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Resumo - A paracoccidioidomicose é uma infec¢dio fungica progressiva causada pelo fungo dimérfico
Paracoccidioides brasiliensis, caracterizada por uma reagdo inflamatéria cronica, granulomatosa e por uma
depressdo da resposta imune mediada por célula. As interagdes fungo-hospedeiro induzem distirbios
imunerregulatorios que promovem alteragdes na produgdio de citocinas. Iniciamos um estudo sobre a produgéo
de RNAm para citocinas em camundongos BALB/c infectados com P. brasiliensis. No inicio da infec¢éo,
observamos producdio equivalente para 1L-2 e IL-10 RNAm, com predominio de RNAm para IL-2 no pulméo.
Ao contrério, as células do figado apresentaram maiores niveis para 0 RNAm de IL-10. Neste modelo, ha uma
mudanca dindmica nos niveis de RNAm para IL-2 e IL-10, sugerindo a presenca de ambas populagdes de células
T CD4+. Estes resultados e o progresso desta investigagiio contribuirfio para um melhor entendimento da
imunopatologia da paracoccidioidomicose.

Abstract - Paracoccidioidomycosis is a progressive fungic infection caused by the dimorphic fungus
Paracoccidioides brasiliensis, characterized for a chronic and granulommatous inflammatory reaction and by a
depression of the cell mediated immune response. The fungus-host relationships induce imunoregulatory
disturbances promoting unbalanced levels of interleukins production. We are studying mRNA cytokines
production in BALB/c mice infected with P. brasiliensis. In the begining of the disease, with P. brasiliensis
stimulated mice showed an analogous production between IL-2 and IL-10 mRNA, however, there is a
predominancy in IL-2 mRNA in the lung. In opposition to this in the liver cells IL-10 mRNA was abundant. In
this model, there is a dinamic change in the levels of IL-2 and IL-10 mRNA, suggesting the presence of both
CD4+ T helper cells. These results and the progress of this investigation will contribute to a better understanding
of immunopathology of paracoccidioidomycosis.

Introducio

A Paracoccidioidomicose ¢ uma doenga
sistémica cronica causada pelo Paracoccidioides
brasiliensis. O desenvolvimento de infecgio &
dependente de varios fatores relacionados ao
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hospedeiro e ao fungo, podendo levar a morte.

A resisténcia relativa a vérios patégenos

pode ser estabelecida pelo padrdo de citocinas

produzido pelas células T helper e pelas moléculas

coestimulatérias expressas na superficie celular das
< . 2

células apresentadoras de antigenos”, podendo ser

um indicador da evolugdo da
paracoccidioidomicose. Com o objetivo de
compreender melhor as interagtes

hospedeiro/parasita, analisamos a presenga RNAm
(RNA mensageiro) para diferentes interleucinas em
orgdos como o Baco, a Glandula Adrenal, Figado,
Linfonodo, Pulm&o e Timo em camundongos
Balb/c infectados com P. brasiliensis.

Metodologia

O RNAm extraido dos vérios orgdos de
camundongos  Balb/c  infectados com P
brasiliensis, foi fixado em membrana de nylon,
sendo submetido a reacdo de hibridacdio utilizando
uma sonda de cDNA (DNA complementar) de
interleucina radioativamente marcada com P, que
posteriormente é autoradiografada em filme Fuji
R™. Os filmes assim obtidos (figuras A, B, C, D, E
e F) foram analisados visando a quantificagdo dos
RNAm para as interleucinas, sendo usado como
controle de normalizagdo a concentragdo de (-
actina. A andlise das imagens autoradiogréficas,
teve um encaminhamento bastante criterioso
calcado nos conceitos de processamento de
imagens°’6. Em todas as etapas para obtengéo dos
dados a serem analisados, também houve acentuada
atencio aos métodos utilizados. A transformagéo da
autoradiografia em imagem, foi realizada em
“scanner” de 600 “dpi” no modo de iluminagéo
transmissiva. Duas informacdes presentes nas
imagens s#o relevantes neste processo: a érea
autoradiografada para cada 6rgéo e a translucidez,



ou seja, o nivel de cinza médio dessa mesma area.
A partir da aquisicdo da imagem, foram aplicados
filtros adequados, para que nfo houvesse perda de
informacdo, e a seguir as imagens foram

submetidas a deteccdo de bordas®’. Conhecida
entdo a fronteira de interesse, calculou-se a drea e a
respectiva translucidez, para cada 6rgéo.

Todas as condiges experimentais de extracfio de
RNA, fixagdo na membrana, reagdo de hibridagédo e
autoradiografia foram pré-estabelecidas e realizadas
de acordo com dados da literatura®.

Figura A - B-actina (1* semana )
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Figura B- IL - 2 (1° semana )

Figura C - IL - 10 (1 semana )

Figura D - (3-actina (4 ® semana)

Figura E - IL - 2 (4 * semana)

Figura F - IL - 10 (4 ® semana)

Resultados

A analise de nossos  resultados
demonstraram que os nfveis de produg@io de RNAm
para IL-2 e IL-10 foram semelhantes, entretanto
podemos ressaltar que na 1% semana de infec¢fio ha
um grande aumento nos niveis de produgdo de
RNAm IL-2 no pulmio (32%) e timo (15%),
enquanto que os niveis de RNAm [L-10 foram
maiores no figado (22%).

Na quarta semana de infec¢io os niveis
para IL-2 e IL-10, mostraram um aumento
acentuado nos niveis de RNAm IL-10 para todos os
6rgdos (de 20% a 40%). Notamos também que no
pulm#o, ha alternancia dos niveis das interleucinas,
estando os niveis de IL-2 altos no inicio da infecgdo
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(32% a mais), enquanto na quarta semana os niveis
maiores foram os de IL-10 (29% a mais).

Estes dados sugerem a existéncia de
diferentes padrdes de células T helper nesse modelo
de infecgdo e estas populagdes alternam-se no curso
da infecgaio®.

Discussio

As citocinas s@o moléculas potencialmente
imunorreguladoras e podem ser utilizadas como um
referencial para o entendimento da evolucdo da
resposta imune do hospedeiro em diversas doengas.
Com este propdsito investigamos a expressdo das
interleucinas IL-2 e IL-10 na
Paracoccidioidomicose. A descricdo do perfil de
produgdo destes mediadores imunolégicos permite-
nos o reconhecimento dos distirbios desencadeados
pela infecgdo, possibilitando o desenvolvimento de
intervengdes terapéuticas.
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