 de modo semelhante
nos esporos das espécies estudadas, tanto na presenga quanto a auséncia de EGTA-
Mg**. Entretanto, na presenga desse quelante os valores foram ligeiramente inferiores
aqueles obtidos sem 0 EGTA (p < 0.05). Estes dados demonstram ativagdo eficiente
da via alternativa e confirmam os resultados obtidos para o consumo do complemento
(Fig.7). Conforme esperado, nao houve deposi¢cdo de fragmentos de C3 nas amostras
ensaiadas na presenca de EDTA porque ndo houve ativacio de nenhuma via na

presenga deste quelante.
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Figura 10. Deteccao de fragmentos de C3 em esporos de M. polymorphosporus,
M. ramosissimus, M. plumbeus e M. circinelloides por ELISA indireto. Anticorpos
primarios anti-C3 foram adicionados e sua ligagdo as amostras foi avaliada apds
incubag¢do com anticorpo secundario conjugado com peroxidase. Os valores sdo de
densidade optica, medida em 490nm. Os valores dos controles negativos foram
descontados dos valores mostrados. Os resultados apresentados sdo a média de trés
determinacoes.
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4.2. Deteccio de fragmentos de C4 em esporos das espécies de Mucor
Na Fig. 11 sd3o mostrados os resultados da detec¢ao de C4 nos esporos das

quatro espécies estudadas, observando-se que nao ha diferenca significativa entre elas
(p > 0.05). Entretanto, comparando os resultados obtidos para as amostras tratadas
com o soro, na presenca ou ndo de EGTA-Mg”", observam-se diferencas significativas
(p <0.001) entre os dois tratamentos, ou seja, fragmentos de C4 s6 foram detectados
nas amostras incubadas sem quelantes. Este resultado sugere a participagao da via

classica e/ou das lectinas no processo.
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Figura 11. Deteccao de fragmentos de C4 em esporos de M. polymorphosporus,
M. ramosissimus, M. plumbeus e M. circinelloides por ELISA indireto. Anticorpos
primarios anti-C4 foram adicionados e sua ligacdo as amostras foi avaliada apods
incubagdo com anticorpo secundario conjugado com peroxidase. Os valores sdo de
densidade oOptica, medida em 490nm. As leituras dos controles negativos foram
descontadas dos valores mostrados. Os resultados apresentados sdo a média de trés
determinagoes.
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4.3.Deteccio de MBL, CRP e IgG em esporos das espécies de Mucor
A presenga de MBL, CRP e IgG na superficie dos esporos, apds ativagdo do

complemento, ¢ mostrada na Fig. 12. O perfil de deposicao das proteinas investigadas
foi semelhante em todas as espécies testadas (p > 0.05). A presenca dessas proteinas
nas amostras corrobora os resultados obtidos para a deposicao de fragmentos de C4
(Fig.11) visto que essas proteinas participam dos processos de ativacdo do
complemento pelas vias classica e das lectinas. Por outro lado, a presenca de tracos de
IgG indicam que ha anticorpos naturais contra esse fungo ou antigenos com estruturas

semelhantes, dando a reagdo cruzada observada.
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Figura 12. Deteccio de MBL, CRP e IgG em esporos de M. polymorphosporus, M.
ramosissimus, M. plumbeus e M. circinelloides por ELISA indireto. Esporos
incubados com soro sem quelantes foram usados neste teste. Anticorpos primarios
contra cada componente foram adicionados e sua ligacdo as amostras avaliada apos
incubagdo com o respectivo anticorpo secundario conjugado com peroxidase. Os
valores sdo de densidade Optica, medida em 490nm. As leituras dos controles
negativos foram descontadas dos valores mostrados. Os resultados apresentados sdo a
média de trés determinagdes.
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4.4.Detecciio de Fator H e C3d em esporos das espécies de Mucor
Na fig. 13 estdo os resultados da pesquisa de Fator H e fragmento C3d, na

superficie dos esporos. A auséncia dessas moléculas indica que ndo houve interrupgao
da via alternativa mediada pelo Fator H. Os resultados foram constantes para todas as

espécies estudadas (p > 0.05).

Regulagao da via alternativa
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Figura 13. Deteccio de Fator H e fragmento C3d em esporos de M.

polymorphosporus, M. ramosissimus, M. plumbeus e M. circinelloides por ELISA
indireto. Esporos incubados com soro na presenca de EGTA-Mg”" foram usados
neste teste. Anticorpos primadrios contra cada componente foram adicionados e sua
ligacdo as amostras foi avaliada ap6s incubacdo com respectivo anticorpo secundario
conjugado com peroxidase. Os valores sdo de densidade oOptica, medida em 490nm.
As leituras dos controles negativos foram descontadas dos valores mostrados. Os
resultados apresentados sao a média de trés determinagdes.
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4.5. Deteccao de fragmentos de C3 na superficie de esporo e levedura de
Mucor polymorphosporus
Na fig. 14 sdo mostrados os resultados da deposi¢do de C3 em leveduras e

esporos em diferenciacdo de M. polymorphosporus, conforme avaliado por ensaio
imunoenzimatico. Os resultados desses experimentos mostram que houve ligagdo dos
fragmentos de C3 nas formas testadas. Entretanto, a ligacdo dos fragmentos de C3
variou entres a forma de levedura e esporo (p < 0.05). Entretanto, ndo se observa
variagdo significativa quando se comparam os resultados obtidos com os esporos de
diferentes tempos de diferenciacdo (p > 0.05). Por outro lado, observa-se que a
incubagio com EGTA-Mg”" resultou em ligacio de C3 com menos eficiéncia que
aquela obtida com soro sem quelante (p < 0.001). A levedura comporta-se de forma

semelhante aos esporos quanto a ativagdo das vias, avaliada pela presenga ou ndo de

