Dissertacdao de Mestrado
Ana Leticia de Souza Gutierrez
IBCCF
| UFRJ
| 2007

Universidade Federal do Rio de Janeiro

GLICOINOSITOLFOSFORIL CERAMIDAS DE Cryptococcus
neoformans: ESTRUTURA QUIMICA DE CEPAS SELVAGEM
E MUTANTES

Ana Leticia de Souza Gutierrez

2007



Livros Gratis

http://www.livrosgratis.com.br

Milhares de livros gratis para download.



Ana Leticia de Souza Gutierrez

GLICOINOSITOLFOSFORIL CERAMIDAS DE Cryptococcus
neoformans: ESTRUTURA QUIMICA DE CEPAS SELVAGEM
E MUTANTES

Dissertacao de Mestrado apresentada ao Programa de Pos-graduagdo em
Ciéncias Biologicas (Biofisica), Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho, da
Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessarios a

obtengdo do titulo de Mestre em Ciéncias Biologicas (Biofisica).

Orientacao: Norton Heise

Rio de Janeiro

Fevereiro de 2007

II



Glicoinositolfosforil ceramidas de Cryptococcus neoformans: estrutura

quimica de cepas selvagem e mutantes

Ana Leticia de Souza Gutierrez

Orientador: Prof. Dr. Norton Heise

Dissertacdo de Mestrado submetida ao Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho da
Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessarios para a
obtencao do grau de Mestre em Ciéncias Biologicas (Biofisica).

Banca Examinadora

Prof. Dr. Norton Heise
Professor Adjunto, Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho, CCS — UFRJ
Orientador

Prof. Dr. Paulo Bisch
Prof. Titular, Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho, CCS — UFRJ
Presidente

Profa. Dra. Leila Maria Lopes Bezerra
Prof. Adjunto, Instituto de Biologia — UERJ

Prof. Dr. Octavio Augusto Ceva Antunes
Prof. Titular, Instituto de Quimica, CCMN — UFRJ

Prof. Dr. Ronaldo Mohana Borges
Prof. Adjunto, Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho, CCS — UFRIJ
Revisor

Prof. Dr. Pedro Geraldo Pascutti
Prof. Adjunto, Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho, CCS — UFRIJ
Suplente Interno

Prof. Dr. Eliezer Jesus Barreira
Prof. Titular, Faculdade de Farmacia, CCS — UFRJ
Suplente Externo

III



O presente trabalho foi realizado no Laboratorio de Glicobiologia
do Programa de Parasitologia e Biologia Celular do Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho
da Universidade Federal do Rio de Janeiro sob a orientacao do Prof. Norton Heise.

IV



Dedico esta dissertacdo de Mestrado

ao meu querido e amado filho, Guilherme Frederico,

que ¢ a luz de todos os meus dias;

aos meus pais, Fidel Ciro (in memoriam) e Marilia,

que sempre foram e sdo as bases para o meu crescimento

e ao meu irmao, Luiz Felippe,

que além de todas as qualidades de irmao, ¢ meu grande amigo



“Para se designarem coisas novas sdo precisos termos novos. (...).
O homem que julga infalivel a sua razao esta bem perto do erro. (...).
O que caracteriza um estudo sério € a continuidade que se lhe da.”

Allan Kardec, Le Livre des Esprits
(O Livro dos Espiritos) Paris, 1857.

VI



AGRADECIMENTOS

» A Deus, por tudo. Principalmente por me fazer nascer em uma familia tdo maravilhosa,
por colocar em meu caminho tdo bons amigos e tdo boas oportunidades.

» Ao meu filho, Guilherme Frederico, por ser o melhor dos presentes que Deus me enviou e
por dar sentido a todos meus sorrisos.

» Aos meus pais, Fidel (in memoriam) e Marilia, por toda minha formagdo ¢ meus bons
momentos, principalmente os da minha infancia, e serem excelentes exemplos para minha
vida e ao meu irmao, Luiz Felippe, por cuidar sempre de mim.

» Ao Prof. Norton Heise pela orientagao.

» Aos professores José Osvaldo Previato e Licia Mendonga Previato por serem mais que
orientadores, serem educadores. Por me ensinarem desde a glicobiologia a percep¢do de um
mundo cientifico. Pelo apoio em todos os momentos, nos tltimos dez anos. Por conhecerem
minhas qualidades e minhas limitagdes e, mesmo assim, exigirem sempre o meu melhor. Por
perceberem que, quando retornei ao laboratdrio para o Mestrado, eu ja ndo era mais aquela
menina, aluna de inicia¢do cientifica, mas uma mulher, com todas as obrigagdes e
responsabilidades que cabem a esta designacdo. Pelo exemplo de cientistas que sdo. Pelos
momentos alegres de conversas agradaveis e por aqueles que me fizeram amadurecer. Pela
generosidade de cada ensinamento. Por virem ao laboratério nos finais de semana. Por
presencia-los estudando SEMPRE. Por me ensinarem que ninguém sabe tanto que ndo tenha
nada a aprender e que o importante ¢ a continuidade do estudo. Finalmente, por serem do jeito
que sdo: simples, generosos, honestos, sinceros e leais. Muito obrigada.

» A Prof * Adriane R. Todeschini pelo auxilio na analise dos espectros de RMN e pela
amizade tdo querida que me faz acreditar que existem pessoas verdadeiramente boas no
mundo.

» Ao Prof. Ronaldo S. Mohana Borges pela colabora¢do nos espectros de MALDI-TOF e
por ter sido um professor exemplar e muito dedicado as aulas do curso de “Introdugdo a
RMN” da po6s-graduagao.

» Ao Dr. Yann Gueraldel, Dra. Bernadete Coddeville e Dr. Jean-Michel Wieruszeski da
Unité de Glycobiologie Structurale et Fonctionnelle, Université des Sciences et Technologies
de Lille, France, pela colaboracdo nos experimentos de ESI-MS/MS e RMN.

» Ao aluno de doutorado Manoel N. Melo, da Universidade de Lisboa, e a pos-doutora
Katherine A. Mattos pelo auxilio na andlise dos espectros de RMN, além da agradavel

companhia.

VII



» Ao amigo Orlando A. Agrellos Filho por ter me auxiliado em todos os momentos desta
dissertacdo, pelo auxilio na edi¢ao de figuras, por todos esses anos de convivéncia, onde
aprendi tanto e que talvez ndo consiga retribuir o tanto de ajuda que me foi dada. Obrigada.

» Ao Dr. James Strougo e ao Dr. José Eduardo C. de Castro pelo incentivo e pela enorme
compreensdo, fundamentais para elaboragao desta dissertagao.

» A Sonia Nogueira ¢ Moisés Barcellos pelo incentivo e compreensdo constantes, mesmo
antes do inicio do Mestrado.

» A Sandra Maria de B. Oliveira, Diogo L. C. Rodrigues, da secretaria de pds-graduagao, e
Terezinha A. P. de P. Oliveira, da secretaria do Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho, por
sempre me auxiliarem com carinho, atengdo e um grande sorriso no rosto.

» A D. Helena H. Matt e a Adiolénia M. B. Branquinho pelo cuidado com o meu filho.

» Ao amigo Victor Saraiva por ter me emprestado seu livro para que eu pudesse estudar
para a selegdao do Mestrado, sem me conhecer direito: s6 para me ajudar. “Valeu, amigdo”.

» Aos amigos que sdo ¢ que ja foram do Laboratério de Glicobiologia, Alexandre, Ana
Acacia, Ana Paula, Bianca, Carolina, Daniel Passos, Elaine, Eliane, Erika, Fernanda,
Frederico, laralice, Lana, Layla, Leonardo, Leticia, Luciana, Mariane, Monica, Sebastido,
Suellen, Wagner, por tornarem a convivéncia no laboratdrio extremamente agradavel.

» Aos amigos Ana Paula (Pola), Alessandra Amorim, Alessandry Bastos, Bernadete, Carlos
Alexandre Rodrigues, Daniel Fucs, Daniel Gibaldi, Denise Iskin, Elaine Poly, Flavia R.
Barbosa, Fernanda S. Cardoso, Inés, Isabela Guimaraes, Juliana Manasfi, Julio Diniz, Kelly
“Fucs”, Leonardo Cunha, Lilian Trujilho, Luis Carlos Campos, Marcelo E. Lamas, Marcia
Ferrelli, Marcia Murta, Marcos Mello, Martin Bonamino, Miguel Mello, Miriam Broitman,
Roberto Franco, Rosilane Taveira, Sabrina Chaves, por participarem de alguma forma e em
alguns (muitos) momentos do desenvolvimento desta dissertagdo, quando em muitos instantes
um simples sorriso ou uma simples palavra ou apenas por compartilharem dias felizes (e dias
ruins também), me incentivaram (e incentivam). Sei que carinho nao se agradece, se retribui.
Espero poder retribuir. Obrigada.

» Aos meus irmaos, Fidel Roberto, Teresa e Carlos Henrique, meus sobrinhos, Paula, Pedro,
Tatiana e Débora, a minha cunhada Valéria, por toda ternura e incentivo necessarios para
minha vida.

» A aqueles que eu possa ter esquecido de citar aqui e que fazem parte da minha historia,

obrigada (pela compreensiao também).

VIII



LISTA DE FIGURAS
Figura 1: Habitat natural de C. neoformans var. neoformans € C. gattii...................ccocu..... 20

Figura 2: Diferengas fenotipicas entre os teleomorfos de C. neoformans (F. neoformans)

€ C. @attii (F. DACIILISPOFQ).......cc.eooueriiniiiiiiiiiiciieestete ettt 22
Figura 3: Reagdo observada em agar CGB por C. neoformans e C. gattii........................... 22
Figura 4: Modelo do ciclo de vida do C. neoformans.................cccccocueveroenveeninccnieenennns 25
Figura 5: Via de viruléncia do C. Re0fOrmans. ..............cccoceeeeverciineeneniiinieneeicneeneene 28

Figura 6: Esquema da célula de Cryptococcus neoformans e fotomicrografia

demonstrando a capsula polisSacaridiCa.........ccevvieriieriieriieiiieie et 32
Figura 7: As seis unidades repetitivas de GXM encontradas nos diferentes sorotipos........ 36
Figura 8: Estrutura da GalXM.........cocoeiiiiiiiiiiiieeeeeee et 37
Figura 9: Manoproteinas Cda2/MP-98 e MP-88 de C. neoformans.............cccccceveeuennennne. 39

Figura 10: Estrutura do GIPC isolado da cepa selvagem sorotipo A de C. neoformans...... 40

Figura 11: Biossintese de esfingolipidios em fungos............cccecuevveriinieiieiienienieneceeieieienns 42
Figura 12: Modelo para o mecanismo da UDP-xXilose Sintase..........ccceceveereeniennienveniennnene 48
Figura 13: Esquema do mecanismo da UDP-glucose deshidrogenase de S. pyogernes........ 49
Figura 14: HPTLC. Homogeneidade dos GIPCS...........oceviiiieniiiiinieeeieceeeeeeeeeee 65

Figura 15: Cromatograma dos ésteres metilicos dos acidos graxos obtidos apos
metanolise e trimetilsililacdo dos GIPCs purificados.........c.ccecerviirieniriiinienenicnicneeicee. 66

Figura 16: Espectros de fragmentacdo obtido por GC/MS dos ésteres metilicos
trimetilsililados dos GIPCS purificados...........ccueeruieeiiieniieiiiecieeieecie e 67

Figura 17: Cromatograma dos metil glicosideos obtidos ap6s metanodlise e
trimetilsililagao dos GIPCS purificados..........ccoeevieriinieiiieniinieieeieseeeeeee e 69

Figura 18: MALDI-TOF-MS dos GIPCs da cepa selvagem NE241 (A) e das cepas
mutantes NE321 (B) e NE178 (C) de C. ne0formans...............coueeveeerceeescueeeeieeaireenineanns 72

Figura 19: ESI-MS dos Pl-oligossacarideos permetilados obtidos dos GIPCs da cepa
selvagem NE241 (A) e das cepas mutantes NE321 (B) e NE178 (C) de C. neoformans.... 75

Figura 20: Espectro obtido por ESI-MS/MS do PI-oligossacarideo permetilado obtido do
GIPC purificado da cepa selvagem NE241..........cccoviiiiiiiiiiieiiecieecee e 78

IX



Figura 21: Espectro obtido por ESI-MS/MS do Pl-oligossacarideo nativo obtido do
GIPC purificado da cepa selvagem NE241.........ccooiiiiiiiiniiiiiiiceeceeeseeeeee e

Figura 22: Espectro obtido por ESI-MS/MS do Ins-oligossacarideo permetilado obtido
do GIPC purificado da cepa selvagem NE241.........ccccoooiiiiiiiiiniieiieeeeeeee e

Figura 23: Espectro obtido por ESI-MS/MS do isdmero Pen;HexsInsP permetilado
obtido do GIPC purificado da cepa selvagem NE241..........ccccoviniininiiniiniiinecceicne

Figura 24: Espectro obtido por ESI-MS/MS do isdmero desfosforilado Pen;Hexslns
permetilado obtido do GIPC purificado da cepa selvagem NE241...........ccccoevvveviiiviiennnnne

Figura 25: Espectro obtido por ESI-MS/MS dos Pl-oligossacarideos permetilados
obtidos dos GIPCs purificados das cepas mutantes NE321 (A) e NE178 (B)....ccccccveennenne

Figura 26: Espectro obtido por RMN 'H 1D dos PI-oligossacarideos obtidos dos GIPCs
purificados das cepas NE178 (A), NE321 (B) e NE241 (C) de C. neoformans...................

Figura 27: Etapas da sintese de GXM......c..cooiiiiiiiiiiinieiieienieiee et

79

80

81

82

83



LISTA DE TABELAS

Tabela 1: Estruturas dos Ins-oligossacarideos de GIPCs isolados das cepas cap67 e

WT444 de C. neoformans descritos previamente em Heise ef al., 2002............cccceevveennen. 51

Tabela 2: Comparagdo da composi¢do quimica dos GIPCs de diferentes amostras de

CrYDLOCOCCUS NEOJOFTIANS ......c.eeeeeeeeieeeeieeeeeeeeeteeesseeesaeessseeessseessseessseeessseeessseesnsseeennns 70

Tabela 3: Deslocamentos quimicos de 'H e ">C dos PI-oligossacarideos dos GIPCs de C.

neoformans, observados nos experimentos de RMN 2D, TOCSY e HSQC...........cccc...... 90

Tabela 4: Estruturas moleculares dos GIPCS das cepas selvagem e mutantes de C.

FLCOSOFIIAMS. .........oeeeeeeeeeeeeeetteeeteeesseeesteessaeessaeesssaeeassaeaassaeesseeassseeasssaeanseeessseeennseeensseenns 104

XI



LISTA DE ABREVIATURAS

1D

2D
3KSR
BCL
BSTFA
CneF
DHS
DHCerS
DTH

ESI-QTOF-MS

Galp
GalXM
GC
GC-MS
GIPC
GPI
GXM
HPLC
HPTLC
HSQC
Ins

IPC
MALDI-TOF-MS

Manp

Unidimensional

Bidimensional
3-cetodihidroesfingosina redutase
Base de cadeia longa

Bis-(trimetilsilil)trifluoroacetamida

antigenos de C. neoformans isolados do filtrado do meio de cultura

Dihidroesfingosina
Ceramida sintase

Resposta immune do tipo hipersensibilidade tardia

Nanoelectrospray ionization quadrupole time-of-flight tandem mass

spectrometry

Galactopiranose

Galactoxilomanana

Cromatografia gas-liquida

Cromatografia gas-liquida acoplada a espectrometria de massas
Glicoinositolfosforil ceramida

Glicosilfosfatidilinositol

Glucuronoxilomanana

Cromatografia liquida de alta resolugdo

Cromatografia em camada delgada de alta resolugao
Heteronuclear Single Quantum Correlation

Inositol

Inositolfosforilceramida

Matrix-assisted laser desorption ionization time-of-flight

Manopiranose

XII



MIPC
[M(IP),C]
MP
NAD
NADH
NADPH
PGF
PHS

PI

RMN
SDS
ROESY
SPH
TOCSY
UDP
uUGD
Augd]
UXS
Auxs1

YPD

Manosil-inositolfosforilceramida
Inositolfosforil-manosil-inositolfosforilceramida
Manoproteinas

Nicotinamida adenina dinucleotideo

Nicotinamida adenina dinucleotideo, forma reduzida
Nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato, forma reduzida
Gradiente de campo de pulso

Fitoesfingosina

Fosfatidilinositol

Ressonancia magnética nuclear

Dodecil sulfato de sddio

Rotating frame Overhause Effect Spectroscopy

Esfingosina

Total Correlated Spectroscopy

Uridina difosfato

UDP-glucose desidrogenase

Delecdo do gene que codifica a UDP-glucose desidrogenase
UDP-xilose sintase

Delecao do gene que codifica a UDP-xilose sintase

Extrato de levedura, peptone e glucose

XIII



RESUMO

GUTIERREZ, Ana Leticia de Souza. Glicoinositolfosforil ceramidas de Cryptococcus
neoformans: estrutura quimica de cepas selvagem e mutantes. Rio de Janeiro, 2007.
Dissertacdo (Mestrado em Biofisica — Biologia Celular) — Instituto de Biofisica Carlos Chagas
Filho, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2007.

Cryptococcus neoformans ¢ um fungo oportunista que contém uma capsula
polissacaridica considerada um dos principais fatores de viruléncia. Este fungo causa uma
micose sistémica, sendo a meningite a manifesta¢do clinica mais comum. Os individuos mais
suscetiveis a infeccao sdo aqueles deficientes em linfocitos T, resultado de infec¢do pelo virus
HIV, doengas linfoproliferativas ou por terapias imunossupressoras.

Algumas glicanas de fungos estdo ligadas a esfingofosfolipidios e estdo presentes na
membrana citoplasmatica, formando os glicoinositolfosforil ceramidas (GIPCs) que sdo
glicolipidios ndo encontrados em células de mamiferos. Em fungos, os esfingolipidios
contendo fosforilinositol sdo essenciais ao crescimento, viabilidade e sdo mortos por
inibidores da inositolfosforilceramida (IPC) sintase, uma enzima essencial a biossintese de
glicoesfingolipidios. Portanto, a biossintese de esfingolipidios contendo fosforilceramidas ¢
um alvo promissor para o desenvolvimento de agentes antiflingicos mais efetivos.

