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Resumo:

A paracoccidioidomicose (PCM) é micose sistémica causada por fungos do género
Paracoccidioides, sendo descritas atualmente duas espécies: complexo P.
brasiliensis e P. lutzii. A PCM tem se constituido como relevante problema de saude
publica. Cultura, sorologia ou histopatologia tem sido as ferramentas para o
diagndstico da PCM, no entanto, ndo é capaz de distinguir as espécies deste
género, que somente € possivel por métodos moleculares. O objetivo deste trabalho
foi a padronizacdo da técnica de extracdo de DNA do Paracoccidioides spp., com
foco na implementacdo da metodologia de identificacdo molecular das diferentes
espécies deste género para conhecimento da epidemiologia da nossa regido. Foi
realizado busca na literatura e o protocolo de extragao padronizado foi o fenol:
cloroformio: alcool. A eletroforese em gel de agarose foi utilizada para avaliar as
condicbes da técnica. O protocolo padronizado foi eficiente mostrando DNA de
qualidade e sem contaminacdo de RNA. Esta técnica poderd ser utilizada como
parte inicial do diagndstico molecular e diferenciacdo de espécies, assim como 0s
oligonucleotideos selecionados in silico também neste trabalho.

Introducao

A PCM é uma micose sistémica de carater granulomatoso restrita a América Latina,
gue até pouco tempo tinha como unico agente etiolégico a espécie Paracoccidioides
brasiliensis. Novas pesquisas e avan¢os moleculares, no entanto, permitiram a
separacdo do género Paracoccidioides em cinco espécies, sendo elas P.
brasiliensis, P. lutzii, P. americana, P. restrepiensis e P. venezuelensis (TURISSINI
et al.,, 2017). Mesmo possuindo diferencas genéticas, ainda nédo se elucidou os
aspectos clinicos particulares de cada espécie. Por definicdo, h& duas
manifestacdes clinicas principais: a forma aguda ou subaguda (juvenil) e a forma
cronica unifocal ou multifocal (BLOTTA et al., 1999).
O diagnéstico da PCM é feito por métodos que permitem a visualizacao da presenca
do fungo nos tecidos, como 0 exame micoldgico direto, porém existem algumas
limitacbes nessas técnicas, pois ndo possibilitam a identificacdo da espécie
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(PERENHA-VIANA et al, 2012). As técnicas moleculares possibilitam essa
diferenciacdo, porém essas ferramentas ainda ndo fazem parte do diagnostico
laboratorial. O sequenciamento de DNA é o ponto de partida e protocolos de
extracdo devem ser padronizados. O objetivo deste trabalho € padronizar a técnica
de extracdo de DNA da forma leveduriforme de Paracoccidioides spp., com foco na
implementacdo da metodologia de identificacdo de suas diferentes espécies.

Materiais e Métodos
Revisdo de literatura

Revisao feita através de artigos cientificos na base de dados do National Center for
Biotechnology Information National (PubMed; https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/). Os
descritores empregados na pesquisa foram: Paracoccidioides; Molecular Diagnostic
Techniques; Diagnostic Techniques and Procedures; DNA Primers; Sequence
Analysis DNA. Também foram definidos os critérios de inclusdo e exclusdo da
pesquisa e a categorizagao dos estudos, levando em conta informacdes relevantes e
analise critica dos dados extraidos.

Elaboracao do protocolo de extragdo de DNA

A partir da coleta feita na pesquisa bibliografica, uma base de dados de artigos
sobre a teméatica definida foi contruida utilizando o software Notion (www.notion.so).
A partir desses dados coletados e organizados, a técnica de extracdo para
padronizacdo foi escolhida levando em consideragdo aspectos como: uso em
leveduras de Paracoccidoides spp., relevancia da técnica, materiais necessarios
(possivel aquisicdo ou ndo) e disponibilidade de equipamentos na UEM.

Padronizacdo da técnica de extracdo de DNA para levedura de Paracoccidioides
spp.

O protocolo padronizado foi da técnica de extracdo utilizando fenol: cloroférmio:
alcool. A eletroforese em gel de agarose (0,8% em TBE) foi utilizada para avaliar as
condi¢cBes da técnica de extracao, verificando se houve o resultado esperado.