quelante.
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Figura 14. Deteccio de fragmentos de C3 em levedura e esporos em
diferenciacao de M. polymorphosporus por ELISA indireto. Anticorpos primarios
anti-C3 foram adicionados e sua ligacdo as amostras foi avaliada apds incubagdo com
anticorpo secundario conjugado com peroxidase. Os valores sdo de densidade Optica,
medida em 490nm. Os valores dos controles negativos foram descontados dos valores
mostrados. Os resultados apresentados sao a média de trés determinagdes.
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4.6. Deteccao de fragmentos de C4 na superficie de esporo e levedura de
Mucor polymorphosporus
Os resultados da deteccdo de C4, demonstrados na fig. 15, indicam que houve

primeiramente a ativagdo da via cldssica ou das lectinas, pelas formas de levedura e
esporos em diferenciagdo. Este componente ndo é observado nas experiéncias em que
o complemento ¢ ativado na presenca de EGTA-Mg”", confirmando a ndo deposicio
de fragmentos de C4 nos ensaios de pesquisa de ativagdo da via altenativa. Por outro
lado, pode-se constatar que os esporos sdo mais eficientes em ativar a via classica ou
das lectinas que as leveduras (p < 0.001). Os niveis de C4 foram semelhantes nos

esporos em diferentes tempos de diferenciagdo (p > 0.05).
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Figura 15. Deteccio de fragmentos de C4 em levedura e esporos em
diferenciacao de M. polymorphosporus por ELISA indireto. Anticorpos primarios
anti-C4 foram adicionados e sua ligacdo as amostras foi avaliada apds incubagdo com
anticorpo secundario conjugado com peroxidase. Os valores sdo de densidade Optica,
medida em 490nm. As leituras dos controles negativos foram descontadas dos valores
mostrados. Os resultados apresentados sao a média de trés determinagoes.
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4.7. Deteccio de MBL, CRP e IgG em esporo e levedura de Mucor
polymorphosporus
A presenca de MBL, CRP e IgG na superficie da levedura e esporos de M.

polymorphosporus, apds ativagdo do complemento, ¢ comparada na Fig. 16. A
presenga das proteinas (MBL, CRP e IgG), que participam das vias classica ¢ das
lectinas, sobre os esporos mostram que essa forma do M. polymorphosporus é capaz
de ativar o complemento por essas vias, além da alternativa, que foi observada em
resultados anteriores. Os resultados obtidos para as leveduras indicam que essas
formas ndo sdo tdo eficazes na ativagdo do complemento por essas vias (p < 0.001).
Por outro lado, a presenga de tracos de IgG indicam que hé anticorpos naturais contra
esse fungo ou antigenos com estruturas semelhantes, dando a reagdo cruzada
observada. A baixa deposicao destas proteinas nas leveduras corrobora os resultados
da pesquisa de fragmentos de C4, mostrada acima. A presenga de C4 estd diretamente

ligada a ativagao pelas vias cldssica e/ou das lectinas.
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Figura 16. Deteccio de MBL, CRP e IgG em leveduras e esporos de M.
polymorphosporus por ELISA indireto. Esporos incubados com soro sem quelantes
foram usados neste teste. Anticorpos primarios contra cada componente foram
adicionados e sua ligagdo as amostras foi avaliada apés incubagdo com respectivo
anticorpo secundario conjugado com peroxidase. Os valores sdo de densidade dptica,
medida em 490nm. As leituras dos controles negativos foram descontadas dos valores
mostrados. Os resultados apresentados sdo a média de trés determinagoes.
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5. Imunofluorescéncia

5.1. Distribuicio de fragmentos de C3 nas amostras de esporos de M.
ramosissimus, M. plumbeus e M. circinelloides
A ligagdo e distribuicdo de fragmentos de C3 na superficie dos esporos das

diferentes espécies de Mucor foram observadas por imunofluorescéncia direta. Nestas
trés espécies, foi possivel observar a distribuicdo confluente por toda superficie dos
esporos, tanto quando o complemento foi ativado pela via alternativa (Fig. 17), como
quando todas as vias estavam atuando (Fig. 17). Quando as espécies foram incubadas
na presenga de EDTA, que impede a ativagdo do complemento, nenhuma

fluorescéncia foi observada (Fig. 17).
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Figura 17. Deteccao de fragmentos de C3 em esporos de diferentes espécies de
Mucor por imunofluorescéncia direta. I. M. ramosissimus. 1A) esporo incubado
com soro + EDTA. IB) esporo incubado com soro + EGTA-Mg™". IC) esporo
incubado com soro sem quelantes. I1. M. plumbeus. 11A) esporo incubado com soro +
EDTA. IIB) esporo incubado com soro + EGTA-Mg”". IIC) esporo incubado com
soro sem quelantes. II1. M. circinelloides. 111A) esporo incubado com soro + EDTA.
I1IB) esporo incubado com soro + EGTA-Mg*". IIIC) esporo incubado com soro sem
quelantes. Aumento de 1000x. A barra de aumento indica 20pm.
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5.2. Distribui¢do de fragmentos de C3 nas amostras de esporos e leveduras de
M. polymorphosporus
A distribuicdo de fragmentos de C3 na superficie dos esporos e leveduras de

M. polymorphosporus foi avaliada por imunofluorescéncia direta. Nestas duas formas,
¢ possivel observar a distribui¢do confluente por toda superficie das amostras, tanto
quando o complemento foi ativado pela via alternativa (Fig. 18.I), como quando todas
as vias estavam atuando (Fig. 18.II). Quando as amostras foram incubadas na
presenca de EDTA, nenhuma fluorescéncia foi observada

