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RESUMO 

Mecanismos de regulação da expressão gênica constituem um ponto chave de células e 

organismos, sendo fundamentais em diversos aspectos da funcionalidade celular, como quando 

expostos a estímulos e variações no ambiente. Neste contexto, moléculas de RNA não 

codificante também desempenham importantes funções. Recentemente, uma nova classe de 

pequenos RNAs com atividade regulatória pós-transcricional foi descrita em diversas espécies, 

sendo denominados fragmentos de RNA derivados de tRNAs (tRFs). Embora tRFs possuam 

uma função de regulação extremamente similar aos microRNAs, existem indícios de que tRFs 

exercem sua função independentemente da maquinaria celular utilizada pelos microRNAs na 

via de RNA de interferência (RNAi). As leveduras basidiomicéticas Cryptococcus gattii e 

Cryptococcus neoformans são os agentes etiológicos da criptococose, doença sistêmica que 

acomete principalmente pulmões e sistema nervoso central. É conhecido que algumas linhagens 

de C. gattii não possuem alguns genes envolvidos na via de RNAi, enquanto que C. neoformans, 

evolutivamente próximo a C. gattii, é proeficiente para esta via. Dessa forma, C. gattii apresenta 

um grande potencial como modelo de avaliação da independência dos tRFs da maquinaria de 

RNAi, o que poderia indicar a existência de uma via alternativa de regulação pós-transcricional 

nesta levedura. Assim, esse projeto teve por objetivo avaliar a presença de tRFs em C. gattii. 

Empregando metodologias in silico baseadas em dados de alinhamento de bibliotecas de 

pequenos RNAs, foram identificados 34 tRFs únicos para a linhagem R265 de C. gattii, 

originados de 23 das 53 sequências únicas de tRNAs preditas no genoma. Dentre estes, estão 

inclusos tRFs de uma possível nova classe, originada da região 5’leader do transcrito de tRNA 

primário. Por meio de ensaios de qRT-PCR, foram confirmadas as predições de tRFs 

representativos, além da identificação de expressão diferencial. Apesar da quantidade de tRNAs 

que geram tRFs ser extremamente baixa nesta levedura, quando comparada com outros 

organismos, a identificação de tRFs em uma linhagem de C. gattii que apresenta a inviabilidade 

da via de RNAi, e especialmente a evidência de expressão diferencial, sugerem a existência de 

regulação por meio de tRFs de forma independente da via de RNAi. 

 

Palavras-Chave: Cryptococcus, fragmentos de tRNA, pequenos RNAs, regulação da expressão 

gênica, RNA de interferência, tRNAs 

 

 

 

 



 
 

ABSTRACT 

Gene expression regulation mechanisms are a key point for cells and organisms and essential 

to several aspects of cellular functionality, as those necessary to adapt to stimuli and variations 

on the environment. In this context, noncoding RNA molecules also have an important role. 

Recently, a new class of small RNAs with post-transcriptional regulatory activity was described 

in various species, known as tRNA-derived RNA fragments (tRFs). Although tRFs possess a 

regulation function extremely similar to microRNAs, there are indications that tRFs exert their 

functions independently of cellular machinery used by microRNAs in RNA interference 

pathway (RNAi). The basidiomycetous yeasts Cryptococcus gattii and Cryptococcus 

neoformans are the etiologic agents of cryptococcosis, a systemic disease which affects mainly 

the lungs and central nervous system. Some strains of C. gattii do not possess genes involved 

in RNAi pathway, while the evolutionarily close C. neoformans is proficient in such pathway. 

Therefore, C. gattii displays a great potential as a model for evaluation of tRFs RNAi machinery 

independent activity, which could point to an alternative post-transcriptional regulation 

pathway existence. Therefore, the aim of this work was to evaluate the presence of tRFs in C. 

gattii R265. Using in silico methodologies based on alignment data from small RNAs libraries, 

we identified 34 unique tRFs in C. gattii R265 strain, originated from 23 out of the 53 unique 

sequences of genome predicted tRNAs. Among these are tRFs of a possible new class, derived 

from the 5’ leader region of primary tRNA transcript. With qRT-PCR assays, we were able to 

confirm the prediction of representative tRFs, as well as identifying differential expression of 

some tRFs. Although the number of tRF-producing tRNAs identified was lower compared to 

other organisms, the tRFs identification in a RNAi pathway-disabled strain of C. gattii, and 

especially the evidence of differential expression, suggest the existence of a RNAi pathway-

independent regulation by the tRFs. 

