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RESUMO

ModificacBes epigenéticas tais como metilacdo do DNA, constituem um mecanismo
especial de regulacdo da expressdo génica envolvido em muitas situacdes
patoldgicas. Padrdes alterados de metilagdo do DNA sdo comuns em canceres e
infeccBes virais. A Paracoccidioidomicose (PCM) é uma infeccao fangica sistémica,
causada pelo fungo termo-dimoérfico Paracoccidioides brasiliensis. O Brasil é
detentor do maior nimero de casos na América do Sul. A doenca apresenta
envolvimento pulmonar primério com disseminag¢do para mucosa oral, pele, sistema
reticulo-endotelial e glandulas suprarrenais. As lesdes orais sao caracterizadas por
hiperplasia eritematosa finamente granular, salpicadas com hemorragias pontuais
chamadas de estomatite moriforme. A finalidade deste estudo foi identificar perfis
diferenciais de metilagdo do DNA em pacientes com e sem lesao oral na PCM. A
identificacdo destes perfis foi baseada na estratégia de MS-AP-PCR (Amplificacéo
arbitraria sensivel a metilagdo). O DNA, extraido do sangue total de pacientes com e
sem leséo oral, foi digerido com as enzimas de restricdo Hpa Il e Msp I. Os produtos
da digestdo foram amplificados pela técnica de PCR, utilizando iniciadores
arbitrarios. Foi obtido um perfil diferencial de metilacdo apds a amplificacdo do DNA
de pacientes sem lesdo de boca, comparado ao perfil de pacientes com leséo de
boca. A banda diferencialmente expressa foi purificada, clonada e os plasmideos
obtidos P5, P6 e P7 foram analisados pelo software PhredPhrap e na ferramenta
BLASTN para a obtencdo de dados de mapeamento e identidade com as
sequéncias presentes no genoma humano. O fragmento clonado no plasmideo P5
apresentou similaridade com uma sequéncia de DNA presente no cromossomo 20,
proxima ao gene YTHDF1. Os fragmentos clonados nos plasmideos P6 e P7
apresentaram similaridade com sequéncias de DNA presentes no cromossomo 15,
sendo que o fragmento P6 apresentou similaridade com uma sequéncia intronica do
gene RNA binding protein with multiple splicing 2” (RBPMS2) e o fragmento P7 com
uma sequéncia introbnica do gene “diphthamine biosynthesis 6" (DPHG)”. A
expressao do gene YTHDF1 em leucécitos foi testada por PCR em tempo real e ndo
houve diferenca significativa nos dois grupos de pacientes. Ainda ndo ha descricao
na literatura da correlacdo do gene YTHDF1 com a PCM tornando este estudo
inédito e mostrando a importancia da analise epigenética para conhecimento dos
mecanismos celulares nas condicdes normais e também patologicas.

Palavras-chave: Paracoccidioidomicose. Metilacdo de DNA. Reacdo em Cadeia da
Polimerase.



ABSTRACT

Epigenetic changes such as DNA methylation is a specific mechanism for the
regulation of gene expression involved in many pathological situations. Altered
patterns of DNA methylation are common in cancers and viral infections.
Paracoccidioidomycosis (PCM) is a systemic fungal infection caused by a thermo-
dimorphic fungus, Paracoccidioides brasiliensis. Brazil is having the largest number
of cases in South America. The disease presents primary pulmonary involvement
that spreads to oral mucus, skin, reticuloendothelial system, and adrenals. Oral
lesions are characterized by erythematous fine granular hyperplasia, and speckled
with occasional bleeding called moriform stomatitis. The purpose of this study was to
identify profiles of different DNA methylation in patients with and without oral lesions
in PCM. The identification of these profiles was based on the strategy of MS-AP-PCR
(Methylation-Sensitive arbitrarily Primed PCR). The DNA extracted from whole blood
of patients with and without oral lesions was digested with restriction enzymes: Hpa Il
and Msp I. The digestion products were amplified by PCR (polymerase chain
reaction) using arbitrary primers. We obtained a differing profile after amplifying the
DNA from patients without mouth lesions compared to the profile of patients with
mouth lesions from agarose gel electrophoresis. The differently expressed band was
purified and cloned, and the obtained plasmids, P5, P6 and P7, were analyzed by the
softwares PhredPhrap and BLASTN tool to obtain mapping data and identify the
sequences present in the human genome. The cloned fragment in the plasmid P5
showed similarity with a DNA sequence present in chromosome 20, next to the gene
YTHDF1. The fragments cloned in plasmids P6 and P7 showed similarity with the
DNA sequences present on chromosome 15, the P6 fragment showed similarity with
an intronic sequence from the gene, “RNA binding protein with multiple splicing 2
"(RBPMS2), and the P7 fragment showed similarity with the intronic sequence of the
gene "diphthamine biosynthesis 6" (DPHG6) ".biosynthesis 6" (DPH6)". The YTHDF1
gene expression in leukocytes was tested by real-time PCR and no significant
difference were found in both groups of patients. There is no description in the
literature relating the YTHDF1 gene with PCM which has shown the importance of
study epigenetic for understanding the cellular mechanisms under normal and
pathological conditions.

Key words: Paracoccidioidomycosis. Methylation of DNA. Polymerase chain reaction.
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1 INTRODUCAO

A paracoccidioidomicose (PCM) € uma micose sistémica humana cujo
agente etiolégico é o Paracoccidioides brasiliensis, fungo termodimaorfico, com uma
distribuicdo geogréfica restrita & América Latina (FORTES et al., 2011; NUCCI,
COLOMBO, QUEIROZ-TELLES, 2009).

A PCM é uma das micoses sistémicas mais importantes, sendo o Brasil,
detentor do maior nimero de casos na América do Sul. A doenca apresenta
envolvimento pulmonar primario podendo ocorrer disseminagdo para mucosa oral,
pele, sistema reticulo-endotelial e glandulas suprarrenais. Os sinais e sintomas da
doenca podem ser muito diversos, provocando dificuldade de estabelecimento de
um diagnaostico rapido. Em cerca de 30 a 50% dos pacientes ocorrem manifestacées
orais, 0 que caracteriza a PCM como doenca de extrema importancia na
Odontologia. Diante da diversidade de manifestacdes clinicas, e do
desconhecimento dos fatores que determinam a presenca ou auséncia de lesbes
orais e utilizando os inimeros progressos que advém da caracterizacdo e do
conhecimento dos genes e sua funcionalidade no genoma humano, este trabalho
propde correlacionar a importancia do estudo de fatores genéticos envolvidos na
patogénese da PCM. Abordando especificamente, um evento epigenético, chamado
metilacdo do DNA.

O estudo de mecanismos epigenéticos sao importante para compreensao
tanto dos processos fisiolégicos quanto dos patolégicos, e este estudo visa
investigar se existem alteragbes no padrdo de metilagdo que podem estar
relacionadas com a PCM em dois grupos de pacientes que se apresentavam com e
sem lesdes orais.

A epigenética engloba alteracGes nos padrdes de expressdo génica que sao
mediadas por mecanismos que ndo afetam a sequéncia primaria do DNA (BAYLIN;
OHM, 2006). As principais modificacbes epigenéticas sdo metilacdo do DNA e
acetilacdo de histonas, que constituem um mecanismo especial de regulacdo da
expressdo génica envolvido em muitas situacdes patolégicas (FACKLER et al.,
2004; USHIJIMA, 2005; RANDO, 2006). Padrdes alterados de metilacdo do DNA e

acetilacdo de histonas s&o comuns em muitas doengcas humanas. A metilacdo do
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DNA é a modificacdo epigenética melhor caracterizada até o momento exercendo
grande importancia no silenciamento e regulacdo génica. Em eucariotos, ela é
encontrada predominantemente no carbono da posicdo 5 da citosina seguida da
uma guanina no dinucleotideo CpG. Esta modificacdo € biologicamente relevante
guando ocorre em regides ricas em dinucleotideos CpG conhecidas como ilhas CpG
(HERMAN et al., 1996). Estima-se que o numero total de ilhas CpG no genoma
humano seja maior do que 37 mil, sendo que 35% destas sdo mapeadas em regides
promotoras (HAN; ZHAO, 2009). A metilagdo do DNA nas ilhas CpG, presentes nas

regibes promotoras, resulta em silenciamento génico devido a inibicdo estérica da
ligacdo dos complexos de transcricdo a suas regifes regulatorias (BERNSTEIN;
MEISSNER; LANDER, 2007) ou pelo recrutamento de proteinas que se ligam as
sequéncias CpG metiladas iniciando modificacbes epigenéticas coordenadas na
cromatina (ESTELLER, 2007).

Em genes transcricionalmente ativos, essas ilhas sdo normalmente néao
metiladas. Entretanto, elementos repetitivos (DNA satélite e transposons) e a regiao
promotora de alguns genes caracterizados por auséncia de expressdao Ssao
geralmente metiladas na maioria dos tecidos (ESPADA; ESTELLER, 2010). Como a
metilacdo do DNA é uma marca epigenética herdavel, a manutencdo e a
transmissao precisa desses padrdes as células filhas € um processo essencial do
ciclo celular. Portanto, a identificagcdo dos perfis anormais de metilacdo ndo s6 em
ilhas CpG, mas também em regides adjacentes, esta se tornando uma ferramenta
importante para a compreensdo tanto da expressdo génica normal como em
diferentes doencas. O conhecimento dos eventos moleculares gque iniciam e mantém
o silenciamento epigenético pode levar ao desenvolvimento de novas abordagens

relacionadas a identificacdo de marcadores diagnésticos e prognésticos para as
doengas humanas (BAYLIN; OHM, 2006; POLO; ALMOUZNI, 2005).
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2 REVISAO DE LITERATURA

Nesse capitulo serdo descritos alguns estudos que demonstram as
caracteristicas do fungo, tipos de doenca e diagndsticos, entre outras informacdes

de importancia na PCM.

2.1 HISTORICO

A PCM é uma infeccao fungica bem conhecida pelos pesquisadores
brasileiros. Os estudos desta moléstia sdo constantes e crescentes, devido ao
grande namero de casos e gravidade. A PCM foi descrita pela primeira vez no Brasil
pelo médico Adolpho Lutz (1855-1940), em 1908. Com o titulo “Uma mycose
pseudococcidica localisada na bocca e observada no Brazil. Contribuicdo ao
conhecimento das hyphoblastomycoses americanas”. Nesse artigo ele relata
aspectos clinicos, histopatolégicos e micologicos de dois casos de pacientes
apresentando lesdes orais (MARQUES, 2008). O Dr. Lutz descreveu a doenga como
patologia grave e apresentando ulceracdes extensas, com destruicdo da mucosa e
véu palatino entre outras manifestacdes. Em 1910, o médico parasitologista italiano,
Alfonso Splendore (1871-1953) descreveu minuciosamente a morfologia do fungo e
até entdo, acreditava-se que a localizacao primitiva das lesbes era a mucosa oral;
sintomas como dificuldade de alimentagdo, aumento da secrecao salivar e cansago
progressivo eram relatados na maioria dos casos (LACAZ, 2002).