Através de estudos prévios em nosso laboratorio, GIPCs de C. neoformans contendo
glicanas complexas, com estruturas ndo anteriormente caracterizadas, foram isoladas e
diferengas moleculares entre uma cepa selvagem encapsulada (sorotipo A) e um mutante
acapsular foram observadas. Embora ambas sintetizem GIPCs contendo na posi¢do O-2 da
segunda manose distal do inositol uma cadeia lateral formada por uma unidade de xilose, os
GIPCs do mutante acapsular (Cap67) foram mais heterogéneos (Heise et al., 2002.
Glycobiology. 12:409-420). Nesta dissertacdo apresentamos as estruturas de GIPCs de C.
neoformans isoladas da cepa selvagem NE241 (KNH99a) (sorotipo A) e dos mutantes Auxs/
cepa NE178 (deletada no gene que codifica a UDP-xilose sintase) e Augdl cepa NE321
(deletada no gene que codifica a UDP-glucose desidrogenase). As estruturas foram
determinadas por espectrometria de massas e espectroscopia de ressondncia magnética
nuclear., O GIPC da cepa selvagem NE241 tem como estrutura predominante
Manp(al— 6)Manp(a1—3)[Xylp(f1—2)|Manp(al— 4)Galp(f1—6)Manp(al—2)InsP-
fitoceramida. A principal estrutura dos GIPCs dos mutantes NE178 e NE321 ¢
Manp(al—3)Manp(al—4)Galp(B1—6)Manp(a1—2)InsP-fitoceramida. No mutante NE321,
ha a  expressio de  uma  estrutura  isomérica  minoritdria  contendo
Manp(al—2)Manp(al—4)Galp(f1—>6)Manp(al—2)InsP-fitoceramida. Em conclusdo, os
GIPCs dos mutantes sao heterogéneos e, em relagao a cepa selvagem NE241, ndo apresentam
Manp(al— 6)Manp no final ndo redutor da cadeia glicana, portanto as cepas mutantes ndo
transferem Manp(al— 6) para a cadeia oligoglicana dos GIPCs, além de ndo conter unidades
de xilose. Nos discutimos, ainda, sobre a especificidade das estruturas dos substratos
aceptores para as glicosiltransferases que nao havia, até o momento, sido caracterizadas em C.
neoformans e que podem ser compostos potenciais para novos alvos de drogas antifungicas.

Palavras Chaves: Cryptococcus neoformans; glicoinositolfosforil ceramidas; espectrometria
de massas; espectroscopia de ressonancia magnética nuclear; sorotipo A; mutantes; UDP-
xilose sintase; UDP-glucose desidrogenase.
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ABSTRACT

GUTIERREZ, Ana Leticia de Souza. Glicoinositolfosforil ceramidas de Cryptococcus
neoformans: estrutura quimica de cepas selvagem e mutantes. Rio de Janeiro, 2007.
Dissertacdo (Mestrado em Biofisica — Biologia Celular) — Instituto de Biofisica Carlos Chagas
Filho, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2007.

Cryptococcus neoformans is an opportunistic fungus surrounded by a polysaccharide
capsule, which is the most prominent virulence factor. This fungus causes a systemic mycosis,
which meningitis is the most common clinical manisfestation. The individuals more
susceptible to infection have T lymphocyte deficiency resulting from HIV infection,
lymphoproliferative diseases, or immunosuppressive therapy.

Some fungal glycans are linked to sphingophospholipid, forming a membrane
glycoinositolphosphoryl ceramides (GIPCs), which are not present in mammalian cells. In
fungi, phosphorylinositol-containing sphingolipids are essential for growth and viability and
are killed by inhibitors of inositolphorylceramides (IPC) synthase, a crucial glycosphingolipid
biosynthetic enzyme. Therefore, the biosynthesis of phosphorylinositol-containing
sphingolipids is a promising target for the development of more effective antifungal agents.

Previously, we have isolated a novel family of complex GIPCs from C. neoformans
and structural differences between wild type encapsulated (serotype A) and mutant acapsular
cells were characterized. Although both synthesize GIPCs bearing a xylose sidechain linked
to O-2 of the second mannose distal to inositol, the GIPCs from acapsular mutant (Cap67)
were more heterogeneous in their glycan chains (Heise ef al., 2002 Glycobiology. 12:409-
420). In this thesis we present the structures of GIPCs from C. neoformans wild type NE241
(KNH99a) (serotype A) and from the Auxs/ mutant strain NE178 (deleted in the gene
encoding UDP-xylose synthase) and from the Augdl mutant strain NE 321 (deleted in the
gene encoding UDP-glucose dehydrogenase). The structures were determined by a
combination of tandem mass spectrometry and nuclear magnetic resonance spectroscopy. The
main GIPC from NE241 wild type had the structure
Manp(al—6)Manp(al—3)[Xylp(B1—2)[Manp(al— 4)Galp(B1—>6)Manp(al—2)InsP-
phytoceramide. Whereas the major structure from GIPCs of NE178 and NE321 mutants had,
Manp(al—3)Manp(al1—>4)Galp(B1—6)Manp(al—2)InsP-phytoceramide; and minor
strucutres of Manp(al—2)Manp(al—>4)Galp(B1—6)Manp(al—2)InsP-phytoceramide, in
NE321 mutant. In summary, the GIPCs from mutants were heterogeneous in the linkage of
nonreducing end mannose residues; do not contain xylose; and are unable to transfer
aManp(1— 6) to oligoglycan chain. We discuss about the specificity of substract acceptor
structures for glycosyltransferases that have not been before characterized in C. neoformans,
which could be potential targets for new antifungic compounds.

Keywords: Cryptococcus neoformans, glycoinositolfosforil ceramides; mass

spectrometry; nuclear magnetic spectroscopy; serotype A; mutants, UDP-xylose synthase;
UDP-glucose dehydrogenase.
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1 INTRODUCAO
1.1 CLASIFICACAO TAXONOMICA E HABITAT NATURAL

O Cryptococcus pertence ao Reino, Fungi; Filo, Basidimicota; Subfilo,
Basidimicotina; Ordem, Sporidiales; Familia, Sporidiobolaceae; Género: Filobasidiella
(Cryptococcus). A fonte ambiental majoritaria de espécies Cryptococcus € o solo
contaminado por excretos de pombos (Cryptococcus neoformans var. neoformans) ou
arvores de eucalipto e madeira em decomposi¢do (Crytococcus gattii) (Callejas et al.,
1998; Chakrabarti et al., 1997; Lazera et al., 1998; Mahmoud, 1999) (Figura 1). C.
neoformans var. neoformans esta distribuido no mundo todo, enquanto C. gattii ¢

restrito aos tropicos e ao hemisfério Sul (Boekhout et al., 1997).

Figura 1: (A) excreto de pombo, habitat natural de C. neoformans var. neoformans. (B)
madeira em decomposi¢do, na cavidade da arvore de Eucalyptus camaldulensis, habitat
natural de C. gattii. (Imagens adaptadas de http://www.doctorfungus.org/).

1.2 ESPECIES DE Cryptococcus

O Cryptococcus neoformans, agente etiologico da criptococcose, ¢ considerado
uma espécie homogénea desde 1949, quando a existéncia de quatro sorotipos foi
descrita. Os sorotipos foram classificados, em A, B, C e D, de acordo com as
propriedades antigénicas da capsula polissacaridica (Kwon-Chung e Varma, 2006).

O reconhecimento de uma diversidade genética foi possivel apos a descoberta do

heterotalismo em C. neoformans. Em 1975, o primeiro teleomorfo do C. neoformans foi
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descrito como Filobasidiella neoformans oriundo da conjugagdo entre duas cepas do
sorotipo D e entre cepas dos sorotipos A e D (Kwon-Chung, 1975; 1976). A segunda
espécie teleomorfica descrita foi Filobasidiella bacillispora, proveniente da conjugagao
entre duas cepas compativeis dos sorotipos B ¢ C (Kwon-Chung, 1976). A correlagao
entre os sorotipos € os dois diferentes teleomorfos indicaram que as diferencas entre
esses dois sorogrupos nio estdo limitadas apenas as suas propriedades antigénicas.
Estudos subseqiientes mostraram que as duas espécies sdo distintas em relagdo a seus
nichos ecologicos (Kwon-Chung e Bennett, 1978; Ellis e Pfeiffer, 1990), epidemiologia
(Kwon-Chung e Bennett, 1984), bioquimica (Bennett e al., 1978; Polacheck e Kwon-
Chung, 1980, 1986; Min e Kwon-Chung, 1986; Kwon-Chung et al., 1987) e genética

(Wickes et al., 1994; http://www.bcgsc.ca/ge/cryptococcus/).

1.2.1 Diferencas entre C. neoformans e C. gattii

A separagdo das cepas de C. neoformans em duas espécies, C. neoformans ¢ C.
gattii (C. bacillisporus) foi baseada em diferencas morfologicas entre seus teleomorfos,
respectivamente, F. neoformans e F. bacillispora e nas diferengas bioquimicas entre os
anamorfos. Embora as diferencas de tamanho e forma dos basidiosporos produzidos por
F. neoformans e F. bacillispora sejam evidentes (Figura 2) a morfologia de seus
anamorfos ndo apresenta diferenga marcante que permita distingdo (Kwon-Chung e
Varma, 2006). As células leveduriformes de C. gattii sdo elipticas ou em forma de gota,
enquanto que tal formato é raramente observado em C. neoformans (Kwon-Chung et
al., 1982). Entretanto, as duas espécies podem ser distinguidas com mais confiabilidade
pelos seus fendtipos observados quando os fungos sdo crescidos em determinados meios
de cultura. Diferengas bioquimicas sdo claramente observadas. Cepas de C. neoformans
crescidas em agar canavanina-glicina-azul de bromotimol (CGB) n3o reagem

positivamente, diferente das cepas de C. gattii (Figura 3). A reagdo que ocorre nesse
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meio de cultura pode ser usada como diagnodstico para a separagdao entre as duas
espécies. O agar CGB foi formulado baseado-se nas diferencas entre C. neoformans e C.
gattii em relacdo a utilizagdo da glicina como fonte de nitrogénio e carbono e nas
diferencas de suscetibilidade a L-canavanina, um andlogo da arginina (Min e Kwon-
Chung, 1986; Polacheck ¢ Kwon-Chung, 1986). A reacao positiva produzida por C.
gattii no agar CGB ¢ a reagdo negativa do C. neoformans indicam diferenca no
metabolismo de nitrogénio entre essas espécies (Polacheck ¢ Kwon-Chung, 1986).

Outras diferencas fenotipicas podem ser distinguidas utilizando o kit comercial de

sorotipagem (Crypto Kit, Japao).

Figura 2: Diferencas fenotipicas entre os teleomorfos de C. neoformans (F. neoformans)
e C. gattii (F. bacillispora) (barra= 1 um) (Kwon-Chung e Varma, 2006).

o S

C. neoformans C. gattii

Figura 3: Reacdo observada em agar CGB por C. neoformans e C. gattii.
(48 h /30 °C) (Kwon-Chung e Varma, 2006).
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1.2.2 Cryptococcus neoformans var. neoformans e Cryptococcus neoformans var.
grubii
A descoberta do heterotalismo em C. neoformans foi primeiramente descrita em
cepas do sorotipo D. Culturas isoladas de basidiosporos foram obtidas por
micromanipulacdo de esporos produzidos por conjugagdao entre um isolado clinico
NIH12 (MATo) e um isolado do ambiente NIH433 (MATa). A recombinagdo genética
foi confirmada pela andlise da progénie do cruzamento - cepas B-3501 (MATa) e B-
3502 (MATa) - a geragao F; de NIH12 x NIH433. Também foi descrita a conjugagao
entre cepas do sorotipo A com sorotipo D e a producdo de basidiosporos viadveis,
embora a caracterizacdo genética da progé€nie ndo tenha sido feita (Kwong-Chung e
Varma, 2006). Apos as seqiiéncias de DNA de alguns genes terem sido
disponibilizadas, tais como as dos genes ural, lacl e cap59 (Edman e Kwon-Chung,
1990; Williamson, 1994; Chang ¢ Kwon-Chung, 1994), foi possivel ser feita uma
analise filogenética. As sequéncias que compreendem as diferentes subunidades dos
genes de RNA ribossomal gendmico ou mitocondrial também contribuiram para a
analise filogenética (Fell et al., 2000; Xu et al., 2000). Os resultados observados na
diversidade da seqiiéncia de DNA levaram os autores a proposi¢do de uma nova
variedade, C. neoformans var. grubii, para acomodar as cepas do sorotipo A (Franzot et
al., 1999), ficando as cepas do sorotipo D agrupadas na variedade neoformans. Porém,
alguns investigadores sugerem que as diferengas genéticas entre as cepas dos sorotipos
D e A justificariam a criagdo de uma nova espécie para a variedade de C. neoformans
var. grubii. No entanto, outros autores sugerem que essas propostas necessitam ser
examinadas sob o conceito bioldgico de espécie.
A caracterizagdo genética de cepas do sorotipo AD, que reagem tanto com o Soro

anti-A quanto anti-D, foi feita. Observou-se que essas cepas sdo dipldides ou
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aneuploides, contendo seqii€éncias especificas tanto do sorotipo A quanto do sorotipo D
(Cogliati et al., 2001; Lengeler et al., 2001). Apos a analise genética de um grande
numero de cepas do sorotipo AD MATa/MATo do meio ambiente e de isolados clinicos

ficou evidente que estas cepas eram produto da conjugagdo entre as cepas dos sorotipos

A e D (Tanaka et al., 1999; Cogliati et al., 2001; Lengeler et al., 2001).

1.3  CICLO DE VIDA

O C. neoformans ¢ isolado do meio ambiente e de pacientes sob a forma
semelhante a levedura que se divide por brotamento. Entretanto, o fungo também pode
sofrer uma transi¢do dimorfica para o crescimento na forma de filamentos por duas vias
distintas de diferenciacdo, a conjugacdo e a frutificagdo monocaridtica (Figura 4). A
filamentacdo permite aumentar a superficie de contato para a busca por nutrientes e
permite a producdo de esporos que podem ser considerados agentes infecciosos.
1.3.1 Conjugacio

O ciclo sexual do C. neoformans envolve a fusdo de células haploides de tipos
conjugantes opostos (o e a) para producdo de filamentos dicaridticos e foi descrito ha
pelo menos trinta anos (Kwon-Chung, 1975; Kwon-Chung, 1976; para revisao, Fraser et
al., 2003; Nielsen et al., 2003). As trés variedades de Cryptococcus mostram diferencas
no comportamento da conjugagdo. A conjugacdo em C. neoformans var. neoformans ¢
resistente e ndo ¢ especifica a cepa; enquanto no C. neoformans var. grubii a conjugacao
¢ considerada especifica (Nielsen et al., 2003; Litvintseva et al., 2003). As cepas de C.
gattii isoladas de diversas fontes sdo predominantemente estéreis em laboratério. No
entanto, quando as células o e a sdo encontradas no mesmo ambiente, ndo ha evidéncias

de recombinagdo (Fraser et al., 2003; Halliday e Carter, 2003).
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O tipo conjugante ¢ considerado um fator de viruléncia em C. neoformans.
Estudos epidemiologicos mostraram que isolados clinicos de C. neoformans var.
neoformans sao geralmente do tipo conjugante o (cerca de 96 %) sendo o tipo
conjugante mais virulento (Kwon-Chung et al., 1992; Kwon-Chung et al., 1978).
Embora a maioria dos isolados clinicos de C. neoformans var. grubii seja, também, do
tipo conjugante a, os tipos conjugantes o e a sdo igualmente virulentos (Nielsen et al.,
2003). Entretanto, na coinfec¢ao, utilizando ambos os tipos conjugantes, o a ¢ capaz de

atingir o sistema nervoso central (Nielsen et al., 2005).

Conjugagao
Basidio

Fuséo
Nuclear

Esporulagéo

Dikaryon /
Esbirce
Q Blastosporo
hapléide
Fusao celular
j 20 °
°0 @oo YN
Levedura hapldide Germinagéo %
Diploidizagao Basidio
: Monokaryon a
ol o1 ©
Q Blastosporo\--____
dipléide

Levedura
dipléide

Frutificacéo
Monocariética

Figura 4: Modelo proposto para o ciclo de vida do C. neoformans (Idnurm et al.,
2005). Em resposta a limitagdo de nutrientes, as células a e a secretam peptideos-
ferormdnios que desencadeiam a fusdo célula-célula. A fusdo nuclear ¢ demorada e o
dicarionte resultante inicia o crescimento em filamentos. Os dois nucleos parentais
migram de maneira coordenada na hifa dicaridtica e, pela formagdo de septos que
separam as cé¢lulas, um nucleo ¢ transferido para a penultima célula da hifa através de
um “grampo” conector. No estagio de desenvolvimento do basidio, os dois niicleos
fusionam e sofrem meiose, produzindo quatro produtos meidticos que sofrem mitose e
brotam da superficie do basidio formando as cadeias de basidiosporos. Durante a
frutificacdo monocariotica, células de um tipo conjugante, por exemplo células o,
tornam-se dipléides (o / ) tanto por endoduplicacdo quanto por fusdo nuclear, apds a
fusdo de duas células. A hifa monocariodtica diploide forma um “grampo” conector
rudimentar que nao esta fusionado a célula anterior. No estagio de desenvolvimento do
basidio, ocorre a meiose e basidiosporos haplédides sdao produzidos em quatro cadeias.
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1.3.2 Frutificacdo monocaridtica
As cepas de C. neoformans var. neoformans também podem se diferenciar e

sofrer frutificacdo monocaridtica. Durante a frutificagdo, as células o (e em menor grau
as células a) respondem a limitacdo de nutrientes por filamentacdo e esporulagdo.
Inicialmente, a frutificagdo monocaridtica foi considerada ser hapldide, mitotica e
assexuada. No entanto, estudos mais recentes mostraram que a reprodugdo sexuada
pode ocorrer entre células do mesmo tipo conjugante (Lin et al., 2005).

A conjugacdo e a frutificacio monocaridtica possuem caracteristicas
morfoldgicas similares. Porém, as hifas produzidas durante a frutificagdo sdo
mononucleadas, com “grampos” de conex@o que ndo estdo fusionados, enquanto que as
hifas produzidas durante a conjugacdo contém dois ntcleos e os “grampos” de conexdo
estdo fusionados. A conjugacdo e a frutificagdo sdo estimuladas por condi¢des
ambientais similares — falta de nitrogénio, dessecacdo, auséncia de luz e ferormdnios — e
ambos os processos envolvem o desenvolvimento de hifas com “grampos” de conexao e
a producdo de estruturas frutificantes que produzem quatro cadeias de esporos (Wickes
et al., 1996).

A frutificagdo sem o par conjugante oposto pode oferecer uma vantagem de
sobrevivéncia ao C. neoformans, particularmente nas mudangas de ambiente e em
ambientes extremos. A caracteristica mais curiosa da frutificagdo monocariotica ¢ a
predominancia das células a (Wickes et al., 1996; Tscharke et al., 2003). Essa
observacdo explicaria porque as células a sdo mais abundantes no meio ambiente e nos
i1solados clinicos. Varios estudos vém sendo feitos visando a identificagdo, nas células a,
de genes especificos para a frutificagdo monocariotica e se essa frutificagdo ocorre em

células de C. neoformans var. grubii ou C. gattii (para revisao, Idnurm et al., 2005).
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1.4  VIRULENCIA DO Cryptococcus neoformans

O género Cryptococcus inclui cerca de 37 espécies, porém apenas as espécies C.
neoformans e C. gattii sao patogé€nicas. Embora o Crypfococcus seja um fungo
oportunista que acomete pacientes imunocomprometidos, ha descri¢do de criptococcose
em individuos que sdo imunocompetentes (Speed e Dunt, 1995). C. neoformans esté
distribuido por todos os ambientes, sendo, comumente, isolado de excreto de aves, solo
e arvores. A exposi¢ao primdria ao Cryptococcus pela inalagdo de esporos ou células de
leveduras dessecadas ¢ assintomatica, podendo levar a cura ou desenvolver uma
infec¢do latente com granulomas nos pulmdes ou nos linfonodos (Sukroongreung et al.,
1998). Nos individuos imunocomprometidos, os fungos podem alastrar-se dos pulmdes
para o sistema nervoso central e causar meningoencefalite que ¢ fatal se ndo for tratada
(Liu et al., 2002) (Figura 5).

