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RESUMO

Durante o processo de interacdo patogeno-hospedeiro ambos 0s organismos
envolvidos sofrem uma ampla reprogramacéo do padrdo global de expressdo génica, 0
que tem sido mostrado ser crucial na definicdo da resultante dessa interagdo. Dentre 0s
inimeros genes com expressao alterada no hospedeiro encontram- se aqueles que
codificam microRNAs (miRNAs), um grupo de pequenas moléculas de RNA
regulatérias atuante nos mais diversos processos celulares, incluindo a regulacdo da
resposta imune tanto inata quanto adaptativa. Embora varios trabalhos venham
mostrando a importancia dos miRNAs na resposta imune de hospedeiros mamiferos a
bactérias e virus, pouco se sabe a respeito do papel desses reguladores em infeccdes
fangicas. Nesse sentido, buscamos analisar o papel de miRNAS na resposta imune inata
de hospedeiros murinos a infeccdo por Paracoccidioides brasiliensis, um dos agentes
etiologicos da Paracoccidioidomicose (PCM), considerada a micose sistémica de maior
prevaléncia na América Latina. Os ensaios iniciais com macréfagos peritoneais de
camundongos das linhagens A/J e B10.a, modelos definidos de resisténcia e
suscetibilidade a PCM, respectivamente, e leveduras do isolado virulento Pb18 de P.
brasiliensis revelaram o aumento dos cinco miRNAs avaliados: miR-125b, miR-132,
miR-146a, miR-155 e miR-455, sugerindo a participacdo dessas moléculas na regulagédo
da resposta a P. brasiliensis. No entanto, a auséncia de um padrdo de inducdo distinto
entre as duas linhagens possivelmente indica que os miRNAs avaliados ndao possuem
papel determinante no estabelecimento de respostas distintas entre as duas linhagens nas
fases iniciais da interagdo com o fungo. Devido seu papel chave na regulacdo da
resposta imune e aos altos niveis de acumulo diferencial em resposta a P. brasiliensis
aqui descritos, o0 miIRNA miR-155 foi escolhido para analises mais abrangentes
envolvendo sua biogénese e a¢do na modulacdo de transcritos alvo. O acumulo do
precursor pri-miR-155 observado sugere uma maior transcricdo do gene MIR155HG
contribuindo em parte para os altos niveis do miRNA maduro. Por sua vez, o aumento
na razao entre os niveis de miR-155-3p e miR-155-5p pode indicar uma modulacdo do
grau de estabilidade da fita 3p e regulacdo de seus processos de decaimento. A
avaliacdo dos niveis de transcritos alvo de miR-155-5p forneceu resultados variaveis.
Enquanto o aumento de TNFa e redu¢do de SHIP1 estdo de acordo com o j& descrito na
literatura em resposta a miR-155, 0 aumento nos niveis de SOCS1 e SOCS3,

negativamente regulados pelo miRNA, demonstra as dificuldades de se estabelecer



paralelos diretos entre os niveis de um miRNA e seus alvos em um contexto de alta
reprogramacao do padrdo global de expressdo génica. Também foram realizados ensaios
de infecgdo empregando macrdfagos derivados de medula de animais nocautes para 0s
genes de TLR4 e dectina-1 para avaliacdo da sua participacdo na modulacdo dos niveis
de miR-155-5p. Os resultados obtidos evidenciam a sinalizacdo desses receptores de
membrana como reguladores negativos, direta ou indiretamente, de miR-155-5p em
resposta a P. brasiliensis. Para possibilitar o estudo do papel funcional de miRNAs na
resposta imune, experimentos foram realizados visando validar um modelo de
silenciamento de miRNAs atraves da transfeccdo in vitro de inibidores (antimiR).
Resultados preliminares utilizando sondas marcados com fluorescéncia e inibidores de
um miRNA controle demonstraram uma alta eficiéncia de transfeccdo de BMDMs e
eficacia no silenciamento do miRNA controle let-7. Desta forma, os resultados aqui
apresentados sdo de relevancia por sugerirem, pela primeira vez, a participacdo de

miRNAS na regulagdo de vias envolvidas na resposta imune inata a P. brasiliensis.



ABSTRACT

During host-pathogen interactions both organisms go through a wide genetic
reprogramming, a process believed to be crucial in the establishment of the infection.
Amongst all the host’s genes showing this altered expression are the ones encoding for
microRNAs (miRNAs), small regulatory RNA molecules acting on many biological
processes, including regulation of both innate and adaptive immune responses.
Although the importance of microRNAs in the immune response to bacteria and viruses
by mammalian hosts has been reported by many groups, little is known about their
participation in fungal infections. In this context, we aimed at analyzing the role of
microRNAs in the innate immune response of murine hosts to infection by
Paracoccidioides brasiliensis, the etiological agent of Paracoccidioidomycosis (PCM) —
the most prevalent systemic mycosis in Latin America. Initial infection assays
performed with peritoneal macrophages from resistant (A/J) and susceptible (B10.a)
mouse strains and yeast cells from the virulent isolate Pb18 of P. brasiliensis showed an
increase of the levels of five mMiRNAs: miR-125b, miR-132, miR-146a, miR-155 e miR-
455, indicating a participation of these molecules on the regulation of the response to P.
brasiliensis. However, the similar patterns of miRNA induction on both strains possibly
suggests that the miRNAs studied do not have a determinant role in the establishment of
the distinct inflammatory responses presented by the two strains in the early stages of
interaction with the fungus. Therefore, we chose to perform the following analyses just
with the A/J strain. miR-155 was selected for a more complete characterization of its
biogenesis and target transcripts regulation based on its key role in regulating many
aspects of the immune response and the high levels of differential accumulation in
response to P. brasiliensis observed by us. The accumulation of the precursor pri-miR-
155 observed suggests an influence of the transcription of the gene MIR155HG on the
increase in the mature miRNA levels. The changes in the miR-155-3p to miR-155-5p
ratio following P. brasiliensis infection may indicate an altered stability degree and
turnover rate of the 3p strand. The assessment of the levels of miR-155-5p target
MRNAs showed varying results. While upregulation of TNFo and downregulation of
SHIP1 are in accordance with the expected effects of miR-155-5p, the high levels of
SOCS1 and SOCS3, negatively regulated by this miRNA, reflect the difficulties in
establishing direct parallels between the levels of a miRNA and its targets in a context

of broad genetic reprogramming. Finally, we performed infection assays using BMDM



from TLR4 or dectin-1 knockout mice to assess the role of these receptors in the
regulation of miR-155 levels. Results show that in the absence of the receptors miR-155
accumulates in even higher levels, pointing the signaling by TLR4 and dectin-1 as
negative regulators, directly or indirectly, of miR-155 in respose to P. brasiliensis. In
order to allow the study of the functional role of miRNAs in the immune response, we
tested a model for miRNA silencing by in vitro transfection of miRNA inhibitors
(antimiR). Preliminary results using fluorescent-labelled antimiR and inhibitors for a
control miRNA showed a high transfection efficiency in primary macrophages and
proper effect on silencing the control miRNA let-7. In conclusion, the results presented
are of great significance for suggesting, for the first time, the involvement of miRNAs

in the regulation of the innate immune response to Paracoccidioides brasiliensis.
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1. INTRODUCAO

1.1 microRNAs

1.1.1 Aspectos gerais da biologia e biogénese de microRNAS

Importante componente dentre os RNAs néo-codificadores, os microRNAs séo
pequenas moléculas de RNAs regulatérios com tamanho aproximado de 22
nucleotideos cuja principal funcdo é a regulacdo em nivel pds-transcricional da
expressao génica tendo como alvo as moléculas de RNAs mensageiros (Bartel, 2004;
Ameres & Zamore, 2013; Kim et al., 2009). Predicbes baseadas em estudos de
bioinformatica sugerem que em humanos mais de 60% dos genes codificadores de

proteinas sejam regulados por miRNAS (Friedman et al., 2009). Um dos principais

bancos de dados de sequéncias de miRNAs, o miRBase (http://www.mirbase.org/ )
conta atualmente com 2588 entradas referentes a sequéncias de miRNAs maduros para
humanos e 1915 para camundongos (Kozomara & Griffiths-Jones, 2014 e atualizagdes
do release 21 obtidas no site).

O primeiro miRNA descrito foi identificado em 1993 no nematdide
Caenorhabditis elegans por Lee et al. (1993), sendo denominado lin-4. Esses autores
observaram que o silenciamento do gene de lin-4 afetava diretamente o
desenvolvimento pos-embrionario do nematdide e que variagbes temporais em seus
niveis estavam inversamente correlacionadas a variagdes nos niveis da proteina LIN-14,
que quando ausente leva a efeitos opostos aos observados com o silenciamento de lin-4.
Em um outro trabalho, Wightman et al. (1993) descreveram a presenca de regides
localizadas na regido 3’UTR do mRNA lin-14 que continham sequéncias
complementares a lin-4. Com a utilizacdo de vetores contendo essas sequéncias e um
gene reporter os autores puderam verificar o efeito direto de lin-4 sobre esse MRNA,
sugerindo que essa interacdo RNA-RNA era a responsavel pelo controle dos niveis de
LIN-14.

Os genes que codificam MiRNAs sdo evolutivamente conservados, e podem
estar localizados em introns ou éxons de genes codificadores de proteinas e de longos
RNAs néo codificadores ou em regides intergénicas (Rodriguez et al., 2004; Kim et al.,
2009). Quando presentes em introns, os mMiIRNAs sdo denominados mirtrons,
representando 38% dos genes de miRNAs murinos (Chiang et al., 2010). O processo de

biogénese de miRNA acontece em Vvarias etapas, com algumas ocorrendo no nucleo e
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outras no citoplasma da célula. A primeira etapa nesse processo acontece no nucleo com
a transcricdo pela RNA polimerase Il do miRNA primario (pri-miRNA), molécula
precursora em que se encontra a sequéncia do miRNA maduro. Sendo transcrito pela
RNA polimerase 11, a via mais comum, o pri-miRNA consiste de uma molécula maior
(podendo ter varios kb de comprimento) apresentando as estruturas CAP 5°7-
metilguanosina e cauda 3’ poli-A, semelhante a um mRNA. Ainda no nucleo o pri-
miRNA ¢é alvo de um complexo microprocessador constituido principalmente por
Drosha (uma endorribonuclease tipo III) ¢ DGCR8 (do inglés “DiGeorge Syndrome
critcal region 8” em mamiferos). DGCRS possui sitios de ligagdo ao RNA que orientam
o0 correto posicionamento do pri-miRNA no sitio catalitico de Drosha para que este seja
entdo clivado pela RNase, liberando 0 miRNA precursor (pre-miRNA), uma molécula
de aproximadamente 70 nt contendo uma regido com estrutura secundaria em grampo
de cabelo. O pre-miRNA ¢é entdo transportado para o citoplasma pela proteina
Exportina-5, onde serd mais uma vez inserido em um complexo microprocessador com
caracteristicas semelhantes ao complexo nuclear. Esse complexo citoplasmatico tem
como principais componentes funcionais a RNase do tipo 11l Dicer e TRBP. Dicer cliva
o pre-miRNA nas duas extremidades da haste da estrutura em forma de grampo,
removendo a alca e as extremidades 5° e 3’ livres gerando, dessa forma, um dimero
constituido pelas duas fitas maduras do miRNA, denominadas fita 5p e fita 3p de acordo
com sua posi¢ao em relacdo as extremidades 5° ¢ 3’ do pre-miRNA. Uma das fitas seréd
incorporada posteriormente no complexo de silenciamento induzido por miRNA
(miRISC), complexo multiprotéico efetor responsavel pela regulacdo guiada pelo
miRNA (Bartel, 2004; Ameres & Zamore, 2013; Riegger & GroBhans, 2012). As
etapas envolvidas no processo de biogénese e a estrutura de um miRNAs estdo

representadas na Figura 1.
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Figura 1. Biogénese e estrutura de microRNAs. (A). Etapas no processo de biogénese de
microRNAs. Uma via alternativa de geracdo de miRNA a partir de um intron é mostrada ao lado
da via candnica de processamento (Adaptado de Ameres & Zamore, 2013.). (B). Estrutura do
pri-miR-155. Em destaque estéa indicada a localizacdo do pre-miRNA. (C). Estrutura do pre-
miR-155 contendo as duas fitas maduras miR-155-5p e miR-155-3p. (Adaptado de Tam, 2001).

Incorporacdo no complexo miRISC: selecédo de fita. Normalmente a incorporagdo no
complexo mIiRISC acontece de forma assimétrica, com uma das fitas sendo
preferencialmente incorporada enquanto a outra seria liberada no citoplasma e
degradada, o que levou a utilizacdo dos termos fita guia (MiRNA) e fita passageira
(miRNA*). O mecanismo mais aceito para determinacdo da fita dominante (aquela

preferencialmente incorporada no miRISC e consequentemente acumulada em maiores
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niveis) ¢ o modelo termodinamico de assimetria de estabilidade na regido 5’ entre as
duas fitas maduras. De acordo com esse modelo, 0 miRNA apresentando uma menor
estabilidade no parcamento de sua regido 5’ no dimero forneceria as condi¢cBes mais
favoraveis para sua incorporacdo no complexo de silenciamento, independentemente de
sua localizacdo 5p ou 3p (Khvorova et al., 2013; Schwarz et al., 2003). No entanto,
estudos posteriores comecaram a trazer & luz aspectos na biologia de miRNAs que
questionam a universalidade desse modelo de selecéo.

O primeiro desses pontos € a alteracdo entre os bracos 5p e 3p como fita
dominante de um miRNA dependendo do contexto, fendbmeno conhecido como arm
switching (Griffiths-Jones et al., 2011; Ro et al., 2007; Chiang et al., 2010). Utilizando
andlises por PCR ou anélises em larga escala, como sequenciamento de pequenos RNASs
e utilizacdo de bancos de dados, esses autores identificaram a prevaléncia de fitas
opostas em diferentes tecidos e estdgios de desenvolvimeto embrionario de
camundongos (Chiang et al., 2010; Ro et al., 2007) e entre duas espécies de insetos na
conservada familia de miRNA miR100/10 (Griffiths-Jones et al., 2011). Outro ponto a
questionar o modelo de selecdo de fita por estabilidade termodindmica € a constatacdo
do papel funcional da fita passageira (miRNA*) de diversos miRNAs. Estudos de
gendmica comparativa revelaram a conservagdo de sequéncias de miRNA* e de
sequéncias complementares em possiveis MRNA alvo, indicando a existéncia de uma
pressdo seletiva para sua manutencdo (Okamura et al., 2008, Yang et al., 2011). Além
disso, anélises funcionais com validacdo de alvos, ganho e perda de funcéo e verificacdo
da incorporagdo em miRISC ja comprovaram a importancia fisioldgica de véarios
miRNA*, que agem de maneira independente da sua fita irm, regulando alvos distintos
(Okamura et al., 2008, Yang et al., 2011; Zhou et al., 2010; Mycko et al., 2015). Esses
pontos reforcam a adequacdo da substituicdo da nomenclatura miR/miR*, baseada na
oposicdo fita funcional/fita passageira, dando preferéncia a utilizacdo dos termos miR-
5p e miR-3p.

