UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
CENTRO DE BIOTECNOLOGIA

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM BIOLOGIA CELULAR E MOLECULAR

ANALISE DE microRNAs-LIKE EM Cryptococcus gattii

Francine Melise dos Santos

Dissertacdo submetida ao Programa
de PoOs-Graduacdo em Biologia
Celular e Molecular do Centro de
Biotecnologia da  Universidade
Federal do Rio Grande do Sul como
requisito parcial para obtencdo do
Grau de Mestre em Biologia Celular e
Molecular.

Orientador: Prof. Dr. Charley Christian Staats

Co-orientadora: Profé. Dr2 Marilene Henning Vainstein

Porto Alegre, Outubro de 2013.



Este trabalho foi desenvolvido no
Laboratorio de Fungos de Importancia
Médica e Biotecnologica, situado no
Centro de Biotecnologia da
Universidade Federal do Rio Grande do
Sul. Para seu desenvolvimento, este
trabalho contou com fomento do
Conselho Nacional de Desenvolvimento
Cientifico e Tecnoldgico (CNPq) e da
Coordenacdo de Aperfeicoamento de
Pessoal de Nivel Superior (CAPES).



AGRADECIMENTOS

- Ao meu orientador, Dr. Charley C. Staats, por todo apoio, incentivo, paciéncia e
acessibilidade, que foram essenciais para criar um ambiente confortavel para pesquisa e,
além disso, por acreditar na minha capacidade ao longo do projeto desenvolvido e por me
incluir em um projeto inovador como este;

- A professora Marilene H. Vainstein, por ter me acolhido no grupo logo apds minha
graduacdo e permitir que usufruisse de toda a estrutura e conhecimento do grupo em uma
area de atuacdo completamente diferente, o que foi essencial para meu crescimento pessoal
e profissional;

- Ao professor Augusto Schrank que, assim como a professora Marilene, me recebeu no
grupo e possibilitou meu crescimento profissional e pessoal dentro de um grupo
qualificado;

- A Livia, que sempre se mostrou envolvida com os trabalhos do grupo e disponivel para
solucionar problemas e davidas no decorrer do trabalho em laboratdrio, assim como sua
preocupacdo com nosso bem-estar e, além disso, pela amizade;

- Aos professores, Dr. Arnaldo Zaha e Dr. Marcio Rodrigues, membros da comisséo de
acompanhamento;

- Ao professor Dr. Rogério Margis e seus alunos, pela disponibilidade e auxilio no projeto;
- Ao pessoal da secretaria do PPGBCM, principalmente Luciano e Silvinha, pela
disponibilidade e auxilio nas davidas que surgiam;

- Aos meus pais, que me ensinaram a sempre buscar mais e me deram apoio confiando em
minhas escolhas, inclusive em mudar de cidade e tentar algo novo, sem os quais nenhuma

das minhas conquistas seria possivel;



-A Amanda, colega e amiga desde a faculdade, que é exemplo de humildade e amizade e
foi quem me apresentou o laboratério como uma oportunidade de mudanca e aprendizado;
- A Karine, amiga desde a faculdade que sempre esteve presente me ajudando a encarar as
mudancas da minha vida pessoal e profissional, que me ensinou o verdadeiro significado
de amizade e companheirismo; uma pessoa que admiro pela forca de vontade e
determinacdo, um verdadeiro exemplo para mim;

- A Leticia, que sempre esta disposta a ajudar, que dividiu comigo alguns dos momentos
mais importantes do mestrado e que se mostrou uma amiga verdadeira e preocupada;

-Ao Rafa, por sempre ter me apoiado, estar disposto a ajudar e ensinar, desde 0 meu
primeiro dia no laboratorio até entdo; pela amizade, companheirismo e parceria sempre,
caracteristicas que fortaleceram a nossa amizade, que se tornou uma das mais importantes
para mim;

-A Patricia, que me ajudou a crescer profissionalmente, pelo exemplo de determinacio e
por sempre estar disposta a ajudar;

- A Rana e a Angela, pelo incentivo e apoio em varias etapas do meu mestrado, pela
amizade e por me ensinarem a ter pensamento critico e autonomia;

-Ao Eder, pela amizade, companheirismo e disposicdo a ajudar os outros no que esta ao
seu alcance;

-A Glaci, pela amizade e exemplo de forca e determinac&o;

- Ao Matheus, por todo auxilio, disposicdo e curiosidade, que foram essenciais durante o
desenvolvimento do projeto;

-Aos demais colegas dos laboratérios 220 e 217, pela companhia, convivéncia diaria e

ajuda no que foi necessario.



SUMARIO

LISTADE ABREVIATURAS . ...ttt 7
LISTADE TABELAS ...ttt ettt 10
RESUMO ...ttt ettt et et e s b e bt e s bt e be e nneeennes 11
AB ST R A CT et b ettt b e b e bbbt nae e nns 12
1. INTRODUGAOQO GERAL ..ot see et 13
1.1, O GENEIO CrYPLOCOCCUS ....eeviivieirerieitiesieeiesieestaetesseestaesesseesteeseeaneesneentesseesreensennes 15
1.2, FAtores de VIFUIBNCIA ........couiuiiiiiiiieecis e 20
1.2.1. CApsula polisSacaridiCa..........cccccuevueiiieiieeiie e 21
1.2.2. IMIBIANINGA ...ttt 22
1.2.3. Capacidade de proliferagéo a 37°C .........coeiieieiiniiere e, 23
1.2.4. ProduGE0 T€ BNZIMAS ......ueiuieuiiieieitesie sttt sttt sttt se ettt 24
1.2.5. OULFOS TATOIES ..ottt bbbttt 25

1.2.6. Diferencas nos fatores de viruléncia do genotipo hipervirulento de C. gattii.... 26

IR TR O ] o] (0o oo 1] S SSR 27
1.4.  Importancia da homeostase de metais para 0S 0rganiSmoS...........cccccvevvervvernenne. 31
LLA. L FFBITO o s 32
A | Lol o R TSP T PO PRSPPI 35
1.5.  Mecanismos de regulacéo de processos biolégicos por pequenos RNAs........... 39
1.6.  RNATEM FUNGOS ... .ottt bbbttt 46
2. OBUJIETIVOS ...ttt sttt b et nte e nneeenes 52
2.1, ODBJELIVO Gl .....c.ooeeiieee et 52
2.2.  ODbjJetivos ESPECITICOS......ciiiiiiiiiiese et 52
3. MATERIAIS E METODOS .......coiiieiieeeieeeeeeeeses e sessss s e tsses s s nansensnes 53
3.1. Linhagens utilizadas e condi¢Ges de CUltiVO ..........ccooeeiiiiiiiinieieeeec e 53
3.2.  Cultivo de C. gattii para extragdo de RNA .........cccoiiiiieiiii e 53
3.3, Extracio de RNA € RNA-SEQ ....coiiiiiiiiiieiee et 54
3.4, ANAalises in SICO O RNA-SEQ .....oovviiiiiiiiieieie et 55
3.5.  Predicao de genes-alvo dos milRNASs de C. gattii......c.cccocvevvrinrivereiiiesieenesiennns 57
3.6.  Analise por inferéncia funcional dos alvos dos milRNAs de C. gattii ................ 57



4. RESULTADOS ... 58

4.1. Geragao das bibliotecas de SRNAs a partir do RNA-Seq ........cccooevvrviiiicnennn, 58
4.2. ldentificacdo de mIRNAS-like em C. gattii.........coovririiiiniiieie e 61
4.3. Avaliacdo da presenga dos milRNAs de C. gattii R265 em cada condigéo e

[T =To [Tor> (oI 0 [ I= Yo 1SS 72
4.4. ldentificacdo e classificacdo funcional dos alvos dos milRNAs detectados nos
genomas de C. gattii R265, Homo sapiens € Mus mMuUSCUIUS..........c.ccccevveveiieseeneciennnn, 75
B, DISCUSSAOD ...ttt 82
B.  CONGCLUSOES........coiiririeiee ittt 94
1. PERSPECTIVAS . ...ttt e e e sate e e sne e e e s e e 95
8. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ...t 96
9. APENDICE ...iiiiici et 128



LISTA DE ABREVIATURAS

pm Micrémetro

3-HAA Acido 3-hidroxi-antranilico

A Adenina

AFLP Polimorfismo de tamanho de fragmento amplificado
Ago Proteina argonauta

AIDS Sindrome da imunodeficiéncia adquirida
BPDS Acido bisulfonico de batofenantrolina
C Citosina

cDNA DNA complementar

DCL Dicer-like

dsRNA RNA dupla fita

Exp-5 Exportina-5

ex-siRNAs siRNAs de origem exonica

Fe*? Ferro ferroso

Fe? Ferro férrico

g Giro

G Guanosina

GalXM Galactoxilomanana

GXM Glucuronoxilomanana

H Hora

HIV Virus da imunodeficiéncia humana
IFN Interferon

IL Interleucina

IsomilRNAs Isoformas de microRNAs-like

LDL Lipoproteina de baixa densidade

L-Dopa Levodopa



LRV
MFE
milRNAS
miRISC
mMIRNA*
mMiRNAs
mM
MRNA
MSUD
MV

Myr
NCBI

nt

°C

oD

PBS

PCR

pH
PiRNAs
pre-miRNA
pri-miRNA
gi-RNAs
RdRPs
RIP
RISC
RNA
RNAI
RPKM

Leishmania RNA virus

Energia minima livre

MicroRNAs-like

Complexo de silenciamento induzido por miRNA
MicroRNA star

MicroRNAs

Milimolar

RNA mensageiro

Meiotic silencing of unpaired DNA
Microvesiculas

Milhdes de anos

National Center of Biotechnology Information
Nucleotideos

Graus Celsius

Densidade Optica

Tampdo fosfato- salina

Reacdo em cadeia da DNA-polimerase
Potencial de hidrogénio idnico

RNAs que interagem com Piwi

Precursor de miRNA

MicroRNA primario

Pequenos RNAs que interagem com QDE-2
RNA-polimerase dependente de RNA
Mutagéo pontual induzida por repeti¢do
Complexo de silenciamento induzido por RNA
Acido desoxiribonucleico

RNA de interferéncia

Reads per kilobase per million



Rpm Rotagdes por minuto

rRNA RNA ribossémico

SCAR-MLST sequence characterized amplified region — multi locus
sequence typing

SiRNAs Pequenos RNAs de interferéncia

SIS Sex-induced silencing

SNC Sistema nervoso central

SnORNAS Pequenos RNAs nucleolares

SNnRNAs Pequenos RNAs nucleares

SSRNA Pequeno RNA

SSRNA RNA simples fita

T Timina

Thl T- helperl

TNF Fator de necrose tumoral

TPEN N, N, N, N’ — Tetraquis-2-pirimidil-etil-etiledodiamino

tRNA RNA transportador

UEA University of East Anglia

USCC University of California Santa Cruz

UTR Regido ndo traduzida, Unstranslated region

uv Ultravioleta

Var. Variedade

VG Variedade gattii

VN Variedade neoformans

YNB Yeast Nitrogen Base

ZIP Zrt, Irt-like Protein



LISTA DE TABELAS

Tabela 1: Lista de referéncia de linhagens de Cryptococcus NeOfOrmMans..........ceevverveeeererennennens 19

Tabela 2: Presenca dos genes codificadores dos componentes da via de RNAI nos filos
Basidiomycota, Zygomycota e Ascomycota de fUNQOS. ......ccocueeevereeeeiiceeeseee e 47

Tabela 3: NUmero total de sequéncias entre 16-28 nt e nimero de sequéncias Unicas entre 16-28nt
em cada condicdo de cultivo de C. gattii R265. ..........ccoiriririniieieeerse e 59

Tabela 4: Lista dos 31 milRNAs identificados em C. gattii R265 utilizando algoritmo ‘MIREAP’ e
informacdo sobre a localizacdo dos precursores dos MIRNAS. ........ccovevevierieceere e 62

Tabela 5: Lista dos 26 milRNAs identificados em C. gattii WM276 utilizando algoritmo
‘MIREAP’ e informagao sobre a localizacao dos precursores dos milRNAS. .......cccceeveeieeiieennennne. 63

Tabela 6: Informag&o sobre comprimento, contagem e MFE dos precursors dos milRNAs
identificados em C. gattii R265 pelo algoritmo ‘MIREAP’. ......ccccvvirininirinereeeeeeee e 64

Tabela 7: Informacdo sobre tamanho, contagem e MFE dos precursors dos milRNAs identificados
em C. gattii WM276 pelo algoritmo “MIREAP’. .......cceoiviriririerierieieieeeesie s 65

Tabela 8: milRNAs preditos presentes em ambas as linhagens C. gattii R265 e C. gattii WM276. 66

Tabela 10: Valor do RPKM obtido para cada pre-milRNAs dos grupos 1 e 2 de C. gattii R265, em

cada uma das condicdes, e valor da expressdo diferencial...........cccoeveeirevineneneneneeeesesene 74
Tabela 11: Genes alvo em C. gattii R265 de MilR-4. .........ccceeiirerierieeeereee e 128
Tabela 12: Genes alvo em Mus musculus de MilR-4. ........cccoviiereiieininnereeeeeeeee e 128
Tabela 13: Genes alvo em Homo sapiens de MilR-4. ..........ccoovvieieiieeerineeeeeee e 129
Tabela 14:: Genes alvo em C. gattii R265 de MilR-37. .......ccccovvvrieiieieeeeerecee e 131
Tabela 15: Genes alvo no genoma de Mus musculus de MilR-37........ccevvveecevvneesereeiee e 132
Tabela 16: Genes alvo de milR-37 no genoma de HOMO SAPIENS. .......cceevvereeeieriereeerieseeiesie s 133
Tabela 17: Genes alvo de milR-15 no genoma de C. gattii R265. .........cccceveeveevineececeeiecre e, 136
Tabela 18: Genes alvo de milR-15 no genoma de MUus MUSCUIUS. ........cceeveerieriieeiieeieesee e 137
Tabela 19: Genes alvo de milR-15 no genoma de HOMO SaPIeNS. ........cceevvereeeierencenieneeeene e 138
Tabela 20: Genes alvo no genoma de C. gattii R265 de MilR-46. .........cccccovieeierenieirreeeeeene 139
Tabela 21: Genes alvo no genoma de Mus musculus de MilR-46. .........cccccoveeeerenienesieeene e 139
Tabela 22: Genes alvo de milR-46 no genoma de HOMO SAPIENS. .......ccceerverueeieriencenieneeeesee e 140



RESUMO

O complexo Cryptococcus possui 37 espécies descritas, das quais se destacam C.
neoformans e C. gattii devido a sua capacidade de causar doenga tanto em humanos como
animais. A fim de se prevenir de organismos patogénicos, o hospedeiro pode reduzir a
disponibilidade de nutrientes em um processo conhecido como imunidade nutricional.
Além disso, € bem descrito o papel central de metais essenciais em relacdo a expressdo dos
fatores de viruléncia nas espécies patogénicas do género Cryptococcus. MicroRNAS
(miRNAs) sdo importantes mediadores da expressdo génica em resposta a estresses,
incluindo privacdo de metais ou toxicidade causada pelos mesmos. Entretanto, pouco é
conhecido sobre expressao de miRNAs ou miRNAs-like em C. gattii. Portanto, o objetivo
desde trabalho foi determinar o perfil mMiRNAs ou miRNAs-like produzidos por C. gattii
durante privacdo de ferro e privacdo de zinco. Células de C. gattii R265 foram cultivadas
em trés condicdes: privacao de zinco, privacao de ferro e condicdo controle. As sequéncias
dos pequenos RNAs foram obtidas por RNA-Seq. A fim de identificar miRNAs em C.
gattii, as sequéncias ndo redundantes foram alinhadas as sequéncias dos genomas das
linhagens de C. gattii R265 e WM276. Foi realizada a predi¢cdo de miRNAs ou microRNA-
like com ferramentas de bioinformatica que resultou em 31 possiveis miRNAs na linhagem
R265 e 26 na linhagem WMZ276, respectivamente. Analises in silico da expressao
diferencial dos miRNAs mostraram que a maioria esta presente nas trés condicdes, ao
passo que apenas dois estdo presentes apenas nas condi¢fes de privacdo de metais. Desta
forma, estes miRNAs-like podem estar exercendo algum papel importante na homeostase
de metais em resposta a condi¢cGes que mimetizam o ambiente de infec¢do. Visto que a
linhagem R265 de C. gattii ndo possui um gene codificador da proteina Argonauta, a qual
desempenha um papel central na via de RNA de interferéncia (RNAI), esta via
possivelmente ndo seria responsavel pelo silenciamento de outros genes. Levanta-se a
hipdtese que estes miRNAs-like poderiam ser exportados da célula e, entdo, modular a
expressdo génica no hospedeiro. Esta analise foi iniciada pela avaliacdo de possiveis alvos
expressos pelos genomas de camundongo e humano. Alguns destes alvos mostraram
relagdo com a resposta imune nos hospedeiros. Esta identificacdo deve esclarecer o papel
desenvolvido por miRNAs na regulacdo da expressdo génica na interacdo patdgeno-

hospedeiro.
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ABSTRACT

The Cryptococcus complex has 37 species described, from which C.
neoformans and C. gattii stand out for their ability to cause disease in humans and animals.
To prevent infection with pathogenic microorganisms, host may reduce the availability of
nutrients in a process known as nutritional immunity. Furthermore, it is well described that
essential metals have central roles related to the regulation of expression of virulence
factors in pathogenic Cryptococcus species. MicroRNAs (miRNAs) are important
mediators of gene expression in response to several stresses, including metal deprivation or
toxicity. However, little is known about microRNAs or miRNAs-like expression in C.
gattii. Therefore, the aim of this work was to profile miRNAs produced by C. gattii during
iron and zinc deprivation. C. gattii R265 cells were incubated in three conditions: zinc
deprivation, iron deprivation and control condition. The sequences of small RNAs were
obtained by RNA-Seq. To identify miRNAs or miRNAs-like in C. gattii, non-redundant
reads were aligned to sequences of C. gattii R265 and WM276 strains genomes. MiRNAs
prediction was and resulted in 31 possible miRNAs in R265 strain and 26 in WM276
strain, respectively. In silico analysis of miRNAs differential expression showed that the
majority of them are present in the three conditions, while two are present only in metal
deprivation. Thereby, these miRNAs-like may be exerting some important role at metal
homeostasis in response to infection environment mimicry conditions.As the C. gattii
R265 strain does not have an Argonaut encoding gene, the protein that plays a central role
in the RNA interference (RNAI) pathway, we assumed that probably this pathway would
not be responsible for silencing of others genes. We hypothesized that these miRNAs-like
could be exported and modulate the gene expression in host cells. This analysis was
initialized by evaluating the potential targets expressed by human and mouse genome.
Some of these targets were related to immune response in the host. This identification
should clarify the role played by miRNAs in the regulation of gene expression in the host-

pathogen interaction.
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1. INTRODUCAO GERAL

Infecgdes fungicas estdo se tornando mais comuns no mundo todo e, de particular
preocupacdo publica, se destacam os fungos basidiomicetos do complexo de espécies
Cryptococcus neoformans e Cryptococcus gattii (Byrnes et al., 2011). A levedura C. gattii
vém se tornando um importante foco de estudo, uma vez que foi responsavel pelo surto de
criptococose nas ilhas de Vancouver, no Canada, causado predominantemente pelo
subgendtipo VGlla (Kidd et al., 2004), cujo um dos representantes é a linhagem R265.
Esta linhagem possui perfil hipervirulento em comparacéo ao restante das linhagens deste
complexo de leveduras (Dixit et al., 2009; Fraser et al., 2005; Ngamskulrungroj et al.,
2011a).

Vaérios estudos vém sendo conduzidos a fim de identificar mecanismos especificos
que tornam este subgenotipo mais virulento que as leveduras do subgendtipo VGIIb ou de
outras linhagens de C. gattii (Ngamskulrungroj et al., 2011a). Inclusive, foi demonstrado
que a linhagem R265 ndo possui alguns genes essenciais para existéncia de uma via de
RNA. funcional (D'souza et al., 2011) e alguns autores abordam a perda desta via classica
como uma vantagem evolutiva em diversos microrganismos, incluindo outros fungos e
parasitas (Nicolds et al., 2013).

Esta via € responsavel por diversas funcbes regulatérias (Li et al., 2010), inclusive
homeostase de metais (Gielen et al., 2012), através da acdo de pequenos RNAS, ou SRNAs
(small RNAs), incluindo o tipo mais abundante, os miRNAs (Farazi et al., 2008; Grosshans
e Filipowicz, 2008). A disponibilidade de ions metalicos, como ferro e zinco, & um
importante fator durante interacdo patogeno-hospedeiro, de forma que ambos os

organismos desenvolvem estratégias de captacdo destes metais (Schaible e Kaufmann,
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2004), sendo que a privacdo dos mesmos pode alterar importantes caracteristicas
envolvidas na viruléncia das leveduras do complexo Cryptococcus (Barluzzi et al., 2002;
Jung et al., 2008; Jung et al., 2006; Kumar et al., 2011; Liu e Nizet, 2009; Mambula et al.,
2000; Silva et al., 2011; Vartivarian et al., 1993). Além disso, ja é consolidado que
durante a interacdo com o0 hospedeiro, patégenos podem entregar diferentes tipos de
moléculas efetoras, como proteinas e, até mesmo, SRNAs, capazes de modular a resposta
imune do hospedeiro (Ashida et al., 2012; Ashida et al., 2011; Bozkurt et al., 2012; Rafiqi
et al., 2012; Weiberg et al., 2013).

Em C. gattii ndo ha descricdo na literatura da presenca de miRNAs ou qualquer
outra classe de SRNAs e, de forma mais restrita, ndo existem relatos sobre a influéncia da
privacdo de metais na resposta e funcdo da via de RNAI, associacdo esta que, inclusive,
ainda ndo € descrita em outros fungos. Neste contexto, o presente trabalho visa mostrar a
possivel existéncia de um novo mecanismo molecular, relacionado a producdo de
miRNAs- like, que pode contribuir potencialmente para o perfil hipervirulento da linhagem
de C. gattii R265 quando em condi¢fes de privacdo de metais que mimetizam o ambiente
durante a interagdo com seu hospedeiro. Demonstramos através de RNA-Seq e analises de
bioinformética, que C. gattii R265 se mostrou capaz de produzir miRNAs-like que,
aparentemente, podem estar regulando diversos genes dos hospedeiros envolvidos na

resposta imune.
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1.1. O Género Cryptococcus

Fungos fazem parte de uma das maiores classes de patdgenos causadores de
doencgas infecciosas a nivel mundial. Possuem representantes que causam doenca em
animais, inclusive seres humanos, com morbidade e mortalidade sérias em individuos com
sistema imune comprometido ou ndo. Aspergillus fumigatus e Candida albicans, por
exemplo, causam infeccdes em humanos cujo sistema imune estd comprometido;
Histoplasma capsulatum e Coccidioides posadasii causam patologia em hospedeiros
saudaveis, e outros, como espécies do complexo Cryptococcus, afetam ambos os tipos de
individuos (Byrnes et al., 2011). Enquanto a maioria das 37 espécies identificadas do
género Cryptococcus ndo € geralmente nociva, destacam-se Cryptococcus neoformans e
Cryptococcus gattii como principais patdgenos para humanos e animais (Li e Mody, 2010).

A levedura C. neoformans foi isolada inicialmente, em 1894, em amostras de suco
de péssego por Francesco Sanfelice. Esta espécie é considerada saprdfita, tendo como
principal fonte ambiental as excretas de pombos e acomete, principalmente, individuos
imunocomprometidos, como transplantados, com cancer, pacientes sob tratamento com
imunossupressores ou com AIDS (Dixit et al., 2009; Irokanulo et al., 1997; Li e Mody,
2010; Moosbrugger et al., 2008; Pagano et al., 2006).

