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RESUMO

Este trabalho trata de uma revisdo sistemética sobre os mecanismos intrinsecos usados
pelos seres humanos para combater as infecgdes fungicas, com foco nas quitinases,
discutindo as principais enzimas e polimorfismos génicos envolvidos com elas. As
infecgdes fungicas estdo cada vez mais frequentes no mundo, sendo consideradas uma
das principais causas de Obito em individuos imunocomprometidos e
imunossuprimidos. Diagnosticos e tratamentos para essas infecgdes ainda séo
limitados e ndo ha previsdo, a médio prazo, de profilaxia por meio de vacinas. Os
fungos, em geral, apresentam em sua parede celular quitina, o segundo polimero de
maior abundancia na natureza, ndo sendo produzido pelos seres humanos. Apesar
disto, ele sintetiza enzimas capazes de degradar este polimero. As quitinases humanas
sdo encontradas na familia 18 das glicosil hidrolases, das quais, apenas a
quitotriosidase (QT), a quitinase acida de mamiferos (AMCase) e a di-N-acetil-
quitobiase apresentam atividade quitinolitica. A QT e a AMCase séo as quitinases mais
relatadas em humanos e diferem entre si, principalmente, pela regido de clivagem da
quitina e pela resposta imunolodgica que leva a sua expressdo. A atividade enzimética
das quitinases tem sido observada em diversas doencas, incluindo infec¢des fungicas
como candidiase, micetoma e aspergilose. Acredita-se que essas enzimas atuam no
sistema imune inato contra fungos patogénicos e que a sua auséncia ou inatividade
leva a uma suscetibilidade a esses organismos. Polimorfismos associados aos genes
que codificam as quitinases, especialmente a QT, foram descritos recentemente. A
duplicacdo de 24 pb no Exon 10 do gene que expressa a QT tem como produto uma
proteina com deficiéncia enzimatica. Essa revisao busca reunir dados existentes sobre
infecgbes fungicas, sua relacdo com as quitinases discutindo a influéncia de
polimorfismos génicos na atividade quitinolitica dessas enzimas contra fungos

patogénicos.

PALAVRAS-CHAVE: fungos, micoses endémicas, quitotriosidase, CHIT1
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ABSTRACT

This work deals with a systematic review of the intrinsic mechanisms used by humans
to fight fungal infections, focusing on chitinases, discussing the main enzymes and
gene polymorphism with them involved. Fungal infections are increasingly common
in the world, being considered one of the main causes of death in immunocompromised
and immunosuppressive patients. Diagnoses and treatments for these infections are
still limited and prophylaxis through vaccines is still far from being achieved. Fungi,
in general, have chitin in their cell wall, the second most abundant polymer in nature,
not found in humans. However, enzymes capable of degrading it, called chitinases, are
synthesized by them. Human chitinases are found in the family 18 of glycosyl
hydrolases, of which only chitotriosidase (QT), mammalian acid chitinase (AMCase)
and di-N-acetyl-chitobiase have chitinolytic activity. QT and AMCase are the most
reported chitinases in humans and differ mainly in terms of the chitin cleavage region
and the immune response that leads to their expression. The enzymatic activity of
chitinases has been observed in several diseases, including fungal infections such as
candidiasis, mycetoma and aspergillosis. It is believed that these enzymes act on the
innate immune system against pathogenic fungi and their absence or inactivity leads
to susceptibility to these organisms. Polymorphisms associated with genes encoding
chitinases, especially QT, have been recently described. The duplication of 24 bp in
exon 10 of the gene that expresses QT results in a protein with enzyme deficiency.
Therefore, this review seeks to gather existing data on fungal infections, their
relationship with chitinases, discussing the influence of gene polymorphisms on the

chitinolytic activity of these enzymes against pathogenic fungi.

KEYWORDS: fungi, endemic mycoses, chitotriosidase, CHIT1
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1 INTRODUGAO/ REVISAO DA LITERATURA

As infecgdes fungicas afetam milhdes de individuos anualmente com muitos deles
apresentando alto risco de morte (Figura 1) (GAFFI, 2016). Apesar de um grande nimero
de infectados demonstrar um quadro relativamente leve, muitos evoluem para 6bito
(Brown et al. 2012). Estudos demostram que os registros dessas infeccdes estdo cada vez

mais frequentes pelo mundo (Richardson & Lass-Florl 2008).

Infeccio fiingica Taxa anual Taxa de letalidade Mortes estimadas

15-20% EUA
>50% mundo em

Meningite criptococica 370.000 desenvolvimento >125.000
. . ~15% em AIDS
>3500. N >250.
Pneumocystis pneumonia 00.000 -50% em nio AIDS 250.000
Aspergilose invasiva >250.000 ~30% de mortalidade s >125.000
tratado
Candidiase invasiva >700.000 ~45% de mortalidade tratada >350.000
. . I ~159 i
Aspergilose pulmonar cronica ~3 milhdes 15% de mortahdade 1o >450.000
mundo desenvolvido
200,
Histoplasmose disseminada >100.000 30./6 e A.IDS’ s¢ >80.000
diagnosticado
. ~350.000 mortes/asma
gilmi?(a;z;;;l 1 sensibilizagdo ~10 milhdes >1% mas sem niumeros 50% relacionado a
& SAFS
Total 14,9 milhdes 1,7 milhdes

Figura 1 — Gravidade das infeccdes flngicas com estimativas de mortes. Fonte: Imagem
adaptada de Global Action For Fungal Infection (GAFFI 2016).

Dentre as inumeras circunstancias que levam individuos sob terapias
imunossupressoras e imunocomprometidos a obito, estdo as infecgbes fungicas invasivas
provocadas por fungos dimorficos e leveduras (Brown et al. 2012). Pesquisas sugerem que
0 aumento dessas infecgdes, especialmente em locais de tratamento intensivo, pode estar

relacionado com a utilizagdo prolongada de dispositivos médicos invasivos e



medicamentos como antibidticos, o que interfere com a microbiota, promovendo condicdes
nutricionais que favorecem a proliferagcdo dos fungos (Morace & Borghi 2010).

Durante a trajetoria da humanidade, essas infec¢gdes foram, majoritariamente, de
carater atipico (Casadevall 2009). Entre as aproximadamente cinco milhdes de espécies
existentes no planeta, apenas 1/ 10.000 é capaz de infectar o homem e provocar alguma
enfermidade (O’Brien et al. 2005). Os fungos que sdo capazes de infectar o homem
ultrapassam os 600 (Brown et al. 2012) e o nimero dessas espécies patogénicas tem

crescido com o passar dos anos.

Doencas Fungicas

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS), publicou pela primeira vez em 2022,
uma lista de patégenos fangicos prioritarios. Entre eles estdo as espécies fungicas
Cryptococcus neoformans, Aspergillus fumigatus, Candida auris, C. albicans,
Nakaseomyces glabrata (C. glabrata), agentes causadores de Eumicetoma, Fusarium spp.,
C. parapsilosis, Histoplasma spp., Mucorales, C. tropicalis, Scedosporium spp.,
Lomentospora prolificans, Coccidioides spp., Pichia kudriavzeveii (C. krusei), C. gattii,
Talaromyces marneffei, Pneumocystis jirovecii e Paracoccidioides spp.

As espécies flngicas mencionadas acima podem causar inumeras infecgoes
fangicas e essas, podem ser classificadas de diversas formas, entre elas pode-se citar as
micoses endémicas, um grupo de infecgdes flngicas causadas por espécies dos géneros
Histoplasma, Blastomyces, Coccidioides, Paracoccidioides, Talaromyces, Sporothrix,

Lacazia e Emergomyces (Thompson et al. 2021).

