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INTRODUCAO

Paracoccidioides brasiliensis ¢ um fungo dimoérfico que pode se apresentar sob
diferentes formas, micélio ou levedura, dependendo das condi¢des de temperatura a que
o microrganismo ¢é exposto (LACAZ, 1991). E o agente causador da micose sistémica
Paracoccidioidomicose (PCM) prevalente na América Latina onde se estima que haja
pelo menos 10 milhdes de pessoas infectadas, entretanto dados precisos relacionados a
sua incidéncia e prevaléncia sdo dificeis de serem determinados ja que ndo se trata de
uma doenga de notificagio obrigatéoria (BRUMMER, CASTANEDA e RESTREPO,
1993; NINO-VEGA, 2002).

O tratamento farmacoldgico de pacientes acometidos de PCM ¢ realizado com
substancias como as sulfonamidas (sulfametoxazol-trimetoprim), os derivados
imidazolicos (itraconazol, cetoconazol, fluconazol) e os polienos (anfotericina B);
independentemente da droga escolhida, o tempo de tratamento necessario para que
critérios de cura sejam atingidos ¢ longo, aumentando muito a chance de efeitos
colaterais indesejaveis levando em conta a toxicidade inerente aos antifungicos
disponiveis (VISBAL et al., 2005).

Compostos fenotiazinicos sdo agentes antipsicoticos historicamente utilizados para o
tratamento de desequilibrios mentais e emocionais, incluindo esquizofrenia e outras
doengas psicoticas (FRIEND e CUMMINS, 1953). Além destas propriedades, diversos
estudos descrevem a agdo antimicrobiana destas substancias contra uma grande
variedade de microrganismos patogénicos, incluindo leveduras (AMARAL et al., 2001;
WANG e CASADEVALL, 1993). A capacidade das fenotiazinas de inibir o
crescimento de microrganismos de importincia clinica sugere que possam atuar de
maneira semelhante em Paracoccidioides brasiliensis e aponta para o potencial destas
substancias em contribuir com a terapia farmacologica existente para o combate a PCM.

OBJETIVOS

Este projeto visa avaliar comparativamente os efeitos de compostos fenotiazinicos, de
diferentes subclasses, sobre o crescimento de leveduras de Paracoccidioides
brasiliensis em cultura, além de analisar o potencial farmacoldgico da associagdo entre
fenotiazinas e antifingicos, tradicionalmente utilizados no tratamento da PCM.

METODOLOGIA
Cultivo de Paracoccidioides brasiliensis:



Nestes estudos foram utilizadas culturas leveduriformes de Paracoccidioides
brasiliensis, isolado 18, em meio liquido YPD modificado (0,5% de extrato de levedura,
0,5 de peptona e 1,5% de dextrose), mantidas a 36,5° C, sob agita¢do constante.

Curva de Crescimento na presenca de drogas:

Culturas de P. brasiliensis foram submetidas ao crescimento em meio liquido, contendo
tioridazina, nas concentragdes de 2,5 uM, 5 uM, 10 uM e 20 pM; clorpromazina, nas
concentragdes de 12,5 uM, 25 uM e 50 uM ou trifluoperazina, nas concentragdes de 10
uM, 50 uM e 100 uM. Para cada situagdo, foi utilizado como pré-indculo cultura com
até 4 dias de crescimento, fase exponencial de crescimento do fungo. As culturas foram
monitoradas a cada 24 horas durante 6 dias por meio de determina¢do da densidade
optica (D.O. 600 nm) €m espectrofotdmetro.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O desenvolvimento celular foi afetado pela presenca dos compostos fenotiazinicos:
tioridazina, clorpromazina ou trifluoperazina no meio de cultura. Em todas as situagdes
testadas, a diminui¢do do crescimento celular foi dependente da concentracdo da droga
em andlise (Figuras 1, 2 e 3).
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Figura 1. Curva de crescimento de Paracoccidioides brasiliensis em meio liquidoYPD modificado na
presenca de Tioridazina. Culturas de P.brasiliensis sem adigdo de tioridazina foram utilizadas como
controle e as outras culturas foram acrescidas de tioridazina nas concentragdes finais de 2,5 uM, 5 uM,
10 uM e 20uM. As culturas foram incubadas a 36,5 °C, sob agitagcdo constante de 135rpm. A taxa de
crescimento foi medida espectrofotometricamente em 600nm, com leituras a cada 24 horas, durante 6
dias.



Crescimento de P.brasiliensis X Clorpromazina

3,5
3 chess
T £ =
= 2‘5 I —
= ~—— 0 pM
= ? . . T 1;5 M
8 45 e °F
T T 25 ph
1 = ——50 pM
0,5 ~
o = z

0 24 48 72 96 120 144
Tempo (horas)

Figura 2. Curva de crescimento de Paracoccidioides brasiliensis em meio liquido YPD modificado
na presenca de Clorpromazina. Culturas de P.brasiliensis sem adigdo de clorpromazina foram
utilizadas como controle e as outras culturas foram acrescidas de clorpromazina nas concentra¢des finais
de 12,5 uM, 25 uM e 50 uM. As culturas foram incubadas a 36,5 °C, sob agita¢do constante de 135rpm.
A taxa de crescimento foi medida espectrofotometricamente em 600nm, com leituras a cada 24 horas,
durante 6 dias.

A inibi¢@o do crescimento celular das leveduras em cultura de P.brasiliensis resultante
da exposi¢do as fenotiazinas corrobora a propriedade antimicrobiana destas moléculas
descrita em vérios trabalhos, contra uma variedade de microrganismos (YING CHAN et
al., 2006; VAN SOOLINGEN et al., 2010). O aparecimento recente na literatura de
isolados de P. brasiliensis resistentes simultaneamente a substancias de classes
farmacologicas diferentes empregadas no combate a PCM ¢ alarmante e justifica a
busca por novas opgdes terapéuticas para o tratamento desta e de outras infecg¢des
fungicas sistémicas.
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Figura 3. Curva de crescimento de Paracoccidioides brasiliensis em meio liquido YPD modificado
na presenca de Trifluoperazina. Cultura de P.brasiliensis sem adi¢do de trifluoperazina foi utilizado
como controle, e as outras culturas foram acrescidas de trifluoperazina nas concentra¢des del0 pM, 50
uM e 100 uM. As culturas foram incubadas a 36,5°C, sob agitagdo de 135rpm. A taxa de crescimento foi
medida espectrofometricamente em 600nm, a cada 24 horas, durante 6 dias.



CONCLUSOES

A exposicdo de P. brasiliensis as fenotiazinas causou diminui¢do do crescimento celular
em cultura. O fato das fenitiazinas serem substancias relativamenta baratas, ja utilizadas
na clinica ha muitas décadas e apresentarem ac¢do contra microrganismos patogénicos
encorajam a investigacao destes compostos para o tratamento de micoses sistémicas.
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