Trés principais fatores de viruléncia sdo descritos em C. neoformans, a capsula
polissacaridica, a producdo de melanina e a habilidade de crescer na temperatura
corporal do homem. A cépsula, que ¢ composta por glucuronoxilomanana (GXM) (88
%), galactoxilomanana (GalXM) (10 %) e manoproteinas (MPs) (2%), esta presente em
isolados do meio ambiente e pode proteger as células da desidratagdo (Vartivarian et al.,
1993; Granger et al., 1985; Aksenov et al., 1973).

A sintese da capsula pode ser induzida por soro, limitagdo de ferro e niveis
fisiologicos de CO, (Zaragoza et al., 2003); interfere na fagocitose pelos macréfagos e
elimina os componentes do sistema complemento, inibindo a resposta imune do
hospedeiro a infec¢do (Bose et al., 2003; McFadden e Casadevall, 2001). A capsula
polissacaridica ¢ continuamente desprendida do fungo, podendo ter efeitos deletérios ao
sistema imune do hospedeiro. Os componentes capsulares que sdo desprendidos apos o

fungo ter sido fagocitado pelos macréfagos podem promover a sobrevivéncia
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intracelular do fungo, o que pode ser crucial para o estado de laténcia da doenga por um

longo periodo (Idnurm et al., 2005).

Arvores / Solo / Excretos

Leveduras encapsuladas e
melanizadas

Esporos produzidos por conjugagdo
ou frutificagdo monocaridtica

Sobrevivéncia
---| nos macrofagos

Infeccdo
pulmonar

Livres, internalizadas nos
macréfagos ou mondcitos,
as leveduras atravessam o
endotélio microvascular
|| para atravessarem a
| barreira hematoencefalica

Disseminagao
linfatica e
sanguinea

Localizagdo no
SNC &

Figura 5: Via de viruléncia do C. neoformans (Idnurm et al., 2005). Os fungos
sobrevivem no solo, arvores e excretos de aves, onde podem interagir com animais ou
predadores do solo, mantendo sua viruléncia. Os humanos inalam células de leveduras
dessecadas ou esporos, podendo contrair a forma pulmonar da doenca. Se o hospedeiro
encontra-se imunocomprometido, o fungo pode se propargar dos pulmdes e penetrar no
sistema nervoso central (SNC) através dos microcapilares da barreira hematoencefalica.
A infec¢do do SNC representa a forma mais grave da criptococose.
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A melanina ¢ um pigmento que parece proteger o C. neoformans da radiagdo
ultravioleta. H4 evidéncias que células melanizadas estdo presentes nos excretos de
pombos (Nosanchuk et al., 1999). Durante o desenvolvimento da doenga, a melanina
pode ser gerada pela oxidagdo de catecolaminas encontradas, principalmente, no cérebro
do hospedeiro. A melanina protege o fungo dos radicais livres toxicos que sao
produzidos pelo sistema de defesa do hospedeiro (Zhu e Williamson, 2004; Nosanchuk
et al., 2000; Casadevall et al., 2000).

O C. neoformans ¢é capaz de crescer na temperatura corporal dos mamiferos (37
°C) permitindo a infec¢do em humanos (Alspaugh et al., 2000). Cepas virulentas de
Cryptococcus sdo isoladas do meio ambiente. No solo, o C. neoformans estd em contato
com outros microrganismos ¢ este fato sugere que os fatores de viruléncia poderiam
servir como mecanismos de defesa contra predadores (Casadeval et al., 2003). Em
outros animais, a criptococcose ja foi identificada, particularmente nas infecgdes
causadas por C. gattii (O’Brien et al., 2004; Lester et al., 2004). A viruléncia das cepas
pode ser mantida pela infeccdo em pequenos roedores ou outros mamiferos que, apos a
morte, reintroduzem as cepas virulentas ao meio ambiente. Animais infectados por C.
neoformans, em condi¢cdes laboratoriais, liberam o fungo por exalagdo, criando uma
outra via, onde a viruléncia pode ser mantida no meio ambiente (Nosanchuk et al.,
2003). Como conseqiiéncia, a viruléncia ¢ mantida em um ciclo. No entanto, durante a
infecgdo em humanos, a rota da doencga pode culminar na infeccdo do sistema nervoso
central. Evidéncias de transmissdo humano-humano ou humano-ambiente-humano sao
poucas. Ja foi descrita a transmissdo do fungo por instrumentos médicos contaminados
ou por transplante de tecidos infectados (Wang et al., 2005).

A habilidade do Cryptococcus de resistir a fagocitose pelos macréfagos

alveolares ¢ uma caracteristica importante na infec¢do pulmonar e para a dorméncia ou
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laténcia (Luberto et al., 2003; Tucker e Casadevall, 2002; Murphy, 1998; Huffnagle e
Lipscomb, 1998). As infec¢des latentes podem ser reativadas em resposta a imunidade
comprometida e o fungo nos pulmdes se propaga através da corrente sanguinea ou
sistema linfatico para outros 6rgaos, incluindo o cérebro (Garcia-Hermoso et al., 1999).
Isso demonstra que a criptococcose meningocdcica ¢ devida a habilidade do C.
neoformans atravessar a barreira hematoencefalica. O C. neoformans pode ser
recuperado do sangue periférico como célula livre ou internalizado em células
mononucleares (macrofagos ou neutrofilos) (Santangelo et al., 2004; Chrétien et al.,
2002), sendo transportado aos microcapilares onde interage com a barreira
hematoencefalica (Olszewski et al., 2004). Ha resultados que indicam que o fungo
atravessa as células endoteliais diretamente por transcitose (movimento de células
através de outras células) ou por um mecanismo tipo “cavalo de Tréia” (carreado por
fagocitos mononucleares).
1.4.1 Mecanismo de sobrevivéncia intracelular de Cryptococcus neoformans

Uma das primeiras propostas para a patogé€nese criptococcal era semelhante ao
modelo, também proposto, para as bactérias encapsuladas. O polissacarideo capsular do
Cryptococcus preveniria a fagocitose ¢ a doenca seria causada pelo acumulo de
microrganismos e polissacarideo ao redor das células, resultando na compressdo do
tecido do hospedeiro (Littman, 1959; Sheppe, 1924). Quando opsonizadas pelo sistema
complemento ou anticorpos, as células fagociticas seriam capazes de internalizar o C.
neoformans, a partir de resultados observados in vitro. Em humanos, a fagocitose do C.
neoformans por monoécitos ¢ seguida da acidificagdo do fagossoma e fusdo
fagolisossomal (Levitz et al., 1999). Entretanto, a fagocitose ndo esta sempre envolvida
com a morte do fungo. Existem evidéncias in vitro que o C. neoformans é capaz de

replicar-se intracelularmente (Diamond et al.,1973 e 1972; Lee et al., 1995; Levitz e
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DiBenedetto, 1989). Estudos in vivo, utilizando murinos, demonstraram que o C.
neoformans € um patdgeno intracelular facultativo que além de ser internalizado por
macrofagos alveolares, também, poderia ser fagocitado por neutrofilos (Feldemesser et
al., 2000). O mecanismo para o parasitismo intracelular inclui a permeabilizacdo da
membrana fagossomal e o acumulo dos polissacarideos capsulares em vesiculas
citoplasmaticas (Tucker e Casadevall, 2002; Feldemesser et al., 2001).

Os estudos de interacdo entre o C. neoformans e macrofagos alveolares
demonstraram que € possivel a sobrevivéncia e replicagdo do fungo intracelularmente,
levando a lise do macrofago (Lee et al., 1995; Tucker e Casadevall, 2002; Feldemesser
et al., 2000). Recentemente, Alvarez ¢ Casadevall (2006) demonstraram que o C.
neoformans pode sair do macrofago através da extrusdo do fagossoma. Apds esta
extrusdo fagossomal, tanto o fungo quanto o macréfago permanecem viaveis. Esse
mecanismo sugere que o C. neoformans pode escapar dos macrofagos de mamiferos

para continuar sua propagacao e disseminacgao (Alvarez e Casadevall, 2006).

1.5 CRIPTOCOCCOSE. SIGNIFICANCIA CLINICA E PATOGENICIDADE

C. neoformans var. neoformans ¢ um fungo encapsulado que causa uma micose
sistémica, cuja manifestacdo clinica mais grave ¢ a meningite criptococcocica (Mitchell
e Perfect, 1995). A criptococcose acomete tanto pacientes imunocomprometidos quanto
imunocompetentes. A AIDS ¢é o fator de predisposi¢do mais comum para o
desenvolvimento da criptococcose (Abadi et al., 1999) e é também a causa do aumento
na incidéncia da doencga, mas o principal fator de risco para a criptococcose ¢ a
deficiéncia na imunidade mediada por células (Barchiesi et al., 2005). Assim, os
individuos mais suscetiveis a infeccdo sdo aqueles que possuem deficiéncia em

linfocitos T resultante de infec¢do pelo virus HIV; doengas linfoproliferativas ou
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terapias imunossupressoras, tais como, pacientes transplantados ou tratados com
quimioterapia antineopldsica ou por longo periodo de tratamento com corticosteroides
(Mitchell e Perfect, 1995; Buchanan e Murphy, 1998; Collier et al., 1998; Korfel et al.,
1998; Urbini et al., 2000). Em pacientes com AIDS, a criptococcose ¢ considerada a
segunda maior causa de morte, depois da tuberculose (French er al., 2002). A
criptococcose também pode comprometer a pele, pulmdes, prostata, trato urinario,
olhos, miocardio, ossos e articulagdes (Bailly et al., 1991; Baldwin et al., 1988; Barber
et al., 1995; Beck et al., 1955; Burch et al., 1975; Durden et al., 1994; Gurevitz et al.,

1994; Lafont et al., 1987; Newton et al., 1994; Seaton et al., 1997; Sobel et al., 1999).

1.6 ENVELOPE CELULAR DE C. neoformans

Além da membrana plasmatica, o C. neoformans esta envolvido por uma parede
celular composta por glucanas (James et al., 1990) e por uma capsula polissacaridica
que como mencionado acima ¢ descrita como essencial a viruléncia do fungo (Bulmer et

al., 1967; Fromtling et al., 1982; Kwon-Chung ¢ Rhodes, 1986).
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Figura 6: Esquema da célula de Cryptococcus neoformans e fotomicrografia
demonstrando a cépsula polissacaridica.
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1.6.1 Parede celular
James e colaboradores (1990) purificaram a parede celular de um mutante

acapsular Cap67 de C. neoformans e caracterizaram seus componentes como 86 % de
glucose e 7,3 % de N-acetil glucosamina. Embora esse mutante ndo sintetize GXM, ¢
capaz de sintetizar GalXM e MPs. Quatro fra¢des foram isoladas contendo D-
glucopiranana, sendo duas insoluveis em agua (Gi 1 e 2) e duas soluveis em agua (Gs 1
e 2). As estruturas das D-glucopirananas foram determinadas por espectroscopia de
ressonancia magnética nuclear (RMN) de "°C e por espectrometria de massas de seus
derivados per-O-metilados. A fra¢dao Gi-1 ¢ formada por a-(1—3)-D-glucopiranana (97
%) linear, com algumas ligacdes glicosidicas do tipo a-(1—4) (3 %); a fracdo Gs-1 e
Gs-2 contém B-(1—6)-D-glucopirananas ramificadas, havendo substituicdo na posi¢do
0-3 (10-12 %) por dissacarideos formados de [-D-glucopiranose-(1—3)-p-D-
glucopiranose. A fragdo Gs-2 ¢ mais ramificada do que a fragcdo Gs-1; a fragdo Gi-2 ¢é
composta por 80 % da estrutura encontrada na fracdo Gi-1 e 20 % da glucana
encontrada nas fragdes Gs-1 ¢ Gs-2.

Reese e Doering (2003) demonstraram que o componente da parede celular a-
(1—>3)-D-glucopiranana ¢ necessdrio para a associagdo da capsula a levedura. A
inibi¢do pos-transcricdo da expressdo da a-1,3-glucana sintase gerou células incapazes
de manter ligadas ao seu redor os componentes da cépsula, apesar de haver a sintese dos
polissacarideos capsulares. As células de Cryptococcus resultantes desse experimento
tiveram um crescimento lento e eram acapsulares. Para compreender o mecanismo de
liga¢do da capsula a célula, os autores realizaram um ensaio utilizando material capsular
liberado para o meio de cepas selvagens de C. neoformans; um mutante acapsular
CAPS9 de C. neoformans; células de Saccharomyces cerevisiae e células de Candida
albicans. Esse ensaio demonstrou que o material capsular oriundo de C. neoformans

selvagem ligou-se a cepa acapsular, mas ndo foi capaz de se ligar as células de
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Saccharomyces cerevisiae e Candida albicans. A o-1,3-glucana ¢ encontrada na parede
celular de muitos fungos além de C. neoformans, incluindo fungos patogénicos como,
Histoplasma capsulatum, Blastomyces dermatidis e Paracoccidioides brasiliensis
(Klimpel e Goldman, 1988; James ef al., 1990; Hogan e Klein, 1994; Borges-Walmsley
et al., 2002), mas ndo ¢ um componente da parede celular de S. cerevisiae (Lipke e
Ovalle, 1998) nem de C. albicans (Klis et al., 2001). Nesse artigo foi demonstrado um
novo modelo de ligagdo da cépsula polissacaridica a célula de levedura (Reese e
Doering, 2003).

Mais recententemente, Reese e colaboradores (2007) observaram que as células
de Cryptococcus deletadas no gene da a-glucana sintase sdo sensiveis a temperatura e
tém dificuldades no brotamento. Confirmaram, também, que os componentes capsulares
ndo estdo ligados as células, mas continuam sendo liberados para o meio extracelular.
Observaram, ainda, que embora haja a auséncia da a-glucana da parede celular, hd um
aumento de quitina/quitosana ¢ uma redistribuicdo da PB-glucana nas fragdes da parede
celular. Como resultado interessante, os autores verificaram que os mutantes sem o.-
glucana sdo incapazes de crescer em camundongos (modelo de infecgdo in vivo), mas
continuam causando a morte em nematddeos (Reese et al., 2007).
1.6.2 Capsula polissacaridica

C. neoformans ¢ o Unico eucarioto encapsulado capaz de infectar humanos e a
presenca da cdpsula polissacaridica confere ao fungo algumas caracteristicas
patogénicas comparaveis as bactérias encapsuladas, como por exemplo, Streptococcus
pneumoniae, Haemophilus influenzae e Neisseria meningitidis. Entretanto, a capsula de
C. neoformans tem caracteristicas unicas encontradas em microrganismo eucariotico,

uma estrutura que, devido ao seu tamanho e complexidade estrutural, torna as capsulas
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bacterianas estruturas extremamente mais simples (McClelland et al., 2006; McFadden
et al.,20006).

Os componentes do polissacarideo capsular, tanto o que estd ainda associado as
células quanto o que ¢ liberado para o meio, impede a resposta imune do hospedeiro por
alterar o processo de defesa como a fagocitose, a producdo de citocinas pro-
inflamatorias ¢ a migracao de leucocitos (Buchanan e Murphy, 1998). A céapsula
também confere protecdo as células fungicas contra desseca¢do e é essencial para a
formacao do biofilme criptococcal (Martinez e Casadevall, 2005).

A cépsula polissacaridica do C. neoformans possui dois polissacarideos
majoritarios: glucuronoxilomanana (GXM) e a galactoxilomanana (GalXM), além de
manoproteinas (MPs).
1.6.2.1 Glucuronoxilomana (GXM)

As GXMs sao polimeros de a-(1—3)-D-manopiranana lineares, substituidos por
uma unidade de B-(1—2) 4cido glucurdénico em cada terceira manose € com graus
variados de 6-O-acetilacdo (Cherniak et al., 1998; Cherniak e Sundstrom, 1994;
Cherniak et al., 1988). A cada trissacarideo, a manose ¢ substituida por unidades de
xilose, que estdo unidas por ligacdes do tipo B-(1—2) ou B-(1—4) (Figura 7) (Cherniak
et al., 1998). As manoses que estdo xilosiladas, normamelnte, ndo sdo O-acetiladas
(Moyrand et al., 2004; Janbon et al., 2001; Cherniak et al., 1988).

As GXM sao determinantes dos quatro sorotipos descritos até o0 momento: A, B,
Ce D e AD. As cepas dos sorotipos A e D sdo mais comumente associados a doengas
em humanos. A GXM das cepas dos sorotipos B e C apresenta um niimero maior de
unidades de xilose quando comparado a GXM de cepas dos outros sorotipos (Figura 7)

(Cherniak et al., 1998).
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A GXM forma uma estrutura de massa molecular alta que se auto-associa
formando um emaranhado de fibras (Gadebusch et al., 1964; Turner e Cherniak, 1991;
McFadden et al., 2006). A GXM pode ser liberada da capsula e acumulada nos tecidos
durante a infec¢do. E proposto que as respostas imunes podem ser moduladas e até
mesmo inibidas pela GXM, aumentando a patogenicidade do C. neoformans
(Vecchiarelli, 2000). Alguns autores tentaram relacionar as altas concentragdes de GXM
nos tecidos com o aumento da viscosidade dessas moléculas, causando disfungdes nos
mecanismos da célula hospedeira (Graybill et al., 2000), entretanto, recentemente, Mc
Fadden e colaboradores (2006) mostraram que o polissacarideo anidnico ndo aumenta in
vivo a viscosidade em concentragdes relevantes. Além disso, ja havia sido demonstrada
que a GXM apresenta uma estrutura mais maleavel devido a sua caracteristica anidnica

(Gates et al., 2004).