 

Keywords: Cryptococcus, gene expression regulation, RNA interference, small RNAs, tRNAs, 

tRNA fragments  
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1 INTRODUÇÃO GERAL 

 

1.1 Regulação da expressão gênica 

 

A capacidade de adaptação ao ambiente permite aos organismos a sobrevivência e 

perpetuação da espécie, podendo ser observada desde organismos de menor complexidade, 

como bactérias, a sobreviver a estresses abióticos e bióticos, até na diferenciação celular em 

tempos e locais precisos durante o desenvolvimento de organismos multicelulares complexos. 

Essa adaptabilidade da célula ou organismo ocorre através de uma série de mecanismos 

celulares, os quais alteram a disponibilidade de produtos gênicos (RNA e proteínas) de acordo 

com os sinais extra- e intracelulares. Esses mecanismos são denominados como “regulação da 

expressão gênica”. Essa regulação em eucariotos ocorre em diversos pontos do processo de 

expressão gênica, como na transcrição gênica, no processamento e estabilidade do transcrito de 

RNA, na tradução do RNA mensageiro em proteínas bem como na regulação do funcionamento 

das proteínas produzidas, auxiliando no funcionamento da célula (CAUSTON et al., 2001; 

DAY; TUITE, 1998; LÓPEZ-MAURY; MARGUERAT; BÄHLER, 2008). 

Uma das primeiras e mais bem elucidadas formas de regulação já descritas é o controle 

da transcrição (JACOB; MONOD, 1961), sendo também a forma de regulação comum a todos 

os organismos, apesar de diferir em grau de complexidade entre os mesmos. O controle da 

transcrição é a base de toda a regulação da expressão gênica, uma vez que é responsável por 

induzir ou restringir a transcrição de um precursor de RNA. Em eucariotos, a regulação da 

transcrição se dá por meio de dois mecanismos interligados: os fatores de transcrição e o 

remodelamento da cromatina (LEE; YOUNG, 2013). Os fatores de transcrição são proteínas 

com capacidade de ligação ao DNA, que se ligam a sequências específicas de regiões 

promotoras, reforçadoras e silenciadoras, e que causam, direta ou indiretamente (por meio de 

cofatores) a indução ou repressão do funcionamento ou acoplagem da maquinaria de transcrição 

à região promotora (FARNHAM, 2009). Já o remodelamento da cromatina por meio de 

histonas, as quais se tratam de proteínas de ligação ao DNA com função empacotadora, leva à 

formação de regiões inacessíveis aos fatores de transcrição, denominada heterocromatina, de 

forma a promover a repressão de genes localizados dentro da mesma. Somado a isso, as histonas 

alteram espacialmente a organização da cromatina, aproximando ou afastando regiões 

reguladoras tanto em cis (mesmo cromossomo) quanto em trans (cromossomos diferentes) de 
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determinados genes, de forma a alterar a transcrição dos mesmos (GONZALEZ-SANDOVAL; 

GASSER, 2016; GREWAL; MOAZED, 2003). 

Outra forma de regulação da expressão é o controle pós-transcricional, que engloba 

mecanismos de processamento e estabilização da molécula de RNA recém transcrita. O 

principal mecanismo de processamento de RNA é o splicing, executado pelo complexo 

ribonucleoproteico denominado spliceossomo, que faz a remoção de introns e recombinação de 

exons do pré-mRNA, afim de gerar um mRNA maduro (BURGE et al., 1999), podendo 

também, por meio de splicing alternativo, gerar diferentes combinações de exons a partir de um 

mesmo pré-mRNA (STAMM et al., 2005). Já o mecanismo de regulação da estabilidade de 

moléculas de RNA mais bem descrito é o controle do decaimento de mRNAs, sendo regido 

pela ligação de diversas proteínas nas regiões 5’ e 3’ não traduzidas (UTR) dos mRNAs, 

podendo induzir ou inibir a degradação dessas moléculas por ribonucleases (SCHOENBERG; 

MAQUAT, 2012). 

