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RESUMO

A Paracoccidioidomicose (PCM) é micose endémica na Ameérica Latina e 0
tratamento disponivel tem limitagbes de toxicidade. O objetivo deste projeto foi
avaliar o efeito de LMM6 sobre componentes de parede celular do Paracoccidioides
brasiliensis, com foco na compreensao dos mecanismos de agcdo. A molécula nao
exerceu efeito significativo na transicao dimorfica no protocolo avaliado. Nos ensaios
dos perturbadores, os que obtiveram maior efeito junto com LMM6 foram os
responsaveis por criarem um ambiente de estresse osmotico, Cloreto de sédio e
SDS. Concluimos que outras concentracdes de molécula poderdo ser testadas e
esses ensaios permitem oportunidades para pesquisas futuras.

INTRODUCAO

A OMS considera o0 micetoma, a cromoblastomicose (CBM) e a
paracoccidioidomicose (PCM) como Doencas Tropicais Negligenciadas (DNTSs)
causadas por fungos desde 2020. Apesar de terem distribuicdo geografica similar a
outras DNTSs, as doencgas flungicas recebem pouca aten¢édo dos sistemas de saude,
resultando em falta de vigilancia epidemiolégica e avancos terapéuticos. A PCM,
uma micose sistémica endémica na América Latina, é causada por fungos do género
Paracoccidioides spp. Considerando-se que a maioria dos pacientes com PCM é
proveniente de regides rurais pobres ou da periferia, a sequela respiratéria € um dos
principais problemas clinicos e sécio-econdmicos da doenca. Apesar do problema
social, esta doenca ndo é de notificacdo obrigatéria no Sistema Unico de Saude
(SUS) no Brasil (Martinez R, 2015). Embora o tratamento da PCM alcance sucesso
com as opgles terapéuticas disponiveis, as limitagbes relacionadas a
nefrotoxicidade, ao tratamento prolongado e a incapacidade de controlar as
sequelas pulmonares sdo uma realidade preocupante. Pesquisas buscam
medicamentos mais direcionados para encurtar o tratamento e reduzir efeitos
colaterais, visando aprimorar a terapia da PCM. Este é o caso da LMM6 gque ja tem
sua atividade antifungica comprovada in vitro e in vivo para fungos, como o
Paracoccidioides brasiliensis (Kioshima et al., 2018). Assim, o objetivo desse
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trabalho foi avaliar o efeito de LMM6 sobre componentes de parede celular do
Paracoccidioides brasiliensis, com foco na compreensao dos mecanismos de agao
deste promissor candidato a antifangico.

MATERIAIS E METODOS

Ensaio de transicédo dimorfica

Células leveduriformes de Pb18 foram crescidas em meio sélido YPDmod pH 6,5 a
37°C por 3 a 4 dias e inoculadas em meio liquido, depois incubadas a 25°C por 6
dias para reversdo completa de leveduras para micélio. Apos a transicao completa,
as células foram centrifugadas a 3000 x g e lavadas com tampao PBS (pH 7,2). O
micélio foi entdo, semeado em placas de 6 pocos e LMM6 foi adicionada em
diferentes concentracdes. As amostras foram entdo monitoradas a cada 24 h em
microscoépio optico.