Splendore também analisou quatro casos de PCM, descrevendo com
perfeicdo as caracteristicas clinicas das lesbes orais. Nesse periodo inicial nao
existiam drogas eficazes para tratamento e a doenca era quase sempre fatal. A
partir de 1930, ocorrem avangos nos estudos nas areas de imunologia e bioquimica
e surgem drogas para tratamento da infec¢cdo. Ainda em 1930, criou-se o0 género
Paracoccidioides e foi confirmada a espécie brasiliensis, homeada por Splendore
(LACAZ, 2002).

Apdbs a observacgéo de outros casos na América do Sul, a doenca passou a

se chamar blastomicose sul-americana; outras denominacgfes utilizadas foram
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doenca de Lutz e doenca de Lutz-Splendore-Almeida. Apenas em 1971 adotou-se o
nome paracoccidioidomicose, durante a reunido de micologistas do continente
americano em Medellin, Coldmbia (LACAZ, 2002).

2.2 MORFOLOGIA DO Paracoccidioides brasiliensis

Os fungos sdo organismos de vida livre e saprobidtica, e agentes comuns
em todo ecossistema. Desempenham papel fundamental na natureza, sendo um dos
constituintes das cadeias e teias alimentares, pela decomposicdo da matéria
organica. Estes microrganismos possuem importante papel na saude dos animais,
porque causam desde micoses classificadas como cutaneas até sistémicas. Apesar
de existirem aproximadamente 100.000 espécies fungicas, apenas um pequeno
grupo causa micose sistémica humana. Os fungos dimorficos s@o responsaveis pela
maior parte das infecgBes fungicas sistémicas de humanos e outros mamiferos
(SANTOS et al., 2011).

Na temperatura menor que 28°C, o fungo apresenta forma micelial e
microscopicamente sdo encontrados filamentos finos, septados, com esporos

terminais ou intercalares (FIGURA 1).
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Figura 1 - Forma miceliana do fungo P. brasiliensis encontrada
natureza a 25°C.

Fonte:  https://www2.ufmg.br/imagensdoconhecimento/Imagens
Areas/Ciencias-Biologicas/Enzima-Patricia-
Campi/(image)838

Na forma parasitaria encontrada a 37°C nos tecidos infectados, quando
observado ao microscoépico, o fungo apresenta um padrao de células leveduriformes
relativamente grandes (podendo atingir 5 a 25 pym no seu maior didmetro), com
parede espessa, birrefringente. A reproducdo é assexuada, caracterizada por
multiplos brotamentos originados por evaginacdes das células-maes (FIGURA 2).
Este processo termodimorfico € reversivel e estd relacionado a capacidade de
adaptacdo as mudancgas das condi¢cdes ambientais, sendo que a conversdo da fase
micelial para levedura permite sobrevivéncia do fungo e sua invaséo aos tecidos do
hospedeiro (RESTREPO et al.,, 2011; SAN-BLAS; BURGER, 2011). O estimulo
basico é a temperatura, mas fatores nutricionais e do hospedeiro também podem

interferir nesse processo.
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Figura 2 - Forma de leveduras observadas ao MO
(microscapio 6ptico).
Fonte:  http://acd.ufrj/LablmgBio/Micologia/mico018

2.3 ECOLOGIA

O nicho ecoldgico do fungo ndo esta completamente esclarecido. Sugere-se
gue ele viva saprobioticamente na natureza, pois ja foi isolado do solo, agua e
plantas (CONTI-DIAZ, 2007; RESTREPO; MCEWEN; CASTANEDA, 2001).
Ambientes proximos a rios ou solos argilosos com grande umidade promovem
condi¢des nutricionais de temperatura e pouca competicao, ideais a sobrevivéncia
do micélio no meio ambiente.

Poucos isolados do fungo no solo sugerem que este ndo seja o habitat
permanente do patdgeno, e supde que o mesmo resida por tempo variavel nestes
locais (CONTI-DIAZ, 2007). Alguns tipos de solo sdo mais adequados para a
producdo de conidios. Esse fato interfere na resisténcia do fungo e sua capacidade
infectiva (THEODORUO et al., 2005).

Por outro lado, as descobertas de hospedeiros silvestres naturais como o
tatu de nove bandeiras (Dasypus novemcinctus) e o cao (Canis familiaris) podem
ampliar ainda mais o circulo de sobrevivéncia do parasita (SILVA-VERGARA et al.,
2000).


http://www.google.com.br/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&frm=1&source=images&cd=&cad=rja&docid=nEog0X6GW1CYTM&tbnid=WbeDryaF8wkOlM:&ved=0CAUQjRw&url=http://repositorio.unb.br/bitstream/10482/7995/1/2006_MariaVitoriaSilvaCampos.pdf&ei=1XxBUuK_A4jY9AScrYGIAw&psig=AFQjCNFMsjT5Ez4Y1fJvIT6vtL5gEWi6xg&ust=1380108511184878
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2.4 EPIDEMIOLOGIA

Taxonomicamente o Paracoccidioides brasiliensis € classificado no Reino
Fungi, Filo Ascomycota, Classe Pleomycetes, Ordem Onigenales, Familia
Onygenacea, Género Paracoccidioides e Espécie brasiliensis (SAN-BLAS; NINO-
VEGA; ITURRIAGA, 2002).

De acordo com recentes dados moleculares, também pertencem a familia
Onygenacea 0s seguintes agentes de micoses sistémicas: Blastomyces dermatitidis,
Coccidioides immitis, Coccidioides posadasii e Histoplasma capsulatum. Esse grupo
de fungos esta associado com desenvolvimento de doencas relacionadas com
hospedeiros mamiferos (NUCCI; COLOMBO; QUEIROZ-TELLES, 2009).

Existem trés tipos de subespécies de P. brasiliensis: PS1 (PB 18), que
ocorre no Brasil, Argentina, Paraguai, Peru e Venezuela; PS2 no Brasil e Venezuela
(espécie com menor viruléncia) e PS3 na Colémbia (NUCCI; COLOMBO; QUEIROZ-
TELLES, 2009; SAN-BLAS; NINO-VEGA; ITURRIAGA, 2002).

A PCM é doenca de notificacdo compulséria em alguns estados brasileiros
como Minas Gerais, conforme a Resolu¢do SES de Minas Gerais N° 3244, de 25 de
abril de 2012 (MINAS GERAIS, 2012), mas ainda € dificil estabelecer sua real
prevaléncia devido a falta de dados epidemioldgicos. Estima-se que mais de 10
milhdes de pessoas possam estar infectadas, mas sem apresentar sinais clinicos da
doenca (NUCCI; COLOMBO; QUEIROZ-TELLES, 2009).

A PCM tem ampla distribuicdo e ja foi descrita em 14 paises. do México
(20°N) até Argentina (35°S), incluindo Panama e Bolivia. Chile e ilhas do Caribe ndo
foram atingidos. A maioria dos casos ocorre no Brasil, seguido da Colémbia,
Venezuela e Argentina. A PCM pode ser considerada também doenca do viajante
para pessoas que viveram ou estiveram em regides endémicas (NUCCI;
COLOMBO; QUEIROZ-TELLES, 2009).

A doenca é autéctone da América do Sul, sendo encontrados no Brasil cerca
de 80% dos casos. A distribuicdo da doenca no Brasil ocorre de forma irregular e
relaciona-se com condi¢cbes de agricultura e clima (BRASIL, 2009). Exceto Chile,
Guianas, Suriname e ilhas do Caribe, a doenca vem desde o México até a Argentina
(SILVA et al., 2004). A PCM apresenta cerca de 200 mortes por ano, com uma taxa

de mortalidade de 1,45 casos por milhdo/habitantes. A PCM é a oitava causa de
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mortalidade por doencas infecciosas no Brasil, constituindo um importante problema
de saude publica devido ao alto potencial incapacitante e quantidade de mortes
prematuras que provoca. (SHIKANAI-YASUDA et al., 2006).

2.5 PATOLOGIA

A PCM é uma micose sistémica humana, cujo agente etiolégico € o
Paracoccidioides brasiliensis. A infeccdo ocorre pela inalacdo dos propagulos do
micélio (forma encontrada na temperatura menor que 28°C na natureza) que irdo se
instalar nos alvéolos pulmonares e se transformar na forma patolégica
leveduriforme, que ocorre nos tecidos do hospedeiro na temperatura de 37°C
(SCHAECHTER et al., 2002).

A PCM infeccdo ocorre geralmente nas primeiras duas décadas de vida
(FORTES et al., 2011) e pode se resolver espontaneamente, ou o fungo pode se
manter latente por muitos anos e sofrer reativacdo, provavelmente por deficiéncias
no sistema imune. Estudos apontam tabagismo, alcoolismo e caréncias nutricionais
como possiveis contribuintes para estabelecimento da PCM doengca (RODRIGUEZ;
CASTRO, 1987).

A PCM doenga ocorre predominantemente em trabalhadores de zona rural e
estudos relacionam atividades agricolas, como plantacdo de café, ao acometimento
da patologia. Porém, como o nicho ecologico do fungo nédo é totalmente conhecido,
dificulta o real estabelecimento das condig6es de contaminagéo.

A PCM doenca acomete principalmente individuos do sexo masculino, dos
30 aos 50 anos em fase produtiva, sendo adquirida principalmente por via inalatoria
(FORTES et al.,, 2011). O primeiro sitio de infeccdo € o pulmonar, podendo se
apresentar como doenca pulmonar cronica, com tosse, dispnéia, febre, perda de
peso e hemoptise (SCULLY; MONTEIL; SPOSTO, 1998). O exame radiol6gico do
torax pode evidenciar infiltrado intersticio-alveolar preferencialmente em lobos
inferiores e areas centrais (FIGURA 3). O fungo pode ser eliminado por células do
hospedeiro imunologicamente competente ou pode ocorrer disseminacao linfatica ou
hematogénica para outros o6rgdos, como: pele, mucosas, baco entre outros
(RESTREPO et al., 2011; SHIKANAI-YASUDA et al., 2006).
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Figura 3 - Aspecto radiografico caracteristico da PCM.

Nota: Padréo de comprometimento na area central do
pulmao chamado de “asa de borboleta”.

Fonte:  http://www.agevisa.ro.gov.br/?page_id=1549

Fatores relacionados ao P. brasiliensis como viruléncia, patogenicidade e
composicdo antigénica e ao hospedeiro como suscetibilidade genética, faixa etéria,
sexo, tabagismo, etilismo, desnutricdo e deficiéncia do sistema imunoldgico, estao
associados a manifestacdes clinicas da doenca (LONDERO, 1982; MAMONIE;
BLOTTA, 2005).

Um dos aspectos importantes da relacdo parasita e hospedeiro é o efeito
dos hormoénios no dimorfismo do fungo. Estudos mostraram que o 17-beta-estradiol
€ capaz de inibir a transicdo de micélio para levedura (CAMARGO; FRANCO, 2000;
NUCCI; COLOMBO; QUEIROZ-TELLES, 2009).

Andlises transcricionais descreveram um gene preferencialmente expresso
na fase leveduriforme do P. brasiliensis que codifica uma proteina de ligacdo ao
estradiol (RESTREPO et al., 1984). A proteina de ligacdo ao estradiol (EBP) possui
interacdo seletiva ao estradiol no citoplasma e acredita-se que isto iniba a transicéo
micélio-levedura e talvez explique a baixa incidéncia da PCM em mulheres (FELIPE
et al., 2005).