Sorotipos ~ Sorotipos
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Figura 7: As seis unidades repetitivas de GXM encontradas nos diferentes sorotipos.
Diferentes cepas podem conter uma ou mais unidades repetitivas. Cada unidade
repetitiva contém trés manoses (circulos vermelhos) e um acido glucuronico (losango
azul e branco). A cadeia lateral de xilose (tridngulos verdes) que predominam nos
sorotipos A, B, C e D estao designados com os sorotipos correspondentes no final. Uma
quinta unidade repetitiva, que ndo ¢ predominante em nenhum sorotipo, contém xilose
na cadeia lateral e esta designada com um asterisco (*). Uma sexta unidade repetitiva
que ndo contém xilose também foi identificada (McFadden et al., 2006).
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1.6.2.2 Galactoxilomanana (GalXM)

GalXM ¢ formada por uma cadeia principal de unidades de galactose (ou(1—6)
galactana) que possui ramificacdes de B-(1—3)-galactose-a-(1—4)-manose-o-(1—3)-
manose. Por sua vez, esta seqiiéncia de acgucares ramificados pode estar ligada a
unidades de xilose como B-(1—3) ou B-(1—2) (James e Cherniak, 1992; Vaishnav et
al., 1998) (Figura 8). Os primeiros resultados sobre a estrutura da GalXM
demonstraram que as unidades monossacaridicas possuiam configuragdo piranosidica.
No entanto, galactose na forma furanosidica também foi identificada (Vaishnav et al.,
1998). Foi caracterizado um gene em C. neoformans que codifica uma UDP-
galactopiranose mutase, que converte a galactopiranose em galactofuranose (Beverley et
al., 2005). GalXM possui uma massa molecular menor que a GXM, 1,01 x 10’ g mol™
versus 1,7-7,4 x 10° g mol! e, conseqiientemente, mais moles de GalXM do que de

GXM podem estar presentes no polissacarideo capsular (McFadden et al., 2006).
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Figura 8: GalXM ¢ formada por uma o-(1—6)-galactana. O polissacarideo esta
ramificado na posi¢do 3 de residuos alternados de galactose por uma cadeia lateral de a-
D-Man-(1—3)-a-D-Man-(1—4)-f-D-Gal. A cadeia lateral pode estar substituida por
zero a trés unidades terminais de B-xilose (Vaishnav et al., 1998).
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1.6.2.3 Manoproteinas (MPs)

O envolvimento de células T para a defesa efetiva contra a criptococcose levou
investigadores a procurarem antigenos que estimulassem a resposta imune mediada por
células e que poderiam ser utilizados como candidatos a vacina (Levitz e Specht, 2006).
Inicialmente, Murphy (1988) isolou do filtrado do meio de cultura de C. neoformans
antigenos denominados CneF que eram capazes de estimular, em camundongos
imunizados com estes antigenos, resposta imune do tipo hipersensibilidade tardia
(DTH) e a producao de citocinas. O fracionamento do CneF e a sua capacidade de se
ligar a coluna de Concanavalina A sugeriram a presen¢a de unidades de manose nessas
fragdes, sugerindo a presenca de manoproteinas. As manoproteinas, mas nao outros
componentes do CneF, sdo as responsaveis pelas respostas DTH (Murphy et al., 1988).
Além disso, a estimulagdo por manoproteinas de células mononucleares do sangue
periférico em pacientes que se recuperaram da criptococcose resultou em respostas
linfoproliferativas e producao de citocinas (Hoy et al., 1989; Levitz e North, 1997).

De acordo com a eluicdo na coluna de cromatografia de afinidade por
Concanavalina A trés manoproteinas denominadas, MP-1, MP-2 ¢ MP-4, foram
caracterizadas (Walenkamp ef al., 1999). Outras manoproteinas de C. neoformans foram
descritas de acordo com a massa molecular, MP98 (Levitz et al., 2001), MP88 (Huang
et al., 2002), MP84 ¢ MP115 (Biondo et al., 2005). MP98 ¢ MP88 eram capazes de
estimular hibridomas de células T (Levitz et al., 2001; Huang et al., 2002); enquanto
que MP84 e¢ MPI15 reagiam com soros de pacientes e de outros animais com
criptococcose (Biondo et al., 2005).

As estruturas quimicas das manoproteinas criptococcais sdo semelhantes (Figura
9) incluindo, seqiiéncias do peptideo sinal que direcionam a proteina para a superficie

celular; uma regido C-terminal, rica em serina/treonina, que serve como sitio de
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extensiva O-glicosilagdo e uma regido para a presenga de uma ancora de
glicosilfosfatidilinositol (GPI) (Huang et al., 2002).

A manoproteina MP115 difere das outras manoproteinas pelas seguintes
caracteristicas: a regido rica em Serina/Treonina ¢ N-terminal e nao possui sitio de
ligagcdo para ancora GPI. Uma vez que a ancora GPI ¢ utilizada para ligar proteinas a
parede celular, varios autores acham interessante determinar se MP115 difere das outras
MPs em sua localizagao celular (Biondo et al., 2005).

Pela andlise do genoma de C. neoformans, mais de quarenta provaveis
manoproteinas contendo sequéncia de peptideo sinal na regido N-terminal, regido rica
em serina/treonina na regido C-terminal e regido de ligacdo a ancora GPI, foram

identificadas (http://www.tigr.org/tdb/e2k1/cnal/cnal.shtml).
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Figura 9: Manoproteinas Cda2/MP-98 e MP-88 de C. neoformans (Levitz e Specht,
2006).

Mais recentemente, Eigenheer e colaboradores (2007) fizeram uma andlise
protedmica das proteinas secretadas e das proteinas ligadas a parede celular de um
mutante acapsular Cap59 de C. neoformans. As proteinas foram identificadas das
células intactas e da parede celular isolada. Em ambos experimentos as proteinas
extracelulares foram liberadas apds tratamento com tripsina ou P-glucanase. Por esses
estudos, os autores identificaram vinte e nove proteinas extracelulares contendo

seqiiéncia sinal na regido N-terminal e em mais da metade dessas proteinas uma regido
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para ancora tipo GPI. Entre as novas proteinas identificadas, cinco eram ancoradas por
GPI, com extensas regides ricas em serina e treonina mas sem um fungao aparente; uma
aspartico protease GPI-ancorada e uma metaloprotease com similaridade estrutural a
uma metaloprotease elastinolitica de Aspergillus fumigatus (Miyoshi e Shinoda, 2000).
Estes estudos sugerem que o C. meoformans possui a maquinaria necessaria para
direcionar a parede celular proteinas ancoradas por GPI (Eigenheer et al., 2007).
1.6.3 Glicoinositolfosforilceramidas (GIPCs)

Os GIPCs sao glicoesfingolipidios de membrana que contém uma ligagao
fosfodiéster entre o inositol e a por¢do ceramida. Por sua vez, as unidades de inositol

podem ser substituidas por unidades de agucar (Figura 10).
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Figura 10: Estrutura do GIPC isolado da cepa selvagem sorotipo A de C. neoformans
(Heise et al., 2002).

Os esfingolipidios sdo componentes de membranas de células eucarioticas, sendo
encontrados em membrana plasmatica, do reticulo endoplasmatico, do Golgi e dos
lisossomos. A presenga de esfingolipidios em membranas de mitocondria (Bionda et al.,
2004) e do nucleo (Watanabe et al., 2004) também foi demonstrada. Mais de 300
espécies de esfingolipidios com diferencas em sua por¢ao polar ja foram descritas (para
revisdo, Fahy et al., 2005).

Os esfingolipidios podem ser definidos como lipidios que contém uma base de
cadeia longa (BCL) composta de 18 a 20 atomos de carbono, contendo grupamentos
hidroxi no carbono-1 (C-1) e no carbono-3 (C-3) e um grupamento amino no carbono-2

(C-2). As principais BCL encontradas em eucariotos sdo, esfingosina (SPH);
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esfinganina ou dihidroesfingosina (DHS) e a 4-hidroxiesfinganina ou fitoesfingosina
(PHS). Em Saccharomyces cerevisiae sao descritos dois tipos de BCL, DHS e PHS,
sendo, predominante a presenga de PHS, que contém um grupamento hidroxi adicional
no carbono-4 (C-4) (para detalhes estruturais ver Dickson e Lester, 1999).

As bases de cadeia longa encontram-se N-aciladas no grupamento amino livre do
C-2 por um acido graxo, formando a ceramida. Posteriormente, os componentes polares
sdo adicionados a hidroxila do C-1, formando os diferentes esfingolipidios. Em fungos,
o principal fosfoesfingolipidio ¢ a inositolfosforilfitoceramida (IPC) (Fahy et al.,
2005). GIPCs foram isolados de plantas (Laine e Hsieh, 1987), fungos (Dickson e
Lester, 1999) e protozoarios (para revisao, Lester e Dickson, 1993).
1.6.3.1 Biossintese de GIPC

A biossintese dos GIPCs inicia-se na sintese dos esfingolipidios. A primeira
etapa ¢ caracterizada pela condensagdo de L-serina e de palmitoil-CoA, formando em 3-
cetodihidroesfingosina (3-cetoesfinganina), pela serina palmitoiltransferase (SPT)
(Figura 11, [1]). O acido graxo predominante em fungos ¢ em mamiferos ¢ o palmitoil-
CoA, no entanto, estearil-CoA também pode ser utilizado. A 3-cetodihidroesfingosina,
um intermedidrio instavel, é rapidamente reduzido a dihidroesfingosina (DHS) pela
acdo da 3-cetodihidroesfingosina redutase (3KSR) dependente de NADPH (Figura 11,
[2]).

Na préxima etapa de biossintese, o grupamento acil, do substrato doador acido
graxo-CoA, ¢ adicionado ao grupo amino livre da DHS, gerando dihidroceramida
(Figura 11, [4]). Ao contrario do observado em S. cerevisiae, que contém apenas um
tipo de cadeia de acido graxo (C,6:02-OH), as dihidroceramidas identificadas em células
de mamiferos possuem uma vasta heterogeneidade. Cadeias de acil-CoA com

comprimentos variados (C;6-Ca4) podem ser adicionadas, podendo apresentar diferentes
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graus de insaturagdo e hidroxilagao (Morell & Radin, 1970; Futerman e Hannun, 2004;
Merrill, 2002). Essa diferenca entre fungos e mamiferos pode estar associada a falta de
especificidade da ceramida sintase animal ao tipo de &cido graxo-CoA. Em células de
mamiferos, uma familia de genes que codifica diferentes ceramidas sintases, com
especificidade em relacdo a utilizagdo do 4&cido graxo-CoA foi caracterizada

(Venkataraman et al., 2002; Riebeling et al., 2003).

Palmitoil-CoA + Serina
Serina-Palmitoil-CoA transferase (1)
LCB1, LCB2, TSC3
Esfingofungina, Myriocina
COoASH Viridiofungina

3-Cetodiidroesfingosina ANIMALE

NADPH + H*

3-Cetodiidroefingosina redutase (2)
TSC10

NADP
Diidroesfingosina (DHS)

Ceramida sintase (4)

NADPH + H* Australifungina
Fumonisina B1

Fitoesfingosina sintase (3)
SUR2/SYR2

NADP*
Fitoesfingosina (PHS) Diidroceramida

> C,s-Acil-CoA Ceramida sintase (4)
D LAG1, LAC1, LIP1
CoA

Australifungina Diidroceramida
FumonisinaB1 " dessaturase (5)

Fitoceramida

Ceramida
PC

PI Inositolfosforilfitoceramidal
sintase (6) AUR1/IPC1
D Aureobasidina A Q/YDAG
Rustmicina

DAG
Khafrefungina
Inositolfosforilfitoceramida (IPC) Glucosilceramidas Esfingomielina
GDP-Manose Galactosilceramidas

CSG2, SUR1
Pl
GDP

Manosil-inositol- Manosil (inositol-P),-ceramida
fosforil-ceramida

(MIPC) M(IP),C]
DAG

Figura 11: Biossintese de esfingolipidios em fungos e em mamiferos. Os
intermediarios, os substratos ¢ as enzimas conhecidas estdo indicados conforme descrito
no texto: [1] serina palmitoil transferase; [2] 3-cetodiidroesfingosina redutase; [3]
fitoesfingosina sintase; [4] ceramida sintase; [5] Diidroceramida dessaturase; [6]
Inositolfosforilceramida sintase. Os inibidores das biossintese de esfingolipidios estdo
indicados em azul ao lado das respectivas etapas. Adaptado de Dickson (1998); Gillard et
al. (1998); Futerman & Riezman (2005).
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A reagdo de N-acilagdo em S. cerevisiae ¢ catalisada pela ceramida
sintase dependente de acil-CoA (DHCerS) Essa atividade ¢ especificamente inibida pela
micotoxina Fumonisina B1 (FB1) (Wang et al., 1991).

A enzima 4-dihidroesfingosina/dihidroceramida hidroxilase catalisa a
hidroxilagdo na posicdo C-4 da BCL da DHS (Figura 11, Reagdo [3]) e, em menor
propor¢ao, da dihidroceramida (Figura 11, seta pontilhada). A partir desta etapa, a
biossintese de esfingolipidios ¢ diversificada, dependendo do organismo (fungo ou
mamifero). Em fungos, a hidroxilacdo da dihidroceramida forma a fitoceramida
(Figura 11, [3]) (Lester & Dickson, 1993).

Em fungos, pela atividade da fosfatidilinositol:ceramida fosforilinositol
transferase (IPC sintase) codificada pelo gene aurl, também denominado ipc/ (Nagiec
et al., 1997) ha a transferéncia de fosforilinositol, a partir de fosfatidilinositol (PI), para
a hidroxila do C-1 da fitoceramida, formando o inositolfosforilfitoceramida (IPC) (Fig.
11, Reagdo [6]). Células animais ndo codificam a enzima IPC sintase. Na proxima
etapa, o IPC ¢ manosilado, formando o manosil-inositolfosforilceramida (MIPC). Uma
molécula de PI pode ser transferida para a molécula de MIPC gerando IP-manosil-IPC
[M(IP),C].

Em resumo, as etapas iniciais da via de biossintese de esfingolipidios sao
conservadas em fungos e animais. As diferengas encontradas sdo, a sintese de PHS e
tracos de DHS em fungos, que ndo sdo capazes de sintetizar esfingomielina. Por outro
lado, a esfingomielina ¢ sintetizada em células animais.

A etapa da via de biossintese de esfingolipidios que é encontrada apenas em
fungos ¢ a transferéncia de fosforilinositol, a partir de PI, para a hidroxila do C-1 da

fitoceramida, formando o inositolfosforilceramida (IPC). Os genes que codificam a
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enzima IPC sintase ja foram sequenciados em varias espécies de fungos (Heidler &
Radding, 2000).
1.6.3.2 Inibidores da via de biossintese de esfingolipidios em fungos.

A via biossintética de formagdo de esfingolipidios foi apontada como um excelente
alvo para a quimioterapia antifingica (Nagiec et al., 1997). A primeira etapa ¢ limitante,
catalisada pela serina palmitoil transferase (SPT) e inibida por substratos suicidas como as [3-
cloro-L-alaninas e a cicloserina (Merril ef al., 1993). Os inibidores mais potentes e seletivos
incluem os produtos naturais, estruturalmente semelhantes aos acidos graxos, esfingofunginas
(Zweerink et al., 1992; Hom et al., 1992), lipoxamycinas (Mandala et al., 1994), myriocina
(ISP-1) (Miyake et al., 1995) e viridiofunginas (Mandala et al., 1997).

Diversos inibidores da ceramida sintase ja foram descritos, tais como Fumonisina
B1 (Wang et al., 1991) e o seu andlogo estrutural, a toxina alternaria (Merrill et al.,
1993). Ambos inibidores apresentam semelhanga estrutural a fitoesfingosina, que ¢ a
BCL predominante em fungos. A Australifungina, isolada do fungo Sporormiella
australis (Mandala et al., 1995) ¢ capaz de inibir a atividade de ceramida sintase em
leveduras, porém n3o ¢ um analogo estrutural da fitoesfingosina. Os inibidores
mencionados também atuam na via biossintética de formagdo de esfingolipidios em
mamiferos, causando o acimulo de dihidroesfingosina (DHS) e toxidez as células.
Existem também inibidores direcionados contra a IPC sintase dos fungos. A
Aureobasidina A (Takesako et al., 1993), Khafrefungina (Mandala et al., 1997) e
Rustmicina (Mandala, ef al., 1998).

Os inibidores da biossintese de esfingolipidios tém sido valiosos nos estudos das
vias biossintéticas de novo em fungos (Dickson & Lester, 1999, Dickson & Lester,

2002), em linhagens de células animais (Dickson, 1998, Gillard et al., 1998, van
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Echten-Deckert et al., 1998) e em Plasmodium falciparum (Gerold & Schwarz, 2001;
Smith et al., 2002).
1.6.3.3 Importancia dos GIPCs

Varios trabalhos tém descrito que os esfingolipidios e os seus precursores podem
desempenhar diversas fun¢des em células eucaridticas, incluindo sinalizagdes celulares,
tais como participag@o na transdugdo de sinal durante a resposta ao estresse mediado por
temperatura (“heat stress”); regulacdo da homeostase de calcio; formagao de regides
especializadas de membrana (“lipid rafts”); regulagdo do ciclo celular; participa¢do no
trafico de membranas, influenciando o enderecamento de proteinas ancoradas via
glicosilfosfatidilinositol (GPI) e regulacdo da endocitose na etapa de internalizagdo
(para revisdao, Dickson, 1998; Dickson e Lester, 2002; Merril, 2002; Futerman e
Hannun, 2004).

A fun¢do dos GIPCs em fungos ainda ndo foi estabelecida. Em Saccharomyces
cerevisiae, os esfingolipidios contendo fosforilinositol sdo essenciais para a viabilidade
da célula (Dickson e Lester, 1999). Mutantes de S. cerevisiae que nao sintetizam
esfingolipidios ndo sdo viaveis (Lester et al., 1993b; Nagiec et al., 1997). Além disso,
fungos patogénicos como C. neoformans, Candida albicans, Aspergillus fumigatus e
Histoplasma capsulatum sao mortos pelos inibidores da IPC sintase, confirmando ser
uma enzima essencial a biossintese de glicoesfingolipidios (Takesako et al., 1993;
Mandala et al., 1997; 1998). Esses resultados sugerem que as enzimas envolvidas na
biossintese dos esfingolipidios contendo fosforilinositol sdo alvos promissores para o
estudo e desenvolvimento de agentes antifungicos (Dickson e Lester, 1999; Nagiec et
al., 1997).

A estrutura dos GIPCs vem sendo caracterizada em diferentes fungos. Ceramida-

(fosforilinositol),-manose, ceramida-fosforilinositol-manose e ceramida-fosforilinositol
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foram identificadas em C. neoformans (Vicent e Klig, 1995). Compostos similares
foram descritos em S. cerevisae (Smith e Lester, 1974), Neurospora crassa (Lester et
al., 1974), H. capsulatum (Barr et al., 1984), Phytophtora capsici (Lhome et al., 1990) e
C. albicans (Wells et al., 1996). Estruturas mais complexas foram também encontradas
nos patogenos Aspergillus niger, H. capsulatum (Lester e Dickson, 1993),
Paracoccidioides brasiliensis (Levery et al., 1998), Sporothrix schenckii (Penha et al.,

2000, 2001; Toledo et al., 2001) e C. neoformans (Heise et al., 2002).

1.7 GENES REQUERIDOS PARA A FORMACAO DOS POLISSACARIDEOS CAPSULARES

Quatro genes associados a capsula, capl0, cap59, cap60 e cap64 foram
clonados, sequenciados e sdo essenciais a sintese dos componentes capsulares. No
entanto, as fun¢des bioquimicas dos produtos dos genes cap ndo estdo ainda definidas.
Recentemente, a relacdo entre a capsula polissacaridica e os quatro genes associados a
capsula foi parcialmente elucidada. A seqiiéncia nucleotidica de fragmentos dos quatro
genes cap foi analisada por relagdes filogenéticas, sendo observada uma concordancia
com a classificacdo convencional dentro das variedades e sorotipos do C. neoformans.
A expressdo dos quatro genes cap e do tamanho da cépsula foram examinados usando
dois meios de cultura contendo diferentes quantidades de glucose e os resultados
mostraram que os genes cap devem ser importantes na elaboracdo da capsula
polissacaridica extracelular (revisto por Okabayashi et al., 2007).
1.7.1 Genes requeridos para a O-acetilacio da GXM

Genes envolvidos, mas niao essenciais para a formagdo da céapsula, t€ém sido
descobertos por complementacdo em mutantes deficientes nos componentes capsulares,

como por exemplo, em mutantes com alteragdes estruturais especificas na GXM. Dois
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desses genes, casl e cas3, estdo envolvidos na acetilagdo da GXM (Janbon et al., 2001;
Moyrand et al., 2004).