A histoplasmose, blastomicose, coccidioidomicose, paracoccidioidomicose,
talaromicose, esporotricose, lobomicose e emergomicose, sio nomeadas “endémicas” por
apresentarem ocorréncia frequente em determinadas regifes geogréaficas, compreendendo
0s cinco continentes (Figura 2), estando inseridas entre as causas de morbidade e

mortalidade da populacdo humana (Ashraf et al. 2020).
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Figura 2 — Distribuicdo geogréafica das principais micoses endémicas em humanos. Fonte:
Imagem adaptada de Lee & Lau (2017).

Os organismos causadores destas doencas sdo fungos dimorficos, encontrados
principalmente no solo, adquiridos pelo homem por meio da inalagcdo de esporos fangicos
ou através da pele, sendo capazes de provocar micoses a nivel sistémico (Queiroz-Telles
et al. 2017). Também denominados “endémicos”, esses fungos pertencem a ordem
Onygenales e possuem, principalmente, quatro caracteristicas importantes em comum:
dimorfismo, distribuicdo geografica mundial limitada a algumas éareas, potencial de
provocar doenga no homem e taxas elevadas de mortalidade (Gnat et al. 2021).

Algumas espécies desses géneros sdo especificas de determinadas areas do
mundo, em virtude das condigdes fisicas que o ambiente apresenta em associa¢do com as
suas necessidades apropriadas para a sua sobrevivéncia dentre elas, pH, temperatura,
nutrientes e umidade (Gorris et al. 2018). Estas condi¢des sdo geralmente encontradas em
regides tropicais, que podem coincidir com regides turisticas e areas endémicas para esses
fungos (Panackal et al. 2002). Um estudo que descreveu micoses endémicas sistémicas
entre viajantes internacionais demonstrou que a histoplasmose foi a micose mais frequente
(74%), seguida de coccidioidomicose (20%), blastomicose (4%), talaromicose (2%),
havendo nenhum registro para paracoccidioidomicose (Salzer et al. 2019). Segundo
Tirado-S&nchez et al. (2022), essas micoses estdo cada vez mais comuns entre viajantes e

migrantes, j& que 0 acesso a viagens internacionais tem melhorado.



A epidemiologia exata das micoses endémicas € uma incognita, visto que em
muitos casos elas se apresentam de forma assintomatica ou leve, ndo sendo necessario
intervencdo médica ou a identificacdo do patdgeno, o que pode ocorrer ndo somente pela
negligéncia do paciente, em ndo procurar atendimento médico logo no inicio dos sintomas,
mas também pelo dificil acesso as formas de diagndsticos disponiveis. Em areas de pouca
ou quase nenhuma notificacdo, isso se torna alarmante, ja que sdo doencas com taxas de
mortalidade significativas se ndo tratadas a tempo (Salzer et al. 2018). Em alguns locais,
como Arizona, Lousiana e Minessota, nos Estados Unidos (EUA), as micoses endémicas
como histoplasmose, coccidioidomicose e blastomicose, sdo de notificagdo compulsoria
(Ashraf et al. 2020), enquanto no Brasil, até 0 momento, nenhuma micose esta presente
nessa lista, conforme a ultima atualizacdo, presente na Portaria GM/MS N° 420, de 2 de
marco de 2022. A seguir, serdo apresentados os aspectos gerais de algumas importantes

micoses humanas.

Blastomicose

A blastomicose € causada por espécies fungicas do complexo Blastomyces
dermatitidis (Ireland et al. 2020). Essa micose apresenta-se na forma cutanea (Figura 3) na
maioria dos casos e o quadro clinico varia de acordo com a carga fungica recebida e o

sistema imunoldgico do paciente (Bradsher 2014).

Figura 3 — Blastomicose em sua forma cutanea presente no membro inferior de um

paciente. Fonte: Imagem adaptada de Tschetter (2018).



Coccidioidomicose

A coccidioidomicose (Figura 4) é causada por Coccidioides spp, 0 Gnico género
fungico presente na lista internacional de bioterrorismo (Warnock 2007), transmitidos ao
homem por meio da inalacdo de esporos (Stockamp & Thompson 2015). Essa micose
sistémica pode ser encontrada em areas de clima quente e seco, como no sudoeste dos
EUA, e em areas endémicas da América Central e America do Sul (Diaz et al. 2018), como
no Brasil, onde causou um aumento no nimero de internacdes hospitalares em 2011, um
crescimento de 7,1 por 100.000 habitantes (Giacomazzi et al. 2016).

Figura 4 — Dorso e bragos com papulas de um paciente com coccidioidomicose pulmonar.

Fonte: Imagem adaptada de (DiCaudo et al. 2006).

Cromoblastomicose

A cromoblastomicose € uma micose subcuténea (Figura 5) provocada por fungos
demaceos ou melanizados dos géneros Cladophialophora, Fonsecaea e Phialophora
(Yeoh et al. 2019). Essa doenca é encontrada, principalmente, em regides de climas
tropicais como Brasil, também tendo maior incidéncia em paises como China, Madagascar,

México, Republica Dominicana e Venezuela (Rasamoelina et al. 2020).



Figura 5 — Regido da coxa de um paciente com cromoblastomicose. Fonte: Imagem
adaptada de (Carvalho et al. 2021).

Emergomicose

A emergomicose é segunda micose endémica mais prevalente na Africa do Sul,
depois da esporotricose (Mapengo et al. 2022). As espécies do género Emergomyces
também foram encontradas na América do Norte, Asia e Europa, porém sua ocorréncia
ainda é pouco conhecida. Com o advento de técnicas moleculares, que sobrepdem a
histopatologia, foi demonstrado que casos diagnosticados anteriormente como
histoplasmose, agora revisadas como emergomicose, supdem que a incidéncia seja mais

alta do que se acreditava (Schwartz et al. 2015).

Esporotricose

A esporotricose € uma micose subcutdnea endémica causada, especialmente,
pelos fungos dimorficos Sporothrix schenckii, que estd amplamente distribuido pelo
mundo; S. brasiliensis, especifico do Brasil; e S. globosa, encontrado em paises asiaticos
como China, Coréia e Japdo (Chakrabarti et al. 2015). E a micose endémica de maior
incidéncia na América do Sul, com cerca de 40.000 casos registrado por ano, sendo a mais
prevalente na regido sul da Brasil, além de pertencer a lista de doencas de notificacéo
compulsorio do estado de Sdo Paulo (Bongomin et al. 2017). Os casos de esporotricose,
geralmente, estdo relacionados a pele e ao tecido subcutaneo (Hsu et al. 2012), podendo
apresentar-se em diferentes quadros clinicos, sendo cutaneo-linfatico (Figura 6), o mais

comum, e cutaneo fixo, o de menor frequéncia (Chakrabarti et al. 2015).



Figura 6 — Regido do braco de um paciente com esporotricose cutanea-linfatica

(linfocutanea). Fonte: Imagem adaptada de (Fichman et al. 2018).

Histoplasmose

A histoplasmose (Figura 7) foi descrita pela primeira vez por Samuel Darling em
1906 em um homem que estava a trabalho no Canal do Panama (Darling 1906). E a micose
endémica com maior taxa de distribuicdo, presente na Africa, América Central, América
do Norte, América do Sul, Asia e Oceania, sendo considerada a mais comum (Ashbee et
al. 2008). Com estimativa de 0,1-100 casos/ 100.000 habitantes, possui altos indices de
ocorréncia em regides de climas tropicais imidos e menores taxas em regides de climas
temperados (Rodrigues et al. 2020). Segundo Ashraf et al. (2020), apesar de apresentar alta
endemicidade em diversas areas, a histoplasmose tem distribuicdo mundial, tendo relatos
de casos em inimeros locais.