Esta patologia é de grande importancia na Odontologia, pois em muitos
casos ocorrem manifestacdes orais, e o dentista comumente é o profissional que ira
ter o primeiro contato com a doenca. A mucosa oral fornece um ambiente rico em
proteinas e com pouca variacdo climatica, faciltando o crescimento do fungo
(BISINELLI et al., 2001). As lesBes orais classicas sdo caracterizadas por hiperplasia

eritematosa finamente granular salpicadas com hemorragias pontuais chamadas de
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estomatite moriforme, conforme figura 4. Essa lesédo, também denominada péapulo-
erosiva, € uma estomatite exulcerada, de lenta evolucdo, podendo apresentar
ulceracado mais profunda; predominando na regiao labial da mucosa jugal, gengivas,
palato e lingua (neste local podem assemelhar-se a carcinomas), podendo ocorrer
sangramento, mobilidade dos dentes e sintomatologia dolorosa (BISINELLI et al.,
2001).
A PCM pode ocorrer de duas formas clinicas:

a) Aguda ou subaguda (juvenil);

b) Cronica (adulto).

A forma aguda ou subaguda da PCM afeta criancas de ambos 0s sexos,
jovens e adultos com menos de 30 anos, representa menos de 10% dos casos e
envolve principalmente o sistema reticulo-endotelial. As manifestagfes clinicas mais
comuns sao febre, perda de peso, linfadenomegalia e em alguns casos
hepatoesplenomegalia e disfuncdo da medula 6ssea. A progressdo da doenca é
rapida e em poucos meses sem tratamento o paciente pode ter sérias dificuldades
de recuperacao (NUCCI; COLOMBO; QUEIROZ-TELLES, 2009).

A forma cronica afeta principalmente adultos do sexo masculino, com
envolvimento pulmonar frequente; geralmente ocorre progressao lenta dos sinais e
sintomas da doenca, e ndo é incomum que estes pacientes s6 procurem ajuda apos
alguns meses do inicio da doenca (NUCCI; COLOMBO; QUEIROZ-TELLES, 2009;
SILVA et al., 2004). Porém quando ocorre a disseminacdo para a mucosa oral, esta
leva o paciente a procurar imediatamente o consultorio odontolégico devido a
sintomatologia extremamente dolorosa das lesdes (FIGURA 4).

A doenca pode ocorrer em um unico 6rgao (unifocal) ou em varios 6rgaos
(multifocal) (FIGURA 5).

A disseminacgdo pode ocorrer por via linfatica ou hematogénica para todos
0s Orgdos, mas geralmente ocorre envolvimento pulmonar e de mucosa oral e
orofaringe, pele, linfonodos e adrenal. Menos frequente sdo os acometimentos do
sistema nervoso central, ossos, olhos e sistema cardiovascular. A doenca é
incapacitante e pode deixar sequelas como insuficiéncia respiratéria crénica e
doenca de Addison (NUCCI; COLOMBO; QUEIROZ-TELLES, 2009).



Figura 4 - Manifestacfes orais da PCM.
Nota: A) Paciente apresentando lesdes na mucosa jugal.

B) Lesbes na mucosa labial, fundo de vestibulo e rebordo alveolar.
Fonte:  Clinica de Estomatologia da Unifal.

Figura 5 - PCM forma crénica disseminada.
Fonte:  GARCIA, et al. (2014, p.168)
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2.6 DIAGNOSTICO

Este capitulo apresenta as formas de diagnéstico da PCM.

2.6.1 Diagndstico laboratorial

O diagnostico definitvo da PCM é baseado na visualizacdo e
reconhecimento microscoépico de elementos fungicos sugestivos de P.brasiliensis, a
partir de biopsia ou exame histopatolégico de amostras oriundas de tecidos
suspeitos, raspado de lesdes, secrec¢des ou fluidos (CAMARGO; FRANCO, 2000;
MENDES-GIANNINI; DEL NEGRO; GONCALVES, 2010). As amostras mais comuns
sdo provenientes do trato respiratério, ganglios e lesdes mucocutaneas (NUCCI;
COLOMBO; QUEIROZ-TELLES, 2009).

O isolamento do fungo pode ser obtido através de cultura utilizando meios
seletivos ou nao seletivos, que requerem tempo de crescimento prolongado
usualmente acima de 30 dias. Além disso, este método pode ser limitado pelo
crescimento de bactérias contaminantes potencialmente presentes em fluidos
organicos (NUCCI; COLOMBO; QUEIROZ-TELLES, 2009; RESTREPO et al., 2011).
Em relacdo aos testes diagnosticos, o padrdo ouro encontra-se na observacgdao direta
do fungo em cortes histolégicos oriundos de bidpsia, o que confere ao dentista
importante papel no diagnostico precoce da PCM, pela facilidade de acesso as
lesbes orais. Na figura 6 pode ser observada formacdo granulomatosa com células
gigantes multinucleadas e infiltrados polimorfonucleares, em espécime oriunda de

biopsia tecidual.
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Figura 6 - Corte histoldgico de lesdo em pele na PCM.

Nota: Reacao granulomatosa em leséo de pele com
varias células gigantes contendo numerosos
fungos leveduriforme. HE, x 1000).

Fonte: GARCIA et al. (2014, p.169).

Diversos testes soroldgicos estao disponiveis, incluindo imunodifusdo dupla
(IDD), contraimunoeletroforese (CIE), ensaio imunoenzimatico (ELISA), DotBlot,
Western Blot, entre outros. Esses testes mostram diferentes taxas de sensibilidade e
especificidade e possivel reatividade cruzada com outros fungos, especialmente o
Histoplasma capsulatum (CAMARGO, 2008; NUCCI; COLOMBO; QUEIROZ-
TELLES, 2009). Os testes soroldégicos como a IDD apresentam grande valor na
deteccdo da doenca e acompanhamento do tratamento. A IDD qualitativa e
guantitativa € a prova sorolégica mais frequentemente utilizada para o diagnéstico
inicial de pacientes suspeitos de PCM. Trata-se de teste de elevada especificidade e
sensibilidade (65 a 100%) dependendo do tipo de antigeno utilizado. Quando se
utiliza a gp43 como antigeno os resultados mostram que o teste de IDD atinge
sensibilidade e especificidade de 84,3% e 98,9% respectivamente (CAMARGO,
2008).

O desenvolvimento de métodos moleculares tem sido implementados na
Ultima década. Através da técnica da reacdo em cadeia de polimerase (PCR) ou
suas variantes, o P. brasiliensis pode ser detectado para fins de diagnéstico com
elevada sensibilidade e especificidade (RESTREPO et al., 2011). Embora bastante
promissora, essa metodologia necessita de mais estudos para ser incluida na rotina
laboratorial (MENDES-GIANNINI; DEL NEGRO; GONCALVES, 2010) e, devido ao
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alto custo, estes métodos séo realizados mais comumente em centros de referéncia.
Em virtude disso, o diagndstico da PCM ainda € baseado na visualizacdo dos
elementos fungicos por métodos classicos que incluem observacdo direta
microscopica, cultura, exame histopatolégico de tecidos e sorologia (NUCCI;
COLOMBO; QUEIROZ-TELLES, 2009).

2.7 TRATAMENTO

A PCM é uma doenca de progressao lenta e de diagndstico muitas vezes
tardio. Quando ndo tratada pode causar graves sequelas e 6bitos. Constitui um
importante problema de salude publica, dificultado pela falta de dados
epidemiolégicos e de campanhas de prevencado. Apresenta semelhanca com outras
infeccbes granulomatosas, como a tuberculose, o que pode levar a diagnéstico e
tratamento tardios (MARQUES et al., 2007; RESTREPO; GOMEZ; TOBON, 2012).

N&o h& consenso sobre a duracdo ideal do tratamento com antifungico
nos casos de PCM, mas vérias publicacbes preconizam que a deteccdo de
anticorpos circulantes especificas € um parametro importante para definir a hora de
parar tratamento (SILVA et al., 2004).

O tratamento proposto pelo Ministério da Saude (BRASIL, 2010) é o
seguinte:

a) ITRACONAZOL: 200 mg/dia, logo apés uma das principais refeicdes,
em Unica tomada, por 6 a 9 meses, nas formas leves, e 12 a 18
meses, nas formas moderadas. E considerada a droga de escolha;

b) SULFAMETOXAZOL + TRIMETOPRIM: 800/160mg/dia, Via Oral
(VO), 12/12 horas, na auséncia de imunodepressdo, 12 meses nas
formas leves, e 18 a 24 meses, nas formas moderadas;

c) Para criancas é recomendado o seguinte tratamento: Trimetoprim, 8 a
10mg/kg e Sulfametoxazol, 40 a 50 mg/kg, VO, de 12/12 horas,
seguindo o0 mesmo tempo de uso dos adultos;

d) ANFOTERICINA B — 1 mg/kg/dia, endovenoso, diluido em 50 ml de
soro glicosado a 5%, néo ultrapassando a dose maxima diaria de
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50 mg, ou solugcdo EV de Sulfametozaxol/Trimetoprim, na dose de 2
ampolas de 8/8 horas até a melhora clinica do paciente, quando entéo
passa a receber medicacéo VO.

A Anfotericina B é nefrotoxica e apresenta inUmeros efeitos colaterais,
necessitando de longo periodo de hospitalizacdo para sua administracdo. O seu
mecanismo de acdo é mediante ligacdo ao ergosterol da membrana plasmatica da
célula fungica, alterando sua permeabilidade (SHIKANAI-YASUDA et al., 2006).

Os derivados azdlicos (cetoconazol, fluconazol e itraconazol) atuam por
inibicdo da sintese do ergosterol da membrana plasmatica da célula fungica. Sao
menos toxicos, porém apresentam custo mais elevado (SHIKANAI-YASUDA et al.
2006).

O tratamento da PCM geralmente é longo, pode ter recidivas e necessita da
colaboracédo do paciente e de resposta imune eficiente. Os pacientes precisam de
acompanhamento por longos periodos mesmo ha auséncia de sintomas e término
da medicacdo. Os casos mais graves devem ser tratados em ambiente hospitalar e
0 paciente podera conviver com as sequelas muitas vezes graves e incapacitantes
(FIGURA 7). Os critérios de cura geralmente considerados sdo: o desaparecimento
de sinais clinicos e radiograficos da doenca e a negativacdo dos titulos de
anticorpos (SHIKANAI-YASUDA et al., 2006).

Séo fatores limitantes no estabelecimento do tratamento: a desnutricdo
presente na maioria dos casos; o alcoolismo e tabagismo; o baixo nivel econémico e
social; o acesso e custo das drogas efetivas e o tratamento prolongado (CAMPOS,
2006).

A cidade de Alfenas-MG desde 27 de novembro de 2013 aprovou o Projeto
de Lei n°® 4.475 resultante da dissertacdo do pneumologista, Dr. Evandro Monteiro
de S& Magalhdes, que garante a populacdo acesso gratuito ao tratamento e
medicacdo preconizada pelo Ministério da Saude, tornando o municipio pioneiro
nesta abordagem (ALFENAS, 2013).
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Figura 7 - Aspecto das lesdes de pele apds tratamento.
Nota: Paciente tratado em ambiente hospitalar utilizando Anfotericina B e
Itraconazol. Notar as sequelas da doenca (cicatrizes).

Fonte: GARCIA et al. (2014, p.170).