Analises bioldgicas de cepas com polissacarideos deficientes na acetilagdo tém
demonstrado a importancia do grupo acetil no reconhecimento desses polimeros via
anticorpo, na ativacao do sistema complemento, na eliminagdo do soro e tecidos e na
inibi¢do do recrutamento de neutréfilos (Otteson et al., 1994; Ellerbroek et al., 2004;
McFadden e Casadevall, 2004; Kozel et al., 2003). Estudos sobre viruléncia utilizando
cepas Acasl, que ndo codificam casl, sugerem que o grupo acetil na GXM reduz a
viruléncia do fungo (Kozel et al., 2003).

1.7.2 Genes requeridos para a xilosilacado dos componentes capsulares

UDP-xilose ¢ o substrato para a sintese de numerosos glicoconjugados, tais
como, proteoglicanos, que sdo moléculas abundantes na matriz extracelular e na
superficie de células animais, polissacarideos de plantas (xiloglucanas e xilanas) e
polissacarideos capsulares de certos fungos. Estudos desenvolvidos por White e
colaboradores (1990) sugerem que xilose ligada a lipidios ¢ formada in vitro por
membranas criptococcais, mas ndo foi determinado se este componente possui papel na
sintese da céapsula polissacaridica (White ef al., 1990). A xilose também estd presente
em glicoinositolfosforilceramidas (GIPCs) da membrana celular de C. neoformans cepa
selvagem do sorotipo A e do mutante acapsular Cap67 (Heise et al., 2002).

A via de sintese de UDP-xilose ¢ de particular interesse em C. neoformans
devido as modifica¢cdes nos componentes capsulares GXM e GalXM. Muitos genes sdo
importantes para a adequada xilosilagdo da GXM. A enzina UDP-xilose sintase (UXS)
possui uma atividade UDP-4cido glucurdnico descarboxilase e converte UDP-acido

glucurdnico a UDP-xilose (Bar-Peled et al., 2004; Bar-Peled et al., 2001) (Figura 12).
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Figura 12: Modelo para o mecanismo da UDP-xilose sintase (Bar-Peled et al., 2001)

A UXS ¢ necessaria tanto para a xilosilagdo da capsula quanto para a viruléncia
do C. neoformans. Mutantes no gene uxs/ produzem GXM sem B-(1—2)-xilose
(Moyrand et al., 2002). A importancia do uxs/ para a B-(1—>4)-xilose ndo pode ser
determinada, pois a cepa utilizada continha somente B-(1—2)-xilose (McFadden et al.,
2006). Os genes cas31, cas32, cas33, cas34 e cas35 sio homologos do cas3 e estdo
envolvidos na adi¢@o ou inibi¢do da cadeia lateral de xilose na GXM (Moyrand ef al.,
2004). Experimentos utilizando uma cepa Auxs/, que ndo codifica UXS, sugerem que a
presenca de unidades de xilose na estrutura da GXM contribui para a viruléncia
retardando a taxa de deposi¢do do fator C3 do sistema complemento e alterando a
eliminagdo da GXM no bago (Kozel et al., 2003; Moyrand et al., 2002).

1.7.3 Genes requeridos para a sintese de acido glucurénico

O 4cido glucurdnico ¢ um componente essencial para sintese de polissacarideos
de muitas bactérias e eucariotos (Roberts, 1996; Sugahara e Kitagawa, 2000). Nas
células eucaridticas, a biossintese de tais polissacarideos comeca no citoplasma com a
sintese de precursores ligados a nucleotideos, UDP-xilose, UDP-acido glucurénico,
GDP-manose entre outros. Os precursores sdo entdo transportados para regides de
organelas especificas, tais como Golgi e reticulo endoplasmatico, e transferidos para o

polissacarideo nascente via acdo de glicosiltransferases. A enzima chave na biossintese
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do acido glucuronico ¢ a UDP-glucose desidrogenase (UGD) que converte UDP-
glucose a UDP-acido glucurdnico, reagdo dependente da oxidagdo de NAD" (Feingold e
Frazen, 1981). A disponibilidade da UGD recombinante de Streptococcus pyogenes
(Dougherty e van de Rjin, 1993) proporcionou a primeira investigagdo do mecanismo
catalitico da enzima em bactérias, como mostrado na figura 13 (Campbell ef al., 2000).
Uma mutacdo no gene que codifica esta enzima promove a auséncia de UDP-acido
glucurdnico (Binari et al., 1997). Entretanto, em plantas existe uma via de salvagdo

como parte da via de oxidagdo do inositol (Seitz ef al., 2000).
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Figura 13: Esquema do mecanismo da UDP-glucose deshidrogenase de S. pyogenes
(Campbell et al., 2000).

Em C. neoformans, o gene que codifica a UGD foi clonado e a enzima
caracterizada. A enzima recombinante ¢ fortemente inibida por UDP-xilose ¢ NADH.
Em C. neoformans a UGD forma um dimero (Bar-Peled ef al., 2004), semelhante ao que
ocorre em bactérias (Campbell er al., 2000; Schiller et al., 1976). Entretanto, em
eucariotos superiores a UGD ¢ um hexamero, ocorrendo como “trimeros de dimeros”

(Gainey et al., 1972; Frazen et al., 1980; Jaenicke e Rudolph, 1986; Frazen et al., 1983).
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Estudos sobre o papel da UGD na biologia do C. neoformans foram realizados
utilizando cepas do sorotipo A, C. neoformans var. grubii (Moyrand e Janbon, 2004), e
cepas do sorotipo D, C. neoformans var. neoformans (Griffith et al., 2004). A delecao
do gene ugdl, que codifica a UGD, resultou em cepas mutantes Augd/ com as seguintes
caracteristicas: (a) auséncia de UDP-4cido glucuronico e de UDP-xilose, indicando que
ndo foi utilizada uma via alternativa para a produ¢ao de UDP-acido glucurénico; (b)
modificagdes na parede celular, revelada pelas alteragdes na sensibilidade ao dodecil
sulfato de sodio (SDS), NaCl e sorbitol; (c¢) deficiéncia morfoldgica no processo de
brotamento; (d) auséncia de capsula polissacaridica e (¢) auséncia de crescimento a 37
°C. Essas caracteristicas sugerem fortemente que a UGD esta envolvida na viruléncia do
C. neoformans, uma vez que as cepas mutantes Augdl/ mostraram-se acapsulares e
avirulentas. ~Com a  disponibilidade do genoma do C. neoformans

(http://www.tigr.org/tdb/e2k1/cnal/cnal.shtml), outras familias de genes associadas a

formacao da capsula também tém sido identificadas (Janbon, 2004; Bose ef al., 2003).

Em estudos anteriores (Heise et al., 2002), a estrutura de GIPCs isolados de uma
cepa selvagem encapsulada do sorotipo A (amostra 444) e de um mutante acapsular
cap67 de C. neoformans (Jacobson et al., 1982) foram caracterizados (Tabela 1).

Visando a comparagdo das estruturas encontradas nas cepas citadas acima, esta
dissertacdo extendeu este estudo com uma cepa selvagem NE241 (KNH99a — sorotipo
A) e de duas cepas mutantes, NE178 ¢ NE321, que ndo codificam, respectivamente, as
enzimas UDP-xilose sintase (Ausx/) e UDP-glucose deshidrogenase (Augdl). Essas
enzimas sao necessarias para a xilosilacdo da glucuronoxilomanana e para a viruléncia
do C. neoformans (Bar-Peled et al., 2004; Bar-Peled et al., 2001; Moyrand et al., 2002;

Moyrand e Janbon, 2004; Griffith et al., 2004; McFadden et al., 2006). A fim de

50



Dissertacdo de Mestrado — Ana Leticia S. Gutierrez Introducéo

verificar se as enzimas UXS e UGD envolvidas, respectivamente, na biossintese de
xilose e acido glucuronico, também estdo envolvidas em etapas de glicosilacao dos
GIPCs, no presente estudo, nos isolamos, purificamos e caracterizamos por métodos
fisico-quimicos, espectroscopia de RMN 'H e °C 1D e 2D e espectroscopia de massas
uma série de GIPCs de C. neoformans e discutimos as diferengas estruturais entre os

GIPCs sintetizados por uma cepa selvagem do sorotipo A e por mutantes Auxs/ e

Augdl.

Tabela 1: Estruturas dos Ins-oligossacarideos de GIPCs isolados das cepas cap67 e
WT444 de C. neoformans descritos previamente em Heise ef al., 2002

GIPCA BXyl
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|
aMan(1—-3)aMan(1—4)BGalp(1—>6)aMan(1—2)Ins-P
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2.1

2.2

OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Caracterizar as moléculas dos GIPCs das cepas de C. neoformans :

selvagem encapsulada NE241 (KHN99a), sorotipo A;

mutante acapsular NE321 (MAT«), sorotipo A mutante Augdl::NATI1, nao
codifica UDP-glucose desidrogenase;

mutante encapsulado NE178 (MATq), sorotipo D mutante Auxs/::ADE2, ndo

codifica UDP-xilose sintase.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Extrair e purificar os GIPCs;

Analisar a composi¢ao oligossacaridica, composi¢do de acidos graxos e base de
cadeia longa dos GIPCs;

Determinar a estrutura molecular completa dos GIPCs;

Comparar as estruturas dos GIPCs descritas nesta dissertacdo com as descritas
nas cepas selvagem WT444 (sorotipo A) e mutante acapsular Cap67 (Heise et
al., 2002);

Avaliar os efeitos das mutagdes na biossintese dos GIPCs.
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3 METODOLOGIA
3.1 Cryptococcus neoformans

Forma encapsulada (cepa selvagem):

e (C.neoformans, amostra NE 241 (KHN99a), sorotipo A (Nielsen et al., 2003).

Forma acapsular (cepa mutante):

e C.neoformans, amostra NE 321 (MATea), sorotipo A mutante Augdl::NATI,
nao codifica UDP-glucose desidrogenase. Nao cresce a temperatura de 37 °C
(Moyrand e Janbon, 2004).

Forma encapsulada (cepa mutante):

e (C.neoformans, amostra NE178 (MATe), sorotipo D mutante Auxs/::ADE2, ndo

codifica UDP-xilose sintase. Ha a auséncia de xilosilagdo nos polissacarideos

capsulares (GXM e GalXM) (Moyrand et al., 2002).

Todas as amostras foram gentilmente fornecidas pelo Dr. Guilhem Janbon (Institut
Pasteur, Paris, Franca).
3.2  MANUTENCAO DAS AMOSTRAS E CONDICOES DE CULTIVO

As cepas de C. neoformans foram mantidas em meio YPD solido, contendo (g.L™):
extrato de levedura (10.0), peptona (20.0), dextrose (20.0) e agar (20.0), incubadas a 30 °C.

Para obten¢do de massa celular, as células foram crescidas em: (i) meio YPD,
contendo (g.L™): extrato de levedura (10.0), peptona (20.0) e dextrose (20.0), incubadas a
30 °C e (ii) meio sintético CDC B 2550 (Cherniak et al., 1982) contendo (g.L"): glucose

(40.0), fosfato de potassio monobasico monohidratado (1.36), uréia (1.29), glutamato de
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sodio (1.0), sulfato de magnésio heptahidratado (0.3), suplementado com tiamina.HCI (2
mg.L™") e biotina (10 pg.L™), pH 7,0.

A forma encapsulada mutante NE178 Auxs/ foi cultivada no meio sintético a 30 °C.
As outras amostras foram crescidas no meio YPD a 30 °C. Todos os cultivos foram
realizados sob agitagdo (110 rpm) em agitador New Brunswick.
3.3 OBTENCAO DE MASSA CELULAR

Apds um periodo de 72/96 h, as células resultantes do crescimento (item 3.2) foram
recuperadas por centrifugacdo a 7960 g em centrifuga Beckman Coulter™ modelo J2-MC,
por 15 min a 4 °C e lavadas trés vezes com NaCl 0,9%. Foram obtidos em torno de 150 g
de cada amostra (peso umido) para extracdo das glicomdleculas de C. neoformans.
34 OBTENCAO DOS GIPCs

Para a obtencao dos GIPCs foi feita uma extracao fracionada, como descrito abaixo.
3.4.1 Extracao do polissacarideo capsular e peptideos-polissacarideos

Os polissacarideos capsulares, os polissiveis peptideos-polissacarideos da parede
celular e as glucanas foram extraidos segundo Previato et al. (1979a; 1979b). As células
foram ressupensas em 2 volumes de tampao citrato 0,02 M pH 7,0 e submetidas a extracao
por autoclavagem a 120 °C por 90 min. Apos resfriamento, as células foram separadas por
centrifugacdo a 7960 g, por 15 min a 4 °C. Este procedimento foi repetido trés vezes para as
cepas encapsuladas e duas vezes para a cepa acapsular. Os sobrenadantes foram
descartados e as células foram guardadas a —20 °C.
3.4.2 Extracao de glicoconjugados ancorados a membrana plasmatica

As células extraidas de acordo com o item 3.4.1 foram submetidas a extragdo com
fenol 40% aquoso a 80 °C (Osborn 1966, Previato et al., 1990). A massa celular foi

ressuspensa em agua destilada a 80 °C até um volume de 200 mL. Igual volume de fenol
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80% aquoso a 80 °C foi adicionado lentamente a suspensdo. A extracdo foi realizada a 80
°C em banho-maria, sob forte agitacdo, durante 20 minutos. Apos resfriamento, o extrato
foi centrifugado a 1850 g, por 30 min a 4 °C. A fase aquosa foi recuperada e o residuo
restante foi submetido a nova extragdo com adi¢do de dgua destilada a 80 °C, num volume
igual ao adicionado anteriormente. A extra¢do foi processada nas mesmas condi¢des. As
fases aquosas da 1? e 2% extragdes foram reunidas, dialisadas em agua corrente por 48 horas,
em saco de dialise com 29 mm de diametro e poro de exclusdo de 12-14 kDa, concentrada
em evaporador rotatorio, congelada e liofilizada.

O material liofilizado foi submetido a extragdo com 460 mL de
cloroformio:metanol:agua (10:10:3 v/v/v) por 48 horas sob agitacdo (Lederkremer et al.,
1977). O material solavel foi filtrado em filtro sinterizado, concentrado em evaporador
rotatdrio e liofilizado. O material insolivel no sistema de solventes foi solubilizado em
agua destilada e liofilizado para posteriores analises.

3.4.3 Purificacdo dos Glicoinositolfosforilceramidas (GIPCs)

Os GIPCs obtidos da fracao soltivel em cloroféormio:metanol:agua (10:10:3 v/v/v),
das amostras NE241 (sorotipo A), NE178 (mutante Auxs/) e NE321 (mutante Augdl),
foram purificados por cromatografia de afinidade em coluna de octil-sepharose (20 x 1 cm),
eluida em um gradiente de acetato de amonio 100 mM (solvente A) e n-propanol (solvente
B).

As fragdes foram dissolvidas em n-propanol 5% em acetato de amonio 100 mM,
numa concentracdo de 5 mg/mL e centrifugadas a 12000 rpm por 1 minuto. Foram
aplicados na coluna 10 mg de amostra/corrida.

Ap6s a lavagem da coluna com 20 mL do solvente A e 20 mL de n-propanol 5% em

acetato de amdnio 100 mM, a coluna foi eluida conforme o seguinte gradiente: (i) 0-30
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minutos: 5% de n-propanol; (i) 30,1-90 minutos: 5-70% de n-propanol; (iii) 90,1-100
minutos: 70% de n-propanol; (iv) 100,1 minutos: 5% de n-propanol.

O fluxo utilizado foi de 1 mL/min e o volume de cada fragdo coletada foi de 2 mL.
As fragdes contendo os GIPCs foram localizadas, ap6s aplicagao de 2 uL. em placa de silica
gel 60 (MERCK, Darmstadt, Germany), pela vaporiza¢do com orcinol 0,2% / HySO4 20% e
aquecimento a 120 °C por 5 min (Humbel e Collak, 1975).
3.4.4 Obtencao dos fosfoinositol-oligossacarideos (PI-oligossacarideos) a partir dos
GIPCs

Os GIPCs de C. neoformans purificados das amostras NE241, NE178 (mutante
Auxsl) e NE 321 (mutante Augdl) foram submetidos a hidrolise alcalina com KOH 2% a
100 °C por 6 h (modificado de Smith e Lester, 1974). Apos neutralizagdo com acido acético
glacial, o material foi submetido a cromatografia de troca catidnica em coluna (2 x 4 cm) de
Dowex 50W-X8 (mesh 25-50). Os PI-oligossacarideos foram eluidos com trés volumes de
agua Milli-Q e liofilizados.
3.4.5 Purificacido dos PI-oligossacarideos

Os PI-oligossacarideos obtidos no item 3.4.4 foram ressuspensos em 0,5 mL de
agua Milli-Q e fracionados por cromatografia de gel filtragdo em coluna (0,8 cm de
diametro x 110 cm de altura) de Bio Gel P-4 (extra fina) eluida com agua Milli-Q. Fracdes
de 1,0 mL foram recolhidas e a presenca de agucar foi monitorizada pela aplicagdo de 2 uL
em placa de silica gel 60 e vaporizagdo com orcinol 0,2% / H,SO4 20% e aquecimento a
120 °C por 5 min (Humbel e Collak, 1975). Os PI-oligossacarideos foram recuperados no

volume de exclusdo da coluna.
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3.5 METODOS ANALITICOS
3.5.1 Analise por cromatografia em camada delgada de alta resolu¢do (HPTLC)

A homogeneidade dos GIPCs purificados, como descrito no item 3.4.3, foi
verificada por HPTLC em placa de vidro recoberta com silica gel 60 (MERCK, Darmstadt,
Germany). Foi utilizado cloroféormio:metanol:hidréxido de aménio 1 M (10:10:3 v/v/v)
como sistema de solventes.

As amostras foram solubilizadas em n-propanol 5% em dgua Milli-Q numa
concentracdo de 1 pg/mL. Foram aplicados 2 pL de cada amostra. Os GIPCs foram
revelados pela vaporizagdo com orcinol 0,2% / H,SO4 20% e aquecimento a 120 °C por 5
min (Humbel e Collak, 1975).

