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INTRODUCAO

Paracoccidioides brasiliensis, agente etiologico da paracoccidioidomicose (PCM), € um
fungo dimérfico, ou seja, depende da temperatura para sua expressdo morfoldgica e
patogenicidade. A temperatura ambiente (23-28° C), o fungo cresce vagarosamente em
sua fase micelial; enquanto que a 35-37°C, sofre transicdo e cresce em seu estigio
leveduriforme e patogénico. A patogenicidade do P. brasiliensis parece estar
intimamente ligada a transicdo dimorfica deste fungo, pois cepas incapazes de sofrer
esta transi¢do morfoldgica ndo sdo virulentas. A PCM € adquirida através da inalacdo de
propdgulos produzidos pelo fungo durante a fase micelial. Estes alcancam os alvéolos
pulmonares, se transformam em leveduras e crescem no parénquima pulmonar, podendo
disseminar-se para outros 6rgaos (BRUMMER et al.,1993). O desenvolvimento de
processos infecciosos sdo geralmente resultantes de uma interagdo entre os fatores de
viruléncia do parasita e fatores de resisténcia do hospedeiro. Assim, estudos sobre os
genes do hospedeiro infectado com expressao alterada apds a infec¢do por Pb podem
levar a uma melhor compreensio da PCM. Em nossos estudos foram realizados
inicialmente indmeros experimentos utilizando a técnica de hibridagdo competitiva em
microarranjos de ¢cDNA de camundongo, em nossas condi¢des experimentais. No
entanto, as imagens obtidas resultaram em sinal de hibridacio muito fraco,
impossibilitando a andlise dos dados. Vdrios testes foram aplicados, os quais
comprovaram que o insucesso dos experimentos nao era da qualidade do material obtido
nas extragdes de RNA e sim da ineficicia dos biochips de oligonucleotideos sintéticos
de genes de camundongos utilizados. A alternativa encontrada foi aplicar a técnica de
gPCR em tempo real que consiste em detectar o acimulo dos produtos de amplificagao
por PCR a partir de um RNA alvo, através da emissao de fluorescéncia, permitindo uma
quantificacdo bastante precisa e reprodutivel do nimero de cépias do gene estudado
(HEID et al., 1996).

OBJETIVOS

Este trabalho se propds a analisar genes relacionados a resposta imunoldgica de
camundongos das linhagens suscetivel e resistente a paracoccidiodomicose com
expressdo alterada apds diferentes periodos de infeccdo por Paracoccidioides
brasiliensis, através da técnica de qPCR em tempo real.



METODOLOGIA

Camundongos das linhagens B10.A (susceptivel) e A/J (resistente) divididos em 4
grupos (um grupo controle e um infectado de cada linhagem) foram infectados com 50
pl de uma suspensdo do fungo P. brasiliensis (isolado 18) na fase exponencial por via
intratraqueal. Apds periodos de 30, 60 e 90 dias da infec¢do, foram sacrificados com
uma dose letal do anestésico, para retirada dos pulmdes. A extracio do RNA dos
pulmdes foi realizada com Trizol® e o material obtido foi purificado utilizando-se
RNeasy Mini Kit (50) (Quiagen), segundo especificagdes do fabricante, permitindo a
obtencdo de material com grau de pureza satisfatério. As amostras de RNAs obtidos dos
pulmdes foram submetidas a experimentos de qPCR em tempo real. Realizou-se a
sintese de cDNA partindo-se de 3 pl de RNA total, no qual foi adicionado 4 pl de oligo
dT 100 pmol para selecio do mRNA e dgua em quantidade suficiente para completar o
volume da reacdo para 19 pl. A amostra foi submetida a desnaturagdo a 70°C por 5
minutos, seguida de anelamento em temperatura ambiente durante 10 minutos.
Adicionaram-se 6 ul de tampao de primeira fita 5X (Invitrogen), 3 ul DTT (0,1M), 0,6
pl de ANTP’s (25mM de cada ANTP), 1 ul de Superscript IT RT (200 U/ul — Invitrogen).
A reacdo ficou incubada a 42°C por 2 horas, e foi finalizada com uma incubagao a 70° C
por 10 minutos para inativar a enzima. A partir de dados obtidos na literatura, foram
selecionados alguns genes para avaliacdo da expressdo diferencial por RT-qPCR em
tempo real. Para cada gene quantificado foram utilizado 50 ng de cDNA de cada
condicdo (B10.A nao infectado, B10.A infectado por 30, 60 e 90 dias, e A/J nado
infectado, A/J infectado por 30, 60 e 90 dias), 50 nM de cada iniciador (“Foward”e
“Reverse”) e 10 ul de SYBR Green PCR Master Mix 2X em reacdo com volume final
de 20 pl. As reacOes de amplificacdo foram feitas em triplicata, acompanhadas de
controles negativos, realizadas no aparelho ABI Prism® 7500 Real time PCR System
(Applied Biosystems) nas condi¢des especificadas pelo fabricante. Para corrigir
quantidades iniciais de cDNA, das diferentes amostras, foi usado um gene normalizador
que tem expressao constitutiva em todas as reagdes, no caso, o da beta-actina.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Dois animais de cada grupo tiveram seus pulmdes isolados a cada 30, 60 e 90 dias da
infecgdo para a extracdo de RNA. As amostras de RNA de pulmdes de camundongos
extraidas com Trizol®, foram analisadas em gel de agarose e quantificadas através de
um NanoDrop (Spectrophotometer ND-1000). Somente foram utilizados RNAs que ndo
apresentaram degradacdo visivel no gel (Figura 1) e cuja densidade ptica apresentasse
uma razao Ajeo/Asgoentre 1,9 e 2,0.

