33° Encontro Anual de Iniciagcdo Cientifica
13° Encontro Anual de Iniciagcdo Cientifica JUnior

AIC 10e 11 de Outubro de 2024

AVALIACAO DE QUITINA E MANANA PRESENTES NA PAREDE CELULAR DE
PARACOCCIDIOIDES BRASILIENSIS

Gabriel Uliano Cerci (PIBIC/CNPg/FA/UEM), Isis Regina Grenier Capoci
(Coorientador), Erika Seki Kioshima Cotica (Orientador).
E-mail: eskcotica@uem.br

Universidade Estadual de Maringa / Centro de Ciéncias da Saude / Departamento de
Analises Clinicas e Biomedicina / Maringa, PR.

Area e Subarea: Farmacia / Analise Toxicolégica
Palavras-chave: parede celular; fungos; citometria de fluxo.
RESUMO

A patogénese da Paracoccidioidomicose envolve a capacidade de mudar sua
morfologia micelial para forma leveduriforme, assim, escapar do sistema imune do
hospedeiro. Tal fato depende de modificacdes dos componentes estruturais da
parede celular do fungo, principalmente os polissacarideos, quitina e manana. Desse
modo, este trabalho avaliou modulagdo da quantidade de quitina e manana na
parede celular de Paracoccidioides brasiliensis frente a LMM®6, por citometria de
fluxo, fornecendo detalhes sobre o mecanismo de acado possivel candidato a um
novo antifingico. Os resultados mostraram uma ligeira reducdo da quantidade de
manana, enquanto os niveis de quitina permaneceram inalterados. Estes resultados
abrem novas perspectiva na busca por novas abordagens terapéuticas.

INTRODUCAO

A paracoccidioidomicose (PCM) é uma doenga flungica sistémica prevalente na
América Latina, especialmente no Brasil, causada por fungos do género
Paracoccidioides spp., sendo P. brasiliensis e P. lutzii os principais agentes. A
infeccao ocorre principalmente pela inalagdo de propagulos infecciosos presentes no
solo, afetando sobretudo homens adultos envolvidos em atividades rurais. A
incidéncia anual no Brasil é de cerca de 3.500 casos, com uma taxa de mortalidade
de 2,2% (BRASIL, 2019). O tratamento apesar de disponivel apresenta desafios
como necessidade de tratamento por meses, efeitos adversos e resisténcia. A
parede celular do fungo, composta por quitina e manana, desempenha um papel
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crucial na viruléncia, permitindo que o fungo escape do sistema imunol6égico do
hospedeiro (COCUCCI, S. M., et al 2013). Assim, novo farmacos que possam atuar
modulando componentes da parede celular, pode ser promissor para o
desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas contra a PCM. Assim, este
trabalho objetivou avaliar a modulacdo da quantidade de quitina € manana na
parede celular de P. brasiliensis ap6s exposicdo ao LMM6, contribuindo para
compreensao de mecanismo de agao.

MATERIAIS E METODOS

Leveduras de P. brasiliensis (1 x 10* cels/ml) foram cultivadas em placas (24 pogos)
e incubadas por 6 dias com LMM6 (0,5ug/mL) em RPMI 1640 a 35°C.
Posteriormente, levedura coletadas foram lavadas com PBS (pH 7,2). A
determinacdo do oligdmero de quitina foi realizada utilizando um marcador de
aglutinina de gérmen de trigo (WGA) conjugado com FITC (Sigma-Aldrich, San
Louis, MO, EUA) na concentracdo de 25 pug/mL em PBS (pH 7,2). Para a
determinagcdo de manana foi utilizado Concanavalina A conjugada com FITC (sonda
produzida pela fusdo do receptor de Dectina-1 humana com a porcao Fc de IgG de
camundongo) (Sigma-Aldrich, San Louis, MO, EUA) na concentracdo de 25 ug/mL
em PBS (pH 7,2). As amostras foram incubadas por 1 hora, protegidas da luz e sob
agitacao (800 rpm). Posteriormente, as celulas coletadas foram lavadas trés vezes
com PBS (pH 7,2) e analisadas por citometria de fluxo (BD FACSCaliburTM, Becton
Dickinson) utilizando o canal de deteccdo FL-1. Cada amostra foi analisada em
triplicata. Cerca de 10 mil eventos foram coletados e os graficos de quantificacdo
gerados com base no MFI (software BD CellQuest Pro, versao 2.4).

RESULTADOS E DISCUSSAO

As células fungicas respondem ao comprometimento da parede celular aumentando
a sintese de quitina (JUNG et al., 2017), que tem um papel importante na resisténcia
mecanica e na protecao contra agentes quimicos e biolégicos. Em fungos, a manana
esta localizada na camada externa da parede celular e é responsavel pela protecéao
contra agentes hostis, como enzimas hidroliticas e componentes do sistema
imunolégico do hospedeiro (COCUCCI, S. M., et al 2013).

De acordo com a andlise dos histogramas, ndo encontramos diferenca significativa
para manana e quitina na composicdo da parede celular quando expostas a
concentragao de 0,05ug/mL de LMM6 (figura 1). No entanto, para a dosagem de
manana, os valores das medianas (tabela 1) do grupo tratado com LMM®6 apresenta
uma diferengca em relagdo ao grupo controle. Desta forma, concentragcbes mais
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elevadas de LMM6 deverdo ser testas para validar essa hip6tese, evidenciando
melhor este resultado. Ja para quitina, a diferenca no primeiro teste foi de 0,7113
entre 0s grupos marcados vivos e tratados e 4,4914 no segundo.

250 300

Mannan

WUnstained D MUnstained
ive staine MiLive stained

ELMMe

Event Count
Event Count

10 10° 10*

102
FL1-H

Figura 1 - Influéncia de LMM6 nos componentes da parede celular de P. brasiliensis. Marcagao de
quitina com Aglutinina de Germe de Trigo (WGA) conjugada com FITC em vermelho (teste 1 — (A) e
teste 2 — (B)) e marcagéo de manana com Concanavalina A conjugada com FITC em azul (teste 1 —
(C) e teste 2 — (D)). Cinza-claro grupo néo tratado e nao corado e cinza-escuro grupo vivo marcado.

Tabela 1 Valores das medianas de quitina e manana da parede celular de P.
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Medianas do 1 teste 381,9717 2,1879
Grupo vivo e marcado

Medianas do 1 teste 42,9351 1,4766
Grupo tratado e marcado

Medianas do 2 teste 381,9717 64,9382
Grupo vivo e marcado

Medianas do 2 teste 42,9351 69,4296

Grupo vivo e marcado
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A padronizacdo da metodologia de quantificagdo dos dois polissacarideos foi
realizada com sucesso e a avaliacdo de quitina e manana na parede celular de
Paracoccidioides brasiliensis apés a exposicdo a molécula LMM6 revelou uma
diminuicdo nao significativa nos niveis de manana. Entretanto, € imprescindivel
reconhecer as limitacdes inerentes a este estudo, outras concentragcdes de molécula
poderdo ser testadas e essas limitagdes sugerem oportunidades para pesquisas
futuras.
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