[image: image3.png]1 EAICTI

| Encontro Anual de Iniciacao
Cientifica, Tecnolégica € Inovagao






Elucidação do potencial mutagênico do fungo Paracoccidioides Brasiliensis
Dayane Batista Franzes(PIBIC/CNPq/Unioeste), José Henrique Fermino Ferreira dos Santos, Larissa Carolina Dierings, Luciana Paula Gregio D'Arce Rodrigues, Eduardo Alexandre Loth(Orientador), e-mail: ealoth@hotmail.com
Universidade Estadual do Oeste do Paraná/Centro de Ciências Biológicas e da Saúde/Cascavel, PR 
Grande área e área: Ciências da Saúde – Fisioterapia e Terapia Ocupacional 
Palavras-chave: Mutagênese, Paracoccidioides brasiliensis, Paracoccidioidomicose
Resumo
A Paracoccidioidomicose (PCM), causada pelo fungo Paracoccidioides brasiliensis (Pb), é a micose sistêmica de maior prevalência na América Latina. As maiores taxas de mortalidade encontram-se nas regiões Sul e Sudeste do Brasil, sobretudo no Paraná (53,2%). A doença define-se como problema de saúde pública, pois acomete principalmente homens na fase mais produtiva da vida, gerando altos custos socioeconômicos. Esta associação foi aventada, pois um dos fatores de risco para o câncer de pulmão, a metaplasia escamosa acomete 33% dos pacientes com PCM pulmonar. O estudo teve como objetivo  elucidar o potencial mutagênico do Pb em linfócitos humanos. O estudo foi desenvolvido a partir da retirada de sangue de adultos jovens voluntários, para cultivo de linfócitos humanos. Após o tratamento das células em placas por 24 e 72 horas, foram analisados os parâmetros mutagênicos da técnica de micronúcleo. Os resultados mostraram que 61,3% dos linfócitos do grupo controle, 41,4% dos linfócitos do grupo controle positivo (cisplatina), e 54,4% dos linfócitos do grupo Gp43 entraram em divisão celular; dos quais 40,6% eram células binucleadas. Concluiu-se com o estudo que não houve mutagênese significante causada pela glicoproteína Gp43. Porém, alterações celulares ocorreram semelhantemente a um agente reconhecidamente mutagênico.

Introdução
A Paracoccidioidomicose (PCM) constitui a micose sistêmica de maior prevalência na América Latina. As maiores taxas de mortalidade encontram-se nas regiões Sul e Sudeste do Brasil, dentro os quais o estado do Paraná se destaca Brasil (Lacaz et al, 2002; Coutinho et al., 2002). 
O estudo objetivou avaliar o potencial de indução de mutagenicidade do Paracoccidioides brasiliensis em linfócitos de adultos. 
Materiais e Métodos
Após aprovação do estudo pelo Comitê de Ética em Pesquisa com Seres Humanos (CEPSH) sob o protocolo CAAE nº 30978814.0.0000.0107,iniciou se a  cultura de linfócitos humanos, através da coleta de 10 ml de sangue periférico de 6 doadores voluntários adultos. O tecido linfocitário de cada doador foi dividido em três garrafas de cultivo: Grupo Controle Absoluto, Grupo Controle Positivo e o Grupo Gp43. Para o tratamento, a glicoproteína 43 kDa (Gp43) e o quimioterápico cisplatina foram adicionados em diferentes grupos. Após 20 horas da fase de tratamento, foi adicionado citocalasina b (CtB) às garrafas de cultura e mantidas em estufa por mais 28 horas. 
O teste de micronúcleo (MN) in vitro, é desenvolvido com o bloqueio da citocinese pela citocalasina B, o que resulta na formação de células binucleadas. Também são analisadas as pontes nucleoplasmáticas que mostram instabilidade genômica; e os botões nucleares que indicam a presença de DNA amplificado (Fenech, 2000).

Cada lâmina foi analisada visando obtenção das variáveis: Índice de Divisão Nuclear; binucleadas, trinucleadas, e tetra-nucleadas em cada 500 células; A frequência de micronúcleos em relação às células binucleadas; A distribuição da quantidade de micronúcleos contidos nas células binucleadas; A frequência de células binucleadas com micronúcleo num total de 1000 células binucleadas; A frequência de pontes nucleoplasmáticas em 1000 células binucleadas. 
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Figura 1. Fotomicroscopia de Luz de linfócitos humanos, aumento de 1000 vezes. A - linfócito mononucleado, seta aponta o núcleo da célula; B - linfócito binucleado, seta aponta os dois núcleos da célula; C- linfócito trinucleado, setas apontam os três núcleos da célula; D- linfócito tetranucleado, setas apontam os quatro núcleos da célula; E- célula binucleada, seta aponta micronúcleo; F- célula binucleada, setas apontam os dois micronúcleos presentes nesta célula; G- célula binucleada, seta aponta botão nuclear; H- célula binucleada, seta aponta ponte nucleoplasmática entre os núcleos. Fonte: Elaborada pelo autor
Resultados e Discussão 

Os autores do presente estudo aludem que a utilização de gp43 de forma isolada para desafiar os linfócitos não promoveu diferenças estatisticamente significantes no índice de mutagênese quando comparado com os controles. Houve diferença no número de micronúcleos comparado ao grupo controle absoluto, o que indica apenas tendência a mutagenicidade. Estatisticamente o Grupo Gp43 é igual ao grupo controle positivo.

Popi et al. (2002) utilizaram uma dose 10 vezes mais concentrada de Gp43, que a usada neste estudo para estimular macrófagos murinos, e, sugeriram a existência de efeito infra regulatório sobre a fagocitose e liberação do óxido nítrico nessas células, produzido pela Gp43. Utilizando 40 μg/mL de Gp43, em seus ensaios in vitro com linfócitos humanos com PCM ativa, Cacere (2008) relatou níveis elevados de apoptose, quando comparado com os linfócitos de sujeitos já curados.
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Figura 2. Índice de Divisão Nuclear, calculado a partir da proporção de células mononucleadas, binucleadas, trinucleadas e tetranucleadas em 500 linfócitos viáveis.

Conclusões

A glicoproteína Gp43 não provocou mutagênese de forma estatisticamente significante na cultura de linfócitos adultos jovens, porém mostrou-se capaz de produzir alterações celulares em níveis similares a um agente reconhecidamente mutagênico.
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