Mecanismos de acdo e selecdo de alvos. Ap6s a montagem do complexo
ribonucleoprotéico o miRNA incorporado serve de guia para selecdo do mRNA a ser
silenciado pelo miRISC. A identificacdo de um mRNA alvo ocorre por
complementariedade de base entre as duas moléculas, ainda que os mecanismos nédo
estejam completamente elucidados. O modelo canbnico € baseado na

complementariedade perfeita de uma regido de 7-8 nucleotideos no miRNA denominada
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seed (Bartel, 2009), porém a ocorréncia de outras formas de pareamento € possivel.
Loeb et al. (2012), por exemplo, demonstraram que em linfocitos T 40% das ligacGes
miRSC-sitios alvo guiadas pelo miRNA miR-155-5p se ddo por pareamento ndo
candnico, mas ressaltam que a regulacdo exercida por esse tipo de pareamento é mais
branda que a observada quando da ocorréncia de reconhecimento através da seed
classica.

Apo6s o reconhecimento do alvo e a ligagdo de miRISC o processo de
silenciamento pode ocorrer por dois mecanismos: clivagem e degradacdo do mensageiro
ou repressdo da traducdo, que em etapas posteriores também leva a degradacdo do
MRNA (Gurtan & Sharp, 2013). O principal efetor no complexo de silenciamento € a
proteina Argonauta, sendo a isoforma Ago2 a Unica com atividade de endonuclease. De
maneira geral, o grau de complementariedade entre 0 miRNA e seu alvo é que irad
definir o mecanismo através do qual o silenciamento ocorrera. Um alto grau de
complementariedade estd ligado a presenca de Ago2 e clivagem direta, enquanto
pareamentos imperfeitos, 0s mais comuns em animais, levam inicialmente a um
bloqueio da traducdo causando posteriormente uma cascata de eventos envolvendo
desadenilagio do mRNA e perda de Cap 5° 7-metilguanosina culminando na
degradacdo do transcrito pelas vias canbnicas de decaimento de mRNAs (Gurtan &
Sharp, 2013).

Divergindo da funcdo classica de inibicdo da expressdo, alguns trabalhos vém
mostrando uma participacdo de miRNAs induzindo a expressao de alguns de seus alvos.
Vasudevan et al. (2007) descreveram pela primeira vez a capacidade de miR-396-3 de
induzir a tradu¢do do Fator de necrose tumoral o (TNFa) sob condigdes de restricdao
nutricional, com o mesmo efeito sendo observado para let-7 e miRcxcrd (um miRNA
sintético) sobre vetores carregando sitios alvo para esses miRNAs. Estudo posteriores
revelaram a ocorréncia do mesmo fenémeno para outros miRNAs em contextos
diversos, como células quiescentes, oocitos imaturos do anfibio Xenopus laevis e
tumorigénese (Truesdell et al., 2012; Liu et al., 2013). Ainda que 0s mecanismos
envolvidos na indugdo de mRNA alvos por miRNAs néo estejam bem definidos, esses
dois trabalhos indicam também a importancia da compartimentalizacdo do processo,
que parece ser realizado somente por complexos ribonucleoprotéicos montados no

nucleo das células.
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1.1.2 Ferramentas moleculares no estudo funcional de miRNAs

Quando se estuda a participacdo de um miRNA em um processo bioldgico, as
analises iniciais dizem respeito a observacao de variagfes em seus niveis em resposta ao
estimulo avaliado. Nesses casos sdo muito empregadas técnicas de identificacdo e
quantificacdo relativas ou absolutas como PCR quantitativa em tempo real com
transcricdo reversa (RT-qPCR) para analises individuais, ensaios de microarranjos
otimizados para quantificacdo de miRNA ou sequenciamentos em larga escala (NGS,
miRNA-seq), que permitem a quantificacdo simultanea dos niveis de um numero
enorme de miRNAs (Pimentel et al., 2014). No entanto, ainda que essas analises
mostrem o efeito do fendmeno estudado sobre os niveis de um ou varios miRNAS e isso
possa indicar indiretamente uma possivel participacdo dessas moléculas na regulacédo do
processo sendo estudado, somente a sua caracterizacdo funcional fornece pistas mais
diretas do efeito de miRNA sobre o sistema e sua rede de regulacéo.

Dentre as principais metodologias no estudo funcional de miRNAs estéo as que
envolvem modulagdes em seus niveis na célula ou organismo em ensaios de ganho ou
de perda de funcdo. Os ensaios de ganho de funcéo sdo feitos com 0 aumento nos niveis
de um miRNA por meio da adicdo de mimicos sintéticos do miRNA maduro ou
transfeccao de pre-miRNAS sintéticos, que apos processados pela maquinaria da prépria
célula geram moléculas do miRNA, aumentando o namero de copias disponiveis. A
ideia € que com a expressdo ectdpica e consequente maior disponibilidade do miRNA
estudado os efeitos causados por sua regulagdo ocorrerdo com maior intensidade, sendo
mais faceis de serem observados. Além disso, os fenotipos observados estardo
ocorrendo unicamente em resposta as alteracdes nos niveis daquele miRNA, reduzindo
a interferéncia da participacdo de outras moléculas (Zhang et al., 2013; Svobod, 2015).
Ainda que bastante presente na literatura e fornecendo resultados importantes, alguns
estudos tém mostrado a possibilidade de ocorréncia de efeitos inespecificos em resposta
a transfeccdo em concentracdes muito altas e atividade indesejada da fita passageira,
que diferentemente do dimero endégeno normalmente se trata de uma fita com
complementariedade perfeita a fita principal, apontando a importancia de realizacdo de
testes preliminares e uso de controles apropriados para validacdo do método no sistema
estudado (Jin et al., 2015; Sgkilde et al., 2015).

Para ensaios de perda de fungcdo duas metodologias bastante usadas s&o

inibidores de miRNA e esponjas de miRNA. Agindo por mecanismos distintos essas
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metodologias sdo aplicadas com o objetivo de suprimir a disponibilidade de um miRNA
estudado para avaliar os efeitos decorrentes da auséncia da inibicdo exercida por ele
sobre seus alvos (Zhang et al., 2013; Svobod, 2015). Inibidores de miRNA, também
conhecidos como antimiR sdo oligonucleotideos sintéticos cuja sequéncia €
complementar a molécula do miRNA maduro, se ligando a ele e blogueando sua
capacidade de incorporacdo no miRISC e ligacdo com seus mRNAs alvo. ModificagOes
quimicas das mais diversas sdo realizadas nos nucleotideos para alterar as propriedades
do antimiR, podendo conferir maior especificidade na ligacdo ao miRNA, estabilidade
do dimero formado e capacidade de silenciamento e menor suscetibilidade do inibidor a
degradacdo por nucleases celulares. Dentre as modificagdes mais frequentes estdo a
adigdo de grupamentos 2’-O-metil, conjugacdo com colesterol (antagomiRs) e os LNA
(do inglés locked nucleic acids) (Stenvang et al., 2012). Ja as esponjas de miRNA sao
transcritos sintéticos contendo varias copias da sequéncia alvo da seed de um ou varios
miRNAs. Sua funcdo principal é a de sequestrar moléculas do miRNA para diminuir
sua disponibilidade e consequentemente seus efeitos na célula (Ebert et al., 2007). Uma
das desvantagens dos ensaios de perda de funcdo é a possibilidade de obtencdo de
resultados falso-negativos, uma vez que a ocorréncia da regulacdo de um mesmo
mensageiro alvo por diferentes miRNAs pode compensar a perda de apenas um deles.

Outro método para estudo do papel funcional de um microRNA in vivo é a
geracdo de organismos geneticamente modificados apresentando delecdes do gene do
miRNA sob estudo. A geracdo de camundongos com delecdo do gene Mirl55HG (miR-
155 host gene) por Rodriguez et al. (2007), por exemplo, permitiu a identificagdo da
importancia desse miRNA na funcdo de diversas células do sistema imune. Outra
abordagem interesssante da utilizacdo de camundongos geneticamente modificados no
estudo funcional de miR-155 foi a geracdo de animais modificados para expressarem
um transgene contendo a sequéncia de uma proteina reporter e sequéncias alvo de miR-
155 em um mesmo transcrito (Phiwpan et al., 2015). Dessa forma, os niveis da proteina
reporter serdo regulados pela acdo direta de miR-155 enddgeno, servindo de sensor para
medicdo da acdo do miRNA em tempo real in vivo em diferentes tecidos e tipos
celulares.

A possibilidade de verificar de maneira direta o efeito de um miRNA sobre um
alvo é de grande importancia, uma vez que apenas a quantificacdo dos niveis do miRNA

néo reflete diretamente sua capacidade de agdo, que pode ser influenciada por diversos
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fatores como taxa de incorporagcdo no miRISC, proporcdo miRNA: mRNA alvo, entre
outros (Shug et al., 2013).

1.1.3 microRNAs e a regulacéo da resposta imune

A regulacdo por miRNAs se estende por praticamente todos 0S processos
bioldgicos, como j& esperado quando consideradas as estimativas de quantidades de
transcritos alvo em mamiferos. Dentre esses processos estd a manutencdo da
homeostasia e desenvolvimento do sistema imune, com inumeros trabalhos
demonstrando que miRNAs podem modular varios aspectos da resposta imune tais
como diferenciagdo de células imunitérias e expressdo de citocinas, sendo cruciais tanto
na imunidade inata quanto na imunidade adaptativa (revisado por Bi et al., 2009; Lu &
Liston, 2009; Alam & O’Neill, 2011). A Figura 2 apresenta um levantamento da
participacdo de varios miRNAs no processo de desenvolvimento e ativacdo dos

componentes da resposta imune inata e adaptativa
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Figura 2. Participacdo de miRNAs no desenvolvimento e ativacdo de componentes do
sistema imune. HSC: célula tronco hemocitotopoética; CLP: células linfoides progenitoras;
CMP: células miel6des progenitoras; GMP: Progenitor granulécito-mondcito; DN: linfocito T
duplo-negativo; DP: linfécito T duplo-positivo; M®: macrofago; DC: célula dendritica.
(Adaptado de Bi et al., 2009)
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Como exemplo pode ser citado o miR-155, inicialmente descrito como um
miRNA oncogénico por sua participacdo na inducdo policlonal e estabelecimento de
diferentes classes de linfomas de células B (Eis et al., 2005; Costinean et al., 2006).
Rodriguez et al. (2007) puderam observar a importancia desse miRNA na regulacédo de
inimeros aspectos do sistema imunologico apds a geracdo de camundongos portando
uma delecdo do éxon 2 do gene MIR155HG, éxon em que se encontra o pre-miR-155.
Ap6s imunizagdo com fragmento C da toxina tetdnica (TetC) linfocitos B de
camundongos deficientes em miR-155 produziram menores quantidade de
imunoglobulinas, enquanto linfocitos T ndo foram capazes de liberar quantidades
suficientes de interleucina-2 ¢ interferon y. Além disso, foram observadas interferéncia
na capacidade de apresentacdo de antigenos por células dendriticas e alteracdes no
padrdo de producéo de citocinas por células Th2.

Outro evento importante regulado por miRNAs € a polarizacdo na ativacao de
macrofagos. Banerjee et al. (2013b) mostraram o papel do miRNA let-7c em promover
uma polarizacdo do fendtipo de ativagdo alternativa M2, caracterizado por uma
resposta mais voltada ao controle da inflamacdo, com menor atividade fungicida e
maior producdo de citocinas anti-inflamatorias, em detrimento do padrdo de ativacdo
classico M1. Outros miRNAs também foram identificados como tendo participacéo
nesse processo de polarizacdo de macrdfagos (Graff et al., 2012; Banerjee et al., 2013a).

Além do controle do desenvolvimento e funcéo de células do sistema imune para
manutencdo da homeostase, diversos estudos ja foram realizados sobre a participacao de
miRNAs na regulagdo da resposta imune a diferentes tipos de microrganismos
patogénicos, como virus, bactérias e fungos (Gtobinska et al., 2014 ; Maudet et al.,
2014; Zhou et al., 2014; Monk et al., 2010; das Gupta et al., 2014).

Tendo por base sua participacdo na resposta a patdégenos ja descrita na literatura,
especialmente nos poucos trabalhos com fungos (Monk et al., 2010; das Gupta et al.,
2014), e a modulacdo nos niveis de alvos diretamente envolvidos na sinalizacdo e
resposta inflamatdria foram escolhidos cinco miRNAs para estudo no presente trabalho:
miR-125b-5p, MiR-132-3p, miR-146a-5p, miR-155-5p e miR-455-3p. Estes miRNAs
geralmente tem seu acimulo induzido em resposta a interacdo de macrofagos com um
patdgeno, regulando diretamente elementos das vias de sinalizagdo. O principal papel
por eles exercido nesse cendrio € o de controle da resposta imune, tendo normalmente

um efeito anti-inflamatério.
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Considerando os alvos de miR-125b e miR-146a fica evidente a acdo anti-
inflamatoria desses miRNAs. miR-146a age diminuindo os niveis de IRAK1, IRAK2 e
TRAF6, importantes componentes da via de sinalizagdo de TLR (Receptores
Semelhantes a Toll), receptores chave no reconhecimento e ativacdo de resposta
inflamatdria a patdégenos (Hou et al., 2009). Citocinas pré-inflamatorias também sao
controladas por miR-146a agindo diretamente sobre seus mensageiros (interleucina-8 e
MCP-2) (Perry et al., 2008; Rom et al., 2010) ou indiretamente atraves da inibicdo de
um regulador positivo, como é o caso de IL-12p70, que é controlada por miR-146a
através da inibicdo de Notchl por esse miRNA (Bai et al., 2012).

Outra citocina pré-inflamatdria negativamente regulada por um miRNA é o
TNFa. Aumentos nos niveis de miR-125b parecem causar uma diminui¢do na tradugéo
de TNFa apos ligagdo desse miRNA em sitios na regido 3’UTR de seu mensageiro (Tili
et al., 2007). Os autores propde que altos niveis de miR-125b em macréfagos néo
ativados seja importante para prevenir a ativacdo dessas células na auséncia de uma
infeccdo microbiana.

