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RESUMO

A levedura Cryptococcus neoformans € o principal agente etioldgico da criptococose,
acometendo principalmente pacientes que sdo submetidos a terapia imunossupressora devido
a transplante de oOrgdos, quimioterapia ou doenca autoimune e portadores da sindrome da
imunodeficiéncia adquirida. Esta doencaé adquirida através da inalacdo de esporos ou
leveduras dessecadas encontradas no ambiente, em &rvores como eucaliptos, solo e excretas
de pombos.O quadro clinico é caracterizado por uma infeccdo pulmonar primaria, com a
possibilidade de disseminacdo pelo organismo do hospedeiro, causando mais comumente
meningoencefalite.A fagocitose exercida pelos macrofagos alveolares é a principal linha de
defesa pulmonar do hospedeiro contra criptococose, sendo necessario que ocorra a
reprogramacao da expressdo génica nessas células para contencdo da disseminacdo do
patdgeno. A resposta a infec¢do pode ser modulada por microRNAs como miR-146 e miR-
155, envolvidos na regulacao da imunidade inata e de acdo pro-inflamatoria. Através de qRT-
PCR, observamos que em condic¢des de infeccdo com Cryptococcus neoformans morto por
calor, houve um aumento da expressdo dos microRNAs, ndo observado com patdgeno vivo,
sugerindo uma modulacdo exercida pela levedura na reposta imune. Os niveis de expressdo de
miR-146a e miR-155 apresentaram diminuicdo ao longo do tempo, sugerindo uma resposta
imediata de aumento da expressao que posteriormente é revertida. Andlises de bioinformatica
sugerem uma forte modulagdo exercida por esses microRNAS na resposta imune, além de
revelar genes alvo que sofrem corregulacdo por dois ou mais microRNAs do presente estudo.
A predicdo de genes alvo para validagdo dos revelou que miR-146a e miR-155 relacionam-se
a varios processos bioldgicos, regulando diversas vias de sinalizacdo celulares e metabdlicas.
Sendo assim, observamos que tais microRNAs possuem amplo papel no funcionamento
celular, mas estdo intimamente ligados a resposta imune, sendo um possivel alvo terapéutico
para criptococose, a fim de impedir o estabelecimento da fase de infecgcdo intracelular e

proliferacédo da levedura.



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

°C Graus Celsius

AIDS Sindrome da imunodeficiéncia adquirida
C. neoformans Cryptococcus neoformans
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Dicer Enzima nucleasse que cliva RNA dupla fita
DMEM Dulbecco's Modified Eagle Medium
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HIV Virus da imunodeficiéncia humana
IFN-y Interferon gama

IL-4 Interleucina 4

IL-5 Interleucina 5

IL-13 Interleucina 13

IL-33 Interleucina 33

miR-146a MicroRNA-146 isoforma a

miR-146b MicroRNA-146 isoforma b

miR-155 MicroRNA-155

miRNA MicroRNA

MRNA RNA mensageiro
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1. INTRODUCAO GERAL

1.1. Criptococose

Devido a tratamentos de imunossupressdo, quimioterapia ou a sindrome da
imunodeficiéncia adquirida (AIDS), pacientes imunocomprometidos tornam-se
propensos a contrair doencas oportunistas, as quais geram quadros que variam no grau
de severidade e, em alguns casos, pode levar ao Obito. A criptococose é uma
importante patologia que acometem pacientes imunocomprometidos. Essa doenca
pode variar de uma simples infec¢do cutanea auto-limitante em pacientes saudaveis a
uma infeccdo sistémica fatal em pacientes com o sistema imune debilitado, sendo
fortemente associado a casos de AIDS, sendo a terceira doenga oportunista mais
prevalente nestes pacientes (Perfect et al., 2010; Lanjewar, 2011).

Os principais agentes etiologicos da criptococose sdo as leveduras
Cryptococcus neoformans e Cryptococcus gattii. Pacientes imunocomprometidos
geralmente desenvolvem a infeccdo por C. neoformans, enquanto infeccdes por C.
gattii também podem ocorrer em imunocompetentes (Pappas, 2013). A distribuicdo
geografica dos casos relatados de criptococose difere entre as espécies, visto que C.
gattii apresenta carater endémico, limitando-se a regides tropicais e subtropicais, com
a excecao do surto na regido noroeste dos Estados Unidos e na ilha de VVancouver no
Canada, enguanto C. neoformans apresenta distribuicdo global (Byrnes et al., 2009;
Dixit, Carroll e Qureshi, 2009; Byrnes et al., 2010; Kronstad et al., 2011). Com
relacdo a extensdo da infec¢do, em modelo murino C. gattii apresenta-se mais restrito
ao pulméo, caracterizando um quadro de pneumonia e raramente se disseminando
para o sistema nervoso central; ao passo que C. neoformans possui tropismo pelo
tecido cerebral, causa uma forma mais grave da doenca, caracterizada por um quadro
de meningoencefalite (Brown et al., 2012).

A introducdo de terapia antirretroviral diminuiu consideravelmente a
incidéncia da criptococose em paises desenvolvidos (Perfect et al., 2010), contudo,
estima-se que um milhdo de pessoas sofrem de meningite criptocococica e cerca de
60% tém a doenca como causa de Obito pouco tempo apds receber diagndstico.
Grande parte dos casos de meningite criptococdcica estd associada a pacientes

imunocomprometidos portadores do virus da imunodeficiéncia humana (HIV
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positivos). Estudos indicam que a criptococose é a causa de cerca de 30% da
mortalidade em pacientes portadores de AIDS, em regides como sudeste asiatico e ao
sul e leste da Africa, devido a deficiéncia na implementacio de terapia antirretroviral
(Lin e Heitman, 2006; Sabiiti, May e Pursall, 2012).

O tratamento farmacoldgico da patologia € baseado em uma combinacdo de
farmacos antifangicos como a anfotericina B, a flucitosina e o fluconazol. Contudo,
esses farmacos apresentam alta toxicidade, gerando vérios efeitos colaterais no
paciente. Além dos efeitos colaterais, a resisténcia a drogas antifingicas € um fator
que também dificulta o tratamento da doenca, principalmente em paises como a
Africa, visto que o farmaco fluconazol é utilizado tanto para profilaxia quanto como
monoterapia para o tratamento da criptococose (Simm et al., 2011). Essa resisténcia
desenvolve-se através de mutacGes que ocorrem naturalmente nas células, e desta
forma as drogas antifungicas atuam como agentes seletivos para as células que nao
possuem a mutagdo, o que acaba gerando uma populacdo ainda mais resistente. Outro
fator que gera resisténcia aos farmacos utilizados no tratamento da criptococose é o
tempo de tratamento. Atraves de testes de susceptibilidade in vitro, observou-se que o
uso prolongado de antifingicos culmina no desenvolvimento de resisténcia aos
componentes. Tais evidéncias reforcam a necessidade da descoberta de alternativas

terapéuticas mais eficazes para a doenca.

1.2. Cryptococcus neoformans

Cryptococcus neoformans € um organismo intracelular facultativo. Esta
espécie em especial apresenta tropismo pelo sistema nervoso central, e em infec¢do
sistémica, consegue ultrapassar a barreira hematoencefalica promovendo o
desenvolvimento dos quadros mais graves da doenga: meningite e meningoencefalite.
Seus principais fatores de viruléncia sdo: producdo de capsula polissacaridica,
producdo de melanina, desenvolvimento a 37°C e a producdo de enzimas
extracelulares como a fosfolipase B e a uréase (Kronstad et al., 2012).

A céapsula polissacaridica € o principal mecanismo de viruléncia dessa
levedura, e trata-se de uma estrutura dindmica, Unica entre fungos patogénicos.
Composta principalmente pelo polissacarideo glicuronoxilomanana (GXM), além do

polissacarideo galactoxinomanana (GalXM) e manoproteinas, a capsula possui
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propriedades antifagociticas e imunomoduladoras que conferem uma vantagem da
levedura frente a resposta imune celular (Johnston e May, 2013).

A producdo de melanina esta relacionada a protecdo ao estresse exercido pelo
ambiente em que a levedura se encontra, como, por exemplo, em resposta a
antifangicos (Casadevall e Pirofski, 2001). Produzir enzimas extracelulares também
confere vantagens para o estabelecimento da infec¢do fangica. Enquanto a fosfolipase
B garante a integridade da parede celular e contribui para a invasdo do tecido
pulmonar e disseminacéo do fungo, a urease catalisa a hidrolise da ureia em aménia, o
que parece facilitar a disseminacdo de C. neoformans para o sistema nervoso central,
devido ao efeito toxico da aménia nas células endoteliais dos capilares cerebrais
(Singh et al., 2013).

