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INTRODUCAO

O fungo termodimérfico Paracoccidioides brasiliensis (Pb) é o agente etioldgico da
paracoccidiodomicose (PCM), uma micose sistémica de alta prevaléncia na América
Latina. A sua taxa de mortalidade (1,45/milhdo de habitantes) e a severidade do quadro
dos pacientes acometidos tornam-na um importante problema de salde publica no
Brasil (COUTINHO et al, 2002). Além disso, o surgimento de isolados de Pb resistentes
as drogas tradicionais nas Ultimas décadas acrescentou mais um preocupante empecilho
ao seu combate (HAHN et al, 2002). O fendbmeno da resisténcia multipla a drogas
(MDR) ¢ caracterizado pela faléncia da terapia medicamentosa no controle da infecgao.
Inimeros estudos tém associado este fenotipo a superexpressao de genes codificadores
de proteinas transmembranas de efluxo de drogas, que impedem o seu acumulo no
interior das células-alvo, evitando assim que se alcancem as concentracdes em niveis
toxicos (WHITE et al, 1998). Existem duas principais classes de proteinas
transportadoras de drogas relacionadas ao fenotipo MDR em fungos: a familia ATP-
Binding Cassete (ABC), que promove o efluxo mediante energia liberada pela hidrolise
de ATP (energia-dependente), e a Major Facilitator Superfamily (MFS), que possui um
sistema antiporte movido pela diferenca de potencial elétrico gerada pela intrusdo de
protons (H") (LAGE, 2003). Novas drogas capazes de inibir a atividade destas proteinas
de efluxo de drogas seriam potenciais alternativas no tratamento de infecdes flungicas
como a PCM. Fenotiazinas como a tioridazina (TR) sdo drogas antipsicéticas com
atividade antimicrobiana expressiva contra uma grande variedade de microrganismos de
interesse médico. Estudos demonstraram que os compostos fenotiazinicos foram
capazes de modular o fen6tipo MDR em diferentes microrganismos e células tumorais
(BISI et al, 2008).

OBJETIVOS

Este projeto visa avaliar quantitativamente os efeitos da TR sobre a expresséo de genes
relacionados a resisténcia multipla a drogas em leveduras de Pb em cultura utilizando
gPCR em tempo real.

METODOLOGIA

Neste estudo foram utilizadas células leveduriformes de Pb, isolado 18, cultivadas em
meio YPD liquido modificado contendo TR em diferentes concentragcdes. O
crescimento celular foi monitorado a cada 24 horas durante 7 dias por meio de
determinacdo da densidade dptica em espectrofotbmetro. A partir da curva de
crescimento construida com os resultados obtidos, foram selecionados para o estudo



comparativo: as concentracdes de 2,5, 5 e 15 UM de TR e os tempos de exposi¢do de 48
e 144 horas. Arbitrariamente definiu-se 48 horas como fase “aguda” e 144 horas como
fase “tardia” de exposicdo. Amostras de cada condicdo escolhida foram colhidas e
congeladas em nitrogénio. As células leveduriformes foram rompidas por trituragdo em
nitrogénio e imediatamente misturadas a Trizol (Invitrogen) para a extracdo de RNA.
Para a avaliacdo da qualidade do RNA obtido, uma aliquota de cada amostra foi
submetida a eletroforese em gel de agarose desnaturante. O critério de qualidade foi a
presenca das bandas 18S e 28S do RNA ribossomal integras. O material resultante foi
purificado para a sintese de cDNA. A escolha dos genes a serem analisados foi baseada
nos resultados prévios de microarranjo com biochip de Pb obtidos no laboratério de
Genomica, na Universidade de Mogi das Cruzes (RODRIGUES, 2009). Foi selecionado
0 gene codificador de proteinas da familia ABC: o Multidrug Resistance Protein 1 —
MASO0408, um similar ao gene AfuMDR1 do fungo Aspergillus fumigatus, relacionado a
resisténcia ao itraconazol (TOBIN et al, 1997). Da familia MFS: o Integral Membrane
Transport Protein — MASOQ770, similar ao MFS Multidrug Transporter em Aspergillus
fumigatus, Ajellomyces capsulatus e Penicillium marneffei. A avaliacdo da expressdo
génica foi feita por gPCRem tempo real.

