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INTRODUCAO

O fungo Paracoccidioides brasiliensis, é 0 agente causador da paracoccidioidomicose e
apresenta transicdo morfolégica de acordo com a temperatura. O tempo do tratamento
para a doenca é longo e estd diretamente relacionado aos efeitos colaterais,
especialmente no que se refere a lesdes renais e hepaticas, visto alto potencial
nefrotdxico e hepatotdxico destas substancias (SHIKANAI-YASUDA et al., 2006). Ja
foram descritos isolados de P. brasiliensis apresentando resisténcia simultanea a
cetoconazol e sulfametoxazol-trimetoprina (HAHN et al.,, 2003), bem como a
itraconazol (DA SILVA NETO et al., 2014). Considerando todos esses fatores, a
investigacdo da atividade antifungica de novos compostos se torna importante,
principalmente quando estes interagem com alvos diferentes daqueles utilizados pelos
antifangicos convencionais (VITALE et al., 2007). A Tioridazina (TR), uma fenotiazina
ja usada na pratica clinica para tratamento de distdrbios psiquiatricos, tem se destacado
no que se referem as suas propriedades antimicrobianas (EILAM et al.; 1987). Estudos
anteriores de nosso laboratério revelam que a TR inibiu o crescimento de leveduras de
P. brasiliensis, isolado 18, de maneira dependente de concentracdo. Ensaios de
microarray mostraram que a TR afetou mais de 1800 genes do microrganismo, com
destaque aos genes relacionados a via CWI (principal meio de manutencdo da
integridade do microrganismo) e & biossintese de quitina e glucana (sub-regulagédo
confirmada por ensaios de gPCR) (OLIVEIRA, 2013). A quitina é um polimero
essencial para a viabilidade fangica e ausente em plantas e animais. Teoricamente,
substancias que inibam a sintese deste polimero possuem grande potencial fungicida
(RUIZ-HERRERA e SAN-BLAS, 2003). O presente trabalho tem como objetivo a
analise da deposicdo de quitina na parede celular de leveduras P. brasiliensis, isolados
03 e 18 tratadas com diferentes concentracdes de TR, por meio de anélise com CFW,
um ligante de quitina.

OBJETIVOS

O objetivo do presente trabalho foi analisar a influéncia da Tioridazina sobre a
deposicdo de quitina na parede celular de leveduras de Paracoccidioides brasiliensis,
isolados 03 e 18.

METODOLOGIA

As leveduras de P. brasiliensis 03 e 18 tratadas (5, 10 e 15 uM de TR) e ndo tratadas
foram cultivadas, todas partindo de DOs00=0,2, em meio liquido YPD modificado (0,5%



de extrato de levedura, 0,5% de peptona, 1,5% de dextrose, pH 6,3) a 37° C, agitacdo de
150 rpm. O crescimento foi monitorado por cinco dias, com leituras de DOsoo a cada 24
horas. Apds cinco dias, as culturas foram coletadas por filtracdo a 6000 x g por dois
minutos e lavadas com PBS, pH 7,4. A DOeoo foi ajustada para 1,0 por meio de
diluicdes com volumes adequados de PBS. Foram aliquotados 2 mL de cada amostra e
adicionados 2 pL do fluoréforo Calcofluor White (CFW 2 pg/mL). As amostras foram
incubadas por cinco minutos no escuro e lidas em espectrofluorimetro Hitachi F-2500
(Toéquio, Japdo) com comprimento de onda de excitacdo e emissdo de 360/440 nm,
respectivamente, fendas de emisséo e excitacdo de 5 nm e voltagem da ld&mpada de 400
V.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Figura 1: Efeito da TR sobre o contetido de quitina na parede celular de leveduras de P. brasiliensis
18. Analise da fluorescéncia emitida por meio do CFW aderido a quitina da parede celular de leveduras
de P. brasiliensis 18 tratadas ou ndo com 15 uM de TR.
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Figura 2: Efeito da TR sobre o contetido de quitina na parede celular de leveduras de P. brasiliensis
03. Anélise da fluorescéncia emitida por meio do CFW aderido a quitina da parede celular de leveduras
de P. brasiliensis 03 tratadas ou ndo com 5 uM, 10 uM e 15 uM de TR.
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Com o intuito de verificar o efeito da TR sobre a deposi¢do de quitina na parede celular
de leveduras P. brasiliensis 03 e 18, foram realizados experimentos com o fluor6foro
CFW, que se liga a quitina. Os resultados obtidos mostraram uma redugdo progressiva
do polimero nas células expostas a concentracdes crescentes do farmaco, evidenciando
o0 possivel efeito da TR sobre a quantidade do polissacarideo presente na parede celular



(figuras 1 e 2). Esse resultado preliminar nos leva a crer que a acdo da TR sobre
leveduras de Pb 03 parece ser a mesma observada em estudos anteriores para Pb18,
onde a TR demonstrou capacidade de inibir a expressdo de proteinas responsaveis pela
ativacdo da via de sinalizagdo de CWI, o principal mecanismo utilizado por células
fangicas para a manutengédo da integridade e/ou fortalecimento da parede celular frente
a desafios externos ou perturbagdes na superficie celular (LEVIN, 2005). A relagdo
entre a ativacdo da via CWI em resposta ao estresse e 0 aumento da biossintese e
deposicdo de quitina na estrutura ja foi observada em Saccharomyces cerevisiae e
Candida albicans (MUNRO et al., 2007). Sendo a via de sinalizagdo CWI uma via
imprescindivel para a manutencdo da integridade da parede frente a desafios externos, a
escolha de um farmaco que iniba fatores responsaveis pela ativacdo da via CWI é um
importante caminho para o tratamento da PCM.

CONCLUSOES

Juntamente com trabalhos realizados anteriormente, os resultados obtidos a partir da
realizacdo deste projeto confirmaram o efeito antifingico da TR sobre leveduras de P.
brasiliensis 03 e 18, inibindo seu crescimento in vitro. Sendo a parede celular a
estrutura mais externa de protecdo e ausente em mamiferos, utilizar farmacos que
enfraguecam essa estrutura pode ser um importante caminho de pesquisa para novos
tratamentos de micoses sistémicas. Dessa maneira, 0s dados aqui apresentados mostram
uma possivel acdo da TR sobre a quitina, uma vez que a deposi¢do de CFW, um ligante
de quitina, foi diminuida ao longo do tratamento. Estudos futuros serdo conduzidos a
fim de quantificar o teor de quitina e glucana, importantes polissacarideos da parede
fangica, nessas leveduras tratadas com TR. Em suma, os resultados mostram o impacto
da TR sobre um processo vital para a sobrevivéncia das leveduras de e P. brasiliensis
03 e 18. Embora o mecanismo pelo qual a TR exerca seu potencial antifungico nédo
esteja totalmente claro, os resultados mostram que a TR podera ser utilizada como uma
terapia adjuvante no tratamento de pacientes acometidos por micoses sistémicas como a
PCM.
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