Outra caracteristica de C. neoformans ¢é a produgdo de células “titds”, as quais
sdo formadas no ambiente pulmonar. Essas células caracterizam-se pelo tamanho,
pois com um didmetro que varia de 50 a 100um, elas sdo de cinco a dez vezes
maiores que as células normais, segundo observag@es in vitro e in vivo. O contetido
nuclear dessas células também apresenta alteracdo, visto que o numero de
cromossomos estd aumentado, podendo ser encontradas células tetraploides ou
octaploides. A vantagem da presenca desse tipo celular para o patdégeno em uma
infeccdo é que devido ao seu tamanho aumentado, as células do sistema imune
possuem dificuldade em internalizar estas leveduras. Além disso, as células “titas”
apresentam uma maior resisténcia aos principais mecanismos de defesa exercidos
pelas células fagocitarias, pois sdo mais resistentes as estratégias antimicrobianas
envolvendo espécies reativas como o Oxido nitrico (NO) e processos oxidativos
(Okagaki et al., 2011).

Além dos mecanismos classicos de viruléncia, C. neoformans também
apresenta capacidade de se adaptar a um ambiente desfavoravel do ponto de vista
nutricional, modulando a expressdo de genes envolvidos em diversos processos
metabolicos, incluindo a homeostase de metais, como o ferro, fosfato e zinco
(Kronstad et al., 2012; Kretschmer et al., 2014; Schneider et al., 2012).
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1.3. Via de infeccéo

A levedura C. neoformans é capaz de gerar infeccdes que acometem a pele, 0s
pulmdes e o sistema nervoso central, sendo que os dois Ultimos sdo responsaveis por
quadros mais graves de infeccdo.0 inicio do processo infeccioso ocorre através da
inalacdo de esporos ou leveduras dessecadas presentes no solo (Fig. 1), fezes de
pombos ou em arvores como eucaliptos, locais nos quais é mais frequente o

isolamento da levedura (Lazera et al., 2000).
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Figura 1: Ciclo infeccioso de espécies patogénicas do género Cryptococcus. A levedura pode ser
encontrada no solo ou associada a excretas de pombos e troncos de arvores, podendo infectar
hospedeiros de vérias espécies distintas, como gatos, cabras e coalas. As células fingicas podem
sobreviver em associacdo com hospedeiros ambientais como amebas, carrapatos e vermes. Os pombos
sdo considerados a principal forma de dispersdo do fungo, e acredita-se que a principal forma de
infeccdo ocorre por inalacdo de esporos ou levedura dessecadas, que podem estabelecer infeccéo
priméaria no pulmdo e posteriormente sofrer disseminacdo hematogénica, causando meningite
criptococécica. Adaptado de Lin e Heitman, 2006(Lin e Heitman, 2006).

A partir da inalacdo de celulas fungicas, estas se depositam nos alvéolos
pulmonares, caracterizando uma infeccdo pulmonar primaria. Esse tipo de infecgdo
pode permanecer latente por longos periodos (Srikanta, Santiago-Tirado e Doering,
2014), ou pode se manifestar caracterizando uma pneumonia criptococécica em
hospedeiros imunocomprometidos. Estes pacientes também apresentam maior
propensao a disseminacdo de células de C. neoformans pelo organismo, e essa espécie
em especial apresenta tropismo pelo sistema nervoso central, gerando um quadro de
meningite ou meningoencefalite, sendo que o ultimo é a forma invasiva de

manifestacdo clinica mais comum (Velagapudi et al., 2009; Ni, Huang e Cui, 2013).
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Contudo, a quantidade de células que entram em contato com o pulmao apés
inalacdo, sejam esporos ou leveduras dessecadas, é infima, ja que a grande maioria €
eliminada através de mecanismo do proprio organismo do hospedeiro, como a agao
ciliar dos 6rgédos do sistema respiratorio e a turbuléncia do ar circulante. Os poucos
esporos ou leveduras que conseguem atingir o paréngquima pulmonar desencadeiam
resposta imune, apresentando uma resposta inflamatoria caracterizada pela producéo
de citocinas como fator de necrose tumoral alfa (TNF- a) e interferon gama (IFN-y),
além da presenca de células fagocitarias como macrofagos e células dendriticas,
neutrofilos e linfocitos (Cheng, Sham e Kronstad, 2009).

O sistema imunologico desempenha papel crucial no controle da infeccdo por
Cryptococcus sp., apresentando agéo inicial da imunidade inata com forte atuagéo das
células dendriticas e, principalmente dos macréfagos alveolares; e posterior resposta
pela imunidade adaptativa, frente a acdo de linfocitos T CD4+. Estudos demonstram
gue um controle efetivo contra C. neoformans da-se através do balanco entre os tipos
Thl e Th2 de linfécitos T CD4+; as células Thl, devido a produgdo de citocinas
relacionadas com a defesa mediada por fagocitose frente a infeccbes por agentes
intracelulares, e as células Th2 principalmente pela ativacdo alternativa dos
macrofagos através do aumento de outras fungGes como a sintese de proteinas da
matriz extracelular envolvidas no reparo tecidual (Lindell et al., 2006).

A resposta imune desencadeada pode resultar tanto na eliminagdo das
leveduras presente nos alvéolos quando na restricdo da infeccdo, formando um
granuloma, neste caso o chamado criptococoma. Esta manifestacdo geralmente é
autolimitada e benigna, sendo os criptococomas formacbes bem delimitadas,
compostos principalmente por células fagocitérias e células gigantes multinucleadas
envolvendo as leveduras. As células de Cryptococcus sp. apresentam-se intracelular
ou extracelularmente em infecgdes sem a formagdo de criptococoma, enguanto
quando existe tal formacdo, aparecem no citoplasma das células gigantes ou dos
macrofagos (Shibuya et al., 2005).A presenca de granulomas ndo se restringe a
pacientes imunocomprometidos, podendo estar presentes em hospedeiros
imunocompetentes, e diferentemente dos granulomas formados em infeccdo por
Mycobacterium tuberculosis, os criptococomas sdo menos inflamatorios e sugerem

uma infeccgdo controlada ou latente (Shibuya et al., 2001).
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1.4. Macrofagos

Macrofagos sdo as células do sistema imune especializadas na eliminacdo de
patdgenos através de fagocitose; internamente, com o fagolisossomo formado,
ocorrem processos de acidificacdo e degradacdo enzimética (Kinchen e Ravichandran,
2008; Underhill e Goodridge, 2012).Ainda possuem outras fungdes, como producao
de citocinas e quimiocinas, e apresentacdo de antigeno (Nicola e Casadevall, 2012).
Estas células possuem papel fundamental na imunidade inata, caracterizando a
primeira linha de defesa do hospedeiro em vérios tipos de infeccdo, inclusive nas
infec¢Oes pulmonares(Fan et al., 2005).

Devido a forte acdo do sistema imune no tecido pulmonar, as leveduras
patogénicas de Cryptococcus sp. sdo fagocitadas por macrofagos alveolares, com a
possibilidades de permanecerem em estado de laténcia por um periodo extenso de
tempo, e caracterizando um quadro de infeccao intracelular (Mitchell, 2006; Hagen et
al., 2012). As células de C. neoformans sdo capazes de se multiplicar no citoplasma
dos macrdfagos, podendo causar a ruptura da célula hospedeira e escapando da
resposta fungicida. No entanto, existe outra forma de burlar o sistema imune exercida
por C. neoformans, sem a necessidade de lise da célula hospedeira, dependendo
principalmente de condic¢des especificas do fagolisossomo, como por exemplo o pH
(Ma et al., 2006; Nicola et al., 2011).

Os macrofagos possuem duas vias de ativagdo para o desempenho de fagocitose:
a via classica e a via alternativa. Ambas sdo observadas em modelos experimentais de
criptococose, e segundo a literatura, a via de ativacdo dos macréfagos pode
influenciar na sua atividade fungicida (Arora et al., 2011).

A via classica de ativacdo dos macrdfagos origina-se das citocinas produzidas
pelos linfocitos T CD4+ Thl, as quais reforcam mecanismos de combate a patdgenos
intracelulares, tais como: geracdo de espécies reativas de oxigénio e de nitrogénio,
producdo de proteases e mediadores lipidicos (Laskin et al., 2011). Por exemplo, a
geracdo de espécies reativas como o NO € uma estratégia utilizada para promover a
morte de patogenos internalizados, reforcada pela presenca de INF-y (Johnston e
May, 2013; Coelho, Bocca e Casadevall, 2014). Esse efeito ndo é restrito ao modelo

em questdo, se estendendo para outros patdgenos intracelulares como espécies do
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protozoario Leishmania, evidenciando a importancia da ativacdo de macrdofagos pela
via classica (Holscher et al., 2006; Muller et al., 2013).