Em humanos, a principal forma de transmissdo da histoplasmose ocorre pela
inalacdo de esporos de Histoplasma capsulatum var. capsulatum ou H. capsulatum var.
duboisii (Kauffman 2007). Esse patdgeno é encontrado especialmente em regifes como
cavernas, tneis e galinheiros, onde o solo esta contaminado com guano de passaros ou
morcegos (Wheat et al. 2016).

Entre os inUmeros fatores de risco que podem levar a um quadro clinico grave de
histoplasmose estdo a Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS) e a utilizacdo de
medicamentos imunossupressores que, consequentemente afetam o sistema imunologico
do individuo (Russ et al. 2018). Dessa forma, doenca pode ser classificada como
oportunista, visto que na auséncia de uma imunidade eficiente se torna mais dificil a

inibicdo da disseminacdo fungica e do desenvolvimento da infeccdo (LV et al. 2020).



Figura 7 — Regido do nariz com ulcera de um paciente com hisoplasmose. Fonte: Imagem
adaptada de Marques et al. (2013).

Lobomicose ou Lacaziose

A lobomicose ou lacaziose (Figura 8) é causada, principalmente, pela espécie
fangica Lacazia loboi. De acordo com os dados registrados dessa micose, esse fungo é
encontrado, especialmente, em areas de clima amazonico, mas ndo limitado a essas regies
(Lupi et al. 2005). Ainda que o nimero de casos dessa micose tenha se elevado, sua
incidéncia permanece pouco conhecida (Gongalves et al. 2022). O alerta dos viajantes em
relacdo a lobomicose deve ser constante, visto que ha uma laténcia prolongada em casos

dessa doenca (Tirado-Sanchez et al. 2022).

Figura 8 — Mao com nddulos queloidianos de um paciente com Lacaziose. Fonte: Imagem
adaptada de Brito & Quaresma (2007).



Micetoma

Micetoma ou Eumicetoma também é uma micose que afeta os tecidos subcutaneos
(Figura 9), sendo produzida, principalmente, pelos fungos Madurella mycetomatis,
Thrematosphaeria grisea, Acremonium spp., Scedosporium apiospermum e S. boydii,

adquiridos através da inoculagéo traumatica (Karrakchou et al 2020).

&

Figura 9 — Regido do pé de um paciente com micetoma. Fonte: Imagem adaptada de Pereira
et al. (2018).

Paracoccidioidomicose

A paracoccidioidomicose ¢ uma micose endémica (Figura 10) causada por
espécies fungicas dimorficas do complexo Paracoccidioides spp. (Griffiths et al. 2019).
Encontrada, especialmente, em areas de climas tropicais e subtropicais, como a América
Central e a Américo do Sul, a paracoccidioidomicose esta presente no Brasil, localizando-
se em areas rurais da Amazoénia, em particular, como também em outras regides do pais
(Shikanai et al. 2017).

Apesar de ser considerada um problema de salde publica e ter feito parte da lista
nacional de doencas e agravos de notificagdo compulsoria, conforme a Portaria GM/MS
N° 264, de 17 de fevereiro de 2020, atualmente, essa micose ndo compde mais a lista,
segundo a Portaria GM/MS N° 420, de 2 de margo de 2022. Por isto, estimativas mostram
que a paracoccidioidomicose afeta de 3 a 4, podendo alcancar 40 pacientes/ 100.000
habitantes/ ano, sendo a principal micose sistémica que leva a hospitalizagcdo e morte no
Brasil (Shikanai et al. 2017).



Esta micose tem relevancia na clinica e na saude publica uma vez que ela acomete
individuos imunodeprimidos, tais como submetidos a tratamentos quimioterapicos,
transplantes e aqueles que apresentam a sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS)
(Prado et al. 2009). Além disto, a paracoccidioidomicose causa serios problemas
socioecondmicos uma vez que ela, muitas vezes, incapacita trabalhadores em idade

produtiva para o trabalho, principalmente em areas rurais (Kioshima et al. 2021).

Figura 10 — Mucosa oral de um paciente com paracoccidioidomicose. Fonte: Imagem
adaptada de Florez & Cardona-Castro (2015).

Talaromicose

A talaromicose é provocada pelo fungo Talaromyces marneffei (Penicillium
marneffei), endémica no Sudeste Asiatico (Le et al. 2017), apresenta baixos registros ou
casos pouco conhecidos e esta entre as micoses mais negligenciadas. Associada a pobreza
e a pacientes imunocomprometidos (Narayanasamy et al. 2021), a talaromicose apresenta
alto risco de vida para aqueles que estdo com o sistema imunolégico debilitado, como
individuos com AIDS, apresentando um elevado nivel de letalidade, que varia de 11 a21%
(Le etal. 2017).

Diagnostico de infeccdes fungicas

Os diagnosticos laboratoriais para as micoses sistémicas ainda sao limitados e em
alguns casos, ndo acessiveis a todos os centros de satde (Caceres et al. 2022). Por exemplo,
algumas técnicas exigem analises especializadas, como histopatologia e analises

moleculares, e longo tempo até a obtencdo do resultado, como cultura do patdgeno a partir
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da amostra bioldgica do paciente (Wheat 2009). Estes fatores podem ser determinantes
para 0 sucesso da terapia, uma vez que quanto mais rapido for diagnosticado o agente
patogénico, maiores serdo as chances de éxito no tratamento.

De modo geral, podem ser citadas inimeras formas de diagndstico utilizado para
a identificacdo dos fungos causadores das micoses sistémicas, Como 0s ensaios comerciais
independentes de cultura (deteccdo de antigenos ou anticorpos), as técnicas moleculares
(PCR convencional, PCR quantitativo, LAMP, entre outros), PCRs de amplo alcance
(também conhecido como panfungicos) e o sequenciamento de préxima geracao (Valero
et al. 2022). Outra técnica molecular que vem sendo citada, por ser econdmica e rapida, é
0 nested-PCR, um teste capaz de detectar diretamente do sangue o DNA fungico (Siqueira
& Almeida, 2018). Entretanto, como discutido anteriormente, nem sempre estas técnicas
sofisticadas estdo disponiveis na maioria dos centros de salde, principalmente se
considerarmos que estas micoses ocorrem em paises subdesenvolvidos, com areas cujo o

sistema de salde é precario ou inexistente.

Estratégias de tratamento para as infeccGes fungicas

Ainda que o ser humano possua defesas imunoldgicas inatas e adaptativas muito
eficazes contra as infec¢Bes fungicas invasivas, os fungos ainda podem evadir destas
defesas e infecta-lo. Algumas caracteristicas destes patdgenos podem contribuir para o
sucesso da infecgéo: ser capazes de tolerar altas temperaturas (a partir de 37 °C); penetrar
as barreiras fisicas do hospedeiro ou evadi-las; degradar elementos do tecido humano por
meio de enzimas, sendo capazes de absorvé-los; e possuir componentes em sua parede
celular capazes de despistar as células do sistema imunolégico do hospedeiro (Kohler et
al. 2017).

Segundo Tirado-Sanchez et al. (2022), as formas mais eficazes de terapias
antiflngicas, principalmente para micoses endémicas, ainda sdo pouco conhecidas, ja que
até o momento ainda se procura pelos ensaios terapéuticos ideais. Classicamente, a terapia
antifingica baseia-se em duas classes: poliénicos e os azéis (Colombo et al. 2013). Os
antifngicos azdélicos, como o itraconazol, fluconazol e miconazol, interferem na
biossintese do ergosterol que é um importante componente da membrana celular dos
fungos. Considerando que eles atuam interferindo na producdo desta molécula, eles tém
atividade fungistatica, ou seja, impedem o crescimento do fungo. Por outro lado, 0s

poliénicos, sendo as formulagdes de anfotericina B um dos farmacos mais usados desta
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classe, atuam na parede celular do fungo, formando poros e levando a célula a morte (Souza
& Amaral 2017).