RESULTADOS / DISCUSSAO

Conforme a figura 1, a TR afetou de maneira dose-dependente o crescimento celular. O
crescimento na concentracdo de 2,5 puM foi reduzido em aproximadamente 9 % em
relacdo as amostras-controle ndo expostas a droga. J& nas demais concentracdes testadas
de 5,0 e 15 pM, a reducdo foi em média de 17 % e 27 %, respectivamente. A
concentracdo de 20uM mostrou-se letal para o fungo.
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Figura 1: Curva de crescimento do P. brasiliensis exposto a diferentes concentracdes de
TR. Células leveduriformes do fungo foram submetidas a crescimento em meio YPD
modificado liquido sem TR (controle) e acrescido desta, nas concentragdes de 2,5, 5,0, 15 e 20
HUM. A D.Ogoonm das culturas foi determinada diariamente em espectrofotémetro Ultrospec
2000, Pharmacia Biotec.

Os resultados apresentados na Figura 2 mostram que todas as concentraces de TR
utilizadas foram capazes de inibir a expressao do gene MAS0408, tanto em 48 quanto
144 horas de exposicdo. Com 48 horas de exposi¢do, a sub-regulacdo nédo foi
dependente da concentracdo utilizada da substancia, uma vez que a inibi¢cdo permaneceu
relativamente constante, em torno dos 50 %, em relacdo ao nivel de expressdo do gene
em células de culturas-controle. Com 144 horas de exposicdo a TR, a inibicdo da
expressao ainda foi observada, porém em niveis mais discretos. As células expostas as
concentracfes de 2,5 e 5 uM apresentaram reducdo de aproximadamente 10% nos
niveis transcricionais, enquanto que em 15 uM, aproximadamente 40%.



Quando cada concentracdo de TR é comparada em funcdo dos diferentes periodos de
exposicdo a droga, observa-se a diminuigdo dos niveis de sub-regulacdo ao longo do
tempo, sugerindo que o impacto da TR sobre a expressdao deste gene seja mais
contundente na fase “aguda” de exposi¢do. Entretanto, na cultura exposta a 15 uM de
TR, os niveis de sub-regulacéo tiveram pouca alteracdo, passando de 50% (48 horas)
para 40% (144 horas), sugerindo que nesta concentracdo de exposicédo, a influéncia de
TR sobre os niveis transcricionais permanece importante e praticamente inalterada ao
longo do tempo.
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Figura 2: Variagdo dos niveis transcricionais do gene MAS0408 em células de P. brasiliensis expostas & TR por 48 e 144
horas. Os experimentos de qPCR em tempo real foram realizados com amostras cDNA produzidas a partir de RNA total
extraido de culturas submetidas a 2,5; 5 e 15 pM de TR. MAC1196, foi utilizado como controle enddgeno para a normalizacéo
experimental por ndo apresentar modulagao de expresséo nas condices experimentais avaliadas neste estudo. Em cada caso,
as variacOes transcricionais foram calculadas tomando-se como referéncia os niveis de expressdo em amostra ndo exposta a TR
(controle) e séo representadas no gréafico pelo log (base 10) das quantificacdes relativas (eixo y) em funcéo das concentracdes
de TR (eixo x). Todas as condi¢des experimentais foram avaliadas em triplicata e séo representadas pelas médias e respectivos
desvios-padréo.

A figura 3 mostra os niveis transcricionais do gene MAS0770, que foram inibidos de
maneira dependente da concentracdo em ambos 0s periodos de exposi¢cdo. Com 48
horas, a concentracdo de 2,5 uM acarretou a inibicdo de 44 % em relacdo ao nivel de
expressao génica em células ndo expostas a droga, enquanto que as de 5 e 15 uM, 60 %
e 62% , respectivamente. Na exposicdo de 144 horas a TR, a sub-regulacéo foi mantida,
todavia nas concentragdes de 2,5 e 5 puM, os niveis de inibicdo ndo se mantiveram
elevados, decrescendo para 6 % e 33%, respectivamente. Na concentracdo de 15 uM, a
inibicdo praticamente ficou inalterada.