Por muito tempo, essas formas de regulação foram tratadas como a simples interação 

entre proteínas e os ácidos nucleicos que são seus substratos (DAY; TUITE, 1998), mas com o 

avanço das metodologias de biologia molecular e computacional, assim como o advento das 

tecnologias de sequenciamento, novos componentes das vias de regulação foram identificados, 

classificados como RNAs não-codificantes (ncRNAs), e que não apenas fazem parte de vias já 

descritas, como também são componentes principais de vias até então não descritas (EDDY, 

2001). 

 

1.2 RNAs não-codificantes 

 

A existência de RNAs cujo objetivo final não é a produção de uma cadeia peptídica a 

partir de sua sequência de bases é reconhecida há décadas, como nos casos dos RNAs 

ribossômicos (rRNAs), RNAs de transferência (tRNAs), os pequenos RNAs nucleares 

(snRNAs) que compõe o spliceossomo e os pequenos RNAs nucleolares (snoRNAs), 

responsáveis pela maturação de rRNAs no nucléolo. Apesar disso, apenas recentemente os 

ncRNAs começaram a receber maior enfoque, devido às novas tecnologias de sequenciamento 

que possibilitaram a descoberta de novas classes de RNAs com função regulatória. 

Adicionalmente, tais tecnologias revelaram que grande parte do genoma humana é transcrito 

na forma desses RNAs funcionais não codificantes (DJEBALI et al., 2012). Assim, diversas 

classes de ncRNAs já foram identificadas, com funções que variam desde a regulação na 
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expressão gênica até a atuação como elementos estruturais (GONZALEZ-SANDOVAL; 

GASSER, 2016; MATERA; TERNS; TERNS, 2007; MERCER; DINGER; MATTICK, 2009). 

Apesar da grande variedade de ncRNAs, os mesmos podem ser divididos em dois grandes 

grupos de acordo com seu tamanho: os RNAs longos não-codificantes (lncRNAs) e os pequenos 

RNAs (sRNAs). 

 Os lncRNAs são um grupo heterogêneo de moléculas de RNA que apresentam um 

comprimento de 200 nucleotídeos ou mais (KAPRANOV et al., 2007), abrangendo uma grande 

quantidade de moléculas com as mais variadas características. A maioria dos lncRNAs 

apresentam muitas similaridades com os mRNAs, como a adição de 5’-cap, poliadenilação e 

splicing, podendo muitas vezes ser apenas distinguidos pela ausência de fases de leitura 

produtoras de proteínas, salvo exceções de lncRNAs que apresentam processamentos únicos, 

como os lncRNA predecessores de microRNAs e RNAs circulares (QUINN; CHANG, 2016). 

Apesar dessa similaridade com os mRNAs em termos de processamento, os lncRNAs podem 

ser transcritos de virtualmente qualquer porção do genoma, podendo ser originados de regiões 

intergênicas ou dentro de genes codificadores de proteínas, tanto da fita anti-senso quanto da 

fita senso, de regiões intrônicas ou exônicas, podendo ser até mesmo provenientes de uma 

ativação bidirecional do promotor de um gene codificador de proteínas (MERCER; DINGER; 

MATTICK, 2009). Da mesma forma que o termo lncRNA compreende diversas moléculas de 

tamanhos e biogênese diferentes, as funções exercidas pelos lncRNAs são variadas, atuando 

como guias para proteínas de remodelamento de cromatina com domínio de associação a RNA, 

na ativação e repressão da transcrição de genes em cis e trans, na regulação da estabilidade de 

mRNAs no citoplasma e no controle dos níveis de microRNAs por meio de sequestro dos 

mesmos (FATICA; BOZZONI, 2014). 

 Os sRNAs, por sua vez, são moléculas de RNAs cujas extensões não ultrapassam 200 

nucleotídeos, apesar de grande parte das moléculas descritas neste grupo possuírem menos da 

metade desse comprimento (KAPRANOV et al., 2007). Diferentemente dos lncRNAs, os 

sRNAs não costumam apresentar características em comum entre suas diferentes classes, e, 

usualmente, serem extremamente distintas entre si em termos de conservação de sequência ou 

de estrutura. Apesar disso, sua biogênese tende a ser de duas formas: (i) pela transcrição de um 

gene próprio do sRNA, podendo esse ser policistrônico, ou (ii) a partir do processamento de 

outras classes de RNAs (MATERA; TERNS; TERNS, 2007; MATTICK; MAKUNIN, 2006). 