Embora a medicina tenha evoluido no tratamento para diversas doencas graves, a
vulnerabilidade a infec¢Bes fungicas de carater invasivo surgiu como consequéncia desse
avanco, pois muitas vezes, as micoses oportunistas que acometem estes pacientes
necessitam do uso prolongado para a terapia, podendo levar ao desenvolvimento de
resisténcia. Diante disto, o diagndstico e tratamento para essas infeccdes ainda carecem de
aperfeicoamento (Kohler et al. 2017).

Inimeros estudos estdo sendo realizados para a criagdo de uma vacina profilatica
e/ ou terapéutica contra infeccbes fungicas, como o0 imunizante para a
paracoccidioidomicose. Uma das pesquisas relacionadas a ele refere-se ao peptideo P10,
procedente de uma glicoproteina de 43kDa do Paracoccidioides brasiliensis (Taborda et
al. 1998). Estudos demonstraram que o P10 em combinacdo com outros farmacos
conseguiu inibir o crescimento fingico nos pulmdes de camundongos, demonstrando-se
um agente promissor para a formulacdo de um imunizante (Travassos & Taborda, 2012).
Também foi relatada uma protecdo antiflngica gerada a partir do teste de um imunizante
que apresenta em sua composi¢do a proteina recombinante de choque térmico 60 (rHsp60)
de Histoplasma capsulatum (Rossi et al. 2019).

Entretanto, ainda que muitas pesquisas estejam sendo realizadas, ndo ha previséo,
a médio prazo, de profilaxia por meio de vacinas e, embora haja diversos tratamentos
antifangicos que parecem ser eficazes contra infecgdes flngicas, as estimativas de
mortalidade permanecem muito elevadas (Lionakis et al. 2010).

Apesar dos antifungicos disponiveis, ha ainda uma limitacdo do tratamento
quando se pensa em tratar individuos com casos graves para estas doencgas, como pacientes
imunocomprometidos e aqueles em tratamento contra cancer (Armstrong-James et al.
2017). Estratégias mais modernas visam 0 uso da imunomodulacdo como possibilidade
terapéutica (Sam et al. 2018). Esta abordagem procura melhorar a resposta do sistema
imunoldgico do individuo para otimizar o tratamento. Para isto, sdo usadas terapias
baseadas em citocinas, como o interferon gama, vacinas e imunoterapia celular. Nesta
modalidade terapéutica, os fagocitos sdo alvos terapéuticos importantes devido a
possibilidade de modulacdo da sua atividade por meio de imunomoduladores (Armstrong-
James et al. 2017).

Outra abordagem envolve pesquisas relacionadas as quitinases, que sdo enzimas

produzidas pelos seres humanos capazes de hidrolisar a quitina, um componente da parede
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celular fngica, como forma de diagndstico e tratamento para infeccdes fungicas. Essas
enzimas sao produzidas assim que o polimero € localizado, seja de uma parede fangica ou
do exoesqueleto de artropodes (Patel & Goyal 2017). Com base nisso, sugere-se que a
resposta imunologica inata é induzida a partir da liberacdo de particulas resultantes da
degradacéo de quitina (Kuusk et al. 2017).

Estudos demonstraram que a quitinase ‘“quitotriosidase”, em sua forma
recombinante, apresentou potencial antifingico em testes in vitro e in vivo, podendo ser
considerada como uma possivel estratégia terapéutica por meio da terapia génica (Gordon-
Thomson et al. 2009).

Contudo, apesar de as quitinases serem potencialmente um mecanismo de defesa
importante contra as infec¢Bes fungicas, com o avango dessas pesquisas, polimorfismos
que afetam a sua atividade enzimatica também vém sendo descritos. Entre eles, 0 mais
citado € a duplicacdo de 24 pb no gene CHIT1 que codifica para uma quitotriosidase. O
produto resultante dessa expressdo € uma enzima incapaz de exercer sua funcdo de forma
eficiente, tornando o ser humano mais vulneravel a infec¢@es fungicas (Boot et al. 1998).
Partindo-se do principio de que uma alteragdo na fungdo dessas enzimas degradadoras de
quitina pode ter influéncia com as infecgBes fungicas, nesta revisdo serd demonstrada a
relacdo das quitinases com essas infec¢fes e discutida a influéncia de polimorfismos
génicos na atividade quitinolitica contra fungos patogénicos humanos.

Este trabalho trata de uma revisdo sistematica sobre 0os mecanismos intrinsecos
usados pelos seres humanos para combater as infec¢des fungicas, com foco nas quitinases,

discutindo as principais enzimas e polimorfismo génicos com elas envolvidos.
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2 JUSTIFICATIVA

As infecgdes fangicas estdo cada vez mais frequentes e afetam milhGes de
individuos anualmente, podendo levar a morte ou a um quadro clinico extremamente grave
(Brown et al. 2012). A descoberta de quitinases como enzimas capazes de degradar a
quitina, em seres humanos, foi um importante passo para melhor entender de que forma
prosseguir e, talvez, melhorar e/ ou aumentar as possibilidades de terapias antifingicas e
diagndsticos existentes. Porém, polimorfismos que alteram a atividade enzimaética das
quitinases, tornando-as inativas, tém sido comumente descritos. Entre eles pode-se citar a
duplicacdo de 24 pb no exon 10 do gene, que expressa a quitotriosidase, responsavel pela
formacéo de uma proteina com deficiéncia enzimatica. Logo, é possivel que a inatividade
resultante dessa alteracdo genética torne os individuos mais vulneraveis as infecgdes
fangicas. Com isso, muitos pesquisadores tém buscado entender de que forma essas
enzimas realmente atuam no organismo humano. Apesar disso, 0s dados sobre quitinases
e sua relacdo com infecgdes fungicas ndo sao tdo relatados como sua associacdo a outras
doengas. Desta forma, esta reviséo busca reunir dados existentes sobre infec¢fes fungicas
e sua relagcdo com as quitinases discutindo a influéncia de polimorfismos génicos na
atividade quitinolitica dessas enzimas contra fungos patogénicos. Especula-se que o
entendimento da influéncia do polimorfismo sobre a producéo das quitinases possa ser uma

informacao importante para a conduta de uma terapia antifangica mais eficiente.
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3 OBJETIVOS

Objetivo Geral
Relacionar, por meio de uma revisdo bibliogréfica sistematica, as quitinases humanas e sua

associacao com as infecg@es fungicas.

Obijetivos Especificos

a) Realizar a busca de documentos indexados em bases de dados cientificas;

b) Selecionar os documentos identificados;

c) Elaborar a revisdo sistematica;

d) Verificar quais as quitinases ativas estao presentes em seres humanos;

e) Investigar a atuagdo das quitinases humanas em infecgdes fungicas;

f) Identificar os polimorfismos génicos associados as quitinases humanas;

g) Analisar a influéncia de polimorfismos génicos na atividade das quitinases em

infecgdes fungicas.

15



4 METODOS

Tipo de estudo

Este estudo trata-se de uma revisdo sistematica. Para a execugdo deste trabalho,
foram utilizados documentos cientificos indexados em bases de dados usando uma
estratégia de busca definida. Foram usados artigos cientificos originais e de revisdo
indexados nas seguintes bases de dados: Scopus (Elsevier), Scientific Eletronic Library
Online (SciELO), U.S National Library Of Medicine (PubMed) e Google académico. De

modo geral, 0 processo esta demonstrado no fluxograma da Figura 11.