Desenho e validagéo in silico dos oligonucleotideos iniciadores

Pensando em uma etapa futura para esse trabalho, nds propusemos também o
desenho de oligonucleotideos iniciadores e a validacao in silico dos mesmos, uma
vez que ja teriamos que buscar na literatura como extrair o DNA do fungo,
aproveitamos para analisar também se nos artigos teriam oligonucleotideos que
pudessem diferenciar as espécies, ou precisariamos desenha-los desde o inicio. O
programa Primer-BLAST, disponivel em http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-
blast/, foi utilizado para avaliar a especificidade dos oligonucleotideos selecionados
para deteccao de espécies de Paracoccidioides.
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Resultados e Discussao

Na revisdo bibliografica foram encontrados dois artigos, sendo um deles “A New
Duplex PCR-Assay for the Detection and Identification of Paracoccidioides Species”
(PINHEIRO et al., 2021) e o outro “Phylogenetic Analysis Reveals a High Level of
Speciation in the Paracoccidioides genus” (TEIXEIRA et al., 2009). Ambos os artigos
versam sobre identificacdo e diferenciagdo de espécies através de técnicas
moleculares, porém, sdo metodologias que requeriam reagentes que ndo tinhamos
no laboratdrio. Assim, optamos pelo método classico de extragdo de DNA que existe
em nosso laboratoério, porém para outras leveduras, padronizando para o fungo de
nosso interesse. Uma cepa de Paracoccidioides (Pb01) pertencente a micoteca do
Laboratério de Micologia Médica foi utilizada para a extracdo. A metodologia feita em
duplicata (DNA1 e DNAZ2) utilizou beads de vidro e tampdo TRIS para romper a
célula fungica, e apds tratamento com os reagentes fenol, cloroformio, alcool para
extracdo do DNA. O resultado da técnica pode ser observada pela eletroforese em
gel de agarose (0,8% em TBE) na figura 1. O gel se mostrou de qualidade, n&o
apresentando degradacdo (sem arraste) e ndo ha sinais de presenca de RNA na
amostra, pois ndo ha uma banda na parte inferior do gel. O DNAL1 apresentou
792,29 ng — 1,95 (razdo A260/280) e o DNA 2 apresentou 729,00 ng — 1,85 (razao
A260/280).
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Figura 1 — Eletroforese em gel de agarose da extracdo de DNA de Paracoccidioides (pb01). M:
marcador, 1: DNA1 e 2: DNA2

O desenho de oligonucleotideos iniciadores usados nesse projeto foram extraidos
do artigo de Pinheiro et al. (2021), que atingiram as exigéncias pré-definidas do que
seria considerado um bom iniciador e passou pelas analises definidas na
metodologia desse trabalho (Figuras 2 e 3).

Os oligonucleotideos para P. brasiliensis: TCG TGA TAT AGA CAG CAC CGT TG
(Forward) e ACG AAC CAT CAA ATC GCG AAC CTA (reverse) (Figura 2). E os
oligonucleotideos para P. lutzii: CTT CAT GGC GCC CAA GGA CTT (Forward) e
GAC TCC GCT AAG TCT GTC CTT AGG C (reverse) (Figura 3).
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Primer pair 1
Forward primer mA(Ts;(,}{::AGCACCGTYG ;;‘W" (:g‘l? m] mmmw m’ Stglemtuty

Reverse primer ACGAACCATCAAATCGCGAACCTA 24 6293 4583  6.00 200

Products on target templates
M_010764774.1

brasiliensis P18 protein partial MRNA

product length = 308
Forward primer 1  TCGTGATATAGACAGCACCGTTG 23
Template L 715

Reverse primer 1 ACGAACCATCAAATCGCGAACCTA 24
Template 1000 tinnrereeeeeeeinnnnnaas 977

Figura 2 — Analise do Primer Blast para os oligonucleotideos iniciadores de P. brasiliensis.

Primer pair 1

Sequence (5->3) Length  Tm GC% _ Self complementarity Self 3 complementarity
Forward primer CTTCATGGCGCCCAAGGACTT 2 6327 5714 600 400
Reverse primer GACTCCGCTAAGTCTGTCCTTAGGC 25 6438 5600 600 3.00

Products on target templates
>XM_002792442 2 Paracoccidioides lutzil Pb01 glucan 1,3-beta-glucosidase (PAAG_05770), partial mRNA

product length = 142
Forward primer 1 CTTCATGGCGCCCAAGGACTT 21
Template L O 782

Reverse primer 1  GACTCCGCTAAGTCTGTCCTTAGGC 25
Template 903 ..eeveccccccccccccncanane 879

Figura 3 — Andlise do Primer Blast para os oligonucleotideos iniciadores de P. lutzii.
Conclusdes
O protocolo padronizado para a extracdo de DNA de formas leveduriformes de
Paracoccidioides spp. foi eficiente. Esta técnica podera ser utilizada como parte
inicial do diagndstico molecular e diferenciacdo de espécies, assim como 0S
oligonucleotideos selecionados.
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