Pela via alternativa, a ativacdo dos macrdéfagos ocorre através de outras
citocinas, como interleucinas IL-4, IL-5, IL-13, produzidas pelos linfocitos T CD4+
Th2. Diferentemente da via classica, a via alternativa promove ativacdo pelo aumento
de processos celulares relacionados ao reparo tecidual, como o aumento da fibrose e
recuperagdo do tecido lesado. Segundo Flaczyk e colaboradores, IL-33 desempenha
importante funcdo na ativagdo por via alternativa, visto que em modelo murino com
deficiéncia de receptores de IL-33 foi observada que a reducdo da ativacdo por essa
via gera uma reducdo na carga fangica tanto pulmonar quanto no SNC, aumentando a
sobrevivéncia dos animais. Por conseguinte, tais resultados evidenciam que o maior
potencial fungicida exercido pelos macréfagos da-se pela ativacdo por via cléssica,
embora seja necessario o equilibrio entre as duas vias de ativacdo, visto que uma
exerce regulacdo sobre a outra (Flaczyk et al., 2013).

Alguns fatores de viruléncia de Cryptococcus permitem o escape do estado de
ativacdo dos macrdfagos, a fim de garantir a sobrevivéncia dessas leveduras. A
evasdo ao sistema imune pode ocorrer através da acdo de proteinas do proprio
Cryptococcus quanto pela utilizacdo de proteinas do hospedeiro. Um exemplo é a
producdo da enzima lacase, responsavel principalmente pela producdo de melanina,
mas também pela modulagdo da producéo de prostaglandinas (Qiu et al., 2012).

Outra caracteristica importante é a utilizacdo da chamada imunidade
nutricional como estratégia dos macréfagos em resposta a patdgenos intracelulares.
Alguns metais sdo essenciais para varias funcBes bioldgicas desempenhadas tanto
pelos macrofagos quanto pelas células de C. neoformans, dentre eles ja estdo bem
descritos na literatura principalmente ferro, cobre e zinco (Eide, 2006; Ding et al.,
2013). A fim de conter um processo infeccioso, € comum o hospedeiro limitar a
disponibilidade de alguns nutrientes como glicose, ou ions metalicos para dificultar o
crescimento dos patdgenos; ou mesmo reter metais intracelularmente, com o intuito
de criar um ambiente toxico (Cassat e Skaar, 2012; Hood e Skaar, 2012).

Diante disso, as interagdes patdgeno-hospedeiro tornam-se importante objeto
de estudo, visto que constituem mecanismos de controle da infeccdo desenvolvidos

pelo hospedeiro para restringir o desenvolvimento flngico.
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1.5. MicroRNA

Alguns RNAs ndo codificantes (ncRNASs) sdo importantes reguladores de
processos celulares, como defesa do hospedeiro, transcricdo, traducdo,
desenvolvimento, estabilidade e processamento de RNA, entre outros (Carmell et al.,
2002; Ding e Voinnet, 2007; Carthew e Sontheimer, 2009; Ghildiyal e Zamore, 2009;
Li, Chang e Liu, 2010). Dentre estes ncRNAs, figuram alguns pequenos RNAS
(SRNAs), caracterizados por sequéncias curtas de nucleotideos (20 — 30 nt), além
deestarem envolvidos na regulacdo da expressdo génica pelo processo de RNA de
interferéncia (RNAIi) (Grosshans e Filipowicz, 2008). Em eucariotos, é possivel
observar-se trés variagdes de pequenos RNAs, conhecidas como: pequenos RNAs de
interferéncia (SIRNA); RNAs que interagem com Piwi (piRNA); e 0s microRNAS
(miRNA). As diferentes classificacdes devem-se a biogénese, processamento, funcao
nas células e padrdo de expressao distintos (Grosshans, 2008).

MicroRNAs sdo mediadores de RNAI e desempenham importante mecanismo
de silenciamento de genes. Estes RNAs mostram-se promissores no tratamento de
doencas nas quais ha expressao exacerbada ou mesmo expressdo génica associada ao
seu desenvolvimento. O importante papel desempenhando na regulacdo da expressao
génica pos-transcricional torna os RNAI objeto de estudo para tratamento de
patologias como cancer, doencgas genéticas, doencas cardiovasculares, entre outros
(Ramachandran e Ignacimuthu, 2013; Uchino, Ochiya e Takeshita, 2013).

Os miRNAs sdo transcritos a partir de genes miR, cuja localizacdo no genoma
é variada, sendo possivel encontrar em regiBes de introns, éxons e regides
intragénicas.A transcricdo desses genes gera um RNA precursor de fita simples, o
chamado miRNA primario (pri-miRNA).Ainda no ndcleo, essa pequena sequéncia
sofre acdo do complexo microprocessador, gerando uma estrutura de fita dupla devido
a complementariedade entre as bases nitrogenadas constituintes, e sofre clivagem pela
enzima drosha dando origem ao pre-miRNA. O pre-miRNA € por sua vez exportado
para o citoplasma com gasto energético, e processado pela enzima Dicer, resultando
em um pequeno MiRNA dupla fita, sendo uma das fitas direcionada ao complexo
silenciador induzido por RNA, o chamado RISC, e a outra fita ¢ degradada. O
complexo RISC é composto por varias proteinas, mas sua maior atividade se da pela

proteina Argonauta, pois esta carrega 0 MiRNA enquanto é guiada até o RNA



18

mensageiro (MRNA), permitindo a correta inser¢cdo do miRNA ao seu mRNA alvo
(Fig. 2) (Faehnle e Joshua-Tor, 2007; Mallory e Vaucheret, 2010).

As células do sistema imune devem passar por uma grande reprogramacao da
expressdo génica para conter a disseminacdo do patdgeno, e estudos recentes
demonstram que a expressdo de miRNAs em macrofagos sofre alteracdes frente a
estimulos de patogenos (Chen et al., 2011; Jensen et al., 2011; Hardison et al., 2012).
Monk e colaboradores avaliaram essa expressao diferencial em um estudo utilizando
como patégeno modelo Candida albicans, pelo qual foi possivel verificar-se um
aumento na expressdao de certos miRNAs em macréfagos ao longo do tempo
observado. Sendo assim, o controle da transcricdo via miRNAs pode ser uma forma
de controle adicional na ativagdo da resposta imune de macréfagos (Monk, Hutvagner
e Arthur, 2010).

Gene do miRNA
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Figura 2: A biogénese do miRNA de animais. A biogénese do miRNA de animais (etapas 1- 6) e 0
hetero-silenciamento de um loci ndo relacionado ao gene de origem do miRNA (etapa 7). A etapa 1
caracteriza a transcricdo do gene do miRNA pela RNA polimerase 11, originando o pri-miRNA, o qual
assume conformacao secundaria pela complementariedade de bases em forma de grampo. Observa-se
na etapa 2 a primeira clivagem realizada pela enzima drosha no nucleo, transformando a molécula de
pri-miRNA em pre-miRNA; esta entdo é transportada para o citoplasma com gasto energético (etapa
3), e posteriormente ocorre nova clivagem dessa vez pela enzima dicer, formando uma estrutura curta
de RNA dupla fita. As fitas sdo separadas (etapa 5), sendo uma delas degradada e a outra capturada
pelo complexo RISC e carregada pela proteina argonauta até 0 mRNA alvo (etapa 7). Adaptado de
Bartel ,2004.

Visto que uma ligagdo parcial do miRNA ao seu mRNA alvo ja é efetiva, os
miRNAs possuem varias sequéncias alvos, as quais podem estar localizadas em um
mesmo gene ou em genes distintos. Varios possuem fungdes parcialmente
sobrepostas, devido a conservacdo de sequéncias, possuindo entdo perfis de alvos
similares. Os miRNAs miR-146 e miR-155 encontram-se ativados na resposta
antimicrobiana de macrofagos de mamiferos, e estdo relacionados a mecanismos da
imunidade inata e da resposta inflamatdria. Originam-se de distintos loci gendémicos, e
através de diferentes tipos de processamento, sendo as isoformas a e b do miR146
derivadas respectivamente de um pré-mRNA (miR-146a) e de um intron de mRNA
(miR-146b); e 0 miR-155 originado de um éxon de um longo RNA néo codificador
(Schulte, Westermann e Vogel, 2013).

Logo, os miRNAs atuam no citoplasma como importantes reguladores da
expressdo génica a nivel pos-transcricional, e, normalmente, a ligacdo do miRNA ao
seu mRNA alvo da-se na regido nao traduzida (UTR) 3°, resultando em uma inibi¢ao
da traducdo, inducdo da degradacdo ou desadenilacdo das sequéncias alvo (Pillai,
Bhattacharyya e Filipowicz, 2007). Frente ao papel imunomodulatério exercido por
C. neoformans em macréfagos, torna-se necessario avaliar os mecanismos pelo qual

se da esta modulacéo (Johnston e May, 2013).
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Objetivo geral

Analisar a expressdao de microRNAs em macrofagos apos infeccdo com o
patdégeno Cryptococcus neoformans, a fim de avaliar possivel modulagdo da resposta

imune das células frente a infeccéo fungica pelo mecanismo de RNA..

