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INTRODUCAO

O fungo Paracoccidioides brasiliensis é o agente causador da paracoccidioidomicose
(PCM), importante micose sisttmica da América Latina, levando a lesdes
principalmente no pulméo, devido a inalagdo de conidios fangicos, mas também lesdes
secundarias na pele, mucosas oral, nasal e gastrointestinal, glandulas adrenais,
linfonodos e sistema nervoso central (BRUMMER, CASTANEDA e RESTREPO, 1993).
Para o tratamento de pacientes acometidos com PCM séo utilizadas substancias como
polienos (anfotericina B), derivados imidazoélicos (itraconazol, fluconazol e
cetoconazol) e as sulfonaminas (sulfametoxazol-trimetopim). O tempo de tratamento
necessario é consideravelmente longo e, assim, a chance de efeitos colaterais
indesejaveis € aumentada, considerando-se a toxidade dos antifungicos disponiveis
(VISBAL et al. 2004).

Os compostos fenotiazinicos sdo utilizados como antipsicoticos para o tratamento de
doencas como esquizofrenia e também para desequilibrios mentais e emocionais
(FRIEND E CUMMINS, 1953). No entanto, resultados obtidos em nosso laboratdrio
mostraram que a exposic¢ao de P. brasiliensis (isolado 18) a concentragdes crescentes de
uma classe de fenotiazina, denominada tioridazina (TR) resultou em inibicdo
progressiva do crescimento celular do fungo em cultura. Além disso, experimentos de
microarray mostraram que a droga modulou mais de 1800 genes do fungo, com
destaque para aqueles envolvidos com a via CWI, além de biossintese de quitina e
glucana (dados confirmados por g°PCR) (RODRIGUES, 2009).

A via de sinalizacdo CWI é ativada sempre que a célula fungica é submetida a
condicgdes desfavoraveis que causem estresse a parede celular e possam comprometer a
viabilidade do microrganismo (LEVIN, 2011). Dessa forma, o efeito inibitério exercido
pela TR sobre a expressao de genes codificadores para as proteinas de parede parece ser
um efeito exclusivo da droga.

No entanto, os resultados destacados foram obtidos com experimentos realizados
somente com isolado 18 de P. brasiliensis, havendo ainda a necessidade de verificar se
efeitos assemelhados podem ser verificados em outros isolados de P. brasiliensis —
notadamente um daqueles que representam 0s principais grupos biogeograficos deste
fungo, neste estudo o isolado 3, que pode apresentar significativa variabilidade genética
em relacdo ao Pb18 (TEIXEIRA et al., 2014).

OBJETIVOS
Avaliar o efeito da TR sobre leveduras de P. brasiliensis, isolado 3 (Pb3);



Verificar a CIM (Concentracdo Inibitéria Minima) da TR em leveduras de P.
brasiliensis, isolado 3 (Pb3);

Verificar se a TR inibe a expressao de genes de CWI em leveduras de Pb3 através de g-
PCR.

METODOLOGIA

Para curva de crescimento leveduras de P. brasiliensis, isolado 03, foram cultivadas em
meio YPD liquido modificado acrescido de Tioridazina em diferentes concentragdes. As
culturas foram monitoradas a cada 24 horas durante 6 dias por meio de determinacdo da
densidade dptica (D.O. 600 nm) em espectrofotobmetro. Ao final do experimento, a
extracdo de RNA foi realizada com Tryzol, o cDNA foi sintetizado e os experimentos
de gPCR foram conduzidos para avaliar a variacdo dos niveis transcricionais de alguns
genes de interesse relacionados a via CWI e biossintese de quitina e glucana em
resposta a exposicdo de P. brasiliensis a diferentes concentracbes de tioridazina.
A determinacdo da sensibilidade do isolado Pb3 a diferentes concentragfes de
tioridazina foi realizada com base no descrito no documento M27-A2 (2002) - Método
de Referéncia para Testes de Diluicdo em Caldo para Determinacdo da Sensibilidade de
Leveduras a Terapia Antifungica: Norma aprovada - do NCCLS. Algumas modificacbes
foram necessarias para que o fungo Paracoccidioides brasiliensis crescesse em placa de
microdiluicdo (Costar 3799 - Corning Incorporated). Nesse sentido, 0 meio de cultura
RPMI foi acrescido com 2% de glicose, como descrito no artigo de Paula e Silva e
colaboradores em 2013 (PAULA E SILVA et al., 2013).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A administracdo da droga Tioridazina causou diminuicdo no crescimento do P.
brasiliensis — Pb03 de maneira dose-dependente, em relacdo a cultura controle.

A droga na concentragcdo de 50 uM causou inviabilidade do fungo, ndo mostrando
crescimento aparente. Foram definidas como concentracfes de trabalho 15 uM e 20
uM, onde se pode ver diminui¢do do crescimento do fungo, mas ndo a inviabilidade
total das células, sendo ideal para a realizagdo de extracdo de RNA e gPCR.