Selegdo datematica
v
Selegdo das palavras-chave
v

Planejamento

v

Escolha dos bancos de dados
v

Identificagio de buscas

v

Triagem nas bases de dados
v

Selegdo dos artigos

v

Selecdo de critérios de exclusido

Artigos incluidos Artigos excluidos Artigos néio selecionados

\

Analise dos dados
v
Interpretacdo dos dados
v
Texto final

Figura 11 — Fluxograma do processo de revisao utilizado.
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Amostras
Artigos cientificos com abordagem e relacdo com as infeccdes fungicas,

tratamentos, quitinases e polimorfismos em genes relacionados a essas enzimas.

Selecédo das palavras-chave

As palavras-chave foram selecionadas a partir de um conhecimento prévio da
tematica, de forma que apresentassem relagdes entre si, delimitando ao méaximo as
amostras.

Para as buscas dos documentos nas bases de dados, foi delimitado um periodo de
dez anos, extrapolando se necessario, no caso de escassez de dados, e usados termos em
Inglés de acordo com as estratégias abaixo:

Estratégia 1: fungal infection + incidence (infec¢des flngicas + incidéncia)
Estratégia 2: fungal infection + treatment (infeccdes flngicas + tratamento)
Estratégia 3: human chitinases (quitinases humanas)

Estratégia 4: human chitinases + fungal infection (quitinases humanas + infec¢fes
fangicas)

Estratégia 5: chitotriosidase (quitotriosidase)

Estratégia 6: chitl (gene quitinase 1)

Estratégia 1: mycosis + incidence (infec¢des fungicas + incidéncia)

Estratégia 2: mycosis + treatment (infecgdes fungicas + tratamento)

Estratégia 1: polymorphism + chitinase (polimorfismo + quitinase)

Estratégia 2: polymorphism + fungal infection (polimorfismo + infec¢des fungicas)

Critérios de exclusao

Os critérios de exclusdo foram os artigos que ndo estavam acessiveis para baixar
tanto pelos periddicos da CAPES como diretamente no site das revistas cientificas, além
de limitacdo maxima dos artigos para que fossem relacionados a seres humanos e que 0s

termos de buscas tivessem relacéo entre si nos artigos.
Andlise, interpretacdo dos dados e texto final

Apds a triagem nos bancos de dados, os artigos selecionados foram lidos e

analisados para a iniciar a redagéo da revisdo sistematica.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Conforme apresentando na Tabela 1, milhares de artigos foram encontrados, ao
analisar o nimero de registros de cada palavra-chave utilizada. Entretanto, sabe-se que ao
limita-los a critérios de excluséo, selecionando 0s mais recentes possiveis e relacionando
as palavras-chave entre si, esse numero reduz significativamente (Tabela 3). Por exemplo,
ao comparar o termo “mycosis”, com 148.261 artigos encontrados no Pub Med, adicionado
ao termo “endemic”, percebe-se que a quantidade de registros diminuiu mais de 80%,
chegando a 26.198 artigos. Para esta revisdo, foram utilizados cerca de 131 artigos originais

e de revisdo, selecionados ap0s a triagem nos bancos de dados eletrénicos.

Tabela 1 — Palavras-chave usadas nas buscas nas bases de dados eletrdnicas Scopus
(Elsevier), Scientific Eletronic Library Online (SciELO), U.S. National Library Of

Medicine (PubMed) e Google académico.

N° Termos utilizados N° de artigos encontrados por termo
Pub Med SciELO  Google Scholar Scopus

1 Fungal infection 162.036 697 ~ 3.330.000 3.234
2 Mycosis 148.261 557 ~310.000 29
3 Endemic mycosis 26.198 88 ~27.700 125
4 Treatment fungal infection 88.284 212 ~3.130.000 11.517
5  Diagnosis fungal infection 80.714 182 ~1.700.000 6.355
6 Chitinases 8.536 50 ~104.000 136

Human chitinases 2.468 3 ~77.800 8.731
8  Chitotriosidase 6.514 7 ~7.360 0
9  Chitinase fungal infection 411 2 ~55.500 3.339
10 Chitl 221 1 ~3.790 0
11 Polymorphism chitinase 212 0 ~25.400 571
12 Polymorphism fungal infection 2.380 2 ~171.000 3.589

Tabela 2 — Numero de artigos utilizados para a descri¢ao de cada enzima mencionada nesta

dissertagdo manuscrito.

Enzimas
QT AMCase YKL-39 VYKL-40 Ovidctina SI-CLP Di-N-Acetil-Quitobiase
Ne 20 9 2 10 4 3 1
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Tabela 3 — Quantidade de artigos selecionados, ndo selecionados e excluidos apos leitura

e aplicacdes dos critérios de exclusdo.

N° por banco de dados Total
Pub Med SciELO Google Scholar Scopus
Selecionados 71 13 44 3 131
Nao selecionados* 31 19 46 2 98
Excluidos* 94 22 117 9 242

*Os artigos ndo selecionados foram aqueles que ndo estavam relacionados a seres humanos

*Qs artigos excluidos foram aqueles que ndo estavam relacionados a infec¢des flngicas

Por meio dessa pesquisa, notou-se que o numero de pacientes acometidos por
doencas que afetam o sistema imunoldgico tem aumentado nos Gltimos anos (Queiroz-
Telles et al. 2017). Este aumentou vem acompanhado também, pelo aumento no nimero
de infeccOes fangicas oportunistas. Diante desta problematica, tem-se a necessidade de se
buscar terapias mais eficientes contra estas doencgas. Dentre as abordagens usadas, as
quitinases poderiam ser foco de investigacdo para serem usadas para este proposito
(Goncalves et al. 2022).

Quitinases

As quitinases sdo enzimas responsaveis pela clivagem da quitina presente na
parede celular dos fungos, incluindo os patogénicos humanos (Bussink et al. 2007). A
quitina € um biopolimero caracterizado por ser formado de varias unidades de N-
acetilglucosamina (GIcNAc) unidas por meio de ligagdes do tipo B-1,4 (Figura 12) (Hall
et al. 2008). E um polimero que apresenta elevado grau de insolubilidade e é considerado
0 segundo polissacarideo de maior abundancia na natureza, sendo o primeiro a celulose
(Gooday 1990). Ele esta presente na parede celular de fungos, além de ser encontrado em
insetos e nematoides e € um dos principais constituintes do sistema estrutural desses

organismos (Guan et al. 2009).
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Figura 12 — Estrutura quimica da quitina. Adaptado de Hall et al. (2008).

Dados sugerem que a quitina ndo é encontrada em mamiferos, visto que esses
organismos sdo desprovidos de mecanismos capazes de sintetiza-la (Hall et al. 2008).
Ainda que haja essa incapacidade, a producdo de enzimas aptas a degradar o polissacarideo
foi identificada no homem (Manno et al. 2014). O conhecimento de genes que expressam
quitinases ndo havia sido previsto, ja que na auséncia desse polimero ndo se esperava
encontrar enzimas que o degradassem pelos seres humanos (Hall et al. 2008).

Por meio da semelhanca da sequéncia de aminoacidos, as quitinases podem ser
classificadas nas familias 18 e 19 das glicosil hidrolases (GH), agrupadas pela capacidade
de degradar tanto quitina quanto quitodextrina (Guan et al. 2009). Estudos mostraram a
acao quitinolitica também nas familias 20 (Kubota et al. 2004) e 48 das glicosil hidrolases
(Fujita et al. 2008).