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar o efeito da inducdo da expressdo dos miRNAs miR146a, miR146b e
miR155 em macré6fagos por C. neoformans;

e Predicdo de genes alvo comuns aos trés miRNAs através de andlises de
bioinformatica;

e Averiguar relagdo com sistema imune por analises quantitativas baseadas em
banco de dados;

e Verificar relagdes com processos biolégicos e as fungdes dos miRNAs no

ambiente intracelular através de andlises in silico.
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O artigo intitulado “Analise de microRNAs diferentemente expressos em
macrofagos infectados com Cryptococcus neoformans” foi formatado conforme

normas para publica¢do junto ao periédico Microbes and Infection.



22

Analise de miRNA diferentemente expressos em macrofagos
infectados com Cryptococcus neoformans.

Analysis of differentially expressed miRNA in macrophages infected by

Cryptococcus neoformans.

Ane Wichine Acosta Garcia?, Alicia Corbellini Piffer?, Francine Melise dos Santos®*,
Rafael de Oliveira Schneider®®, Livia Kmetzsch*" Marilene HenningVainstein®"¢,

ab,c*

Charley Christian Staats™™" .

3Centro de Biotecnologia e "Departamento de Biologia Molecular e Biotecnologia,
Instituto de Biociéncias. Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Av. Bento
Gongcalves 9500, Porto Alegre, RS,Brasil.

Programa de Pés-Graduagdo em Biologia Celular e Molecular, Universidade Federal
do Rio Grande do Sul, Av. Bento Goncalves 9500, Porto Alegre, RS,Brasil.

(*) Correspondéncia: Charley Christian Staats

Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Centro de Biotecnologia. Avenida Bento
Gongcalves, 9500 - Bloco IV, Prédio 43421, Laboratdrio 220. Caixa Postal 15005.
Porto Alegre, RS, Brasil, 91501-970. Telefone +55 51 3308 6091; Fax +55 51 3308
73009.

E-mail: staats@cbiot.ufrgs.br

Resumo

A levedura Cryptococcus neoformans é o principal agente etioldgico da
criptococose, caracterizada por uma infeccdo pulmonar primaria, com a possibilidade
de disseminacdo pelo organismo do hospedeiro, causando meningoencefalite. A
fagocitose exercida pelos macrofagos alveolares € a principal linha de defesa
pulmonar do hospedeiro contra criptococose. A reprogramacéo da expressao génica
nessas células é necessaria para a contencdo da disseminacao do patdgeno, e pode ser
modulada por microRNAs como miR-146 miR-155. Através de gRT-PCR, nos
observamos que em condicGes de infeccdo com Cryptococcus neoformans morto por
calor, houve um aumento da expressao dos microRNAs, ndo observado com patdgeno

vivo, sugerindo uma modulacéo exercida pela levedura na reposta imune. Os niveis
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de expressdo de miR-146a e miR-155 apresentaram diminuicdo ao longo do tempo,
sugerindo uma resposta imediata de aumento da expressdo que posteriormente é
revertida. A predigédo de genes alvo para validagédo dos resultados revelou uma grande
diversidade de alvos, sendo observado ainda um enriquecimento dos sitios de
reconhecimento em genes associados a resposta imune, sugerindo forte modulacéo

por parte destes MiIRNAS nesses genes.

Abstract

Cryptococcus neoformans is the main etiological agent of cryptococcosis, a
disease characterized by a primary lung infection that may disseminate to the whole
organism leading to meningoencephalitis. The alveolar macrophage phagocytosis is
the major host pulmonary defense against cryptococosis. These cells must alter their
gene expression in order to limit the dissemination of the pathogen and this can be
achieved by the modulation of microRNAs expression, such as miR-146 and miR-
155. Here, employing gRT-PCR, we observed an increase in the expression of miR-
146 and miR-155 in macrophages exposed to heat-killed C. neoformans. The same
was not observed when the macrophages were infected with the pathogen alive. These
findings imply that the yeast cells promote a modulation of the immune response in
the alveolar phagocytes. Also, the expression levels of miR-146 and miR-155
decreased with time, suggesting an immediate response that is subsequently reversed.
Moreover, we performed a prediction of target genes in order to evalute our primary
results. It led us to a large plethora of genes. We also verified enrichment for sites of
miRNA hybridization in target genes related to the immunity, which suggests a strong

modulation of these microRNAs in those sites.
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2.1. Introducéo

As leveduras do género Cryptococcus sdo conhecidas como causadoras de
infeccbes  fungicas de  maneira  oportunista, acometendo  pacientes
imunocomprometidos, e 0s principais agentes etiologicos sdo: Cryptococcus
neoformans e Cryptococcus gattii. Pacientes que sdo submetidos a terapia
imunossupressora devido a transplante de Orgdos, quimioterapia ou doenca
autoimune, e portadores da sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS), sdo mais
propensos a infeccdo por C. neoformans, enquanto infec¢des por C. gattii também
podem ocorrer em imunocompetentes [1]. A maior parte dos casos relatados deve-se a
infeccdo por C.neoformans, que afeta principalmente pacientes imunocomprometidos,
atingindo pessoas de diferentes localizagfes no mundo inteiro [2-5].

A infeccdo ocorre via inalacdo de células fangicas, geralmente esporos ou
leveduras dessecadas, as quais se depositam nos alvéolos pulmonares, caracterizando
uma infeccdo pulmonar primaria. Esse tipo de infeccdo pode permanecer latente por
longos periodos de tempo [6], ou pode se manifestar caracterizando uma pneumonia
criptococécica em hospedeiros imunocomprometidos. Estes pacientes também
apresentam maior propensdo a disseminacdo de células de C. neoformans pelo
organismo, Vvisto que esta espécie apresenta tropismo pelo sistema nervoso central,
gerando um quadro de meningite ou meningoencefalite [7, 8]. No entanto, a
quantidade de células que entram em contato com o pulmdo do hospedeiro apds
inalacdo, sejam esporos ou leveduras dessecadas, € muito pequena, ja que a grande
maioria é eliminada através de mecanismos como a ac¢éo ciliar dos érgdos do sistema
respiratorio e a turbuléncia do ar circulante.

Os raros esporos ou leveduras que conseguem atingir o parénquima pulmonar
desencadeiam resposta imune, apresentando uma resposta inflamatdria caracterizada
pela producéo de citocinas como fator de necrose tumoral alfa (TNF- a) e interferon
gama (IFN-y), além da presenga de células fagocitarias como macrofagos e células
dendriticas, neutréfilos e linfocitos [9]. Esta resposta imune desencadeada pode
resultar tanto na eliminagé@o das leveduras presente nos alvéolos quando na restri¢ao
da infecgéo, formando um granuloma, neste caso o chamado criptococoma. Devido a
forte acdo do sistema imune no tecido pulmonar, as leveduras patogénicas de
Cryptococcus sp. sdo fagocitadas por macrofagos alveolares, com a possibilidades de

permanecerem em estado de laténcia por um periodo extenso de tempo,
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caracterizando assim um quadro de infeccdo intracelular [10, 11]. Nesse aspecto, as
interacdes patdgeno-hospedeiro tornam-se importante objeto de estudo, visto que
constituem mecanismos de controle da infeccdo desenvolvidos pelo hospedeiro para
restringir o desenvolvimento flangico. Diante disso, as células do sistema imune
devem passar por uma grande reprogramacdo da expressao génica para conter a
disseminacdo do patdgeno [12-14]. Recentemente, foi descrito que a expressdo de
microRNAs (miRNAs) em macréfagos também podem sofrer expressdo diferencial
em resposta a estimulos de patdgenos, sugerindo ser uma forma de controle adicional
na ativacao da resposta imune de macréfagos [15].

MiRNAs sdo mediadores do RNA de interferéncia (RNAI), importante
mecanismo de silenciamento de genes. O papel essencial desempenhando na
regulacdo da expressdo génica pos-transcricional torna os RNAI objeto de estudo para
tratamento de patologias como cancer, doencas genéticas, doencas cardiovasculares,
entre outros[16, 17]. Os miRNAs sdo caracterizados por uma sequéncia curta de
nucleotideos (20 — 30 nt), e sdo transcritos a partir de genes de miR, cuja localizagdo
no genoma é variada, sendo possivel encontrar em regibes de introns, éxons e regites
intragénicas. Apds processamento inicial, sdo transportados do nicleo para o
citoplasma na forma de prée-miRNA, e entdo sofrem modificacbes até tornarem-se
moléculas curtas de RNA dupla fita maduras [18, 19].