E estimado, pelo Centro de Controle de Doengas (CDC), que, anualmente, cerca de
um milhdo de individuos com AIDS sdo acometidos por espécies patogénicas de
Cryptococcus spp., com mortalidade atribuida a mais de 650 mil delas. Corresponde a 1/3
dos dbitos em pacientes com quadro de HIV/AIDS associado a criptococose, superando a
mortalidade causada por tuberculose na Africa (Del Poeta e Casadevall, 2012; Park et al.,

20094).
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Por sua vez, C. gattii foi primeiramente isolado de um paciente leucémico em 1970
e descrito como uma variante de C. neoformans (Dixit et al., 2009; Vanbreuseghem e
Takashio, 1970). Sua distribuicdo mostrou-se, inicialmente, restrita a regides de clima
subtropical, tropical e temperado (Kidd et al., 2004; Sorrell, 2001). As leveduras
classificadas como C. gattii sdo responsaveis por menos de 1% dos casos de criptococose
no mundo e mostram, como principais reservatérios, as arvores de eucalipto e cavidades
(em decomposicdo) de arvores (Li e Mody, 2010). Apesar da baixa incidéncia, estas
leveduras possuem grande importancia, pois sdo consideradas patégenos primarios,
acometendo individuos imunocompetentes (Kwon-Chung e Bennett, 1984; Kwon-Chung e
Varma, 2006). C. gattii foi responsavel pelo surto de criptococose na Illha de Vancouver,
Canada (Kidd et al., 2004) e nos Estados Unidos (Byrnes et al., 2010; Byrnes et al., 2009),
sendo um fungo emergente de grande importancia clinica.

O complexo de espécies C. neoformans foi primeiramente classificado, em 1950, de
acordo com as variacOes estruturais nos polissacarideos da cépsula, diferenciados por
reacOes de aglutinacdo (Evans, 1950). A analise resultou em quatro sorotipos (A, B, C e
D), além do hibrido AD, porém, com base em analises moleculares posteriores, 0s
sorotipos B e C foram classificados como uma nova espécie, denominada C. gattii (Kwon-
Chung e Varma, 2006). J& C. neoformans foi classificado em duas variedades (var.), C.
neoformans var. grubii (sorotipo A) e C. neoformans var. neoformans (sorotipo D). Por sua
vez, as duas espécies de C. neoformans sdo subdivididas em quatro tipos moleculares, de
acordo com padrdes obtidos por técnicas como PCR fingerprinting e analise por
Polimorfismo de tamanho de fragmento amplificado (AFLP) (Figura 1): C. neoformans
VNI, VNII, VNIII e VNIV, além do tipo molecular VNB, e C. gattii em VGI, VGII, VGIII

e VGIV (Boekhout et al., 1997; Ellis et al., 2000; Meyer et al., 1999; Ngamskulrungroj et
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al., 2009). Esta divisdo é de grande importancia epidemioldgica e clinica, ja que tipos VGI
e VGII tém sido associados com a maioria dos casos de surtos da doenca em pessoas
saudaveis na América do Norte, enquanto os tipos VGIIlI e VGIV produzem doenca,
geralmente, em pacientes imunocomprometidos (como os que possuem HIV/AIDS), sendo

similares aos perfis epidemioldgicos observados em C. neoformans (Byrnes et al., 2011).

Sorotipos Tipo Molecular
VNI
Sorotipo A
var. grubii VNI
VNB

Cryptococcus neoformans

18.5 milhoes de Hibrido AD ————— VNIII
anos
Complexo de espécies Sorotipo D VNIV
Cryptococcus neoformans var. negformans
37 milhoes de anos

Sorofipo B VGl

Cryptococcus gattii VGll
- VaGlll

9.5 milhdes de anos . .

Sorotipo C VGIV

Figura 1: Evolucdo do Complexo de espécies de C. neoformans. O complexo de
espécies de Cryptococcus possui, no minimo, duas subespécies, C. neoformans e C. gattii.
A primeira subespécie divergiu de um ancestral comum em cerca de 37 milhdes de anos e,
a segunda, em cerca de 18.5 milhdes de anos. Estas duas subespécies sdao divididas em,
basicamente, quatro sorotipos. C. neoformans em A, D (além do hibrido AD) e C. gattii em
B e C, consistindo em, pelo menos, nove tipos moleculares. As linhas tracejadas significam
que pode haver reagdo cruzada, ou seja, os limites entre sorotipos e tipos moleculares,
principalmente na espécie C. gattii, ndo sdo bem delimitados. Adaptado de Lin e Heitman
(2006).

Estudos demonstraram diferencas ecologicas e geograficas entre 0s tipos
moleculares de C. gattii. Na Australia, esta levedura é endémica e o genotipo VGI é o

isolado mais comum tanto no aspecto clinico como ambiental, enquanto VGII é
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infrequente (Sorrell, 2001); especificamente na regido norte da Australia, a maioria dos
casos de criptococose foi associada ao genotipo VGII (Campbell et al., 2005; Jenney et al.,
2004), assim como na América do Sul, no Brasil e Colémbia, por exemplo, e na llha de
Vancouver, no Canada, no qual 95% das amostras clinicas e ambientais pertenciam ao
gendtipo VGII. Porém, a llha de VVancouver mostra limitada diversidade deste gendtipo ja
que 90% deste grupo era composto por exemplares do genoétipo VGlla (Dixit et al., 2009;
Kidd et al., 2007). O genotipo VGII é dividido em trés principais subgendtipos: VGlla, o
principal, VGIIb, o menor, e VGlIc, emergente no Noroeste do Pacifico, sendo que VGlla
possui viruléncia maior que VGIIb, enquanto VGlIic tem perfil de viruléncia similar ao do
gendtipo VGlla do surto em Vancouver (Byrnes et al., 2010). Em estudo com modelo de
infeccdo murina, utilizando diferentes tipos moleculares de C. gattii isolados da llha de
Vancouver, mostrou que o principal gen6tipo (VGlla) mostrou maior viruléncia do que o
gendtipo VGlIIb, que foi avirulento (100% de sobrevivéncia ap6s 55 dias decorrentes do
inicio da infeccdo em modelos de criptococose murino), enquanto VGI mostrou viruléncia
similar a de VGlla (Dixit et al., 2009; Fraser et al., 2005; Ngamskulrungroj et al., 2011a).
Inclusive, estudos apontavam a hipétese de que os isolados do surto em Vancouver seriam
originados da América do Sul, pois, entre outros motivos, o gendtipo VGII esta presente no
Brasil a mais tempo do que no Canada (Trilles et al., 2008) e que a populacdo de C. gattii,
na América do Sul, possui a maior diversidade genética em comparagdo as outras regides
(Ngamskulrungroj et al., 2009; Ngamskulrungroj et al., 2011b).

Em estudo recente, de Hagen e colaboradores (2013), foi demonstrado, através de
analises por SCAR-MLST, microssatéelite e AFLP-fingerprinting, que o modelo mais
plausivel de origem da populacdo VGII de C. gattii é, realmente, a América do Sul, a qual

se mostrou como principal doador deste genotipo para outras regides, como Europa,
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Africa, América do Norte e Australia. Também demonstraram que as linhagens do
Noroeste do Pacifico ndo sdo geneticamente proximas das do surto em Vancouver, mas
que ambas pertencem ao mesmo cluster, juntamente com as linhagens da América do Sul.
Este fato indica que a América do Sul possui maior probabilidade de ter sido a origem do
surto do genotipo, no Noroeste do Pacifico e que, nesta regido, esta linhagem emergiu de
eventos de recombinacdo. Desta forma, foi mostrado que a linhagem do Noroeste do
Pacifico foi introduzida na América do Norte a partir da América do Sul, independente das
linhagens do surto em Vancouver (Hagen et al., 2013). A Tabela 1 mostra as espécies do
complexo Cryptococcus, sorotipos e tipos moleculares correspondentes, bem como

exemplos de linhagens representantes.

Tabela 1: Lista de referéncia de linhagens de Cryptococcus neoformans. Adaptada de
Lin e Heitman, 2006.

Variedade/ espécies  Sorotipo  Tipo molecular  Linhagem MATo Linhagem MATa

grubii A VNI H99 125.1
grubii A VNII 8-1 ND
A VNB Bt148 Bt63
grubii AD VNIII KWS5 aADa
AD VNIII CDC228 aADa
JEC21 JEC20
neoformans D VNIV B3501
gattii B VGI WM276 E566
.. R265 CBSI11930
gattii B VGII R272
gattii C VGIII NIH312 CDC4546
gattii C VGIV Bt26 ND

*As linhagens sublinhadas representam aquelas em que o seu genoma estd sequenciado. ND: linhagem ainda ndo

determinada.

Uma linhagem representante do tipo molecular mais abundante globalmente (VGI)

é WM276, enquanto outra do tipo molecular VGlla, de grande importancia clinica, é R265.
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E estimado que a divergéncia entre estas duas linhagens seja de 12.4 milhdes de anos
(myr). Ja foi demonstrado que a maioria dos cromossomos, no genoma de WM276, séo
colineares com os de R265, porém, alguns rearranjos e regides de inversdo existem entre 0s
dois. Existem 154 genes Unicos para WM276 e 108 especificos para R265, sendo que a
maioria corresponde a genes que codificam proteinas hipotéticas (D'souza et al., 2011).
Neste sentido, é possivel que a perda seletiva de alguns genes possa contribuir para a alta
viruléncia de R265 em relacdo a WM276 (Cheng et al., 2009; Fraser et al., 2005). Ainda
foi demonstrado que as duas linhagens de C. gattii mostraram muitos rearranjos em relacéo
ao genoma de C. neoformans, o que sugere que as diferencas no rearranjo de cromossomos
entre as duas espécies pode significar diferenca em relacdo a viruléncia (D'souza et al.,

2011).

1.2. Fatores de viruléncia

Ambas as espécies, C. neoformans e C. gattii, possuem caracteristicas que
aumentam sua capacidade de evadir e sobreviver no organismo hospedeiro, os chamados
fatores de viruléncia. Entre eles, se destacam a producdo de capsula polissacaridica, a
formag&o do pigmento melanina na parede celular, a capacidade de proliferacdo a 37°C e a
secrecao de enzimas, como fosfolipase B e urease, além da capacidade de proliferacao
intrafagossdmica (He et al., 2003; Ma e May, 2009; Perfect et al., 1998). Recentemente,
foi descrito que a entrega de fatores de viruléncia, como capsula polissacaridica, lacase,
fosfolipase B e urease, ocorre, em parte, por vesiculas extracelulares (Kronstad et al.,

2011).
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1.2.1. Capsula polissacaridica

A capsula polissacaridica e 0s constituintes soluveis extracelulares (produtos
criptococdcicos) sdo, provavelmente, os fatores de viruléncia dominantes (Buchanan e
Murphy, 1998). Sua importancia foi mostrada pela observacdo que variantes acapsulares
de C. neoformans raramente causavam doenca em humanos (Alspaugh et al., 1998).

A capsula é formada, em sua maior parte, por polissacarideos de alta massa
molecular, como a glucuronoxilomanana (GXM), correspondendo a 90-95%, e
galactoxilomanana (GalXM), correspondendo aos 5-10% restantes (Rakesh et al., 2008). A
capsula possui atividade antifagocitica, interferindo na captura do fungo, além de reduzir a
apresentacdo de antigenos as células fagociticas (Bose et al., 2003; Collins e Bancroft,
1991; Del Poeta, 2004). Ainda, células de C. neoformans ou C. gattii possuem a
capacidade de modular o tamanho da céapsula de acordo com as condi¢Ges ambientais em
que se encontram. Durante o processo de infeccdo e interacdo com macréfagos (Bahn et
al., 2005; Granger et al., 1985), na presenca de soro (Zaragoza et al., 2003) ou em privagéo
de ferro (Jung et al., 2006; Lian et al., 2005; Vartivarian et al., 1993), ocorre um aumento
da cépsula. Desta forma, o aumento da capsula pode auxiliar na sobrevivéncia do
patdgeno, por gerar maior resisténcia a radicais livres e peptideos antimicrobianos e por
conter propriedades antioxidantes (Zaragoza et al., 2008).

Além disso, a capsula também influencia outras atividades das células fagociticas.
Quando internalizada por macréfagos, a levedura pode liberar polissacarideos da capsula,
em vesiculas, no citoplasma dos macrofagos alterando sua funcdo ou causando lise; pode

inibir a liberacdo de citocinas e a migracéo de leucocitos para os sitios de inflamacéo (Bose

21



et al., 2003; Vecchiarelli et al., 1995) e, ainda, 0 seu polissacarideo GXM é capaz de
induzir apoptose das células T do hospedeiro (Pericolini et al., 2006; Yauch et al., 2006).
Um estudo comparativo entre o polissacarideo GXM de C. neoformans e de C.
gattii revelou que existem diferencas nesta molécula entre as espécies e sorotipos. O
polissacarideo produzido por C. gattii sorotipo B mostrou menor diametro e particular
reatividade soroldgica, além de possuir diferencas na capacidade de imunomodulacdo em
sistemas in vitro (Fonseca et al., 2010). Desta forma, as alteracdes estruturais presentes na

capsula de diferentes sorotipos sdo importantes para a suas distintas atividades biologicas.

1.2.2. Melanina

A producdo de melanina também se mostra como um fator importante para infec¢céo
causada por leveduras patogénicas do complexo Cryptococcus e foi descoberta por volta de
1960 (Ma e May, 2009). Se trata de um pigmento escuro, com carga hegativa e
hidrofébico, sintetizado pela enzima lacase na presenca de compostos fendlicos
(Casadevall et al., 2000), como L-Dopa ou catecolaminas presentes no sistema nervoso
central, fato que pode contribuir para o neurotropismo da levedura (Williamson et al.,
1998).

Dois produtos génicos sdo essenciais para sua sintese, LAC1 e LAC2 (zZhu e
Williamson, 2004), enquanto outros se mostraram importantes para 0 processo de
biogénese do pigmento, mas ndo possuem papéis bem estabelecidos ainda, como VPH1,
CC2, CLC1, ATX1 e MFBL1 (Erickson et al., 2001; Walton et al., 2005; Zhu e Williamson,

2003).
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No ambiente, a melanina € responsavel por proteger a levedura de raios UV (Wang
e Casadevall, 1994a), altas temperaturas e congelamento (Rosas e Casadevall, 1997; Wang
e Casadevall, 1994b). Além disso, células melanizadas mostraram-se menos suscetiveis a
radicais livres e oxidantes (Emery et al., 1994), a drogas antifingicas como caspofungina e

anfotericina B (Van Duin et al., 2002) e a fagocitose (Huffnagle et al., 1995).

1.2.3. Capacidade de proliferacédo a 37°C

A capacidade de crescimento na temperatura fisioldgica de hospedeiros mamiferos
é essencial para a viruléncia e persisténcia de C. neoformans e C. gattii no hospedeiro
(Perfect, 2005; Sorrell, 2001). C. neoformans é encontrado, principalmente, em excretas de
pombos, mas 0os mesmos ndo sdo infectados pela levedura, provavelmente porque o fungo
ndo consegue se desenvolver apropriadamente na temperatura corporal de aves, que é de
cerca de 40-42°C (Mitchell e Perfect, 1995).

Estudos desenvolvidos em C. neoformans mostraram que o produto do gene CNA1,
a proteina Calcineurina A, esta envolvida na capacidade de desenvolvimento em altas
temperaturas, j& que, quando o gene foi inativado na linhagem H99, as linhagens mutantes
se mostraram avirulentas e com capacidade de crescimento apenas até 24°C (Odom et al.,
1997). A partir deste estudo, foi proposto um papel na capacidade de desenvolvimento a
temperatura corporal do hospedeiro por diversas vias de sinaliza¢do. Desta forma, produtos
de genes como CTS1, MPK1, RAS1, RAS2 e CNB1, envolvidos em vias de sinalizacéo,
mostraram envolvimento no desenvolvimento da levedura em altas temperaturas

(Alspaugh et al., 2000; Fox et al., 2003; Kraus et al., 2003; Odom et al., 1997; Waugh et
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al., 2002). QOutros produtos génicos, como de AOX1 e COX1, envolvidos na regulagédo
transcricional da resposta a alteracdo de temperatura (Akhter et al., 2003; Toffaletti et al.,
2003) e de VPH1, CCN1, MGA2, SPE3/LYS9, entre outros, foram descritos como

importantes para o desenvolvimento da levedura em alta temperatura (Perfect, 2005).

1.2.4. Producdo de enzimas

Enzimas degradativas, como proteinases, fosfolipases e ureases auxiliam na
viruléncia de C. neoformans e C. gattii em relacdo ao hospedeiro. As proteinases séo
capazes de degradar proteinas como fatores do complemento, imunoglobulinas, colageno,
elastina e fibrinogénio do hospedeiro (Chen et al., 1996).

As fosfolipases degradam o tecido hospedeiro, resultando em desestabilizacdo de
membranas (Ghannoum, 2000; Santangelo et al., 1999) e permitem a invasdo tecidual e
proliferacdo da levedura, sendo que C. neoformans secreta fosfolipase B1 (PLB1),
lisofosfolipase (LPL) e lisofosfolipase-transacetilase (LPTA), enquanto C. gattii secreta
uma fosfolipase que contém atividade de LPL e LPTA (Steenbergen e Casadevall, 2003;
Wright et al., 2004). Quando o gene codificador da fosfolipase B foi inativado em C.
neoformans, a linhagem mutante apresentou reduzida viruléncia e desenvolvimento inibido
em uma linhagem de macréfago (Cox et al., 2001). Somado a isso, as fosfolipases auxiliam
na adesdo da levedura no epitélio pulmonar e promovem a disseminagdo do patdgeno
(Ganendren et al., 2006; Wright et al., 2004). Alguns estudos sugerem que tanto as
proteinases como as fosfolipases s@o produzidas durante a replicacdo de C. neoformans no
interior de macrofagos, fornecendo nutrientes para a levedura e gerando danos na defesa do

hospedeiro (Chen et al., 1996; Tucker e Casadevall, 2002).
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As ureases hidrolisam ureia a amoénia e carbamato e, em C. neoformans e C. gattii,
essa enzima é codificada pelo gene UREL. Foi demonstrado que a levedura pode atravessar
a barreira hematoencefalica em um processo urease-dependente, sem envolver células do
sistema imune como no mecanismo “Cavalo de Tréia” (Charlier et al., 2009; Shi et al.,
2010). Adicionalmente, alguns estudos mostram que a atividade da urease em C.
neoformans é maior do que em C. gattii (Kwon-Chung et al., 1987; Torres-Rodriguez et
al., 2008). Embora a urease ndo seja essencial para o desenvolvimento no cérebro, possui
influéncia direta na disseminacdo da doenca para 0 SNC pelo sequestro da levedura para
microcapilares durante disseminacdo hematogénica, facilitando a transmissdo para o

cérebro (Olszewski et al., 2004; Shi et al., 2010).

1.2.5. Outros fatores

Além desses fatores, as leveduras patogénicas de Cryptococcus spp. apresentam
tolerancia a baixo pH e elevadas concentracdes de sal, os quais auxiliam na sobrevivéncia
e persisténcia no ambiente hospedeiro (Kidd et al., 2007). Ainda, ha relatos de que
alteracOes fenotipicas na col6nia também estdo associadas a viruléncia, de modo que a
variante mucoide se apresenta mais virulenta em modelos murinos de criptococose.
Entretanto, ha evidéncias de que a variante lisa pode atravessar a barreira hematoencefalica

(Jain et al., 2006).
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1.2.6. Diferencas nos fatores de viruléncia do genoétipo hipervirulento de C.
gattii

Desde o surto de criptococose nas ilhas de VVancouver, vem se mostrando de grande
importancia estudos sobre mecanismos presentes no gendtipo hipervirulento de C. gattii.
Em um estudo transcricional comparativo entre a linhagem hipervirulenta C. gattii R265
com uma linhagem hipovirulenta, R272, alguns genes potencialmente envolvidos na
viruléncia foram caracterizados. Em R265, genes relacionados aos principais fatores de
viruléncia como melanina (LAC1, LAC2 e ATX1), cépsula polissacaridica (CAS3) e
capacidade de crescimento a 37°C (MPK1) apresentaram expressdo maior do que na
linhagem R272. Entretanto, quando utilizaram mutantes para esses genes, apenas LAC1 e
MPK1 afetaram a viruléncia de C. gattii R265. Mais estudos necessitam ser realizados a
fim de caracterizar mecanismos moleculares especificos das linhagens hipervirulentas, uma
vez que, 0S mesmos autores mostram que genes envolvidos no metabolismo celular,
divisdo celular e receptores de feromdnios apresentam expressdo reduzida em relacdo a
linhagem R272 (Ngamskulrungroj et al., 2011a).

Em geral, as leveduras patogénicas do complexo Cryptococcus desenvolveram
diversos mecanismos que dificultam a internalizacdo pelas células fagociticas, alguns
dependendo da cépsula e outros dependendo de proteinas antifagociticas ou vias de
sinalizagéo (Dixit et al., 2009), a fim de infectar o hospedeiro com éxito, causando, entéo,

0 quadro clinico conhecido como criptococose.
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1.3. Criptococose

As leveduras C. neoformans e C. gattii sdo os agentes etioldgicos da criptococose,
doenca que acomete humanos, animais selvagens, agrarios ou domeésticos. Inclusive,
infecgBes também podem ocorrer em mamiferos marinhos, mostrando a diversidade de
ambientes em que estas leveduras podem ser encontradas. S80 responsaveis por diversas
formas clinicas da doenca, podendo acometer diversos 6rgaos do hospedeiro, desde pele,
pulmdes e mostra certo tropismo pelo SNC; desta forma, causam desde infecgdes cutaneas,
pneumonia a formagé&o de criptococomas e meningite (Byrnes et al., 2011; Sorrell, 2001).

Acredita-se que o inicio do processo de infeccdo ocorra pela inalacdo de células
dessecadas ou esporos das leveduras (Giles et al., 2009) que geralmente desenvolvem uma
infeccdo assintomética limitada ao pulmdo. As leveduras, C. neoformans e C. gattii,
geralmente sdo encontradas no ambiente em associacdo com solo, pombos e arvores.
Células dessecadas sdo consideradas propagulos infecciosos que, pelo seu pequeno
tamanho (cerca de 3 um), podem se depositar no interior dos alvéolos pulmonares;
entretanto, os esporos da levedura possuem tamanhos menores (1-2 pm). Desta forma,
acredita-se que 0s esporos, por possuirem uma compacta parede celular e maior resisténcia
a altas temperaturas e estresse oxidativo, sdo mais facilmente dispersos através do ar,
inclusive pela resisténcia apresentada por eles (Botts et al., 2009; Giles et al., 2009;
Velagapudi et al., 2009). Apos infeccdo pulmonar inicial, C. neoformans e C. gattii podem
se disseminar pela via hematogénica e atravessam a barreira hematoencefalica, causando
meningoencefalite (Chang et al., 2004; Shi et al., 2010; Sorrell, 2001) (Figura 2).

Portanto, durante o processo de infeccdo, os macréfagos alveolares se tornam a

primeira linha de defesa contra as células das leveduras, que podem sobreviver e proliferar
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dentro das células fagociticas (Feldmesser et al., 2000; Sorrell, 2001), entretanto, esses
dois processos somente sao possiveis na auséncia de uma ativacdo prévia de macrofagos
por lipopolissacarideos ou IFN- y (Kronstad et al., 2011). Diversas evidéncias mostram
que a interagdo com macrofagos é o mecanismo pelo qual o fungo pode se disseminar pelo

organismo (Charlier et al., 2009; Mansour e Levitz, 2002; Shao et al., 2005).
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Figura 2: Ciclo infeccioso de espécies patogénicas do género Cryptococcus. O fungo
sobrevive no solo e esta, geralmente, associado com excretas de pombos e troncos de
arvores, podendo infectar outros hospedeiros, como gatos, coalas e cabras. Os pombos sdo
considerados a principal forma de dispersdo do fungo. Além disso, as células flngicas
podem sobreviver em associacdo com predadores como, amebas, carrapatos e vermes.
Acredita-se que a principal forma de infeccdo ocorre por inalagcdo de esporos ou células
dessecadas, que se depositando no pulméo e podem sofrer disseminacdo hematogénica e
causar infeccdo do SNC. Adaptado de Lin e Heitman, 2006.