Contrastando com miR-125b, Tili et al. (2007) também demonstraram que
aumentos nos niveis de miR-155 induzem uma maior tradu¢do de TNFa. O aumento da
traducdo estd relacionado a uma maior estabilidade do mensageiro ocasionada pela
ligacdo de efetores em sua regido 3’UTR. Ainda ndo esta elucidado, no entanto, se miR-
155 se liga diretamente a0 MRNA de TNFa ou se apenas regula um possivel efetor.
Além da inducdo de TNFo, a inibi¢do da expressdo de alguns reguladores negativos da
resposta imune como inositol polifosfato 5-fosfatase contendo o dominio SH2 1
(SHIP1) (O’Connell et al., 2009) e os supressores da sinalizagdo de citocinas 1 e 3
(SOCS1 e SOCS3) (Lu et al., 2009; Zhai et al., 2013) indicam um papel pré- e ndo anti-
inflamatdério de miR-155. Alguns outros alvos de miR-155 sdo as proteinas FADD,
IKKe e Ripk1 (Tili et al., 2007).

A acdo anti-inflamatdria de miR-132 se d& através da inibicdo das citocina pro-
inflamatorias IL-1B ¢ IL-6 por meio da regulacdo negativa direta de IRAK4, uma
molécula adaptadora na via de sinalizacdo por TLRs dependente de MyD88 (Kong et
al., 2015; Nahid et al., 2013). miR-132 também foi proposto como um importante
miRNA na resposta especifica a fungos (das Gupta et al., 2014).

A participacdo de miR-455 na resposta imune ainda néo esta bem estabelecida.
Alvos envolvidos em vias de sinalizacdo em resposta a patdgenos e controle da resposta

inflamatdria ainda ndo foram identificados. Porém, miR-455 apresentou altos niveis de
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inducdo em resposta a ativacdo de macrdofagos por LPS e por leveduras de Candida
albicans (Monk et al., 2010).

1.2 Paracoccidiodes brasiliensis

1.2.1 Paracoccidioidomicose e aspectos gerais da biologia de Paracoccidioides brasiliensis

A paracoccidioidomicose (PCM) é considerada a micose sisttémica de maior
prevaléncia na Ameérica Latina. Causada pelos fungos Paracoccidioides brasiliensis e
Paracoccidioides lutzii, sua ocorréncia é limitada ao continente americano, com uma
distribuicdo entre México e Argentina, sendo as principais areas de ocorréncia o Brasil
(com 80% dos casos reportados), Venezuela, Colémbia e Argentina (Shikanai-Yasuda
et al., 2006; Martiniez, 2015). A taxa de mortalidade por PCM no Brasil chega a 1,43
casos por milhdo de habitantes, tendo sido responsavel por mais de 50% dos casos entre
as micoses sistémicas no Brasil no periodo de 1998 a 2006 (Coutinho et al., 2002; Prado
et al.,, 2009). No mesmo periodo foram registrados 6732 casos de admissdes em
hospitais decorrentes de PCM (uma taxa de 4,3 ocorréncias por milhdo de habitantes),
representando 49% do total de entradas devido a micoses sistémicas (Coutinho et al.,
2015). No entanto, estudos precisos sobre a epidemiologia da PCM sao de dificil
realizacdo devido aos longos periodos de laténcia do fungo no organismo associado a
dificuldades de diagnostico e por ndo se tratar de uma doenca de notificacdo
compulsoria.

O primeiro relato de P. brasiliensis na literatura foi realizado por Adolpho Lutz
em 1908. Descrito como o agente etioldgico da PCM, trata-se de um fungo dimorfico
cuja transicdo morfoldgica ¢ regida por variagdes de temperatura (Patifio et al., 1984). A
temperatura ambiente (25°C), P. brasiliensis é encontrado na forma de micélio,
caracterizada por longos filamentos septados, ocorrendo a transicdo para a forma
leveduriforme em temperaturas maiores (37 °C in vitro) ou apés invasao de tecidos do
hospedeiro (Carbonell, 1969; Patifio et al., 1984). As leveduras sdo caracterizadas por
sua natureza unicelular e forma esférica que se reproduzem por brotamentos laterais, o
que gera uma estrutura semelhante a uma roda de leme, sendo essa a principal
caracteristica morfologica para identificacdo taxonémica e no diagnostico desse grupo.
Durante o periodo de transicdo sdo observadas formas intermediarias tanto na passagem
de micélio para levedura quanto de levedura para micélio (Carbonell, 1969). Porém,

como descrito por esses autores, o processo de diferenciacdo ocorre por mecanismos
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diferentes dependendo da direcéo dessa transicdo: quando da passagem de micélio para
levedura, regides interseptais da hifa aumentam e se transformam em leveduras,
enquanto na passagem de levedura para micélio surgem estruturas alongadas a partir da
levedura que posteriormente se diferenciam em hifas, ocorrendo a morte da levedura e
ndo sua transformacéo.

Pertencente a familia Ajellomycetaceae, ordem Onygenales (Untereiner et al.,
2004), o grupo Paracoccidioides é atualmente composto por duas espécies descritas: P.
brasiliensis e P. lutzii (Teixeira et al., 2009; Teixeira et al., 2014). A grande diversidade
entre os varios isolados de P. brasiliensis em diversos aspectos como morfologia de
coldnias in vitro, leveduras e conidios (Kurokawa et al., 2005; Theodoro et al., 2012),
distribuicdo geografica (Theodoro et al., 2012; Richini-Pereira et al., 2009) e niveis de
viruléncia (Kashino et al., 1985; Kurokawa et al., 2005) mostra tratar-se de um grupo
ndo homogéneo. A classificacdo taxondmica em fungos tradicionalmente leva em
consideracao a avaliagdo dos estagios de reproducdo sexuada, o que tém sido uma das
dificuldades na classificacdo de Paracoccidioides, uma vez que estruturas sexuais e
mesmo a ocorréncia desta forma de reproducéo ainda ndo foram definidas nesse grupo.
Dessa forma, os estudos de taxonomia em Paracoccidioides tém sido embasados em
analises moleculares de filogenia e genética de populagdes levando em consideracdo
também aspectos morfolégicos e distribuicdo geografica dos isolados. Partindo de
analises de similaridade entre sequéncias do DNA codificador do RNA ribossémico 26S
e a presenca de polimorfismos de nucleotideo Unico (SNP) em conjunto com dados de
distribuicdo geografica foi proposta a existéncia de pelo menos trés espécies cripticas
dentro do complexo P. brasiliensis: S1, PS2 e PS3 (Matute et al., 2006; Theodoro et al.,
2012).

E importante ressaltar, no entanto, que a existéncia de reproducdo sexuada em
Paracoccidioides tem sido proposta a partir de analises moleculares onde foi observada
a presenca de genes relacionados a acasalamento, como o locus MAT, com diversos
desses genes apresentando maiores niveis de acimulo durante a forma filamentosa
(Torres et al., 2010; Desjardins et al., 2011; Teixeira et al., 2013), bem como indicios
da ocorréncia de recombinagfes génicas entre as espécies cripticas (Matute et al., 2006).

A distribuicdo de P. brasiliensis na natureza e suas interagfes com demais
fatores bioticos e abioticos ainda ndo esta completamente definida. Durante seu ciclo de
vida, este fungo apresenta uma fase saprofitica, sendo encontrado majoritariamente na

forma de micélio no solo (Restrepo et al., 2001; Bagagli et al., 2008). O efeito de
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algumas qualidades fisicas dos solos sobre a capacidade de crescimento de P.
brasiliensis tem sido estudado por alguns grupos para delimitagbes dos nichos
ecoldgicos (conjunto de fatores bidticos e abidticos que supram as necessidades de um
organismo, conferindo a ele vantagens competitivas) ocupados por P. brasiliensis,
porém muito ainda precisa ser avaliado (Restrepo et al., 2001; Bagagli et al., 2008).
Textura do solo (argiloso ou arenoso), grau de humidade e presenca de alguns
elementos quimicos sdo alguns dos fatores ja estudados, tendo sido observado um efeito
negativo sobre o crescimento de P. brasiliensis em situacdes de baixa humidade e
presenca de grandes quantidades de aluminio (Tercarioli et al., 2007).

Em resposta a condi¢cbes ambientais desfavoraveis P. brasiliensis pode produzir
e liberar conidios como forma de dispersdo. Ao serem inalados pelo hospedeiro e
atingirem os pulmdes, esses conidios (ou fragmentos de hifas) podem sofrem uma
transicdo para a forma leveduriforme, levando ao estabelecimento da infeccdo e
iniciando outra fase em seu ciclo de vida, ainda que a passagem por um hospedeiro ndo
seja uma etapa obrigatdria em seu desenvolvimento (revisado por Bagagli et al., 2008).
Além de humanos, alguns mamiferos selvagens ja foram descritos como hospedeiros de
P. brasiliensis, sendo exemplos: Cavia aperea (porquinho da india), Sphiggurus
spinosus (porco- espinho), Gallictis vittata (furdo), Procyon cancrivoros (guaxinim) e
diferentes espécies de tatus (Dasypus spp) (revisado por Bagagli et al., 2008). A
ocorréncia de PCM em cées também ja foi confirmada (Ricci et al., 2004; de Farias et
al., 2011).

1.2.2 Interacao patdgeno-hospedeiro no desenvolvimento da PCM

A PCM pode apresentar diferentes formas de manifestacdo clinica, indo desde
uma infeccdo assintomatica conhecida como paracoccidioidomicose-infeccdo e
identificada por uma resposta imune celular a antigenos do patégeno em individuos
sadios apds contato com o fungo, a manifestacdes sintomaticas na forma aguda ou
crbnica da doenca (Bocca et al., 2013; Martinez, 2015). A forma aguda (juvenil)
manifesta-se em criangas e jovens adultos, atingindo igualmente ambos 0s sexos.
Representa uma forma mais grave da doenca, podendo ser encontradas lesGes na pele e
mucosas, acometendo o trato gastrico em aproximadamente 50% dos casos, além de
sintomas como febre, perda de peso, anemia e aumento de linfonodos, sendo a forma
com o maior indice de mortalidade. Quanto a fase cronica (adulta), hd& uma maior

incidéncia entre homens e individuos com idade entre 30 e 60 anos, possivelmente
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estando associada ao grande periodo de laténcia do fungo, e € a forma de PCM mais
comum (chegando a representar até 90% dos casos). Nessa forma também hé a
ocorréncia de lesbes mucocuténeas e distribuicao restrita a alguns 6rgéos, como pulmao.
(Shikanai-Yasuda et al., 2006; Bocca et al., 2013)

A contaminacgdo por P. brasiliensis ocorre por meio da inalacdo de propagulos
presentes em aerossois provenientes de solo contaminado em &reas endémicas,
normalmente relacionadas a atividades agricolas (Restrepo et al., 2001; Bagagli et al.,
2008). Esses propagulos, ou conidios, se instalam entdo nos pulmdes, onde comegam o
processo de transicdo para a forma infecciosa de levedura. A presenca desse patdgeno
aciona as primeiras etapas da resposta imune por parte do hospedeiro, constituida
principalmente pela ativacdo de mondcitos/neutrofilos com grande liberagdo de
citocinas e presenca de leucdcitos polimorfonucleares (PMN) (Mcewen et al.,1987;
Lopera et al., 2011; Restrepo et al.,, 2015 ). A partir desse contato inicial, o
desenvolvimento de PCM e a definicdo da manifestacdo clinica apresentada e gravidade
da infeccdo serdo determinados pelo balanco entre a viruléncia do isolado e a
capacidade do organismo de responder a ele e controlar a infeccgéo.

Viruléncia em P. brasiliensis. Uma das caracteristicas com bastante variacdo
entre diferentes isolados é o grau de viruléncia apresentado pelas leveduras de P.
brasiliensis. Quantificacdo de unidades formadoras de col6nia apds infeccdo in vitro e
in vivo, ensaios de fagocitose e curvas de sobrevivéncia sdo alguns dos ensaios ja
realizados com diferentes isolados, tanto isolados clinicos classicos ou novos e isolados
de animais selvagens, que permitiram sua classificagdo em um espectro de viruléncia
contendo membros com viruléncia alta, intermediaria, baixa ou mesmo avirulentos
(Kashino et al., 1985; Kurokawa et al., 2005; Herbeler-Barbosa et al., 2003).

Os mecanismos a base dessa variabilidade ainda ndo foram elucidados, sendo
essa possivelmente uma tarefa bastante complexa, dado o carater multifatorial e
dindmico do estabelecimento da viruléncia em patégenos. O contexto genético e
interacdes ambientais podem ter um importante papel na selecdo de fatores de
viruléncia. Como exemplos de atributos de viruléncia em P. brasiliensis podem ser
citados a capacidade de crescimento a 37°C, producdo de melanina, que quando
presente exerce um efeito protetor diminuindo a internalizacdo por fagocitos e
aumentando a resisténcia a sua capacidade fungicida (da Silva et al., 2006; da Silva et
al., 2009), reprogramacédo de seu transcritoma e proteoma como um mecanismo de

adaptacéo aos diversos nichos do hospedeiro e/ou do ambiente (revisado por Tavares et
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al., 2015), e a modulag¢do de componentes da parede celular, como a presenga de a-1,3-
glucana restrita a fase leveduriforme e sua relacdo com atenuacéo da viruléncia quando
h& uma menor produgdo desse componete (Kanetsuna & Carbonell, 1969; San-Blas &
San-Blas, 1977).

Resposta do hospedeiro a P. brasiliensis. Se opondo as propriedades de
viruléncia do patdgeno esté a capacidade do organismo de montar uma resposta imune
apropriada para contencdo do microrganismo invasor, e é o balanco entre esses dois
pontos que ira definir a resultante da interacdo patdgeno-hospedeiro. O estabelecimento
de modelos animais para estudo da PCM e da resposta imune a seu agente etiologico
mostrou a existéncia de diferentes padrdes de suscetibilidade entre nove linhagens de
camundongos, que pelo padrdo da resposta apresentada puderam ser divididos em
quatro grupos: muito resistente (A/Sn); resistente (C3H/He); resisténcia intermediaria
(Balb/C, CBA, C57BI/10, C3HeB/Fe) e suscetivel (B10D2/nSn, B10.A, B10D2/0Sn)
(Calich et al., 1985). Os autores observaram também que as comparacdes entre animais
de linhagens de diferentes contextos genéticos indicavam uma relacdo entre fatores
genéticos e padrdo de resposta. Dessa forma, animais da linhagem resistente A/Sn e
suscetivel B10.A foram utilizados para estudos de heranca génica que permitiram
apontar o papel de um Unico gene autossémico, nomeado Pbr, no estabelecimento da
resisténcia determinada geneticamente, porém a caracterizacdo desse gene e estudos
mais aprofundados ainda sdo necessarios (Calich et al., 1987).

Além da determinacdo genética, o estado de salde e associacdo com outros
fatores de risco, como tabagismo e alcoolismo (dos Santos et al., 2003), também podem
influenciar na montagem de uma resposta imune protetora e no desenvolvimento da
PCM.