Os miRNAs atuam no citoplasma, como importantes reguladores da expresséo
génica a nivel pds-transcricional, pela ligacdo do miRNA ao seu mRNA alvo na
regido ndo traduzida (UTR) 3, resultando em uma inibi¢do da traducdo, inducdo da
degradacdo ou desadenilacdo das sequéncias alvo [20]. Frente ao papel
imunomodulatério exercido por C. neoformans em macrdéfagos, torna-se necessario
avaliar os mecanismos pelos quais da-se esta modulacdo [21]. Neste contexto, 0s
MIRNAs miR-146 e miR-155 encontram-se ativados na resposta antimicrobiana de
macrofagos de mamiferos, e estdo relacionados a mecanismos da imunidade inata e da
resposta inflamatoria [22]. O presente estudo visa analisar a expressdo dos miRNAs
miR-146, isoformas a e b, e miR-155 em macrofagos apos infeccdo com o patdgeno
C. neoformans, a fim de avaliar possivel modulagdo da resposta imune das células

frente a infeccéo fungica pelo mecanismo de RNA..
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2.2. Materiais e Métodos

2.2.1. Linhagens celulares, microrganismos e cultivos

Os experimentos foram realizados utilizando a linhagem celular de
macrofagos peritoneais murinos J774.1 em meio DMEM (Invitrogen) acrescido de
soro fetal bovino (10%) e complementado com 1% de piruvato de sédio (100 mM),
1% de L-glutamina (200 mM), 1% de tampao HEPES, 1% de MEM (aminoacidos nao
essenciais), penicilina e estreptomicina 20 pg/mL. O cultivo celular foi mantido
incubado a 37°C em ambiente umidificado contendo CO; (7,5%).

Para a infeccdo dos macréfagos, foi utilizada a linhagem H99 de C.
neoformans, previamente cultivada em meio liquido YPD (2% glicose, 2% peptona,
1% extrato de levedura) e incubada a temperatura de 30°C em plataforma giratéria
(200 rpm).

2.2.2. Interacdo entre macrdfagos e C. neoformans

A fim de avaliar a expressdo de microRNAs dos macrofagos em resposta a
infeccdo por C. neoformans, foram realizados ensaios de fagocitose, sendo 0s co-
cultivos incubados por dois periodos distintos: 4 e 24 h. Em placas de 12 pocos
contendo DMEM, foram cultivados 5x10” células de macréfagos J774.1 pelo periodo
de 24 h, no qual essa quantidade ¢é duplicada, resultando em 1x10° células. As células
de C. neoformans foram cultivadas em YPD, posteriormente submetidas a
centrifugacdo e lavagem com PBS; ap6s contagem em cdmara de Neubauer, as células
foram diluidas em DMEM complementado para posterior adicdo nos pocos
respectivos a cada condi¢do de estudo. Para a condi¢do de C. neoformans morto por
calor, as células foram submetidas a temperatura de 50°C por 30 minutos. A fim de
manter a propor¢do de 1:1 entre as células de C. neoformans e macréfagos, 0s
experimentos foram realizados utilizando 1x10° células de levedura. Os experimentos
foram realizados em triplicata e as condi¢Ges observadas foram as seguintes: controle,
composto exclusivamente de células de macréfagos; C. neoformans, composta pela
interacdo de células vivas da levedura com as células de macréfagos; e C. neoformans
morto por calor (C. neoformans MC), composta pela interagdo de células mortas de C.

neoformans e macrofagos.
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2.2.3. Extracao e quantificacdo de RNA

Ao final dos tempos de interacdo, a monocamada celular foi lavada 3 vezes
com PBS e lisada pela adicdo de TRIzol®(Life Technologies), seguido do protocolo
de extracdo de RNA conforme recomendacdes do fabricante. A integridade do RNA
total extraido foi avaliada por eletroforese em gel de agarose e a quantificacdo do
RNA foi realizada através do sistema QuBit (Life Technologies), conforme

recomendac0es do fabricante.

2.2.4. qRT-PCR

Com o intuito de avaliar a expressdo dos microRNAs miR-146a, miR-146b e
miR-155 apds a interagdo entre células de macrofagos e C. neoformans nos tempos de
4 horas e 24 horas, foi realizada a sintese de cDNA e posterior PCR em tempo real,
utilizando primers especificos para cada miRNA de estudo. A sintese de cDNA dos
miRNAs foi realizada por stem-loop RT-PCR, conforme descrito previamente [15].
Como normalizador, foram utilizados os transcritos relativos ao snRNP U6. Os
protocolos utilizados para sintese do cDNA do normalizador U6, para a PCR em
tempo real e para a quantificacdo dos niveis relativos de expressdo dos miRNAs de
acordo com 0 método 2! seguiram a metodologia ja descrita e estabelecida no
laboratorio [23].

2.2.5. Predicao dos genes alvo dos microRNAs

Com a finalidade de estabelecer uma visdo global da influéncia dos miRNAs
de estudo em células do sistema imune, foi realizada uma busca no banco de dados
MicroRNA (www.microrna.org) tendo como base a ultima analise, realizada em
agosto de 2010.Em uma busca pelos dados referentes a Mus musculus para 0s
MIRNASs conservados miR-146a e miR-155 e para 0 miRNA ndo conservado miR-
146b, obtivemos informacdes a respeito dos mMRNAs reconhecidos por estes miRNAsS,
as quais foram relacionadas aos dados de anotacdo funcional de ontologias génicas
(Gene Ontology) presentes no banco de dados Mouse Genome Informatics (MGI -
http://www.informatics.jax.org) [24]. Ao refinar a busca para produtos relacionados a
resposta imune (GO:0006955), foram listados os produtos génicos alvo referentes aos

miRNAs individualmente, além de se obter genes comumente regulados.
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2.2.6. Andlises Bioinformaticas

A partir dos dados obtidos pelas analises dos genes regulados pelos miRNAS
miR-146a, miR-146b e miR-155, foram realizadas anélises pelo servidor GOrilla, o
qual serve como ferramenta para a identificacdo e visualizacdo de termos obtidos pelo
Gene Ontology, permitindo uma classificacéo da lista de genes de interesse quanto ao
processo envolvido no organismo ou conforme funcgéo intracelular desempenhada,
utilizando como critério p< 10°[25].

Para a visualizacdo do nimero de genes relacionados a cada miRNA de
estudo, foi gerado um diagrama de Venn, desenvolvido atraves do servidor Venny

(http://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/venny/index.html.) [26].

2.2.7. Analises Estatisticas

Através dos experimentos realizados, obtivemos os valores utilizados para
analise estatistica. Estes foram expressos pela média das replicatas + desvio padréo.
As analises estatisticas foram realizadas por Student t test utilizando o software
GraphPadPrism6, pelo qual também foram gerados os gréficos para visualizacdo dos

resultados.



29

2.3. Resultados

Para avaliar se ocorre modulagéo da expresséo dos miRNAs 146 (isoformas A
e B), assim como do miRNA 155 em macréfagos murinos expostos a levedura C.
neoformans, empregamos qRT-PCR associado a sintese de cDNA por Steem-loop
[15]. A partir da analise dos dados obtidos, ndo foi possivel observar diferencas
significativas nos niveis de expressdo dos miRNAs analisados nos macréfagos
comparando-se as condigdes controle e infectados com C. neoformans apds interacéo
patdgeno-hospedeiro pelo periodo de 4 horas (Fig.1A). Entretanto, observa-se
diferenca estatistica significante entre as condicdes de infeccdo testadas utilizando o
patégeno vivo ou morto por calor nos trés miRNAs testados, caracterizada pelo
aumento da expressdo dos miRNAs na condi¢do C. neoformans MC. Observou-se
também um aumento nos niveis relativos de transcritos da condi¢do C. neoformans
MC quando comparada a condicao controle, composta somente por macrofagos, nos
miRNAs miR146b e miR155 (Fig.1A). Tais resultados demonstram que ocorre uma
intensa modulacdo na expressdo de mMiRNAs quando ceélulas vivas de C.
neoformanssédo incubadas com macréfagos comparativamente a células mortas de C.
neoformans, sugerindo que moléculas produzidas por células da levedura
metabolicamente ativas podem estar modulando a expressdo destes miRNAs e,
consequentemente, a resposta imune.

Frente ao aumento significativo da expressdao destes miRNAs quando
incubados com células de C. neoformans mortas por calor, foram realizados ensaios
de fagocitose, utilizando um periodo maior de incubacdo, a fim de determinar se o
mesmo perfil de expressdo era mantido. Ndo foi possivel observar diferencas nos
niveis de expressdo dos miRNAs nos macrofagos, quando comparadas as condi¢des
controle e incubados com C. neoformans MC no periodo de incubacdo de 24 horas
(Fig.1B). Estas andlises foram restritas ao estudo da interagdo C. neoformans
MC:macrofagos, pois ndo possivel extrair RNA de qualidade de macréfagos apés
interacdo de 24 h com células metabolicamente ativas da levedura.

