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INTRODUÇÃO 
Ao longo da última década, as infecções fúngicas sistêmicas, grande parte causada pelos 
fungos dimórficos, emergiram como um problema importante de saúde pública, 
(MARESCA & KOBAYASHI, 1989) A Paracoccidioidomicose (PCM) é uma grave 
micose sistêmica, que pode ser causada independentemente por duas espécies do gênero 
Paracoccidioides, o Paracoccidioides brasiliensis e Paracoccidioides lutzii 
(TEIXEIRA, et al., 2014). Ao longo dos últimos anos, fenotiazinas em geral - 
especialmente a Tioridazina (TR) vem se destacando como um grupo de drogas 
extremamente versátil, no que se refere às suas atividades antimicrobianas (EILAM, et 
al., 1987). No entanto, resultados obtidos em nosso laboratório mostraram que a 
exposição de P. brasiliensis (isolado 18) a concentrações crescentes de uma classe de 
fenotiazina, denominada tioridazina (TR) resultou em inibição progressiva do 
crescimento celular do fungo em cultura. Além disso, experimentos de microarranjos de 
DNA mostraram que a droga modulou mais de 1800 genes do fungo, com destaque para 
a sub-regulação daqueles envolvidos com a via CWI, além de biossíntese de quitina e 
glucana (dados confirmados por qPCR) (RODRIGUES, 2009). A via de sinalização 
CWI é ativada sempre que a célula fúngica é submetida a condições desfavoráveis que 
causem estresse à parede celular e possam comprometer a viabilidade do microrganismo 
(LEVIN, 2011). O comprometimento desta via se mostra importante como novo alvo 
quimioterápico para o tratamento da PCM. Todos os resultados destacados foram 
obtidos com experimentos realizados somente com isolado 18 de P. brasiliensis, 
portanto há ainda a necessidade de verificar se efeitos assemelhados podem ser 
verificados em outros isolados como o  Paracoccidioides luzii, foco deste trabalho. 
 
OBJETIVOS  
 Avaliar os efeitos da Tioridazina sobre leveduras de Paracoccidioides lutzii, observar a 
deposição de quitina na parede celular de P.lutzii por meio do reagente de Calcoflúor 
White e em seguida, verificar a concentração inibitória mínima para a TR frente P.lutzii. 
 
METODOLOGIA 
Foi cultivado o isolado Pb18 de Paracoccidioides lutzii, na fase leveduriforme, em meio 
de cultura sólido YPD modificado (0,5% de extrato de levedura, 0,5% de peptona, 1,5% 
de dextrose e 1,5% de ágar, pH 6,3) a 36º C, com repiques semanais. Foram realizadas 
curvas de crescimento baseadas na densidade ótica a 600 nm das culturas 
leveduriformes de P.lutzii em meio YPD modificado com adição de Tioridazina nas 



concentrações de 5, 15, 20 e 25 M. Após cada leitura de densidades óptica diária, foi 
calculado o IC50, ou seja, a concentração necessária para a inibição de 50% das células 
fúngicas. Em seguida, realizamos o protocolo espectofotometria de fluorescência para 
análise da deposição de quitina, foram coletadas culturas sob a exposição por um 
período de cinco. Estas culturas foram coletadas a 6000 x g por dois minutos e lavadas 
com PBS, pH 7,4, a DO600  foi ajustada para 1,0 por meio de diluições com PBS. 2 mL 
de cada amostra foram aliquotadas em tubos de ensaio e adicionado 2 µL do reagente 
CFW. As amostras foram incubadas por três minutos no escuro à temperatura ambiente. 
A leitura foi feita em espectrofluorímetro, com comprimento de onda de excitação e 
emissão de 360/440 nm, respectivamente, fendas de emissão e excitação de 5 nm e 
voltagem da lâmpada de 400 V. A determinação de sensibilidade de P.lutzii, foi 
realizada com algumas modificações foram necessárias para o crescimento de P.lutzii, 
com isso, o meio RPMI, com isso acrescido com 2% glicose. Os testes de determinação 
de sensibilidade foram realizados em placas de microdiluição com o Itraconazol como 
controle do experimento e à droga Tioridazina. Foram produzidas soluções padrão de 
Tioridazina em uma série de 10 diluições, essas soluções foram diluídas 10X em meio 
RPMI, e novamente diluídas 1:5 em RPMI para se conseguir a concentração 2X, 
necessária para o experimento. Foram produzidas placas de colônias isoladas em meio 
YPD modificado-Ágar 1,5%, colônias de aproximadamente 1 mm de diâmetro e 
suspensas em solução salína estéril, as suspensões foram diluídas para 1:50 e depois 
1:20 em meio RPMI 2% glicose. Em seguida, foram adicionados 100 µL de soluções de 
Tioridazina diluídas nos poços de 1 a 10 e os poços 11 e 12, como controle de 
crescimento do organismo e como controle de esterilidade do meio, respectivamente. 
Após isso foi adicionado nos poços de 1 a 11 soluções diluídas do inóculo 1:20; Depois 
de 48 horas foi adicionado o corante de viabilidade celular Alamar Blue™.  
 