1.2.3 Modelos experimentais de resisténcia e suscetibilidade 8 PCM

A definicdo de modelos experimentais de PCM é muito importante no estudo
dessa doenca por permitir a caracterizacdo de padrdes de resposta e determinacdo dos
mecanismos por eles responsaveis. Esses modelos sdo muito importantes
principalmente no estudo da montagem inicial da resposta imunoldgica, uma vez que
devido aos longos periodos de incubacdo e ocorréncia de fases iniciais assintomaticas
em humanos os casos de PCM sdo normalmente diagnosticados e acompanhados em
estagios ja mais avancados da interacdo. A partir da classificagdo de linhagens de

camundongo em quatro diferentes graus de resisténcia a P. brasiliensis por Calich et al.
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(1985) diversos trabalhos tém sido realizados para uma melhor caracterizacdo das bases
moleculares responsaveis por essas respostas empregando-se as linhagens A/Sn e
B10.A, modelos de resisténcia e suscetibilidade, respectivamente.

Em resposta a infeccdo por P. brasiliensis camundongos A/Sn apresentaram
maior sobrevivéncia, com menor ocorréncia de granulomas em diferentes Orgaos,
recuperacdo de leveduras viaveis restrita aos pulmdes e alta resposta imune celular
(hipersensibilidade do tipo tardio positiva). Por outro lado, camundongos suscetiveis
apresentaram uma resposta oposta, com menor sobrevivéncia, maior disseminacdo de
leveduras e presenca de granulomas em diversos 6rgaos, incluindo desenvolvimento de
lesGes cutaneas e anergia na resposta de hipersensibilidade do tipo tardia (Calich et al.,
1985; Cano et al., 1995).

Um dos componentes chave na resposta imune inata a patdgenos, macréfagos
exercem importante papel no controle da infeccdo por P. brasiliensis. Como
demonstrado por Kashino et al. (1995) em camundongos A/Sn e B10.D2/0Sn e por Kerr
et al. (1983) em ratos, o blogueio da atividade de macréfagos por elementos como
carbono coloidal e silica resulta no desenvolvimento de formas mais severas de PCM,
com diminuicdo da sobrevivéncia e maior numero e disseminacdo de lesdes nas duas
linhagens. Em condi¢gdes normais um resultado a principio contraditério pode ser
observado: nos primeiros estagios da infeccdo um maior nimero de leveduras viaveis
pode ser recuperado de pulm@es de camundongos resistentes em comparacdo a
linhagem suscetivel, o que indica uma menor capacidade de contencdo da infec¢do por
parte dos macrofagos de camundongos resistentes (Pina et al., 2008; Cano et al., 1995).
Através de uma caracterizacdo mais aprofundada do padrdo da resposta formada por
macrofagos desses modelos Feriotti et al. (2013) demonstraram que macrofagos
peritoneais da linhagem suscetivel apresentaram uma polarizacdo em direcdo ao
fendtipo de ativacdo classica M1, com maior capacidade fagocitica e fungicida, alta
producdo de o&xido nitrico, citocinas pro-inflamatérias (como interleucina-12) e
expressao de genes marcadores caracteristicos. Ja os macréfagos da linhagem resistente
apresentaram uma polarizagdo em direcdo ao fendtipo de ativacdo alternativa M2,
caracterizado por uma resposta mais voltada ao controle da inflamag&o, com menor
atividade fungicida e maior producao de citocinas anti-inflamatérias (como interleucina-
10) (Feriotti et al., 2013; Sousa-Silva et al., 2015). Um dos fatores responsaveis por
essa polarizacdo de ativacgdo distinta entre as duas linhagens pode ser a participacéo de

diferentes receptores de membrana no reconhecimento do fungo e ativagéo da resposta
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inflamatdria. Enquanto macréfagos de camundongos suscetiveis apresentam maior
expressdo dos receptores TLR2, TLR4 e CD11, em macrdfagos de camundongos
resistentes hd uma maior expressao de dectina-1 (Feriotti et al., 2013; Sousa-Silva et al.,
2015). Ferreira et al.. (2007) mostraram um efeito mais significativo da ativacdo por
TLR2 em resposta a P. brasiliensis em células dendriticas de B10.a do que o observado
para A/J, sugerindo a participagdo de TLR2 no estabelecimento da suscetibilidade a
PCM.

Essa aparente contradicdo observada nos padrdes de ativacdo de macrofagos nos
primeiros estagios da resposta a P. brasiliensis, no entanto, pode ser um ponto chave na
definicdo do grau de severidade da PCM. O alto grau de ativacdo e produgdo de
citocinas pro-inflamatérias em camundongos suscetiveis gera uma cascata geral de
ativacdo, levando a grandes niveis de producdo de 6xido nitrico que por sua vez
acabariam por prejudicar o desenvolvimento de linfécitos T CD4", causando anergia ou
deplecdo dessas células. A incapacidade de montar uma resposta imune adaptativa
celular satisfatoria, por sua vez, seria responsavel pela menor capacidade de controle da
infeccdo em estagios mais tardios, ocorrendo a disseminacdo do fungo para outros
orgaos e desenvolvimento da forma progressiva da doenca nessa linhagem. Ja a resposta
inicial menos pronunciada apresentada em animais resistentes permitiria um
desenvolvimento apropriado de linfocitos T CD4" e CD8", com controle do crescimento
fangico e limitacdo de sua disseminacdo, conferindo o carater remissivo da PCM nesse

modelo (revisado por Calich et al., 2008).

A prevaléncia da PCM na América do Sul e sua classificagdo como doenca
tropical negligenciada tornam de crucial importancia um abrangente entendimento da
resposta imune do hospedeiro a P. brasiliensis, seu agente etiolégico. Dado o interesse
de nosso grupo no estudo da regulacdo da resposta a fungos, com énfase em P.
brasiliensis, varios estudos sobre a reprogramacao transcritbmica de células fagociticas
estimuladas por esse fungo vém sendo realizados. Assim, buscamos abordar neste
trabalho um novo aspecto do estudo da regulacdo da resposta imune a P. brasiliensis: a
analise do papel de uma classe de moléculas regulatorias descritas como cruciais no
ajuste fino de inimeros processos biologicos, dentre eles o desenvolvimento e ativacdo
de celulas do sistema imune, os miRNAs. Embora vérios trabalhos venham mostrando a

importancia dessas moléculas na regulacdo da resposta imune de hospedeiros mamiferos
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a bacterias e virus, pouco se sabe a respeito do papel desses reguladores em infeccdes

fangicas.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Caracterizar a participacdo de microRNAs de macréfagos murinos na resposta

imune inata & infeccdo por leveduras do fungo Paracoccidioides brasiliensis.

2.2 Objetivos especificos

e Avaliar o acimulo diferencial de miRNAs de macrdfagos primarios em resposta
a infecgdo por leveduras de P. brasiliensis em linhagens murinas suscetiveis e
resisténtes a PCM;

e Analisar o efeito da interagdo com leveduras de P. brasiliensis sobre diferentes
etapas no processo de biogénese e processamento de miR-155 e sobre alguns
transcritos alvo desse miRNA,;

e Determinar o papel de receptores de membrana de macréfagos no acimulo
diferencial de miR-155-5p em resposta a leveduras de P. brasiliensis;

e Estabelecer modelo de silenciamento de miRNAs em macr6fagos primarios
através de transfeccdo de inibidores visando aplicacdo em estudos do papel

funcional de miRNAs na regulacao da resposta imune inata a P. brasiliensis
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Linhagens celulares e manutencao
3.1.1 Animais

Camundongos das linhagens B10.A e A/J foram escolhidos, respectivamente,
como modelos de suscetibilidade e resisténcia & PCM, de acordo com a literatura
(Calich et al., 1985). A linhagem C57BL/6 foi utilizada na caracterizacdo de vias de
sinalizacdo relacionadas ao acumulo de miR-155-5p por ser o contexto genético dos
camundongos nocaute disponiveis, enquanto camundongos Balb/c foram usados nos
ensaios de transfeccdo de inibidores de miRNA. Os animais foram mantidos nas
instalacGes do biotério do Instituto de Biologia e utilizados sempre entre oito e doze
semanas de idade.

Todos os procedimentos envolvendo animais foram realizados de acordo com as
diretrizes do Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal (CONCEA) e
avaliados e aprovados pela Comissdo de Etica no Uso Animal (CEUA) do Instituto de
Ciéncias Bioldgicas da Universidade de Brasilia (Proc. UnBDoc 52657/2011).

3.1.2 Obtencao de macrdfagos primarios

Macrdéfagos peritoneais. A atracdo de macrdéfagos para a regido abdominal foi
realizada injetando-se em cada animal 4 mL de Tioglicolato (Sigma-Aldrich) 3% estéril
i.p em camundongos A/J e B10.A. Apds quatro dias foi realizada a eutanasia dos
animais em camara de CO, e os macréfagos recuperados por meio de lavagem
peritoneal pela injecdo de 10 mL de meio RPMI 1640 gelado, centrifugados (300 x g/ 8
min/4°C) e ressuspendidos em RPMI para contagem do numero de células em camara
de Neubauer, na presenca de corante vital Azul de Tripano. Foram inoculadas 7,5 x 10°
(A/J) ou 9 x 10° (B10.A) células por garrafa de cultura de células de 75 cm? em meio
RPMI 1640 suplementado com 2% Soro Fetal Bovino (SFB) inativado por calor (56°C,
30 min). As células foram incubadas por uma noite em incubadora de CO, (37° C, 5%
CO,) para aderéncia dos macrofagos, apos a qual foram adicionados 12 mL de RPMI +

SFB 2% novo e realizados os ensaios de interagéo.

Macrdéfagos derivados de medula dssea. Fémures e tibias foram recuperados
de camundongos C57BL/6 ou Balb/c e a medula dssea retirada por meio de lavagem

dos ossos com RPMI 1640 em ambiente estéril. Os ossos foram cortados ao meio e,
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com uma agulha de 0,45x13 mm inserida no canal medular, 4 mL ou 3 mL (fémur e
tibia, respectivamente) de meio RPMI 1640 foram utilizados para lavar cada metade em
tubos falcon de 50 mL. O lavado foi entdo centrifugado (300 x g/8 min/4°C) e as células
posteriormente tratadas com 1 mL de solu¢do de hemdlise (Sigma- Aldrich) por um
minuto, sendo adicionados ao final desse tempo 20 mL de meio de cultura. Procedeu-se
nova centrifugacdo e ressuspensdo das células para contagem em camara de Neubauer
com corante vital Azul de Tripano. Em placas de Petri contendo 10 mL de meio de
diferenciacdo [RPMI suplementado com SFB 20% e meio condicionado de cultura de
fibroblastos L929 (ATCC CCL-1) 30%)] foram adicionadas 2 x 10° células por placa. No
quarto dia as placas foram suplementadas com mais 10 mL de meio de diferenciacéo.
No sétimo dia 0 meio de cultura foi removido e as placas lavadas com tampdo fostato
(PBS) estéril. Para ressuspender os macréfagos diferenciados aderidos a placa de Petri,
a cultura de cada placa foi tratada com 4 mL do reagente TrypLE® Express (Gibco) e
mantidas em incubadora de CO, (37° C, 5% CO,) por 20 minutos. Apos esse periodo o
reagente foi recuperado e centrifugado (300 x g/8 min /4°C). Os macrofagos
sedimentados foram ressuspendidos e contados em camara de Neubauer. Uma
suspensdo de 2 x 10° células por poco foi inoculada em placas de cultura de seis pogos
contendo 2 mL de meio de manutencdo (RPMI suplementado com SFB 10% e meio
condicionado de cultura de fibroblastos L929 5%) e mantidas em incubadora de CO,
(37° C, 5% CO,) por uma noite para aderéncia dos macréfagos. No dia seguinte foram

realizados os ensaios de infeccao.

3.1.3 Paracoccidioides brasiliensis

Leveduras do isolado virulento Pb18 de P. brasiliensis foram mantidas em meio
Fava-Netto solido (protease peptona 0,3%, peptona 1%, extrato de carne 0,5%, NaCl
0,5%, extrato de levedura 0,5%, D-glicose 4% e agar 1,8%. pH 7,2 ) em estufa
bacterioldgica aquecida a 37°C, sendo realizados repiques semanais durante todo o
periodo de duracao do projeto.

Devido a grande formacdo de grumos no cultivo liquido de células de levedura
do isolado Pb18, previamente aos ensaios de interacdo com macrofagos peritoneais, era
necessario um protocolo para desagregar as células, conforme descrito a seguir. Células
de Pb18 foram inoculadas em erlenmeyer contendo 200 mL de meio YPD (extrato de
levedura 1%, peptona 2%, dextrose 2%. pH 7,2) e crescidas por cinco dias a 37°C sob

agitacdo (150 rpm). Apos esse periodo, o erlenmeyer foi mantido na bancada por 10 a
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15 minutos para sedimentacdo dos grumos maiores e com 0 uso de uma pipeta
soroldgica, 150 mL da cultura foram recuperados. Trés ciclos de centrifugacdo (4500
rpm/ 5 min/ t.a.) e lavagem com PBS estéril foram entdo realizados para remoc¢do do
meio YPD, sendo realizada ao final a contagem das leveduras em camara de Neubauer e
inoculacdo das mesmas nas garrafas contendo macréfagos. Para os ensaios de interacao
com macrofagos diferenciados de medula as leveduras de Pb18 foram cultivadas em
tubos de Fava-Netto sélido por quatro dias. Partes da cultura foram entdo recuperadas
utilizando-se alcas de platina para transferéncia de partes da cultura solida para tubos
contendo 8 mL de PBS estéril e pérolas de vidro. A suspensdo de células passava por
dois ciclos de 15 segundos de agitacdo em vortex para separacdo de grumos. Apos
decantagdo dos grumos de grande tamanho, a cultura foi entdo recuperada e
centrifugada (4500 rpm/ 5 min/ t.a.), seguindo-se a contagem das leveduras em camara

de Neubauer e inoculagéo de 10° células nos pocos contendo 2 x 10° macréfagos.

3.2 Ensaios de interacdo patégeno — hospedeiro

Todos os ensaios de infec¢cdo in vitro de macrofagos foram realizados por um
periodo de seis horas de interagdo com leveduras de Pb18 vivas em uma proporcao
macrofago:levedura de 2:1. Durante esse periodo as placas foram mantidas em
incubadora de CO, (37° C, 5% CO,). Pogos contendo macréfagos ndo infectados (sem a
presenca de P. brasiliensis), porém submetidos aos mesmos procedimentos e condi¢bes

experimentais, foram utilizados como grupo controle.