A analise comparativa entre o0s niveis relativos de transcritos dos diferentes
miRNAs presentes nos dois tempos de interagao revelou que, conforme o aumento do
tempo de incubagdo de células de macrofagos com celulas inativadas de C.
neoformans, os miRNAs miR-146a (Fig.2A) e miR-155 (Fig.2C) sofreram uma
reducdo dos niveis de transcritos. Estes resultados sugerem que ocorre uma adaptagédo



30

da expressdo dos miRNAs, no qual como resposta imediata é visto um aumento da
expressao, seguido de uma diminuicdo semelhante aos niveis observados no controle.
Tal resultado nédo foi reproduzido no miR-146b (Fig.2B), o qual inclusive apresenta
uma tendéncia a aumento da expressdao com o aumento do periodo de incubacéo,
contudo s@o necessarios maiores estudos para confirmacao deste dado.

A fim de obter-se uma visdo geral da influéncia destes microRNAs em células
do sistema imune, foram realizadas analises com base no banco de dados MicroRNA,
posteriormente relacionando ao modelo murino utilizado no estudo. Partindo dos
produtos génicos que apresentavam a anotacdo relacionado a resposta imune, foram
detectados diversos genes reconhecidos por cada um dos trés microRNAs (Tabela 1).
Verificou-se que esses miRNAs apresentam numero elevado de sitios alvo totais,
sendo que 0 miR-146a e 0 miR-155 exibem perfil semelhante, com nimero total de
alvos maior aos elucidados pelo miR-146b, refletido também no ndmero de genes
associados a resposta imune correspondentes (Tabela 1). Em seguida, 0s genes
referentes a resposta imune encontrados para cada miRNA foram relacionados com a
identificacdo dos respectivos produtos génicos (Tabelas S1-S3). Observou-se a
prevaléncia de citocinas da superfamilia de ligantes do fator de necrose tumoral,
quimiocinas e interleucinas, além de outras proteinas relacionadas a sinalizacdo para
processos celulares.

Para avaliacdo quantitativa das relacbes entre os genes regulados pelos
miRNAs, foram construidos dois diagramas de Venn: para genes totais e apenas para
genes relacionados a resposta imune. A andlise relacionada aos genes alvo totais
evidenciou uma sobreposicdo de regulacdo entre todos os miRNAs de estudo, sendo
que a maior sobreposicdo € apresentada entre miR-146a e miR-155, totalizando 672
genes em comum. Além disso, os trés miRNAs apresentam regulacdo génica em
comum de 74 genes (Fig.3A). Ja para os genes relacionados a imunidade, a
sobreposicdo de regulacdo é reduzida, inclusive ndo foi possivel a observacdo de
alvos que recebessem regulacgdo tanto por miR-146b quanto por miR-155. Apenas um
gene mostrou ser regulado pelos trés miRNAs de estudo (Fig.3B). A partir de anélise
de enrigquecimento, chegamos ao gene da ectodisplasina A (Eda), o qual origina uma
proteina transmembrana membro da superfamilia do fator de necrose tumoral.

Diante disso, analisamos as relacdes referentes ao nimero de sitios alvo
presentes para cada miRNA e sua respectiva quantidade de genes alvo. A fim de

avaliar se existe uma regulacdo relevante da resposta imune exercida por esses
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miRNAs, foram gerados gréaficos referentes ao numero de sitios e genes alvo totais e
restritos a resposta imune. Sabe-se que um mRNA pode sofrer regulacdo por miRNA
de diferentes maneiras, ja que a sequéncia pode conter mais de um sitio de ligacéo.
Considerando essa informacéo, observa-se uma vasta quantidade de sitios alvo frente
ao numero de genes alvo totais para os miRNAs de estudo. Os miRNAs miR-146a e
miR-155 apresentam proporcdes semelhantes em ambas medidas analisadas. Embora
0 numero de genes alvo totais do miR-146-b seja menor que dos outros dois miRNAS
analisados, é possivel verificar elevada quantidade de sitios alvo, evidenciando uma
forte regulacdo génica pela presenca de varios sitios alvo em um mesmo mRNA
(Fig.4A). Ao que refere-se a avaliacdo das relagbes com a resposta imune, notou-se
uma proporcao similar mantida entre numero de genes e sitios alvo nos trés miRNAs
analisados, e mais uma vez foi observado o mesmo perfil entre miR-146a e miR-155
(Fig.4B). Ao calcularmos a razao entre o numero de sitios e genes alvo, comparamos
os dados para quantidades totais e as quantidades encontradas relacionadas a resposta
imune (Fig.4C). A respeito dos dados totais, a razdo se mantém bastante semelhante
entre os trés miRNAS; no entanto, mais baixa do que a razdo apresentada pelos dados
relacionados a imunidade, sugerindo que existe uma forte modulacdo exercida por
estes mMiRNAs na resposta imune. Dentre os miRNAs, a maior razdo foi apresentada
pelo miR-146b.

Adicionalmente, foram realizadas analises com base nos genes que sdo
regulados por cada um dos miRNAs, a fim de obter-se uma nocdo das funcbes
desempenhadas por esses genes no ambiente intracelular, além de relacionar o0s
processos biolégicos aos quais fazem parte para ser possivel uma melhor
compreensdo das vias que sofrem regulacdo por estes miRNAs. Néao foi possivel
realizar as analises para 0 miR-146b; contudo, o0 miR-146a apresentou resultados
referentes aos processos envolvidos, partindo de processos mais abrangentes como
processo celular e processo de organismo Unico, resultando na regulacédo especifica de
processos do ciclo celular (Fig.5A). Para o miR-155, foi possivel gerar dois
diagramas, um referente aos processos e outro as fungdes envolvidas. Os resultados
apresentados pelo diagrama de funcbes (Fig.5B) apresenta como base a funcéo
molecular, resultando na funcdo especifica de ligacdo a acidos nucleicos. Ja o
diagrama de processos (Fig.6), relaciona uma grande variedade de termos, partindo de
duas vertentes principais: processo celular e processo metabolico. Relacionado
principalmente a processos metabdlicos e de biossintese, ¢ 0 miRNA que apresentou
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maior abrangéncia em termos de processos, resultando no exclusivo processo
metabolico de RNA.

Tais andlises sugerem que os miRNAs abordados neste trabalho estdo
amplamente relacionados a varios aspectos celulares, promovendo regulacdo por

diferentes mecanismos conforme necessidade celular.
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2.4. Discussao

No presente estudo, foi possivel elucidar pontos da modulacdo exercida pelos
miRNAs miR-146, isoformas a e b, e miR-155, secretados por macréfagos apos
infeccdo com o patégeno C. neoformans. Estes miRNAs apresentam forte associacdo
a imunomodulacéo, ligados a imunidade inata e exercendo o controle da resposta
inflamatdria em diferentes niveis. Através de diversas funcdes, eles ajustam os limites
maximos e minimos da resposta inflamatdria de macréfagos a patdgenos [22]. O fator
de transcricdo NFxB € reportado com importancia quando se trata da regulacdo
efetuada pelos miR-146 a e b sobre processos inflamatérios, que pode ser devido a
atenuagdo de sinalizagdo de citocinas via NFkB [27]. J& 0 miIRNA miR-155afeta
fortemente as vias de sinalizacdo pro-inflamatdrias, sendo propostos dois
mecanismos: por repressdo da rota de amplificacdo da sinalizacdo autocrina/paracrina
de TNFa, a qual é parte integrante desse tipo de resposta em macréfagos; ou por
reforcar a producéo de TNFa através da estabiliza¢do do seu mRNA [28, 29].

Os niveis reduzidos de todos os miRNAs na condicdo de infeccdo com células
de C. neoformans vivas, contrarios aos apresentados pelas leveduras inativadas por
calor infere que as células vivas possuem mecanismos de defesa contra a estimulagdo
do sistema imune induzida por estes miRNAs no periodo de incubacdo de 4 horas. As
modificacbes fisicas da parede celular e dos receptores de superficie celular ap6s
tratamento com calor, associadas & inativacdo metabolica das leveduras propiciaram
um aumento na expressdao dos miRNAs em macrdfagos, induzindo a producdo de
citocinas pro-inflamatdrias para estimular ativacdo de mais células fagociticas. Na
condicdo de infeccdo com células vivas, o0s niveis de miRNAs apresentam reducdo,
sugerindo mais um mecanismo de evasdo do sistema imune apresentado por C.
neoformans. Provavelmente, as células metabolicamente ativas produzem moléculas
que interferem a producdo ou induzem a degradacdo dos miRNAs. Ja foi descrito em
estudos anteriores que a sintese destes trés miRNAs é dependente do fator de
transcricdo pré-inflamatério NFkB [30, 31], portanto, esta via pode ser o alvo da
modulacéo exercida pela levedura; contudo, sdo necessarios mais estudos para melhor
compreensdo desses mecanismos.