As amostras de esporos em diferentes tempos de diferenciagio a 4°C mostram
que a ativagdo do complemento vai diminuindo a medida que o micelio vai se
formando. Estes resultados estdo de acordo com baixa ativagdo do complemento
observada pelo micélio. Enquanto que as formas de esporo apresentaram distribui¢do
confluente (Fig. 19.I), as formas de hifa apresentaram pouca ou nenhuma
fluorescéncia (Fig. 19.1I e 19.III), inclusive quando somente a via alternativa estava

atuando. Conforme esperado, as amostras incubadas com EDTA ndo mostraram

fluorescéncia.
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Figura 18. Detec¢do de fragmentos de C3 em M. polymorphosporus por
imunofluorescéncia direta. I. Esporos. [A) esporo incubado com soro + EDTA. IB)
esporo incubado com soro + EGTA-Mg*". IC) esporo incubado com soro sem
quelantes. II. Leveduras. ITA) levedura incubada com soro + EDTA. IIB) levedura
incubada com soro + EGTA-Mg”". 1IC) levedura incubada com soro sem quelantes.
Aumento de 1000x. A barra de aumento indica 20um.
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Figura 19. Deteccdo de fragmentos de C3 em esporos em diferenciacio de M.
polymorphosporus por imunofluorescéncia direta. I. 1 dia de diferenciacio. [A)
esporo incubado com soro + EDTA. IB) esporo incubado com soro + EGTA-Mg”".
IC) esporo incubado com soro sem quelantes. I1. 9 dias de diferenciac¢io. IIA) esporo
incubado com soro + EDTA. IIB) esporo incubado com soro + EGTA-Mg*". 1IC)
esporo incubado com soro sem quelantes. I11. 18 dias de diferencia¢io. II1A) esporo
incubado com soro + EDTA. IIIB) esporo incubado com soro + EGTA-Mg”". IIIC)
esporo incubado com soro sem quelantes. Aumento de 1000x. A barra de aumento
indica 20pm.
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5.3. Distribui¢do de IgG nas amostras de esporos de M. ramosissimus, M.
plumbeus e M. circinelloides

A distribuicdo de IgG humana na superficie dos esporos das diferentes espécies de
Mucor foi observada por imunofluorescéncia direta, apds a ativagdo do complemento
usando soro sem quelantes. Nas trés espécies testadas, foi possivel observar fraca
fluorescéncia, contudo com distribuicdo confluente (Fig. 20). Este dado corrobora a

possivel ativacdo pela via classica, ja que a presenca de duas gamaglobulinas

proximas € necessaria para que iSso ocorra.

Figura 20. Deteccdo de IgG em esporos das diferentes espécies de Mucor por
imunofluorescéncia direta. A) M. ramosissimus incubado com soro sem quelantes.
B) M. plumbeus incubado com soro sem quelantes. C) M. circinelloides esporo
incubado com soro sem quelantes. Aumento de 1000x. A barra de aumento indica
20pm.
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5.4. Distribuicio de IgG nas amostras de esporos e leveduras de M.
polymorphosporus
A distribuicdo de IgG humana na superficie dos esporos ¢ leveduras de M.

polymorphosporus foi observada por imunofluorescéncia direta, apés a ativagdo do
complemento usando soro sem quelantes. Na forma de esporo, foi possivel observar
fraca fluorescéncia, contudo com distribuicdo confluente (Fig. 21A, 21C). Esses
resultados sdo comparaveis aos obtidos com os esporos das outras espécies. Nessa
figura, podemos observar ainda que as leveduras ou hifas recém diferenciadas ndo
apresentam fluorescéncia (Fig. 21B, 21C), indicando auséncia de IgG ligada. As
diferengas mais marcantes com relagdo a fixacdo de IgG pelos esporos em

diferenciagdo, sdo notadas aos 18 dias, quando ja se observa hifas em formagao (Fig.

210).

Figura 21. Detec¢io de IgG em esporos e levedura de Mucor polymorphosporus
por imunofluorescéncia direta. A) esporo incubado com soro sem quelantes. B)
levedura incubada com soro sem quelantes. C) esporo com 18 dias de diferenciagdo
incubado com soro sem quelantes. Aumento de 1000x. A barra de aumento indica
20pm.
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5.5. Distribuicio de melanina nas amostras de esporos de M. ramosissimus,
M. plumbeus e M. circinelloides
A distribui¢do de melanina na superficie dos esporos das diferentes espécies de

Mucor foi observada por imunofluorescéncia indireta, apds a ativacdo do
complemento usando soro na presenga de EDTA. Nas trés espécies testadas, foi
possivel observar fluorescéncia, com distribuicdo confluente, para a maioria dos

esporos (Fig. 22), mostrando a possivel reacao cruzada do anticorpo anti-melanina de

F. pedrosoi com as espécies de Mucor.

Figura 22. Detec¢cdo de melanina em esporos das diferentes espécies de Mucor
por imunofluorescéncia indireta. A) M. ramosissimus incubado com soro + EDTA.
B) M. plumbeus incubado com soro + EDTA. C) M. circinelloides esporo incubado
com soro + EDTA. Aumento de 1000x. A barra de aumento indica 20pm.
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5.6. Distribuicio de melanina nas amostras de esporos e leveduras de M.
polymorphosporus

A distribuicdo de melanina na superficie dos esporos e leveduras de M.
polymorphosporus foi observada por imunofluorescéncia indireta, apds a ativagdo do
complemento usando soro na presenca de EDTA. Na forma de esporo, foi possivel
observar fluorescéncia com distribuicdo nao confluente (Fig. 23A, 23C). Esta
fluorescéncia ndo ¢ observada com as formas de leveduras ou hifas recém
diferenciadas (Fig. 23B, 23C). Alguns esporos na amostra em diferenciagdo, também

ndo apresentaram fluorescéncia (Fig. 23C).

Figura 23. Deteccio de melanina em esporos e levedura de Mucor
polymorphosporus por imunofluorescéncia indireta. A) esporo incubado com soro
+ EDTA. B) levedura incubada com soro + EDTA. C) esporo com 18 dias de
diferenciagdo incubado com soro + EDTA. Aumento de 1000x. A barra de aumento
indica 20pum.
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5.7. Distribuicio de fragmentos de C3, IgG e melanina nas amostras de
Zimosan
A distribui¢do de fragmentos de C3 na superficie do zimosan foi observada por

imunofluorescéncia direta, apos a ativacdo do complemento. Na figura 24 podemos
obsevar a fluorescéncia das amostras que foram incubadas como soro na presenca de
EGTA-Mg”" (Fig. 24B) ¢ na auséncia deste quelante (Fig. 24C). Esses resultados
mostram que o zimosan ¢ capaz de ativar o sistema complemento, inclusive pela via
alternativa. Na presenca de EDTA, nenhuma fluorescéncia € observada (Fig. 24A).