3.5.2 Identificacao dos monossacarideos

A composi¢do monossacaridica dos GIPCs foi determinada como descrito por
Sweeley et al., 1963. Aproximadamente, 100 pg de cada amostra foram metanolisadas com
0,5 mL de HC1 0,5 M em metanol, por 18 h a 100 °C. Apos chegar a temperatura ambiente,
foram realizadas trés extragdes com 1 volume de heptano. A fase metanolica foi evaporada
sob corrente de N; e os metil-glicosideos foram trimetilsililados com bis-
(trimetilsilil)trifluoroacetamida (BSTFA)/piridina (1:1 v/v) por 1 h a temperatura ambiente.
3.5.3 Identificacio dos acidos graxos

Apo6s a metandlise descrita no item 3.5.2, os ésteres metilicos dos acidos graxos
foram extraidos com heptano. Os extratos foram reunidos e evaporados sob corrente de N».
Os ésteres metilicos dos acidos graxos foram derivatizados com BSTFA/piridina (1:1 v/v)

por 1 h a temperatura ambiente.
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3.6 METODOS ESPECTROSCOPICOS
3.6.1 Cromatografia gas-liquida (GC)

Os metil-glicosideos derivatizados, como descrito no item 3.5.2, foram analisados
por GC utilizando uma coluna capilar de silica fundida DB-5 (25 m x 0,25 mm ID), sendo o
hidrogénio o gas carreador. A programacao de temperatura utilizada foi de 120 °C a 240 °C
(2 °C/min). Os metil-glicosideos foram identificados por comparagdo com os tempos de
retencao de padrdes auténticos comerciais (SIGMA).

Os ésteres metilicos dos acidos graxos derivatizados como descrito no item 3.5.3
foram analisados por GC utilizando a coluna descrita anteriormente. A programagao de
temperatura utilizada foi de 180 °C a 280 °C (3 °C/min). Os ésteres metilicos dos acidos
graxos foram identificados por comparagdo com os tempos de retengdo de padrdes
auténticos comerciais (SIGMA).

3.6.2 Comatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-MS)

As andlises por GC-MS foram realizadas em espectrometro de massas quadrupolo
Shimadzu GC-MS-QP5050, interligado ao cromatégrafo gasoso Schimadzu GC 17A
equipado com uma coluna capilar DB-1. A energia de ionizagao utilizada foi de 70 eV ¢ a
corrente de ionizagdo de 0,2 mA. A programacao de temperatura utilizada foi de 120 °C a
240 °C (2 °C/min) para os metil-glicosideos e de 180 °C a 280 °C (3 °C/min) para os ésteres
metilicos dos acidos graxos.

3.6.3 Matrix-assisted laser desorption ionization time-of-flight (MALDI-TOF-MS)

O espectro de massa do tipo MALDI foi realizado no espectrometro Voyager DE-
Pro MALDI-TOF de Applied Biosystems, equipado com laser de nitrogénio de 337 nm. O
instrumento foi operado com o modo refletor para ions negativos com uma voltagem de

aceleragdo de 20 kV e sem time-lag (Rosa et al., 20006).
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Cerca de 50 pg dos GIPCs purificados, como descrito no item 3.4.3, foram
solubilizados em &cido formico 5% numa concentracao de 100 pg/mL. Dez microlitros da
solucdo de cada amostra foram misturados a um volume igual de solu¢do de matriz
Norharmane® (Sigma, St. Louis, MO, U. S. A.) a 10 mg/mL em acetonitrila 50% aquosa
(Nonami et al., 1998). Um microlitro desta mistura foi aplicado numa placa de Teflon de 96
spots ¢ evaporado a temperatura ambiente. O espectro foi calibrado internamente usando
moléculas desprotonadas de angiotensina I (1294.670 m/z) e ACTH clip 18-34 (2463.183
m/z) como referéncias.

3.6.4 Nanoelectrospray ionization quadrupole time-of-flight tandem mass spectrometry
(ESI-QTOF-MS)

Os Pl-ologossacarideos foram dissolvidos em metanol 50%/4cido foérmico 0,1%
aquoso (v/v) e carregados nas agulhas de palddio do nanoeletrospray cobertos com
borosilicato (Protana Inc. Odense, Dinamarca). O eletrospray estavel foi obtido numa
voltagem capilar entre 1200 e 1800 V. Utilizou-se argonio como gas de colisdo. A energia
de colisdo e a pressdo do argénio foram sintonizadas para otimizar o padrao de
fragmentagdo dos ions precursores individuais.

3.6.5 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Os espectros de RMN foram obtidos no espectrometro Bruker Unity 600 equipado
com um gradiente de campo de pulso (PFG) e uma sonda PFG de tripla ressonancia de 5
mm, a temperatura da sonda foi de 30 °C, como descrito previamente em Heise e
colaboradores (2002).

Uma seqiiéncia de pulso padrao foi utilizada para os espectros de proton 1D,
TOCSY e ROESY, exceto para a inclusdao das seqiiéncias de echo spin nos programas de

pulso do TOCSY e ROESY. O espectro de correlagdao heteronuclear (HSQC) foi obtido
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utilizando a seqiiéncia de Wider e Wuthrich (1993) empregando gradientes de campo de
pulso para suprimir sinais indesejados. Esses foram otimizados para 1JC,H de 150 Hz (tempo
de decaimento = 3,3 mseg) ou "Jcy de 20 Hz (tempo de decaimento = 25 mseg). Os
deslocamentos quimicos de 'H e "*C foram referenciados, respectivamente, a um padrio

interno de acetona a 2.225 ppm e 31.50 ppm.
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4 RESULTADOS

4.1  ISOLAMENTO DOS GIPCS DAS CEPAS MUTANTES NE178 E NE321 E DA CEPA
SELVAGEM NE241 E ANALISE POR CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA DE ALTA
RESOLUCAO (HPTLC)

Os GIPCs purificados por cromatografia de afinidade em coluna de octil-Sepharose,
foram submetidos a HPTLC, migrando como bandas duplas (Figura 14). Os valores da
migrag¢ao relativa (Rf) dos GIPCs dos mutantes NE178 e NE321 foram idénticos e maiores
que o encontrado para o GIPC da cepa selvagem NE241.

4.2  CARACTERIZACAO E COMPOSICAO DOS ACIDOS GRAXOS DA PORCAO LIPIDICA DOS
GIPCs pAS CEPAS DE C. neoformans

Os acidos graxos dos GIPCs foram isolados ap6s metandlise com 0,5 mL de HCI
0,5 M em metanol por 18h a 100 °C e extracdo com heptano. Os 4cidos graxos foram
analisados sob a forma de ésteres metilicos trimetilsililados e identificados por comparacao
com uma mistura de padrdes por GC e pelo padrao de fragmentagdo por GC-MS.

O cromatograma dos GIPCs purificados das cepas mutantes NE178 E NE321
(Figura 14A) revelou a presenga de Ca4.9 2-OH, Cys.9 2-OH, Ca4.0 2,3-di OH e Cy69 2-OH.
Na amostra selvagem NE241, observou-se a presenca de Cas.9 2-OH, Cys.9 2-OH e Cae 2-
OH, mas um percentual menor de Ca4. 2,3-di OH (Figura 15B).

A presenca dos acidos graxos foi confirmada pelo padrio de fragmentacao
observado por analise de GC-MS (Figura 16). O dacido graxo Cuo 2,3-di OH foi
confirmado pela presenca do ion fragmento 397 m/z (M'-161) que corresponde a

fragmentagdo entre os carbonos o ¢ 3 (Figura 16C).
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Figura 14: HPTLC. Homogeneidade dos GIPCs das cepas mutantes NE178 (linha 1),
NE321 (linha 2) e da cepa selvagem NE241 (linha 3) de C. neoformans. Foi utilizado
cloroférmio/metanol/hidroxido de amoénio 1M (10:10:3 v/v/v) como sistema de solventes.
Os GIPCs foram revelados com orcinol 0,2% / HySO4 20% a 120 °C / 5 min.
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Figura 15: Cromatograma dos ésteres metilicos dos 4cidos graxos obtidos apds metandlise
e trimetilsililagao dos GIPCs purificados das cepas mutantes NE178 E NE321 (A) e da cepa
selvagem NE241 (B) de C neoformans . Os picos assinalados correspondem aos derivados
trimetilsililados: (1) 2-[(trimetilsilil)oxi] Tetracosanoato de metila, (2) 2-[(trimetilsilil)oxi]
Pentacosanoato de metila, (3) 2, 3-bis[(trimetilsilil)oxi] Tetracosanoato de metila e (4) 2-
[(trimetilsilil)oxi] Hexacosanoato de metila.
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Figura 16: Espectros de fragmentagdo obtido por GC/MS dos ésteres metilicos
trimetilsililados dos GIPCs purificados das cepas mutantes NE321 ¢ NE 178 ¢ da cepa
selvagem NE241. (A) Cys.0 2-OH, (B) Cys.0 2-OH, (C) , Ca49 2,3-di OH e (D) Cy6:0 2-OH
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4.3 CARACTERIZACAO E COMPOSICAO QUIMICA DA PORCAO OLIGOSSACARIDICA DOS
GIPCS DAS CEPAS MUTANTES E SELVAGEM DE C. neoformans

Os monossacarideos dos GIPCs foram isolados ap6s metanolise com 0,5 mL de HCI
0,5 M em metanol por 18h a 100 °C. Os monossacarideos foram analisados sob a forma de
metil glicosideos trimetilsililados e identificados por comparagdo com uma mistura de
padrdes por GC.

O cromatograma dos GIPCs das cepas mutantes NE178 e NE321, revelou a
presenca de manose e galactose, em uma razao molar de 3:1 (Figura 17A). Na amostra
selvagem NE241, observou-se a presenga de manose, galactose e xilose, em uma razao
molar de 4:1:1 (Figura 17B).

A tabela 2 ilustra as razdes molares dos monossacarideos e o percentual dos acidos
graxos descritos na composicao quimica das cepas selvagem NE241, mutantes NE178 e
NE321, e a comparagdo com as descritas para cepa selvagem WT444 (sorotipo A) e

mutante acapsular Cap67 (Heise et al., 2002).
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Figura 17: Cromatograma dos metil glicosideos obtidos apds metandlise e trimetilsililacao
dos GIPCs purificados das cepas mutantes NE178 e NE321 (A) e da cepa selvagem NE241
(B) de C neoformans . Os picos assinalados correspondem aos derivados trimetilsililados:
(1) xilose, (2) manose e (3) galactose.
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Tabela 2: Comparacdo da composi¢do quimica dos GIPCs de diferentes amostras de
Cryptococcus neoformans (* Heise et al., 2002).

Composto NE241 NE178 NE321 WT* Cap 67*
Manose 4 3 3 3 5
Galactose 1 1 1 1 1
Xilose 1 - - 1 1
Acidos graxos (%)

Coa:0 2-OH 75 80 60 62 48
Co4:0 2,3-diOH 6 7 9 - 37
Cos0 2-OH 10 6 19 20 -
Cos:0 2,3-0iOH - - - - 15
Co6:0 2-OH 9 7 12 18 -

4.4 ANALISE DOS GIPCS DA AMOSTRAS MUTANTES E SELVAGEM POR MALDI-TOF-

MS

A figura 18 representa o0 MALDI-TOF ion-negativo dos GIPCs das cepas de C.
neoformans, demonstrando moléculas desprotonadas onde o tamanho da cadeia
oligossacaridica, o tipo de ceramida e a homogeneidade relativa podem der deduzidos.

No espectro do GIPC da amostra selvagem NE241 (Figura 18A), trés moléculas
desprotonadas foram observadas em 1868,4, 1884,3 ¢ 1896,4 m/z. O incremento de 16 entre
1868.4 ¢ 1884,3 m/z e o de 28 entre 1868,4 ¢ 1896,4 m/z ndo se referem a nenhum
monossacarideo, mas pode ser consistente com a presenca de trés espécies de fitoceramidas
compostas de fitoesfingosina C;g.9 N-aciladas com Ca4.0 2-OH, Cs4.0 2,3-diOH e Cy6.9 2-OH,
respectivamente, ligadas ao PI-oligossacarideo contendo Pen;HexsInsP.

O espectro do GIPC da amostra mutante NE321 (Figura 18B) foi aparentemente
mais complexo com dois grupos de tripletos de moléculas desprotonadas em 1574,0,
1589,0, 1660,2 e 1736,2, 1752,2, 1764,2 m/z. A diferenca de 162 na m/z entre os dois
grupos de tripletos sugere a presenga de duas séries de glicoinositolfosforil fitoceramidas,

diferindo na composi¢do de seus acidos graxos e contendo quatro ou cinco residuos de
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hexoses. Assim, a analise do espectro de MALDI-TOF-MS mostrou que os sinais do
principal tripleto do GIPC do mutante NE321 em 1574,0, 1589,0 e 1660,2 m/z (Figura 17B)
diferem dos picos correspondentes no GIPC da amostra selvagem NE241, em 18684,
1884,3 e 1896,4 m/z, pela massa de 294, correspondente a um residuo de pentose e um
residuo de hexose. Ja o espectro do GIPC do mutante NE178 (Figura 18C) mostrou
moléculas desprotonadas em 1574,0, 1590,0 e 1602,1, consistentes com a composi¢ao de
Hex4InsP ligados a espécies de fitoceramidas idénticas as descritas para o mutante

acapsular NE321 e a cepa selvagem NE241.
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Figura 18: MALDI-TOF-MS dos GIPCs da cepa selvagem NE241 (A) e das cepas
mutantes NE321 (B) e NE178 (C) de C. neoformans.
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4.5 CARACTERIZACAO DOS PI-OLIGOSSCARIDEOS POR ESI-MS

A fim de determinar a sequéncia dos residuos de monossacarideos, os GIPCs foram
submetidos a hidrdlise alcalina e os Pl-oligossacarideos obtidos foram permetilados e
analisados por ESI-MS e ESI-MS/MS. Os Pl-oligossacarideos das trés amostras de C.
neoformans exibiram perfis diferentes no ESI-MS, assim como o observado no MALDI-
TOF-MS dos GIPCs intactos. A andlise por ESI dos PI-oligossacarideos da cepa selvagem
NE241 (Figura 19A) mostrou um ion-pseudomolecular majoritario [M+Na]" em 1561,3 m/z
correspondente a Pen;HexsInsP. Além deste sinal majoritario, ions minoritarios em 1357,3,
1467,4 e 1263,3 m/z foram correlacionados a Pen;HexsInsP, Pen;HexsIns e Pen;Hexylns,
respectivamente. Esses dois ultimos sinais sdo compativeis com a perda do grupo fosfato
dos dois oligossacarideos fosforilados durante o processo de hidrdlise alcalina como
comprovado posteriormente pelo sequenciamento MS/MS.

A andlise por ESI dos Pl-oligossacarideos da cepa mutante NE321 (Figura 19B)
mostrou um ion-pseudomolecular majoritario [M+Na]” em 1197,3 m/z correspondente a
HexyInsP, assim como um ion minoritario em 1401,3 m/z correspondente a HexsInsP.
Assim como nos Pl-oligossacarideos dos GIPCs de NE241, ambos oligossacarideos
fosforilados dos GIPCs do mutante NE321 sdo acompanhados por seus pares
desfosforilados em 1103,3 e 1307,3 m/z, respectivamente.

O ESI-MS do PI-oligossacarideo do mutante NE178 (Figura 19C) mostrou apenas a
presenca de Hex4InsP e Hexylns em 1197,2 e 1103,3 m/z, respectivamente.

E possivel concluir que a natureza do PI-oligossacarideo liberado pela degradagio
alcalina ¢é consistente com a analise do GIPC intacto. GIPCs isolados das cepas mutantes
NE321 e NE178 de C. neoformans diferem claramente daqueles purificados da cepa

selvagem NE241 ndo apenas pela auséncia da unidade de pentose em suas cadeias
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oligossacaridicas, mas também pelo menor numero de residuos de hexose na cadeia: os
mutantes possuem quatro unidades de hexose, enquanto a cepa selvagem possui cinco.
Além disso, os Pl-oligossacarideos do mutante NE321 diferem daqueles observados no
mutante NE178, pela presenga de um Pl-pentassacarideo minoritario (HexsInsP) além do

Pl-tetrassacarideo majoritario (Hex4InsP).
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Figura 19: ESI-MS dos Pl-oligossacarideos permetilados obtidos dos GIPCs da cepa
selvagem NE241 (A) e das cepas mutantes NE321 (B) e NE178 (C) de C. neoformans.
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4.6 CARACTERIZACAO DOS PI-OLIGOSSCARIDEOS POR ESI-MS/MS

As estruturas dos PI-oligossacarideos foram também avaliadas pela andlise da
fragmentagao dos seus derivados permetilados por ESI-MS/MS. O padrao de fragmentacao
no modo positivo do ion proveniente do 1561,3 m/z da cepa selvagem NE241 de C.
neoformans (Figura 20) ¢ caracterizado pela perda do grupo fosforil dimetilado como um
fragmento tipo B em 1435,3 m/z. Entdo, foram observadas as clivagens recorrentes das
ligagdes glicosidicas entre as hexoses tais como os fons fragmentos B/Y e C/Y. Suas
formas equivalentes nos terminais nao redutores também sao observadas como ions do tipo
C. Nesta base, dois distintos isomeros de Pen;HexsInsP foram distinguidos conforme a
posicao do residuo de pentose na cadeia de oligohexose. A observagdo de intensos ions
fragmentos do tipo B em 1217,3, 1013,2, 649,1, 445,1 e 241 m/z é consistente com a
estrutura majoritaria Hex-Hex-[Pen]-Hex-Hex-InsP, onde o ponto de ramificacdo esta
localizado na terceira Hex distal ao residuo de inositol. O posicionamento do residuo de
pentose foi confirmado pela presenca do anel de clivagem *°A em 1101,3 e 897.2 m/z.
Além deste composto majoritario, a presenca de ions fragmentos minoritarios do tipo B/Y e
C em 825,2 e 667,1 m/z indicam a presenga de um isdmero minoritario de estrutura Hex-
Hex-Hex-[Pen]-Hex-InsP, onde o ponto de ramificagao esta localizado na segunda hexose
distal ao residuo de inositol. A presenga dos dois isomeros de Pen;HexsInsP foi confirmada
pela fragmentagdo MS/MS de ambos os compostos nativos em 12252 m/z (Figura 21) e
dos derivados permetilados de seus correspondentes desfosforilados em 1467,4 m/z (Figura
22). Um padrao de fragmentagdo muito similar foi observado para o derivado permetilado
de Pen;Hex4InsP de NE241 em 1357,3 m/z (Figura 23) comparado ao derivado permetilado
Pen;HexsInsP (Figura 20). Ambos PI-oligossacarideos diferem somente na presenca de

uma unidade de Hex no terminal ndo redutor. Assim como para Pen;HexsInsP, dois
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isdmeros diferem no posicionamento do residuo da pentose na segunda ou terceira hexose
distal ao residuo de inositol. Esta identificagdo foi feita baseada no padrao de fragmentacao
descrito anteriormente (Figura 20). A presenca de dois isdmeros também foi confirmada
pela analise dos derivados permetilados de Pen;HexsIns em 1263,4 m/z (Figura 24).