Estudos demonstram que esses miRNAs apresentam alteracdo de expresséo
em resposta a infeccdo de diferentes patdgenos. Grande parte dos estudos relaciona

imunidade frente a infec¢cdes bacterianas, como por Staphylococcus aureus, no qual
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miR-155, que possui carater inflamatorio, apresentou-se superexpresso nas células
imunes do infiltrado pulmonar apds exposicdo por inalacdo da enterotoxina B
bacteriana, resultando em doenca inflamatéria pulmonar aguda [32].Tanto miR-155
quanto miR-146a também apresentam envolvimento no que diz respeito aos
mecanismos do patdgeno para escapar da resposta imune, como ocorre na infeccao
por Helicobacter pylori, no qual estes miRNAs agem como fator de viruléncia da
bactéria, atenuando a resposta inflamatoria por diminuigdo da ativagdo de NFkB [33].

Véarios miRNAS sdo corregulados durante 0 mesmo processo fisioldgico e co-
induzidos em varios tipos celulares em resposta a estimulos. Nesse caso, 0s miRNAS
miR-146a e miR-155 apresentaram comportamento semelhante, sofrendo reducéo dos
niveis de expressao ao longo do tempo; em contrapartida, 0 miR-146b apresentou
uma tendéncia a aumento ao decorrer do tempo de observagdo.Pouco se sabe sobre a
acdo dos miRNAs em fungos, no entanto, estudos com outros modelos de infeccao,
utilizando diferentes microrganismos, apresentam resultado semelhante, mostrando 0s
mMiRNAs miR-146a e miR-155 sofrendo 0 mesmo tipo de modulagdo. Essa co-
inducdo ja foi vista em protozoarios como Toxoplasma gondii, pertencente ao filo
apicomplexa [34], e em virus como Epstein-Barr (herpesvirus humano do tipo 1V)
[31]. Além disso, esse dois miRNAs apresentam semelhancas quantitativas totais, e
compartilham grande quantidade de genes alvo, corroborando com a ocorréncia de
co-inducdo entre eles. Este perfil de expressdo mais semelhante entre esses dois
miRNAs em comparagdo ao miR-146b pode ser devido ao fato de que ambos fazem
parte dos miRNAs considerados conservados, enquanto o0 miR-146b é do grupo de
miRNAS ndo conservados.

O gene que codifica para a Ectosisplasina A (Eda), resultante das analises de
bioinforméatica como possivelmente corregulado pelos trés miRNAs de estudo, é
responsavel por codificar uma proteina transmembrana membro da superfamilia do
fator de necrose tumoral [35]. Normalmente, os membros dessa superfamilia estdo
fortemente relacionados a regulacdo de mecanismos de defesa do hospedeiro, como
imunidade e inflamacg&o; alem de apresentar efeito pleiotrdpico, atuando em eventos
celulares como sobrevivéncia, diferenciacdo, proliferacdo e morte celular [36, 37]. A
ectodisplasina, em especial, possui importante fungdo no desenvolvimento tipico de
orgéos derivados do ectoderma no periodo fetal, diferenciando-se dos outros membros
por modificacOes estruturais que Ihe conferem atividade bioldgica. Esta modificacdo é

caracterizada pela presenca de duas pequenas regides do tipo colageno, e sabe-se que
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esse gene apresenta splicing alternativo. O papel pleiotropico do gene leva ao
recrutamento de diferentes proteinas intracelulares, e inclusive a ativacdo de vias de
sinalizagdo como a via de NFkB [38]. Diante disso, a validagdo dos resultados pode
nos fornecer informacdes mais precisas da funcdo dos miRNAs de estudo.

MiIRNAs sdo importantes moduladores em processos do desenvolvimento e
fisiolégicos, incluindo homeostasia energética, metabolismo de lipideos[39]. No
entanto, o papel desses miRNAs também tem sido associado a diversas patologias
como cancer, doengas metabdlicas, além de apresentarem relacdo com processos de
contencdo de infeccBes. Tanto miR-146a quanto miR-146b estdo envolvidos em
varios estudos com diferentes tipos de linhagens tumorais, como canceres de tireoide,
pulmé&o, pancreas e mama [40]. MiR-155 apresenta-se superexpresso em diferentes
tumores, como linfoma difuso de células B e tipos severos de adenocarcinoma [41].
Essa amplitude de processos envolvidos deve-se as diferentes rotas que esses
miRNAs podem influenciar. Como mostramos, os processos celulares e metabdlicos
nos quais os miRNAs desempenham modulacdo sdo fundamentais para o bom
funcionamento da célula, portanto, € necessaria uma rigorosa regulacdo a fim de
garantir que as vias de sinalizacdo e as rotas metabdlicas ndo sofram desvios. Por isso,

cada miRNA é responsivo a diferentes mMRNAS, e sdo expressos conforme estimulo.
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2.5. Concluséao

Conforme as andlises efetuadas no presente estudo, nds observamos que ha
possibilidade da levedura exercer uma modulacdo na expressdo dos miRNAs de
macrdfagos miR-146a, miR-146b e iR-155, e, consequentemente, na reposta imune.
Também foi possivel visualizar uma resposta imediata de aumento da expressdo dos
miR-146a e miR-155, a qual é revertida ao longo do tempo. Estes dados, juntamente
as analises de bioinformatica efetuadas sugerem uma forte modulacdo exercida por
esses microRNAs na resposta imune, embora estejam envolvidos nos mais diversos
processos celulares e metabodlicos. Em conclusdo, estes miRNAs se apresentaram
importantes na inducdo da imunidade inata e processos pré-inflamatorios, sendo um
possivel alvo terapéutico para criptococose, a fim de impedir o estabelecimento da

fase de infecgéo intracelular e proliferacdo da levedura.
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2.7. Tabelas

Tabela 1:Produtos génicos reconhecidos pelos microRNAs miR146a, miR146b e
miR155 em camundongo.Representacdo quantitativa dos sitios alvo relacionados a
cada miRNA de estudo, com o respectivo nimero de genes que estdo relacionados a
resposta imune segundo dados obtidos pelo Gene Ontology (GO:0006955).

microRNA Sitios alvo _ . _
_ Genes alvo associados a resposta imune
totais
miR-146a 42.603 34
miR-146b 18.314 8
miR-155 41.515 27

2.8. Legendas de Figuras

Figura 1:Anélise dos niveis relativos de transcritos de miRNAs empregando
gRT-PCR apo6s 4 horas e 24 horas de interacdo entre macrofagos J774.1A e C.
neoformans H99. (A) No tempo de 4 horas observa-se que houve diferenca na
expressdao dos trés microRNAs analisados nas condicdes propostas. Todos
apresentaram expressao diferenciada nas condi¢cGes com a presenca de C. neoformans,
sendo detectados niveis de transcritos mais elevados na condi¢do da infeccdo com
patdgeno inativado por calor (C. neoformans MC). Os microRNAs miR-146b e miR-
155 também apresentaram diferenca significativa quando comparadas as condicdes
controle e C. neoformans MC, o que sugere que 0s macrofagos possuem mecanismos
de modulagdo por RNAI diferenciados conforme a condicdo de infeccdo fungica
imposta. (B) Os niveis de transcritos ndo apresentaram diferenca estatistica
significativa entre as condigdes controle e C. neoformans MC, contudo, é possivel
observar que entre os microRNAs analisados, 0 miR146b apresentou maior expressao
em ambas condic¢bes quando comparado aos demais. As barras representam as meédias
e desvio padrdo obtidos a partir de 3 réplicas técnicas de 3 replicas bioldgicas.

Z-ACt

Expresséo relativa baseada em a partir de dados do normalizador sSnRNP U6.A

andlise estatistica foi realizada por Student t test: (*) p <0.05 e (**) p < 0.001.
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Figura 2:Avaliagdo comparativa da expressdo do microRNAs nas condicbes
utilizadas no experimento de interacdo em relacdo aos tempos observados. (A)
miR146a na condicdo C. neoformans MC apresentou redugdo significativa nos niveis
relativos de transcritos quando comparado os niveis observados na interacdo de 4
horas com os niveis de transcritos na interacdo de 24 horas. (B) Para 0 miR146, nao
houve diferenca estatistica entre os tempos de interacdo de 4 horas e 24 horas
analisados no presente estudo. (C) E possivel observar-se uma reducio
estatisticamente relevante nos niveis relativos de transcritos do miR155 na condi¢éo
C. neoformans morto por calor (MC) quando comparados os niveis observados na
interacdo de 4 horas com os niveis de transcritos na interacdo de 24 horas.As barras
representam as medias e desvio padrdo obtidos a partir de 3 réplicas técnicas de 3
replicas biolégicas. Expressdo relativa baseada em 2*°' a partir de dados do
normalizador snRNP U6.A analise estatistica foi realizada por Student t test: (*) p <
0.05.