3.3 Verificacdo dos niveis de citocinas

Ao fim do periodo de interacdo macréfago x levedura, os sobrenadantes das
coculturas foram recuperados, centrifugados (4500 rpm/ 5 min/ t.a.) para remocdo das
células presentes, transferidos para tubos eppendorf de 2 mL e mantidos a -20°C para
posterior analise dos niveis de citocinas secretadas pelos macrofagos em resposta as
leveduras de Pb18. A quantificacdo das citocinas foi realizada pelo método de ELISA
com o kit Ready-SET-Go!® (eBioscience). Em placas de 96 pocos com fundo chato
foram colocados em cada poc¢o 50 pL da solucdo do anticorpo de captura diluido em
PBS nas concentracGes especificadas para o fabricante para cada anticorpo especifico.
As placas foram entdo cobertas e incubadas a 4°C durante a noite, sendo 0S pogos

posteriormente lavados trés vezes com 100 pL de solucdo de lavagem (PBS 1X +
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Tween 0,05%) e entdo tratados com 50 uL de solucdo de bloqueio (PBS 1X + BSA 1%)
por uma hora. Apds mais trés ciclos de lavagem foi montada a curva padrdo de
referéncia por meio de dilui¢do seriada da proteina recombinante padrdo (standard) de
cada citocina em solucéo de blogueio, sendo feitos sete pontos com um fator de diluicdo
de 2 vezes e um volume final de 50 pL por poco. As amostras de sobrenadante a serem
analisadas foram adicionadas em triplicatas de 50 pL nos demais pocos e a placa
incubada novamente a 4°C por uma noite. No terceiro dia, ap6s mais trés ciclos de
lavagem, foram acrescentados 50 pL da solucdo do anticorpo de deteccdo seguindo-se
uma incubacdo de uma hora a temperatura ambiente, trés ciclos de lavagem, adicdo de
50 pL da solugéo de streptavidina em todos 0s pocos e mais 30 minutos de incubagdo a
temperatura ambiente protegida da luz. A placa foi lavada novamente, 50 pL da solugéo
de substrato adicionados em cada poc¢o seguido de incubacdo de 15 a 30 minutos sob
protecdo da luz. Apds o periodo de reacdo da streptavidina com o substrato foram
acrescentados 25 pL da solugdo de parada da reacdo e os resultados obtidos por leitura
de absorbancia a 450 nm em leitor de ELISA.

3.4 Analise dos niveis de acamulo diferencial de transcritos murinos por
Transcricdo Reversa seguida de PCR em tempo real (RT-qPCR)

Extracio de RNA: As extracdes de RNA foram realizadas com o kit mirVana™
miRNA Isolation Kit (Ambion), conforme recomendaces do fabricante. Trata-se de um
sistema de extracdo organica seguida de imobilizacdo do RNA em filtros de fibra de
vidro, permitindo a separacdo do RNA em duas fracbes: RNA total depletado de
pequenos RNAs e uma fracdo enriquecida com pequenos RNAs (tamanho <200
nucleotideos). Apds a recuperacdo dos sobrenadantes para analise de citocinas, as placas
foram lavadas com PBS para remoc¢do de células ndo-aderidas. Em seguida, foi
adicionado o tampao de lise do kit diretamente na placa contendo as células, seguindo-
se exatamente como recomendado pelo protocolo do fabricante. A qualidade e
integridade do RNA extraido foi verificada por eletroforese em gel de agarose 1% (para
as fracbes de RNA total) e quantificacdo em espectrofotdmetro (NanoPhotometer®,
modelo P330; Implen), avaliando a absor¢do em 260 nm para quantificacdo do RNA e a
razdo entre as leituras Aoeo/Aggp para andlise do grau de pureza da amostra. A
integridade das fracbes enriquecidas com pequenos RNAs foi considerada
indiretamente, de acordo com a qualidade de suas fragdes de RNA total

correspondentes.
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Tratamento com DNase: Para evitar a interferéncia causada pela presenca de
DNA gendmico nas amostras de RNA durante a analise de acimulo de transcrito por
RT-gPCR, as amostras de RNA total depletado de pequenos RNAs foram submetidas a
tratamento com RQ1 DNase® (Promega). Brevemente, as amostras foram tratadas com
1 U de DNase | para cada micrograma de RNA por trinta minutos a 37°C, seguindo-se a
adicéo de solugéo de parada (EGTA 2 mM) e incubagédo a 65°C por dez minutos para
inativacdo da reacdo. O RNA foi entdo recuperado por meio de precipitagdo padrdo com
acetato de sddio (0,3 M) e etanol (2,5V) (Sambrook & Russel, 2001), sendo o pellet
final ressuspendido em &agua livre de RNases. Novamente, a qualidade e integridade do
RNA recuperado foram avaliadas por eletroforese em gel de agarose 1% e quantificagdo
por leitura da absorc¢do na regido do ultra-violeta (nanofotdmetro).

Sintese da primeira fita de DNA complementar (cDNA): A sintese de cDNA
a partir de mRNAs presentes nas fracfes de RNA total depletado de pequenos RNAs
tratadas com DNase | foi realizada por meio do kit High-Capacity cDNA Reverse
Transcription® (Applied Biosystems). Foi utilizado como molde 1 pg de RNA em
reacOes de 20 pL contendo 2 pL de tampdo da transcriptase reversa (10X), dNTPs 4
mM, 2 uL de iniciadores de sequéncias aleatorias (Random Primers) (10X) e 50 U da
enzima transcriptase reversa MultiScribe™. A reagdo de sintese do cDNA ocorreu sob
as seguintes condigbes: 25°C por 10 minutos, 37°C por 120 minutos e aquecimento a
85°C por 5 minutos para inativacdo térmica da enzima.

Para a sintese de cDNA a partir de miRNAs presentes nas fracdes de RNA
enriquecido com RNAs de pequeno tamanho foi utilizado o kit de transcri¢do reversa
TagMan® MicroRNA Reverse Transcription (Invitrogen), que utiliza o sistema de
quantificacdo haste-alca (stem-loop). Essa metodologia possibilita a sintese da primeira
fita de cDNA a partir de moléculas tdo pequenas quanto miRNAs por utilizar um
sistema de iniciadores acoplados a adaptadores com uma estrutura secundaria em forma
de grampo de cabelo, 0 que aumenta a estabilidade e o comprimento final da fita de
cDNA e confere maior especificidade na amplificacdo por PCR, também tornando
desnecessario o tratamento das amostras de RNA com DNase | (Figura 3). A sintese do
cDNA especifico para cada miRNA foi realizada em tubos eppendorf independentes
utilizando-se 10 ng de RNA como molde em reacbes de 15 pL contendo 1,5 pL de
tampé&o da transcriptase reversa (10X), mistura de dNTPs 1 mM, 3 pL de iniciadores
TagMan® (5X), 3,8 U de inibidor de RNase e 50 U da enzima transcriptase reversa

MultiScribe™. A reagdo de sintese do CDNA se deu sob as seguintes condicdes: 16°C
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por 30 minutos, 42°C por 30 minutos e 85°C por 5 minutos para desnaturacdo da

enzima.

Iniciador para RT

miRNA

Transcrigéo reversa

cDNA

Figura 3. Sistema haste- alca para sintese de cDNA a
partir de miRNA. O iniciador utilizado para a sintese da fita
de cDNA por transcrigdo reversa (RT) apresenta uma estrutura
em grampo de cabelo que confere maior estabilidade e
comprimento a fita de DNA sintetizada e uma maior
especificidade na quantificacdo por RT-gPCR. Adaptado de
Pimentel et al.., 2014.

RT-qPCR: A quantificacdo do acumulo diferencial de transcritos foi realizada
por PCR quantitativo em tempo real. Para analise de mRNA e Pri-miRNA foi utilizado
0 método de deteccdo por SYBR® Green, um intercalante de dupla fita de DNA
fluorescente. Os ensaios foram realizados em reacdes de 10 pL contendo 5 pL de
solucdo completa para gPCR com SYBR® Green 2X (Applied Biosystems), 0,2 UM de
cada iniciador e 2 pL da reacdo de sintese de cDNA diluida oito vezes. Como
parametros dos ciclos de amplificagdo foram realizados uma etapa inicial a 95°C por 20
segundos para ativacdo da DNA polimerase e 40 ciclos de amplificacdo a 95°C por 3
segundos e 60°C por 30 segundos. Apds os ciclos de amplificacdo foi realizada a analise
da curva de dissociacdo (melting curve) dos produtos para verificagdo da especificidade
da amplificacdo. A quantificacdo relativa foi calculada pelo método de 2"24“* (Livak &
Schmittgen, 2001). Esse meétodo se baseia na comparacdo dos valores de Ct (ciclo de
amplificacdo em que o sinal emitido atinge o limiar de deteccdo, Treshold cycle) entre

as amostras dos grupos controle e experimental apos normalizacéo inicial pelo Ct de um
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gene constitutivo, onde [AACt= ACt ( grupo experimental) ~ACt (grupo controle)] € [ACt = Ct (gene
estudado) = CU (gene constitutivo)]. COMO controle constitutivo foi escolhido o gene Rps9, que
codifica uma das proteinas componentes da subunidade ribossomal 40S. Todos os pares
de iniciadores utilizados foram desenhados utilizando-se o programa Primer3,

disponivel no endereco eletrénico http://primer3.ut.ee/, e analisados quanto a formacéo

de estruturas secundarias e dimeros por meio do programa OligoAnalyzer, disponivel

no endereco eletronico https://www.idtdna.com/calc/analyzer. As sequéncias dos

iniciadores utilizados se encontram na Tabela 1.

Tabela 1. Iniciadores para genes murinos utilizados nos ensaios de RT-gPCR
com SYBR® Green.

Gene Iniciadores Sequéncia (5° — 3°)
R0 RPS9 S CTATTCACCATGCCCGTGTG
RPS9 As GAGAGTCCAGGCGAACAATG
oiminggy P85S ACTAGCACTCACATGGAACAAATGG
Pri-155 As CCAGGTTATGACTAGCACATTAAATGATAG
orermngss _PrE185S GCTAATTGTGATAGGGGTTTTGG
Pre-155 As GTTAATGCTAACAGGTAGGAGTC
NP TNFa S GTACCTTGTCTACTCCCAGGTTCTCT
TNFa As GTGGGTGAGGAGCACGTAGTC
Shipt SHIPLS GGTGGTACGGTTTGGAGAGA
SHIPT As ATGCTGAGCCTCTGTGGTCT
Soet SOCS1S ACTTCTGGCTGGAGACCTCA
SOCSI As CCCAGACACAGGCTGCTACA
Soce SOCS3 S ATTCACCCAGGTGGCTACAG
0cs SOCS3 As GCCAATGTCTTCCCAGTGTT
Hgmaz HGMAZ s GGAGGAGCGAAACCGAAATC
HGMAZ As AGAGAAGGGAGGGAGAGAGG

S: senso; As: antissenso.

Ja o acumulo diferencial de miRNAs foi avaliado pelo sistema de deteccdo
TagMan®. Diferentemente do modelo por SYBR® Green, o0 sistema TagMan se baseia
na utilizacdo de sondas compostas por uma sequéncia especifica para o fragmento alvo,
acoplada a duas moléculas, conhecidas como reporter e quencher, ligadas as
extremidades opostas da sonda. O reporter € a molecula capaz de emitir sinal
fluorescente de modo constante. Ja o quencher ¢ uma molécula capaz de absorver o
sinal liberado pelo reporter quando a distancia entre eles é pequena. Durante a etapa de
anelamento a sonda se liga a sequéncia alvo e com a extensao realizada pela polimerase

ocorre a clivagem da sonda devido a atividade de exonuclease 5’->3’ da enzima, o que
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afasta o reporter do quencher. Assim, a fluorescéncia emitida pelo reporter pode ser
detectada pelo aparelho (Figura 4). Os ensaios foram realizados em reacgdes de 10 pL
contendo 5 pL de solugdo completa para qPCR TagMan® 2X (Applied Biosystems),
0,5 pL de Ensaio TagMan® Pequenos RNAs (20X), que contém os iniciadores e a
sonda especificos, e 1 pL da reacdo de sintese de cDNA. A quantificacdo relativa foi
calculada pelo método de 22, sendo escolhido como gene constitutivo o RNUS, um
snRNA componente do spliceossomo. Os microRNAs estudados séo listados na Tabela
2.

Sonda TagMan®

Iniciador senso F Q Iniciador antisenso
S— _

cDNA

Extensio
Emissio de sinal

Iniciador senso Q Iniciador antisenso

Figura 4. Sistema de deteccdo TagMan® em RT-gPCR. As sondas
TagMan apresentam um fluor6foro (F) e um quencher (Q) em extremidades
opostas. Enquanto préximos, o quencher absorve a fluorescéncia emitida
pelo fluoréforo, impedindo que os sensores recebam o sinal. Durante a
extensdo realizada pela DNA polimerase a sonda é clivada devido a
atividade de exonuclease da enzima, liberando o fluoréforo e permitindo a
emissdo do sinal, que serd proporcional a quantidade de copias do cDNA

sintetizadas naquele ciclo. Adaptado de Pimentel et al.., 2014.

Tabela 2. miRNAs avaliados por RT-gPCR com
uso de sondas TagMan®.

mMiRNA Sequéncia do miRNA
miR-125b-5p UCCCUGAGACCCUAACUUGUGA
miR-132-3p UAACAGUCUACAGCCAUGGUCG
miR-146a-5p UGAGAACUGAAUUCCAUGGGUU
miR-155-5p UUAAUGCUAAUUGUGAUAGGGGU
miR-155-3p (*) | CUCCUACCUGUUAGCAUUAAC
miR-455-3p GCAGUCCACGGGCAUAUACAC

(*): miRNA maduro antes classificado como fita estrela.
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3.5 Avaliacdo do modelo de transfeccdo in vitro de inibidores de
microRNA

Para o estudo do papel funcional de miRNAs no processo de regulagdo da
resposta imune foi escolhido o método de perda de funcédo através do uso de inibidores
de microRNA (antimiR). No entanto, por serem utilizadas células primarias de
camundongo nos ensaios em vez de células de cultura ja padronizadas, torna-se
necessaria a avaliacdo inicial do modelo de transfeccéo a ser usado para sua validacéo e
padronizacao.

Avaliacdo da eficiéncia da transfeccdo: foi utilizado o antimiR Cy3™ Dye-
Labeled Anti-miR™ Negative Control #1 (Ambion), um antimiR com sequéncia
aleatoria (scramble, ndo tendo assim complementariedade e efeito sobre nenhum
miRNA endogeno) marcado com o fluoréforo Cy3™, e Lipofectamine® 3000
(Invitrogen) como agente carreador. O antimiR foi incubado em diferentes
concentragfes na presenca de Lipofectamine® 3000 por 5 minutos a temperatura
ambiente em meio Opti-MEM® (Gibco) para formacdo de complexos lipossomo
catibnico-AntimiR. Em seguida, 50 puL foram adicionados em placas de cultura de
células de 24 pogos contendo 2x10°> macréfagos derivados de medula 6ssea (BMDM)
de Balb/c em 1 mL de meio RPMI + SFB 10% por pogo. As concentracOes finais de
antimiR por pogo foram 5 nM, 50 nM e 100 nM. As placas foram mantidas em
incubadora de CO, (37° C, 5% CO,) por 72 horas e observadas em microscopio
invertido com sistema de captura de fluorescéncia (Axio Observer Z1 — Carl Zeiss
Microscopy) em intervalos de 12 horas para obtencdo de imagens. As imagens obtidas
foram analisadas no programa ZEN (Carl Zeiss Microscopy) e a comparagdo entre
microscopias de campo claro e fluorescéncia foi usada para identificacdo e contagem de
células positivas para Cy3® como forma de quantificar a eficiéncia da transfeccéo,
expressa em porcentagem de células positivas. Para cada condi¢do foram obtidas
imagens de cinco campos diferentes. Como controles foram usados pogos contendo
células ndo transfectadas, células incubadas somente com Lipofectamine® 3000 e
células transfectadas com antimiR ndo marcado.