Um padrao de fragmentagdo similar foi também obtido dos PI-oligossacarideos
sodicos cationizados dos mutantes NE321 e NE178 de C. neoformans. Como observado
nas figuras 25 A e B, a fragmentacdo do ion pseudomolecular em 1197,3 m/z de ambas
cepas mutantes mostrou um padrao similar indicativo de um PI-oligossacarideo linear Hex-
Hex-Hex-Hex-InsP. Eles sdo caracterizados pela recorrente liberacdo de unidades de Hex
do terminal ndo redutor como ions do tipo Y bem como ions fragmentos secundarios do
tipo B/Y e C/Y, seguido da liberagdo do grupo fosforil. Estes sdo completados por uma
série completa de ions fragmentos do tipo C em 259,1 (C)), 463,1 (Cy), 667,2 (Cs) e 871,3
(C4) m/z separados por 204 m/z, correspondente a um arranjo linear de residuos de hexoses.
Assim, a analise da fragmentacdo tanto dos ions dos derivados permetilados em 1401 m/z
quanto das amostras nativas em 1093 m/z confirmam a presenca de um PI-oligossacarideo
linear HexsInsP na cepa mutante NE321 (espectro ndo mostrado). Como ja mencionado,

este isOmero ndo esta presente nos GIPCs do mutante NE178 de C. neoformans.
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Figura 20: Espectro obtido por ESI-MS/MS do PI-oligossacarideo permetilado obtido do

GIPC purificado da cepa selvagem NE241.
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Figura 21: Espectro obtido por ESI-MS/MS do PI-oligossacarideo nativo obtido do GIPC

purificado da cepa selvagem NE241.
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Figura 22: Espectro obtido por ESI-MS/MS do Ins-oligossacarideo permetilado obtido do
GIPC purificado da cepa selvagem NE241.
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Figura 23: Espectro obtido por ESI-MS/MS do isdmero Pen;HexsInsP permetilado obtido
do GIPC purificado da cepa selvagem NE241.
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Figura 24: Espectro obtido por ESI-MS/MS do isomero desfosforilado Pen;Hexylns
permetilado obtido do GIPC purificado da cepa selvagem NE241.
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Figura 25: Espectro obtido por ESI-MS/MS dos Pl-oligossacarideos permetilados obtidos
dos GIPCs purificados das cepas mutantes NE321 (A) e NE178 (B).
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4.7  ESPECTROSCOPIA DE RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR (RMN) pos PI-
OLIGOSSACARIDEOS

As estruturas sugeridas pela andlise de ESI-MS e ESI-MS/MS foram
complementadas pela andlise de RMN. Os Pl-oligossacarideos obtidos por hidrolise
alcalina dos GIPCs dos dois mutantes NE178 e NE321 e da cepa selvagem NE241
(KHN99a) de C. neoformans foram analisados por RMN de proton, o qual foi transferido
para o experimento de espectroscopia de correlagao total (TOCSY) e espectro de correlagao
heteronuclear *C (HSQC). As informagdes sobre as ligagdes e as seqiiéncias dos
monossacarideos foram obtidas por ROESY.

Cinco ressonancias foram observadas na regido de prétons anoméricos no espectro
de RMN 1D do PI-oligossacarideo obtido do GIPC do mutante NE178 (Figura 26A) em
5,172, 5,129, 5,086, 4,820 ¢ 4,468 ppm. Os quatro sinais observados em campo mais baixo
foram assinalados como a-Manp e o sinal em campo mais alto foi assinalado como um
residuo de B-Galp. A configuragdo anomérica o das unidades de manose foram
estabelecidas a partir dos deslocamentos quimicos dos protons H-3 e H-5. A configuracao
anomérica P do residuo de galactose foi estabelecida pela magnitude de *Jii.u dos
deslocamentos quimicos do H-1 e C-1. Quase todas as ressonancias dos residuos de a-
Manp, B-Galp e Ins foram claramente assinalados nos experimentos de TOCSY e pelos
espectros de HSQC (Tabela 3). O residuo de Ins-1-P designado Ins(1) e o residuo de Ins
designado Ins(la) foram identificados pela auséncia de ressonancias anoméricas e pela
presenca de dois sinais em campo de baixa energia em 4,257 e 4,094 ppm, os quais
exibiram no espectro de ROESY (ndo mostrado) Noes com o H-1 da Man(1) em 5,172 ppm
e com a Man(la) em 4,086 ppm, respectivamente. Esta heterogeneidade do Ins ¢ devida a

desfosforilagdo parcial do Ins-1-P durante a hidrélise alcalina dos GIPCs. As ressonancias
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em 4,257 e 4,094 ppm podem ser atribuidas aos H-2 do Ins(1) e do Ins(la),
respectivamente, uma vez que a ligacdo entre a-Manp e Ins € do tipo (1>2) em todas as
estruturas dos GIPCs de C. neoformans que ja foram até entdo determinadas (Heise et al.,
2002).

A sequéncia dos monossacarideos e as ligagdes encontradas nas estruturas dos PI-
oligossacarideos foram determinadas pelos espectros de ROESY. Os Noes inter-residuos
foram observados entre:

1. H-1 da B-Galp e H-6 da a-Manp(1) em 3,871 ppm;

2. H-6 da a-Manp(la) em 3,840 ppm e H-1 da a-Manp(2) em 4,820 ppm e também
com o H-4 da B-Galp em 4,023 ppm;

3. H-1da a-Manp(3) em 5,129 ppm e H-3 da a-Manp(2) em 3,957 ppm.

Confirmagdes adicionais destas seqiiéncias foram fornecidas pelos dados de
deslocamento quimico de °C (Tabela 3). A ressonancia do C-3 no residuo designado a-
Manp(2) foi observada em campo de baixa energia em 81,04 ppm, enquanto que na o-
Manp(3) e a-Manp(1), assim como em sistemas modelos onde a posicdo 3 ndo estd
glicosilada seus valores sdo tipicamente entre 71-73 ppm. O deslocamento quimico em
campo de baixa energia do C-6 da a-Manp(l) em 71,34 ppm ¢ consistente com a
glicosilag@o na posicdo O-6. No dissacarideo a-Manp(1—6)-Manp, o sinal do C-6 ¢ em 67
ppm (Heise et al., 2002). Baseado nos dados de RMN, a estrutura do PI-oligossacarideo do
mutante NE178 pode ser a-Manp(1—3)-a-Manp(1—4)-B-Galp(1—6)-a-Manp(1—2)-InsP.

O espectro 1D de RMN de 'H do Pl-oligossacarideo do mutante NE321 (Figura
26B) difere do espectro do mutante NE178 (Figura 26A) pela presenga da ressondncia de

dois protons anoméricos minoritarios que sugere um baixo grau de heterogeneidade
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associado com as cadeias oligossacaridicas. Estes sinais foram assinalados como residuos
de a-Manp e designados como Man(3a) em 5.16 ppm e Man(2a) em 4.99 ppm. No espectro
de ROESY (ndo mostrado), os Noes inter-residuos foram observados entre:
1. H-1da a-Manp(3a) e H-2 da a-Manp(2a) em 4,14 ppm;
2. H-1 da a-Manp(2a) e H-4 da B-Galp(2a) em 4,023 ppm.

Estes dados sdo consistentes com a sequéncia a-Manp(1—2)-a-Manp(1—4)-B-Galp. A
confirmacdo desta sequéncia também foi fornecida pelos dados obtidos dos deslocamentos
quimicos de *C obtidos do espectro de HSQC (Tabela 3) que mostrou que a ressonancia
assinalada como C-2 da a-Manp(2a) em 77,88 ppm estd deslocada para um campo mais
baixo comparada com o sinal correspondente do C-2 da a-Manp(2) no PI-oligossacarideo
do mutante NE178 (Tabela 3). A porcdo restante da estrutura demonstrou um padrao
idéntico de Noes do Pl-oligossacarideo do mutante NE178. Esses dados demonstraram que
os Pl-oligossacarideos do mutante NE321 s3o uma mistura de dois isomeros: o-
Manp(1—3)-a-Manp(1—4)-B-Galp(1—6)-0-Manp(1—2)-InsP e a-Manp(1—2)-a-
Manp(1—4)-B-Galp(1—6)-0-Manp(1—2)-Ins-1-P.

O espectro 1D de RMN de 'H do Pl-oligossacarideo da amostra selvagem NE241 de
C. neoformans mostrou algumas similaridades com o espectro do PI-oligossacarideo do
mutante NE178, exceto pela presenca de trés ressonancias anoméricas adicionais. Estas
foram assinaladas como dois residuos de a-Manp (5,122 ppm e 4,89 ppm) e um residuo de
B-Xylp (4,354 ppm). A presenga do sistema de spin da a-Manp em 5,122 ppm, designada
Man(la) foi atribuida a B-Galp(1—>6)-a-Manp(1—2)-Ins-6-P, resultante da migragao do
fosfato durante a hidrélise alcalina do GIPC. Este sistema de spin adicional do Ins,

designado Ins(1a’), foi identificado pela auséncia de uma ressonancia anomérica e pela

86



Dissertacdo de Mestrado — Ana Leticia S. Gutierrez Resultados

presenca do H-2 em campo baixo em 4,087 ppm. No espectro de ROESY, um intenso pico

cruzado foi observado entre o H-2 do Ins em 4,087 ppm e o H-1 da Man(1a’) em 5,122

ppm, indicando uma ligagdo glicosidica do tipo 1—2 entre estas duas unidades. O sistema

de spin Ins(1a”) foi apoiado pela presenga dos sinais em campo baixo de energia do H-5 em

3,408 ppm e do C-6 em 80,00 ppm (Tabela 3).

No Pl-oligossacarideo da cepa selvagem NE241, a sequéncia e a ligagdo entre as

unidades de agucar foram deduzidas a partir dos seguintes argumentos:

a.

C.

Os deslocamentos quimicos do proton (Figura 26C) e do carbono foram muito
similares aos do a-Manp(1—6)-a-Manp(1—-3)[B-Xylp(1—2)]a-Manp(1—4)-p-
Galp(1—6)-0-Manp(1—2)-Ins-1-P encontrado no Ins-oligossacarideo obtido do
GIPC da cepa mutante Cap67 de C. neoformans (Heise et al., 2002). Como o Ins-
oligossacarideo do mutante Cap67 foi isolado por amonidlise, os sinais de H-1
correspondentes a Man ligada ao Ins(1) ou Ins(1a’) ndo foram observados e foi
substituido pela ressonancia do H-1 da Man(1a) (Tabela 3);

A andlise por ESI-MS/MS mostrou claramente que o residuo de Xyl € terminal e
esta localizado na Man(2);

No espectro de ROESY (ndao mostrado), um Noe entre H-1 da Man(4) com H-5 e H-
6 da Man(3) em 3,889 e 3,651 ppm, respectivamente, sugeriu uma ligacao do tipo
1—6 entre eles. A ressondncia em campo de alta energia do C-1 da Man(4) em
102,39 ppm ¢ consistente com um residuo ligado do tipo a-Manp(1—6). A
ressonancia do H-1 da Man(3) indicou por sua vez um Noe inter-residuo com o H-3
da Man(2) em 4,010 ppm, demonstrando a evidéncia de uma ligagdo do tipo

a(1—-3). O préton anomérico do residuo terminal de Xyl apresentou Noes com o H-
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1 e H-2 da Man(2) em 4,972 e 4,047 ppm, respectivamente, sendo consistente com
uma ramificagdo B-Xylp(1—>2)Man que foi confirmada pela posicdo do
deslocamento quimico em campo de baixa energia do C-2 da Man(2) em 80,83
ppm. Os Noes restantes entre Man(2), Gal, Man(1) e Ins foram iguais aos descritos
para os PI-oligossacarideos da cepa mutante NE178;

d. A confirmacao adicional da sequéncia do PI-oligossacarideo da cepa selvagem
NE241 foi realizada através dos dados dos deslocamentos quimicos de "*C (Tabela
3).
As estruturas dos PI-oligossacarideos da cepa encapsulada NE241 e das cepas

mutantes NE321 e NE178 estdo ilustradas na Tabela 4.
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Figura 26: Espectro obtido por RMN 'H 1D dos Pl-oligossacarideos obtidos dos GIPCs
purificados das cepas NE178 (A), NE321 (B) e NE241 (C) de C. neoformans.
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Tabela 3: Deslocamentos quimicos de 'H e "“C dos Pl-oligossacarideos obtidos por
hidrolise alcalina dos GIPCs de C. neoformans. Resultados dos experimentos de TOCSY
('H-'H) e HSQC (‘H-"0).

PI- H-1 H-2 H-3 H-4 H-5 H-6/H-5> H-6’ C-1 C-2 C-3 C4 C-5 C-6

oligossacarideo

NE178
Man (3) 5.129  4.051 3.856 3.742 4.071 3.734 3.876 10497 72776 73.01 69.26 75.86 63.83
Man (2) 4.820 4.173 3957 3.793 4.069 3.807 3.795 10433 7237 81.04 6849 7586 63.18
Gal 4468 3566 3.716 4.023 3.736 3.735 3.735 106.13 73.66 7470 80.26 75.10 63.18
Man (1) 5.172 4130 3.856 3.742 4.150 4.142 3.871 10432 72776 73.02 6926 7444 71.34
Man (la) 5.086 4.086 3.846 3.770 4.099 4.153 3.840 10433 72776 7291 69.65 73.65 69.14
Ins (1) 3963 4257 3.611 3.744 3.325 3.874 77.80 8221 7289 76.09 77.16 72.92
Ins (1a) 3.611 4.094 3.556 3.256 3.622 3.856 72.89 83.10 7521 77.55 7418 7291

NE321
Man (3) 5.127  4.052 3.855 3.742 4.070 3.732 3.874 10497 72776 73.01 69.26 75.86 63.83
Man (3a) 5.164  4.058 10435  72.75
Man (2) 4818 4172 3956 3.792 4.068 3.806 3.793 104.33 7237 81.04 6849 7586 63.18
Man (2a) 4993  4.140 101.25 77.88
Gal 4465 3.564 3.714 4.024 3.735 3.733 3.734 106.13 73.66 7470 80.26 75.10 63.18
Man (1) 5171 4131  3.855 3.740 4.151 4.140 3.872 10432 72776 73.02 69.26 7444 71.34
Man (1a) 5.084 4.086 3.846 3.774 4.010 4.151 3.842 10433 72776 7291 69.65 73.65 69.14
Ins (1) 3962 4257 3.610 3.743 3.324 3.874 77.80 82.21 7289 76.09 77.16 72.92
Ins (1a) 3.612 4.092 3554 3254 3.621 3.856 72.89 83.10 7521 7755 7418 7291

NE241
Man (4) 4.893 4.004 3.852 3.665 3.650 3.876 3.742  102.39 72.63 7336 6945 7535 63.69
Man (3) 5.103 4.056 3.819 3.820 3.889 3.859 3.651 105.77 72779 7342 68.68 72.96 68.79
Man (2) 4.972 4.047 4.010 3.867 4.058 3.833 3.804 102.02 80.83 80.00 68.80 74.17 62.81
Gal 4.479 3.574 3.732 4.067 3.738 3.725 3.760 106.23 73.57 7478 79.84 7520 63.20
Man (1) 5.188 4.147 3.846 3.740 4.154 4.154 3.875 10424 72779 7297 6931 7449 71.47
Man (1a) 5.083 4.085 3.845 3772  4.009 4.152 3.842 10433 72776 7291 69.65 73.65 69.14
Man (1a’) 5.122 4169 3.896 3.744 4.169  4.155 3.876 10435 72.82 7296 6931 7451 71.48
Xyl 4.354 3268 3.405 3.609 3.963 3.248 105.77 7541 7821 7293 67.87
Ins (1) 3.955 4248 3.612 3.731 3.320 3.745 77.52 8229 7291 7476 7726 72.96
Ins (1a) 3.612 4.092 3554 3254 3.621 3.856 72.89  83.10 7521 77.55 74.18 7291
Ins (1a’) 3.684 4.087 3.610 3.662 3.408 4.009 7453 8246 7292 7541 77.10 80.00
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5 DiScUssAo

Estudos sobre a estrutura, biossintese e funcdes de GIPCs expressos em fungos
patogénicos t€ém dado énfase ao C. neoformans, um fungo oportunista, capaz de se tornar
patogénico, causando uma micose sistémica, sendo a meningite a manifestagao clinica mais
comum. Os individuos mais suscetiveis a infec¢ao sao deficientes em linfocitos T, resultado
de infec¢do pelo virus HIV, doengas linfoproliferativas ou submetidos a terapias
imunossupressoras. Como tem sido observado em Candida albicans e Aspergillus
fumigatus, a biossintese dos GIPCs possui um papel chave no crescimento, na viabilidade,
no ciclo de vida e na viruléncia do C. neoformans.

As informagdes sobre a biossintese de GIPC e suas fungdes em fungos foram
obtidas a partir de estudos com cepas mutantes de Saccharomyces cerevisiae e Candida
albicans. Nesses estudos foram utilizados mutantes que nao codificavam enzimas que
foram consideradas essenciais a via biossintética dos GIPCs.

Andlise molecular dos GIPCs de C. neoformans revelaram a expressdao de uma
variedade de estruturas na por¢do oligossacaridica com cadeias laterais contendo uma
unidade de xilose ques ndo haviam sido previamente descritos em outros fungos analisados
até o momento (Heise et al., 2002). Apesar das estruturas mais simples ou mais complexas
(Heise et al., 2002) dos GIPCs de C. neoformans sugerirem o envolvimento de diferentes
glicosiltranferases em sua biossintese, essas enzimas nao foram, completamente,
identificadas ou demonstradas estarem envolvidas, também, na biossintese dos
polissacarideos capsulares.

Com o objetivo de auxiliar a esclarecer a via biossintética e compreender as
possiveis fungdes dos GIPCs em C. neoformans, nesta dissertagdo foram caracterizadas as

estruturas dos GIPCs de cepas mutantes nas enzimas UDP-glucose desidrogenase (amostra
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NE321) e UDP-acido glucurénico decarboxilase ou UDP-xilose sintase (amostra NE178)
responsaveis, respectivamente, pela formagdo de UDP-4cido glucurénico e UDP-xilose.
Esses mutantes de C. neoformans nao sintetizam UDP-xilose, o substrato doador para a
sintese de glicanas, contendo em sua estrutura unidades de xilose.

O mapeamento genético tem sido de grande valor para a identificagdo dos genes
cujos produtos sdo necessarios a sintese dos componentes da cépsula polissacaridica de C.
neoformans, considerados como importantes determinantes de viruléncia neste fungo. Os
estudos bioquimicos sdo necessarios a complementagdo das informagdes gendmicas,
elucidando as fungdes possiveis do produto de cada gene. Continuando a discutir
especificamente a sintese dos componentes dos polissacarideos capsulares de C.
neoformans, a primeira etapa a ser analisada ¢ a producao de agucares ativados, substratos
doadores dos precursores dos componentes da capsula (Figura 27). Para a sintese de GXM,
os seguintes substratos sdao necessarios, GDP-manose, UDP-xilose e UDP-acido
glucurdnico. Para a sintese de GalXM além destes actcares nucleotideos, ¢ necessario
adicionalmente o UDP-galactose. A biossintese de GDP-manose ¢ uma etapa critica na
sintese de GXM, uma vez que esse polissacarideo é composto por uma cadeia linear
contendo a-D-manose (manana). Essa etapa requer a atividade de trés enzimas, altamente
conservadas em fungos, fosfomanose isomerase, fosfomanomutase e¢ GDP-manose
pirofosforilase (ou GDP-manose sintase) (Figura 27A). O gene que codifica a
fosfomanoisomerase em C. neoformans ja foi identificado e clonado (Wills et al., 2001). O
mutante manl ¢ deficiente na producdo da capsula e na secrecdo de GXM, possuindo

anormalidades morfolédgicas, sendo considerado avirulento.
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Os agticares nucleotideos UDP-4cido glucurdnico e UDP-xilose sdo sintetizados a
partir da UDP-glucose pela agdo seqiiencial de duas enzimas, UDP-glucose desidrogenase,
responsavel pela formacao de UDP-4cido glucurdnico (Figura 27B); e a UDP-glucurdnico
descarboxilase que forma a UDP-xilose (Figura 27C) (Jacobson, 1987; Jacobson e Payne,
1982).