Figura 3:Andlise quantitativa de genes relacionados a cada microRNA
exclusivamente, comum entre dois microRNAs ou comum aos trés microRNAs.
A partir da geracdo de diagramas de Venn, observa-se 0 nimero de genes que
recebem regulacdo pelos miRNAs miR-146a, miR-146b e miR-155, além do numero
de genes que recebem regulacdo por dois ou mais desses genes.(A) Relacionado os
genes alvo totais, é possivel perceber uma sobreposicdao de modulacdo em 74 genes,
exercida pelos trés miRNAs. A maior sobreposicdo de genes alvo € apresentada entre
miR-146a e miR-155.(B) Relacédo entre genes relacionados a resposta imune. Nota-se
apenas um gene regulado pelos trés microRNAs,0 qual é referente ao gene da
ectodisplasina A, escolhido para posterior validagdo da regulacdo por estes RNAI.
Né&o foi possivel observar alvos relacionados a imunidade que recebessem regulagéo

tanto por miR-146b quanto por miR-155.
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Figura 4: Andlise da relacdo quantitativa entre o niamero de sitios alvo e genes
alvo de cada miRNA de forma geral e relacionados a resposta imune. E possivel
observar diversas possibilidades de ligacdo dos miRNAs para regulagdo dos genes
alvo, devido a grande quantidade de sitios alvo presentes.(A) Relacdo entre o nimero
de sitios alvo e de genes alvo totais para cada miRNA de estudo. (B) Relagéo entre o
numero de sitios alvo e de genes alvo relacionados a resposta imune para cada
miRNA de estudo, notando-se uma propor¢do mantida pelas quantidades nos trés
miRNAs analisados. (C) Raz&o entre o nimero de sitios e genes alvo, comparando 0s
dados para quantidades totais e relacionadas a resposta imune. Observa-se que
referente aos dados totais, a razdo se mantém bastante semelhante, contudo mais
baixa do que a razdo apresentada pelos dados relacionados a imunidade, no qual
destaca-se a razdo apresentada pelo miR-146b.

Figura 5:Diagramas gerados pelo programa GOrilla classificando os genes de
interesse conforme processos envolvidos para miR-146a, e fungdo intracelular
para miR-155. (A) Analise dos processos envolvendo o microRNA miR146a,
partindo do termo geral de processos bioldgicos e chegando ao termo especifico de
processos do ciclo celular. (B) Funcdes intracelulares desempenhadas pelo microRNA

miR146b, culminando na funcéo especifica de ligacdo aos acidos nucleicos.

Figura 6: Diagrama gerado pelo programa GOirilla classificando os genes de
interesse relacionados ao miR155 de acordo com o processo bioldgico envolvido.
Partindo de processos bioldgicos, observa-se uma vasta variedade de processos
envolvendo o microRNA em questdo, basicamente divididos em processos celulares e

metabdlicos, resultando no processo especifico de metabolismo de RNA.
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Figura 3
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Figura 6
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2.9.2. Tabelas

49

Tabela S1:l1dentidade dos produtos génicos reconhecidos pelos microRNAs miR146a em

camundongo.Listagem dos 34 genes reconhecidos pelo miR146a relacionados a resposta

imune, contendo o codigo de acesso, o simbolo do gene e descri¢do do produto génico.

Cdédigo Acesso Gene Identificacdo do produto génico
20308 Ccl9 chemokine (C-C motif) ligand 9
17127 Smad3 SMAD familymember3
16196 17 interleukin 7
13607 Eda ectodysplasin-A
20307 Ccl8 chemokine (C-C motif) ligand 8
12981 Csf2 colony stimulating factor 2 (granulocyte-macrophage)
18605 Enppl Ectonucleotide pyrophosphatase/phosphodiesterase 1
22034 Traf6 TNF receptor-associatedfactor6
20315 Cxcl12 chemokine (C-X-C motif) ligand 12
21943 Tnfsfll  tumor necrosis factor (ligand) superfamily, member 11
20723 Serpinb9 serine (or cysteine) peptidase inhibitor, clade B, member 9
24099 Tnfsf1l3b tumor necrosis factor (ligand) superfamily, member 13b
15018 H2-Q7 histocompatibility 2, Q regionlocus 7
22376 Was Wiskott-Aldrich syndrome homolog (human)
17874 Myd88 myeloid differentiation primary response gene 88
226866 Sbspo somatomedin B and thrombospondin, type 1 domain containing
20309 Cxcl15 chemokine (C-X-C motif) ligand 15
14130 Fcgr2b Fc receptor, 1gG, low affinity Ilb
15978 Ifng Interferon gamma
15064 Mrl major histocompatibility complex, class I-related
12504 Cd4 CD4 antigen
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71733

208650

14972

20311

16001

12487

110382

16153

12010

15007

14964

15061

209558

Susd2
Cblb
H2-K1
Cxcl5
Igflr
Cd28
C8b
1110
B2m
H2-Q10
H2-D1
Ifi44l

Enpp3

Sushi domain containing 2

Casitas B-lineage lymphoma b
histocompatibility 2, K1, K region
chemokine (C-X-C motif) ligand 5
insulin-like growth factor | receptor
CD28 antigen

complemente component 8, beta polypeptide
interleukin 10

beta-2 microglobulin
histocompatibility 2, Q region locus 10
histocompatibility 2, D region locus 1
interferon-inducedprotein 44 like

Ectonucleotide pyrophosphatase/phosphodiesterase 3
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Tabela S2:1dentidade dos produtos génicos reconhecidos pelos microRNAs miR146b em

camundongo.Listagem dos 8 genes reconhecidos pelo miR146b relacionados a resposta

imune, contendo o cddigo de acesso, o simbolo do gene e descri¢do do produto génico.

Cdédigo Acesso Gene Identificacdo do produto génico
17127 Smad3 SMAD familymember3
13607 Eda ectodysplasin-A
19011 Endou  endonuclease, polyU-specific
17874 Myd88  myeloid differentiation primary response gene 88
22164 Tnfsf4 tumor necrosis factor (ligand) superfamily, member 4
14972 H2-K1 histocompatibility 2, K1, K region
20311 Cxcl5 chemokine (C-X-C motif) ligand 5
56221 Ccl24 chemokine (C-C maotif) ligand 24

Tabela S3:1dentidade dos produtos génicos reconhecidos pelos microRNAs miR155 em

camundongo.Listagem dos 27 genes reconhecidos pelo miR155 relacionados a resposta

imune, contendo o cddigo de acesso, o simbolo do gene e descricdo do produto génico.

Cédigo Acesso Gene Identificagdo do produto génico
13607 Eda ectodysplasin-A
18605 Enppl Ectonucleotide pyrophosphatase/phosphodiesterase 1
60505 1121 interleukin 21
20723 Serpinb9 serine (or cysteine) peptidase inhibitor, clade B, member 9
14103 Fasl Fas ligand (TNF superfamily, member 6)
20723 Serpinb9 serine (or cysteine) peptidase inhibitor, clade B, member 9
12479 Cdild1 CD1d1antigen
15064 Mrl major histocompatibility complex, class I-related
12166 Bmprla bone morphogenetic protein receptor, type 1A
12477 Ctlad cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4
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12611

18606

20297

22034

20315

330122

12774

21950

54448

55985

56838

53859

12772

16163

15061

60533

12487

Cebpg
Enpp2
Ccl20
Traf6
Cxcl12
Cxcl3
Ccer5
Tnfsf9
116
Cxcl13
Ccl28
Map3k14
Ccr2
113
Ifid4l
Cd274

Cd28

CCAAT/enhancer binding protein (C/EBP), gamma
Ectonucleotide pyrophosphatase/phosphodiesterase 2
chemokine (C-C maotif) ligand 20

TNF receptor-associatedfactor6

chemokine (C-X-C motif) ligand 12

chemokine (C-X-C motif) ligand 3

chemokine (C-C motif) receptor 5

tumor necrosis factor (ligand) superfamily, member 9
interleukin 1 family, member 6

chemokine (C-X-C motif) ligand 13

chemokine (C-C maotif) ligand 28

mitogen-activated protein kinase kinase kinase 14
chemokine (C-C motif) receptor 2

interleukin 13

interferon-induced protein 44 like

CD274 antigen

CD28 antigen
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2.10. Perspectivas:

e Auvaliar o efeito da inducdo da expressao de microRNAs em macrdfagos por
estimuladores do sistema imune INF-y ¢ LPS;
e Avaliar a funcionalidade dos microRNAs com expressao alterada pela quantificagéo

da expressao do gene alvo da ectodisplasina A (Eda);
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