2.8 EPIGENETICA E METILACAO DO DNA

Os constantes desenvolvimentos no campo da biologia molecular tém
fornecido ferramentas importantes no conhecimento das diversas patologias e
elucidando mecanismos celulares até entdo desconhecidos. Um importante campo
da biologia que trata especialmente das modificagcbes que ocorrem no DNA e nas
proteinas a ele associadas € a chamada epigenética.

A epigenética é definida como estudo das alteragdes transmitidas durante a
replicacdo génica, sem contudo modificar a sequéncia primaria de bases do DNA,
gue é o ponto inicial para compreensdo do programa genético. Alteracdes que
ocorrem associadas a cadeia primaria sdo descritas como modificacdes
epigenéticas, e sdo essenciais para a harmonia das fungdes celulares (BERNSTEIN;
MEISSNER; LANDER, 2007; OLIVEIRA et al., 2010).

Diante disso, a ciéncia procura hoje, uma visdao mais abrangente destas

mudancas epigenéticas que determinam como a informag&o genética atua nos mais
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variados estagios de maturacdo celular, em diferentes tipos de células, dentro do
padrdo da normalidade e também nas diferentes patologias (BERNSTEIN;
MEISSNER; LANDER, 2007).

Como exemplo de mecanismos epigenéticos, temos a metilacdo do DNA e
as modificagbes das histonas, que podem influenciar rea¢des quimicas associadas
ao DNA ou promover alteracdes na conformacdo espacial da cromatina levando a
importantes mudancas, complexas e interativas, que podem influenciar a expresséo
génica e sao referidas como um verdadeiro “codigo epigenético” (ECKHARDT et al.,
2006).

As mudancas epigenéticas sdo baseadas num conjunto de processos
moleculares que podem ativar, reduzir ou desabilitar completamente a atividade dos
genes através da metilacdo de citosinas no DNA, remodelacdo da estrutura da
cromatina (em particular a acetilagdo ou metilacdo das histonas) e regulacdo de
expressao génicas mediados por pequenas ou micro moléculas de RNA (RNA de
interferéncia e RNA nao-codificantes). Estas diferentes classes de processos nao
séo independentes, mas, normalmente regulam a atividade génica em um complexo
agindo conjuntamente (BERGER, 2007).

O mecanismo epigenético mais bem estudado até o momento é a metilagéo
do DNA (ESTELLER, 2007; JAENISCH; BIRD, 2003). Este processo pode ser
molecularmente descrito como a adicdo do grupamento metil no carbono 5 de
citosinas adjacentes a guaninas, nos chamados dinucleotideos CpG (FIGURA 8)
(BIRD et al., 2002).

Estas regides ricas em dinucleotideos CG, conhecidas como ilhas CpG, na
maioria dos genes sao regides nao metiladas, embora em alguns casos parece
ocorrer metilacdo tecido especifica durante o desenvolvimento (BIRD, 2002;
ESTELLER, 2007). O principal interesse em encontrar ilhas CpG €é que estas podem
servir como marcadores de genes. A metilacdo associada a ilhas CpG em regides
promotoras desempenha um papel importante na regulacéo génica e carcinogénese
(HAN; ZHAO, 2009; HERMAN et al., 1996).
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Figura 8 - Adicéo do grupo metil (CH3) a molécula de citosina.
Nota: A reacao ocorre através da acao de enzimas DNA metiltransferase(DNMT)
formando 5-metilcitosina.
Fonte: http://mww-medchem.ch.cam.ac.uk

De um modo geral, a presenca de metilacdo em sequéncias promotoras ou
regulatdrias esta correlacionada com a inativacdo ou com o silenciamento génico
(NAKAO, 2001). Esse evento tem sido associado com numerosos processos
bioldgicos, incluindo “imprinting” gendmico (BIRD, 2007), regulagdo da transcrigdo
de genes e transposons (PASZKOWSKI; WHITHAM, 2001), expressao diferencial
dos genes, diferenciacdo celular, inativagdo da cromatina, carcinogénese e
inativagdo génica (GONZALGO; JONES, 1997). Em eucariotos, geralmente ha uma
correlagdo negativa entre a metilagdo do DNA e a expressédo génica (HOLLIDAY,
1987).

A expressdo génica é regulada pela interacdo do DNA com fatores de
transcricdo, mas, a metilacdo nos residuos de citosina pode afetar a acessibilidade
para sequéncias regulatérias especificas do DNA, de maneira direta, quando
citosinas metiladas estiverem dentro destas sequéncias ou indiretamente, pela
mudanca na estrutura da cromatina, a qual modifica a interacdo normal dos fatores
de transcricdo (EHRLICH; EHRLICH, 1993).

Com relacdo as caracteristicas espaciais da cromatina existem duas
situacfes: eucromatina, onde a estrutura do DNA esta aberta e a transcricdo esta
ativa; e heterocromatina onde ocorre uma condi¢cdo inversa, a cromatina esta
condensada e apresenta inativacdo da transcricdo. As enzimas envolvidas neste
processo incluem entre outras, DNA metiltransferases (DNMTs), histona

desacetilases (HDACSs), histonas acetilases, metiltransferases de histonas e a
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MECP2 (proteina-2 de ligagdo ao metil CpG). Alteracdes nos padrdes epigenéticos
normais podem desregular os padrées de expressdo do gene resultando em
alteracdes celulares. Em regides com cromatina ativa, o DNA encontra-se nao
metilado e com altos niveis de histonas acetiladas, enquanto que regides com
cromatina inativa possuem DNA metilado e histonas desacetiladas (FIGURA 9).
Estas modificacdes reversiveis garantem que o0 gene seja expresso ou silenciado de
acordo com o desenvolvimento, sinalizacdo bioquimica, dieta, alteracées hormonais
e medicagcdes (RODENHISER; MANN, 2006).
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+ Cromatina condensada
4+  Citosinas metiladas
(circulos vermelhos)
+ Histonas deacetiladas

TRANSCRICAO BLOQUEADA

Figura 9 - Representagdo esquematica das alteracdes epigenéticas.

Nota: A) A fita de DNA enrolada no octamero de histonas formando nucleossomos, que sdo as
unidades formadoras do cromossomo. As proteinas histonas podem sofrer modificacdes
como acetilacdo, metilacéo e fosforilacdo. J& o DNA sofre apenas a metilacdo, através da

acdo de enzimas DNMT (DNA metiltranferases).

B) Modificacdes reversiveis no estado da cromatina que influenciam a expressao génica:
Genes ativos sdo expressos quando a cromatina esta aberta e genes inativados quando a
cromatina esta fechada. Circulos brancos representam citosinas ndo-metiladas e circulos

vermelhos citosinas metiladas.
Fonte:  Adaptado de RODENHISER; MANN (2006, p.342).

O interesse pela metilagio do DNA tem se acentuado em funcdo da
evidéncia de que a perda do grupo metil durante o desenvolvimento poderia levar a
ativacdo de genes especificos, ou ao contrario, quando os promotores dos genes

sao alvos de hipermetilacdo, podendo resultar no silenciamento génico (BIRD et al.,

2002; JONES; BAYLIN, 2002).
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A metilagdo n&o ocorre isoladamente sendo associada com outras
alteracOes epigenéticas como modificacbes das histonas, que podem interagir entre
si e com também com a metilacdo do DNA (BERNSTEIN; MEISSNER; LANDER,
2007). ModificagOes das histonas e metilagdo do DNA tém papel fundamental na
organizacéao da arquitetura nuclear (ESTELLER, 2007).

Para que ocorra a manutencdo dessas reacfes a nivel molecular deve
existir uma fonte renovavel de doacéo do radical metil, que provém da alimentacéo e
séo principalmente metionina, folato, colina e vitamina B12 (ULREY et al., 2005).

Pesquisas recentes tentam responder questdes desconhecidas sobre o
cancer utilizando uma abordagem epigenética (ESTELLER, 2007). Alteracdes na
metilacdo do DNA séo frequentemente vistas em células tumorais, e estas
mudancas podem ser vistas em regides chamadas ilhas CpG ou préximo a regido
dos promotores ou primeiros exons dos genes. As ilhas CpG sdo normalmente
desmetiladas em células normais e excessivamente metiladas em genes
supressores de tumor o que pode resultar em repressdo da transcricdo (BAYLIN;
OHM, 2006; HERMAN et al., 1996; OLIVEIRA et al., 2010).

A metodologia utilizada neste trabalho foi baseada na técnica de MS-AP-
PCR proposta por Liang e colaboradores (2002) para se detectar padrdes alterados
de metilacdo entre tumores primarios, tecidos normais e linhagem de células. Esta
técnica tem grande aplicabilidade na pesquisa do cancer porque promove a
construcdo de um perfil de metilagdo e também o isolamento de sequéncias
especificas associadas com estas mudancas.

Estas abordagens s&o particularmente importantes ndo somente para
identificar genes supressores de tumor, mas também para encontrar padrdoes que
possam ser utilizados no diagnéstico e prognéstico da doenca. No entanto, o que
dificulta a interpretacdo da metilacdo diferencial é que estas dependem da regido
gendmica, e as fungbes das ilhas CpG em alguns locais especificos ndo foram
totalmente esclarecidas (USHIJIMA, 2005).

Ja se sabe que o perfil de metilacdo do DNA humano € uma caracteristica
herdavel e que pode influenciar a expresséo de diversos genes envolvidos no cancer
mas, que ainda nao foram descritos na PCM, tornando este estudo inédito para essa
patologia. Portanto, a analise do perfil de metilacdo diferencial entre as diferentes

manifestacdes clinicas e a identificacdo das regides hiper ou hipometiladas
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envolvidas podem fornecer evidéncias genéticas para elucidacdo dos mecanismos

fisiopatoldgicos envolvidos nesta doenca.
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3 OBJETIVOS

Nesse capitulo serdo determinadas as razfes para esse estudo.

3.1 OBJETIVO GERAL

Identificacdo dos perfis diferenciais de metilacdo do DNA de pacientes com
paracoccidiodomicose com e sem lesbes bucais baseada na estratégia de
amplificacdo arbitraria sensivel a metilacdo (MS-AP-PCR - Methylation-Sensitive
Arbitrarily Primed PCR).

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Os objetos especificos desta pesquisa sdo 0s seguintes:

a) ldentificacdo de bandas diferencialmente metiladas obtidas por amplificagao
de DNA gendmico de pacientes com PCM com e sem lesdo de boca com
enzimas de restricdo especificas e amplificacdo por PCR com iniciadores
aleatérios, clonagem e sequenciamento;

b) identificacdo de genes diferentemente metilados em promotores e estudo da
sua associacdo com a presenca ou auséncia de lesdo de boca em pacientes
com PCM;

c) avaliacéo e quantificacao da expresséo do gene YTHDF1 por PCR em tempo

real nos grupos com presenca e auséncia de lesdes orais.
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4 MATERIAIS E METODOS

Nesse capitulo serdo descritos os meios utilizados nesse estudo, como:

materiais, infraestrutura e as técnicas laboratorial e estatistica utilizadas.

4.1 PACIENTES

Foram selecionadas amostras de 18 pacientes, sendo que dez pacientes
apresentavam lesao oral, os quais foram diagnosticados na Clinica de Estomatologia
da Faculdade de Odontologia da Universidade Federal de Alfenas; os demais
pacientes foram encaminhados por médicos pneumologistas e infectologistas da
cidade de Alfenas e regido.