O teste de sensibilidade do fungo em placa de microdilui¢do € auxiliar no processo de
verificacdo da acdo da Tioridazina em P. brasiliensis, onde se pode observar que, assim
como nos resultados da curva de crescimento, ha diminuicdo do crescimento do fungo
em relacéo a droga.

A CIM para a TR foi de 5,6 ug/mL (14 uM) para o Pb03. N&o existem dados na
literatura que estudaram a acdo desta droga sobre leveduras de Paracoccidioides. Os
resultados obtidos para determinagdo de Concentragdo Inibitéria Minima aqui
apresentados para a linhagem 3 de P. brasiliensis foram semelhantes aos obtidos em
nosso laboratério com o isolado 18. Foi obtida média entre concentragbes minimas
inibitdrias obtidas com o isolado 18 e o resultado foi de 0,1 png/mL para Itraconazol e
6,25 ug/mL (15,62 uM) para Tioridazina. Os dados referentes ao itraconazol estdo de
acordo com a maioria dos artigos publicados com o género (McGINNIS 1997; HAHN E
HAMDAN, 2000; PAULA E SILVA et al., 2013).

Dessa forma, uma vez verificado que a TR também é capaz de afetar o crescimento do
isolado 03 de P. brasiliensis de uma forma semelhante ao verificado com o isolado 18,
foram realizados ensaios de qPCR destinados a verificar a modulagdo da expresséo
génica de alguns genes envolvidos com a via de quitina e glucanas assim como na via
CWI de maneira a comparar os resultados com aqueles obtidos com o isolado 18.

Foi observada a sub-regulacdo dos genes relacionados a via de integridade da parede
celular de maneira dose-dependente, ou seja, a medida que a dose de Tioridazina



aumenta, ha maior sub-regulacdo dos genes. Os dados aqui obtidos sdo semelhantes aos
observados com o Pb 18 em nosso laboratdrio.

A via CWI ¢ ativada sempre que o organismo estd em condi¢cdes desfavoraveis,
reforcando a parede celular para dificultar a entrada de agentes externos que causem
prejuizo. Se a Tioridazina age interferindo na via CWI e nos codificadores de proteinas
componentes de parede celular, como quitina e glucanas, tal efeito pode ser o
responsavel pela inviabilidade dos fungos na presenca da droga. Quitina e glucanas sdo
componentes de parede e a deposicdo destes compostos aumenta quando o fungo €
submetido a condicbes desfavoraveis. Assim, quando a TR inibe as vias de deposicao
desses componentes de parece celular, a acdo de antifingicos também pode ser mais
eficiente.

Nesse sentido, novos experimentos associando antifingicos convencionais e Tioridazina
poderdo ser realizados com intuito de verificar se a droga aumenta a sensibilidade de P.
brasiliensis, Isolado 3 aos antifingicos.

Além disso, este trabalho incentiva o estudo aprofundado para ajudar a esclarecer se a
droga afeta outros processos celulares do fungo e também a possibilidade de inclusdo da
droga em novos tratamentos para a PCM. Estudos adicionais estdo sendo conduzidos a
fim de confirmar os dados aqui obtidos, como a andlise da deposi¢do de quitina por
CFW.

CONCLUSOES

Nossos dados demonstraram que a TR apresenta efeito inibitorio sobre as células de
Paracoccidioides brasiliensis 3 de maneira dose dependente em experimentos de curva
de crescimento. Concentracbes de 25 e 50 uM foram letais para o fungo.
Adicionalmente, efeito similar foi observado nos experimentos de determinacdo da
sensibilidade do isolado Pb3 a diferentes concentracGes de tioridazina, com CIM de 5,6
ug/mL paraa TR e 0,125 ug/mL para o itraconazol.

Experimento de analise de expressdo génica com genes relacionados a via CWI e
biossintese de quitinas e glucanas em Pb03 evidenciaram o possivel papel da TR sobre
essas vias, uma vez que todos os genes estudados se mostraram sub-regulados na
presenca da droga, assim como ja foi observado para o Pb 18 (RODRIGUES, 2009).
Dessa forma, a verificacdo da deposicdo de quitina por CFW em Pb3 tratado com TR
foi conduzida e apresentou resultados promissores. Além disso, estudos adicionais serdo
conduzidos para quantificar o teor dos polissacarideos quitina e glucana na parede de
Pb3 tratado com TR a fim de complementar os dados descritos até o momento.
Assim, estudos adicionais ajudardo a esclarecer se a droga afeta outros processos
celulares do fungo e também podera, num futuro proximo, incluir a TR como um novo
tratamento para a PCM.
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