A presenga de IgG sobre o zimosan ¢ observada na Fig. 24D, que mostra a
presenga de IgG distribuida de forma irregular em algumas particulas.

Quanto a presenca de melanina nessa levedura, a Fig. 24E mostra a auséncia deste

pigmento no zimosan.

Figura 24. Deteccio de fragmentos de C3, IgG e Melanina sobre zimosan.
Imunofluorescéncia direta (C3 e IgG) e indireta (melanina). Detecgdo de C3: A -
Zimosan incubado com soro + EDTA. B - Zimosan incubado com soro + EGTA-
Mg*". C - Zimosan incubado com soro sem quelantes. Deteccdo de IgG: D — Zimosan
incubado com soro sem quelantes. Detec¢dao de melanina: E - Zimosan incubado com
soro + EDTA. Aumento de 1000x. A barra de aumento indica 20pum.
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Discussao

O numero de casos de mucormicose aumenta a cada ano e atualmente ja
consta como sendo a terceira causa mais comum de doengas fingicas invasivas nos
Estados Unidos (BOUZA, MUNOZ & GUINEA, 2006). Dentre as espécies
escolhidas para este estudo, M. circinelloides ¢ a principal espécie de Mucor
responsavel por mucormicose (CHAN-TACK, NEMOY & PERENCEVICH, 2005;
CHANDRA & WOODGYER, 2002). O fungo M. ramosissimus ja foi identificado
como o agente etiologico dessa doenca em alguns casos (WEITZMAN et al., 1993;
BULLOCK, JAMPOL & FEZZA, 1974; VIGNALE et al., 1964). A espécie M.
polymorphosporus foi relacionada com apenas um caso de mucormicose (GRANIJA et
al., 2008). Nao ha caso clinico documentado de mucormicose causada pela espécie de
M. plumbeus apesar do ser humano estar em contacto com essa espécie por ser
utilizada em processos industriais.

As doengas fungicas iniciam-se, em geral, pela inalagdo ou contacto
traumatico do hospedeiro com os esporos (ALONSO et al., 1997; BHADURI et al.,
1983). Nesses casos, quando o microrganismo ainda se encontra no exterior das
células, um dos principais mecanismos de defesa do hospedeiro ¢ a fagocitose,
eventualmente facilitada pelas atividades do sistema complemento.

Por outro lado, microrganismos intracelulares em geral podem utilizar os
processos de opsonizacao mediados pelo complemento para infectar células como os
macrofagos (MITCHELL, 2007).

Fungos extracelulares também sdo alvos da acdo do complemento e ataque
das células fagociticas que podem liberar seus contetudos lisossomais sobre o parasita

(MITCHELL, 2007).
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Tendo em vista a importancia crescente das doengas fingicas oportunistas, o
presente trabalho visou avaliar a ativagdo do sistema complemento humano in vitro
por diferentes espécies do género Mucor (M. polymorphosporus, M. ramosissimus, M.
plumbeus e M. circinelloides).

Os fungos desse género, para causarem doengas invasivas assumem a forma de
micélio (BOUZA, MUNOZ & GUINEA, 2006). A ativacdo do complemento no
inicio dos processos infecciosos € inespecifica, isto €, pelas vias alternativa e/ou das
lectinas. Os resultados obtidos neste trabalho mostraram que estas vias foram as mais
ativadas pelo micélio das espécies estudadas sugerindo que essa forma de ativacao do
complemento pode ser um fator importante na defesa dos hospedeiros contra essas
infecdes. Entretanto, esses resultados mostram que esse efeito (Fig.5) ¢ observado
tanto para os fungos envolvidos em doengas (M. polymorphosporus, M. ramosissimus,
e M. circinelloides) quanto para uma espécie ndo causadora de doenca (M. plumbeus).

A baixa ativacdo do complemento por essa forma micelial sugere que a etapa
critica para a eliminacdo do microrganismo seria aquela anterior a formacao das hifas.
Os resultados obtidos quanto a ativagdo do complemento pelos esporos poderiam
explicar a eliminacdo do microrganismo no inicio dos processos de defesa do
hospedeiro pela agdo do complemento (imunidade inata). De acordo com os
resultados obtidos neste trabalho, os esporos de todas as espécies estudadas sdo
capazes de ativar o complemento principalmente pelas vias alternativa e/ou das
lectinas.

Tem sido discutido por vérios autores que a estrutura da parede dos
microrganismos influencia na sua capacidade de ativar o complemento e,
conseqiientemente, sua eliminagao por fagocitose (SPETH et al., 2008). A partir dos

resultados obtidos neste trabalho, as possiveis diferencas estruturais entre as espécies
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ndo parecem ser responsaveis por sua infectividade. Na auséncia de quelantes, ou
seja, com todas as vias do complemento liberadas, dois perfis distintos foram
detectados (Fig. 5): M. polymorphosporus e M. ramosissimus apresentaram
resultados semelhantes porém distintos daqueles obtidos para M. plumbeus e M.
circinelloides. Estas duas ultimas espécies de Mucor correspondem, respectivamente,
a um microrganismo ndo patogénico e um que ¢ responsavel pela maioria dos casos
descritos de mucormicose causadas por espécies desse género. Em todos os casos,
entretanto, ¢ possivel verificar que a forma micelial de todas estas espécies ndo ¢
capaz de ativar eficientemente o complemento.