Confirmacgdo da eficacia do modelo de perda de funcéo: foram realizados
ensaios de transfecgdo de dois controles: Anti-miR™ miRNA Inhibitor Negative
Control #1 (Ambion), controle negativo de anti-miR de sequéncia aleatoria (scramble)
para analise dos efeitos causados pelo sistema de transfecgdo; e Anti-miR™ hsa-let-7¢

miRNA Inhibitor Positive Control (Ambion), controle positivo de antimiR para perda
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de funcdo do miRNA let-7c. O uso do controle anti-mIR-let7c permite a avaliacdo da
eficécia através da quantificacdo do acumulo de transcritos de Hgmaz2, que codifica para
um proteina de cromatina ndo histonica e cujo mRNA é um alvo validado de let-7c.

Em meio Opti-MEM® o0s inibidores foram incubados na presenca de
Lipofectamine® 3000 por 5 minutos a temperatura ambiente e entdo, 250 puL foram
adicionados em placas de cultura de células de 6 pocos contendo 2x10° BMDMSs de
Balb/c em 2 mL de meio RPMI + SFB 10% por pogo, e 0 antimiR na concentragéo final
de 50 nM. Apds serem mantidas em incubadora de CO, (37° C, 5% CO,) por 48 horas
as placas foram lavadas com PBS estéril a temperatura ambiente e 1 mL de Trizol
adicionado em cada pocgo para lise das células. Ao lisado celular foram adicionados 200
uL de cloroférmio, seguido de agitacdo vigorosa e centrifugacdo (12.000 x g /15 min/
4°C) para separacdo de fases. A fase aquosa foi recuperada, misturada a 500 pL de
isopropanol e, ap6s 10 minutos de incubagdo a temperatura ambiente, 0 RNA total foi
recuperado por centrifugagdo (12.000 x g /10 min/ 4°C). O sobrenadante foi entdo
descartado e o sedimento de RNA lavado com 1 mL de etanol 75%, sendo novamente
centrifugado (7.500 x g /5 min/ 4°C). O etanol foi descartado e as amostras mantidas em
temperatura ambiente por 10 minutos para secagem, sendo ao final ressuspendidas em
agua livre de RNase. O RNA obtido foi submetido as etapas de tratamento com DNase
I, sintese da primeira fita de cDNA e RT-gPCR descritas acima. O acumulo diferencial
de transcritos de Hgmaz2 foi estabelecido em relacdo aos niveis presentes em células ndo

transfectadas.

3.6 Analise e apresentacdo de dados

Ao analisar individualmente os resultados das replicatas independentes pode ser
observado sempre o mesmo padrdo de modulacdo no acumulo dos genes avaliados,
indicando um comportamento definido em resposta a P. brasiliensis. Porém, as grandes
variacdes na intensidade das inducdes entre os experimentos dificultam o agrupamento
dos dados para andlises estatisticas apropriadas. Dessa forma, foi escolhido apresentar
no corpo do trabalho os resultados referentes a um experimento representativo das
demais replicatas, o que torna inapropriado o tratamento estatistico dos dados. Os
resultados obtidos para todos 0s experimentos independentes sdo apresentados no

Apéndice no final do trabalho.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Modulacdo dos niveis de miRNAs de macrofagos murinos suscetiveis
ou resistentes em resposta a interacdo com P. brasiliensis.

O estudo da participacdo de microRNAs na regulacdo do processo de resposta
imune inata foi realizado por meio de ensaios de interagdo in vitro entre macr6fagos
peritoneais e leveduras do isolado virulento Pb18 de P. brasiliensis. As linhagens de
camundongo A/J e B10.A foram escolhidos, respectivamente, como modelos de
resisténcia e suscetibilidade & PCM. Devido as dificuldades em utilizar as duas
linhagens ao mesmo tempo em um mesmo experimento decorrentes de problemas com
a disponibilidade de animais, diferentes indculos de Pb18 tiveram que ser usados entre
0s ensaios com cada linhagem, dificultando uma comparacgédo quantitativa direta entre os
valores das quantificacGes realizadas. Assim, as comparacfes dos niveis de miRNAs
entre as duas linhagens foram realizadas principalmente em termos de comportamento e
tendéncias qualitativas.

Primeiramente, para confirmacdo da ativacdo dos macréfagos, a resposta imune
foi analisada pela quantificacdo da secrecdo de algumas citocinas pelos macré6fagos
apos 6h de interacdo com leveduras de Pb18 (macrofago:levedura de 2:1). Conforme
mostrado na Figura 5, os altos niveis observados tanto de citocinas pro- inflamatorias
(TNFa ¢ interleucina 6 - IL-6), quanto anti-inflamatorias (interleucina 10 - IL-10),
assim como o aumento na producdo da quimiocina MCP-1, indicam a montagem de
uma resposta tipica a Pb18, conforme descrito na literatura (Medeiros et al., 2015,
Feriotti et al., 2013, Sousa-Silva et al., 2015, Calich e Kashino, 1998).
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Figura 5. Niveis de citocinas ap0ds interacdo macrofago x P. brasiliensis quantificados por
ELISA para as duas linhagens avaliadas (A/J e B10.A). Resultados representativos de trés
experimentos independentes. Barras de erro representam desvio padrao de triplicatas técnicas.

Tendo comprovado a ativacdo dos macréfagos nos ensaios de infec¢do por meio
da quantificacdo de citocinas, o acimulo de miRNAs foi quantificado por RT-gPCR
com uso de sondas TagMan e os resultados s&o mostrados na Figura 6. Os miRNAs
avaliados foram miR-125b-5p, miR-132-3p, miR-146a-5p, miR-155-5p e miR-455-3p.
A selecdo destes miRNAs deu-se por sua conhecida participacdo em diferentes etapas
do processo de regulacdo da resposta imune de maneira geral (revisado em Bi et al.,
2009, Alam e O’Neil, 2011) e também, principalmente, por seu destaque nos poucos
trabalhos descrevendo o envolvimento destes reguladores na resposta imune a fungos
(Monk et al.,, 2010 e Das Gupta et al.,, 2014). Foi observado um aumento de
aproximadamente duas a oito vezes no acumulo de transcritos de todos 0s miRNAs
avaliados na resposta a P. brasiliensis, indicando a possivel participacdo desses
miRNASs na regulagdo da resposta imune a este fungo. O aumento nos niveis de
acumulo de miRNAs descrito acima esta de acordo com o observado na literatura, uma

vez que ¢é atribuido a estas moléculas o papel de ajuste fino de um dado processo, onde
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pequenas variagdes nos seus niveis podem ter consequéncias importantes na traducéo e
efeito nos niveis de seus alvos. Quanto & comparacdo entre as linhagens A/J e B10.A
ndo foi possivel observar um padrdo claramente distinto que permita a associa¢do dos
miRNAs estudados com o estabelecimento de respostas distintas entre as duas linhagens
nas fases iniciais da interacdo com o fungo. Quando comparado com o0s demais
miRNAs dentro de cada linhagem o miR-132-3p apresenta, com excec¢do do miR-155-
5p, um aumento aparentemente mais pronunciado em B10.A do que em A/J, 0 que pode
indicar uma maior participacdo desse miRNA em macrofagos da linhagem suscetivel.
Entretanto, esta diferenca nos niveis do miR-132-3p entre as duas linhagens precisara
ser confirmada com a realizacdo de experimentos que permitam a realiza¢do das devidas

andlises estatisticas para comparages direta dos resultados.
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Figura 6. Inducdo dos niveis de miRNAs em macro6fagos de camundongos das linhagens

(A)) A/J e (B.) B10.A em resposta a seis horas de interacdo com P. brasiliensis. Resultados
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obtidos por RT-gPCR com uso de sondas TagMan® e representativos de trés experimentos

independentes. Barras de erro representam desvio padréo de triplicatas técnicas.

A escolha direcionada de miRNAs ja descritos na participacdo da regulacéo da
resposta imune pode justificar a auséncia de padrbes divergentes. Sendo assim, para
uma melhor descricdo e entendimento da possivel participacdo de mMIRNAs no
estabelecimento dos diferentes padrfes de resisténcia ou suscetibilidade na PCM, sera
importante a realizacdo de experimentos de larga escala que permitam a andlise do
acumulo diferencial de centenas de miRNAs entre as linhagens. Assim, no contexto
desta dissertacdo e com base nos resultados mostrados na Figura 6, foi escolhida

apenas a linhagem A/J para continuacdo das analises (em pequena escala).

4.2 Acamulo diferencial de transcritos das varias etapas da biogénese de
mMiR-155 e alguns de seus alvos em resposta a P. brasiliensis

Ainda dentro das analises do acumulo diferencial de miRNAs, ressaltamos o
aumento de cerca de oito vezes observado para 0 miRNA miR-155-5p, enquanto para 0s
demais miRNAs analisados o aumento foi cerca de 2 a 4 vezes. Essa prevaléncia de
miR-155-5p entre 0s mMiRNAs com maior acimulo é compativel com diversos relatos na
literatura quando estudada a resposta imune inata a diferentes patdgenos (Listeria
monocytogenes — Schnitger et al., 2011; Mycobacterium tuberculosis — Wang et al.,
2013; Candida albicans — Monk et al., 2010) sugerindo que, ainda que possa indicar
uma resposta imune genérica a diversos micro-organismos, esse miRNA possui papel
importante em sua regulacdo. Outro dado da literatura refere-se a caracteristica
multifuncional do miR-155, com participacdo em diversos processos bioldgicos normais
ou patoldgicos, com énfase para seu papel critico na modulacao da resposta imune inata
e adaptativa (Faraoni et al., 2009; O’Connell et al., 2007 Schulte et al., 2013), o que é
de particular interesse para o tema desenvolvido nesta dissertacdo. Assim, um estudo
mais aprofundado desse miRNA foi realizado.

Acumulo do pri- e pre-miR-155. Primeiramente foi analisado o efeito da
infeccdo de macrofagos peritoneais da linhagem murina A/J por Pb18 sobre o acumulo
de precursores das diferentes etapas no seu processo de biogénese. O precursor de miR-
155 (pre-miR-155) contendo as duas fitas maduras miR-155-5p e miR-155-3p se
localiza em uma regido com estrutura secundaria em grampo encontrada no terceiro

éxon do miR-155 host gene (MIR155HG), antigamente nomeado B-Cell Integration
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Cluster (BIC) (Tam, W., 2001; Lagos-Quintana et al., 2002), sendo 0 miRNA primario
(pri-miR-155) o transcrito de MIR155HG. O aumento nos niveis de pri-miR-155
observado em resposta a P. brasiliensis da indicios de que os aumentos de miR-155
maduro devem- se a uma maior transcricdo do gene MIR155HG e ndo somente a um
maior grau de processamento de seus precursores, um resultado importante para o
entendimento dos mecanismos envolvidos na dindmica de regulacdo dos niveis desse
miRNA dentro da célula (Figura 7.A). No entanto, os niveis de pri-miR-155 ndo devem
ser utilizados como medida direta dos niveis de miR-155 maduro. Como demonstrado
por Eis et al. (2005) e Slezak-Prochazka et al. (2013), em linfomas humanos de células
B, hd um grande acumulo do transcrito processado de MIR155HG (apos splicing,
poliadenilagdo e adicdo de cap) no citoplasma, onde ndo pode ser utilizado pelo
complexo nuclear Drosha/DGCR8 para gerar miR-155 maduro, mas que €
rotineiramente quantificado como pri-miR-155 juntamente com os transcritos presentes
no nacleo. Assim, as taxas do miR-155 e outros miRNAs dependem de uma complexa
regulacdo de sua expressdo nos diversos niveis: transcri¢do, processamento, transporte

nucleo-citoplasma e decaimento.
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Figura 7. Variacdo no acumulo de transcritos de diferentes etapas no processo de
biogénese de miR-155 de macrofagos peritoneais murinos de A/J em resposta a interagdo com
P. brasiliensis por seis horas. (A.) Quantificacdo relativa dos niveis do microRNA primario —
pri-miR-155 — e as suas duas fitas maduras. (B.) Curvas de amplificagcdo para dois iniciadores
(Pri-miR-155 e Pre-miR-155) utilizando-se a fracdo enriquecida com pequenos RNAs da uma
mesma amostra. U6: curva de amplificacdo do iniciador de RNU®6. (C.) Razéo entre os niveis
das duas fitas maduras de miR-155 antes e ap0s interacdo. RT-gPCR com uso de sondas
TagMan® para as fitas maduras e SybrGreen® para o miRNA primario. Resultados
representativos de trés experimentos independentes. Barras de erro representam desvio padréo
de triplicatas técnicas.

Seguindo a via de processamento para geracdo de miR-155 maduro, foi realizada
neste trabalho uma tentativa de quantificagéo do precursor do miR-155, o pre-miR-155.
Como o pre-miR-155 faz parte do transcrito primario, o pri-miR-155, iniciadores
desenhados para amplificacdo do pre-miRNA inevitavelmente amplificariam o pri-
miRNA concomitantemente. Para tentar contornar esse problema foi realizado um teste
utilizando como molde para a sintese de cDNA a fracdo de RNAs enriquecidas em
pequenos RNAs, uma vez que tendo sido realizada a separacdo de fragdes com o Kit
utilizado esta deveria ser constituida majoritariamente de moléculas com até 200 nt, e
quantificacdo por RT-gPCR com SYBR® Green (Figura 7.B). Tanto nas reacdes
contendo iniciadores para pri-miR-155 quanto para pre-miR-155 foi observado
amplificacdo, o que indica a presenca das duas formas também na amostra enriquecida
em pequenos RNAs. O menor valor de Ct observado na curva de amplificacdo com 0s
iniciadores de pre-miR-155 pode ser resultado da influéncia do pri-miR-155 também
servir como molde para a amplificagdo com esses iniciadores, revelando que por meio
desta analise ndo podemos inferir sobre os niveis de acimulo desse produto da via de
biogénese do miRNA maduro. Ainda que permita apenas uma analise semi-quantitativa,
uma abordagem possivel para a avaliacdo dos trés componentes na biogénese de miR-
155 é a realizagéo de ensaios de northern blot, uma vez que a marcacgéo e identificacao
das moléculas ocorre apos a sua separagdo por tamanho, uma 6tima forma de diferenciar
pri-miRNAs, pre-miRNAs e miRNAs maduros.