O periodo em analise foi de janeiro de 1995 a outubro de 2012. As
informacdes demograficas (sexo, idade, endereco) e clinicas (sintomatologia e curso
da doenca) foram arquivadas. Foi incluida no estudo toda amostra com diagndstico
confirmado da PCM, seja por exame direto (bidpsia ou cultura) ou indireto
(sorologia). Os critérios de exclusdo foram informagfes clinicas e laboratoriais ndo
acessiveis. O contato com 0s pacientes que apresentavam lesdes orais foi feito
através de carta solicitando sua presenca na Clinica de Estomatologia da UNIFAL-
MG; j& com o grupo de pacientes sem lesdes orais foi feito contato telefonico e visita
em suas residéncias para entrevista. Dos pacientes que concordaram em participar
da pesquisa foi obtido TCLE (APENDICE A), feita anamnese e exame fisico e em
seguida, coletado 5 mL de sangue heparinizado para extragcdo do DNA.

O estudo foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica da Universidade
Federal de Alfenas com numero da aprovagdo: CAAE: 15998613.0.0000.5142
(ANEXO A).

Com relacdo as caracteristicas dos pacientes a maioria era do género
masculino (14 pacientes). Houve pequena diferenca entre os que relataram serem
lavradores ou realizarem outras atividades profissionais, porém os néo lavradores,
relataram contato esporadico com a lavoura, principalmente panha do café. A

maioria apresentou habitos tabagistas e cerca de 55,56% declaram ndo possuir
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hébitos etilistas (TABELA 1). A condi¢cdo dos pacientes com relagcdo ao tratamento

guimioterapico € mostrado na Tabela 2.

Tabela 1 - Caracterizacao da amostra de pacientes com PCM com e sem leséo de boca quanto ao
género, profisséo, tabagismo e etilismo.

Variavel PCM com % PCM sem % Total %
les&o oral leséo oral

Género Masculino 7 70 7 87.5 14 77,78
Feminino 3 30 1 12.5 4 22,22
Total 10 100 8 100 18 100

Profissdo  Lavrador 6 60 50 10 55,55
Outros 4 40 50 8 44,45
Total 10 100 100 18 100

Tabagismo Sim 10 100 7 87.5 17 94,44
Nao 0 0 12.5 1 5,56
Total 10 100 8 100 18 100

Etilismo Sim 5 50 37,5 8 44 .44
Nao 5 50 62,5 10 55,56
Total 10 100 100 18 100

Fonte: do autor
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Tabela 2 - Caracterizacao dos pacientes com paracoccidioidomicose quanto a condicdo com relacdo
ao tratamento na coleta da primeira amostra de sangue.

Variavel PCM com PCM sem Total %
lesdo oral lesao oral
) Masculino 3 1 4 66,67
Pacientes
Feminino 2 0 2 33,33
nao tratados
Total 5 1 6 100
Pacientes Masculino 2 1 3 75
em tratamento Feminino 0 1 1 25
Total 2 2 4 100
Pacientes Masculino 2 5 7 87,5
tratados Feminino 1 0 1 12,5
Total 3 5 8 100

Fonte: do autor.

4.2 OBTENCAO DO DNA GENOMICO

O DNA genbdmico dos pacientes com diagndstico confirmado foi extraido do
sangue total utilizando o Kit Wizard Genomic DNA Purification (PROMEGA)
conforme orientacbes do fabricante. O DNA extraido foi quantificado por
espectrofotometria a 260 nm em espectrofotdbmetro do tipo Nanodrop 2000
(THERMO SCIENTIFIC) para posterior utilizagdo na reacdo de PCR.
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4.3 ANALISE DO PERFIL DIFERENCIAL DE METILACAO PELA TECNICA DE
MS-AP-PCR

Existem diversas ferramentas que detectam padrdes alterados do DNA,
dentre estas destaca-se a PCR utilizando iniciadores (primers) arbitrarios, esta
técnica ndo requer o conhecimento de uma sequéncia prévia para amplificacao.
Variacdes desta técnica incluem o ensaio utilizado neste trabalho MS-AP-PCR que
foi realizada de acordo com estudo de Liang et al. (2002). Apos purificacdo do DNA
de pacientes com e sem lesdo de boca, o procedimento foi a digestdo com a enzima
endonuclease Hpall que reconhece e cliva o sitio de restricdo CCGG nao metilado,
mas que ndo atua sobre este sitio quando a citosina interna encontra-se metilada
(CmCGG) e a enzima endonuclease Mspl, que reconhece o0 mesmo sitio de
restricdo e cliva tanto na presenca, quanto na auséncia da metilacdo. A metilacao
diferencial € observada pela amplificacdo de uma banda especifica no DNA digerido
com Hpall e auséncia de amplificacdo no DNA digerido com Mspl. A comparacgéo
direta do conjunto de fragmentos amplificados entre as diferentes amostras acontece
apos a separacao por eletroforese em gel de agarose a 1%.

Assim sendo, a analise de MS-AP-PCR foi conduzida para comparar o perfil
diferencial de metilagdo existente entre as amostras de pacientes da PCM com e
sem lesdo de boca. Aproximadamente 1 pg de DNA proveniente das amostras de
cada grupo foi digerida isoladamente a 37°C durante 16 horas com as enzimas de
restricio Mspl e Hpall (100U). Em seguida, as amostras foram submetidas a
amplificagbes empregando-se um 3 oligonucleotideos iniciadores randémicos de 20
mers conjuntamente (random 01: 5 - AAC TCC CAC TCC AAC CCC GG - 3;
random 02: 5’ - AAC TCC CAC TCC AAC CCG CG - 3’; random 03: 5" - AAC TCC
CAC TCC AAC CGC GC - 3'). As reacoes foram realizadas em um volume final de
25 pL contendo 25 pmol de cada iniciador, 200 uM de dNTPs, 1X tamp&o (20 mM de
Tris-HCI pH 8.4, 50 mM de KCI), 1,5 mM de MgClz e 1U de Tag DNA Polymerase
(INVITROGEN). As condi¢cdes da amplificacao foram: 1 ciclo a 94°C por 2 minutos, 5
ciclos a 94°C por 30 segundos, 40°C por 1 minuto e 72°C por 90 segundos, 30 ciclos
a 94°C por 15 segundos, 55°C por 15 segundos e 72°C por 1 minuto, 1 ciclo a 72°C

por 4 minutos.
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Os produtos de amplificacdo foram separados apos eletroforese em gel de
agarose a 1% nao-desnaturante e visualizados em filtro UV e fotografados. As
bandas candidatas a metilacdo diferencial foram identificadas pela comparacao
direta entre os produtos amplificados a partir do DNA obtido de pacientes com e sem

lesdo de boca.

4.4 RECUPERACAO DE BANDAS DIFERENCIALMENTE METILADAS A PARTIR
DE GEIS DE AGAROSE

As bandas diferencialmente metiladas foram cortadas e transferidas para um
novo tubo de 1,5 mL acrescido de 100 uL de TE estéril e posteriormente purificadas
segundo o protocolo descrito no Kit Wizard PCR Preps DNA purification
(PROMEGA). O fragmento de DNA recuperado foi amplificado por PCR nas mesmas
condicbes empregadas anteriormente descritas na secao 4.3. O produto desta
reacdo de PCR foi submetido a eletroforese em gel de agarose na presenca de Gel
Red™ (BIOTIUM) e as bandas visualizadas por sistema de fotodocumentacéo (|
QUANT, CAPTURE).

4.5 CLONAGEM

Os fragmentos amplificados foram purificados pelo kit Wizard SV Gel PCR
Clean-up System (PROMEGA) e utilizados para clonagem em vetor pGEM-T Easy
Vector System (PROMEGA) segundo protocolo indicado pelo fabricante. Os
plasmideos recombinantes foram utilizados para transformar células competentes E.
coli Top 10. Os clones recombinantes (colénias brancas) foram transferidos para
tubos de 0,5 mL contendo 200 uL de meio Luria Bertani (LB) contendo ampicilina a
100 pg/mL e incubadas a 37°C por 5-6 horas. ApGs a incubacdo, uma nova reagao
de PCR foi realizada utilizando como amostra o sobrenadante de cada tubo de
cultura. As condi¢des da reacéo foram: tampao 1X (20 mM de Tris-HCI pH 8.4, 50
mM de KCI), 1,5 mM de MgClz, 125 pyM de cada dNTP, 133 nM de cada
oligonucleotideos e 0,5U de Tag DNA Polymerase (INVITROGEN), em um volume
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final de 15 pL. As condigBes de amplificagdo foram: 1 ciclo a 95°C por 3 minuto, 35
ciclos a 95°C por 45 segundos, 55°C por 40 segundos e 72°C por 55 segundos, 1
ciclo a 72°C por 7 minutos. Os produtos da amplificacdo foram avaliados apos

eletroforese em gel de agarose a 1% corados com gel RED.

4.6 EXTRACAO DO DNA PLASMIDIAL EM PEQUENA ESCALA (Miniprep)

Para a extracdo do DNA plasmidial em pequena escala dos clones de
interesse, 100 pyL da suspensado bacteriana foram inoculados em tubos de 15 mL
contendo 5 mL de meio LB e o antibidtico de selecdo e incubados sob agitacdo a
37°C por no minimo 18 horas. Apoés este tempo foi utilizado o kit Wizard™ Plus
Minipreps DNA Purification System (PROMEGA) para a obtencdo dos plasmideos
recombinantes, sob protocolo estabelecido pelo fabricante.

4.7 SEQUENCIAMENTO DO DNA E ANALISE DAS SEQUENCIAS OBTIDAS

Os plasmideos recombinantes foram enviados para empresa especializada
em sequenciamento no Centro de Estudos do Genoma Humano da Universidade de
Sao Paulo. O sequenciamento foi feito pelo método de dideoxi, descrito por Sanger
et al.(1977), em sequenciador automatico capilar Mega Bace 1000 (GE
HEALTHCARE), utilizando o kit Dyenamic™ ET Dye Terminator (MegaBACE™) (GE
HEALTHCARE), obedecendo as condicdes de reacdo e leitura indicadas pelo
fabricante. Cada plasmideo foi sequenciado uma vez em cada orientacao,
totalizando assim, duas reac¢des de sequenciamento para cada amostra.

Os dados do sequenciamento foram avaliados quanto a sua qualidade no
software Phred/Phrap (http://asparagin.cenargen.embrapa.br/phph/). Depois de
excluida a sequéncia do vetor, somente foi considerada na andlise, aquelas
sequéncias que mostraram similaridade com regides genémicas humanas quando
analisadas nas ferramentas BLASTN (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi),
e as sequéncias que possuem 90% das bases do fragmento sequenciado

apresentando um score de qualidade de no minimo 15. Este score de qualidade é
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amplamente utilizado para se excluir artefatos do sequenciamento e diminuir a
probabilidade da determinacéo incorreta de bases.

As sequéncias obtidas foram avaliadas segundo parametros que definem
uma ilha CpG, bem como a sua posi¢cado relativa no genoma humano a genes
conhecidos e/ou ilhas CpG ja caracterizadas (http://www.ebi.ac.uk/Tools/seqgstats/
emboss_cpgplot/).

4.8 AVALIACAO DA EXPRESSAO DO GENE YTHDF1 POR PCR EM TEMPO
REAL

Apds o sequenciamento e identificacdo do gene YTHDF1, foram coletadas
novas amostras de sangue venoso de 16 pacientes com PCM para procedimento de
extracdo de RNAm de leucdcitos e avaliagcdo da expresséo do gene de interesse.