Com relagdo aos esporos de todas as espécies, o consumo total do
complemento foi verificado quando a mistura de soros foi incubada com EGTA-Mg*"
(Fig. 7), indicando que a ativacdo da via alternativa foi eficiente. Estes resultados sdo
corroborados pela deposicao de fragmentos C3 (Fig. 10). Quando a incubagdo ocorreu
sem quelantes, foi possivel detectar uma quantidade maior de C3 que pode ser
explicada pela acdo concomitante de todas as vias de ativacdo do complemento. A
técnica de imunofluorescéncia direta demonstrou que a distribui¢do de fragmentos de
C3 foi confluente nos esporos de todas as espécies testadas (Fig. 17 e 18). Este tipo de
deposi¢@o mostra a possivel opsonizagado eficiente dos esporos por fragmentos de C3.

Inumeros fungos como Aspergillus fumigatus, Blastomyces dermatitidis,
Candida albicans e Cryptococcus neoformans sdao capazes de ativar o sistema
complemento pela via alternativa (SPETH et al., 2008; KOZEL, 1998). Virios
trabalhos filogenéticos mostram que certos componentes da via alternativa, tais como
C3 e Fator B, se apresentam como o mecanismo mais antigo do sistema complemento
(PINTO et al., 2007; ZHU et al., 2005; SMITH, CLOW & TERWILLIGER, 2001).

Por isso varios organismos superiores sdo capazes de utilizar via alternativa na
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eliminagdo de microrganismos invasores. Por outro lado, para alguns microganismos,
a opsonizagdo auxilia a doenca das células fagociticas. Apds ativagdo do
complemento, os fragmentos C3b e iC3b sdo depositados e agem como opsoninas,
sendo reconhecidos por receptores de fagdcitos CR1 (AHEARN & FEARON, 1989) e
CR3 (FEARON & AHEARN, 1990), respectivamente. Assim sendo, a presenca de
C3b ¢ crucial para as respostas envolvendo o sistema complemento, que pode
eventualmente levar a fagocitose dos microrganismos invasores € sua elimina¢do ou
nao.

Os fragmentos C3b e iC3b podem formar ligagdes do tipo éster ou amida com
as particulas ativadoras (LAW, MINICH & LEVINE, 1981). Diferentes trabalhos
mostram que essas proteinas estdo presentes na superficie de diversos fungos
(Candida albicans, Aspergillus fumigatus, Cryptococcus neoformans, Blastomyces
dermatitidis) ap6s ativagao pelo complemento (ZHANG & KLEIN, 1997; YOUNG &
KOZEL, 1993; KOZEL et al., 1989; KOZEL, BROWN & PFROMMER, 1987). Os
resultados obtidos neste trabalho mostram que este efeito também ocorra com as
espécies de Mucor estudadas.

A via alternativa ¢ regulada por proteinas pertencentes ao sistema
complemento, tais como, o Fator I e o Fator H. Este regulador ¢ capaz de ligar-se a
diversas estruturas como C3b, CRP, 4cidos sidlicos e outros polidnions (JOZSI &
ZIPFEL, 2008). Também foi relatado que o Fator H s6 se liga ao 4cido sidlico se
houver a presenca de C3b, indicando que deve haver uma possivel liga¢dao simultanea
(RODRIGUEZ DE CORDOBA & GOICOECHEA DE JORGE, 2008; RODRIGUEZ
DE CORDOBA et al., 2004). Esta ligag¢ao favorece a clivagem de C3b pelo Fator I,
que leva a desativagdo da enzima C3 convertase da via alternativa. Como acido sialico

j& foi evidenciado na superficie de varios fungos (ALVIANO, TRAVASSOS &
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SCHAUER, 1999) pesquisamos a presenca do Fator H nos esporos das espécies
estudadas (Fig. 13). A auséncia desse fator indica que essa forma de regula¢do ndo
ocorre para essas amostras.

Uma conseqiiéncia direta da regulacdo da via alternativa ¢ a clivagem de C3b
a moléculas menores como C3d, acarretando a interrupgao da via. A presenga de C3d
também foi avaliada nos esporos, por ELISA, e os resultados negativos confirmaram a
ndo participagdo do Fator H como regulador do complemento ativado por essas
espécies (Fig. 13).

A ativacdo da via classica foi confirmada pela presenca de fragmentos de C4
na superficie dos esporos (Fig. 11). A deposi¢cdo de IgG e CRP em todas as espécies
(Fig. 12) reafirmou a utilizacdo dessa via. Além disso, foi verificado que a
distribuicdo da IgG na superficie desses fungos era confluente (Figs. 20 e 21). Como
ha a necessidade de duas moléculas de IgG proximas para que haja a ligacdo do
complexo Cl1, essa distribui¢do confluente reforca a possibilidade de ativagao pela via
classica, utilizando complexos imunes. Como estas experiéncias foram feitas com
misturas de soros higidos, as ligagdes dessas imunoglobulinas podem ser de natureza
inespecifica ou de reag¢do cruzada dos anticorpos naturais.

A deposi¢do de fragmentos de C3 ocorre de forma mais rapida pela via
classica do que pela via alternativa, o que sugere que essa via seria mais valiosa para
o processo de defesa (KOZEL, 1998). Entretanto, a produg¢do de anticorpos
especificos ¢ mais tardia e portanto o uso da via alternativa ou das lectinas ¢ mais
importante para o controle inicial das doencas (GADJEVA et al., 2008; FEARON &
AHEARN, 1990; AHEARN & FEARON, 1989). Por outro lado, a formagdo de
complexos imunoldgicos pode levar a processos inflamatorios sistémicos decorrentes

da ativacdo do complemento.
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A ativagdo da via classica por determinados fungos ¢ mediada por anticorpos
especificos para constituintes de parede. A ativacdo desta via por Candida sp. ocorre
apos a ligagdo de anticorpos anti-manana (ZHANG et al., 1998). Outros fungos como
Aspergillus fumigatus (STURTEVANT & Latge, 1992; KOZEL et al.,, 1989),
Aspergillus niger (ROSAS et al., 2002) e Paracoccidioides brasiliensis (DE
MESSIAS & MOHREN, 1994) também podem ativar esta via. Entretanto, a
especificidade dos anticorpos envolvidos ndo estd completamente descrita.