Quando internalizado, o fungo é contido no fagossomo, que sofre maturacao e,
como resultado, ha fusdo da membrana do lisossomo com o fagosossomo, gerando o
fagolisossomo. Este é caracterizado pelo pH acido, presenca de enzimas hidroliticas e altos
niveis de radicais livres (Garcia-Rodas e Zaragoza, 2012). Além da capacidade de se

replicar no interior dos macréfagos, as células da levedura também podem ser transferidas
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de um macrofago para outro (Alvarez e Casadevall, 2006; Ma et al., 2006), ndo sendo
expostos diretamente ao sistema imune quando na via hematogénica. Porém, as células
podem transitar pelo organismo sozinhas. Quando internalizadas e sob processo de
proliferacdo, muitas divisdes da levedura podem causar a lise dos macrofagos (Del Poeta,
2004) ou, ainda, as células leveduriformes podem sair dos macréfagos pelo mecanismo
chamado extrusdo, no qual ndo ha lise da célula hospedeira (Figura 3, painel esquerdo)
(Alvarez e Casadevall, 2006; Ma et al., 2006; Voelz et al., 2009). Trata-se de um processo
extremamente rapido, levando menos de 5 minutos, uma vez gue foi iniciado (Ma et al.,
2006).

Quando presente dentro das células fagociticas, a levedura pode migrar e atravessar
membranas celulares, incluindo a barreira hematoencefalica, no modelo de disseminacao
conhecido como “cavalo de Troia” (Figura 3) (Chrétien et al., 2002; Luberto et al., 2003).
Este modelo mostra que as células podem ser liberadas no SNC, com possibilidade de
disseminacéo, sem serem expostas ao sistema imune (Drevets e Leenen, 2000). Em estudo
com modelo de infeccdo animal, foi visto que macrofagos que ja continham células de C.
neoformans fagocitadas in vitro mostraram maior grau de disseminacdo, quando
comparados com animais com células fagociticas sem a levedura (Charlier et al., 2009).

Além deste mecanismo, células da levedura podem atravessar a barreira
hematoencefalica em um processo ativo, chamado transcitose, no qual a célula
leveduriforme adquire um formato ovoide no inicio da interagdo com as células endoteliais
(Shi et al., 2010). Este processo também conta com modificagdes nas proprias células
endoteliais do cérebro quando a celula flngica se adere a elas, alterando a morfologia do

citoesqueleto (Chen et al., 2003) (Figura 3, painel direito).
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Figura 3: Mecanismos de disseminagdo de Cryptococcus pelo via hematogénica e pelo
SNC. Apo6s a inalagdo, as células de Cryptococcus sdo fagocitadas por macrofagos
alveolares e outras células fagociticas. A disseminacdo pela via hematogéncia (painel
esquerdo) é consequéncia da capacidade da levedura de sobreviver e se replicar dentro dos
macrofagos. A infeccdo do SNC pode ocorrer por duas formas: a primeira envolve
alteracdo morfologica da célula leveduriforme, a qual adquire um formato ovoide e
interage com as células endoteliais, sendo capaz de cruzar a barreira hemato-encefalica,
mecanismo chamado de transcitose. A segunda forma, conhecida como “Cavalo de Troia”
envolve a internalizacdo da célula fungica pelos macréfagos, os quais atravessam o
endotélio, onde, posteriormente ocorrerd a expulsdo das células fangicas (painel direito).
Adaptado de Kronstad et al., 2011.

Apbs a infeccdo, as duas espécies apresentam diferencas entre o quadro clinico
apresentado. C. gattii frequentemente produz criptococomas nos pulmdes ou cérebro, 0s
quais podem estar associados com complicacdes no SNC, como hidrocefalia, paralisia de
nervos cranianos, convulsdes ou grandes lesdes inflamatdrias nos pulmdes. O tratamento
envolve, muitas vezes, terapia mais prolongada e/ou intervencdo cirdrgica. Apesar de
baixos niveis de mortalidade, ha grande risco de morbidez neuroldgica e fraca resposta a
antifungicos, enquanto que, em infeccGes por C. neoformans, o nivel de mortalidade é
muito maior e as lesbes pulmonares e cerebrais se apresentam na forma de infiltrados
difusos (Lin, 2009; Mitchell e Perfect, 1995).
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Durante o processo de infeccdo, além dos fatores de viruléncia citados
anteriormente, outros mecanismos desenvolvidos pelo fungo sdo necessarios para sua
viruléncia. Sabe-se que a levedura deve ter capacidade de sobreviver sob hipdxia, baixas
concentracdes de glicose (Dixit et al.,, 2009) e, inclusive, passaram a desenvolver

mecanismos de adaptacdo a privacdo de metais e outros nutrientes.

1.4. Importancia da homeostase de metais para 0s organismos

Metais, como zinco, ferro e cobre, possuem natureza essencial para 0s organismos
ao mesmo tempo em que podem ser tdxicos. Desta forma, os organismos desenvolveram
mecanismos especializados para controlar os niveis de metais no interior das células
(Ehrensberger e Bird, 2011).

Em doencas infecciosas, o metabolismo destes metais € importante para ambos,
hospedeiro e patégeno. Para prevenir a infeccdo por organismos patogénicos, humanos e
outros mamiferos restringem 0 acesso a metais essenciais em um processo chamado
imunidade nutricional. Este termo foi originalmente utilizada para se referir a restricdo do
metal ferro mediada pelo hospedeiro, mas também pode ser atribuido aos mecanismos de
retencdo de outros metais essenciais contra microrganismos invasores (Hood e Skaar,
2012).

Portanto, uma das estratégias desenvolvidas pelos hospedeiros mamiferos para
prevenir infecgdes é limitar a disponibilidade de ferro (Weinberg, 2009) e, recentemente,
foi demonstrado que a privacdo de zinco € um mecanismo de defesa utilizado pelos

macrofagos durante infecgdo por Histoplasma capsulatum (Winters et al., 2010).
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1.4.1. Ferro

Ferro é o metal de transicdo mais abundante no corpo humano (Hood e Skaar,
2012). Presente na forma de heme ou clusters de enxofre possui funcdo em sistemas de
transferéncia de elétrons e, por tal propriedade, é amplamente utilizado como cofator em
enzimas necessarias para respiracdo, replicacdo do DNA, biossintese de ribossomos,
fotossintese e transporte de oxigénio (Ehrensberger e Bird, 2011; Silva et al., 2011).

Este metal se encontra em baixas concentracGes nos fluidos e tecidos corporais, ja
que o ferro é, predominantemente, intracelular e o restante, que se encontra no ambiente
extracelular, estd associado com proteinas ou heme. Esta associa¢cdo com proteinas do
hospedeiro ocorre, porque, tanto ferro como heme livres podem ter efeitos deletérios ao
organismo (Drakesmith e Prentice, 2012; Dunn et al., 2007). Em vertebrados, maior parte
do ferro estd em um complexo do heme, o qual é o cofator da proteina de transporte de
oxigénio, a hemoglobina. A hemoglobina faz parte dos eritrécitos circulantes,
representando uma barreira adicional ao acesso por patégenos (Hood e Skaar, 2012).
Também pode estar presente na haptoglobina, hemopexina e outras proteinas (Drakesmith
e Prentice, 2012). Além disso, o ferro pode ser armazenado intracelularmente, como Fe*,
na proteina de estoque ferritina, e se torna disponivel para patdgenos intracelulares com a
lise da célula hospedeira. Fe** também se liga & lactoferrina, uma glicoproteina globular
que estad presente em secregdes, como leite, lagrimas e saliva (Hood e Skaar, 2012). As
lactoferrinas atuam quelando ferro preferencialmente em condi¢cbes de pH acido,
normalmente em sitios de inflamacdo (Baveye et al., 1999).

Em pH fisioldgico, Fe*? extracelular é oxidado para a forma insoltvel Fe™ e

mobilizado pela proteina do soro transferrina, a qual liga Fe*® com alta afinidade (Hood e
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Skaar, 2012). As transferrinas acumulam aproximadamente 1% do total de ferro presente
no corpo humano, sequestrando esses ions do plasma sanguineo, preferencialmente em
condicdes de pH neutro (Weinberg, 1974). Juntamente com o heme, as transferrinas vem
se mostrando como fonte de ferro para C. albicans e C. neoformans var. grubii (Jung et al.,
2008; Silva et al., 2011). Inclusive, ja foi demonstrado que o soro humano inibe o
crescimento de C. albicans e sua atividade antifingica pode ser devido a presenca de
transferrina, a qual liga o ferro e reduz sua concentracdo a niveis que ndo permitem o
desenvolvimento do fungo (Howard, 1999).

Além dessas proteinas, a proteina NRAMP1 de macréfagos, localizada na
membrana fagossdmica, é responsavel pelo transporte para o ambiente extracelular de ferro
e manganés, reduzindo o acesso destes metais para patdgenos intracelulares que residem
nos fagossomos (Hood e Skaar, 2012). Desta forma, fica evidente que 0s patdgenos
desenvolveram estratégias de aquisicdo de ferro em resposta a imunidade nutricional
imposta pelo sequestro de ferro livre pelo organismo hospedeiro (Jung e Do, 2013).

Em relacdo as leveduras do complexo Cryptococcus, a disponibilidade de ferro se
mostrou como um importante fator para o desenvolvimento da doenga, uma vez que foi
demonstrado que altas concentragdes de ferro exacerbam a infeccdo cerebral por C.
neoformans em camundongos, mostrando maior quantidade de células fungicas nos 6rgaos
e maior mortalidade (Barluzzi et al., 2002). Além disso, ja foi demonstrado que as
principais mudangas fenotipicas em C. neoformans séo reguladas pela disponibilidade de
ferro, como a expressao de dois principais fatores de viruléncia: a capsula polissacaridica e
producéo de melanina. Baixas concentracfes do metal podem causar inducgéo de capsula e
a represséo da enzima lacase (Jung et al., 2008; Jung et al., 2006; Kumar et al., 2011; Liu e

Nizet, 2009; Silva et al., 2011; Vartivarian et al., 1993).
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Em outro estudo foi demonstrado, através de uma analise comparativa do proteoma
de C. gattii obtido em duas condicdes diferentes (disponibilidade de ferro e privacdo de
ferro), que 48 proteinas foram encontradas exclusivamente quando o fungo foi submetido a
privacao do metal (Crestani et al., 2012). Dentre as proteinas, UDP-glicose desidrogenase e
GMC-oxiredutase mostraram expressdo elevada. Ambas possuem relagdo com a formacao
capsular e, no caso da oxiredutase, também com a producdo de melanina. Desta forma, ha
evidéncia da associacdo entre os niveis de ferro com a viruléncia em C. gattii (Crestani et
al., 2012).

Até entdo, muitos mecanismos tém sido descritos para aquisicdo de ferro por
patégenos incluindo a producdo de componentes quelantes de ferro (sideroforos), a
solubilizaco redutiva de Fe*™ a Fe*? antes da captacdo e ligacdo, com posterior retirada, de
ferro de proteinas como transferrina e lactoferrina (Lian et al., 2005). Os mecanismos
envolvidos na aquisicdo de ferro por C. neoformans estdo sendo elucidados. Sabe-se que a
levedura possui sistemas de captacdo de ferro de alta e baixa afinidade, assim como ha
papel da melanina, redutases e do acido 3-hidroxi-antranilico 3HAA na reducdo de ferro
férrico para ferroso (Jacobson et al., 1998; Nyhus et al., 1997). A Figura 4 mostra um

esquema dos mecanismos de captura e homeostase de ferro em C. neoformans.
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Figura 4: Mecanismos de captura e homeostase de ferro em Cryptococcus neoformans.
A via de captacdo de ferro de alta afinidade, envolvendo reducdo do ion envolve a
atividade de uma redutase férrica (Fre), a permease de ferro Cftl e ferroxidase Cfol. Outra
permease de ferro (Cft2) e ferroxidase (Cfo2), aparentemente, estdo envolvidas no
transporte vacuolar de ferro. Atividades de reducdo do ion também foram descritas para
melanina, presente na parede celular, e pelo &cido 3HAA. Sitl é um transportador de
sideroforo que ja foi caracterizado, enquanto Cigl € uma manoproteina envolvida no
sistema de captacdo de ferro a partir do heme. Adaptado de Kronstad et al., 2013.

1.4.2. Zinco

Zinco € um micronutriente indispensavel para todos 0s organismos, uma vez que é
um fon que possui papel catalitico, estrutural e regulatério (Mocchegiani et al., 2000). E
componente estrutural de numerosos fatores de transcricdo, cofator de mais de 300
enzimas e importante para o correto dobramento dos dominios estruturais das proteinas tais

como dedo de zinco (Ehrensberger e Bird, 2011; Rink e Haase, 2007). Além disso, atua na
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prevencdo de formacdo de radicais livres, danos nas estruturas bioldgicas, na correta
funcdo do sistema imune e na modulagdo de processos envolvidos na transducdo de sinal
(Stefanidou et al., 2006).

Em humanos, a deficiéncia de zinco estd associada com varias condicOes
patoldgicas, incluindo funcdo deficiente do sistema imune, problemas gastrointestinais,
anorexia, retardo no desenvolvimento e teratogénese (Barceloux, 1999; Dainty et al.,
2008). Em excesso, entretanto, se torna toxico para o organismo. Pode se ligar a sitios
inapropriados das proteinas e impedir sua correta funcdo. Assim, para manter niveis
suficientes e ndo toxicos de zinco, todos 0s organismos desenvolveram mecanismos para
regular sua concentracdo (Ehrensberger e Bird, 2011), englobando mecanismos de captura
de zinco (Eide, 2009) e proteinas que atuam no transporte intracelular do metal (Palmiter e
Findley, 1995).

A disponibilidade de zinco pode ser reduzida pela presenca de um complexo
protéico, a calprotectina, que sdo proteinas heterodiméricas que possuem capacidade
quelante de zinco e manganés (Corbin et al., 2008). Neutrdfilos mostraram ter atividade
antimicrobiana contra bactérias e fungos baseado na presenca deste complexo que conta
como, aproximadamente, 40-50% da composicdo proteica do citoplasma de neutrofilos.
Este sistema também é encontrado em sobrenadantes de abscessos, onde provavelmente
ocorre 0 seu acumulo pela lise de neutrdfilos (Lulloff et al., 2004). Em relag&o as leveduras
do complexo Cryptococcus, foi mostrado que a exposicdo da levedura a calprotectina
causa inibicao do crescimento e morte celular (Mambula et al., 2000).

Desta forma, assim como o ferro, 0 zinco se mostra como um metal essencial para o
processo de infeccdo e desenvolvimento, e, por isso, fungos e outros patdégenos devem

assimilar este metal do hospedeiro e, para isso, desenvolveram mecanismos de captacdo de
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zinco (Wilson et al., 2012). Apesar da importancia do ferro, muitos organismos mostram
maior sensibilidade a privacdo de zinco do que a privacao de ferro (Lulloff et al., 2004).

Desta forma, varios transportadores de zinco tém sido reportados como fatores de
viruléncia em bactérias e patdgenos eucaridticos, incluindo Salmonella enterica e A.
fumigatus (Ammendola et al., 2007; Moreno et al., 2007; Simm et al., 2011). Entretanto,
em comparacdo a homeostase de ferro em microrganismos e sua importancia nas
interacdes patdgeno-hospedeiro, pouco € conhecido sobre o papel do zinco nesta relacéo,
incluindo os mecanismos de captacdo do metal, nas espécies de Cryptococcus (Schneider
etal., 2012).

Em relacdo a homeostase deste metal, sabe-se que € regulada por mecanismos pos-
transcricionais e pos-traducionais. Ao contrario do ferro e cobre, zinco ndo € oxidado nem
reduzido (Silva et al., 2011). Os mecanismos moleculares que controlam a sua homeostase
sdo bem compreendidos em S. cerevisiae (Wilson et al., 2012). Neste organismo, a
captacdo de zinco € mediada por dois sistemas separados envolvendo transportadores de
zinco da familia ZIP, Zrtlp e Zrt2p (Zhao et al., 1998). O primeiro sistema, envolvendo o
transportador Zrtlp, tem alta afinidade por zinco e é ativo em condicGes de privacdo do
metal (Zhao e Eide, 1996a). O segundo, envolvendo o transportador Zrt2p, tem baixa
afinidade por zinco e ndo ¢ altamente regulado pelas concentracGes de zinco (Zhao e Eide,
1996b). Além desses genes, a proteina codificada pelo gene ZRT3 também auxilia na
homeostase de zinco. A proteina ndo é proximamente relacionada a Zrtlp ou Zrt2p, porém,
0s trés apresentam 8 dominios transmembrana preditos e, desta forma, Zrt3 também é
considerado da classe de transportadores ZIP (Gaither e Eide, 2001). A expressdo dos
transportadores de zinco € regulada pelo fator de transcricdo Zaplp (Silva et al., 2011). A

proteina ativada por zinco 1 (Zapl) € uma proteina responsiva a zinco que ativa a
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expressao de cerca de 80 genes durante a privacdo do mesmo (Wu et al., 2008). Regula
genes necessarios para captacao de zinco ou sua liberagdo de estoques intracelulares, assim
Como genes necessarios para sobrevivéncia por periodos maiores em privacdo severa

(Eide, 2009; Wu et al., 2008) (Figura 5).
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Figura 5: Esquema dos sistemas de captura de zinco em S. cerevisiae. O controle da
captacdo de zinco é exercido em multiplos niveis, sendo que o fator de transcricdo Zaplp
tem importante papel nesse controle. Os transportadores de zinco da familia ZIP estdo
representados em azul, os transportadores de baixa afinidade Fet4 e Pho84 em cinza e 0s
transportadores da familia CDF em vermelho. Em células com deficiéncia de zinco, em S.
cerevisiae, Zrtl é estavel e localizado na membrana plasmatica, mas a exposi¢do a
elevadas concentragdes de zinco resultam em répida endocitose e degradagdo no vacuolo.
Transporte intracelular de zinco para organelas, processo associado com alto
desenvolvimento na presenca de zinco, € realizado pela familia de facilitadores de difusdo
de cations: Zrclp, Cotlp e Msc2p. Células de S. cerevisiae também respondem a
deficiéncia de zinco aumentando a expressdo de Zrt3, outro transportador ZIP que é
responsavel pela mobiliza¢éo de zinco do vacuolo. Adaptado de Eide, 2006.

Além disso, a importancia da homeostase de zinco também vem sendo demonstrada

em outros fungos, inclusive patogénicos. Estudos com Candida albicans, Aspergillus
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fumigatus e C. gattii ja demonstraram a presenca de uma proteina homoéloga a Zaplp de S.
cerevisae, as quais estdo diretamente relacionadas a viruléncia e ao desenvolvimento em
condicdes de privacdo de zinco (Kim et al., 2008; Moreno et al., 2007; Nobile et al.,
2009). Porem, outros mecanismos ainda sdo desconhecidos nas espécies patogénicas de
Cryptococcus, mostrando a importancia de mais estudos relacionados a captacdo de zinco
nestas leveduras.

Desta forma, se torna evidente que o mecanismo de imunidade nutricional,
originado no hospedeiro, desencadeia diversos mecanismos moleculares nos patdgenos em
resposta a restricdo de metais, 0s quais constituem um importante campo de estudo no que
diz respeito a novos fatores de viruléncia que ainda podem ser descobertos em relacdo aos

patogenos (Wilson et al., 2012).

1.5. Mecanismos de regulacéo de processos bioldgicos por pequenos RNAs

Pequenos RNAs néo codificadores, com cerca de 20 a 30 nt de tamanho, sdo
importantes reguladores de processos celulares, como defesa do organismo, transcricao,
traducédo, desenvolvimento, estabilidade e processamento de RNA, entre outros (Carmell et
al., 2002; Carthew e Sontheimer, 2009; Ding e Voinnet, 2007; Ghildiyal e Zamore, 2009;
Li et al., 2010). Tais pequenos RNAs sdo as moléculas efetoras do silenciamento génico
sequéncia-especifico em resposta a um RNA dupla fita (dASRNA), mecanismo chamado de
RNA de interferéncia (Grosshans e Filipowicz, 2008).

Os pequenos RNAs eucaridticos sdo, geralmente, classificados em trés tipos
principais, os pequenos RNAs de interferéncia (SIRNAs), microRNAs (miRNAs) e RNAs

que interagem com Piwi (piRNASs) (Grosshans e Filipowicz, 2008). A distin¢do entre as
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diferentes classes de pequenos RNAs ¢ realizada com base na biogénese, padrdo de
expressao, processamento e funcdo nas células (Farazi et al., 2008). Os siRNAs e miRNAs
derivam de precursores que possuem RNA dupla fita, mas se diferenciam em dois
aspectos: (i) miRNAs sdo gerados a partir de genes codificadores de miRNAs, 0s quais
geram um RNA precursor simples fita (sSRNA) que, pela complementariedade de bases
entre si, forma um dsRNA, enquanto os siRNAs sdo derivados de dsRNA exdgeno
(exemplo: RNA viral), de transcritos enddgenos de sequéncias repetidas (como
transposons) ou de longos transcritos que formam um grampo (Carthew e Sontheimer,
2009; Ghildiyal e Zamore, 2009; Hannon, 2002). Em muitos organismos, o silenciamento
mediado por siRNAs depende de RNA-polimerase dependente de RNA (RdRPs) para
formar dsRNA a partir de sSRNA ou a fim de amplificar os sinais dos pequenos RNAs
(Allen et al., 2005; Cogoni e Macino, 1999; Gent et al., 2010). (ii) Em relacdo aos mRNAs
que sdo alvos dos pequenos RNAs, os miRNAs podem ndo ter uma complementariedade
de bases completa com o alvo e causar degradacdo ou repressdo traducional; em
contraste, os SiRNAs geralmente causam clivagem do RNA alvo ou silenciamento
transcricional apds, geralmente, uma complementariedade de bases completa e,
normalmente, atuam na defesa do genoma (Bartel, 2004).

Os piRNAs tém esse nome pela associacdo do pequeno RNA com proteinas Piwi da
familia de proteinas Argonauta (Ago) de animais. Até entdo, foram descritos somente em
animais e possuem biogénese diferenciada. Sdo derivados de elementos repetitivos,
transposons ou clusters de piRNAs em células germinativas (Siomi et al., 2011). Parecem
ser processados a partir de precursores de RNA de fita simples e amplificados através de
um mecanismo “ping-pong” (Brennecke et al., 2007; Li et al., 2009; Malone et al., 2009).

Possuem grande importancia na manutencdo da estabilidade do genoma de células
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germinativas, mas as fun¢des de muitos ainda ndo sdo completamente conhecidas (Kim et
al., 2009; Moazed, 2009; Siomi e Siomi, 2009; Thomson e Lin, 2009).

De todos os RNAs em uma célula eucariotica, somente 1% ¢é referente a pequenos
RNAs e, geralmente, os miRNAs sdo a classe mais abundante (Farazi et al., 2008). Os
miRNAs tem funcdo em processos como desenvolvimento, doencas, adaptacdo a mudancas
ambientais e diferenciacdo celular. Ja foram descritos em plantas e animais e, por um longo
tempo, foi considerado que nédo existiam em fungos (Nicolas e Ruiz-Vazquez, 2013).