O RNA total foi obtido por meio de kit (NORGEN BIOTEK CORPORATION)
segundo recomendacao do fabricante. O protocolo envolveu primeiramente a lise
dos leucdcitos e adicdo de etanol 95%, seguida de passagem através de coluna e
lavagem, eluicdo do RNA e posterior armazenamento -20°C. Foi realizado
eletroforese em gel de agarose a 1% para confirmacao da extracao do RNA.

A reacédo de transcricao reversa foi realizada utilizando 10 uL de RNA em
um volume final de 20 pL contendo 5 pL de tampao da enzima 5x, 2 yL de d’'NTPs, 1
uL de transcriptase reversa (MMLV), e 2 uL de agua de injecdo. As condicbes de
amplificacdo foram: 1 ciclo a 70°C por 5 minutos; 1 ciclo de 42° C por 60 minutos; 1
ciclo de 72°C por 15 minutos. O cDNA foi estocado a -20°C para posterior
amplificagéo.

A reacédo de amplificagdo do cDNA foi feita em um volume final de 50 pL,
sendo 5 pL de tampéo 10x, 1,25 de MgClz, 2 uL de cDNA, 1 pL de dNTPs, 1 pL de
YTHDF1reverse, 1 uL de YTHDF1forward, 0,25 de Taq e 38,5 de agua de injecao.

As reacgbes de PCR em tempo real foram feitas em duplicata na presenca de
sybr green (LUDWIG BIOTECNOLOGIA) utilizando o aparelho para PCR em tempo
real ABI Prism 7500 (APPLIED BIOSYSTEM).

As reagdes de PCR em tempo real utilizaram 5 yL de cDNA, 1 yL a 0,5 uM
do iniciador senso, 1 yL a 0,5 uM do iniciador anti-senso, 10 yL de 1X gPCR-SYBR-


http://www.ebi.ac.uk/Tools/seqstats/emboss_cpgplot/
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Green mix e H20 gsp 20 uL. A quantificagdo da expressédo de cada gene foram
feitas usando curvas padrao relativas obtida de diluicdes seriadas de produtos de
PCR obtidos para cada par de iniciadores (TABELA 3). O gene relevante teve sua
expressdo normalizada utilizando os niveis de expressdo do gene constitutivamente
expresso GAPDH.

O resultado da amplificacéo foi expresso como valores individuais e média
do valor do gene alvo/gene constitutivo. Diferenca estatistica entre a expressao do
gene YTHDF1 entre o grupo de pacientes sem e com les&o oral foi calculada
utilizando teste Mann Whitney (confiabilidade 95%) (R CORE TEAM, 2012).
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5 RESULTADOS

Neste capitulo sdo apresentados os resultados deste trabalho.

5.1 ANALISE DO PERFIL DIFERENCIAL DE METILACAO PELA TECNICA DE
AMPLIFICACAO ARBITRARIA SENSIVEL A METILACAO

A Figura 10 mostra o perfil de bandas da amplificacdo do DNA de pacientes
com e sem leséo de boca apés tratamento com as enzimas Hpall e Mspl. Podem ser
observadas bandas diferencialmente expressas nas canaletas referentes aos
pacientes 4, 5, 6 sem lesdo oral (metiladas), bandas estas néo visualizadas nas

canaletas referentes aos pacientes com lesao de boca 1, 2, 3 (hdo metiladas).

Hpall Hpall Hpall Hpall Hpall Hpall Mspl Mspl Mspl Mspl Mspl Mspl CN PM
: “ 2 - LR g A !
.'.:. . o
L » ® LY
e 4 3 =1 ¢
' "‘. .;; ' ';
AR R i e | = 3 v
1 2 3 4 5 6 X 2 3 4

Figura 10 - Perfil diferencial de metilacdo do DNA pela técnica de MS-AP-PCR em gel de agarose.
Nota: Pacientes com lesédo oral identificados pelos nimeros 1, 2, 3 para as enzimas de
restricdo Hpall e Mspl. Pacientes sem leséo oral identificados com os nimeros 4, 5 e 6

para as enzimas Hpall e Mspl. CN: controle negativo. PM: peso molecular.
Fonte: do autor.
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5.2 RECU'PERAC}AO DE BANDAS DIFERENCIALMENTE METILADAS A PARTIR
DE GEIS DE AGAROSE

As bandas diferencialmente metiladas foram cortadas e posteriormente
purificadas. O fragmento de DNA recuperado foi amplificado por PCR. A seguir, 0s
fragmentos amplificados foram clonados em plasmideos e utilizados para
transformar células competentes. Apds o crescimento das coldnias bacterianas
foram selecionadas 10 amostras que se apresentavam Unicas e isoladas na placa de
Petri e realizou-se novo PCR. As amostras foram avaliadas em gel de agarose para
confirmar se houve clonagem de 1 ou mais fragmentos de DNA. Obtivemos o
resultado mostrado na figura 10 que apresenta 3 diferentes clones de interesse,
identificados por observacéo visual e que foram purificados e encaminhados para

sequenciamento conforme mostrado na Figura 11.

il

Pl P3. P4 Py P66 PE P8 PO P10 CN PIW

Figura 11 - PCR para selecdo de clones recombinantes.

Nota: Os clones foram identificados com a letra P na sequéncia de P1 a P10. CN: negativo.
PM: peso molecular.

Fonte: do autor
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5.3 EXTRACAO DO DNA PLASMIDIAL EM PEQUENA ESCALA (MINIPREP)

Para a selecdo do DNA plasmidial em pequena escala dos clones de
interesse foram escolhidas as bandas de posicdo P5, P6 e P7 que apresentavam
diferentes pesos moleculares, em seguida obtidos os plasmideos recombinantes
utilizando o Kit Wizard Plus Miniprep DNA Purification System e confirmagédo do
procedimento através gel de agarose apés purificacdo (FIGURA 12).

PM

: PS P6 P7

PR
l...‘

Figura 12 - Gel de eletroforese com os clones selecionados.
Nota: Clones de interesse referentes as posicdes P5,

P6 e P7 retirados e purificados do PCR de coldnia.
Fonte: do autor
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5.4 SEQUENCIAMENTO DO DNA E ANALISE DAS SEQUENCIAS OBTIDAS

Os plasmideos P5, P6 e P7 foram sequenciados e ap6s analise dos
cromatogramas obtidos pelo software PhredPhrap (http://asparagin.cenargen.
embrapa.br/phph/), as sequéncias consenso geradas foram utilizadas para analise
de homologia pela na ferramenta BLASTN (http:/blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)
para a obtencdo de dados de mapeamento e identidade com as sequéncias
presentes no genoma humano. O fragmento clonado no plasmideo P5 apresentou
similaridade com uma sequéncia de DNA presente no cromossomo 20, préxima ao
gene “YTH domain family, member 1” (YTHDF1). Por sua vez, os fragmentos
clonados nos plasmideos P6 e P7 apresentaram similaridade com sequéncias de
DNA presentes no cromossomo 15, sendo que o fragmento P6 apresentou
similaridade com uma sequéncia intrénica do gene RNA proteina de ligagcdo com
multiplos “RNA binding protein with multiple splicing 2” (RBPMS2) e o fragmento P7
com uma sequéncia intrénica do gene “diphthamine biosynthesis 6” (DPHG6)
(TABELA 3).


http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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Tabela 3 - Fragmentos obtidos por MS-AP-PCR e identificacdo dos mesmos por homologia.

Clone Sequéncia obtida Localizagao Resultado de
ID (Cromos- Homologia
sSomo) obtido pelo
programa
BLAST

AGCGCTCCCCACCGTACTCCCT
GGCGGGGCTGCTTTGTCCTTGA
TGAAACTGGCTCCTGCTCTCTTG
GTTCCTCCTGCCTCCCTGTGCCT corm UM gt
TGGGAGTGCACTGACATGGAGT restni®
ps  GTGCTGACGTGGAGTGTGTGGA o150 o brocin
GTGCGCTGACGTGGAGTGCGCT : bl
GATGAGTGTGTGGAGTGGGCTG J%Hdommn%mm
ACGTGGAGTGGGCTGGCGTGGA y

99% de homologia

GTGTGTGGAGTGGGCTGGCGTG protein 1.
GAGTGTGTGGAG
CCTCTCCCAGCATGCCCCCCTC
CACCCTGCCGCCCACGCGCATT
CGATTAACTCCCACTCCAACCCG
CGCAAGAATGACTCTCAGCCAC 99% de homologia
GGTGAAGACAAACTTTGTCTCTT com uma regiao
AAACTTTGACTCTCAGCCATGGT presente no
P6 GAAGACAAACCTCACGTGAGCT 15q22.31 cromossomo 15
TTTGCCAAGCCCATTCAGCAGAA ' referente ao gene
TCTCGGGCCGCTTGGGACGCAT RNA binding
CTTCTCCCTTGGGACACGTCTTC protein with
CCCTCAGTAGAGGCACCACTAT multiple splicing 2
ACCAGCCTCTGTGCCCGGGGTT
GGAGTGGGAGTTAAT
P7 CACTCCAACCGCGCGAAAACAA 99% de homologia
AAGATAAATAAAAGCAAACATCT com uma regido
AAAGGTAATGAGACAGGAAGAA 15q14 presente no
GTAAAACATGTAGGTAACTCGAT cromossomo 15
TGAGTTACTCAACTTTAACCCGG referente ao gene
GGTTGGAGTGGGAGTT DPHG6

Fonte: do autor

O fragmento P5, correlacionado ao gene YTHDF1 foi o Unico que mostrou
identidade com a regido promotora desse gene (FIGURA 13A). Os dois ultimos
fragmentos (P6 e P7) apresentam homologia com sequéncias intrénicas do gene
RBPMS2 e DPH6, respectivamente (FIGURA 13B e 13C).

Muitos algoritmos tem sido utilizados para identificar ilhas CpG baseados em

trés parametros: comprimento, quantidades de CGs, proporcdo esperada e



51

observada (ObsCpG/ExpCpG) que foram originalmente proposto por Gardiner-
Garden e Frommer, em 1987 e, mais tarde revisto por Takai e Jones (2002 apud
HAN; ZHAO, 2009).

Para a determinagdo da presenca de ilhas CpG, foram selecionados 500
pares de base (pb) antes da sequéncia obtida e mais 500 pb ap6s o fim da
sequéncia obtida neste trabalho. Estas sequéncias foram entdo avaliadas segundo
parametros que definem uma ilha CpG utlizando a ferramenta CpG Plot
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/seqstats/emboss_cpgplot/).