Além de permitir ativagdo pela via classica, tanto CRP quanto IgG podem
atuar como opsoninas (CASEY et al., 2008; SOBOTA et al., 2005), sendo
reconhecidas por receptores de fagdcitos como FcyR (SOBOTA et al., 2005; MOLD
& DU CLOS, 2006). O consumo total do complemento revela que deve haver a
formacdo de C3a e C5a, que podem agir como quimioatraentes para neutrofilos e
c€lulas dendriticas, mediados pela ligacio em C3aR e C5aR (MARKIEWSKI &
LAMBRIS, 2007; GUTZMER et al., 2006). Isto ainda contribuiria para uma resposta
mais eficiente na eliminacao desses microrganismos.

A participagdo da via das lectinas foi verificada pela deposicdo de MBL nos
esporos das espécies em estudo (Fig. 12). A detec¢do de MBL juntamente com
fragmentos de C3 e C4 (Figs. 10 e 11) confirmam a possibilidade da ativagdo do
complemento humano por esta via.

Como MBL tem afinidade por carboidratos ricos em manose e¢ N-acetil-
glicosamina (RUNZA SCHWAEBLE & MANNEL, 2008; GADJEVA et al., 2004), é
provavel que estes agucares fagam parte da estrutra de parede dessas espécies. Em
1968, BARTINICKI-GARCIA demonstrou que esporos de Mucor rouxii t€m manose
na composi¢do de sua parede celular. A MBL ¢ uma proteina sérica, com estrutura
similar ao Clqg, e é encontrada em concentracdes variaveis no soro de pessoas
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saudaveis. A ligacdo de MBL as estruturas contendo carboidratos, incluindo mananas
de leveduras, leva a ativacdo independentemente da presenca de anticorpos e Clq,
resultando na ativagdo do complemento pela via das lectinas (FUJITA, 2002). Essa
via portanto pode ser importante para a defesa inata contra fungos.

Dando continuidade a linha de pesquisa de nosso laboratorio (GRANIJA, 2005;
GRANIJA, 2003), o presente trabalho compara a ativagdo do complemento pelas
diferentes formas do fungo M. polymorphosporus e o efeito do numero de células nos
processos. A partir dos resultados obtidos anteriormente modificamos a quantidade de
células utilizadas em cada experimento e foi constatado que o aumento na
concentragio de esporos de 10° para 10° acarretou na mudanga do consumo de
aproximadamente 30% para 100%. Isto confirmou as hipdteses que a baixa ativagdo
do complemento, observada anteriormente, era decorrente da quantidade de particulas
ativadoras utilizada e ndo incapacidade das formas de esporo ativarem o
complemento. O mesmo foi verificado para as leveduras que passaram de
aproximadamente 60% de consumo com 10° para 100% em 10’. Essa propriedade nio
foi observada no estudo com micélio, j& que o aumento da massa do fungo ndo
modificou o perfil de ativagdo do complemento neste caso. Esses dados auxiliaram o
estudo das outras espécies analisadas neste trabalho.

Constatamos também que a diferenca de ordem de grandeza (107 leveduras ou
10® esporos) é consistente com a diferenga de 4rea relativa superficial (= 57 pm? para
esporo; = 630 um” para levedura). Esse dado nos permite ainda comparar resultados
obtidos por ELISA para ambas as formas. A deposi¢do de C3 (Fig. 14) nas leveduras
foi menor do que em esporos, inclusive quando somente a via alternativa estava
atuando. A deposigdo aparentemente maior de fragmentos de C3, com todas as vias
liberadas, deve ser devido a participag¢do das vias classica e/ou das lectinas inclusive.
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A distribuicdo de fragmentos de C3 nos esporos e na levedura foi confluente,
novamente demonstrando um alto grau de opsonizagao.

A diferenciagdo dos esporos de M. polymorphosporus, obtida a 4°C nos
tempos de 1, 9 ou 18 dias, possibilitou estudar a ativagdo do complemento diante de
diferentes formas (esporos e esporos diferenciados) em hifas na mesma experiéncia.
Com um dia de diferenciacdo, poucas alteracdes morfologicas puderam ser
observadas (Fig. 19). Com nove dias de diferenciago, varias leveduras com inicio de
formagdo de hifas e algumas hifas j4 formadas puderam ser observadas (Fig. 19.1I).
Finalmente, aos 18 dias de diferenciacdo, uma grande quantidade de hifas estava
presente junto aos esporos sem diferenciacdo (Fig. 19.1II). Essa diferenciacao lenta
permitiu avaliar a ativacdo do sistema complemento na coexisténcia de formas
diferentes do M. polymorphosporus.

As amostras de esporos M. polymorphosporus submetidas a diferenciagdo a
4°C em diferentes intervalos, apresentaram resultados semelhantes aos obtidos com o
esporo em tempo 0. Nao houve alteracdo quanto ao consumo de complemento, que
continuou sendo de 100%, e a deposi¢do de fragmentos de C3, avaliada por ELISA,
foi estatiscamente igual para todos os tempos de diferenciagdo. A deposi¢do de C3 foi
confluente sobre os esporos que ndo sofreram diferenciagdo. Entretanto, aqueles
esporos que se diferenciaram em hifas, ndo apresentaram fluorescéncia (Fig. 19). Este
dado demonstra que apesar do consumo total do complemento, as hifas de M.
polymorphosporus ndo demonstram a presenga de aceptores para C3b ou iC3b. Os
resultados de fluorescéncia mostram que a medida que os esporos se diferenciam em
hifas, o microganismo consegue escapar desse mecanismo opsonizante. Esses
resultados sdo confirmados quando se analisa a presenga de outros componentes na

superficie dessas células.
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A presenca de C4 foi verificada tanto nos esporos quanto nas leveduras por
ELISA indireto. Entrentanto, as leveduras apresentaram niveis inferiores de C4,
sugerindo que a medida que os esporos se diferenciam ha diminuicdo da agdo do
complemento como forma de eliminagdo do microrganismo. Resultados semelhantes
foram obtidos quando se pesquisou a presenca de MBL, IgG e CRP nos esporos € nas
leveduras por ELISA (Fig. 16). Em um trabalho anterior, foi verificado por
imunofluorescéncia que a presenga de MBL em M. polymorphosporus somente
ocorria nos esporos € ndo nos micélios ou leveduras, apds ativagdo do complemento
(Granja, 2005), demonstrando que devem ocorrem alteragdes estruturais a medida que
ha diferenciacdo. Estas diferencas ja foram identificadas em M. rouxii
(BARTINICKI-GARCIA, 1968).