Acumulo do miR-155 maduro - fitas 5p e 3p. Como descrito acima na Figura

6, miR-155-5p apresentou o0 maior acumulo em resposta a infeccdo dentre as
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denominadas fitas maduras guia dos demais miRNAs testados neste trabalho. Porém,
um actmulo relativo extremamente mais pronunciado pode ser observado para o miR-
155-3p, anteriormente chamado miR-155*, como mostra a Figura 7.A. Além da
intrigante intensidade de acimulo de miR-155-3p, outro ponto importante € a mudanca
ocorrida quando calculada a razao entre os niveis dos dois miRNA maduros (miR-155-
3p/ miR-155-5p) dentro dos grupos infectado e ndo infectado (Figura 7.C). Essa
mudanca no equilibrio entre os niveis das duas fitas favorecendo um acimulo de miR-
155-3p € importante por sugerir, juntamente com seu acumulo pronunciado, um papel
relevante para esse miRNA maduro na regulacdo da resposta a P. brasiliensis. E
importante apontar que, mesmo com esse grande aumento em resposta a P. brasiliensis,
o0s niveis de miR-155-3p permaneceram sempre muito abaixo dos observados para sua
fita irmd, como evidenciado pelas razGes sempre menores que 1. Recentemente, dados
da literatura tém descrito cada vez mais a participacao da fita estrela ou passageira de
muitos miRNAs na regulagdo dos niveis de diversos mMRNAs nas células, demonstrando
um efeito bioldgico significativo no ajuste fino de diversos processos celulares por essas
fitas antes consideradas sem funcdo (Okamura et al., 2008, Yang et al., 2011). E
importante ter em mente que os dois MiRNAs maduros sdo transcritos e processados
como um Unico RNA até a fase de dimero. Neste sentido, as diferencas em seus niveis
na célula devem-se principalmente a mecanismos de degradacdo preferencial de miR-
155-3p, sendo a mudanca na razdo entre a fita 3p (fita passageira) com relacéo a fita 5p
(fita guia) o resultado de alteracBes dindmicas desse processo de degradagdo. Sendo
assim, uma das possiveis explicacdes para a alteracdo da razdo 3p:5p pode ser uma
maior estabilidade da fita estrela, o que pode ser o resultado do mecanismo de protecao
de microRNA mediada por alvo (do inglés Target-mediated microRNA protection -
TMMP) (Chatterjee et al., 2011). Esse modelo descreve 0 mecanismo através do qual
um aumento na disponibilidade de sequéncias alvo de um miRNA, por exemplo por
meio de um maior acumulo de algum de seus mRNAs alvos, diminui sua taxa de
degradacdo quando carregado no complexo miRISC e ligado ao mRNA, protegendo-o
da acdo de exorribonucleases endogenas (Chatterjee et al., 2011). Esse fendmeno foi
também explorado por Kang et al. (2013) para explicar aumentos mais pronunciados no
acumulo da fita estrela do que da fita guia, uma vez que 0s autores constataram um
efeito muito mais brando no acimulo das fitas guias quando a disponibilidade de sitios
alvo para estas € aumentada pela transfec¢do de transcritos sintéticos contendo vérias

copias dos sitios alvo para esses miRNAs do que o aumento relativo no acumulo
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observado para sua fita irmad. Esses autores discutem entdo que a ocorréncia desse
fendbmeno seja devido a existéncia de um limiar no numero de sequéncias alvo
disponiveis a partir do qual a TMMP possui menor influéncia na estabilidade do
miRNA, uma vez que as fitas dominantes tendem a ter mais alvos e participar de redes
de regulacdo mais amplas (Yang et al., 2011).

A alteracdo da razdo miR-155-3p/ miR-155-5p mostrada na Figura 7.C também
foi observada em macrofagos murinos apds interacdo com Cryptococcus neoformans
em nosso grupo (Derengowski, L. S., dados ainda ndo publicados). Comportamento
semelhante pode ser encontrado no trabalho de Zhou et al. (2010), no qual os autores
ainda propdem e validam IRAKM como um alvo de miR-155-3p. Com relagéo a alvos
de miR-155-3p, Mycko et al. (2015), em um estudo recentemente publicado,
identificaram mais dois alvos regulados por esse miRNA: Dnaja2 e Dnajbl, envolvidos
no controle da resposta imune como reguladores negativos da diferenciacdo de
linfocitos Thl7.

Dificuldades inerentes a predi¢do de alvos para miRNAs*, existéncia de poucos
alvos descritos na literatura e problemas com o desenho de iniciadores para IRAKM
impediram a analise de acumulo de alvos do miR-155-3p para verificacdo da
participagdo de TMMP sobre os resultados aqui apresentados, sendo necesséria a
realizacdo de mais experimentos para melhor entender as causas e importancia da
mudanca na razdo entre as duas fitas irmads em resposta a infeccdo por P. brasiliensis.
Os niveis de Dnaja2 e Dnajbl ndo foram avaliados por terem sido essas moléculas
descritas como alvos de miR-155-3p ja durante o processo de escrita do presente
trabalho, sendo no entanto importantes objetos de estudo para as etapas futuras.

Acumulo de mRNAs alvos de miR-155-5p. O principal mecanismo de acdo de
miRNAS é o recrutamento de um complexo de silenciamento induzido por RNA (RISC)
para regulacdo negativa da expressdo de um mRNA alvo, seja levando a degradacéo
imediata do transcrito ou impedindo a sua traducdo. Assim, como forma de verificar a
participacdo de miR-155 na resposta de macréfagos peritoneais de camundongos da
linhagem A/J a interacdo com leveduras do isolado Pb18 de P. brasiliensis, ap6s 6h de
interacdo, foi medido o acimulo de transcritos de alguns MRNAS propostos e alguns ja
validados experimentalmente como alvos de miR-155-5p: Fator de necrose tumoral o
(TNFa), Inositol polifosfato S5-fosfatase contendo o dominio SH2 1 (SHIP1),
Supressores da sinalizagdo de citocinas 1 e 3 (SOCS1 e SOCS3), todos estes

componentes de vias de sinalizagdo e regulagdo da resposta imune. Como apresentado
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na Figura 8, observa-se que os mMRNAs alvos testados apresentaram diferentes perfis

quanto aos respectivos acimulos diferenciais em resposta a infecgao.
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Figura 8. Acumulo diferencial de transcritos regulados por miR-155-5p. Macréfagos
peritoneais de camundongos da linhagem A/J em resposta a interacdo de seis horas com P.
brasiliensis foram avaliados quanto aos niveis de quatro mRNAs preditos como alvos, conforme
descrito na literatura: Fator de necrose tumoral o (TNFa), Inositol fosfatase 1 com dominio SH2
(SHIPY), Supressores da sinaliza¢do de citocinas 1 e 3 (SOCS1 e SOCS3). Resultados obtidos

por RT-gPCR com uso de SYBRGreen® e representativos de trés experimentos independentes.

A anélise dos niveis de mMRNA de TNFa, que codifica uma importante citocina
pré-inflamatoria, mostra um aumento de acimulo do transcrito em resposta a interacao
com as leveduras de Pb18. Ainda que o mecanismo de acdo ndo esteja completamente
elucidado, trabalhos descritos na literatura relatam uma maior expressdao de TNFa como
resultado de um aumento na estabilidade do transcrito ou aumento da eficiéncia de sua
traducdo, em resposta ao acimulo de miR-155-5p. Ensaios de luciferase mostraram que
a insercdo de mutacdes em sequéncias ricas em AU da regido 3’UTR do mRNA de
TNFa levou a um menor acimulo e a uma diminui¢do da resposta a variagdes nos niveis
de miR-155-5p. Ainda néo esta definido, porém, se a esse sitio 3’UTR se liga o proprio
miRNA diretamente ou se miR-155-5p age de maneira indireta, regulando efetores que
por sua vez se ligariam a estas sequéncias do 3’'UTR do mRNA TNFa (Bala et al.,
2011; Tili et al., 2007). De toda forma, aumentos nos niveis de miR-155-5p levam a
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uma maior meia-vida do mensageiro, resultando em um maior acimulo do transcrito
(Figura 8) e aumento na tradugdo da proteina, como mostrado pelos niveis de citocina
no sobrenadante da cultura Figura 5.

O Unico mRNA alvo analisado a sofrer uma diminuicdo em seus niveis foi
SHIP1, com reducdo de no minimo 50% quando considerados os trés experimentos
independentes. SHIP1, que codifica a enzima inositol fosfatase, exerce uma regulagéo
negativa da resposta imune através da inibi¢do da via das fosfatidilinositol-3 quinases
(PI3K), levando a uma menor producdo de citocinas pré-inflamatorias e diminuicédo da
fagocitose por macrofagos (Sly et al., 2003; Cox et al., 2001). Em acordo com 0s
resultados aqui obtidos com P. brasiliensis, O’Connell et al. (2009) e Cremer et al.
(2009) demonstraram a diminuigdo dos niveis tanto do mMRNA quanto da proteina de
SHIP1 em resposta a aumentos de miR-155-5p, tanto através de ensaios de inibicdo e
inducdo do miRNA quanto em resposta a um patégeno (Francisella tularensis — Cremer
et al., 2009).

SOCS1 e SOCS3 tiveram um aumento de no minimo 8 e 5 vezes,
respectivamente, em seu acumulo, considerando os trés experimentos independentes
realizados. Ainda que miR-155-5p seja relacionado a uma inibicdo da expressao desses
alvos, Lu et al. (2009), além de validarem experimentalmente SOCS1 como alvo de
miR-155, demonstraram que entre células Treg com expressdo normal ou deficiente de
miR-155 ndo ha variacdo no acumulo de seu mMRNA, mas que o silenciamento
relaciona-se a menores niveis de traducdo da proteina decorrente da acdo do miRNA.
Zhai et al. (2013) demostraram o efeito de miR-155-5p sobre o0s niveis tanto do MRNA
quanto da respectiva proteina de SOCS3 em ensaios de ganho e de perda de funcédo
desse miRNA. E importante considerar, no entanto, que todas essas observacdes foram
realizadas em um cenario mais controlado, onde apenas os niveis do miRNA estudado
eram alterados. Ja em um contexto mais complexo, como na resposta a um micro-
organismo, h& o envolvimento simultaneo de diferentes miRNAs juntamente com a
regulacdo da expressdao em diversos niveis realizada por outros mecanismos
moleculares, sendo possivelmente essa intervencdo de outros reguladores e ativadores
0s responsaveis pelos altos niveis de SOCS1 e SOCS3 mesmo em um cenario de
acumulo pronunciado de miR-155-5p. Como o nome do gene sugere, SOCS 1 e 3
participam do controle da inflamacdo exercendo uma regulacdo negativa da resposta
celular a citocinas, especialmente interferon y (IFN- y) e interleucina 6 (IL-6),

diminuindo a ativacdo de macrofagos em um sistema de retroalimentacdo negativa

53



(revisado por Linossi et al., 2013). Um maior acimulo de transcritos desses efetores
pode ser observado em macréfagos apds interagdo com alguns patdgenos, como
Streptococcus pyogenes e P. brasiliensis (Wu et al., 2015; Feriotti et al., 2013) em
consonancia com os resultados aqui apresentados, servindo como um importante
mecanismo no balanco da resposta inflamatdria, que quando muito exacerbada pode
passar a ser prejudicial ao organismo.

Como evidenciado por SOCS1 e SOCS3, a quantificagdo do acumulo de
transcritos alvos é uma medida muito indireta da funcdo de um miRNA. A proposi¢do
de um alvo passa por varias etapas, desde a predicao por ferramentas de bioinformatica
a experimentos de perda e ganho de funcéo e ensaios de luciferase, sendo o efeito de um
miRNA sobre seu alvo caracterizado em uma condicdo onde a Unica variavel é a
qguantidade do miRNA especifico sob estudo e mesmo nesses casos a simples
quantificacdo de mRNA de alvos ndo oferece uma resposta completa, uma vez que
existem diferentes possibilidades de acdo como a manuten¢do dos niveis de mMRNA mas
a diminuicdo dos niveis de proteina, como no caso de SOCS1. Em cenarios com a
ocorréncia de diversos eventos simultaneos, como na resposta a patdgenos, os efeitos de
um miRNA sobre um alvo direto podem ndo ser tdo evidentes, mas sua participacao
como agente exercendo um ajuste fino para manutencdo de estados de equilibrio pode
ter importante papel. Além disso, como exemplificado por Lu et al. (2015) em um
estudo sobre a interacdo MRNA-mMiRNA, um miRNA podera agir de formas diferentes
em relacdo a regulacdo de um alvo em uma maneira dependente do contexto e tipo

celular considerados.

4.3 Participacdo dos receptores de membrana TLR4 e Dectina-1 na
inducdo de miR-155

Visando entender um pouco sobre os mecanismos de inducdo da expressdo de
miR-155, BMDMs de camundongos C57BI/6 nocaute para os genes de TLR4 ou
Dectina-1 foram infectados com leveduras de Pb18. A interacdo ocorreu por um periodo
de 6h apos o qual as células murinas foram lisadas para extracdo de RNA e andlise dos
niveis de miR-155-5p em relacdo aos respectivos controles ndo tratados. Como
apresentado na Figura 9, todos 0s grupos apresentaram um maior acimulo do miR-155-
5p em relacdo a seus controles, em resposta a P. brasiliensis. Porém, na auséncia de
TLR4 ou Dectina-1 ocorreu um aumento muito mais acentuado que o observado para

macrofagos de animais do tipo selvagem. Esses resultados sugerem a participacdo dos

54



receptores em um mecanismo de regulacdo negativa de miR-155 em P. brasiliensis sem
deixar claro, no entanto, se essa regulacdo acontece por atuacdo direta das vias de
sinalizacdo controladas por esses receptores sobre 0s niveis de transcricao,
processamento e/ou degradacdo do miRNA ou se acontece de maneira indireta através
de modulacao de indutores/inibidores. A manuten¢do do acimulo de miR-155-5p com a
delecdo dos receptores, no entanto, indica que nem dectina-1, nem TLR4 sé&o
responsaveis pela inducdo do miRNA em resposta a P. brasiliensis. E importante
considerarmos que apenas um tempo precoce da interacdo foi avaliado e também a

linhagem do camundongo empregada neste estudo.
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Figura 9. Participagdo de receptores de membrana na indugdo do acimulo de miR-155-5p.
Niveis do miRNA foram analisados ap6s seis horas de interacdo entre BMDM (2 x 10° células)
de camundongos da linhagem C57BI/6 e leveduras de Pb18 (macrdfago:levedura de 2:1). WT:
Selvagem; Dec: Knockout Receptor de Dectina-1 ; TLR4: Knockout TLR4. Resultados obtidos
por RT-gPCR com uso de sondas TagMan® e representativos de dois experimentos

independentes. Barras de erro representam desvio padrao de triplicatas técnicas.