Os resultados indicam que todos os fragmentos apresentam elevado
conteudo de CG, porém somente o fragmento correspondente a regido promotora do
gene YTHDFL1 apresentou uma ilha CpG (FIGURA 14).
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_ [0k |ssok [seok |srok [seok RSBS00k [610K_ [60K _ [630K
Sequence
N
(Genes
MIR124-3 | YTHDF1 NKAIN4
NP 0602682 l—<— 4| NM_017798.3 NP 6906033 JH——e—f--—<— NM 1528643
BIRC7 =HH FLJ16779

NR_024389.1
MIR3196
NR_036163.1 | hsa-miR-3196

BLAST Results for: Nucleotide Sequence (234 letters)

Figura 13 - Localizagdo gendmica dos fragmento sequenciado referente ao clone P5.
Nota: A sequéncia consenso fragmentos P5 (A) obtida pelo software PhredPhrap foi alinhada no genoma humano pelo uso da ferramenta BLAST.
Fonte: do autor
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_|35.960K  |3595K |35970K [35975K [35980K [35985K UJCHBEIX ~|35995K  [36M_  [36005K |36010K  [36015K |
Sequence
A I i iiihmhiiii i i i i/ T T mnm“"»»=™
(5enes
RBPMS2
NP 9192481 [ o - R || NM_194272.1
LOC101929042 MIR1272
XR_253397.1 i1 J XR 2533981 hsa-miR-1272 | NR_031674.1
BLAST Results for: Nucleotide Sequence (284 letters)
B

Figura 13 - Localizacdo genmica dos fragmento sequenciado referente ao clone P6.
Nota: A sequéncia consenso fragmentos P6 (B) obtida pelo software PhredPhrap foi alinhada no genoma humano pelo uso da ferramenta BLAST.
Fonte: do autor
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. |6100K |6200K  |6300K  |6400K  |6500K  |6600K UGPLUAEA 6800K  [6900K [TM |T100K 720K |

Sequence

S S S ST ST S S S S S S S T T T T T T T T T T T T T i

Genes

AQR ANP32AP1 HMRNPA1P45 | DPHG-AS1 LOC100507480

NP T550T6 1 HH NM_0146912  |NREDDS1443 NR_038251.1 e : w XR_172076.1 |

LOC100131623 i
|RF'L3W'B |MNGGPB | | MIR3942 NR_039735.1 | hsa-miR-4510
| I | LOC1001285974
ZNFTT0
NP 0548252 |§ NM_D14106.3

BLAST Results for: Nucleotide Sequence (129 letters) C

|

Figura 13 - Localizacéo genémica dos fragmento sequenciado referente ao clone P7.
Nota: A sequéncia consenso fragmentos P7 (C) obtida pelo software PhredPhrap foi alinhada no genoma humano pelo uso da ferramenta BLAST.

Fonte: do autor
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CpG Plot.
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Observed/Expected ratio > 0.60 Gbaorvad va Expectad

¥ I [ v T ¥ i v T = ¥ ¥ I v v = T ¥ [ v I

=
ol
=T
g -
8 = rh,
o N
g e r:( i L _I-"— I.( L \a&:qj l{\-:.\_‘ ll""-"'"—""“'h i i I!'_Fl.'ll. L
0 200 400 GO0 B0 | 000 1200
HBass number
Percent C + Percent G > 50.00 Parcentage
&5 ¥ r ¥ ¥ L r ¥ ¥ ¥ r L ¥ ¥ r ¥ ¥ L r ¥ ¥
3
iz W
2]
E : r/-./
g oo
w L' |
L &
L i i a L i L i L a i i L i i a L i i i I

0

0 200 400 G600 800 10Co 1200
Hasa rumibear

Length > 200 Putative llands

Imrashoid
Q0204080810

C
L L i 3 L E L i | 3 L E L i i 3 L E L
200 400 EHH) aag 100G 1200
Base Numbar
Figura 14 - Contetdo de CG do fragmento correspondente ao gene DPH6 (C) e ao clone P7, de acordo com ferramenta
CpG Plot.
Fonte: do autor

S
o

57



58

5.5 EXPRESSAO GENICA DO GENE YTHDF1

Apbés o sequenciamento e identificagcdo da possivel relacdo da regido
promotora do gene YTDHF1 e a PCM foi feita a analise da expressao génica
utilizando PCR em tempo real. Os dois grupos testados para andlise quantitativa da
expressdo do gene nao apresentaram resultados estatisticamente significativos

conforme mostrado na Figura 15.

0.6-
[}
I 05'
g
g 0.4"
= 034 4
b ="
I:I—: 0.2-
> 011 _ N
]
0.0 L 244
Sem Lesao Oral Com Lesao Oral

Figura 15 - Valores individuais e média da expressao relativa do gene YTHDF1/GAPDH.

Nota: A expressao do gene YTHDF1 foi feita por PCR em tempo real, o material
utilizado foram leucécitos de pacientes com e sem lesédo oral na PCM.

Fonte: do autor



59

6 DISCUSSAO

A paracoccidioidomicose é uma doenca de grande importancia na saude
publica e na odontologia pela seriedade das lesdes orais e das graves sequelas por
elas produzidas. O conhecimento dos sintomas e a conduta diagnodstica séo
fundamentais para estabelecimento de um tratamento imediato e eficaz. O Brasil é
detentor de cerca de 80% de todos os casos da doengca na América do Sul e
Estados como Sao Paulo, Minas Gerais e Parand possuem taxas altas de
ocorréncia, levando a PCM a ser considerada como grave problema de salde
publica (SHIKANAI-YASUDA et al., 2006).

O objetivo geral deste estudo foi avaliar comparativamente o padrdo de
metilacdo de DNA de pacientes com e sem leséo oral na etiopatogenia da PCM.

A metodologia empregada neste trabalho foi baseada no artigo de Liang et
al. (2002) e é denominada amplificacdo arbitraria sensivel a metilacdo (MS-AP-
PCR). Estes autores demonstraram ser esta técnica rapida e eficiente para
identificar padrbes alterados de metilacio no DNA genbmico e isolamento de
sequéncias especificas associadas com o perfil diferencial. Na MS-AP-PCR as
amostras de DNA sofrem tratamento prévio com as enzimas de restricdo Rsa | para
gerar pequenos fragmentos de DNA antes da digestdo com as enzimas sensiveis e
resistentes a metilagdo (Hpa Il e Msp 1). A enzima endonuclease Hpa Il reconhece e
cliva o sitio de restricdo CCGG ndo metilado, mas ndo atua sobre este sitio quando
a citosina interna encontra-se metilada (CmCGG) e a enzima endonuclease Msp |,
reconhece o mesmo sitio de restricao e cliva tanto na presencga, quanto na auséncia
da metilagdo. A metilagdo diferencial, portanto, é observada pela amplificacdo de
uma banda especifica no DNA digerido com Hpall e auséncia de amplificacdo no
DNA digerido com Mspl. Emprega-se também uma temperatura inicial de
anelamento do iniciador mais baixa, de modo que este possa hibridizar com muitas
sequéncias inespecificas, e em seguida, a temperatura € aumentada, de modo que
apenas os produtos "mais especificos" dos eventos iniciais sdo amplificados, o que
gera um numero de bandas que caracteriza a impressdo digital do genoma
(ESTELLER, 2007).

Na Figura 10 pode ser observado a presenca de uma banda metilada no

DNA dos pacientes que ndo apresentam acometimento oral (identificados pelos
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nameros 4, 5 e 6) quando comparado com o0s pacientes com leséo oral (identificados
pelos numeros 1, 2, 3), sugerindo um padrao diferencial de metilacdo do DNA.
Também pode ser observada uma banda fortemente metilada aparentemente com
mesmo peso molecular na canaleta referente ao DNA do paciente nimero 1 (com
leséo oral). Este paciente apresentava doenca generalizada, sugerindo condi¢des
graves de imunossupressao, além da presenca de comorbidades, quadro esse que
nao foi observado nos outros pacientes com leséo oral (niameros 2, 3).

Em seguida foi feito isolamento e purificacdo das bandas de DNA metiladas
referente aos pacientes 4 e 5 para a posterior identificacdo do(s) gene(s)
diferencialmente metilados através de clonagem e sequenciamento (FIGURAS 11 e
12). Foram selecionados trés clones de interesse (P5, P6, P7) e enviados para
sequenciamento. O fragmento do clone identificado como P5 apresentou
similaridade com uma sequéncia de DNA presente no cromossomo 20, na regiao
promotora proxima ao gene “YTH domain family, member 1” (YTHDF1). Por sua vez,
os fragmentos clonados nos plasmideos P6 e P7 apresentaram similaridade com
sequéncias de DNA presentes no cromossomo 15, sendo que o fragmento P6
apresentou similaridade com uma sequéncia intrénica do gene proteina de ligacédo
de RNA com multiplos splicing 2 (RNA binding protein with multiple splicing 2)
(RBPMS2) e o fragmento P7 com uma sequéncia intrénica do gene “diphthamine
biosynthesis 6” (DPH6) (TABELA 3 e FIGURA 13).

A metilagdo associada a ilhas CpG em regides promotoras desempenha um
papel importante na regulagcdo génica e outros processos com carcinogénese (HAN;
ZHAO, 2009; HERMAN et al., 1996). O principal interesse em encontrar ilhas CpG é
gue estas podem servir como marcadores de genes. Foi realizada a analise dos
fragmentos pela ferramenta CpG plot e somente o fragmento P5, correspondente a
regido promotora do gene YTHDF1 apresentou uma ilha CpG (FIGURA 14). O
estudo do numero de ilhas comparado ao numero de genes no genoma, a
distribuicdo de ilhas em diferentes regibes gendmicas, a distribuicdo de
comprimento, a distancia entre duas ilhas vizinhas em regibes promotoras e status
de metilacdo sugerem que o algoritmo de Takai e Jones é em geral mais
conveniente para a identificagcado de ilhas associadas ao promotor de CpGs (HAN;
ZHAO, 2009). Varios autores tem proposto definicbes especificas das ilhas CpG

baseadas nas caracteristicas das sequéncias, embora deve-se ressaltar que estes



61

critérios ndo séo perfeitos para definir o status da metilagdo (GARDINER-GARDEN;
FROMMER, 1987 apud BERNSTEIN; MEISSNER; LANDER, 2007).

O gene YTHDF-1 esta descrito na literatura relacionado com doengas como
cancer de pancreas, pancreatite e dermatomiosite. De forma interessante encontra-
se a dermatomiosite e a pancreatite entre as doencas relacionadas com PCM
(GENECARDS, 2014). Este gene foi descrito inicialmente como Dermatomiosite
associada ao cancer autoantigeno putativo 1 (“Dermatomyositis associated with
cancer putative autoantigen 1”). Localizado no cromossomo 20, regido 20q13.33,
compdem uma familia de dominio YTH difundido em eucariotas e que se liga a RNA
de cadeia simples (ssRNA) com o dominio conservado YTH (> 60% de identidade)
situado no C terminal. Proteinas de ligacdo a RNAs tem como funcdo regular a
estabilidade e a traducdo de numerosos mRNAs que codificam resposta a estresse
e proteinas proliferativas (ABDELMOHSEN et al., 2009; STOILOV; RAFALSKA,;
STAMM, 2002; ZHANG et al., 2010).

Para avaliar o nivel de expressdo de YTHDF1 nos pacientes PCM com e
sem leséo oral, procedeu-se testar o nivel de expressédo génica deste gene nestes
grupos por PCR em tempo real. Para isto uma segunda amostra de sangue de
pacientes do estudo foi obtida, para extracdo de RNA a partir de leucdcitos. Utilizou-
se 0 gene de expressao constitutiva GAPDH para normalizacdo dos resultados. Nao
foram observadas diferencas na expressdao do gene YTHDF1 entre o grupo de
pacientes com ou sem lesdo oral (FIGURA 15). Neste caso 0s pacientes ja estavam
utilizando medicacdo e o status da metilagdo pode mudar constantemente e ser
modulado pelo uso de medicacao ou exposicao a fatores ambientais, segundo Ulrey
et al (2005). Uma possivel explicacdo para a semelhanca entre os dois grupos de
pacientes pode estar na fonte de células para extracdo de RNA (leucécitos de
sangue periférico). Como a metilagdo pode ser especifica para determinado tecido,
os leucocitos podem néo retratar ao nivel de metilagdo de DNA a influéncia exercida
pela infeccéo pelo P. brasiliensis.

