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INTRODUCAO

A Paracoccidioidomicose (PCM) ¢ uma grave micose sistémica causada por P.
brasiliensis e P. lutzii e prevalente em paises da América Latina. Seu tratamento
farmacoldgico ¢ constituido de substdncias como polienos, sulfonamidas e
derivados imidazoélicos. No entanto, o tempo do tratamento € longo e diretamente
relacionado aos efeitos colaterais (SHIKANAI-YASUDA et al., 2006). O
isolamento de fungos resistentes aos antifiungicos empregados usualmente tem se
tornado frequente, incluindo isolados de P. brasiliensis (HAHN et al., 2003, DA
SILVA NETO et al., 2014). A associagdo destes fatores incentiva a investigagao da
atividade antifingica de outros compostos, principalmente quando estes interagem
com alvos diferentes daqueles utilizados pelos antifungicos convencionais.
Resultados obtidos em nosso laboratoério mostraram que a exposi¢ao de leveduras
de P. brasiliensis (isolado 18) a tioridazina, um composto fenotiazinico, resultou
em inibi¢cdo progressiva do crescimento celular do fungo em cultura e afetou a
expressao de mais de 1800 genes do microrganismo, avaliada por experimentos de
microarranjo de DNA. A avaliacdo desses genes revelou que a TR inibe a
modulacdo daqueles relacionados a uma via fundamental para a viabilidade do
fungo, denominada via de Sinalizacdo da Integridade da Parede Celular (via CWI
— Cell Wall Integrity signalling pathway) (FUCHS e MYLONAKIS, 2009),
impedindo a produg¢do dos principais polissacarideos estruturais da parede celular
(quitina e glucanas). Experimentos adicionais revelaram ainda que o teor de quitina
e a-glucana na parede celular fingica foi significativamente reduzido em todas as
concentragdes de exposicdo a TR, corroborando os dados obtidos a partir dos
experimentos de expressdo génica (JABES et al, 2016). No entanto, permanece a
duvida se a sub-regulagao da via CWI é um processo observado somente na
presenca de TR ou somente um efeito tardio observado em células do fungo em
um processo de estresse que poderia ocorrer na presenca de qualquer composto.
Dessa maneira, o presente estudo tem como intuito verificar se a acdo da TR sobre
a via CWI em leveduras de Pb18, o que inclui a biossintese de quitina e glucanas,
também ¢ observada na presenca de outros compostos. Outra questdo ¢ se a



redugdo nos niveis dos polissacarideos ¢ uma consequéncia dos niveis de expressao
dos genes relacionados com a via CWI ou a TR tem, de forma independente, a
capacidade de reduzir os seus niveis diretamente na parede celular.

OBJETIVOS

Aprofundar a investigagdo dos efeitos da Tioridazina sobre leveduras de P.
brasiliensis, isolado 18, in vitro, verificando se a inibi¢ao dos genes envolvidos
com a via CWI esta relacionada somente ao tratamento com TR. Além disso,
determinar uma possivel via de a¢do para a TR ao inibir a via CWI e verificar se a
TR ¢ capaz de agir diretamente sobre a parede celular.

METODOLOGIA

Os fungos foram submetidos ao crescimento na presenga de EGTA (25 uM, 50 uM
e 250 uM), de teluranas RF07, RF28 e GDS-05 (2 uM e 5 uM) e de TR (10 uM),
além das réplicas controle. Apds 5 dias de crescimento as culturas foram tratadas
com o fluoréforo CFW (2 mg/mL) seguindo o método de Rolli e colaboradores
(2009). A fluorescéncia das amostras foi medida em espectrofluorimetro.
Amostras de material da parede celular bruto seco por 48 h a 50°C (10 mg cada)
foram ressuspensas em 10 ml de PBS 1X e incubadas a 36°C na auséncia de TR
(controle), ou na presenca de 15 uM TR durante 6 dias. Entdo, as amostras foram
coradas com CFW e utilizadas para medir o teor de quitina. Amostras das
condicdes supracitadas foram maceradas em nitrogénio liquido e extraidas com
TRizol® (Life technologies), segundo recomendacdes do fabricante. O material
foi quantificado em NanoDrop ND-1000 e a avaliagdo da integridade foi realizada
por meio de eletroforese em gel de agarose desnaturante. O cDNA foi sintetizado
segundo recomendacdo do fabricante: Superscript II RT (200 U/uL — Invitrogen).
O cDNA foi purificado em Microcon YM-30 (Millipore). Cada qPCR foi realizada
em triplicata, sendo constituida de: 100 ng de cada cDNA, 100 nM de cada primer
(Forward e Reverse) e 10 uL de SYBR Green PCR Master Mix 2x® (Applied
Biosystems). Alfa-tubulina foi utilizado como normalizador. As amplificacdes
foram realizadas em aparelho ABI Prism® 7500 Real time PCR System (Applied
Biosystems®), nas condigdes indicadas pelo fabricante.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Em experimentos anteriores, as células de P. brasiliensis 18 cultivadas na presenca
de TR apresentaram suas taxas de crescimento significativamente afetadas, com
regulagdo negativa de genes da via CWI. Experiéncias analogas foram conduzidas
com as organoteluranas RF-07 e RF-28. Os resultados obtidos mostraram que
ambas inibiram o crescimento das cepas em cultura, porém ndo foi observado
diminui¢ao da deposi¢do de quitina na parede celular. Isso nos leva a crer que a
diminuicdo da expressdo nos genes envolvidos com a via CWI observada na
presenca de TR ndo ¢ consequéncia de resposta ao estresse ndo especifica, mas sim
um efeito farmaco-relacionado. Leveduras de P. brasiliensis incubadas na
presenca de EGTA, um quelante especifico de ions Ca**, sob as mesmas condi¢des
experimentais para testar TR, apresentaram inibi¢do de crescimento de forma
similar, além de diminuir a deposi¢ao de quitina na parede da célula. A partir dos
dados obtidos pelos experimentos de deposi¢cdo de quitina, houve a necessidade de
verificar o perfil de expressdo dos genes relacionados a via CWI (“WSC Domain
e GEF-rhol GDP-GTP exchange protein”) e, consequentemente, biossintese de
quitina (“Chitin synthase D”’) e glucanas (“Glucan synthase e Cell Wall alpha 1,3