Apos a formagao dos substratos ativados, que ocorre, normalmente, no citoplasma, a
proxima etapa € o transporte desses precursores para o sitio (organelas) onde haverd a
construgdo dos polissacarideos. Esta etapa requer transportadores especificos, uma vez que
os precursores polares sdo formados no citosol e a sintese dos componentes dos
polissacarideos capsulares em C. neoformans ocorre no Golgi (Figura 27D;, D, e Ds).
Nesse compartimento de sintese da capsula, os monossacarideos sao polimerizados. Foram
descritas pelo menos 11 ligagdes presentes em varias configuracdes em GXM e GalXM
(Buchanan e Murphy, 1998). Cada tipo de ligagdo requer a atividade de uma
glicosiltransferase diferente, uma vez que essas enzimas sdo especificas para os seus
substratos aceptores. Portanto, a sintese da GXM e da GalXM requer uma colegdo de
glicosiltransferases (Figura 27E, F e G) e acetiltransferase (Figura 27H).

Ainda em C. neoformans, a atividade de trés manosiltransferases distintas foi
caracterizada e estudos de inibicdo da expressdo dessas manosiltransferases demonstraram
que sdo enzimas necessarias para a sintese de uma capsula morfologicamente normal
(Doering, 1999; White e Jacobson, 1993). As atividades de xilosiltranferase (Figura 27G) e
glucuroniltransferase (Figura 27F) foram detectadas em preparagdes de membranas de C.
neoformans (White et al., 1990). Os estudos sobre essas atividades propdem que, na cadeia
principal de manana na GXM, a sequéncia de formag¢do do polimero ¢ a seguinte:

primeiramente a manose ¢ acetilada; depois ¢ adicionado o dacido glucurdnico; e
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posteriormente, ocorre a adi¢ao de xilose (White et al., 1990). Entretanto, investigacdes
mais recentes sobre a estrutura da GXM, utilizando cepas mutantes de C. neoformans, onde
ndo ocorre a adicdo da xilose sugerem que a acetilagdo na manose ocorre independente da

adicao da xilose (Moyrand et al., 2002).

Secrecdo e montagem

Figura 27: Etapas da sintese de GXM. Proteinas com papel na biossintese estao indicadas
por letras vermelhas. (A) Fosfomanose isomerase; (B) UDP-glicose desidrogenase; (C)
UDP-4cido glucurdnico descarboxilase; (D) transportadores de agucar nucleotideos
especificos para GDP-manose (D;), UDP- 4cido glucurdnico (D;) e UDP-xilose (Ds); (E)
manosiltransferase; (F) xilosiltransferase; (G)  glucuronosiltransferase e  (H)
acetiltransferase. Lilés, glicose; cinza, acido glucuronico; vermelho, xilose; azul, manose.
Adaptado de Bose et al., 2003.

Cepas mutantes no gene ugd!/ que codificam a enzima UDP-glucose desidrogenase
ndo expressam dois dos trés (considerados) principais fatores de viruléncia do C.
neoformans, a presenca da capsula polissacaridica e a habilidade de crescer a 37 °C
(Moyrand e Janbon, 2004). Embora plantas sejam capazes de sintetizar UDP-acido
glucuronico, via a oxidacdo do inositol a acido glucuronico, e subsequente ativagdo ao

acucar nucleotideo correspondente (Seitz et al., 2000), analises fenotipicas das cepas Augd]

sugerem fortemente que em fungos o UDP-acido glucurdnico ¢ sintetizado apenas pela
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conversao de UDP-glucose. O resultado de analises por espectrometria de massas das cepas
Augdl demonstraram que a presenca de UDP-dcido glucuronico era abaixo dos niveis
detectaveis (Griffith ez al., 2004).

Estudos sobre a localizagdao celular da UDP-glucose desidrogenase (UGD)
demonstraram sua aparente localizagdo membranar. Porém, ndo existe na estrutura dessa
proteina uma sequéncia peptideo sinal, tipica de associagdo ou ancoramento a membrana,
sugerindo uma associac¢ao indireta & membrana via interacdo com outras proteinas (Griffith
et al., 2004). Uma localiza¢do similar foi observada para a UDP-xilose sintase (UXS),
sugerindo que ambas enzimas possam estar associadas ao mesmo tipo de complexo ligado a
membrana para promover uma eficiente sintese dos polimeros capsulares (Griffith et al.,
2004).

Foram demonstradas diferengas entre os fendtipos associados com a auséncia de
UDP-xilose e com a auséncia de UDP-acido glucuronico/UDP-xilose (Moyrand e Janbon,
2004; Griffith et al., 2004). A auséncia da cdpsula e a sensibilidade a temperatura sdo
fenotipos associados as cepas Augdl, uma vez que as cepas Auxs/ sdo encapsuladas e
crescem a 37 °C. Diferengas no fendtipo da parede celular também foram descritas nos
mutantes. A cepa mutante ugd/A ¢ incapaz de crescer em altas concentra¢des de NaCl (1,5
M), sorbitol (2,5 M) e em SDS 0,01%. Ja a cepa mutante Auxs/ foi capaz de crescer em
NaCl 1,5M, sorbitol 2,5 M, SDS 0,01%, mas foi sensivel a concentra¢do de SDS 0,1%.

Apo6s muitos dias de incubagdo da cepa mutante Augdl, em meio sintético contendo
dextrose (SD) (Sherman, 1992), algumas colonias cresceram nas placas, demonstrando a
reversao da deficiéncia em crescer em meio SD. Este resultado demonstra a diversidade de
vias metabolicas afetadas pela delecdo do ugdl, conseqlientemente pela auséncia de UDP-

acido glucurodnico nas células de C. neoformans. Porém, a reversao deste fenotipo nao esta
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correlacionada a outros fenotipos da cepa mutante Augd/, uma vez que analises destas
células demonstraram que continuavam acapsulares e sensiveis ao sorbitol. Em contraste,
estas células que reverteram, espontaneamente, a mutagdo em relacdo a habilidade de
crescer em meio SD, foram capazes de crescer a 37 °C e na presenca de SDS 0,01%,
indicando uma correlag@o entre estes dois fendtipos.

Moyrand e Janbon (2004) sugerem hipdteses que justificam por que tantos fenotipos
sdo afetados pela auséncia de um acucar nucleotideo. Em uma das sugestdes, foi observado
que embora a parede celular de C. neoformans ndo contenha unidades de acido
glucurdnico, ja foi demonstrado glicoproteinas associadas a parede contendo esse
monossacarideo (James et al., 1990; Turner e Cherniak, 1991). E que, esse tipo de
modificagdo pos-tradugdo €, com freqii€ncia, necessaria a atividade enzimatica de proteinas
correspondentes. Em Candida albicans, a delecdo do gene pmtl que codifica uma
manosiltransferase esta correlacionada a multiplos efeitos fenotipicos, afetando, inclusive, a
viruléncia da cepa mutante (Timpel et al., 1998). Em C. neoformans, ¢ possivel que as
unidades de acido glucuronico sejam necessarias para a funcionalidade de varias proteinas
envolvidas na biossintese da capsula e da parede celular, bem como para a sua capacidade
de crescer a 37 °C (Moyrand e Janbon, 2004). Alternativamente, estes autores sugerem que
a adi¢do de unidades de acido glucurdnico ao polissacarideo nascente possa ser uma etapa
biossintética que ocorre anteriormente a polimerizagdo da GXM. Assim, a auséncia desse
monossacarideo afetaria a sintese desse componente capsular. Esta hipdtese foi sugerida
por estudos que demonstraram que a dele¢do dos genes casl ou uxsl, responsaveis,
respectivamente, pela O-acetilagao e xilosilagdo, ndo modifica a posicdo nem o niimero de
unidades de acido glucurénico adicionados a GXM, uma vez que essas duas modificacdes

ocorrem apos a adicdo do acido glucurdnico ao polimero nascente da GXM (Janbon ef al.,
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2001; Moyrand et al., 2002). Em eucariotos superiores, a mutagdo no gene que codifica a
UDP-glucose desidrogenase afeta a sintese dos glicosaminoglicanas sulfatados (Sugahara e
Kitagawa, 2000).

Por outro lado, Griffith e colaboradores (2004) apresentam outras hipoteses sobre as
essas alteracdes fenotipicas. Uma delas € que, para que ndo ocorra a sintese da capsula, a
auséncia dos substratos doadores das cadeias laterais na GXM ndo permite o alongamento e
o polimero ou ndo ¢ completamente sintetizado ou nao ¢ estavel. Uma segunda hipdtese ¢
que a manana ¢ gerada dentro da célula, mas ndo ¢ exportada para a superficie. E, a terceira
possibilidade ¢ que algumas formas abreviadas da molécula polissacaridica chegam a
superficie celular, mas ndo reagem eficientemente com os anticorpos disponiveis ou nao
sdo liberadas para o meio ou nao sdo recuperadas pelos métodos de precipitacao utilizados
(Griffith et al., 2004).

Em C. neoformans, nosso grupo (Heise et al., 2002) demonstrou a presenca de
estruturas de GIPCs do tipo
aMan(1-3)[BXyl(1—>2)]aMan(1—4)BGal(1—>6)aMan(1—2)InsP em uma cepa selvagem
do sorotipo A, isolada de um paciente com AIDS. J4 em uma cepa mutante acapsular
(Cap67), 0s GIPCs continham estruturas mais complexas:
aMan(1—6)aMan(1—3)[Xyl(1>2)]JaMan(1—4)BGal(1—->6)aMan(1—2)InsP;
aMan(1—6)aMan(1—6)aMan(1-3)[pXyl(1—>2)]aMan(1—4)pGal(1—>6)aMan(1—2)Ins
P; aMan(1—->2)aMan(1—6)aMan(1—6)aMan(1—3)[Xyl(1—>2)]aMan(1—4)BGal(1—6)
oaMan(1—-2)InsP. O mutante acapsular Cap67 foi obtido através tratamento da amostra
selvagem, sorotipo D, com um composto mutagénico, N-metil-N -nitro-N-nitrosoguanidina

e irradiagdo UV (Jacobson et al., 1982). Esse tipo de tratamento gera mutantes
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inespecificos, ndo se sabendo, com certeza, qual ou quais os genes estdo sendo mutados.
Células mutantes Cap67 sdo ditas acapsulares pela auséncia da GXM. Entretanto, ela possui
GalXM e a estrutura deste componente (GalXM) da cépsula polissacaridica foi
caracterizada utilizando o mutante Cap67 (James e Cherniak, 1992; Vaishnav et al., 1998).

A estrutura do GIPC isolado da cepa selvagem NE241, descrita nesta dissertagao
corresponde a  estrutura  oligossacaridica  aMan(l—6)aMan(1—3)[BXyl(1—>2)]
aMan(1—4)BGal(1—->6)aMan(1—2)InsP, semelhante a estrutura de um dos GIPCs descrita
no mutante Cap67. No entanto, a cepa selvagem WT444 do sorotipo A ndo sintetizou este
componente. Por outro lado, as estruturas dos GIPCs das cepas mutantes Auxs/ e Augdl
descritas nesta dissertacdo demonstram a presenca de cadeias oligossacaridicas lineares de
oaMan(1—-3)aMan(1—4)BGal(1—->6)aMan(1—>2)Ins. Na cepa mutante Augdl foi
observado, ainda, a presenga de estruturas minoritarias, contendo na por¢ao
oligossacaridica do GIPC aMan(1—2)aMan(1—4)pBGal(1—->6)aMan(1—2)Ins. Mesmo em
pequenas quantidades, a presenca desta estrutura sugere que a auséncia de UDP-acido
glucurdnico pode, também, afetar a atividade de glicosiltransferases responsaveis pela
sintese de outros glicoconjugados (Griffith ez al., 2004).

E possivel que a mutagdo inespecifica que gerou o mutante Cap67 tenha afetado
genes de glicosiltransferases responsaveis pela biossintese de GIPCs, pelo fato deste
mutante apresentar cadeias oligossacaridicas com até sete unidades de hexoses além da
unidade de pentose. Nos GIPCs das cepas mutantes, além da auséncia da unidade de xilose,
a cadeia oligoglicana dos mutantes (NE178 e NE341) estudados nesta dissertacao

apresenta, no maximo, quatro unidades de hexose.
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A porgao lipidica de todas as cepas descritas previamente (Heise et al., 2002) e
nesta dissertagdo apresenta-se conservada, demonstrando que, apesar da variabilidade na
por¢do oligossacaridica, as enzimas responsaveis pelas etapas de biossintese da IPC nao
foram afetadas nos mutantes estudados.

O C. neoformans ¢ um fungo que possui etapas complexas na biossintese de seus
polimeros contendo carboidratos, resultando em glicoconjugados e polissacarideos, também
heterogéneos e complexos. Nesta dissertacdo, demonstramos que semelhante aos
componentes da capsula polissacaridica, os mutantes incapazes de sintetizar UDP-xilose
apresentam deficiéncia na xilosilacdo dos GIPCs. Assim, sugerimos que a auséncia da
xilose pode afetar a adicdo de aMan(1—6) no final ndo redutor da cadeia oligoglicana, ou
por um efeito pleiotrépico durante a mutacdo, atingindo a expressio de uma
al—>6manosiltransferase que atua na sintese do GIPC, ou pela auséncia de um substrato
aceptor especifico, contendo xilose, para esta enzima. Estudos estruturais com varias outras
cepas mutantes sao necessarios para a caracterizagao da biossintese de moléculas contendo
carboidratos em C. neoformans e a possivel funcao das glicosiltransferases na viruléncia do

fungo ou em seu ciclo de vida.
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6 CONCLUSOES

As estruturas caracterizadas das cepas selvagem NE241 e mutantes NE178 e NE321
por analises espectrométricas e espectroscopicas foram determinadas nesta dissertagdo e
suas estruturas estdo descritas na Tabela 4. Ainda neste trabalho, discutimos a atividade de
glicosiltransferases na biossintese dos componentes do polisscarideo capsular e dos GIPCs
de C. neoformans e a especificidade de substratos aceptores para algumas dessas enzimas.

A porgao lipidica dos GIPCs de todas as cepas descritas previamente (Heise et al.,
2002) e nesta dissertacdo apresenta-se conservada. Assim, apesar da variabilidade da
por¢do oligossacaridica, as enzimas responsaveis pelas etapas de biossintese do IPC nao
foram afetadas, independente do tipo de mutagao.

Nesta dissertag@o, foram apresentadas evidéncias que demonstram a necessidade da
cadeia lateral de monoxilosil para a sintese do GIPC no qual a manose ¢ adicionado a
cadeia aceptora aMan(1—3)[BXyl(1—2)]aMan(1—4)BGal(1—>6)aMan(1—2)InsPC para
formar o  GIPC:
aMan(1—6)aMan(1—-3)[fXyl(1—>2)]JaMan(1—>4)pGal(1—->6)aMan(1—2)InsPC. Esta
conclusdo se baseia na comparacao dos dados obtidos pelas analises de espectrometria de
massas e espectroscopia de RMN dos GIPCs isolados das cepas selvagem NE241 e
mutantes NE321 (dugdl ) e NE178 (duxsl).

Na cepa selvagem  NE241 0 GIPC predominante foi 0
aMan(1—6)aMan(1—3)[BXyl(1>2)]JaMan(1—4)BGal(1—>6)aMan(1—2)InsPC,
enquanto que nos mutantes NE321 e NE178 a espécie mais abundante foi identificada

como aMan(1—3) aMan(1—4)BGal(1—>6)aMan(1—2)InsPC.

102



Dissertacdo de Mestrado — Ana Leticia S. Gutierrez Conclusdes

A observacdo que a auséncia do doador da cadeia lateral, UDP-Xyl, modifica o
alongamento ap6s a Man ligada a (1—>3) sugere que a adicao de xilose ¢ necessaria para o
C. neoformans sintetizar GIPCs mais elaborados. A auséncia de aMan(1—6) terminal nos
mutantes pode ser devido a incapacidade de uma enzima putativa o(l—>6)-
manosiltransferase utilizar aMan(1—3)aMan(1—4)BGal(1—->6)aMan(1—2)InsPC como
susbstrato aceptor.

O mutante NE321, que ndo codificam a UDP-glucose desidrogenase e ¢ incapaz de
produzir UDP-dcido glucuronico e UDP-xilose, foi capaz de sintetizar um GIPC
minoritario identificado como aMan(1—2)aMan(1—4)pGal(1—->6)aMan(1—2)InsPC. A
presenca deste isOmero minoritdrio somente na cepa mutante Augdl ndao € bem
compreendida, uma vez que um precursor idéntico € encontrado na cepa encapsulada
mutante Auxs/. Presumivelmente, essa espécie minoritdria de GIPC pode ter sido
sintetizada como um efeito compensatorio pela auséncia da capsula polissacaridica no
mutante Augdl. Efeitos pleiotropicos compensatdrios t€m sido descritos em mutagdes que
afetam a fosfolipomanana e a biossintese da capsula em C. albicans (Mille et al., 2004) e C.
neoformans (Heise et al., 2002), respectivamente.

Os resultados descritos nesta dissertacdo demonstraram que o GIPC e a cadeia
lateral do polissacarideo capsular GalXM de C. neoformans possuem como caracteristica
estrutural semelhante a sequéncia aMan(1—3)aMan(1—4)BGal(1— . Entretanto, o GIPC
difere da GalXM em relagdo a presenca da xilose, uma vez que no polissacarideo capsular
unidades de BXyl(1—2) encontram-se sempre presentes ¢ unidades de BXyl(1—3) nao
foram observadas nos GIPCs. Uma vez que genes putativos ou confirmados para B(1—2)-

xilosiltransferase (Klutts et al., 2006) e o(1—3)-manosiltransferase (Sommer et al., 2003)
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ja foram descritos, uma importante questdo a ser respondida ¢ se algumas etapas de
glicosilagdo da via biossintética dos GIPCs sdo catalizadas por glicosiltransferases que
também sdo utilizadas na biossintese da GalXM. Outra questdo a ser determinada na
biossintese dos GIPCs ¢ se a adigdo da unidade de xilose ocorre antes ou depois do

precursor oMan(1—4)BGal(1—->6)aMan(1—2)InsPC ser substituido por aMan(1—3).

Tabela 4: Estruturas moleculares dos GIPCS das cepas selvagem e mutantes de C.
neoformans. As estruturas que nao estdo demarcadas pelos quadros coloridos sdo artefatos
provenientes da migracao ou perda do fosfato durante a hidrolise alcalina.
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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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