As diferencas nos padrdes de metilacdo tém sido utilizadas também como
marcadores, por exemplo, diferencas entre células tumorais e normais podem ser
usadas para detectar a presenca de células neoplasicas em amostras de bidpsia ou
para identificar DNA de amostras de sangue derivadas de tumores (USHIJIMA,
2005).
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A epigenética segundo Nakao (2001) pode ser entendida como um sistema
complexo que seletivamente utiliza a informacdo do genoma por meio da ativacao
ou inativacdo da funcdo dos genes, permitindo assim a harmonia das funcdes
celulares. A maioria dos genes permanece inativado e somente ocorrem ativagoes
especificas de acordo com a funcéo garantindo assim normalidade do mecanismo
celular com menor gasto energeético.

Nakao (2001), D’ Alessio e Szyf (2006) consideram o fato de que o genoma
€ idéntico nos diferentes tipos celulares, j& o epigenoma é varidvel de uma célula
para outra. O epigenoma envolve o status da cromatina e as proteinas associadas e
também as diversas modificacBes quimicas do DNA que ocorrem pela metilacdo e
outros eventos moleculares e que permitem uma perfeita harmonia nos processos
celulares e na programacao da expressao génica.

Os padrdes de metilacdo do DNA sao alterados em resposta a mudancgas na
dieta e também exposicdo ambiental. Os grupamentos metil sdo provenientes da
dieta e doados para o DNA através da via do folato e da metionina, e a auséncia do
metil pode causar profundas alteragcbes no equilibrio celular e levar a graves
consequéncias como estabelecimento de patologias (ULREY et al., 2005). Também
agentes ambientais como 0s metais pesados que sdo encontrados em aguas
contaminadas, cigarros e pesticidas podem também desestabilizar o genoma ou
alterar o metabolismo celular. Todos estes fatores podem sugerir que existe uma
correlagdo entre fatores intrinsecos e extrinsecos podem influenciar ou até mesmo
modificar os padrdes epigenéticos de cada organismo (RODENHISER; MANN,
2006; SZYF, 2007).

No caso de pacientes de zona rural fatores como ma nutricdo, tabagismo,
exposicdo ocupacional podem estar associados a uma mudanca no perfil de
metilacdo do DNA que poderia facilitar a interacdo do fungo e estabelecimento da
doenca e de suas diferentes manifestacdes clinicas.

Questdes como metilacdo do DNA, acetilacdo de histonas, cromossomos e
cromatina e eventos de transcricdo e regulacdo génica que nas pesquisas dos
ultimos anos foram estudados de maneira individual, hoje se mostram intimamente
relacionados. E necesséaria uma visdo global dos mecanismos epigenéticos para
compreender fenbmenos biol6gicos como desenvolvimento, envelhecimento e suas

implicacdes em doencas humanas (NAKAO, 2001).
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Novos estudos sdo necessarios para melhor compreensao dos mecanismos

responsaveis pelo estabelecimento das lesGes orais na PCM.
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7 CONCLUSOES

As conclusdes deste estudo foram divididas em trés topicos abaixo descritos:

a) Foi observado neste estudo um padrao diferencial na metilagéo entre o grupo

de pacientes com e sem leséo oral na PCM,;

b) A purificacdo da banda diferencialmente metilada expressa levou a

identificacdo de uma regido promotora do gene YTHDF1, com presenca de
ilha CpG. A associagao entre este gene com a PCM ainda né&o foi relatada na
literatura,;

N&o foi observada expresséo diferencial do gene YTHDF1 em amostras de
pacientes com e sem lesdo oral pela técnica de PCR em tempo real.
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APENDICE

APENDICE A - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Projeto: Andlise do Perfil de Metilagdo de DNA em Pacientes com
Paracoccidiodomicose

Pesquisador Responsavel: Prof. Dr. Luiz Cosme Cotta Malaquias
Telefone de contato: (35) 32991305

Telefone Comité de Etica: (35) 32991318

INFORMACOES AO PARTICIPANTE OU RESPONSAVEL:

A Paracoccidioidomicose € uma doenca (micose) sistémica, causada pelo fungo
Paracoccidioides brasiliensis. Ocorre freqientemente em adultos do sexo masculino,
habitantes ou trabalhadores da zona rural. Sua principal via de entrada é a
respiratoria e o controle da infeccdo depende de resposta imune da pessoa. Suas
manifestacdes clinicas variam de pessoas para pessoa e doenca pode acometer
diferentes tipos de tecidos e 6rgdos como 0s 0Ss0s, nervos, figado, baco, glandulas,
pele e a boca. As lesdes orais muito caracteristica acometem um grande nimero de
pacientes, mas nao todos.

Vocé esta sendo convidado(a) a participar deste estudo porque reside em uma
regido onde um grande numero de pessoas podem estar infectadas com a
Paracoccidioidomicose. S0 fardo parte do trabalho aqueles que concordarem em
participar.

PORQUE ESTE ESTUDO ESTA SENDO FEITO?

O objetivo deste estudo € identificar o perfil de metilacdo do DNA de pessoas que
tiveram a Paracoccidioidomicose. Sera estudado como este fator pode interferir na
aquisicao das doencas e suas consequéncias para o organismo.

O QUE SERA FEITO NESTE ESTUDO?
Caso vocé concordar em participar deste estudo sera colhido 5 mL de sangue para
as finalidades descritas abaixo:

Extracdo do DNA: O material genético da pessoa é conhecido como DNA. Nele
estdo contidas todas as informacdes necessarias ao funcionamento do organismo.
Apesar de muito parecido, existem pequenas diferencas no DNA de pessoa para
pessoa. Neste estudo iremos tentar identificar se estas diferencas estdo associadas
a uma determinada forma da doencga.

QUAIS OS BENEFICIOS DESTE ESTUDO PARA A POPULAQAO?
Benéficos para os sujeitos da pesquisa: Uma vez que o estudo proposto visa obter
novas informacdes, ndo existe nenhum beneficio direto ao paciente.

Beneficios do projeto: Espera-se que as informacdes obtidas com os dados deste
trabalho possam beneficiar outras populagdes em risco de adquirir
Paracoccidioidomicose no futuro, porque pode auxiliar os pesquisadores e
profissionais da area da saude a desenvolverem no futuro formas de tratamento
mais eficazes ou maneiras de prevenir estas doencas.
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COMO SERA GARANTIDO O ANONIMATO DOS PARTICIPANTES?

Todas as informacdes obtidas sao confidenciais. Cada individuo terd um nimero de
identificacdo. Na divulgacdo dos dados nao seréo utilizados nenhuma forma que
possa identificar os sujeitos da pesquisa.

Vocé pode retirar 0 seu consentimento a qualguer momento sem que isto implique
em qualquer penalidade.

QUAIS OS RISCOS PARA O PACIENTE?

Minimo. O paciente ira contribuir somente com a coleta de sangue. Todo o material
para coleta de sangue (agulha e tubo) sera fornecido pelo projeto. O sangue sera
colhido por técnico especializado no Laboratoério de Analises Clinicas da UNIFAL. A
coleta de sangue pode algumas vezes provocar discreta dor e a formacéo de
pequenos hematomas. Os dados obtidos do prontuério do paciente serdo
manipulados de forma reserva e em hipétese alguma sera mencionado nada que
identifique a pessoa. O DNA obtido sera utilizado apenas para os fins descritos
neste projeto.

QUAIS SAO MEUS DIREITOS COMO PARTICIPANTE DESTE ESTUDO?
A participacao neste estudo é voluntaria. Vocé pode deixar o trabalho a qualquer
tempo sem que haja perda dos beneficios a que tem direito.

Se precisar de melhores informacg@es sobre o trabalho que esta sendo realizado
vocé devera entrar em contato com o Prof Dr Luiz Cosme Cotta Malaquias, da
Universidade Federal de Alfenas/UNIFAL-MG, em Alfenas, no telefone 35 32991305.
Caso haja necessidade podera contar com o Comité de Etica em Pesquisa pelo
telefone 35 32991318

Este termo sera impresso em duas copias, sendo que uma delas ficara de posse do
pesquisador responsavel e a outra copia ficara de posse do sujeito da pesquisa.

PESQUISAS FUTURAS/ NOVAS PESQUISAS

O DNA proveniente do sangue podera ser guardado para novos testes de laboratorio
que poderao ser feitos eventualmente. Isto evita que nova amostra de sangue seja
coletada e pode aumentar o conhecimento sobre a doenca. Caso vocé concorde
com a guarda de DNA para futuros testes assine aqui:

ASSINATURA

Se vocé concordar em participar do estudo assine seu nome abaixo.
NOME DO PARTICIPANTE: ID:
DATA NASC:

ASSINATURA DO PARTICIPANTE:

ASSINATURA DO PESQUISADOR:
DATA: / /




72

ANEXO

ANEXO A - COMITE DE ETICA EM PESQUISA

Projetos de Pesquisa:

Titulo da Pesquisa: Numero CAAE:
Pesquisador Responsavel: Oitima Modificagao: Tipo de Submissao:

| )

Palavra-chave:

Situagdo da Pesquisa «

Marcar Todas
Aprovado

Recurso Submetido ao CEP
Recurso Submetido & CONEP
Retirado

Néo Aprovado

Em Apreciacdo Etica Pendente

Em Edicdo Recurso Ndo Aprovado na CONEP

Em Recepcéo e Validagdo Documental Recurso Ndo Aprovado no CEP

Buscar Projeto de Pesquisa Limpar

Projeto de Pesquisa:

Tipo & Numero CAAE = Titulo da Py isa & Py isador R gvel +  Versdo &+ | Ultima cdo & | Si + | Gestio da P

Desenvolvimento de teste de
P 00752212.1.0000.5142 | aglutinacéo para o diagndstico Luiz Cosme Cotta Malaguias 1 06/08/2012 Aprovado 2 ey +
soroldgico da Esporotricose

Inquérito soro-epidemiologico da
P 00800612.3.0000.5142 | esporotricose em dreas rurais do | Luiz Cosme Cotta Malaguias 2 14/05/2013 Aprovado 2 o+
municipio de Alfenas, M(...}

Desenvolvimento de estratégia
de melhoria do diagndstico da
Paracoccidicidomicose por imun
.}

Estabelecimento da carga
flngica em tecidos parafinados
de pacientes portadores de
Paracoc(...}

ANALISE DO PERFIL DE
I.‘ETILAQf\O DE DNA EM
PACIENTES COM
PARACOCCIDIODOMICOSE

P 01584412.7.0000.5142 Luiz Cosme Cotta Malaguias 2 10092013 Pendente P& |

P 13074213.8.0000.5142

Luiz Cosme Cotta Malaguias 1 1305/2013 Aprovado pel [c4 +

P 15998613.0.0000.5142 Luiz Cosme Cotta Malaguias 2 04/06/2013 Aprovado 2 ey +

Este sistema foi desenvolvi 3 os dores Internet Explorer (versgo 7 ou superior),

ers30 9 ou superior).