glucan synthase MOK13”) e, para isso, foram realizados ensaios de qPCR a partir
das amostras de RNA oriundas do tratamento de P. brasiliensis com TR, teluranas
e EGTA. O resultado mostra que as teluranas nao sao capazes de induzir a sub-
regulagdo dos genes em questao. Em contrapartida, a TR e 0o EGTA induzem a sub-
regulacao dos genes citados. Estes resultados indicam que o efeito inibidor dos
genes controladores e participantes da via CWI relacionados ao tratamento com a
TR pode ser devido a sua capacidade para se ligar a calmodulina, prejudicando a
sua ativagdo pelos ifons Ca®’, o que pode afetar a transcrigio dos genes. A
propriedade das fenotiazinas (PTZs) de atuarem como antagonistas de calmodulina
¢ bem documentada na literatura (JASZCZYSZYN et al., 2012). Essas drogas se
ligam a CaM, competindo com o Ca*" pelo mesmo sitio de afinidade e impedindo
a ativagio do complexo Ca*”'CaM. Esse efeito das PTZs acaba por inibir uma série
de enzimas dependentes de Ca**/CaM (KURSULA, 2014), afetando diversas vias
bioquimicas intracelulares, como controle da expressdo génica, uma vez que
Ca?"/CaM pode se translocar para o nicleo e interagir com diferentes fatores de
transcricdo (HARDINGHAM e BADING, 1998). Esses fatos sustentam a hipdtese
de que a TR possa atuar evitando a ativagdo de fatores de transcrigdo dependentes
de Ca®"/CaM relacionados ao controle de genes da via CWI. E importante destacar,
entretanto, que tal mecanismo poderia explicar, pelo menos em parte, os efeitos da
TR (e, talvez, outras PTZs), sendo novos experimentos ainda necessarios para
elucidar totalmente o(s) processo(s) empregado(s) por esta droga para inibir a via
CWI em P. brasiliensis. Para verificar se a TR ¢ capaz de, por si s, diminuir o teor
de quitina na parede celular, foi realizada a coloracdo de extrato celular bruto seco
do fungo com CFW. A TR pareceu incapaz de diminuir os niveis de quitina na
parede celular, demonstrando que o composto ndo exerce agao direta sobre esta
estrutura. Dessa forma, a reducdo do polissacarideo ¢ consequéncia de alteracdes
fisiologicas da célula. Sendo assim, a diminui¢ao dos polissacarideos parece ser
decorrente da redu¢ao nos niveis de mRNA correspondentes a via CWI

CONCLUSOES

Os dados aqui descritos, em conjunto com outros experimentos desenvolvidos no
laboratorio, confirmam o efeito antimicrobiano da TR por uma via alternativa aos
farmacos convencionais utilizados no tratamento da PCM. O tratamento de
leveduras de P. brasiliensis, isolado 18, com organoteluranas RF-07 e RF-28
mostrou inibicdo do crescimento do fungo em cultura, porém o efeito de sub-
regulacdo dos genes da via CWI ndo foi observado, bem como a diminui¢do da
deposicao de quitina na parede celular. Isso indica que o efeito visto anteriormente
no tratamento em cultura das leveduras com TR é farmaco-relacionado, ou seja,
exclusivo de compostos fenotiazinicos, € ndo apenas uma resposta nao especifica
ao estresse. Os experimentos conduzidos a fim de investigar uma possivel via de
acdo da TR utilizando o EGTA apresentaram efeito semelhante ao ja visto no
tratamento com TR, ou seja, inibiu o crescimento in vitro das células
leveduriformes, bem como diminuiu a deposi¢cao de quitina sobre a estrutura, e
apresentou sub-regulacdo dos principais genes envolvidos na via CWI, sugerindo
que a droga possa atuar de maneira a evitar ativacao de fatores de transcri¢ao
dependentes de Ca2+/CaM e relacionados a via CWI. Por fim, foi visto que a
diminui¢do dos polissacarideos de parede ndo ocorreu em extrato celular bruto
submetido ao tratamento com TR, mostrando que o composto ndo ¢ capaz de agir
por si s6 na parede celular. Dessa maneira, a diminuicao dos polissacarideos parece
estar diretamente relacionada com os niveis de expressio dos genes



correspondentes a via CWI. Os dados aqui apresentados nos levam a crer que TR
possui potencial para atuar como composto adjuvante para o tratamento da
paracoccidioidomicose e outras micoses sistémicas. No entanto, experimentos
adicionais ainda sdo necessarios para determinar se o efeito observado in vitro no
tratamento com TR (ou outras fenotiazinas) também ¢ visto em experimentos in
vivo com P. brasiliensis e, possivelmente, outros fungos.
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