Ensaio de suscetibilidade a agentes perturbadores da sintese da parede celular

A sensibilidade aos perturbadores de parede celular de P. brasiliensis foi investigada
utilizando o ensaio de spots. Células de P. brasiliensis foram incubadas com LMM6
por 24 h a 37°C sob agitacdo constante. Cada cultura de levedura foi diluida (10, 50,
100 e 500 vezes) em YPDmod caldo e 20 yL de cada suspenséo foi aplicado em
meio YPDmod agar suplementado com diferentes agentes perturbadores de parede
celular: Vermelho congo (Congo Red) (2,5uM e 10uM), SDS (0,001%), Calcofluor
White (1 pg/mL e 5 pg/mL), cloreto de sodio (150 mM) e menadiona (10 pM). As
placas foram incubadas por 7 dias em estufa a 37°C. Apdés este periodo as placas
foram fotografadas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As espécies fungicas pertencentes ao género Paracoccidioides sdo conhecidamente
termodimorficas, ou seja, sdo capazes de alternar entre a forma leveduriforme e a forma
filamentosa dependendo da temperatura do ambiente onde estdo. Na temperatura
ambiente de 25°C, encontram-se na forma filamentosa que é a forma capaz de infectar
0 hospedeiro, ja na temperatura de 37°C se encontram na forma leveduriforme. O
ensaio de transicdo dimdrfica se consiste em provocar a transicdo da forma
leveduriforme para a forma filamentosa em ambiente laboratorial. Na realizacdo do
ensaio de transicdo dimorfica o processo padronizado foi suficiente para reverter a
forma filamentosa para leveduriforme (figura 1).

Figura 1: (A) P. brasiliensis na forma leveduriforme e (B) P. brasiliensis na forma filamentosa.
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Apos verificar que a transicédo foi bem-sucedida, o micélio foi semeado em uma placa
de 6 pocos com diferentes concentracdes de LMM6 (figura 2).

24h 48h 72h 96h

Controle
negativo

CIM/MIC

2xCIM/IMIC

Figura 2: Resultados do ensaio de transicao dimorfica de P. brasiliensis frente a diferentes
concentracdes de LMM6

CIM: concentracgéo inibitéria minima de LMM6 (0,5 pg/ml). 2xCIM: concentracao de 1,0 ug/ml de LMM6.

N&o se observou diferengas significativas entre as concentracdes testadas e o controle
negativo, porém, mais testes sdo necessarios para verificar a atividade de LMM6 na
transicao.

Para o ensaio de perturbadores de parede celular (figura 3), é possivel analisar que
no meio YPD (auséncia de perturbadores) a molécula sozinha inibiu visualmente o
crescimento do fungo, principalmente na concentracdo de 2X MIC, se comparado
com o C+. Comparando o Calcofluor White nas diferentes concentracbes, se
observa que 250 pg/ml inibiu mais. Vermelho congo em nenhuma concentracéo
apresentou diferenca de crescimento fungico na presenca ou ndo da molécula.
Entretanto, na presenca de Cloreto de sédio (NaCl 150mM) e principalmente de SDS
0,001% a molécula conseguiu auxiliar na inibicdo do crescimento fungico, em todas
as concentracbes testadas, destaque para 2xCIM. Menadiona 10 pM néo
demonstrou qualquer relacdo sinérgica com a molécula na inibicdo do crescimento
fungico. Neste experimento foi possivel inferir que os estressores que obtiveram
maior sucesso no estresse de parede foram o0s responsaveis por criarem um
ambiente de estresse osmatico, Cloreto de sédio (NaCl 150mM) e SDS 0,001% (Ene
et al., 2015).
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Figura 3: Comparativo entre os diferentes tipos de perturbadores na presenca de LMM6. C+: controle
positivo sem LMM®6. SubCIM: concentracao sub-inibitéria de LMM6 (0,25 pg/ml). CIM: concentracéo
inibitéria minima de LMM®6 (0,5 pg/ml). 2xCIM: concentracdo de 1,0 ug/ml de LMM®6.

Os perturbadores tradicionais da parede celular, como o Calcofluor White e o
Vermelho congo, demonstraram efeitos diferentes no crescimento do fungo. Estudos
anteriores sugerem que as células fungicas respondem ao comprometimento da
parede celular aumentando a sintese de quitina (Jung et al., 2017).

CONCLUSOES

A andlise detalhada e interpretacdo dos resultados revelaram que a molécula ndo
interferiu na transicdo da forma filamentosa para leveduriforme. Além disso, no que
se obteve com o ensaio dos perturbadores, os que tiveram resultados mais
expressivos com a molécula foram o NaCl 150 mM e o SDS 0,001%. No entanto, é
importante reconhecer as limitagdes inerentes a este estudo, outras concentragoes
de molécula poderdo ser testadas e essas limitagdes sugerem oportunidades para
pesquisas futuras.
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