Os primeiros miRNAs identificados, lin-4 e let-7, foram encontrados em
Caenorhabditis elegans e mostraram a existéncia de um mecanismo de regulacdo génica
eucaridtica no qual pequenos grampos geram RNAS pequenos de, aproximadamente, 22 nt
de tamanho que reprimem mRNAs-alvo especificos. Estes dois miRNAs mostraram
importantes papéis no desenvolvimento de C. elegans (Lee et al., 1993; Reinhart et al.,
2000; Wightman et al., 1993). Embora miRNAs estejam envolvidos em diversos
mecanismos de desenvolvimento e fisiologia tanto em plantas quanto em animais, existem
diferencgas entre eles (Axtell et al., 2011; Flynt e Lai, 2008; Voinnet, 2009), porém, o
mecanismo de biogénese canbnica, em ambos, ja se mostra bem elucidado. No entanto,
fungos mostram os componentes centrais envolvidos na producdo de pequenos RNAs,
incluindo miRNAs, porém, o processo de sintese ainda ndo é bem conhecido.

A biogénese classica de miRNAs é bem estabelecida em plantas, como Arabidopsis
thaliana. Sabe-se que transcritos com repeticbes invertidas formam uma estrutura
secundaria na forma de grampo, chamado miRNA priméario (pri-miRNA), os quais séo
produtos da RNA-polimerase Il (Xie et al., 2005b). O tamanho dos pri-miRNAs séo de 70
a muitas centenas de nucleotideos. O pri-miRNA é clivado pelo complexo D- body,

constituido por RNases do tipo 111, conhecidas como Dicer-like (DCL) e outras proteinas
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acessorias (Voinnet, 2009). Uma das quatro enzimas do tipo Dicer, a Dicer-like 1 (DCL), €
conhecida pela importancia na biogénese de miRNA (Fahlgren et al., 2007). DCL1
geralmente cliva na base do grampo do pri-miRNA, gerando o precursor de miRNA, o pre-
miRNA, o qual é clivado, novamente, liberando o duplex miRNA/miRNA*,que consiste
em um duplex contendo uma fita que é considerada 0 miRNA maduro e serd funcional e
sua complementar, chamada miRNA*. As proteinas Dicer foram identificadas em 2001 e
foi demonstrado que tais enzimas sdo capazes de clivar RNAs dupla fita (dsRNA)
(Bernstein et al., 2001). Possui dois sitios de RNase I1l, dominio PAZ, dominio de helicase
e um dominio de ligacdo a dsRNA. A proteina se liga ao final do dsRNA e cliva o “loop”
do grampo, gerando no final, em plantas, um duplex de miRNAs, geralmente com 20 a 25
nt (Meister, 2013). Estudos com Dicer de Giardia lamblia, sugerem que o dominio PAZ é
responsavel pelo reconhecimento da regido terminal do dsRNA e que o tamanho do
pequeno RNA produzido € determinado pela distancia fisica entre os dominios PAZ e de
RNase 111 de Dicer (Macrae et al., 2006).

Maioria dos grampos produz apenas um duplex de miRNA, enquanto alguns loci
produzem varios duplexes, como de MIR159 e MIR319 (Addo-Quaye et al., 2009;
Bologna et al., 2009; Zhang et al., 2010a). Este processamento produz pequenos RNAs
contendo entre 21-24 nt de tamanho que, posteriormente, sofrem metilacdo na extreminade
3’-OH pela enzima HEN1, caracteristica que os protege da degradacdo por nucleases
degradadoras de pequenos RNAs (SDN) (Yu et al., 2005). Apos isso, HASTY, um
homologo de Exportina-5 (Exp-5) em plantas, exporta o duplex para o citoplasma (Park et
al., 2005). A exportina-5, em animais, facilita a biogénese de miRNAs tanto pelo seu papel
como fator nuclear de exportagdo como por proteger a degradacdo de pre-miRNAs de

degradacéo por nucleases (Okada et al., 2009).
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Uma das fitas é carregada nas proteinas da familia Argonauta (Ago), no complexo
RISC (Complexo de Silencimento induzido por RNAs), formando o complexo miRISC
(Park et al., 2005). A proteina Ago é o componente central do RISC, ja que, quando
carregada com o pequeno RNA, é guiada até o mRNA alvo correspondente, permitindo
uma correta posicdo do pequeno RNA ao seu mRNA alvo (Faehnle e Joshua-Tor, 2007
Mallory e Vaucheret, 2010). As proteinas dessa familia sdo formadas por um dominio
amino-terminal, dominios PAZ e MID, os quais sdo unidos por uma dobradica, a qual
permite rearranjos durante a ligacdo do RNA. O dominio N-terminal é necessario para o
correto carregamento do RNA e auxilia no desenrolamento do duplex de pequenos RNAS
(Kwak e Tomari, 2012). O dominio PAZ ancora a extremidade 3’ do pequeno RNA
enquanto o dominio MID forma um bolso de ligacdo para a extremidade 5’ fosforilada do
pequeno RNA. O domino PIWI tem estrutura semelhante a de RNase H e, desta forma, as
proteinas Ago podem ter atividade de endonucleases e clivar o RNA alvo complementar ao
pequeno RNA (Jinek e Doudna, 2009), O mRNA alvo é situado entre 0 dominio PAZ e a
base formada pelos dominios N- terminal, Mid e PIWI (Ye et al., 2007).

A escolha da fita do duplex de miRNA que sera carregada na Ago, geralmente, se
da pela estabilidade da fita, na qual tem carregamento preferencial no complexo aquela que
¢ menos estavel na extremidade 5°, enquanto a fita complementar (MiRNA*) é degradada.
(Khvorova et al., 2003; Schwarz et al., 2003). A fita complementar, entretanto, também
pode ser carregada na Ago e regular a expressao do transcrito alvo correspondente ou pode
ser degradada pela nuclease SDN (Axtell et al., 2011). Outros determinantes para selecédo
da fita, além do acimulo assimétrico, é a estrutura do duplex miRNA/miRNA* (Ghildiyal
e Zamore, 2009; Okamura e Lai, 2008; Tomari et al., 2007) , a identidade do nucleotideo

em 5’ do miRNA (Chen, 2009; Czech et al., 2009; Okamura e Lai, 2008), entre outros (Hu
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et al., 2009).Quando carregado no complexo RISC, o miRNA ¢, entdo, guiado ao seu alvo

e causa silenciamento génico (Ding e Han, 2007) (Figura 6).
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Figura 6: Biogénese de microRNAs em plantas. Os pri-miRNAs sdo transcritos pela
RNA polimerase Il, os quais sdo clivados nos D- body pela enzima Dicer (DCL1), gerando
0 pre-miRNA. O D-body ainda contém as proteinas Serrata (SE), Hyponastic Leaves 1
(HYL1), nuclear cap-binding complex (CBC). O pre-miRNA resultante é clivado
novamente por uma DCL1, que ira gerar o duplex de miRNA, o qual sera exportado para o
citoplasma pela HASTY, sendo que a sequencia do miRNA é metilada por HEN1, antes do
transporte. Uma das fitas é carregada na proteina Ago, do complexo RISC, que ira se ligar
ao seu transcrito alvo, enquanto a outra fita é degradada. Adaptado de (Voinnet, 2009).
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Em mamiferos, existem algumas diferencas no mecanismo de biogénese de
miRNAs, embora a via seja semelhante. A maioria dos genes codificadores de miRNAs
sdo transcritos pela RNA polimerase Il, embora alguns miRNAs de animais sejam
produzidos pela RNA polimerase Il (Borchert et al., 2006). A maior diferenca entre a
biogénese de miRNAs entre plantas e animais, se encontra na etapa de clivagem do pri-
miRNA e pre-miRNA, que ¢ realizada por enzimas RNase Il nucleares e citoplasmaticas,
respectivamente (Axtell et al., 2011).

Um transcrito, também contendo complementariedade de bases entre si, forma o
pri-miRNA. O complexo microprocessador presente no nucleo, que contém a enzima
Drosha, proteina do tipo RNase lll, cliva o grampo, gerando, entéo, o precursor de miRNA
(pre-miRNA) (Bartel, 2009). Apos, o pre-miRNA é exportado para o citoplasma pela
Exportina-5 e, entdo, ha uma nova clivagem, catalisada pela enzima Dicer, a qual retira o
loop do grampo e gera um RNA dupla fita. A fita correspondente ao miRNA maduro é,
entdo, incorporada no RISC, gerando o miRISC, no qual ele se liga a proteina Ago. A
outra fita, pode ser degradada ou funcional (Bartel, 2009), assim como em plantas. Uma
outra diferenca, em relagdo ao miRNA maduro e funcional, é que, em plantas, eles sdo
metilados a sua extremidade 3’, como citado anteriormente, enquanto os de animais, nao
(Czech et al., 2009; Ghildiyal e Zamore, 2009; Okamura e Lai, 2008)

As diferencas na biogénese de miRNAs de animais e plantas também reflete em
diferenga no reconhecimento dos mRNAs alvos. Acredita-se que atuem de duas formas:
clivagem do mRNA ou represséo traducional (Millar e Waterhouse, 2005). Aparentemente,
0 mecanismo parece depender do grau de complementariedade entre miRNA e seu sitio de

ligacdo no alvo. Quando ha alta complementariedade de bases, ha clivagem do alvo,
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enquanto que, se ha baixa ou complementariedade parcial, ha repressdao traducional

(Doench et al., 2003; Zeng et al., 2003).

1.6. RNAi em fungos

Os componentes centrais da via de RNAI sdo as proteinas Dicer, Ago e RdRP, que
ja foram identificadas em todo o dominio eucariotico, sugerindo que este € um mecanismo
de defesa ou regulacdo importante que existiu em um ancestral eucariético comum (Song
et al., 2004). Em alguns fungos os componentes-chave da via ndo estdo presentes,
indicando que a via pode ser dispensavel para alguns organismos (Dang et al., 2011),
incluindo fungos como S. cerevisiae, Ustilago maydis, Candida albicans, entre outros
(Tabela 2). Em contraste, ortélogos dos componentes essenciais da via de RNAIi sao
encontrados em muitos genomas de fungos ja sequenciados (Nakayashiki et al., 2006),

como Neurospora crassa e C. neoformans.
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Tabela 2: Presenca dos genes codificadores dos componentes da via de RNAI nos filos
Basidiomycota, Zygomycota e Ascomycota de fungos.

Levedura Ago Dcr RdRP
Saccharomyces cerevisiae * - - -
Saccharomyces pastorianus * v ¥ -
Saccharomyces bayanus * - * -

Candida glabrata * - - -
Saccharomyces castellii *

Kluyveromyces polysporus *
Kluyveromyces lactis * - - -
Ashbya gossypii - - -

Candida albicans * + * -
Candida tropicalis * + * -
Debaryomyces hansenii * - * -
Pichia stipitis * - * -
Neurospora crassa + + +
Magnaporthe grisea 2 + + +
Aspergillus nidulans ? + + +
Schizosaccharomyces pombe * + + +
Schizosaccharomyces japonicus * + + +
Cryptococcus neoformans * + + +
Coprinus cinereus * + + +
Ustilago maydis* - - -
Ustilago hordei * + + +
Rhizopus oryzae ° + + +

* A presenca de genes classicos envolvidos na via de RNAI é indicada por (+), a presenga de ortdlogos é
indicado com (*) e pseudogenes sdo indicados com ¥. Os fungos pertencentes ao filo Ascomycota foram
divididos em subfilos, representados por 1 (Saccharomycotina), 2 (Pezizmycotina) e 3 (Taphrinomycotina).
Os pertencentes ao filo Basidiomycota sdo representados pelo nimero 4 e o pertencente ao filo Zygomycota é
representado por 5. Tabela baseada em (Drinnenberg et al., 2009).

O genoma do patdégeno humano C. neoformans codifica 0s componentes essenciais
de RNAI, incluindo uma Ago, Dicers e RARP (Loftus et al., 2005), entretato, ha diferencas
em relacdo ao nimero de proteinas envolvidas na via de RNAI codificadas entre as
linhagens desta espécie. O sorotipo A de C. neoformans (linhagem H99) contém apenas
uma Ago (Agol), uma RdRP (Rdp1l) e duas Dicers (Dcrl e Dcr2), enquanto o sorotipo D
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(linhagem JEC21) contém duas Ago (Agol e Ago2), duas Dicers (Dcr 1 e Dcr2) e uma
unica RdRP (Rdpl) (Nakayashiki et al., 2006; Nakayashiki e Nguyen, 2008). Outra
caracteristica é que as proteinas Ago e RARP possuem estruturas e dominios semelhantes a
de outros fungos, mostrando que sao evolutivamente conservadas. Entretanto, os dominios
de Dicer se mostraram diferentes, uma vez que possuem dominios de ligacdo a dsRNA e
ribonuclease, porém ndo possuem o dominio de helicase C e DEAD ou DEAD-like, 0 que
€ uma caracteristica tipica desta proteina em outros fungos, como a de N. crassa e S.
pombe, além disso, sdo menores que em S. pombe e N. crassa, mas maiores que em S.
castellii (Janbon et al., 2010; Nakayashiki et al., 2006; Nakayashiki e Nguyen, 2008).

Quando se compara as linhagens pertencentes a espécie de C. gattii as diferencas
sdo mais evidentes. Em contraste a C. neoformans, as leveduras C. gattii, mais
especificamente a linhagem hipervirulenta responsavel pelo surto nos Estados Unidos,
R265, quando analisada, mostrou a auséncia dos genes codificantes das proteinas Agol ou
Ago2, enquanto genes codificadores de Dcrl, Dcr2 e Rdpl foram encontrados. Um fato
interessante, € que outra linhagem de C. gattii, WM276, também avaliada, mostrou a
presenca dos genes codificadores de todas as proteinas essenciais para RNAI, mostrando
que houve perda de certos componentes em espécies proximas no género Cryptococcus,
assim como foi visto para leveduras do género Saccharomyces (Drinnenberg et al., 2009).
Este fato levanta a questdo se a linhagem hipervirulenta deste fungo, que € patdgeno
humano, possui uma via de RNAI ndo funcional ou se possui, porém, independente de
Ago.

Em fungos, a existéncia de classes de pequenos RNAs como ex-siRNAs (sIRNAs
de origem exonica) e gi-RNAs (pequenos RNAs que interagem com QDE-2) vem sendo

elucidada, também como moléculas importantes para RNAI (Nicolds e Ruiz-Vazquez,
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2013), porém, a grande maioria dos pequenos RNAs descritos em fungos sdo siRNAsS,
como nas leveduras Schizosaccharomyces pombe (Bihler e Moazed, 2007),
Saccharomyces castellii, C. albicans, C. neoformans (Catalanotto et al., 2006; Wang et al.,
2010) e em N. crassa (Lee et al., 2009; Lee et al., 2010). Os siRNAs vem demonstrando
papel importante na defesa do genoma dos fungos contra genoma viral, no controle de
transposons, entre outros (Nicolds e Ruiz-Vazquez, 2013). Em C. neoformans, ja foi
descrito que os siRNAs sdo responsaveis pelo controle de transposons durante o ciclo
sexual do fungo, a fim de defender o genoma da progénie. Este mecanismo ficou
conhecido como SIS (Sex Induced Silencing) (Wang et al., 2010). Entretanto, o fenémeno
de silenciamento génico por RNA, em fungos, foi descrito primeiramente no fungo
filamentoso N. crassa (Borkovich et al., 2004; Kelly e Aramayo, 2007; Selker, 1997).

Este fungo possui trés mecanismos de silenciamento que ocorrem em diferentes
estagios do seu ciclo de desenvolvimento: quelling, MSUD (Meiotic Silencing of Unpaired
DNA) e RIP (Repeat —Induced Point mutation) (Borkovich et al., 2004; Kelly e Aramayo,
2007; Selker, 1997) . O quelling foi o primeiro fendmeno relacionado & RNAI descrito em
eucariotos e se trata de um silenciamento pos-transcricional guiado por siRNAs (Romano
e Macino, 1992). Este mecanismo ocorre durante o crescimento vegetativo, mostrando
envolvimento na defesa contra virus e no silenciamento de transposons ativos (Cogoni e
Macino, 1999). Em estudos posteriores, foram identificados diversos genes componentes
da maquinaria de quelling, como os genes QDE-1 (codificador de uma RNA polimerase
dependente de RNA, RdRP), QDE-2 (codificador da proteina Argonauta), QDE-3 e genes
DCL1 e DCL2 (codificadores das proteinas Dicers) (Catalanotto et al., 2002; Cogoni e

Macino, 1997; 1999); (Catalanotto et al., 2000), os quais foram identificados
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posteriormente em outros organismos eucariéticos nos quais a via de RNAI foi identificada
(Cerutti e Casas-Mollano, 2006; Shabalina e Koonin, 2008).

Da mesma forma, MSUD também ¢ induzido por siRNAs e necessita dos
componentes centrais de RNAI, a diferenca é que quelling ocorre na mitose e MSUD
durante a meiose (Wang et al., 2010). RIP ja é um mecanismo diferente, que ocorre antes
da meiose, durante o ciclo sexual do fungo, e inativa sequéncias repetidas pela introducao
transices de C a T ou G a A (Selker 1987). Desta forma, RIP é um mecanismo de defesa
contra elementos transponiveis repetitivos (Galagan and Selker, 2004).

Além do silenciamento génico realizado por siRNAs, os miRNAs também se
mostram importantes para via de RNAI. Embora esta classe de pequenos RNAs seja bem
estudada em plantas e animais, pouco é conhecido sobre a producdo de miRNAs em
fungos. Até 2005 havia apenas o registro da presenca de transcritos antisenso em C.
neoformans (Lau et al., 2013; Loftus et al., 2005), entdo a descoberta desta classe de
pequenos RNAs é relativamente recente nestes organismos. Até entdo sua presenca é
descrita em N. crassa (Lee et al., 2010), em Sclerotinia sclerotiorum, fungo patogénico de
plantas (Zhou et al., 2012a), em Metarhizium anisopliae (Zhou et al., 2012b), em
Penicillium marneffei (Lau et al., 2013) e, i, em C. neoformans (Jiang et al., 2012). Em N.
crassa, MiRNAs-like (milRNAs) foram identificados e mostraram diversidade na
biogénese, utilizando diferentes componentes da maquinaria de RNAI para produzir quatro
tipos diferentes de milRNAs. Por exemplo, milR-1 é dependente das proteinas Dicers,
QDE-2 e QIP, enquanto milR-2 depende de QDE-2 mas ndo de Dicer. A biogénese de
milR-3 depende apenas da atividade de Dicers, sendo 0 mais semelhante a via de sintese de
miRNAs em plantas. Ja milR-4 se mostrou parcialmente dependente de Dicer, sugerindo o

envolvimento de outra nuclease desconhecida (Zhang et al., 2013). Uma diferenca
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encontrada na busca de milRNAs em N. crassa, € que estes quatro tipos mostraram ser
produzidos pela RNA polimerase 11, ao invés da Il, como em plantas e animais, entretanto,
sugerem a colaboragdo entre as duas polimerases, uma vez que RNA polimerase Il foi
encontrada em associacdo com alguns loci de milRNA (Yang et al., 2013).

Em C. neoformans, a identificacdo de dois miRNAs foi descrita em 2012, a partir
do sequenciamento de 200 clones contendo pequenos RNAs com cerca de 20 a 25 nt de
tamanho, com a qual identificaram dois miRNAs. Ambos foram capazes de silenciar genes
reporteres, quando modificados para possuir a sequencia alvo dos miRNAs. O estudo ainda
demonstrou que os genes de DCR1 e DCR2, AGO1 e RDP1 foram essenciais para o
silenciamento, uma vez que linhagens mutantes para cada um deles mostrou falha no
silenciamento dos genes reporteres. Entretanto, ainda falta estudo em relacdo a funcdo
exata destes miRNAs em relacdo a patogénese e elucidar o mecanismo de biossintese e 0s
alvos destes miRNAs (Jiang et al., 2012).

Pouco é conhecido sobre a influéncia da disponibilidade de metais na atividade da
via de RNAi em fungos. De fato, em relacdo a fungos, esta area se mostra muito recente e
um potencial alvo de estudo. Desta forma, visto que nunca foi descrita a presenca de
nenhuma classe de pequenos RNAs em C. gattii, especialmente na linhagem hipervirulenta
R265 que, teoricamente, ndo possui via de RNAI funcional, é de interesse investigar se esta
levedura € capaz de produzir miRNAs-like, em condicGes de privacdo de metais, as quais
mimetizam o ambiente de infeccdo, os quais, desta forma, mostrariam um novo e adicional

mecanismo de viruléncia deste fungo em relacdo ao hospedeiro.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Analisar a existéncia e o perfil de expressdo de miRNAs-like produzidos por C.

gattii em condic¢des que mimetizam o ambiente de infeccao.

2.2. Objetivos Especificos

e Realizar o sequenciamento de pequenos RNAs de C. gattii R265 cultivado em
condicdes de privacao de ferro ou zinco, assim como a condi¢do controle;

e Mapear as sequéncias obtidas contra genomas de C. gattii R265 e C. gattii WM276;

e Determinar a principais classes de pequenos RNAS expressos nestas condigdes;

e Realizar andlises in silico em busca de possiveis precursores de mMilIRNAs e
verificar sua estrutura;

e Determinar a sequéncia e a abundancia relativa dos possiveis milRNAs existentes a
partir dos precursores obtidos e verificar o grau de conservagao;

o Avaliar a expressao diferencial dos milRNAs nas diferentes condig¢Ges analisadas.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Linhagens utilizadas e condigdes de cultivo

Células de Cryptococcus gattii, linhagem R265, foram utilizadas no estudo. A
levedura foi rotineiramente mantida em placa com meio YPD-agar (2% dextrose, 2%
peptona, 1% extrato de levedura e 1,5% &gar) e, em condicbes experimentais, foram

cultivadas em meio YPD liquido, por 18 h a 200 rpm, a 30°C.

3.2. Cultivo de C. gattii para extracdo de RNA

A linhagem de C. gattii R265 foi mantida em meio YPD-agar e cultivada em 100
mL de meio YPD liquido, por 18 h a 200 rpm, a temperatura de 30°C. As células foram
centrifugadas (5000 g - 5 min) e lavadas duas vezes com tampédo PBS (NaCl 137 mM; KCI
2,7 mM; Na,HPO, 10 mM; KH,PO, 1,8 mM; pH 7,4). O sedimento de células foi
ressuspendido em 20 mL de meio YNB (Yeast Nitrogen Base, sem sulfato de aménio e
aminoéacidos) 1X, seguido da medida da OD, a 600 nm, a partir de uma diluicdo 1:100 da
suspensdo de células. Foi inoculado o equivalente a, aproximadamente, 10" células de C.
gattii (ODggo=1) em cada uma das trés condi¢bes, em 100 mL de meio YNB liquido. A
primeira condi¢do, controle, continha apenas YNB 1X; a segunda, privacdo de ferro,
continha YNB 1X acrescido de 1 mM de BPDS (acido bisulfonico de batofenantrolina) e,
por fim, a terceira condicdo, privagdo de zinco, continha YNB 1X acrescido de 10 uM
TPEN (N, N, N’, N° — Tetraquis-2-pirimidil-etil-etiledodiamino). Os cultivos foram

mantidos em sob agitacdo por 18h a 200 rpm.
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Apos 18h, foi realizada a recuperacdo das células. Cada cultivo foi centrifugado
(5000 g - 5 min) e o sobrenadante foi descartado, seguido do congelamento imediato das
células em nitrogénio liquido e armazenamento das mesmas em ultrafreezer (- 80°C) até

sua liofilizac&o.

3.3. Extracdo de RNA e RNA-Seq

Apo6s a liofilizagdo das células e maceracdo das mesmas com nitrogénio liquido,
procedeu-se com a extragdo de RNA utilizando o reagente Trizol® (Invitrogen), seguindo
as instrucGes do fabricante. A verificacdo da integridade do RNA foi realizada através de
eletroforese em gel de agarose 1%.