Os sRNAs em geral atuam associados a outras proteínas ou complexos ribonucleoproteicos, 

possuindo atividade estrutural, catalítica ou como um guia baseado em sequência de ácidos 

nucleicos, atuando em uma grande diversidade de fenômenos celulares (MATTICK; 
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MAKUNIN, 2006). Desde a identificação de rRNAs e tRNAs, os primeiros sRNAs a serem 

estabelecidos como ncRNAs funcionais, uma grande variedade de classes de sRNAs vem sendo 

constantemente relatada. Ainda assim, a literatura de sRNAs é composta majoritariamente por 

estudos de microRNAs, classe cuja associação com a via de RNA de interferência (RNAi) e 

uma ampla atuação na regulação da expressão gênica em eucariotos superiores (STEFANI; 

SLACK, 2008) lhe concedeu posição de destaque entre os ncRNAs. 

 Os microRNAs são sRNAs com tamanho variado entre 21 a 25 nucleotídeos, na sua 

maioria, e são a classe dominante de sRNAs reguladores (HE; HANNON, 2004). A grande 

maioria dos microRNAs são produzidos a partir de genes próprios. Entretanto, é possível 

também encontrar genes de microRNAs organizados em unidades policistrônicas. Isto é 

majoritariamente observado em microRNAs que regulam genes envolvidos em processos 

biológicos similares (BARTEL, 2004). Também ocorre a produção de microRNAs a partir do 

processamento de mRNAs e lncRNAs, sendo produzidos tanto a partir de regiões exônicas 

quanto intrônicas (KIM; KIM, 2007; SLEZAK-PROCHAZKA et al., 2013). Independente da 

sua origem, os transcritos iniciais de microRNA, denominados pri-microRNAs, tem em comum 

a presença de uma estrutura na forma de hairpin, característica da qual depende todo o 

processamento do microRNA e entrada na via de RNAi (HE; HANNON, 2004). Essa inserção 

na via de RNAi é extremamente necessária, uma vez que os microRNAs exercem a sua função 

de reguladores negativos a nível pós-transcricional por meio da associação ao complexo de 

silenciamento induzido por RNA (RISC), o principal efetor da via de RNAi (CARTHEW; 

SONTHEIMER, 2009). Assim, a biogênese e funcionamento dos microRNAs apresentam-se 

sobrepostos ao funcionamento da via de RNAi. 

 

1.3 Via de RNA de interferência 

 

 Inicialmente identificada em Caenorhabditis elegans, a partir de estudos com o 

microRNA lin4 (LEE; FEINBAUM; AMBROS, 1993), a via de RNA de interferência tem se 

destacado como uma via de suma importância para a regulação da expressão gênica em 

eucariotos. Além de sua ocorrência extremamente difusa ao longo de diversas classes de 

eucariotos (SHABALINA; KOONIN, 2008), é proposto que, por meio de sua associação com 

microRNAs, a via de RNAi seja responsável pela regulação a nível pós transcricional de mais 

de 60% dos mRNAs em humanos (FRIEDMAN et al., 2009). Apesar de que a principal forma 

de atuação e de representação da via de RNAi seja a nível pós-transcricional por meio dos 
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microRNAs (WILSON; DOUDNA, 2013), ela também pode exercer funcionalidade por meio 

de associação com outros sRNAs, como com pequenos RNAs de interferência (siRNAs) 

(CARTHEW; SONTHEIMER, 2009) ou com RNAs de interação com Piwi (piRNAs) 

(THOMSON; LIN, 2009). 