Na familia 19 GH sdo encontradas as quitinases presentes, especialmente, em
plantas (Hall et al. 2008). Somente na familia 18 GH é que estdo localizadas as quitinases
humanas, das quais, se pode citar a: quitotriosidase (QT ou quitinase 1), quitinase mamifera
acida (AMCase ou TSA 1902), proteina 1 semelhante a quitinase-3 (YKL-39), proteina 2
semelhante a quitinase-3 (YKL-40), oviductina, Di-N-acetil-quitobiase e SI-CLP (Guan et
al. 2009).

Apesar de serem sete as quitinases humanas, apenas trés enzimaticamente ativas
sdo relatadas em seres humanos (Guan et al. 2009): QT, AMCase (Aam et al. 2010) e di-
N-acetil-quitobiase (Fisher & Aronson 1992). Duas caracteristicas importantes e que
diferem ambas as enzimas, QT e AMCase, sdo: a regido de ligagdo a quitina, que define a
QT como exoquitinase e a AMCase, endoquitinase (Felse & Panda 2000); e a resposta
imunoldgica, na qual a QT é produzida a partir de uma resposta Th1l e a AMCase Th2 (Pan
2012).
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Os outros membros da familia 18 GH sdo chamados de quitolectinas (lectinas
semelhantes a quitinase) ou proteinas semelhantes a quitinase, visto que sédo desprovidas
do residuo catalitico de &cido glutdmico e ligam-se a lectina (Guan et al. 2009).

Outra forma de classificacao das quitinases é feita por meio da regido onde ocorre
a clivagem da quitina, classificando-as em endoquitinase e exoquitinase (Figura 13). A
quitinase capaz de hidrolisar quitina em sitios internos é chamada de endoquitinase, que
cliva de modo aleatorio ligagdes em regibes internas da quitina gerando multimeros de
GIcNAc, como quitotetraose, quitotriose e quitobiose. Enquanto, a quitinase que exerce
fungdo catalitica no processo de clivagem da quitina, seja a partir da extremidade nao
redutora, produzindo quitobiose ou da extremidade redutora, produzindo quitotriose, €

denominada exoquitinase (Cohen-Kupiec & Chet 1998).

exoquitinase
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Figura 13 — Regides de clivagem do polimero quitina por endoquitinase e exoquitinase.
Adaptado de Stoykov et al. (2014).

Em mamiferos, supbe-se que as quitinases sintetizadas sejam responsaveis por
defendé-los de quitinas oriundas do meio externo, como aquelas presentes em fungos,
nematoides e artropodes (Patel & Goyal 2017). Essa defesa ocorre por meio da clivagem
das quitinas, especialmente as patogénicas, com objetivo de expulsa-las do organismo
hospedeiro (Tjoelker et al. 2000).

Apesar disso, em outros organismos, as quitinases podem exercer outras fungdes.
Algumas bactérias, por exemplo, Vibrio cholerae, que compde a microbiota intestinal de
peixes, sao capazes de produzir quitinases, assim como outras moléculas, com o objetivo
de ajudar o seu hospedeiro na alimentagdo ao degradar a quitina presente no alimento
(Senderovich et al. 2010).
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Diferentemente em humanos, as quitinases podem ser vistas como integrantes da
imunidade inata, visto que ainda ndo ha relatos da presenca de quitina em animais
vertebrados e assim, o sistema imunoldgico inato pode identificd-la como uma particula
desconhecida (Kuusk et al. 2017). Essa identificacdo pode ocorrer por meio de macrofagos,
que ativardo as defesas do organismo, promovendo a sintese de citocinas que estimulara o
recrutamento de neutréfilos (Patel & Goyal 2017). Quando ocorre a ativacao do sistema
imunoldgico inato, o pH do meio extracelular reduz e a acidez gerada aciona essas enzimas
degradadoras de quitina que neutralizardo 0s organismos portadores desse polissacarideo
que estdo invadindo o hospedeiro (Tjoelker et al. 2000).

Apesar disso, uma hipotese supde que haja outro polissacarideo em mamiferos,
semelhante a quitina estruturalmente, onde as quitinases exercem sua atividade
quitinolitica. Esses pesquisadores se baseiam em dados que demonstram que dominios de
ligacdo a quitina (ChtBDs) também estdo presentes em outros integrantes da familia das
glicosil hidrolases, além de peptidases e glicoproteinas (Patel e Goyal 2017). Além disso,
estudos propdem que as quitinases e as proteinas semelhantes a quitinases, ao longo do
tempo, desenvolveram-se de forma a proteger o ser humano de doengas inflamatorias e
fibréticas, visto que quitinases sdo expressas em regifes onde organismos que possuem
quitina ndo sdo encontrados (Mazur et al. 2021). A seguir, serdo apresentadas algumas
quitinases descritas nos seres humanos e sua relagdo com as infecc¢des fungicas. Delas, a

quitotriosidase é a que tem mais estudos publicados.

Quitotriosidase

A quitotriosidase (QT ou CHIT1) é uma das quitinases com atividade quitinolitica
integrante da familia 18 GH (Bussink et al. 2007), classificada pela Enzyme Commission
(EC) sob o nimero 3.2.1.14 (Henrissat 1991). O gene que a codifica situa-se no
cromossomo 1g31-32, contendo 12 éxons, sendo denominado CHIT1 (Boot et al. 1998).

A QT é sintetizada e liberada na circulacdo sanguinea na forma proteica de 50kDa
(Renkema et al. 1995). Tanto a sintese como a liberacdo da QT na forma de 50kDa sdo
realizadas, principalmente, por macréfagos e, quando armazenadas em seus lisossomos,
sdo convertidas para a isoforma de 39kDa (Renkema et al. 1997). Essa expressao é
estimulada pelo fator estimulador de colénias de macréfagos de granulécitos (GM-CSF)
(van Eijk et al. 2005) e seu armazenamento nao € instantaneo, visto que se estimulados, 0s
macrdfagos sdo capazes de produzir altos niveis da enzima, possivelmente indicando que

a presenca da quitina seja necesséria para a sua expressao (Boot et al.1995). Apesar de
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apresentar duas formas, 39kDa e 50kDa, apenas a primeira possui uma capacidade maior
de aderir as moléculas de quitina. 1sso pode ser explicado pela presenca de uma extenséo,
dominio de ligacdo a quitina C-terminal, na forma de 50kDa, ausente na isoforma de 39kDa
(Renkema et al. 1997).

Os primeiros registros da QT ocorreram em macréfagos provenientes de
individuos com doenca de Gaucher (Hollak et al. 1994). Apos ser purificada (Renkema et
al. 1995) e clonada (Boot et al. 1995), a enzima foi chamada de quitotriosidase,
referenciando o gene que a codifica, além de refletir sua atividade quitinolitica ao degradar
quitotriose (Hall et al. 2008).

A QT é utilizada como marcador bioquimico de muitas doencas, como a doenca
de Gaucher, onde os macréfagos apresentam altos niveis de quitinase (Bussink et al. 2006).
Apesar de estar associada a essas células, devido a doenga mencionada, novos dados
revelam que a QT esteja presente em células como neutréfilos (Boussac & Garin 2000),
células de Kuppfer (Malaguarnera et al. 2006) e osteoclastos (Di Rosa et al. 2014).

Um estudo demonstrou que, além de ser identificada como quitinase primaria,
sendo encarregada pela acdo quitinolitica no pulmdo, sua expressdo é geneticamente
dependente podendo também ser influenciada pelo hébito de fumar, visto que a atividade
enzimatica e a expressdo do gene que a codifica demonstrou-se elevada em fumantes
(Seibould et al. 2008).

Também foi relatado que ocorre a expressao de QT em glandulas lacrimais de
humanos e nos olhos de camundongo e que a presenca de sal nas lagrimas de humanos nédo
afeta sua atividade enzimatica. Foi a primeira vez que houve um relato de expressdo de QT
nos olhos. Outras quitinases e proteinas semelhantes a quitinases ndo foram relatadas.
Porém, ndo ha dados que possam confirmar uma a atividade enzimética nas lagrimas (Hall
et al. 2008).