O sistema complemento faz parte dos mecanismos da defesa inata, e sua forte
ativacdo pelos esporos das espécies testadas, bem como da levedura de M.
polymorphosporus, aumentam a chance de eliminacdo do fungo pelo hospedeiro.
Como ja foi relatado anteriormente (GONZALEZ et al.,, 2002), uma das etapas
cruciais para a eliminacdo do fungo ¢ a fagocitose dos esporos exercida por
neutrofilos. MARX, FORSYTH e HENTZ (1982) demonstraram que esporos de
diversas espécies de Mucorales sdo capazes de exercer quimiotaxia para neutrofilos
apos ativagdo do sistema complemento humano. E provavel que este efeito ocorra
também para as espécies de Mucor, visto que todo complemento ¢ consumido. A
presenca de C5a, durante a ativagdo do complemento por estes esporos, poderia
exercer essa atividade quimiotatica (KOHL, 2001). Entretanto neste trabalho nao foi
realizada a pesquisa de fragmentos de CS5, ndo sendo possivel especular a respeito

dessa hipotese com relagdo as espécies de Mucor estudadas. De qualquer modo a
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confirmacgdo desse efeito explicaria porque individuos com neutropenia sdo mais
susceptiveis as mucormicoses.

Estudo sobre o crescimento de varias espécies de zigomiceto na presenca de
soro humano mostrou que no caso de C. bertholletiae e A. corymbifera havia
diminui¢do do crescimento desses fungos em comparagdo com um controle sem a
presenca de soro (ENG et al. 1981). No entanto, R. arrhizus apresentou resultados
contrarios, produzido quase o dobro da massa fingica quando cultivado com soro.
Estas propriedades ndo pareceram estar relacionadas com a ativagdo do sistema
complemento, ja que o mesmo efeito foi obtido usando-se soro inativado. Esses dados
podem significar que outras moléculas séricas podem afetar o desenvolvimento das
diferentes espécies de zigomicetos e demonstrando a dificuldade de relacionar os

processos de defesa inatos com as doencas fungicas.

A melanina ¢ um pigmento escuro de estrutura complexa que pode ser
sintetizada por varios fungos como C. neoformans, A. niger e F. pedrosoi. Tem sido
demonstrado que este pigmento estd diretamente relacionado a viruléncia de diversos
fungos patogénicos (SANTOS et al., 2007; ROSAS et al., 2002). Nao ha relatos na
literatura sobre a presenca de melanina nas espécies estudadas neste trabalho.
Entretanto, seus esporos apresentam cor escura e em M. rouxii ja foi demonstrada a
presenca deste pigmento (BARTINICKI-GARCIA, 1968). As melaninas de diversos
microrganismos apresentam caracteristicas em comuns. PINTO (2004) demonstrou a
reatividade cruzada de anticorpos anti-melanina de F. pedrosoi e melanina de
Streptomyces drozdowickzii. Assim sendo, procuramos verificar a possibilidade
desses anticorpos reconhecerem estruturas semelhantes na superficie em espécies de

Mucor pela técnica de imunofluorescéncia.
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Foi possivel verificar fluorescéncia nos esporos de todas as espécies testadas
(Figs. 22 e 23), sugerindo, de fato, a presenga de melanina nessas amostras.
Entretanto, verificou-se que alguns esporos ndo estavam fluorescentes (Figs. 22 e 23).
Esses resultados podem ser relacionados com os obtidos para os esporos em
diferenciagdo, nos quais constatou-se o aumento do numero de esporos que ndo
apresentavam fluorescéncia conforme o maior tempo de diferenciacdo (Fig. 23). As
formas de levedura e hifa do M. polymorphosporus ndo apresentaram fluorescéncia,
ou seja, provavelmente ndo apresentam melanina. Estes dados indicam que
provavelmente hd perda de melanina da estrutura superficial destes fungos a medida
que eles se diferenciam.

PINTO (2004) e ROSAS et al. (2002) demonstraram que melaninas fingicas
sdo capazes de ativar o sistema complemento. PINTO (2004) demonstrou que
amostras de F. pedrosoi, hipopigmentadas, consumiam menos o complemento que
amostras pigmentadas, indicando uma correlagdo direta da melanina com a superior
ativacdo do sistema complemento. A melanina deste fungo foi ainda capaz de realizar
ativagdo pela via cléssica e das lectinas, demonstrada pela presenca de C4 ¢ MBL.
ROSAS et al. (2002) demonstraram que o depdsito de C3b em amostras pigmentadas
de C. neoformans era maior do que em amostras ndo pigmentadas.

Os esporos de todas as espécies estudadas neste trabalho foram capazes de
ativar as vias classica e/ou das lectinas, confirmadas pela deposi¢do de C4 e MBL
(Figs. 11 e 12). Os baixos niveis de deposicio de C4 e MBL na levedura,
correlacionados com a baixa reatividade das leveduras com anticorpos anti-melanina,
sugere que a ativacdo do complemento pelos esporos seja intensificada pela presenca

desse pigmento nos esporos. A presenca de fragmentos de C3 depositados nas
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leveduras, também foi inferior aquela detectada nos esporos, sugerindo que a
melanina pode facilitar a ligacao de fragmentos de C3 aos esporos.

