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INTRODUCAO

A levedura Cryptococcus neoformans é o principal agente etioldgico da criptococose, acometendo principalmente pacientes que sao submetidos a
terapia imunossupressora devido a transplante de 6rgaos, quimioterapia ou doenca autoimune, assim como a portadores da sindrome da imunodeficiéncia
adquirida. Esta doenca é adquirida através da inalacao de esporos ou leveduras dessecadas encontradas no ambiente, em arvores como eucaliptos, solo e excretas
de pombos (Perfect, 2010). O quadro clinico é caracterizado por uma infeccao pulmonar primaria, com a possibilidade de disseminacao pelo organismo do
hospedeiro, causando mais comumente meningoencefalite (Brown et al., 2012).. A fagocitose exercida pelos macréfagos alveolares é a principal linha de defesa
pulmonar do hospedeiro contra criptococose, sendo necessario que ocorra a reprogramacao da expressao génica nessas células para contencao da disseminacao
do patdgeno (Nicola e Casadevall, 2012). Uma maneira de modular a resposta a infeccao pode ser através de microRNAs como miR-146 e miR-155, envolvidos na
regulacdao da imunidade inata e de acao pro-inflamatoria (Monk, 2010). Sendo assim, o objetivo do trabalho foi analisar a expressao destes microRNAs em
macrofagos apos infeccao com o patogeno Cryptococcus neoformans, a fim de avaliar possivel modulacao da resposta imune das células frente a infeccao fungica

pelo mecanismo de RNA.I.

RESULTADOS

A —_
16- i *
2 =
§ 2- f—i 3 Controle
S ) B C. neoformans
> 2=
[ b
a . l l l B C. neoformans MC
o 0.5
On
© 0.25+
[ h)
= 0.125+
<
> A\e) )
B & & &
4-
= [ Controle
% 3 C. neoformans MC
-
z >
)
@
o
<
On 1-
&
S
9
<
0.5-
(4 0 )
& & &
o » \
& & S

Figura 1: Niveis de miRNAS sao modulados em macrdéfagos murinos infectados por C. neoformans. Analise dos
niveis relativos de transcritos de miRNAs empregando gRT-PCR apds 4 horas e 24 horas de interacdao entre
macroéfagos J774.1A e C. neoformans H99. (A) No tempo de 4 horas observa-se que houve diferenca na expressao
dos trés microRNAs analisados nas condi¢cdes avaliadas. Todos apresentaram expressao diferenciada nas condicoes
com a presenca de C. neoformans, sendo detectados niveis de transcritos mais elevados na condicdao da infeccao
com patoégeno inativado por calor (C. neoformans MC). Os microRNAs miR-146b e miR-155 também apresentaram
diferenca significativa quando comparadas as condi¢cdes controle e C. neoformans MC, o que sugere gue 0S
macrofagos possuem mecanismos de modulacdao por RNAI diferenciados conforme a condicao de infeccao fungica
imposta. (B) Os niveis de transcritos ndo apresentaram diferenca estatistica significativa entre as condicdes controle
e C. neoformans MC, contudo, é possivel observar que entre os microRNAs analisados, o0 miR146b apresentou
maior expressao em ambas condicdes quando comparado aos demais. As barras representam as médias e desvio
padrao obtidos a partir de 3 réplicas técnicas de 3 replicas bioldgicas. Expressao relativa baseada em 2-ACt a partir
de dados do normalizador snRNP U6. A anadlise estatistica foi realizada por Student t test: (*) p < 0.05 e (**) p <
0.001.

CONCLUSOES

Os miRNAs miR-146a, miR-146b e miR-155 se apresentaram
diferencialmente expressos em macrofagos murinos infectados por C.
neoformans.
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Figura 2: Os microRNAs cuja expressao € modulada em macréfagos murinos infectados
por C. neoformans apresentam um grande numero de alvos. Analise da relacao
guantitativa entre o niumero de sitios alvo e genes alvo de cada miRNA de forma geral e
relacionados a resposta imune. E possivel observar diversas possibilidades de ligacdo dos
mMiRNAs para regulacao dos genes alvo, devido a grande quantidade de sitios alvo
presentes. (A) Relacdo entre o numero de sitios alvo e de genes alvo totais para cada
mMiRNA de estudo. (B) Relacdo entre o nimero de sitios alvo e de genes alvo relacionados a
resposta imune para cada miRNA de estudo, notando-se uma proporcao mantida pelas
quantidades nos trés miRNAs analisados. (C) Razao entre o numero de sitios e genes alvo,
comparando os dados para quantidades totais e relacionadas a resposta imune. Observa-
se que referente aos dados totais, a razao se mantém bastante semelhante, contudo mais
baixa do que a razao apresentada pelos dados relacionados a imunidade, no qual destaca-
se a razao apresentada pelo miR-146b.

PERSPECTIVAS

e Avaliar o efeito da inducao da expressao de microRNAs em
macrofagos por estimuladores do sistema imune INF-y e LPS;

e Avaliar a funcionalidade dos microRNAs com expressao alterada
pela quantificacao da expressao do gene alvo da ectodisplasina A

(Eda).
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