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INTRODUCAO

Paracoccidioides brasiliensis (Pb) é um fungo dimérfico e termoregulado associado ao
desenvolvimento de paracoccidioidomicose (PCM), uma das mais prevalentes micoses
sistemicas que afeta milhoes de residentes da América Latina. A grande importancia
médica da PCM e o pequeno espectro de drogas disponiveis atualmente para o
tratamento levam a busca por novas drogas com atividade antifingica. Fenotiazinas sao
drogas antipsicéticas usadas no tratamento de esquizofrenia que foram descritas na
literatura com atividade antimicrobiana contra diversos tipos de microrganismos. Um
derivado fenotiazinico, clorpromazina (CPZ) mostrou-se capaz ndo apenas de inibir
calmudulina, resultando em efeitos celulares multiplos, e também apresentou atividade
contra fungos patogénicos como Candida albicans, representante do genero Aspergillus
and Cryptococcus neoformans.

OBJETIVOS

Analisar a variacdo da expressdo génica em Paracoccidioides brasiliensis quando
exposto a clorpromazina, possibilitando o melhor entendimento de aspectos fisioldgicos
e de mecanismos de patogenicidade deste fungo, além de avaliar o potencial
farmacoldgico dessa classe de farmacos.

METODOLOGIA

Em primeiro momento, verificou-se qual o efeito da exposi¢do do fungo a droga. Para
tanto, culturas de P. brasiliensis com 5 dias de cultivo foram inoculadas em meio de
cultura YPD contendo diferentes concentracoes de CPZ e cultivadas a 36,5°C sob
agitacdo constante de 125 rpm por 7 dias. O desenvolvimento das culturas foi
acompanhado através de andlise de laminas coradas com azul de tripan observadas em
microscopio Optico e medidas de turbidez do meio com o auxilio de um
espectrofotometro pela absorbancia a 600nm (DOggo). Aliquotas de 10 mL de cada
cultura foram entdo tratadas com CPZ por 7 dias para posterior extracio de RNA.
Depois de centrifugadas e descartado o sobrenadante, o sedimento celular foi triturado
em almofariz de porcelana, com nitrogénio liquido. Em seguida, o material foi
transferido para tubos contendo Trizol e o RNA extraido segundo especificagdes do
fabricante (Invitrogen). O RNA extraido das culturas foi submetido a transcricdo reversa
e marcacdo do cDNA, partindo-se de 30 pug de RNA total. Para cada situagdo
experimental testada foram realizadas duas marcagdes, com inversao de fluoréforos. A
hibridagdo dos cDNAs marcados foi realizada utilizando biochips carregando



seqiiéncias representativas de aproximadamente 4692 genes de P. brasiliensis, que
foram construidos pelo Laboratério de Gendmica Estrutural e Funcional do Nucleo
Integrado de Biotecnologia (NIB) - UMC. O biochip hibridado foi submetido a detec¢do
de fluorescéncia em scanner 6ptico GMS 418 (Affymetrix Inc., Santa Clara, CA), nos
comprimentos de onda de 532 nm para o fluoréforo Cy3 e 635 nm para Cy5, gerando,
para cada um deles, imagens independentes. As imagens obtidas foram posteriormente
analisadas utilizando softwares especificos quanto a variacao de expressao génica com o
auxilio de algoritmos de clusterizacdo hierdrquica ou pela montagem de Self
Organizong Maps (SOM).

RESULTADOS E DISCUSSAO

O tratamento de células leveduriformes de P. brasiliensis com CPZ resultou numa
diminui¢do da taxa de crescimento de forma dependente da concentracdo. Pdde-se
observar que as culturas tratadas com 75 pM e 100 uM de droga tiveram um
crescimento inferior ao apresentado pelas culturas de controle. Quando tratadas com
concentracdes inferiores a 50 uM o crescimento das culturas ndo foi alterado; sendo que
concentracdes superiores a 100 uM mostraram-se letais as culturas, sugerindo que
concentracdes nesta faixa para mais sejam letais ao microrganismo (figura 1).
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Figura 1 - Curva de Crescimento de Paracoccidioides brasiliensis em meio YPD contendo
clorpromazina. As culturas foram incubadas a 37°C, sob agitagdo constante de 125 rpm durante o
experimento.

A partir destes dados, selecionamos os tratamentos com as concentracdes de 75 uM e
100 uM, por 7 dias, para andlise da expressao génica. Assim, estas culturas tiveram seu
RNA extraido para posterior marcac¢do. Na figura 2 podemos visualizar a qualidade do
material obtido, em eletroforese em gel de agarose desnaturante.

Figura 2 — Gel de eletroforese (agarose
1%). Visualizagdo da integridade das
amostras de RNA obtidas a partir culturas
de P.  brasiliensis  tratadas  com
clorpormazina. A — RNA Ladder 0,1 — 1,7
Kb; B - RNA referéncia (extraido de cultura
ndo exposta a CPZ; C e D: correspondem
aos RNAs de P. brasiliensis expostos a 75
uM e 100 uM de CPZ, respectivamente.




O resultado das hibrida¢gdes competitivas de amostras de RNA em microarranjo revelou
que uma quantidade representativa do genoma foi modulada devido a exposi¢do da
droga e estes dados estdo sendo analisados e comparados com dados anteriores e da
literatura.

CONCLUSOES

O tratamento de células de Pb com clorpromazina resultou numa alteragao da taxa de
crescimento; assim como uma variagdo da expressdo génica do fungo quando exposto a
droga em concentragdes sub-letais. A andlise de genes super expressos ou sub-regulados
pode ser util para elucidar diferentes mecanismos envolvidos em processos celulares
relacionados a fisiologia e patogenicidade de Paracoccidioides brasiliensis.
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