A quantificacdo das amostras foi realizada por anélise fluorométrica utilizando o
fluorémetro Qubit (Invitrogen) e o kit de quantificacdo de RNA Quant-iT, seguindo as
instrugbes do fabricante (Invitrogen). As amostras foram armazenadas em tubos com
reagente RNA stable (Biomatrica). Tal reagente protege as amostras de RNA de
degradacdo a temperatura ambiente e garante a recuperacdo da mesma. Apds a adicdo de
cada amostra em um tubo especifico, as mesmas foram concentradas a Vvacuo
(Concentrator Plus — Eppendorf) e estocadas a -20°C até o envio para realizacdo do
sequenciamento.

O fracionamento das amostras de RNA, sintese de cDNA, ligacdo de adaptadores e
consequente sequenciamento foram realizados pela empresa Fasteris Life Sciences SA,
Plan-les-Ouates, na Suica, utilizando a tecnologia Solexa na plataforma Illumina HiSeq
2000. Foram construidas trés bibliotecas de pequenos RNAs no total, referentes as

condigdes diferenciais de cultivo.
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3.4. Andlises in silico do RNA-Seq

Para cada uma das 3 bibliotecas obtidas, referentes a condicdo Controle, Privacéo
de Zinco e Privacdo de Ferro, o conjunto de sequéncias, no formato fastQ, foi
disponibilizado pela empresa Fasteris sem a sequéncia dos adaptadores. Estas sequéncias
foram entdo avaliadas conforme o tamanho e distribuicdo. Apds, para cada biblioteca
individualmente, somente as sequéncias Unicas entre 16 a 28 nt foram agrupadas, pois
nesta faixa de tamanho pode-se encontrar miRNAs. Estas sequéncias foram reunidas em
uma biblioteca Unica, a qual foi mapeada contra os genomas de C. gattii R265 e C. gattii
WMZ276, utilizando o programa Bowtie (Langmead et al., 2009), ndo permitindo mismatch
entre o duplex do pequeno RNA e a sequéncia génica de cada linhagem.

Sequéncias de outros RNAs, como RNA ribossémico (rRNA), RNA transportador
(tRNA), pequenos RNAs nucleares (small nuclear RNAs, snRNAS) e pequenos RNAs
nucleolares (small nucleolar RNAs, snoRNAS) presentes no banco de dados Rfam (Burge
et al., 2013) foram excluidas da biblioteca Unica.

A predicdo de potenciais miRNAs-like foi realizada com uso do algoritmo
MIREAP, o qual pode identificar todos precursores candidatos que contém estrutura de
grampo. O software também fornece informacdes sobre a localizacdo do precursor em
relacdo ao cromossomo, tamanho, contagem do precursor e sequéncias dos miRNAS,
incluindo as isoformas (isomilRNAs), além da Energia Livre Minima (MFE, Minimal Free
Energy). Os dados obtidos, foram filtrados com base na contagem dos precursores (maior
ou igual a 5) e MFE (menor ou igual a - 20kcal/mol). As sequéncias dos milRNAs
correspondentes a cada precursor foram escolhidas com base na isomilRNA mais

abundante. A sequéncia do precursor foi confirmada, em relacdo & capacidade de formar
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um grampo, utilizando RNAfold, um algoritmo do banco de ferramentas SRNA
Workbench (Stocks et al., 2012).

A quantificacdo dos precursores dos milRNAs foi realizada, primeiramente,
utilizando o programa Bowtie, a fim de criar um banco de dados dos precursores dos
milRNAs, de cada uma das linhagens de C. gattii. Subsequente a isso, os bancos foram
mapeados contra cada uma das trés bibliotecas isoladamente, cada uma contendo
sequéncias nao redundantes de 16-28 nt. Apos, foi calculado o RPKM (reads per kilo base
per million) (Mortazavi et al., 2008) referente a cada precursor, em cada uma das
condicdes, considerando o numero total de sequéncias em cada uma delas, para
normalizacdo dos resultados.

Apbs, foi calculada a expressao diferencial (fold change) dos pre-milRNAs entre as
bibliotecas, comparando a biblioteca controle versus cada uma das privacdes, sendo
considerado com diferenca de expressdo aqueles com valor maior a 3 ou menor a 0,33. A
partir disso, os pre-milRNAs foram separados em trés grupos especificos:

(1) em comum (presentes nas 3 bibliotecas/ foi possivel calcular fold change);

(2) privacédo versus controle (presentes em apenas uma condicdo de privagdo e no
controle/ foi possivel calcular fold change);

(3) apenas privacgéo (pre-milRNAs presentes em ambas as condic¢des de privacao,

mas ndo no controle/ ndo foi possivel calcular fold change).
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3.5. Predicéo de genes-alvo dos milRNAs de C. gattii

A fim de predizer os possiveis genes alvo dos milRNAs de C. gattii R265, foi
utilizado o programa miRanda (Enright et al., 2003). Foram escolhidos quatro milRNAs
para tal andlise: cga-milR-4, cga-milR-15, cga-milR-37 and cga-milR-46. Tais milRNAs
foram mapeados contra o transcritoma de trés organismos: o da prépria levedura, C. gattii
R265, do hospedeiro modelo, camundongo (Mus musculus) e humano (Homo sapiens).
Para os modelos vertebrados, foi utilizado apenas a por¢do 3’ UTR dos transcritos, uma
vez que é descrito que, em mamiferos, esta regido € a principal para pareamento do
miRNA (Xie et al., 2005a; Betel, 2008) . Tal porcdo dos transcritos foram recuperadas
junto ao banco de dados do UCSC Genome Browser (http://genome.ucsc.edu/). Os
parametros utilizados foram baseados em um estudo prévio em Metarhizium anisopliae

(Zhou et al., 2012b).

3.6. Analise por inferéncia funcional dos alvos dos milRNAs de C. gattii

Apos a predigdo dos alvos dos milRNAs (milR-4, milR-15, milR-37 and milR-46)
em cada um dos genomas, o codigo referente a cada alvo foi utilizado no Broad Institute
(para C. gattii R265) e UCSC Genome Browser (Kent et al., 2002) (para camundongo e
humanos), a fim de obter a sequéncia proteica do gene-alvo de cada milRNA. Estas
sequéncias foram entdo utilizadas para analise conforme ontologia utilizando o programa
Blast2GO® (http://www.blast2go.com/). A analise foi realizada com os alvos de cada um

dos milIRNAs em relagdo a cada um dos genomas.
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4. RESULTADOS

4.1. Geracdo das bibliotecas de SRNAs a partir do RNA-Seq

Através do RNA-Seq, pela Plataforma Illumina HiSeq 2000, foram obtidas trés
bibliotecas de pequenos RNAs, cada uma referente a uma das condi¢cdes em que C. gattii
R265 foi cultivado: condicdo controle, condicao de privacdo de ferro (com adi¢do de 1 mM
do quelante de ferro BPDS) e condi¢éo de privacdo de zinco (adi¢do de 10 uM do quelante
de zinco TPEN). O conjunto de sequéncias obtidas, cujo tamanho variava de 1-45 nt,
guando analisadas de acordo com o tamanho e abundancia em cada condicdo isolada,
mostraram um predominio de pequenos RNASs contendo entre 15 a 27 nt de tamanho, com

um pico em cerca de 25 nt, quando analisadas as trés condi¢des em conjunto (Figura 7).

4500000

i )
4000000 Controle

3500000 mTPEN
3000000 mBPDS

2500000
2000000
1500000
1000000 l Hu
500000
0 d ——— . 8 ul.l hhhhhhhhhhhh

1 3 13 15 17 19 21 23 25 27 20 31 3B/ 37 39 41 43 45
Tamanho das sequéncias

Contagem das sequéncias

Figura 7: Tamanho e distribuicdo dos pequenos RNAs obtidos em cada uma das
bibliotecas de referéncia: controle, privacdo de zinco (TPEN) e privacdo de ferro
(BPDS). Sequéncias com 1-45 nt mostraram predominio de tamanho entre 15-27 nt na
condigdo controle (preto), privacdo de zinco (vermelho) e privacdo de ferro (roxo). Os
dados foram obtidos através do sequenciamento pela Plataforma Illumina HiSeq 2000 e
analisados com base na contagem de reads nao redundantes sequenciadas.

Quando consideradas apenas a fragdo de sequéncias de 16-28 nt, tamanho

classicamente associado a microRNAs, foi observado que as bibliotecas apresentavam um
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numero diferente de sequéncias. Porém, quando considerado o nimero de sequéncias
Unicas oriundas do processo de agrupamento de sequéncias idénticas em cada biblioteca,

foram observados nimeros similares nas trés bibliotecas (Tabela 3).

Tabela 3: Numero total de sequéncias entre 16-28 nt e niUmero de sequéncias Unicas entre 16-
28nt em cada condicdo de cultivo de C. gattii R265.

Condicao Numero total de sequéncias  NUmero de sequéncias Unicas
(16-28 nt) (16-28 nt)
Controle 32.246.330 843.546
Privacgéo de Ferro (BPDS) 24.707.711 835.071
Privacéo de Zinco (TPEN) 21.789.694 775.674

Para predicdo de milRNAs, as sequéncias Unicas (de 16-28 nt) contendo em seu
identificador (formato FASTA) o nimero de repeticBes, de cada uma das condicGes, foram
reunidas em uma Unica biblioteca. As analises de bioinformatica foram realizadas a partir
desta biblioteca e todos os resultados obtidos, que serdo detalhados a seguir, estdo

representados no fluxograma da Figura 8.
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Controle Privagao de Zinco Privacao de Ferro
32,246,330 sequéncias 21.789.694 sequéncias 24.707.711 sequéncias

BIBLIOTECA UNICA
78.743.735 sequéncias com 16-28 nt de cada condicao

1.655.501 sequéncias Unicas

l Remocao de rRNA, tRNA, snRNA, snoRNA

BIBLIOTECA UNICA
1.208.202 sequéncias Unicas

Mapeamento contra genomas de C. gattii
R265 e C. gattii WM276 e predigéo de
milRNAs com MIREAP

63 e 57 genes putativos de miRNAs em C. gattii R265 e C.
gattii WM 276, respectivamente

Filtro com base na contagem do precursor
{(=5) e MEF ( = -20Kcal/mol)

31 e 26 milRNAs em C. gattii R265 e C. gattii WM276,
respectivamente.

Figura 8: Fluxograma da identificacdo de milRNAs a partir dos dados obtidos por
RNA-Seq.

Conforme mostra o fluxograma, as sequéncias presentes na biblioteca Unica foram
alinhadas contra o genoma de C. gattii R265 utilizando o programa Bowtie. Como
resultado, foi obtido um total de 1.655.501 reads processadas e 736.507 (44.49%)
mostraram pareamento perfeito com o genoma. Originalmente, a biblioteca Unica sem
nenhum processamento, continha 78.743.735 sequéncias, das quais 5.812.868 (7.92%)
mostraram pelo menos um alinhamento ao genoma de R265. Quando a mesma foi
mapeada contra genoma de C. gattii WM276, 347.692 (21%) das sequéncias alinharam

perfeitamente. Este fato se deve a uma regido presente na montagem do sequenciamento do
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genoma de C. gattii WM276 e ausente na montagem do sequenciamento do genoma de C.
gattii R265 correspondente a clusters de genes responsaveis por rRNAs.

A mesma biblioteca, com sequéncias ndo redundantes, quando mapeada contra um
banco de dados do Rfam de tRNAs, rRNAs, snoRNAs e snRNAs, mostrou 447.299
(27.02%) sequéncias que alinharam ao banco de dados, as quais foram excluidas da

biblioteca, originando uma biblioteca Unica com 1.208.202 sequéncias.

4.2. ldentificagdo de miRNAs-like em C. gattii

Com o uso do algoritmo MIREAP, utilizando estas sequéncias de pequenos RNAS,
o software mostrou 63 genes putativos de miRNAs em C. gattii R265. J& na linhagem
WMZ276, foram encontrados 57 genes. Para estes precursores de miRNAs, o software
apontou, 250 isoformas de milRNAs (isomiRNAs) para a primeira linhagem e 248 para a
segunda.

Os dados foram filtrados como citado anteriormente, resultando em um total de 28
possiveis pre-milRNAs em C. gattii R265 e 23 em C. gattii WM276. Desta forma, a
analise resultou em 31 milRNAs na linhagem R265 (Tabela 4) e 26 milRNAs na linhagem
WMZ276 (Tabela 5). Estes precursores apresentaram diversos comprimentos, desde 69 a 98
nt, com uma média de 82 nt, em C. gattii R265 (Tabela 6) e 62 a 100 nt, com média de 80

nt, em C. gattii WM276 (Tabela 7).
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Tabela 4: Lista dos 31 milRNAs identificados em C. gattii R265 utilizando algoritmo
‘MIREAP’ e informacao sobre a localizacido dos precursores dos milRNAs.

milRNA Sequéncia (5'-3") Tamanho® Localizacdo® Regido Genoma®
cga-milR-1 GAATGAAGCTCGTTGGCCCC 20 SC_1.10:236721:236794:+ Exon CNBG_3008.2
cga-milR-2.1  GAAGTCAATTCTCGATGCC 19 SC_1.10:97818:97882:- Exon CNBG_3751.2
cga-milR-2.2  GAAGTCAATTCTCGATGCCT 20 SC_1.10:97818:97882:- Exon CNBG_3751.2
cga-milR-4 GGGTATGATGGAAATGAGCTGACT 24 SC_1.11:536055:536148:- Exon/intron/éxon
CNBG_4440.2
cga-milR-10 GGGAAGAGGATCGCGAAAAATGC 23 SC_1.14:66619:66712:+ intron/ Exon
CNBG_4976.2
cga-milR-11 CATCTTGTCGAATTCCGCT 19 SC_1.14:622536:622616:+ Exon CNBG_5166.2
cga-milR-15 TATGGATCTGGGATTCTTGGCT 22 SC_1.1:1110315:1110412:+ Exon/intron
CNBG_0395.2
cga-milR-16 TGGCGGTCTATATGGATGATGC 22 SC_1.1:466502:466570:- Exon CNBG_0166.2
cga-milR-17 ATGATGTAACTTGTACTGCC 20 SC_1.1:589012:589096:- Regido intergénica
cga-milR-19 ACTTGTGGAACAGGACCAGGCA 22 SC_1.1:828519:828596:- intron CNBG_0305
cga-milR-20 AAAGGAAGATGAGGGAGAATTC 22 SC_1.1:1196598:1196681.:- Exon CNBG_0428
cga-milR-21 CACCGGATCTCTCCAGCCCCGA 22 SC_1.1:1481237:1481330:- Exon CNBG_0533
cga-milR-23.1 GATGGACGTCGTCGACGGCGT 21 SC_1.20:155178:155246:- Exon CNBG_5991
cga-milR-23.2  ATGGACGTCGTCGACGGCGT 20 SC_1.20:155178:155246:- Exon CNBG_5991
cga-milR-25 AGGCGGGCTATGCGCAACTGGC 22 SC_1.22:57497:57581:- Exon CNBG_6113
cga-milR-30 TCGGACGCCGGGCCTGAGTCT 21 SC_1.2:1224789:1224880:+  Exon CNBG_0999
cga-milR-33 AGGGATGGAGGGAGGTTGGAGCCT 24 SC_1.2:284248:284342:- Exon CNBG_0658/
intergénica
cga-milR-37 CGGGGCTGGGACGGGACCGGGA 22 SC_1.3:240497:240571:+ Regido intergénica
cga-milR-40 CTGCTCGAGAGCAAGTCGGTT 21 SC_1.3:595437:595534:- Exon CNBG_1286
cga-milR-44 ATGATTTGATGGACGAAGCT 20 SC_1.4:557693:557761:+ Exon CNBG_1773
cga-milR-46 ATGGTCGAGGGTATGTTCTCC 21 SC_1.4:681115:681204:- Exon CNBG_1819.2
cga-milR-51 AACTGACGAGGCTGTACTCATAG 23 SC_1.5:2986:3068:- Exon/intron/éxon
CNBG_2030
cga-milR-52.1 TCGCCTGGGAGACTCAGCCT 20 SC_1.6:515169:515238:+ Exon CNBG_2676
cga-milR-52.2 CGCCTGGGAGACTCAGCCT 19 SC_1.6:515169:515238:+ Exon CNBG_2676
cga-milR-53 CTGGGGTATGATCACTGCCT 20 SC_1.6:625220:625295:+ Exon CNBG_2712.2
cga-milR-54 CGAGGATTGGAAGGTTGAGGAGCT 24 SC_1.6:532960:533050:- Exon CNBG_2681.2/
intergénica
cga-milR-55 TCCCCGTCGGTCTCAAGCGCA 21 SC_1.6:829166:829242:- Exon CNBG_2795
cga-milR-57 GAGGACTGGGCGCGAGCTTCA 21 SC_1.7:474254:474347:+ Exon/intron
CNBG_3097.2
cga-milR-58 GCTGTACGTCGGTTTGGTGCT 21 SC_1.7:591179:591245:+ Exon CNBG_3136
cga-milR-59 CGGCGACTGAGGTTGTGTGAAGCT 24 SC_1.8:256908:256988:+ Exon CNBG_3412.2
cga-milR-60 CTGGGTGGGATCGTCATCGCT 21 SC_1.9:211852:211924:+ Intergénica/ éxon

CNBG_4053

1. Tamanho do isomilRNA mais abundante.
1. Localizag&o do precursor predito conforme anotacéo dos supercontigs obtidos no sequenciamento de C. gattii

R265, depositados no Broad Institute.
3. Localizacéo do precursor predito obtida por BLAST no genoma da levedura.
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Tabela 5: Lista dos 26 milRNAs identificados em C. gattii WM276 utilizando algoritmo

‘MIREAP’ e informacao sobre a localizacao dos precursores dos milRNAs.

milRNA Sequéncia (5'-3") Tamanho' Localizagéo® Regido Genoma®
cga-milR-1 GCGCCGGAGGGCATCGGACTAGA 23 Chr_A:39636:39712:+ Exon CGB_A0150W
cga-milR-3 CACCGGATCTCTCCAGCCCCGA 22 Chr_B:35951:36046:+ Exon CGB BO110W
cga-milR-14 TTGAGGCTGCTCTTGATTCTCGCC 24 Chr_B:1894879:1894963:+ Regio intergénica
cga-milR-18.1 TCGGGACCGGAACAGTCACAC 21 Chr_B:529171:529243:- Exon CGB B2340C
cga-milR-18.2 CGGGACCGGAACAGTCACA 19 Chr_B:529171:529243:- Exon CGB_BZS4OC
cga-milR-19 CACTGGTGTTTCGGCGGTGCT 21 Chr _B:765598:765688:- Exon CGB_BB420C
cga-milR-20 CAGGTCGAGATGGGGATTTCCTC 23 Chr_B:1045422:1045497:- Exon CGB_B 4530C
cga-milR-22 GCCTGGTTCGCGTGCGGGGCT 21 Chr_C:1528748:1528821:+ ¢y, CGB_C7570W
cga-milR-23 ATGGACACTTTTGTTCCTCTCGACT 25 Chr_C:246904:246970:- intron /éxon

CGB_C1160C
cga-milR-24 GAATGAAGCTCGTTGGCCCC 20 Chr_C:494774:494845:- Exon CGB_C2380C
cga-milR-26 GCGGGATTGTCAAGACGGACTCT 23 Chr_C:1001850:1001949:-  Exon CGB_C5090C/

intergénica
cga-milR-27 TTTCCGGTATTAGGTTGTCGTAT 23 Chr_D:1471871:1471963:+ Intron /éxon

CGB_D6430W/

intergénica
cga-milR-28 GCGAGACGACCGATTCTGGCT 21 Chr_D:288360:288443:- Exon / intron

CGB_D1300C
cga-milR-30 TGGCTGTAGCACCTGTCGCT 20 Chr_D:2038201:2038296:-  ¢£yon CGB D9100C
cga-milR-33 CGAGATTTCAATCGTGCGGT 20 Chr_E:946991:947058:- Regiéo intergénica
cga-milR-34 ATTCGGAGTATGATGAGCCCG 21 Chr_E:1174935:1175012:- Exon CGB_E6140C/

intergénica
cga-milR-35 AGGTCGGCAATGAGATCCGA 20 Chr_F:703146:703207:+ Exon CGB E3550W
cga-milR-38 TGCGGCATGGACGGAAGGTGA 21 Chr_F:843248:843328:- , -

Exon CGB_F4320C
cga-milR-41 GAAGCCTAGACCGTCGGATAGTC 23 Chr_H:371218:371289:+ Exon CGB H1600W
cga-milR-42.1 TCGCCTGGGAGACTCAGCCT 20 Chr_H:555721:555790:+ Exon CGB_HZ 490W
cga-milR-42.2 CGCCTGGGAGACTCAGCCT 19 Chr_H:555721:555790:+ Exon CGB_HZ 490W
cga-milR-45 CTGCCGACGCCGTCCTCGCT 20 Chr_H:1238010:1238073:- Exon CGB_HSGQOC
cga-milR-46  AGGGGAGGGCTGGGAAGAGGA 21 Chr_1:176675:176763:+ Exon CGB_ 10600W
cga-milR-50 GAGGACTGGGCGCGAGCTTCA 21 Chr_K:479414:479507:+ Exon / intron

CGB_K2190W
cga-milR-52 CTGCTGAGCGAACGCGACTTGCC 23 Chr_L:165360:165442:- Exon CGB L0530C
cga-milR-54 TTGGCGTCGGTGGTGCATCTCA 22 Chr_M:284477:284558:-

Exon CGB_M1370C

1. Tamanho do isomilRNA mais abundante.
2. Localizacdo do precursor predito conforme anotagdo dos cromossomos obtidos no sequenciamento de C. gattii

WM276, depositados no NCBI.
3. Localizacdo do precursor predito obtida por BLAST no genoma da levedura.
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Tabela 6: Informacé&o sobre comprimento, contagem e MFE dos precursors dos milRNAs
identificados em C. gattii R265 pelo algoritmo ‘MIREAP".

milRNA Tamanho do precursor MFE Contagem
(nt) (kcal/mol)

cga-milR-1 74 -24.00 14
cga-milR-2.1 65 -21.70 8
cga-milR-2.2 65 -21.70 8
cga-milR-4 94 -31.30 48
cga-milR-10 94 -21.05 5
cga-milR-11 81 -27.80 5
cga-milR-15 98 -23.32 5
cga-milR-16 69 -20.50 7
cga-milR-17 85 -21.39 6
cga-milR-19 78 -24.00 4
cga-milR-20 84 -25.80 7
cga-milR-21 94 -31.60 5
cga-milR-23.1 69 -20.76 6
cga-milR-23.2 69 -20.76 6
cga-milR-25 85 -30.30 5
cga-milR-30 92 -32.00 8
cga-milR-33 95 -33.30 7
cga-milR-37 75 -24.90 113
cga-milR-40 98 -24.90 5
cga-milR-44 69 -23.70 5
cga-milR-46 90 -26.40 5
cga-milR-51 83 -25.60 5
cga-milR-52.1 70 -20.90 5
cga-milR-52.2 70 -20.90 5
cga-milR-53 76 -24.60 6
cga-milR-54 91 -22.30 6
cga-milR-55 77 -25.30 5
cga-milR-57 94 -24.90 9
cga-milR-58 67 -26.50 8
cga-milR-59 81 -22.20 5
cga-milR-60 73 -20.59 8




Tabela 7: Informacéo sobre tamanho, contagem e MFE dos precursors dos milRNAs
identificados em C. gattii WM276 pelo algoritmo ‘MIREAP’.

milRNA Tamanho do precursor MFE Contagem
(nt) (kcal/mol)
cga-milR-1 77 -36.90 11
cga-milR-3 96 -33.70 5
cga-milR-14 85 -21.90 43
cga-milR-18.1 73 -22.00 17
cga-milR-18.2 73 -22.00 17
cga-milR-19 91 -30.50 6
cga-milR-20 76 -21.60 10
cga-milR-22 74 -28.30 10
cga-milR-23 67 -27.40 5
cga-milR-24 72 -24.00 14
cga-milR-26 100 -29.50 6
cga-milR-27 93 -25.00 7
cga-milR-28 84 -24.60 5
cga-milR-30 96 -29.34 7
cga-milR-33 68 -30.30 30
cga-milR-34 78 -33.60 22
cga-milR-35 62 -32.80 6
cga-milR-38 81 -22.70 5
cga-milR-41 72 -21.00 7
cga-milR-42.1 70 -20.90 5
cga-milR-42.2 70 -20.90 5
cga-milR-45 64 -22.80 8
cga-milR-46 89 -27.70 21
cga-milR-50 94 -30.20 9
cga-milR-52 83 -22.70 11
cga-milR-54 82 -20.56 5

Estes milRNAs escolhidos foram avaliados conforme a identidade do nucleotideo
na extremidade 5°. Em C. gattii R265, os 31 milRNAs resultaram em um total de 178
iSomilRNAs na biblioteca, com predominio (59%) de Citosina na extremidade 5°. Na
linhagem WM276, os 26 tipos de milRNAs resultaram em um total de 134 isomilRNAs,

com predominio (42%) de Uridina como nucleotideo em 5’ (Figura 9).
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Figura 9:Porcentagem da identidade do nucleotideo na extremidade 5’ dos milRNAs
selecionados de C. gattii R265 (esquerda) e WM276 (direita). A linhagem R265 mostrou
prevaléncia de Citosina (59%) e a linhagem WM276 em Uridina (42%) na extremidade 5°.