A QT, como ja mencionado, é uma enzima capaz de degradar quitina e, portanto,
vem sendo relacionada as respostas imunes contra patdgenos providos desse polissacarideo
(Greenwell-Wild et al. 2012). Sendo conhecida por degradar quitotriose (Hall et al. 2008),
geralmente, o produto resultante da atividade enzimética da QT é a quitobiose, 0 NAG2
(Eide et al. 2013).

Devido a sua capacidade de hidrolisar quitina, é possivel que seres humanos que
ndo a possuem ou apresentem alteracdo em sua atividade enzimatica sejam mais suscetiveis

a terem formas mais graves de infeccdes fungicas (Masoud et al. 2002). Foi demonstrado
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gue uma reducdo na atividade enzimatica da QT pode elevar o risco de algumas infeccGes
fangicas como o micetoma causado pela M. mycetomatis (Verwer 2015).

Estudos que observaram a atividade da forma recombinante da QT humana
demonstraram que houve uma inibicdo no crescimento de espécies fungicas, como
Cryptococcus neoformans e Mucor rouxii. Além disso, foi observado que a transicdo de
Candida albicans de levedura para a forma micelial foi totalmente inibida pela presenca
da enzima (van Eijk et al. 2005).

Contudo, é demonstrado que a fungdo quitinolitica da QT ndo esta associada
somente aos casos de infec¢Bes fungicas, visto que niveis elevados de sua atividade
enzimatica foram observados em infec¢bes provocadas por bactérias gram-negativas e
gram-positivas, apesar de seu papel ainda ser pouco elucidado (Labadaridis et al. 1998). A
QT também foi observada na linfa, linfonodos, medula 6ssea e pulméo de humanos, e no
trato gastrointestinal de camundongos (Boot et al. 2005).

Quitinase Acida de Mamiferos

A quitinase &cida de mamiferos (AMCase), assim como a QT, pertence a familia
18 das glicosil hidrolases (Bussink et al. 2007) sob o0 nimero 3.2.1.14, conforme a Enzyme
Commission (EC) (Henrissat 1991). A AMCase foi a segunda quitinase clonada de
mamiferos, recebendo o nome de quitinase acida de mamiferos por apresentar atividade
em meios de pH &cido. O gene que codifica a AMCase em humanos € chamado de gene da
quitinase &cida, conhecido como CHIA, sendo encontrado no cromossomo 1p13 (Boot et
al. 2001).

O gene da AMCase encontra-se expresso na glandula parotida e no estdmago de
camundongos (Goto et al 2003), no suco gastrico humano (Paloetti et al. 2007), nos
pulmdes e na mucosa gastrica humana (Cozzarini et al. 2009). Propde-se que a expressdo
da AMCase no trato gastrointestinal de um organismo saudavel, tenha como funcéo a
defesa contra organismos quitinosos e o auxilio na digestdo de alimentos que possuem
quitina em sua composi¢do (Mazur et al. 2021).

A AMCase, em humanos, é enzimaticamente ativa, sem sofrer alteracfes, em
meios com pH 4-5, sendo considerada, principalmente, uma exo-quitobiase. A enzima tem
a forma B de quito-oligossacarideos (4-6 meros) como substrato preferencial, assim como
os produtos finais da hidrolise sdo anomeros 3 (Chou et al. 2006). Estudos demostraram
que também ocorre expressdao de AMCase inativas no pulméo, porém sem perda do

dominio de ligacéo a quitina (Seibould et al. 2008).
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YKL-39

A quitinase-3-like-2 (YKL-39 ou Proteina de Condrdécitos 39) é uma proteina de
39kDa que ndo apresenta atividade quitinolitica. O gene que expressa a YKL-39 esta
localizado no cromossomo 1g13.3 (Guan et al. 2009).

Essa proteina foi isolada pela primeira vez de um meio de cultivo de condrocitos
da cartilagem humana, onde, ap6s uma analise de sua sequéncia de aminoacidos,
demonstrou ser homologa a YKL-40. Também foi encontrada em sinovidcitos, células do
pulmdo e do coracdo. Embora, haja uma similaridade entre as proteinas, ambas diferem
pela capacidade de ligacdo a heparina, que esta ausente em YKL-39 (Hu et al. 1996). As

informacdes relacionadas a essa proteina ainda sdo muito escassas.

YKL-40

A quitinase-3-like-1 (CHI3L1/YKL-40) é de papel pouco conhecido. O termo
YKL-40 foi determinado a partir dos trés aminoacidos N-terminais da proteina: tirosina
(Y), lisina (K) e leucina (L); e do seu tamanho de 40kDa (Mazur et al. 2021).

Apesar de ser capaz de se aderir a quitina, a YKL-40 n&do apresenta atividade
enzimaética, e seu carater inativo é resultado de uma mutacao do acido glutdmico catalitico
(Greenwell-Wild et al. 2012). Essa mutacdo alterou Aspll7 e Glull9 para Alall7 e
Leull9, gerando uma proteina enzimaticamente inativa (Fusseti et al. 2003).

A YKL-40 também é conhecida como glicoproteina-39 da cartilagem humana
(HC-gp39) (Hakala et al. 1993) e estudos sugerem que a proteina possa ter alguma funcéo
durante a inflamacao e remodelamento em tecidos (Guan et al. 2009).

Além de ndo hidrolisar quitina, mas ser capaz de aderir-se ao polissacarideo, a
YKL-40 também se liga a outras moléculas como heparina, hialuronano, colageno tipo | e
lectina (Guan et al. 2009). Essa proteina, assim como as outras, também é produzida
durante o processo de diferenciacdo dos mondécitos em macréfagos (Greenwell-Wild et al.
2012), porém pode ser expressa em outras células como células semelhantes a fibroblastos
(Johansen et al. 2000), células tumorais (Pelloski et al. 2005), sinoviocitos e condrécitos
(Johansen 2006).

A restauragdo da atividade da quitinase a partir da alteragdo dos sitios mutados,
ou seja, de Alall7 e Leull9 para Aspl117 e Glull9, na Proteina da Glandula Mamaria-40,
ortologo de YKL-40, de bdfalo foi analisada. Contudo, nenhuma atividade foi observada
(Singh et al. 2019).
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Em um estudo sobre a presenca de quitinases em glandulas salivares (Greenwell-
Wild et a. 2012), a YKL-40 foi uma das enzimas observadas, apresentando expressdo
elevada, cerca de oito vezes maior, durante o estagio grave da Sindrome de Sjogren (SS),
uma doenca autoimune. Isso prop8e que, além dos macrofagos, células que as expressam,
colaboram com uma relevante participacéo nas defesas imunoldgicas na SS, essas enzimas
também possuem um papel imunoldgico, ainda que pouco descrito.

A glicoproteina também apresentou niveis elevados em pessoas com transtorno
bipolar (Sabin et al. 2019), um distdrbio mental grave que leva a altera¢6es no humor (Price

& Marzani-Nissen 2012), podendo até ser utilizado como marcador bioquimico da doenca.

Oviductina

A oviductina (glicoproteina especifica do oviduto) é uma proteina 120kDa,
considerada a maior dentre as integrantes da familia 18 das glicosil hidrolases (Rapisarda
et al. 1993). E expressa pelo gene MUCY, assim chamado devido a oviductina possuir
algumas semelhancas as mucinas epiteliais, sendo a Unica quitinase a apresentar essas
caracteristicas (Lapensee et al. 1997). O gene que a codifica esta localizado no cromossomo
1g13.2 (Guan et al. 2009).