Um importante regulador negativo de miR-155 j& descrito na literatura é a
interleucina 10. Essa importante citocina anti-inflamatoria age diminuindo a taxa de
transcricdo de MIR155HG através da ativagdo da via de sinalizagdo por STAT3
(McCoy et al., 2010). Alguns estudos ja demonstraram o papel de Dectina-1, um
importante PRR no reconhecimento de fungos, na produgéo de IL-10. Uma diminuicdo

nos niveis de IL-10 liberada por células dendriticas de camundongos B10.A em resposta
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a P. brasiliensis quando tratadas com laminarina, um antagonista de dectina-1, foi
observada por Ferreira et al. (2007). Na mesma linha de raciocinio, macréfagos com a
delecdo desse receptor também apresentaram uma menor producdo de IL-10 em
resposta a zymosan, uma particula rica em B-glucanas agonista de dectina-1 (Elcombe et
al., 2013). Qutro receptor de membrana importante no reconhecimento de patégenos, o
TLR4, também possui uma relacdo interessante com IL-10. Apesar de ser um
importante ativador da imunidade inata, respondendo principalmente a LPS, sua
sinalizacdo leva também a producdo de IL-10 como forma de modular a resposta
inflamatéria em um sistema de retroalimentacdo negativa, impedindo assim uma
resposta exacerbada e danosa ao organismo (McCoy et al., 2010). Considerando a
participacdo desses dois receptores na producdo de IL-10, sua auséncia pode ter
resultado em menores niveis da citocina, diminuindo seu efeito inibitério sobre miR-
155-5p, 0 que explicaria os aumentos no acumulo observados para esse miRNA nos
macréfagos mutados. A quantificacdo de IL-10 nos sobrenadantes recuperados das
coculturas, a ser realizada, podera confirmar essa explicacdo acerca destes resultados.

4.4 Avaliacdo do modelo de transfeccdo de inibidores de miRNA para
ensaios de perda de funcgéo

Dada a natureza complexa das relagfes entre um miRNA e seus alvos e o0s
diversos modelos possiveis de acdo desses RNAs regulatorios, a quantificacdo de
alteracdes no acumulo de miRNAs e mRNAs alvo fornece apenas de maneira indireta
informacBes sobre a participacdo dessas moléculas em resposta ao estimulo sendo
estudado. Para analises mais especificas das fungdes de um miRNA em um dado
contexto podem ser empregadas diversas metodologias, como ensaios de ganho ou
perda de funcdo através de mimicos ou inibidores de miRNAs, muta¢fes em sitios de
ligacdo ao miRNA presentes em um alvo e utilizacdo de organismos com delecéo de um
miRNA individual ou até mesmo toda uma familia (modelos e técnicas revisadas por
Zhang et al., 2013).

Para estudos sobre o papel funcional de miR-155-5p e miR-155-3p na resposta
imune inata a fungos em nosso grupo foi escolhido o modelo de perda de fungéo por
meio da utilizacdo de inibidores de miRNA (antimiRs). Como nossos principais
modelos de interacdo patdgeno- hospedeiro séo realizados com células primarias é
necessario validar e padronizar o sistema de transfeccdo transiente antes da realizagdo

dos ensaios. Para tanto, macréfagos derivados de medula 6ssea de camundongos Balb/c
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foram transfectados com antimiRs controle marcados com o fluoréforo Cy3® para
verificacdo da eficiéncia de transfecgdo por meio de microscopia de fluorescéncia. Os
ensaios foram realizados em placas contendo 2 x 10> células (BMDMs) por poco
transfectadas com combinacGes de trés concentragdes de antimiR (5 nM, 50 nM e 100
nM) e duas concentracBes de Lipofectamine® 3000 (0,75 pl/mL e 1,5 pl/mL), sendo as
analises realizadas em intervalos de 12h. Como podemos observar na Figura 10.A e B,
para todas as condic¢des foi obtido um grande nimero de células positivas para Cy3®,
com taxas superiores a 80% a partir de 24h de incubacdo, indicando uma alta eficiéncia
do sistema de transfeccdo utilizado. Como controles foram usados pogos contendo
células ndo transfectadas, células incubadas somente com Lipofectamine® 3000 e
celulas transfectadas com antimiR ndo marcado, ndo tendo sido observado para nenhum
deles a emissdo de autofluorescéncia. Ja o efeito direto da inibicdo de miRNA por meio
da transfeccdo de antimiR foi avaliado através da transfeccdo de 10° células com 50 nM
do antimiR controle positivo, um inibidor do miRNA let-7c. Apds 48h de incubagéo foi
realizada a extracdo do RNA dos macrofagos e os niveis de HGMAZ2, um RNA alvo de
let-7c, quantificados por RT-gPCR. O aumento de 2,5 vezes em relacdo aos controles
ndo transfectados ou transfectados com sondas de sequéncia aleatoria demonstra o
blogueio da regulacéo de let-7c sobre o transcrito de HGMAZ2, evidenciando a eficacia
do modelo (Figura 10.C). Os ensaios foram realizados apenas uma vez até 0 momento,
sendo necessaria a realizacdo de replicatas para confirmacdo dos resultados

preliminares.
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Figura 10. Avaliagdo do modelo para transfeccdo de inibidores de microRNA. Foram
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utilizados BMDM de camundongos Balb/c, com Lipofectamina® 3000 como carreador das
sondas. (A) Microscopias de campo claro e fluorescéncia de macrofagos transfectados ou ndo
com inibidores de microRNAs marcados com o fluor6foro Cy3®. Como controles negativos
foram utilizadas células ndo transfectadas, células incubadas apenas com lipofectamina ou
transfectadas com sondas ndo marcadas. Imagens representativas. NT: N&o Transfectado;
50nM: Transfectado com 50nM de inibidor de miRNA. (B) Quantificacdo por contagem de
células positivas na microscopia de fluorescéncia para verificacdo da eficiéncia de transfeccao.
5nM, 50nM, 100nM: concentracdes de inibidor de miRNA utilizadas; Concentragbes de
Lipofectamina - L1: 0,75 pl/mL; L2: 1,5 pl/mL. (C) Niveis de HGMAZ2 ap6s 48 horas de
transfeccéo obtidos por RT-gPCR e normalizados em relagdo ao grupo ndo transfectado. NT:
Néo Transfectado; Ctrl neg: Controle Negativo (scrambled); AntimiR-let-7: Controle positivo
(inibidor do miRNA let-7). Barras de erro representam desvio padrdo de triplicatas técnicas. Os

experimentos foram realizados apenas uma vez.

Testes para verificacdo de citotoxicidade em células transfectadas foram
realizados por citometria de fluxo apds tratamento com iodeto de propidio (PI) para
marcacdo das células mortas. Porém, dificuldades em soltar os macrofagos das placas de
cultura apds incubacéo de 24h e 48h impossibilitaram a anélise dos dados, uma vez que
0s métodos alternativos de soltura empregados também apresentaram baixa eficiéncia e
podem ter interferido nos resultados. Ensaios de liberagdo de lactato desidrogenase
(LDH) serao realizados para verificacdo de citotoxicidade do sistema de transfecgéo e

dos inibidores.
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5. CONCLUSAO

O presente trabalho teve como objetivo verificar a participacdo de miRNAs na
regulacdo da resposta imune inata ao fungo P. brasiliensis in vitro. Inicialmente foram
realizados ensaios visando comparar variagdes no acumulo de cinco miRNAs maduros
(miR-125b-5p, miR-132-3p, miR-146a-5p, miR-155-5p e miR-455-3p) em macrdfagos
de camundongos das linhagens A/J e B10.A, modelos de resisténcia e suscetibilidade a
infeccdo por P. brasiliensis, infectados com leveduras do isolado virulento Pb18. Foi
registrado um aumento nos niveis de todos os miRNA estudados, indicando sua possivel
participagdo na regulacdo da resposta imune inata a P. brasiliensis. Padrdes de inducdo
semelhantes foram observados entre as duas linhagens, ndo permitindo relaciona-los ao
estabelecimento de respostas inflamatorias distintas entre as linhagens suscetivel e
resistente nas fases iniciais da interagdo com o fungo.

A seqguir, em funcdo do papel critico na regulacdo da resposta imune inata e
adaptativa que vem sendo atribuido ao miR-155, passamos a realizar um estudo mais
aprofundado sobre este miRNA. O miR-155-5p é bastante importante para o
estabelecimento de uma resposta imune apropriada, € nossos dados mostraram que em
resposta a infeccdo houve um aumento de seu transcrito primario (pri-miR-155), bem
como dos niveis das duas fitas maduras. Estes dados acerca dos precursores deste
miRNA sugerem que a inducao desse miRNA ocorra em parte devido a uma maior taxa
de transcricdo do gene MIR155HG, ndo dependendo somente de modulacGes em seu
processamento. Quanto as fitas maduras, 0 aumento muito mais pronunciado de miR-
155-3p em relacdo ao observado para miR-155-5p e a alteracdo na razdo entre os niveis
das duas fitas pode ser um bom indicativo de um papel funcional da fita passageira.

A quantificagdo do acumulo de transcritos alvo de miR-155-5p apresentou
padrdes variados: enquanto o aumento de TNFa e a diminui¢ao de SHIP1 representam o
comportamento esperado sob acdo do miRNA, o acumulo de SOCS1 e SOCS3, a
principio regulados negativamente por miR-155-5p, deixa claro a dificuldade de
relacionar o efeito de um unico miRNA sobre seu alvo em um contexto de alta
reprogramacao genética como €é a resposta imunoldgica. Por fim, experimentos
utilizando macréfagos com delecdo de dois importantes receptores de membrana
(dectina-1 e TLR4) mostraram que a indu¢do de miR-155 em resposta a P. brasiliensis
ndo se deve a ativagdo das vias de sinalizagdo a partir destes receptores, 0s quais

exerceriam na realidade um efeito negativo sobre os niveis desse miRNA. Porém, 0s
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mecanismos levando a essa regulacdo negativa sobre o acimulo de miR-155-5p ainda
precisam ser elucidados. Para permitir uma abordagem mais direta do papel funcional
de miR-155 estdo planejados ensaios de perda de funcdo através de transfeccdo com
inibidores de microRNA. Os resultados preliminares aqui apresentados para validacéo
do modelo de transfeccdo indicam uma alta eficiéncia da transfeccdo de macrofagos
primarios e a capacidade desses inibidores de bloquearem a funcéo de um miRNA.
Embora varios trabalhos venham mostrando a importancia de miRNAs na
resposta imune de hospedeiros mamiferos a diversos patdgenos, apenas alguns poucos
estudos sobre a participacdo desses reguladores na resposta a fungos foram realizados.
Assim, os resultados aqui apresentados sdo de relevancia por sugerirem, pela primeira
vez, a participagdo de miRNAs na regulacdo de vias envolvidas na resposta imune inata

a P. brasiliensis.
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6. PERSPECTIVAS

Este trabalho apresentou as avaliacdes iniciais da participacdo de miRNAs na
regulacao da resposta imune inata. Para dar continuidade a linha de investigacdo,
constam como perspectivas desse trabalho:

1. Avaliacdo do efeito da infeccdo por P. brasiliensis sobre os niveis de miRNAs
em diferentes tempos de interacdo para caracterizagdo da dinamica de indugéo
de miRNAs e regulacéo de seus alvos;

2. Comparacdo do padrdo de modulacdo de miRNAs por isolados de P. brasiliensis
com diferentes niveis de viruléncia;

3. Inducdo de resposta inflamatéria por antigenos especificos de P. brasiliensis
para caracterizacdo do papel de miRNAs na resposta exclusivamente voltada a
esse fungo

4. Realizacdo de novos experimentos para finalizacdo da validacdo e padronizacao
do modelo de silenciamento por antimiR, incluindo a realizacdo dos ensaios de
citotoxicidade;

5. Ensaios de perda de fungdo para estudo do papel funcional de miR-155-5p e
miR-155-3p, com avaliagdo da importancia desses miRNAs em eventos como
fagocitose, atividade fungicida e producdo de Citocinas.

6. Sequenciamento em larga escala para analise de transcritoma de macréfagos
murinos apos interacdo com P. brasiliensis na auséncia e na presenca de antimiR
para proposicdo de alvos regulados por miR-155 e importantes na regulacédo da
resposta a esse fungo.
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APENDICE

Tabelas com valores de quantificacdo relativa obtidos para todos os experimentos
independentes realizados.

Tabela 3. Quantificacdo relativa de microRNAs de macrdfagos peritoneais murinos de A/J apds
interacdo com leveduras de Pb18 por seis horas. Resultados obtidos por RT-qgPCR com sondas
Tagman® para trés experimentos independentes.

- AACt

mMiRNA Quantificacdo Relativa (2 )
Exp. 1 Exp. 2 Exp. 3
miR 125b-5p 2,45 2,62 2,55
miR 132-3p 2,77 1,77 3,07
miR 146a-5p 2,17 4,88 2,09
miR 155-5p 8,10 14,56 5,23
miR 155-3p 34,27 227,24 58,65
miR 455-3p 3,43 3,89 2,21
Pri-miR 155 22,90 16,68 11,18

72



Tabela 4. Quantificacdo relativa de microRNAs de macréfagos peritoneais murinos de B10.a
apos interacdo com leveduras de Pb18 por seis horas. Resultados obtidos por RT-gPCR com
sondas Tagman® para trés experimentos independentes.

miRNA Quantificacdo Relativa (27 **")

Exp. 1 Exp. 2 Exp. 3
miR 125b-5p 5,38 1,94 2,31
miR 132-3p 8,93 4,77 5,72
miR 146a-5p 4,09 3,69 2,31
miR 155-5p 174,53 8,79 2,60
miR 155-3p 898,29 104,00 18,58
miR 455-3p 4,93 2,35 1,67

Tabela 5. Quantificacdo relativa de mMRNAs alvos de miR-155-5p em macréfagos peritoneais
murinos de A/J apds interacdo com leveduras de Pb18 por seis horas c. Resultados obtidos por
RT-gPCR com SybrGreen® para trés experimentos independentes.

Gene

- AACt
Quantificacdo Relativa (2 )

Tnf-a
Shipl
Socsl

Socs3

Exp. 1 Exp. 2 Exp. 3
3,92 73,69 7,78
0,00 0,48 0,07
8,85 23,06 8,11
63,99 22,40 5,77
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Tabela 6. Quantificacdo relativa de miR-155-5p de BMDM C57BI/6 ap0s interacdo com
leveduras de Pb18 por seis horas. Resultados obtidos por RT-gPCR com sondas Tagman® para
dois experimentos independentes.

Quantificacio Relativa (2 **“")

Grupo )
miR-155-5p
Exp. 1 Exp.2
WT 6,40 1,40
Dec 15,85 3,48
TLR4 27,37 2,07
WT: Selvagem;

Dec: Knockout Receptor de Dectina-1;
TLR4: Knockout TLR4
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