Na comparagéo entre os milRNAs obtidos na linhagem R265 com os de WM276,
foi observado que a sequéncia de cinco milRNAs era exatamente a mesma em ambas as
linhagens (Tabela 8), enquanto a sequéncia e estrutura dos precursores (obtida pelo
RNATfold) ndo era necessariamente a mesma: 2 precursores (correspondendo a 3 dos 5
milRNAS) era iguais ou com uma diferenga menor que 2 nt entre as linhagens, enquanto os
outros 2 precursores mostraram uma estrutura muito semelhante, mas com diferenga maior
do que 5 nt entre as linhagens, porém, produziram milRNAs contendo a mesma sequéncia
(Figura 10). A estrutura de todos os precursores de milRNAs, encontrados em cada uma
das linhagens WM276 e R265 de C. gattii, € demonstrada nas Figuras 11 e 12,
respectivamente.

Tabela 8: milRNAs preditos presentes em ambas as linhagens C. gattii R265 e C. gattii
WM276.

C. gattii R265 C. gattii WM276
cga-milR-1 cga-milR-24
cga-milR-21 cga-milR-3
cga-milR-52.1 cga-milR42.1
cga-milR-52.2 cga-milR42.2
cga-milR- 57 cga-milR-50
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Figura 10: Estrutura dos precursores dos milRNAs presentes em ambas as linhagens
de C. gattii, R265 e WM27, obtidas por analise em RNAfold. Na letra A, C e D, séo
mostrados os pre-milRNAs que possuem exatamente a mesma sequéncia e estrutura ou
aqueles com apenas 2 nt de diferenca, no maximo, entre as linhagens. Em B e E, sdo
mostrados os pre-milRNAs que possuem diferenca maior que 5 nt na sequéncia, mas que
dao origem a milRNAs com a mesma sequéncia nas duas linhagens.
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Figura 11: Estrutura dos precursores de milRNAs na linhagem de C. gattii WM276.
A estrutura dos pre-milRNAs foi obtida com RNAfold do banco de ferramentas UEA
sRNAworkbench.
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Figura 11: Estrutura dos precursores de milRNAs na linhagem de C. gattii WM276.

Continuacdo. A estrutura dos pre-milRNAs foi obtida com RNAfold do banco de

ferramentas UEA sRNAworkbench.
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Figura 12: Estrutura dos precursores de milRNAs na linhagem de C. gattii R265. A
estrutura dos pre-milRNAs foi obtida com RNAfold do banco de ferramentas UEA

sRNAworkbench.
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Figura 12: Estrutura dos precursores de milRNAs na linhagem de C. gattii R265.

Continuagdo. A estrutura dos pre-milRNAs foi obtida com RNAfold do banco de
ferramentas UEA sRNAworkbench.
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4.3. Avaliacao da presenca dos milRNAs de C. gattii R265 em cada condigéo e
predicéo de alvos

Subsequentemente, foi realizada andlise in silico para avaliar a abundancia de cada
milRNA de C. gattii R265 nas trés condigcdes avaliadas. A analise da presenca dos
milRNAs em diferentes condi¢cdes originou trés grupos: (1) pre-milRNAs em comum
(aqueles presentes nas trés condigdes), (2) privacdo versus controle (correspondente aos
que estavam presentes em alguma das privacfes de metal e no controle) e, por fim, (3)
apenas privacdo (contendo pre-milRNAs presentes em ambas as condi¢bes de privacgéo,
mas ndo na biblioteca controle).

Esta analise mostrou que o grupo 1 contém a maioria dos precursores, totalizando
21 deles, o grupo 2 contem 4 precursores que estdo presentes tanto na condi¢do controle
como na privacdo de ferro (com BPDS) e 1 precursor que esta presente na condicdo
controle e privacdo de zinco (adi¢cdo de TPEN). A lista dos pre-milRNAs especificos para

cada um dos trés grupos encontra-se na Tabela 9.
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Tabela 9: Classificacdo dos milRNAs presentes em cada um dos trés grupos
determinados na quantificagéo.

Grupos de classificagdo de miIRNAs

Comum as trés condigdes

milRNA-1 milRNA-21 milRNA-52
milRNA-2 milRNA-23 milRNA-53
milRNA-4 milRNA-25 milRNA-54
milRNA-11 milRNA-30 milRNA-57
mMilRNA-16 milRNA-33 milRNA-58
milRNA-17 milRNA-37 milRNA-59
milRNA-20 milRNA-40 milRNA-60

Controle e Privagdo de Ferro

milRNA-10 milRNA-19 milRNA-44 milRNA-51
Controle e Privagdo de Zinco
milRNA-55
Privacdo de Ferro e Privacdo de Zinco
milRNA-15 milRNA-46

Com o intuito de avaliar se 0s milRNAs dos grupos 1 e 2 apresentavam expressao
diferencial entre as condi¢des avaliadas, comparamos o valor de RPKM de cada milRNA
em cada condicdo. Foram considerados como diferencialmente expressos aqueles
milRNAs cuja razdo entre os RPKMs associados a cada condigédo fosse maior a 3 ou menor
que 0,33. Com esta analise, milIRNA-40 e milRNA-51 mostraram ser mais expressos na
condicdo de privacdo de ferro (fold change de 3,92 e 5,22; respectivamente), enquanto

milRNA-55 e milRNA-57 mostraram ter expressdo reduzida na privacdo de zinco (fold

73



change de 0,30 em ambos) (Tabela 10) quando comparados a condi¢do controle;
entretanto, a contagem referente a estes milRNAs e seus precursores em cada uma das

condigdes foi muito baixa.

Tabela 10: Valor do RPKM obtido para cada pre-milRNAs dos grupos 1 e 2 de C.
gattii R265, em cada uma das condicdes, e valor da expressao diferencial.

mMilIRNA RPKM RPKM BPDS/ RPKM TPEN/
Controle BPDS Controle TPEN Controle

milRNA-1 2,10 4,38 2,09 1,86 0,89
milRNA-2 1,43 1,87 1,31 1,41 0,99
milRNA-4 8,91 6,03 0,68 7,32 0,82
milRNA-11 0,77 0,50 0,65 1,13 1,48
milRNA-16 0,90 2,35 2,61 2,00 2,22
milRNA-17 1,09 2,38 2,18 0,54 0,49
milRNA-20 1,11 0,96 0,87 1,64 1,48
milRNA-21 0,66 0,43 0,65 0,98 1,48
milRNA-23 0,90 1,17 1,31 2,66 2,96
milRNA-25 0,73 1,43 1,96 0,54 0,74
milRNA-30 1,35 0,88 0,65 1,00 0,74
milRNA-33 1,31 1,28 0,98 0,97 0,74
milRNA-37 17,37 24,82 1,43 15,91 0,92
milRNA-40 0,32 1,24 3,92 0,47 1,48
milRNA-52 0,89 1,16 1,31 0,66 0,74
milRNA-53 0,82 1,07 1,31 1,81 2,22
milRNA-54 1,02 1,33 1,31 0,50 0,49
milRNA-57 1,65 1,29 0,78 0,49 0,30
milRNA-58 1,85 1,21 0,65 0,68 0,37
milRNA-59 1,15 1,00 0,87 1,13 0,99
milRNA-60 1,27 1,11 0,87 1,89 1,48
milRNA-10 0,66 1,29 1,96

milRNA-19 0,80 1,04 1,31

milRNA-44 1,35 1,17 0,87

milRNA-51 0,37 1,95 5,22

milRNA-55 2,01 ND ND 0,60 0,30

*Em negrito sdo destacados os milRNAs que mostraram expresséo diferencial entre as condi¢Bes analisadas.
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4.4. ldentificacdo e classificacdo funcional dos alvos dos milRNAS
detectados nos genomas de C. gattii R265, Homo sapiens e Mus musculus

Tendo sido identificados os possiveis milRNAs, foi realizada a predicdo dos genes
que potencialmente constituem alvos para regulacéo pds-transcricionais por estes pequenos
RNAs. A anélise de predicdo de genes alvos foi realizada com quatro milRNAs de C. gattii
R265: milR-4, milR-15, milR-37 e milR-46, dos quais milR-4 e milR-37 tiveram a maior
contagem em todas as condi¢des e milR-15 e milR-46 foram os que estiveram presentes
somente nas condi¢cdes de privacdo de metais. A analise mostrou que, em todos o0s
genomas avaliados (C. gattii R265, humano e camundongo) eles podem estar regulando
uma grande diversidade de genes alvos, que sdo mostrados nas Tabelas 11-22 em
Apéndice.

Em C. gattii R265, a maioria dos alvos codificam proteinas hipotéticas enquanto
que, em humanos e camundongo, os alvos estdo associadas a inimeras atividades. Mais
especificamente, em Homo sapiens, entre todos os alvos preditos estdo proteinas F-box e
proteinas ricas em repeticdes de leucina, canal de célcio tipo T e muitos relacionados a
reposta imune, como receptor de interleucina 4, receptor de interferon (o e B), receptor de
fator de necrose tumoral (TNF), molécula CD40, receptor do fator 1 de crescimento
insulina-like, fator 1 de crescimento de fibroblasto, sintaxina 3 (STX3), entre outros. Em
Mus musculus, alvos envolvidos na atividade neuronal foram encontrados, como
neuronatina (Nnat) e receptor 1 de neurotensina, assim como alvos envolvidos na resposta
immune, como receptor de interleucina e transportina-2, além do fator de iniciacdo da

traducdo 4A2, entre outros.
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Para clarificar e contextualizar a funcéo bioldgica dos alvos preditos dos milRNAs,
foi utilizado o software Blast2GO® e os resultados obtidos, para cada milRNA
separadamente, em cada um dos genomas, sao mostrados nas Figuras 13-16.

Analise dos alvos de milR-4 nos trés genomas mostrou alvos envolvidos no
transporte transmembrana, regulacdo da atividade de Rab GTPase e regulacdo da
transducdo de sinal da proteina Rho, no genoma de C. gattii R265 (Figura 13A). Em Homo
sapiens, os alvos estdo envolvidos, em sua maioria, na transducédo de sinal, morfogénese da
estrutura anatbmica e processos de modificacdo de proteinas celulares (Figura 13B)
enguanto que, em Mus musculus, estdo envolvidos na regulacdo da transcricdo, regulacédo
de processos de desenvolvimento, processos de oxidagdo-reducdo, entre outros (Figura
13C).

Alvos do milR-15 estdo envolvidos no transporte transmembrana e reparo de
mismatch em C. gattii R265 (Figure 14A). Em Homo sapiens, estdo envolvidos
principalmente em processos de modificacdo de proteinas celulares, processos catabélicos
e organizacdo de organelas (Figura 14B) enquanto que, em Mus musculus, estdo
envolvidos em processos biologicos, diferenciacdo e proliferacdo celular e
desenvolvimento de organismos multicelulares (Figura 14C).

Em C. gattii R265, os alvos de milR-37,0 milRNA mais abundante, mostraram
envolvimento com transporte transmembrana, regulacdo da atividade de Rab GTPase e
regulacdo da transducdo de sinal da proteina Rho, assim como para milR-4, e em processos
catabolicos e deaminacdo de citidina (Figura 15A). No genoma humano, a maioria dos
processos bioldgicos regulados pelos alvos de milR-37 foram transducdo de sinal,
diferenciacdo e proliferacdo celular, morfogénese estrutural anatdmica e resposta a

estresses e estimulos (Figura 15B). No genoma de camundongo, seus alvos mostraram
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envolvimento na transducdo de sinal, morfogénese estrutural anatbmica e processos de
modificacdo de proteinas (Figura 15C). Em relacdo as proteinas alvo de milR-46,
mostraram envolvimento na regulagdo da transcricdo no promotor da RNA polimerase Il
no genoma de C. gattii R265 (Figura 16A), enquanto que, em humanos, mostraram
prevaléncia de envolvimento em transducdo de sinal, resposta a estresses e estimulos
enddgenos e morfogénese estrutural anatbmica, entre outros (Figura 16B). Em
camundongos, os alvos mostraram envolvimento na diferenciacdo celular, processos

metabolicos, entre outros (Figura 16C).
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Figura 13: Classificacdo de acordo com processo bioldgico, dos alvos de milRNA-4
nos genomas de C. gattii R265, H. sapiens e M. musculus. (A) Envolvimento dos alvos
de milR-4, no genoma de R265, em processos como transporte transmembrana, regulacao
da atividade de Rab GTPase e regulagdo da transducdo de sinal da proteina Rho. (B)
Relacéo dos alvos do milR-4 no genoma de H. sapiens, 0s quais mostraram predominancia
de transdugdo de sinal, morfogénese da estrutura anatbmica e processos envolvidos na
modificacdo de proteinas. (C) Processos bioldgicos dos alvos no genoma de M. musculus,
envolvidos principalmente na regulacdo da transcricdo, regulacdo de processos de
desenvolvimento e processos de oxidacdo-reducdo. Estas analises foram realizadas com
software Blast2 GO, utilizando as sequencias de proteinas dos alvos.
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Figura 14: Classificagdo de acordo com processo bioldgico, dos alvos de milRNA-15
nos genomas de C. gattii R265, H. sapiens e M. musculus. (A) Envolvimento dos alvos
dos milR-15 nos genomas de R265, em processos como transporte transmembrana e reparo
de mismatch. (B) Alvos do milR-15 no genoma de H. sapiens, 0s quais mostraram
predominancia de processos de modificacdo de proteinas, processos catabolicos e
processos de organizacdo de organelas. (C) Processos bioldgicos dos alvos no genoma de
M. musculus, envolvidos principalmente em processos biologicos, diferenciagdo celular e
roliferacd e processos de desenvolvimento de organismos multicelulares. Estas analises
foram realizadas com software Blast2GO, utilizando as sequencias de proteinas dos alvos.
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Figura 15: Classificagdo de acordo com processo biologico, dos alvos de milRNA-37
nos genomas de C. gattii R265, H. sapiens e M. musculus. (A) Envolvimento dos alvos
de milR-37, no genoma de R265, no tansporte transmembrana, regulacdo da atividade de
Rab GTPase e regulacdo da transducdo de sinal da proteina Rho, assim como milR-4, e
processos catabolicos dependente de ATP e deaminacdo de citidina. (B) Alvos de milR-37
no genoma de .H. sapiens, mostraram predominancia em transducéo de sinal, diferenciacao
celular e proliferacdo, morfogénese da estrutura anatbmica e resposta a estresse e
estimulos. (C) Processos biologicos dos alvos no genoma de M. musculus, como
transducédo de sinal e diferenciacdo celular, morfogénese estrutural anatdmica e processos
de modificagdo de proteinas. Estas analises foram realizadas com software Blast2GO,
utilizando as sequencias de proteinas dos alvos.

80



regulation of transcription from RNA poly p (1)

C. gattii R265

anatomical structure morphogenesis (15)|

signal transduction (17) .
3 . biosynthetic process (14)
response to stress (17)

—— cell differentiation (14)

]response to endogenous stimulus (14)[»——

cell proliferation (15)

response to abiotic stimulus (14)

|mutticellular organismal development (15)}——‘/

lipid metabolic process (14)

ell-cell signaling (17)
A /{ceii.hf component organization (4)

Homo sapiens

lsmdl GTPase mediated signal transduction (2) cell differentiation (2)

protein transport (2) — metabolic process (2)

multicellular organismal development (2))

Mus musculus

Figura 16: Classificacdo de acordo com processo biol6gico, dos alvos de milRNA-46
nos genomas de C. gattii R265, H. sapiens e M. musculus. (A) Envolvimento dos alvos
de milR-46 na regulagdo da transcricdo por RNA polimerase Il, no genoma de C. gattii
R265. (B) Alvos de milR-46 no genoma de H. sapiens, mostrou prevaléncia de
envolvimento na transducdo de sinal, resposta a estresse e estimulos endogenos e
morfogénese estrutural anatdmica. (C) Alvos de milR-46 no genoma de camundongo estao
envolvidos na diferenciagdo celular e processos metabdlicos. Estas analises foram
realizadas com software Blast2GO, utilizando as sequencias de proteinas dos alvos.
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5. DISCUSSAO

Nos Ultimos anos, vem sendo abordado o papel de miRNAs em muitas doencas
(Lemons et al., 2013) e em interagOes patdgeno-hospedeiro, incluindo plantas com fungos
fitopatogénicos (Lau et al., 2013; Zhou et al., 2012a). Os miRNAs também vem
mostrando fungdo importante na homeostase de metais em plantas e animais, incluindo em
resposta a toxicidade causada por eles ou privagdo dos mesmos (Castoldi e Muckenthaler,
2012; Gielen et al., 2012; Sangokoya et al., 2013; Waters et al., 2012; Zhou et al., 2012c),
porém, em fungos, este papel ainda ndo foi elucidado.

Um dos principais motivos da falta de estudos de miRNAs em fungos se deve a
recente descoberta de miRNAs nos mesmos, uma vez que, até o ano de 2005, ndo havia
registros de miRNAs enddgenos nestes organismos, apenas a descricdo da presenca de
transcritos antisenso em C. neoformans (Lau et al., 2013; Loftus et al., 2005). A presenca
de siRNAs e milRNAs ja foi descrita neste patdégeno, sendo que os milRNAs mostraram
atividade no silenciamento de transposons e foi proposto que a expressao de pseudogenes e
transposons seja regulada por estes milRNAs (Jiang et al., 2012), embora o mecanismo
exato de acgdo e os alvos destes SRNASs ainda ndo estejam bem esclarecidos. Em tal estudo
foram identificados apenas dois miRNAs (miR-1 e miR-2) de forma que, isto se deve
provavelmente, ao tipo de metodologia utilizada, na qual foi construida uma biblioteca de
pequenos RNAs com 20-25 nt de tamanho, contendo cerca de 20.000 clones, dos quais
apenas 200 foram sequenciados e avaliados para deteccdo de miRNAs (Jiang et al., 2012).

Ja que nunca foi descrita a presenca de nenhuma classe de pequenos RNAs em C.
gattii, especialmente na linhagem hipervirulenta R265, investigamos se esta linhagem é

capaz de produzir milRNAs em condi¢Ges de privacdo de metais, as quais poderiam
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mimetizar o microambiente da infeccdo. A busca de SRNAs em C. gattii R265 foi realizada
utilizando sequenciamento com a tecnologia Solexa para fracionamento de sRNAs, a fim
de aumentar a capacidade de deteccdo de possiveis miRNAs. A metodologia de
sequenciamento de alto desempenho vem se mostrando como uma ferramenta importante
para gerar milhdes de sequéncias de SRNAs a fim de determinar o perfil de miRNAs em
muitos organismos (Guzman et al., 2012). Além disso, miRNAs menos abundantes podem
ser identificados, ja que este tipo de sequenciamento & capaz de produzir grandes
bibliotecas de SRNAs, o que ja foi comprovado em diversos organismos (Sunkar e Zhu,
2004; Yang et al., 2011).

Todas as andlises, ap6s RNA-Seq da cultura da levedura nas condicGes citadas
anteriormente, foram realizadas utilizando o genoma da linhagem R265 e, em paralelo, o
genoma de C. gattii WM276, uma vez que sdo proximas filogeneticamente. A linhagem
WM276 é um dos representantes do genétipo VGI, que se caracteriza por ser o isolado
mais comum no ambiente pelo mundo todo, enquanto VGII é o isolado predominante em
casos clinicos, dos quais a linhagem R265 se destaca como o agente etiolégico da
criptococose no surto da Ilha de Vancouver e nos Estados Unidos (D'souza et al., 2011; Li
e Mody, 2010).

Além desta razdo, a analise comparativa foi realizada em decorréncia do melhor
estado de anotagdo e montagem do genoma da linhagem WM276 em comparagdo com o da
linhagem R265, somado ao fato de que as linhagens de C. gattii possuem genomas
colineares, mostrando alguns rearranjos entre si, entretanto, o genoma de WM276 possui
apenas 8 gaps, enquanto que, um fator limitante em estudos com C. gattii R265 ¢ a
anotacdo incompleta do seu genoma. Em um estudo comparando o0 genoma destas duas

leveduras, foi visto que ambas as linhagens possuiam genes especificos. Em WM276,
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existem 154 genes que ndo estdo presentes em R265, enquanto R265 possui 108 genes
especificos a esta linhagem. A maioria deles codifica proteinas hipotéticas, entretanto, a
diferenca no conteido génico também se referiu a genes AGO1 e AGO2 (CGB_D9320W e
CGB_D9160, respectivamente) presentes somente em WM276, indicando a existéncia de
uma via canoénica funcional de RNAI nesta linhagem (D'souza et al., 2011).

No total, o presente estudo foi capaz de identificar 31 milRNAs em C. gattii R265 a
partir da analise de RNA-Seq, o qual mostrou SRNAs com pico de tamanho em cerca de 25
nt, similar aos encontrados em Sclerotinia sclerotiorum e Magnaporthe oryzae, que
mostraram pico em cerca de 24 nt de tamanho (Raman et al., 2013; Zhou et al., 2012a). Os
resultados obtidos na comparacdo entre as sequéncias dos milRNAs detectados em ambas
as linhagens mostrou que alguns deles possuiam a mesma sequéncia, 0 que corrobora com
a similaridade gendmica (D'souza et al., 2011) entre as duas linhagens de C. gattii
avaliadas. Também em concordancia com isto, as sequéncias dos precursores ndo eram
necessariamente as mesmas, porém, a diferenca entre eles era muito pequena, produzindo o
mesmo milRNA. Desta forma, embora a anotagdo do genoma de C. gattii R265 ndo esteja
completa, as sequéncias obtidas como potenciais precursores de milRNAs mostram
evidéncia de que realmente podem produzir milRNAs nesta linhagem, uma vez que alguns
precursores foram encontrados no genoma da linhagem R265 e, com grande similaridade,
na linhagem préxima WM276, que possui 0 genoma completo.