A oviductina é produzida por células presentes no epitélio do oviduto e secretada
no limen oviductal (Rapisarda et al. 1993). Apesar disso, sua funcdo ainda é pouco
conhecida (Mazur et al. 2021).

SI-CLP

A SI-CLP (proteina semelhante a quitinase de interacdo com estabilina-1) € uma
quitolectina pertencente a familia 18 das glicosil hidrolases. Essa quitolectina também é
chamada de proteina 1 contendo dominio de quitinase e apresenta um tamanho de 44.9kDa,
sendo produzida por macréfagos (Kzhyshkowska et al. 2006).

O gene responsavel por sua expressao esta localizado no cromossomo 11p15.5
(Guan et al. 2009) e a proteina também é expressa em células Raji, Jukart, tumorais e T
CD3+ (Mazur et al. 2021). Assim como a maioria das quitinases, a SI-CLP ¢ de funcéo

pouco conhecida.

Di-N-acetil-quitobiase
Ao contrario da AMCase, a di-N-acetil-quitobiase (também descrita como N-

acetil-glicosaminidase) tem o a-andmero de quito-oligossacarideos (3-6 meros) como
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substrato preferencial (Aronson & Halloran 2006). Até o0 momento, poucos dados foram

encontrados sobre essa proteina, apesar de ser considerada enzimaticamente ativa.

Quitinases em infeccdes fungicas

Embora ndo esteja completamente elucidado, acredita-se que as quitinases tenham
uma contribuicdo importante para proteger o organismo humano contra as infeccdes
fangicas. Em micetoma por M. mycetomatis, o patégeno adentra o tecido subcutaneo do
hospedeiro através da inoculagdo traumaética e ao se desenvolver, tem como resultado
estruturas denominadas gréos. Possivelmente, essas estruturas sdo elementos que atuam
contra as defesas imunoldgicas do organismo. Foi demonstrada a presenca de quitina nos
gréos formados e que, além do polissacarideo, as quitinases AMCase e QT também foram
detectadas em torno dessas estruturas como resposta a presenga do patdgeno. Essas
enzimas foram encontradas em regides proximas as hifas flangicas, as quais sdo
constituidas de quitina, sugerindo uma quimioatracdo (Verwer 2015).

Em ceratite fingica provocada por C. albicans em camundongos, foi observado
que a YKL-40 apresentou uma fungdo protetora notavel contra o patdgeno, provocando até
a sua morte, podendo ser utilizada como meio terapéutico futuro. Esse estudo é considerado
0 primeiro a demonstrar que a YKL-40 exerce uma funcdo imunomoduladora,
influenciando no sistema imune inato, contra microrganismos fungicos que afetam a cornea
(Gao & Yu 2015). Esta enzima também apresentou papel importante em estudos
envolvendo camundongos knockout para esta enzima, 0s quais apresentaram um grave
comprometimento quando infectados por Streptococcus pneumoniae (Erdman et al. 2014).

Também foi demonstrado que a YKL-40 foi capaz de exercer uma funcao
pulmonar protetora, visto que foi observado um aumento no nivel dessa quitinase em
humanos sensiveis a fungos, como A. fumigatus, causadores de asma. A asma é uma
inflamacdo comum nos pulmdoes, caracterizada por uma combinagdo de inflamacéo e
remodelamento estrutural (Holgate et al. 2015), e que pode estar associada a sensibilizacao
causada por alguns fungos (Denning et al. 2006).

Apesar disso, a YKL-40, promoveu uma resposta inflamatéria do tipo Th2 no
hospedeiro (Mackel et al. 2021). Em se tratando da asma causada por A. fumigatus, a
AMCase regula negativamente a resposta imune durante a fase aguda da exposicéo flngica
(Garth et al. 2018). Neste estudo, camundongos deficientes para a AMCase apresentaram
uma carga fangica menor do que nos animais selvagens, indicando uma resposta

imunoldgica atenuada.
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Polimorfismos associados as quitinases

Sabe-se que as quitinases podem combater fungos patogénicos devido a sua
capacidade de degradar a quitina, logo, é possivel que uma atividade alterada dessas
enzimas possa tornar 0s seres humanos mais suscetiveis a infecgdes fungicas (Masoud et
al. 2002). Uma alteracdo comumente descrita é a duplicacdo de 24pb, no exon 10, do gene
que expressa a QT. Esse polimorfismo gera a perda do dominio catalitico pela delecéo de
87 nucleotideos e, consequentemente, uma QT enzimaticamente inativa (Boot et al. 1998).

Acredita-se que a duplicacédo tenha sido gerada durante a evolugdo humana, visto
que ndo h relatos de sua presenca em primatas (Gianfrancesco & Musumeci, 2004). Um
dado vantajoso sobre a frequéncia de QT deficientes foi a descoberta da AMCase, visto
que a busca por outras quitinases com atividade quitinolitica aumentaram (Boot et al.
2001). Outras mutacGes aléem da duplicacdo de 24pb, também foram investigadas, e
observou-se diversos outros polimorfismos na QT, como G102S, A442G, G354R e
A442V. Porém, apenas G354R e A442V estavam associados a inatividade enzimatica (Lee
et al. 2007).

Em micetoma por M. mycetomatis, a atividade enzimética da QT demonstrou-se
alterada devido a duplicagcdo de 24pb. O polimorfismo foi relacionado a evolugdo da
infeccdo pelo patdgeno, visto que nenhuma alteracdo foi observada para a AMCase,
demonstrando que a QT possui maior influéncia no micetoma (Verwer, 2015).

N&o somente em QT, mas dados também revelam polimorfismos encontrados na
AMCase. Cerca de oito polimorfismos de nucleotideo Unico ndo sindnimos foram
observados no gene da AMCase, sendo que trés deles eram novas variantes (A290G,
G296A, G339T) e encontravam-se proximas a regido de codificacdo do sitio ativo da
enzima. Ao contrario da QT, apds uma recombinacéo, a isoforma da AMCase resultante
apresentou atividade enzimatica em escalas diferentes de pH (Seibould et al. 2009).

A partir da genotipagem nos genes CHIT1, CHIA e CHI3L1, que codificam as
enzimas QT, AMCase e YKL-40, respectivamente, e uma duplicacdo de CHIT1, em 395
individuos e seus pais, cerca de quarenta e oito polimorfismos de nucleotideo unico (SNPs)
foram observados. Nesse estudo, também foi avaliado o indice de exposi¢do a fungos, a
partir da analise de poeira doméstica. Notou-se entdo, que os niveis de mofo podem
modular o efeito dos SNPs de CHIT1, levando os individuos a apresentarem quadros graves
de asma (Wu et al. 2010).
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6 CONCLUSOES

Esta revisdo sistematica apresentou a relagdo entre a presenca de quitinases
produzidas pelos seres humanos como uma estratégia que pode ser aplicada para o
desenvolvimento de uma terapia mais eficiente para o tratamento das infec¢des fangicas.
Considerando que os fungos possuem quitina em sua parede celular, tanto o uso destas
quitinases como a identificacdo de alteracbes no gendtipo de individuos, como 0s
polimorfismos, que possam levar a uma deficiéncia em sua produgéo, poderiam ser levadas
em consideracdo durante o tratamento destas micoses. Especificamente a quitotriosidase e
a quitinase acida de mamiferos apresentam uma funcao protetora, ainda que pouco descrita,
contra fungos patogénicos, dentro do sistema imune inato. Além disso, é evidenciado que
os polimorfismos relatados em genes que expressam as quitinases, provocam uma alteracao
na atividade enzimatica dessas enzimas, afetando a sua capacidade de degradar quitina e,
consequentemente, a sua habilidade de combater organismos quitinosos invasores em

humanos.
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