RESULTADOS E DISCUSSÃO 
Células de P.lutzii foram submetidas ao crescimento em meio YPD líquido modificado 
acrescido de Tioridazina em quatro concentrações (5, 15, 20, 25 µM), a TR afetou de 
maneira dependente da concentração (Figura 1) o crescimento celular de P. lutzii, ou 
seja, quanto maior a concentração da droga testada, menor o crescimento do fungo, 
Além disso, calculamos o IC50 para a droga, que ficou em 13,79 µM (5,52 µg/mL). 
Com base nestes resultados, concentrações de 5 M, 10 M e 15 M de culturas 
tratadas com tioridazina foram definidas para estudo em deposição de quitina. Os 
experimentos foram realizados com P. lutzii tratado com TR através de ensaio com 
reagente de fluorescência (CFW) e os resultados obtidos demonstram uma redução 
progressiva do polímero nas células expostas a concentrações crescentes do fármaco 
(Figura 2). Dessa forma, a TR parece apresentar o mesmo padrão antes verificado para 
Pb18: capacidade de inibir a expressão de proteínas responsáveis pela ativação da via de 
sinalização de CWI, o principal mecanismo utilizado por células fúngicas para a 
manutenção da integridade e/ou fortalecimento da parede celular frente a desafios 
externos ou perturbações na superfície celular (LEVIN, 2011), uma vez que a quitina é 
o principal polissacarídeo presente na parede celular fúngica. Experimentos adicionais 
foram realizados a fim de determinar a sensibilidade do fungo P.lutzii frente à 
Tioridazina (TR), usando como controle o antifúngico Itraconazol. Para o Itraconazol, a 
MIC observada foi de 0,229 µg/mL, valor condizente com o observado na literatura 
para o gênero Paracoccidioides que variam entre 0,025 até 4,0 µg/mL (MCGINNIS, 
1997). Sendo a via de sinalização CWI uma via imprescindível para a manutenção da 
integridade da parede frente a desafios externos, a escolha de um fármaco que iniba 



fatores responsáveis pela ativação da via CWI é um importante caminho para o 
tratamento da PCM (FUCHS e MYLONAKIS, 2009).  
 

 
Figura 1 – Curva de crescimento de P. lutzii em meio YPD Modificado na presença de Tioridazina. 
Células do fungo foram submetidas a crescimento em meio de cultura acrescido de tioridazina nas 
concentrações de 5 M, 15 M, 20 M e 25 M. No controle, a droga não foi adicionada. O crescimento 
celular foi avaliado pela medição diária da densidade óptica a 600 nm (D.O.600). 
 

 
Figura 2 – Gráfico de emissão de fluorescência (emitida conforme o reagente de CFW adere a 
quitina depositada na parede) em comparação entre culturas de P.lutzii, controle sem exposição a TR e 
concentrações crescentes de Tioridazina (5, 10 e 15 µM). 
 
CONCLUSÕES 
Com os resultados do presente trabalho foi possível verificar que a TR também possui 
atividade antifúngica quando ministrada in vitro em leveduras de Paracoccidioides 
lutzii (5,51 µg/mL), da mesma forma em que observamos em P brasiliensis isolado 18 
7,52 µg/mL (18,65 µM). A determinação da sensibilidade de P.lutzii a diferentes 
concentrações de Tioridazina foi realizada com base no descrito documento no 
documento M27-A2 (2002) – Método de Referência para Testes de Diluição em Caldo 
para Determinação da Sensibilidade de Leveduras à Terapia Antifúngica: Norma 
Aprovada – do NCCLS. A MIC para a TR foi de 4,167 µg/mL (10,41 µM) e para o 
Itraconazol a MIC observada foi de 0,229 µg/mL. Os experimentos de análise de 
deposição de quitina mostraram uma redução progressiva do polímero nas células 
expostas a concentrações crescentes do fármaco, evidenciando o possível efeito da TR 
sobre a parede celular do fungo. Dessa maneira, os dados aqui apresentados mostram 
uma aparente ação da TR sobre a quitina, possivelmente relacionado à via CWI (dados 
já observados em Pb18. Dessa forma, estudos futuros serão conduzidos a fim de 
quantificar o teor de quitina (e adicionalmente glucanas) nessas leveduras de P lutzii 
tratadas com TR. 
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