As diferentes espécies escolhidas para esse estudo possuem diferentes
incidéncias em casos clinicos. Isto ajudaria a compreender melhor o processo
evolutivo da doenga, utilizando o sistema complemento como base. Foi observado
que os perfis de ativagdo por esporos dessas espécies sdo semelhantes (Fig. 7),
entretanto a forma micelial apresentou dois perfis distintos de ativagdo quando todas
as vias estdo liberadas (Fig. 5). Nota-se que justamente a espécie com grande numero
de casos clinicos relatados de mucormicose, M. circinelloides, e a espécie sem relagdo
direta com a doenga, M. plumbeus, ficaram agrupadas. MARX, FORSYTH e
HENTZE (1982) demonstraram que amostras clinicas e ambientais de Mucorales
possuiam comportamentos semelhantes de quimiotaxia mediada pelo sistema
complemento. Essas caracteristicas podem ressaltar que apesar de ndo haver casos
clinicos relatados com M. plumbeus, ¢ possivel que esta espécie apareca em casos
clinicos futuros.

Como os fungos da ordem Mucorales sdo classificados como “de baixa
periculosidade™, varios pesquisadores usam esses fungos para descobrir aplicagdes
industriais. O M. polymorphosporus ja foi utilizado para biotransformacdo de
artemisinina (ZHAN et al, 2002), 4cido glicirretinico (XIN et al, 2000),
desidrocostuslactona (MA, WU & GUO, 2006) e alantolactona (XIN et al., 2008).
M. plumbeus foi usado na biotransformac¢do de produtos naturais, como: jhanol
(FRAGA et al., 1998), teideadiol (FRAGA et al., 2003), maalioxido (WANG et al.,
2006) e acido mulin-11,13-dien-20-6ico (ARECHE et al., 2008). M. circinelloides ja
foi utilizado na producdo de etanol, a partir de pentoses e hexoses, (LUBBEHUSEN,

NIELSEN & MCINTYRE, 2004) e enzimas como endoglucanases (SHIMONAKA et
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al., 2006). Entretanto, esse uso deve ser feito com cautela ja que estes fungos sdo, no

minimo, patdgenos oportunistas em potencial.
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Conclusao

Conclusao

Os fungos M. polymorphosporus, M. ramosissimus, M. plumbeus e M.

circinelloides sdo capazes de ativar o sistema complemento.

A ativag¢do do complemento depende da etapa de diferenciacao desses fungos.

Dois perfis de ativacdo foram demonstrados pelas formas miceliais:
M. polymorphosporus € M. ramosissimus possuem um perfil de ativagdo mais
alto, M. plumbeus e M. circinelloides possuem menor capacidade de consumir

o complemento.

Os esporos de todas as espécies estudadas comportaram-se de forma
semelhante, consumindo totalmente o complemento envolvendo todas as vias

de ativacao.

Esporos e leveduras de M. polymorphosporus ativam o sistema complemento
humano, enquanto que a forma micelial apresenta baixa capacidade de

ativagao.

A ativacdo pela levedura de M. polymorphosporus ¢ predominantemente pela

via alternativa.

Aparentemente, ndo ha regulagdo negativa da via alternativa na ativagao pelos

esporos das diferentes espécies.

Anticorpo anti-melanina de F. pedrosoi reage cruzADAMente com 0s esporos

das espécies testadas, mas ndo nas leveduras e hifas de M. polymorphosporus.
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Anexo

Anexo

1. Reagentes

e Solugao Veronal Salina 5 vezes concentrada (VBS estoque);

NacCl 83g
5, 57 4cido dietilbarbiturato de sodio 10,19¢g

Dissolver as substancias em 1,5 litros de 4gua destilada. Acertar o pH para
7,35 £ 0,05 com solugdo de 4cido cloridrico 1N, completando o volume para 2 litros

com agua destilada.

e Tampao Citrato-Fosfato de sodio 0,1M, pH 5.1;

e Tampdo Fosfato Salina (PBS), fosfato de sodio 0,01M contendo NaCl 0,15M, pH
7.2;

e Tampdo Veronal Salina (VBS), contendo ions Ca*", Mg*" e gelatina — Diluir 1
parte da solu¢do VBS estoque com 4 partes de agua destilada, adicionando ions
calcio, magnésio e gelatina de modo que a solugdo final contenha: 1,5 x 10°*M, 1
x 10°M e 0,1% de gelatina, respectivamente;

e Tampdo Veronal Salina (VBS), sem fons Ca*" ¢ Mg”", contendo 0,1% de gelatina
— Diluir a solucdo estoque nas mesmas condi¢des anteriores , mas sem a adicao
dos fons Ca*" e Mg*";

e Solugdo de Acido Sulfurico (H,SO4) 3N;

e Solugao de BSA 2% em PBS;

e Solugdo de Cloreto de Calcio (CaCl,) 0,1M;

e Solugao de Cloreto de Magnésio (MgCl,) 0,2M;

e Solucdo de Alsever, pH 6,1 (esterilizada por tindalizagao).

Glicose (C¢H20¢) 20,5¢g/1
Citrato de Sédio 8,0g/1
Cloreto de Sodio (NaCl) 4,2g/1
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2. Quelantes

e Solugdo de EDTA 0,1M;
e Solu¢dao de EGTA 0,2M.

3. Meios de Cultura

e Meio quimicamente definido —

Sacarose
NaN03
K,HPO,
MgSO4 . 7H20
KClI

FCSO4 . 7H20
Agua Destilada

e Meio Sabouraud-dextrose

Peptona

Extrato de levedura
Glicose

Agar

Agua Destilada

Luiz Fernando Zmetek Granja
IMPPG

Czapek-Dox (CD), pH 5.6.

30,0 g
20¢g
1,0g
0,5¢g
0,5¢g
0,01g
gsp 1,01

1,0g
05¢g
20¢g
1,5¢g
gsp 1,01

Anexo
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Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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