D

Figura 1 - Gel de eletroforese (agarose 1%). Visualizag@o da integridade das amostras de RNA obtidas
a partir de pulmdes de camundongos. A — Amostras de RNA de camundongo B10.A infectados por 30
dias. 1 —2 ug de RNA Ladder 0,1 — 2,0 Kb; 2 e 3 - 2 ug de RNA extraido de pulmao nao infectado ; 4 e 5
- 2 ng de RNA extraido de pulmao infectado. B - Amostras de RNA de camundongos B10.A infectados
por 60 dias. 1 — 2 ug de RNA Ladder 0,1 — 2,0 Kb; 2 ¢ 3 - 2 pg de RNA extraido de pulmio ndo



infectado; 4 - 2 ug de RNA extraido de pulméo infectado. C - Amostras de RNA obtidas de camundongos
B10.A infectados por 90 dias. 1 — 2 pg de RNA Ladder 0,1 — 2,0 Kb; 2 - 2 ug de RNA extraido de
pulmdo infectado. D - Amostras de RNA obtidas de camundongos A/J infectados por 30, 60 e 90 dias. 1 —
2 ug de RNA Ladder 0,1 — 2,0 Kb; 2 - 2 ug de RNA extraido de pulmao ndo infectado; 3 e 4 — 2 ug de
RNA extraido de pulmdo infectado por 30 dias; 5 - 2 ug de RNA extraido de pulmdo infectado por 60
dias; 6 - 2 ug de RNA extraido de pulmao infectado por 90 dias.

Trés genes foram selecionados para estas andlises, com base nas suas possiveis fungdes
que desempenham na ativagdo do sistema imune do hospedeiro contra um agente
invasor, sendo eles: tlr2, essencial no reconhecimento de lipopeptideos microbianos,
MyD88, relacionado a produgdo de citocinas inflamatérias induzida pelos Toll-like
receptors € Mpa2l, uma proteina ativadora de macréfagos. Os dois primeiros parecem
controlar as taxas fagociticas, a migracdo e ativacdo celular, a secrecdo de citocinas
assim como a expressio de moléculas que afetam células dendriticas e suas
competéncias como células apresentadoras de antigeno para células T. Apds as reacdes
de amplificacdo realizadas no aparelho ABI Prism® 7500 Real time PCR System
(Applied Biosystems), as amostras foram submetidas as reacdes de dissociacdo, em
condic¢des determinadas pelo fabricante, no mesmo aparelho para Real Time qPCR, para
garantir a confiabilidade dos resultados obtidos. Contudo, pdde-se detectar que os
primers sintetizados para tais genes selecionados ndo foram especificos, pois a
representacdo grifica da dissociacdo apresentou mais de um pico, demonstrando que
houve amplificacdo de mais de uma regido do gene, impossibilitando a andlise real dos
dados. Novas condi¢des de amplificagdo estdo sendo testadas, mas ainda assim outros
genes que codificam moléculas conhecidas por modular a resposta imunoldgica no
hospedeiro foram selecionados para andlise. Entre eles, selecionamos a quimiocina
CXCL2, as interleucinas inflamatorias IL-6 e IL-10, o fator de necrose tumoral alfa
(TNF-a), e molécula de adesdo intracelular CD54. Estudos realizados por GONZALES
et al. (2003) sugerem que as citocinas pro-inflamatérias como TNF-a, I1L-6 e IL-1
podem ser responsdveis pelo recrutamento de leucécitos nos pulmdes do hospedeiro
durante os primeiros estagios da infec¢do por P. brasiliensis, uma vez que, essas
moléculas foram produzidas em niveis elevados nos primeiros quatro dias de infecc¢ao
em amostras pulmonares de camundongos. De acordo com MOREIRA et al.(2006), a
molécula de adesdo intracelular CD54 ou ICAM-1 estd envolvida eficazmente na
migragdo celular e na organizacdo da lesdo granulomatosa causada por Pb, sendo que a
auséncia de ICAM-1 em murinos infectados conduziu a susceptibilidade elevada a
infeccdo e atrasou a formacdo de lesdes granulomatosas, além de ter conduzido ao
crescimento e a disseminagdo aumentada do fungo nos pulmdes. Em relagdo a
interleucina-10 (IL-10), JIMENEZ et al. (2006) confirma que os elevados niveis desta
interleucina sdo necessdrios e suficientes para tornar o hospedeiro murino suscetivel a
infeccdo causada por Coccidioides immitis, que também pode causar uma micose
pulmonar no hospedeiro como o Pb. Nossos resultados estdo sendo analisados e
comparados com o descrito na literatura, indicando diferencgas significativas nos niveis
de expressdao para diferentes periodos de infec¢do, considerando-se também suas
expressoes em camundongos resistentes e suscetiveis a paracoccidioidomicose

CONCLUSOES

Uma vez que com a técnica de hibridagcdo em microarranjos de DNA, que era proposta
inicial do projeto, ndo se obteve sucesso, uma alternativa foi aplicar a técnica de gPCR
em tempo real, selecionando alguns genes candidatos que possivelmente possuam
envolvimento no processo infeccioso. A expressdo génica foi avaliada nos diferentes
periodos determinados, 30, 60 e 90 dias, tanto nos camundongos sensiveis como nos



resistentes a paracoccidioidomicose, utilizando sondas especificas. A expressao
diferencial nas diversas condi¢des estd sendo analisada.
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