O achado que os possiveis milRNAs obtidos na anélise utilizando o genoma da
linhagem WM276 mostraram predominio de uridina (46%) no nucleotideo na extremidade
5’ corrobora com dados anteriores que demonstram que SRNAs em animais, plantas e
outros fungos, incluindo C. neoformans, possuem preferéncia por U na extremidade 5’

(Jiang et al., 2012; Lee et al., 2010). Inclusive, foi demonstrado que, em Arabidopsis, por
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exemplo, o carregamento dos sSRNAs no complexo contendo a proteina Argonauta é
especificado pelo nucleotideo 5’ terminal (Mi et al., 2008). Plantas possuem 10 Ago e
cada uma reconhece SRNAs conforme seus tamanhos e identidade do nucleotideo em 5°.
Por exemplo, AGOL1 se associa, preferencialmente, com pequenos RNAs que possuem U
(Mi et al., 2008; Montgomery et al., 2008; Takeda et al., 2008) e, ja que a maioria dos
miRNAs em plantas possuem este nucleotideo na por¢ao 5°, AGO1 se mostra como a
proteina Ago mais importante na biogénese de miRNAs em plantas (Vaucheret, 2008).
AGO2 se associa principalmente a sRNAs contendo adenosina (Mi et al., 2008;
Montgomery et al., 2008; Takeda et al., 2008), AGO4 se associa com sSRNAs com 24 nt
gue possuem A e, desta forma, alguns miRNAs contendo A podem se associar a AGOL1 ou
AGO4 (Mi et al., 2008; Qi et al., 2006). Em um estudo em que testaram a mudanca do
nucleotideo em 5°, foi demonstrado que isso afeta o carregamento em uma especifica Ago.
Por exemplo, quando mudaram U por A, o SRNA se mostrou associado com AGO2 e nédo
AGO1, ao contrario do perfil de associacdo anteriormente comprovado (Mi et al., 2008).

Outros estudos com fungos que possuem todos 0s componentes da maquinaria de
RNAI, como Metarhizium anisopliae (Zhou et al., 2012b), mostrou que, dos 15 milRNAs
identificados, 10 apresentaram predominio de 5’-U, assim como em estudo com o fungo
patogénico de plantas Sclerotinia sclerotiorum (Zhou et al., 2012a) e com Penicillium
marneffei (Lau et al., 2013). Em um experimento realizado em C. neoformans, no qual
geraram um mutante agol, foi visto que a delecdo do gene também causou mudanga no
perfil dos SRNAs, os quais perderam predominio de U e, além disso, a levedura se mostrou
incapaz de produzir siRNAs (Dumesic et al., 2013).

Tal fato pode explicar o motivo pelo qual os milRNAs identificados em C. gattii

R265 possuiram predominio de citosina (59%), ao contrario de uridina, uma vez que esta
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linhagem ndo possui gene codificador de Ago (Nicolas et al., 2013). Esta associacao
também foi demonstrada em S. cerevisiae, fungo que ndo possui via de RNAI funcional
devido a falta dos genes AGO e DICER. No geral, o perfil de SRNAs da levedura mostra
predominio de A na extremidade 5’ e, quando inseriram ambos os genes, o perfil de
SRNAs mudou completamente: aléem da distribuicdo de SRNAs em uma faixa mais estreita
¢ homogénea de tamanho, mostrou predominio de 5’-U (Drinnenberg et al., 2011).

Em relacdo a auséncia da proteina Ago em C. gattii R265, € importante ndo excluir
a possibilidade de existéncia de uma via ativa de silenciamento génico independente desta
proteina na levedura, seja pela existéncia de outra proteina que tenha funcédo semelhante ou
uma via, em si, com outros componentes que realizem esta funcdo. I1sso se mostra possivel
ja que, em um estudo comparando o genoma da linhagem do gendétipo VGII com VGI e
com genomas de C. neoformans sorotipos A e D, foi demonstrado que a linhagem R265
sofreu perda de 14 genes ou que estes estavam truncados. Um dos genes, CPR2, codifica
um receptor de feromdnio acoplado a proteina G que, quando ausente, causou defeito no
mecanismo de silenciamento ja descrito em C. neoformans, o SIS, mas ndo afetou o
desenvolvimento vegetativo. Outro, o fator Znf3 que contém trés dominios dedo de zinco,
também ausente em R265, mostrou ser necessario para o acasalamento de C. neoformans e,
0 mais interessante, é que mostrou direta influéncia no silenciamento por RNA. (SIS) e no
crescimento vegetativo do fungo. O grupo levanta a hip6tese, entdo, de que este seja um
novo elemento na via de RNAI que opera na defesa do genoma de C. neoformans durante o
desenvolvimento sexual do fungo e desenvolvimento vegetativo (Billmyre et al., 2013).
Desta forma, mesmo em um fungo que possui maquinaria classica de RNAi funcional,
possiveis novos fatores envolvidos vém sendo descobertos, até mesmo porque o estudo

nestas leveduras ainda é muito recente.Alem da possivel auséncia de uma via de RNAI
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funcional em C. gattii R265, € descrito que as espécies patogénicas do género
Cryptococcus podem modular a defesa do hospedeiro durante o processo de patogénese e,
por esta razao, foi realizada a analise dos alvos de quatro possiveis milRNAs identificados
em C. gattii R265 no genoma do hospedeiro (humano) e hospedeiro modelo
(camundongo), além da busca no genoma da propria levedura. Os milRNAs escolhidos
foram aqueles que apresentaram maior contagem (milR-4 e milR-37) e aqueles presentes
apenas nas condicOes de privacdo de metais (milR-15 e milR-46). Foram encontrados
muitos alvos potenciais nos genomas de H.sapiens e M. musculus em comparagdo com o
numero de alvos obtidos no genoma de C. gattii R265. A avaliacdo conforme processos
bioldgicos das proteinas alvo desdes milRNAs mostrou, em relacdo aos hospedeiros, que
estes possuem papel regulatério na transducéo de sinal, diferenciacdo celular, proliferagéo,
resposta a estresses e estimulos, desenvolvimento celular, conforme ja foi demonstrado em
plantas (Guzman et al., 2012).

Os resultados obtidos pelo software miRanda nos genomas dos hospedeiros
mostraram alguns genes envolvidos na resposta imune. Isto € uma evidéncia de que,
durante o processo de patogénese, incluindo privacdo de metal ao qual o fungo é
submetido, as células de C. gattii podem produzir milRNAs que podem atuar em
importantes efetores da resposta imune do hospedeiro, sendo que tal relacdo de miRNAs
com resposta imune ja foi documentada (Chen et al., 2013). Estes dados corroboram com o
que foi citado anteriormente que, durante a criptococose, macrofagos séo responsaveis pela
defesa inata contra a levedura, atraves da fagocitose. Além disso, as celulas fungicas
podem sobreviver dentro deles e, secretando varios tipos de moléculas, podem modular a
resposta imune da célula hospedeira. E descrito que citocinas do tipo Thl ativam

macrofagos, a fim de criar um ambiente oxidativo como mecanismo antimicrobiano e
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estudos demonstraram que elevada expressao de citocinas como fator de necrose tumoral
(TNF-0) e interferon-y (IFN-y) aumentaram o controle da infeccao por parte do hospedeiro
(Flesch et al., 1989; Kawakami et al., 1995; Milam et al., 2007; Wormley et al., 2007).
Desta forma, a resposta Th1l, responsavel pela acdo de IFN-y, interleucina-2 (IL-2) e TNF-
a ¢ considerada protetora para o hospedeiro e, ja foi demonstrado que um dos mecanismos
de regulacdo, causada pelo patdgeno, é a perda da resposta Th1l no hospedeiro (Huffnagle,
1996; Johnston e May, 2013; Mambula et al., 2000; Oliveira et al., 2010; Shoham e Levitz,
2005).

Outro gene que se mostrou como possivel alvo é o codicador de CD40, que se trata
de um receptor de superficie responsavel pela ativacdo de células dentriticas e € membro
da familia dos receptores de fator de necrose tumoral (Pietrella et al., 2004). Em
C.neoformans foi relatado que a resposta das citocinas Th1l, em células mononucleares do
sangue periférico, € dependente da interacdo de CD40 com seu ligante e que esta interacao
esta envolvida na producdo de IL-12 e IFN-y, ja que a auséncia de CD40 mostrou defeito
na produgdo destas citocinas (Vecchiarelli et al., 2000). Desta forma, a auséncia da
interacdo exacerba a infeccdo por esta levedura e influencia a atividade antimicrobiana de
macréfagos e aumenta a carga fangica nos pulmdes (Pietrella et al., 2004). Assim, a
predicdo de tais alvospode ser uma evidéncia de que os milRNAs poderiam estar atuando
tanto sobre os genes codificadores dos receptores destas citocinas responsaveis pela
resposta Thl como outras moléculas importantes na resposta imune do hospedeiro,
conforme predito pelas analises de bioinformatica e, desta forma, facilitando a infeccéo.

Em C. gattii R265, foram encontrados poucos alvos e, a maioria deles, mostrou ser
proteina predita ou hipotética, o que também limitou a analise de processos biolégicos nos

quais estdo envolvidas, utilizando Blast2GO®. Isto pode ser devido & anotacdo néo
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completa do genoma da levedura, o qual contém muitos gaps ainda, porém, também leva a
especular que estes milRNAs podem ndo estar atuando na levedura. Estes resultados
levantam a questdo se estes milRNAs produzidos no fungo seriam funcionais no seu
préprio organismo, ja& que, teoricamente, ndo existe uma via de RNAI funcional pela
auséncia da proteina central para funcionalidade da maquinaria, a proteina Ago. Até entéo,
ja foram descritas vias de RNAI ativas envolvidas na biogénese de miRNAs,
independentes de Drosha, em animais, e de Dicer (Miyoshi et al., 2010), inclusive uma via
alternativa € descrita para N. crassa, na producdo de milRNAs (Lee et al., 2010). Porém,
até hoje, ndo ha descricdo de uma via funcional de RNAI ou semelhante a esta, sem uma
proteina da familia Ago. Desta forma, uma das hipoteses € que C. gattii R265 esta
produzindo milRNAs que podem reprimir a expressdo de alvos nos seus hospedeiros, mas
ndo em seu proprio genoma, mostrando viruléncia aumentada quando comparado com
outras linhagens do complexo Cryptococcus.

Nossa hipotese estd baseada em estudos anteriores que mostraram que existe a
translocacdo de material genético produzido em um organismo para outro e que este pode
ser funcional na espécie receptora (Jorgensen, 2002; Tinoco et al., 2010; Yoo et al., 2004;
Zhang et al., 2012). Mais recentemente, em um estudo que buscava evidéncia da
transferéncia de sSRNAs, foi realizada a transformacdo de tabaco para expressar o gene
reporter GUS e, posteriormente, retransformaram a planta inserindo uma constru¢do na
forma de grampo, a qual produziu siRNAs para GUS. Quando a planta foi exposta ao
fungo fitopatogénico Fusarium verticillioides, o qual continha gene GUS, o fungo mostrou
silenciamento da expressdo do gene, comprovando a translocagdo de siRNAs originados a
partir de dsRNA da planta até o fungo (Tinoco et al., 2010). Também ja é descrito que

miRNAs de plantas, presentes na dieta, sdo capazes de reprimir seu alvo em celulas
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mamiferas, com alta estabilidade. Isto foi descrito em um estudo realizado utilizando soro
humano, no qual detectaram niveis consideraveis de MIR168a, um miRNA de plantas.
Além disso, tal miRNA se mostrou associado a Ago da célula receptora humana, cuja
associacdo permitiu o silenciamento do alvo LDLRAP1 (proteina adaptadora do
receptor das lipoproteinas de baixa densidade), proteina que auxilia na remocéo de LDL da
circulacdo sanguinea (Zhang et al., 2012).

Outra evidéncia que fornece forte suporte a nossa hipdtese € um recente estudo,
desenvolvido por Weiberg e colaboradores (2013), que demonstrou que SRNAs produzidos
pelo fungo fitopatogénico Botrytis cinerea possuem funcédo regulatoria em genes da planta
hospedeira, como A. thaliana e Solanum lycopersicum (tomate) e, em experimento de
imunoprecipitacdo da proteina Ago, também foi verificada a associacdo destes SRNAs com
a proteina do hospedeiro para exercerem sua funcdo. Um outro aspecto interessante do
estudo foi a comprovacéo de que alguns dos alvos dos SRNAs estdo envolvidos na resposta
imune vegetal, como MAPKSs (mitogen-activated protein kinases), MPK1 e MPK2
(mitogen activated protein kinase 2), PRXIIF (peroxiredoxin) e WAK (cell wall-associated
kinase), que mostraram reducdo nos niveis de seus transcritos quando as plantas foram
expostas ao fungo (Weiberg et al., 2013). De fato, o estudo desenvolvido comprovou que
0s sSRNAs produzidos por B. cinerea sdo capazes de silenciar genes envolvidos na
imunidade da planta hospedeira e, além de tudo, utilizando a maquinaria de RNAI da
planta (Weiberg et al., 2013).

Como C. gattii R265 possui genes codificadores de Dicer e RARP (Wang et al.,
2010) e mostrou, através das analises deste estudo, a existéncia de milRNAs sendo
produzidos no organismo, & possivel que a levedura possua a etapa de producdo e

processamento ativos até a formacdo do duplex de SRNAs, porém, pela auséncia de Ago,
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0S mesmos ndo sejam atuantes no organismo. Desta forma, SRNAs podem ser produzidos
no fungo e, posteriormente, translocados para o hospedeiro se tornando ativos ao se
associar com a proteina Ago da célula hospedeira, como pode ocorrer para alguns miRNAs
de plantas (Zhang et al., 2012) e de outros fungos (Weiberg et al., 2013),citados
anteriormente.

Outra caracteristica interessante, é que no estudo de Zhang e colaboradores (2010),
foi abordada a existéncia de microvesiculas (MV) no plasma, que atuam como potenciais
moléculas envolvidas na entrega de microparticulas, exossomos e, até mesmo, miRNAs
(Zhang et al., 2010b) e, inclusive, estudos prévios mostram que exossomos de células
cultivadas atuam como carreadores fisioldgicos de miRNAs (Skog et al., 2008; Valadi et
al., 2007). E bem elucidado na literatura que leveduras patogénicas do complexo
Cryptococcus produzem vesiculas que contém diversos tipos de moléculas, incluindo
importantes fatores de viruléncia descritos anteriormente como, por exemplo, lacase,
componentes da capsula polissacaridica, fosfolipase B, urease (Alvarez e Casadevall,
2007; Feldmesser et al., 2000; Tucker e Casadevall, 2002). As vesiculas séo internalizadas
pelos macrofagos do hospedeiro e sdo capazes de modular a resposta imune, incluindo a
producdo de fator de necrose tumoral, interleucina-10, éxido nitrico e fator transformante
de crescimento- B (Oliveira et al., 2010). Assim, como miRNAs se mostraram presentes
em vesiculas em fluidos corporais (Kosaka et al., 2010; Park et al., 2009b), é possivel que
esta seja a forma de entrega de miRNAs produzidos pro C. gattii R265 aos macrofagos do
hospedeiro, regulando sua resposta ao patogeno, ja& que miRNAs podem atuar além do
limite entre espécies e reinos (Zhang et al., 2012). Estes trabalhos, entdo, sustentam a
hipotese de que C. gattii R265 se tornaria mais virulento por ndo possuir um mecanismo

que silencie os seus proprios transcritos, levando a questdo de que esses milRNAS
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produzidos na levedura podem estar atuando no hospedeiro, modulando a sua resposta ao
fungo, incluindo a resposta imune.A auséncia de uma via de RNAI funcional vem sendo
abordada como uma possivel vantagem evolutiva em parasitas e outros fungos, como S.
cerevisiae (Drinnenberg et al., 2011; Nicolas et al., 2013). A linhagem R265 se mostrou
evolutivamente mais recente que WM276 (divergéncia de cerca de 12.4 milhdes de anos) e
mostra um perfil hipervirulento. Autores ja vém considerando que a perda seletiva de
alguns genes contribua para a sua maior viruléncia em relacdo a WM276 e, inclusive, a
perda do gene AGO pode ser a causa desta vantagem (Cheng et al., 2009; Fraser et al.,
2005).A hipotese de vantagem evolutiva foi avaliada em S. cerevisae, inserindo 0s genes
AGO e DCR1 no fungo, o que ndo alterou o seu desenvolvimento, entretanto, afetou a
resisténcia ao virus Killer. Este virus possui dsRNA e codifica uma toxina que é capaz de
matar células vizinhas enquanto confere imunidade aquelas células que a produzem. Na
linhagem contendo a via de RNAI funcional, o dsRNA é processado em siRNAs, de forma
que ndo produz mais a toxina e as células se tornam suscetiveis a toxina produzida por
células que mantiveram o virus (Drinnenberg et al., 2011). Ja no parasita Leishmania, o
qual pode ser infectado pelos virus LRVs, também ha evidéncias de que a via de RNAI ndo
funcional seja benéfica para 0 mesmo, assim como a presenca do virus no parasita. Ja que
0 mesmo é fagocitado por macréfagos do hospedeiro, ocorre reconhecimento do virus, que
estd dentro do parasita, pelos receptores Toll-like pelos macrofagos, o que aumenta a
expressdo de moléculas pro-inflamatorias que torna o animal mais suscetivel a infecgdes,
levando a disseminacéo e persisténcia parasitaria (Ives et al., 2011).

Além das hipdteses citadas, é persistente considerar que C. gattii R265 pode ter
perdido a via de RNAI recentemente como uma vantagem evolutiva e ainda ser capaz de

produzir milRNAs, porém, com menor frequéncia e que, conforme o decorrer do tempo,
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essa producdo pode se tornar nula, o que poderia explicar a baixa contagem dos milRNAs
obtidos no RNA-Seq. Desta forma, os possiveis milRNAs identificados na levedura podem
ndo ser um aspecto determinante no perfil de viruléncia da linhagem R265 em relacdo as
outras.

Vale a pena ainda citar que dois milRNAs foram encontrados apenas nas condigdes
de privacdo de metais, porém, ndo mostraram similaridade com outros miRNAs ja
anotados no miRBase, para que se pudesse fazer algum tipo de associacdo com a
homeostase de metais. Independentemente da hipdtese de atuacdo dos milRNAs pela
associacdo com a Ago do hospedeiro ou de uma possivel via ndo candnica de
silenciamento, estes mMilRNAs podem estar atuando em alguma rota envolvida na
homeostase de metais, incluindo em algum sistema de aquisicdo de metal do hospedeiro,

mas isso s6 pode ser confirmado apds evidéncia experimental de seus alvos.
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6. CONCLUSOES

Em resumo, o trabalho apresentou, pela primeira vez, a identificagdo de 31
possiveis miIRNAs produzidos em C. gattii R265, uma linhagem que é descrita como
ausente de via de RNAI funcional, em condi¢cbes que mimetizam o microambiente de
infeccdo. Foi demonstrado que estes milRNAs possuem poucos genes-alvo na propria
levedura, entretanto, possuem varios possiveis alvos nos genomas do hospedeiro (homem)
e hospedeiro modelo (camundongo). Desta forma, se torna de interesse evolutivo o motivo
pelo qual esta linhagem produziria milRNAs que, teoricamente, ndo seriam atuantes no
proprio organismo. Assim, a hipotese de atuacdo destes milRNAs no hospedeiro tendo
como alvo importantes genes, incluindo alguns envolvidos na resposta imune, poderia
explicar, pelo menos em parte, a capacidade da levedura em evadir o sistema imune e
causar uma doenca severa, uma vez que este genotipo de C. gattii mostrou maior
capacidade de proliferacdo intrafagocitica e viruléncia em modelo murino de infec¢do, em
relacdo aos outros gendtipos da espécie (Ma et al., 2009). Além disso, foi a primeira
descricdo associando a presenca de miRNAs e homeostase de metais neste importante

patégeno humano e animal.
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7. PERSPECTIVAS

Assim, se mostra necessario a confirmacéo destes milRNAs através de PCR em
tempo real e, apos, a avaliagdo experimental dos reais alvos destes milRNAs produzidos no
fungo, a fim de investigar onde estdo atuando, no seu proprio organismo e/ou no
hospedeiro. Apenas com estas analises, se tornard mais clara a correlacdo entre estes
milRNAs, produzidos na levedura, com sua viruléncia acentuada, associando com
mecanismos de defesa durante condicGes de privacdo de metais. Também se mostraria
interessante realizar as mesmas anélises com C. neoformans e C. gattii WM276, ja que
estas leveduras possuem via de RNAI funcional a fim de comparar os resultados de
possiveis mMiRNAs identificados e alvos que estariam sendo regulados por eles em cada um

dos genomas.
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9. APENDICE

Tabela 11: Genes alvo em C. gattii R265 de milR-4.

Genes alvo no genoma de C. gattii R265 de milR-4

CNBG_0992 Cryptococcus gattii R265 conserved hypothetical protein
CNBG_1069 Cryptococcus gattii R265 predicted protein

CNBG_1733 Cryptococcus gattii R265 conserved hypothetical protein
CNBG_2159 Cryptococcus gattii R265 ATP-binding cassette transporter
CNBG_2572 Cryptococcus gattii R265 rab GTPase activator
CNBG_3530 Cryptococcus gattii R265 cytidine deaminase
CNBG_3756 Cryptococcus gattii R265 predicted protein

CNBG_4436 Cryptococcus gattii R265 conserved hypothetical protein
CNBG_5687 Cryptococcus gattii R265 conserved hypothetical protein
CNBG_5917 Cryptococcus gattii R265 conserved hypothetical protein

Tabela 12: Genes alvo em Mus musculus de milR-4.

Genes alvo em Mus musculus de milR-4.

Mus musculus pleiomorphic adenoma gene 1 (Plagl), mRNA.

Mus musculus basonuclin 2 (Bnc2), mRNA.

Mus musculus RIKEN cDNA 4932443119 gene (4932443119Rik), mRNA.

Mus musculus lactate dehydrogenase D (Ldhd), nuclear gene encoding mitochondrial protein, mRNA

Mus musculus DENN/MADD domain containing 4A (Dennd4a), mRNA.

Mus musculus bromodomain and WD repeat domain containing 3 (Brwd3), mRNA.
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Tabela 13: Genes alvo em Homo sapiens de milR-4.

Genes alvo em Homo sapiens de milR-4

Homo sapiens ectodysplasin A (EDA), transcript variant 2, mRNA.

Homo sapiens ubinuclein 1 (UBNL1), transcript variant 2, mRNA.

Homo sapiens zinc finger and BTB domain containing 10 (ZBTB10), transcript variant 1,

mRNA.
Homo sapiens aryl-hydrocarbon receptor nuclear translocator 2 (ARNT2), mRNA.
Homo sapiens chemokine (C-X-C motif) ligand 9 (CXCL9), mRNA.

Homo sapiens coiled-coil domain containing 34 (CCDC34), transcript variant 2, mRNA.

Homo sapiens coiled-coil serine-rich protein 2 (CCSER2), mRNA.
Homo sapiens complement component 5 (C5), mRNA.

Homo sapiens ectodysplasin A (EDA), transcript variant 1, mRNA.
Homo sapiens iens ectodysplasin A (EDA), transcript variant 5, mRNA.

Homo sapiens F-box and leucine-rich repeat protein 7 (FBXL7), transcript variant 1, mRNA.

Homo sapiens H3 histone, family 3A (H3F3A), mRNA.

Homo sapiens heart development protein with EGF-like domains 1 (HEG1), mRNA.
Homo sapiens homeodomain interacting protein kinase 2 (HIPK2), transcript variant 1, mRNA.

Homo sapiens homeodomain interacting protein kinase 2 (HIPK2), transcript variant 2, mRNA.

Homo sapiens KIAA1755 (KIAA1755), mMRNA.
Homo sapiens kinase suppressor of ras 2 (KSR2), mRNA.
Homo sapiens I(3)mbt-like 1 (Drosophila) (LAMBTLL1), transcript variant I, mRNA.

Homo sapiens mitogen-activated protein kinase kinase kinase 2 (MAP3K2), mRNA.