Na comparacdo entre os distintos periodos de exposicdo a TR, os resultados do gene
MASQ770 sdo semelhantes ao de MAS0408: a droga possui um impacto mais
proeminente na fase “aguda” que na “tardia”, e que a concentracao de 15 uM assegura
uma maior sustentacdo da inibicdo dos niveis transcricionais ao longo do tempo.
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Figura 3: Variagdo dos niveis transcricionais do gene MAS0770 em células de P. brasiliensis expostas & TR por 48 e 144
horas. Os experimentos de qPCR em tempo real foram realizados com amostras cDNA produzidas a partir de RNA total
extraido de culturas submetidas a 2,5; 5 e 15 pM de TR. MAC1196, foi utilizado como controle enddgeno para a normalizacéo
experimental por ndo apresentar modulagdo de expresséo nas condicBes experimentais avaliadas neste estudo. Em cada caso,
as variacOes transcricionais foram calculadas tomando-se como referéncia os niveis de expressdo em amostra ndo exposta a TR
(controle) e séo representadas no gréafico pelo log (base 10) das quantificacdes relativas (eixo y) em funcéo das concentracdes
de TR (eixo x). Todas as condi¢des experimentais foram avaliadas em triplicata e séo representadas pelas médias e respectivos
desvins-nadrin



Neste trabalho, a exposicdo das células de Pb a TR produziu resultados que corroboram
0s estudos mencionados anteriormente. A droga foi capaz de inibir a expressao dos
genes associados a0 MDR, o que certamente contribuiu para redugdo do crescimento
celular, observada em todas as condic¢Ges de exposicéo avaliadas. Os resultados também
ressaltam o impacto da TR na fase “aguda” de exposicdo, na qual a inibicdo da
expressdo dos genes foi mais significativa. O contato inicial de 48 horas das células com
a droga provocou uma reducdo mais incisiva na expressdo génica em todas as
concentragcOes testadas. Neste tempo de exposicdo, o efeito da substancia sobre a
expressao génica parece ser independente da concentracdo. Na fase “tardia” de
exposicdo, a inibicdo da expressdo foi mais discreta em todas as concentracdes,
principalmente nas menores concentragdes testadas, ou seja, 25 e 5 uM.
Diferentemente destas, as culturas expostas a 15 uM de TR apresentaram uma variacao
menor na sub-regulacdo dos niveis transcricionais quando comparadas as mesmas da
fase “aguda”, indicando uma tendéncia a sustentacdo da sub-regulacdo da expressdo
génica. Diferentes hipo6teses poderiam explicar a diminuicdo nos niveis de sub-
regulacao dos genes estudados, observada para todas as concentracGes de TR em 144
horas de tratamento. Uma possibilidade estaria relacionada ao aumento do nimero de
células expostas a cada concentracdo da droga ao longo do tempo. Em todas as
condigdes experimentais, o nimero de células com 48 horas de experimento é menor do
que este nimero apos 144 horas, ja que as células continuaram o processo de replicacédo
celular. Assim, o estimulo téxico exercido pela TR sobre cada célula ao final do
experimento é evidentemente menor do que no inicio, pois a quantidade de células
presente é muito maior. Outra possibilidade estaria relacionada a fotossensibilidade
caracteristica da TR. Embora o experimento em si, bem como todas as manipulacGes
necessarias das culturas ao longo do ensaio, tenha sido realizado no escuro ou com a
menor quantidade possivel de luz, ndo é possivel afirmar que a integridade total da
substancia foi mantida durante todo o experimento, o que também poderia contribuir
para a inibicdo do efeito no periodo de 144 horas de exposicdo. Além destes fatores,
varios mecanismos celulares de adaptacdo a condi¢Ges adversas poderiam atuar em
conjunto para diminuir a influéncia da TR sobre a expressdo deste e de outros genes
relacionados a resisténcia a drogas em Pb.

CONCLUSAO

Os resultados deste estudo mostram que a TR causou a sub-regulacdo de genes que
estdo diretamente relacionados ao fenétipo de resisténcia mdltipla a drogas em
microganismos patogénicos como o Pb, o que reforca o potencial desta fenotiazina de
contribuir com a terapia farmacoldgica existente para o combate a PCM.
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