Homo sapiens mRNA; cDNA DKFZp667N1113

Homo sapiens paraneoplastic Ma antigen family-like 2 (PNMALZ2), mRNA.

Homo sapiens PHD finger protein 6 (PHF6), transcript variant 1, mRNA.

Homo sapiens phosphoglycerate mutase 1 (brain) (PGAM1), mMRNA.

Homo sapiens phosphoglycerate mutase family member 4 (PGAM4), mMRNA.
Homo sapiens polymerase (DNA directed) kappa (POLK), mRNA.

Homo sapiens prostaglandin F receptor (FP) (PTGFR), transcript variant 1, mRNA.
Homo sapiens prostaglandin F receptor (FP) (PTGFR), transcript variant 2, mRNA.
Homo sapiens PX domain containing serine/threonine kinase (PXK), mRNA.
Homo sapiens ring finger protein 144B (RNF144B), mRNA.

Homo sapiens ring finger protein 213 (RNF213), transcript variant 3, mRNA.

Homo sapiens suppressor of glucose, autophagy associated 1 (SOGAL), transcript variant 1,
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MRNA.

Homo sapiens synaptojanin 2 (SYNJ2), transcript variant 1, mRNA.

Homo sapiens synaptojanin 2 (SYNJ2), transcript variant 2, mRNA.

Homo sapiens v-abl Abelson
variant b, mMRNA.
Homo sapiens v-abl Abelson
variant ¢, mRNA.
Homo sapiens v-abl Abelson
variant d, mRNA.
Homo sapiens v-abl Abelson
variant f, mMRNA.
Homo sapiens v-abl Abelson
variant g, mMRNA.
Homo sapiens v-abl Abelson
variant h, mMRNA.
Homo sapiens v-abl Abelson
variant i, mRNA.

murine leukemia viral oncogene homolog 2 (ABL2),

murine leukemia viral oncogene homolog 2 (ABL2),

murine leukemia viral oncogene homolog 2 (ABL2),

murine leukemia viral oncogene homolog 2 (ABL2),

murine leukemia viral oncogene homolog 2 (ABL2),

murine leukemia viral oncogene homolog 2 (ABL2),

murine leukemia viral oncogene homolog 2 (ABL2),

Homo sapiens YdjC homolog (bacterial) (YDJC), mRNA.
Homo sapiens zinc finger and BTB domain containing 10 (ZBTB10), transcript variant 1,

MRNA.

transcript

transcript

transcript

transcript

transcript

transcript

transcript

Homo sapiens zinc finger and BTB domain containing 10 (ZBTB10), transcript variant 2,

MRNA.

Homo sapiens zinc finger and BTB domain containing 10 (ZBTB10), transcript variant 3,

MRNA.

Homo sapiens zinc finger protein 562 (ZNF562), transcript variant 1, mMRNA.

Homo sapiens zinc finger protein 562 (ZNF562), transcript variant 2, mMRNA.

Homo sapiens zinc finger protein 562 (ZNF562), transcript variant 3, mMRNA.
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Tabela 14:: Genes alvo em C. gattii R265 de milR-37.

Genes alvo em C. gattii R265 de milR-37

CNBG_0060 Cryptococcus gattii R265 conserved hypothetical protein
CNBG_0299 Cryptococcus gattii R265 nucleus protein

CNBG_0508 Cryptococcus gattii R265 proteasome regulatory subunit 12
CNBG_0745 Cryptococcus gattii R265 conserved hypothetical protein
CNBG_1009 Cryptococcus gattii R265 conserved hypothetical protein
CNBG_1407 Cryptococcus gattii R265 conserved hypothetical protein
CNBG_1617 Cryptococcus gattii R265 SLY1 protein

CNBG_1665 Cryptococcus gattii R265 glycosyl transferase
CNBG_1829 Cryptococcus gattii R265 6,7-dimethyl-8-ribityllumazine synthase
CNBG_2076 Cryptococcus gattii R265 conserved hypothetical protein
CNBG_2104 Cryptococcus gattii R265 conserved hypothetical protein
CNBG_2137 Cryptococcus gattii R265 conserved hypothetical protein
CNBG_2175 Cryptococcus gattii R265 conserved hypothetical protein
CNBG_2185 Cryptococcus gattii R265 predicted protein
CNBG_2954 Cryptococcus gattii R265 conserved hypothetical protein
CNBG_3202 Cryptococcus gattii R265 conserved hypothetical protein
CNBG_3224 Cryptococcus gattii R265 Na+/H+ exchanger AnNHAL
CNBG_3486 Cryptococcus gattii R265 drug:H+ antiporter
CNBG_3834 Cryptococcus gattii R265 GTP-binding family protein
CNBG_4026 Cryptococcus gattii R265 conserved hypothetical protein
CNBG_4174 Cryptococcus gattii R265 conserved hypothetical protein
CNBG_6146 Cryptococcus gattii R265 predicted protein
Cryptococcus gattii pre-mRNA-processing protein 45

Cryptococcus gattii R265 sphingomyelin phosphodiesterase
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Tabela 15: Genes alvo no genoma de Mus musculus de milR-37

Genes alvo em Mus musculus de milR-37

Mus musculus translocase of outer mitochondrial membrane 40 homolog-like
(yeast) (Tomm40l), nuclear gene encoding mitochondrial protein, MRNA

Mus musculus MAP/microtubule affinity-regulating kinase 1 (Mark1), mRNA.
Mus musculus syntaxin binding protein 1 (Stxbpl), transcript variant 1, mMRNA
Mus musculus Rap guanine nucleotide exchange factor (GEF) 4 (Rapgef4),
transcript variant 4, mRNA

Mus musculus EH-domain containing 4 (Ehd4), mRNA.

Mus musculus neuronatin (Nnat), transcript variant 1, mMRNA

Mus musculus neurotensin receptor 1 (Ntsrl), mRNA

Mus musculus SET domain containing (lysine methyltransferase) 7 (Setd7),
mRNA

Mus musculus cadherin, EGF LAG seven-pass G-type receptor 2 (flamingo
homolog, Drosophila) (Celsr2), transcript variant 1, mRNA

Mus musculus RAP1, GTP-GDP dissociation stimulator 1 (Raplgdsl), transcript
variant 1, mMRNA

Mus musculus acyl-coenzyme A amino acid N-acyltransferase 1 (Acnatl), mRNA
Mus musculus urocortin (Ucn), mMRNA

Mus musculus predicted gene 20605 (Gm20605), non-coding RNA

Mus musculus thioredoxin reductase 3 (Txnrd3), transcript variant 1, mMRNA

Mus musculus RIKEN cDNA 4931406B18 gene (4931406B18Rik), mMRNA.

Mus musculus growth factor receptor bound protein 2-associated protein 2 (Gab2),
transcript variant 1, mRNA

Mus musculus interleukin 4 receptor, alpha (Il4ra), mRNA

Mus musculus phosphorylase kinase, gamma 2 (testis) (Phkg2), mRNA

Mus musculus MAS-related GPR, member G (Mrgprg), mRNA.

Mus musculus RIKEN cDNA 4931406B18 gene (4931406B18Rik), mRNA.

Mus musculus DET1 and DDB1 associated 1 (Ddal), mRNA.

Mus musculus Janus kinase 3 (Jak3), transcript variant 2, mRNA.

Mus musculus trafficking protein, kinesin binding 1 (Trak1), mRNA.

Mus musculus AT rich interactive domain 5B (MRF1-like) (Arid5b), mRNA.

Mus musculus DOT1-like, histone H3 methyltransferase (S. cerevisiae) (Dotll),
mRNA.
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Mus musculus AT rich interactive domain 5B (MRF1-like) (Arid5b), mRNA.
Mus musculus hairy and enhancer of split 7 (Drosophila) (Hes7), mRNA.
Mus musculus zinc finger and BTB domain containing 4 (Zbtb4), mRNA.
Mus musculus coiled-coil domain containing 43 (Ccdc43), mRNA.

Mus musculus trafficking protein particle complex 9 (Trappc9), transcript variant
5, mRNA.

Mus musculus interferon (alpha and beta) receptor 1 (Ifnarl), mRNA.

Mus musculus RAB11B, member RAS oncogene family (Rab11b), mRNA.
Mus musculus non-coding RNA, oocyte piRNA3616, complete sequence.
Mus musculus adult male testis cODNA, RIKEN full-length enriched library,
clone:1700001G01 product:unclassifiable, full insert sequence.

Mus musculus RIKEN cDNA 1700066B19 gene (1700066B19Rik), mMRNA.
Mus musculus neurexin I (Nrxn2), transcript variant 2, mRNA.

Mus musculus stress-induced phosphoprotein 1 (Stipl), mRNA.

Mus musculus oxysterol binding protein (Osbp), mRNA.

Mus musculus hypoxia-inducible factor 1, alpha subunit inhibitor (Hiflan),
mRNA.

Mus musculus paired box gene 2 (Pax2), mRNA.

Tabela 16: Genes alvo de milR-37 no genoma de Homo sapiens.

Genes alvo em Homo sapiens de milR-37

Homo sapiens von Willebrand factor A domain containing 1 (VWAL), transcript variant 2,
mRNA.

Homo sapiens DDB1 and CUL4 associated factor 8 (DCAF8), transcript variant 2, non-coding
RNA

Homo sapiens pre-B-cell leukemia homeobox 1 (PBX1), transcript variant 2, mRNA.

Homo sapiens synaptosomal-associated protein, 47kDa (SNAP47), mRNA.

Homo sapiens DDB1 and CUL4 associated factor 8 (DCAF8), transcript variant 3, non-coding
RNA.

Homo sapiens left-right determination factor 1 (LEFTY1), mRNA.

Homo sapiens uncharacterized LOC388692 (LOC388692), non-coding RNA.
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Homo sapiens SLFNL1 antisense RNA 1 (SLFNL1-AS1), non-coding RNA.
Homo sapiens sterile alpha motif domain containing 11 (SAMD11), mRNA.
Homo sapiens heparan sulfate 6-O-sulfotransferase 1 (HS6ST1), mRNA.
Homo sapiens Rho guanine nucleotide exchange factor (GEF) 4 (ARHGEF4), transcript variant
1, mRNA.
Homo sapiens SPEG complex locus (SPEG), transcript variant 1, mMRNA.
Homo sapiens tetra-peptide repeat homeobox-like (TPRXL), non-coding RNA.
Homo sapiens ATPase, Ca++ transporting, plasma membrane 2 (ATP2B2), transcript variant 2,
mRNA.

Homo sapiens ZBED3 antisense RNA 1 (ZBED3-AS1), non-coding RNA.

Homo sapiens ADAM metallopeptidase with thrombospondin type 1 motif, 19 (ADAMTS19),
mRNA.

Homo sapiens cDNA FLJ38900 fis, clone NT2NE2001021.

Homo sapiens protein phosphatase 1, regulatory (inhibitor) subunit 11 (PPP1R11), mRNA.
Homo sapiens peptidase inhibitor 16 (P116), transcript variant 1, mRNA.

Homo sapiens cDNA FLJ34451 fis, clone HLUNG2002303.

Homo sapiens protein phosphatase 1, regulatory (inhibitor) subunit 11 (PPP1R11), mRNA.
Homo sapiens forkhead box K1 (FOXK1), mRNA.

Homo sapiens Ras association and DIL domains (RADIL), mRNA

Homo sapiens F-box and leucine-rich repeat protein 18 (FBXL18), mRNA

Homo sapiens adenylate cyclase activating polypeptide 1 (pituitary) receptor type |
(ADCYAP1R1), transcript variant 3, mRNA

Homo sapiens tumor necrosis factor receptor superfamily, member 10d, decoy with truncated
death domain (TNFRSF10D), mRNA

Homo sapiens Ly6/neurotoxin 1 (LYNX1), transcript variant 4, mRNA

Homo sapiens cDNA FLJ32056 fis, clone NTONG2001619

Homo sapiens LIM homeobox transcription factor 1, beta (LMX1B), transcript variant 1, mMRNA
Homo sapiens chromosome 9 open reading frame 114 (C9orf114), mRNA

Homo sapiens SH3-domain GRB2-like endophilin B2 (SH3GLB2), mRNA

Homo sapiens SPATA31 subfamily D, member 5, pseudogene (SPATA31D5P), non-coding
RNA

Homo sapiens pregnancy up-regulated non-ubiquitously expressed CaM kinase (PNCK),
transcript variant 1, mRNA

Homo sapiens paired box 2 (PAX2), transcript variant e, mMRNA

Homo sapiens solute carrier family 25, member 45 (SLC25A45), transcript variant 3, mMRNA
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Homo sapiens solute carrier family 25, member 45 (SLC25A45), transcript variant 1, mRNA.
Homo sapiens solute carrier family 25, member 45 (SLC25A45), transcript variant 2, mRNA.
Homo sapiens melanoma cell adhesion molecule (MCAM), mRNA

Homo sapiens KCNQ1 downstream neighbor (non-protein coding) (KCNQ1DN), non-coding
RNA.

Homo sapiens harakiri, BCL2 interacting protein (contains only BH3 domain) (HRK), transcript
variant 1, mMRNA

Homo sapiens 5'-nucleotidase domain containing 3 (NT5DC3), mRNA

Homo sapiens uncharacterized LOC100507091 (LOC100507091), non-coding RNA

Homo sapiens cDNA FLJ30897 fis, clone FEBRA2005476

Homo sapiens gamma-glutamylamine cyclotransferase (GGACT), transcript variant 1, mMRNA
Homo sapiens KIAA0247 (KIAA0247), mRNA

Homo sapiens sorting nexin 22 (SNX22), transcript variant 2, non-coding RNA

Homo sapiens pleckstrin homology domain containing, family O member 2 (PLEKHO2),
transcript variant 1, mRNA

Homo sapiens pleckstrin homology domain containing, family O member 2 (PLEKHO2),
transcript variant 2, mRNA

Homo sapiens coronin, actin binding protein, 2B (CORO2B), transcript variant 1, mRNA.

Homo sapiens insulin-like growth factor 1 receptor (IGF1R), mRNA

Homo sapiens unc-51-like kinase 3 (C. elegans) (ULK3), mRNA

Homo sapiens mahogunin ring finger 1, E3 ubiquitin protein ligase (MGRNL1), transcript variant
3, mMRNA

Homo sapiens solute carrier family 38, member 7 (SLC38A7), mRNA

Homo sapiens zinc finger protein 469 (ZNF469), mRNA

Homo sapiens CTF18, chromosome transmission fidelity factor 18 homolog (S. cerevisiae)
(CHTF18), mRNA

Homo sapiens RAS-like, family 10, member B (RASL10B), mMRNA

Homo sapiens dephospho-CoA kinase domain containing (DCAKD), transcript variant 2, mRNA.
Homo sapiens WAP, follistatin/kazal, immunoglobulin, kunitz and netrin domain containing 2
(WFIKKN2), mRNA

Homo sapiens BAH domain and coiled-coil containing 1 (BAHCC1), mRNA.

Homo sapiens dephospho-CoA kinase domain containing (DCAKD), transcript variant 2,
MRNA.

Homo sapiens transmembrane channel-like 6 (TMCB6), transcript variant 2, mRNA.

Homo sapiens myeloid/lymphoid or mixed-lineage leukemia (trithorax homolog, Drosophila);
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translocated to, 1 (MLLT1), mRNA

Homo sapiens periaxin (PRX), transcript variant 1, mRNA

Homo sapiens epithelial membrane protein 3 (EMP3), mRNA.

Homo sapiens solute carrier family 52, riboflavin transporter, member 3 (SLC52A3), mRNA
Homo sapiens tocopherol (alpha) transfer protein-like (TTPAL), transcript variant 1, mRNA.
Homo sapiens CD40 molecule, TNF receptor superfamily member 5 (CD40), transcript variant
2, MRNA

Homo sapiens zinc finger protein 341 (ZNF341), mRNA

Homo sapiens tocopherol (alpha) transfer protein-like (TTPAL), transcript variant 3, mRNA
Homo sapiens EST from clone 208499, full insert

Homo sapiens calcium channel, voltage-dependent, T type, alpha 11 subunit (CACNALI),
transcript variant 1, mRNA.

Homo sapiens SET binding factor 1 (SBF1), mRNA

Homo sapiens protein phosphatase 1, regulatory (inhibitor) subunit 11 (PPP1R11), mRNA

Tabela 17: Genes alvo de milR-15 no genoma de C. gattii R265.

Genes alvo em C. gattii R265 de milR-15

CNBG_1211 Cryptococcus gattii R265 conserved hypothetical protein
CNBG_26910_Cryptococcus gattii R265 nicotinamide mononucleotide permease
CNBG_3284_Cryptococcus gattii R265 ATPase
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Tabela 18: Genes alvo de milR-15 no genoma de Mus musculus.

Genes alvo em Mus musculus de milR-15

Mus musculus leukemia inhibitory factor (Lif), transcript variant 1, mRNA.

Mus musculus leukemia inhibitory factor (Lif), transcript variant 2, mMRNA.

Mus musculus SMEK homolog 2, suppressor of mekl (Dictyostelium) (Smek2), mRNA.

Mus musculus schlafen 1 (SIfn1), mRNA.

Mus musculus osteoglycin (Ogn), mRNA.

Mus musculus eukaryotic translation initiation factor 4A2 (Eif4a2), transcript variant 3, mRNA.
Mus musculus syntaphilin (Snph), mRNA.

Mus musculus PR domain containing 5 (Prdm5), mRNA.

Mus musculus transportin 2 (importin 3, karyopherin beta 2b) (Tnpo2), transcript variant 1,
mRNA.

Mus musculus transportin 2 (importin 3, karyopherin beta 2b) (Tnpo2), transcript variant 2,
mRNA.

Mus musculus PHD finger protein 8 (Phf8), transcript variant 2, mRNA.

Mus musculus interleukin 7 receptor (117r), mRNA.

Mus musculus PR domain containing 5 (Prdm5), mRNA.

Mus musculus transportin 2 (importin 3, karyopherin beta 2b) (Tnpo2), transcript variant 2,
mRNA.

Mus musculus RIKEN cDNA 4933411E08 gene (4933411E08Rik), non-coding RNA.
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Tabela 19: Genes alvo de milR-15 no genoma de Homo sapiens.

Genes alvo em Homo sapiens de milR-15

Homo sapiens RUN and SH3 domain containing 1 (RUSC1), transcript variant 9, non-coding RNA.
Homo sapiens lysine (K)-specific demethylase 2A (KDM2A), transcript variant 1, mRNA.

Homo sapiens lysine (K)-specific demethylase 2A (KDM2A), transcript variant 2, non-coding RNA.
Homo sapiens lysine (K)-specific demethylase 2A (KDM2A), transcript variant 3, mRNA.

Homo sapiens dishevelled associated activator of morphogenesis 1 (DAAM1), transcript variant 2,
mRNA.

Homo sapiens chromosome 16 open reading frame 52 (C160rf52), mRNA.

Homo sapiens ATP-binding cassette, sub-family C (CFTR/MRP), member 11 (ABCC11), transcript
variant 2, mMRNA.

Homo sapiens serpin peptidase inhibitor, clade B (ovalbumin), member 8 (SERPINBS), transcript
variant 1, mRNA.

Homo sapiens mediator complex subunit 16 (MED16), mRNA.

Homo sapiens exosome component 7 (EXOSC7), transcript variant 2, non-coding RNA.

Homo sapiens ZFP41 zinc finger protein (ZFP41), transcript variant 2, mRNA.

Homo sapiens mediator complex subunit 16 (MED16), mRNA.

Homo sapiens exosome component 7 (EXOSC?7), transcript variant 2, non-coding RNA.

Homo sapiens uroporphyrinogen decarboxylase (UROD), transcript variant 1, mMRNA.

Homo sapiens lysine (K)-specific demethylase 2A (KDM2A), transcript variant 3, mRNA.

Homo sapiens serpin peptidase inhibitor, clade B (ovalbumin), member 8 (SERPINBS), transcript
variant 4, mRNA.

Homo sapiens interleukin 7 receptor (IL7R), mRNA.

Homo sapiens pim-1 oncogene (PIM1), transcript variant 1, mRNA.

Homo sapiens cDNA FLJ51294 complete cds, highly similar to JmjC domain-containing histone
demethylation protein 1A (EC 1.14.11.-).

Homo sapiens uroporphyrinogen decarboxylase (UROD), transcript variant 2, non-coding RNA.

Homo sapiens lysine (K)-specific demethylase 2A (KDM2A), transcript variant 1, mRNA.

Homo sapiens dishevelled associated activator of morphogenesis 1 (DAAML1), transcript variant 1,
MRNA.

Homo sapiens ZFP41 zinc finger protein (ZFP41), transcript variant 2, mRNA.
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Tabela 20: Genes alvo no genoma de C. gattii R265 de milR-46.

Genes alvo em C. gattii R265 de milR-46

CNBG_0384 Cryptococcus gattii R265 predicted protein
CNBG_2558 Cryptococcus gattii R265 conserved hypothetical protein
CNBG_4784 Cryptococcus gattii R265 conserved hypothetical protein, fungal Zn(2)-Cys(6)

binuclear cluster domain-containing protein

Tabela 21: Genes alvo no genoma de Mus musculus de milR-46.

Genes alvo em Mus musculus de milR-46

Mus musculus sparc/osteonectin, cwcv and kazal-like domains proteoglycan 1 (Spockl), transcript
variant 5, mMRNA.

Mus musculus RAB11B, member RAS oncogene family (Rab11b), mRNA.

Mus musculus predicted gene 13752 (Gm13752), non-coding RNA.

Mus musculus ring finger protein 114 (Rnf114), mRNA.

Mus musculus gene trap locus 3 (Gtl3), mRNA.

Mus musculus nidogen 2 (Nid2), mRNA.
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Tabela 22: Genes alvo de milR-46 no genoma de Homo sapiens.

Genes alvo em Homo sapiens de milR-46

Homo sapiens F-box and WD repeat domain containing 4 (FBXW4), mRNA.

Homo sapiens syntaxin 3 (STX3), transcript variant 1, mRNA.

Homo sapiens ras homolog family member F (in filopodia) (RHOF), mRNA.

Homo sapiens zinc finger protein 136 (ZNF136), mRNA.

Homo sapiens fibroblast growth factor 1 (acidic) (FGF1), transcript variant 4, mRNA.
Homo sapiens fibroblast growth factor 1 (acidic) (FGF1), transcript variant 2, mRNA.
Homo sapiens fibroblast growth factor 1 (acidic) (FGF1), transcript variant 5, mRNA.
Homo sapiens fibroblast growth factor 1 (acidic) (FGF1), transcript variant 6, mMRNA.
Homo sapiens fibroblast growth factor 1 (acidic) (FGF1), transcript variant 7, mRNA.
Homo sapiens fibroblast growth factor 1 (acidic) (FGF1), transcript variant 8, mRNA.
Homo sapiens syntaxin 3 (STX3), transcript variant 2, mRNA.

Homo sapiens zinc finger protein 136 (ZNF136), mRNA.

Homo sapiens fibroblast growth factor 1 (acidic) (FGF1), transcript variant 3, mRNA.
Homo sapiens fibroblast growth factor 1 (acidic) (FGF1), transcript variant 7, mRNA.

Homo sapiens fibroblast growth factor 1 (acidic) (FGF1), transcript variant 14, mRNA.
Homo sapiens fibroblast growth factor 1 (acidic) (FGF1), transcript variant 12, mRNA.
Homo sapiens fibroblast growth factor 1 (acidic) (FGF1), transcript variant 13, mRNA.
Homo sapiens fibroblast growth factor 1 (acidic) (FGF1), transcript variant 11, mRNA.
Homo sapiens fibroblast growth factor 1 (acidic) (FGF1), transcript variant 10, mRNA.

Homo sapiens fibroblast growth factor 1 (acidic) (FGF1), transcript variant 9, mRNA.
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