 A via de RNAi associada aos microRNAs em mamíferos se inicia com a transcrição dos 

genes de microRNAs pela RNA polimerase II ou pela excisão de introns ou exons de mRNAs 

que contenham microRNAs, produzindo pri-microRNAs. Os pri-microRNAs são fitas-simples 

de RNA que, por meio de pareamento interno na fita, formam um hairpin com extremidades 

em fita-simples. Ainda no núcleo, o pri-microRNA passa pela primeira etapa de processamento, 

executada pelo complexo microprocessador, formando pelas proteínas Drosha e DGCR8. As 

proteínas DGCR8 se ligam as extremidades de fita-simples, guiando o complexo, e então a 

RNase Drosha faz a clivagem do pri-microRNA a 11 nucleotídeos de distância da divisão entre 

hairpin e fita-simples. Essa clivagem produz um hairpin de 60 a 70 nucleotídeos com uma 

extremidade 5’ fosfato e uma extremidade 3’com usualmente 2 nucleotídeos sobressalentes, 

denominado pré-microRNA. Após o transporte para o citoplasma via Exportina-5, ocorre a 

segunda etapa de processamento, feita pela RNase Dicer. Por meio do reconhecimento da 

estrutura de hairpin e dos 2 nucleotídeos sobressalentes da extremidade 3’ do pré-microRNA, 

Dicer faz a clivagem da porção do hairpin oposta às extremidades 5’ e 3’, transformando o 

hairpin de fita-simples em um RNA de fita-dupla (dsRNA), levando a formação de um duplex 

de microRNAs maduros. Da mesma forma que a clivagem por Drosha, a clivagem pela Dicer 

faz com que ambas as fitas formadas possuam uma extremidade 5’ fosfato e uma extremidade 

3’ com nucleotídeos sobressalentes (WAHID et al., 2010; WILSON; DOUDNA, 2013). Estas 

informações estão ilustradas na Figura 1. 

 Após todo o processo de produção dos microRNAs, para que os mesmos possam efetuar 

sua função de repressão, uma das fitas do duplex deve ser carregada em proteínas Argonauta 

da subfamília AGO (Ago). As Ago são as proteínas principais do RISC, contendo 4 domínios 

funcionais conservados: o domínio N-terminal, responsável pela separação do duplex de 

microRNAs e carregamento de um dos microRNAs em Ago, o domínio PAZ, responsável por 

se ligar à extremidade 3’ do sRNA carregado, o domínio MID, responsável por se ligar à 

extremidade 5’ do sRNA carregado, e o domínio PIWI, extremamente semelhante a uma RNase 

H e que possui atividade de endonuclease. Na maioria dos casos, para um dado duplex de 

microRNA, a mesma fita é a carregada na proteína argonauta, sendo denominada fita guia, 

enquanto que a outra fita é liberada e degradada, sendo denominada fita passageira. Essa seleção 

se faz pela estabilidade termodinâmica do duplex de microRNAs, sendo que a fita que apresenta 
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em sua porção 5’ uma região de pareamento mais instável possui maior facilidade de interação 

com o domínio N-terminal de Ago, aumentando sua frequência de carregamento. Com a 

formação do RISC e com o carregamento do microRNA, o complexo irá identificar o mRNA 

alvo do microRNA e, a partir do pareamento entre o mRNA e a região seed do microRNA, que 

corresponde aos nucleotídeos 2 até 8 no sentido de 5’ a 3’, realizar o silenciamento desse 

mRNA. As regiões alvo das seeds de microRNAs geralmente se localizam na região 3’ UTR 

dos mRNAs, e a extensão da complementariedade de bases entre o seed e seu alvo define a 

Figura 1: Biogênese e funcionamento dos microRNAs pela via de RNAi. A transcrição dos genes de microRNAs 

leva a produção de transcritos com estrutura de hairpin denominados pri-microRNAs. Ainda no núcleo, esses 

transcritos sofrem uma clivagem inicial de suas extremidades pela proteína Drosha, gerando os pré-microRNA, que 

é transportado para o citoplasma. No citoplasma, o pré-microRNA sofre uma nova clivagem pela proteína Dicer, 

produzindo um duplex de microRNAs, do qual uma das fitas será carregada no RISC e irá levar à repressão da 

tradução ou à clivagem do mRNA alvo. Adaptado de (HE; HANNON, 2004). 
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forma pela qual o RISC irá gerar a repressão desse mRNA. Caso haja uma complementariedade 

perfeita entre o seed e a região alvo, Ago executa a clivagem da região alvo do mRNA por meio 

do seu domínio PIWI, levando à degradação do mesmo. Já no caso de a complementariedade 

ser suficiente para o reconhecimento do alvo, porém insuficiente para iniciar o processo de 

clivagem, ou no caso de a argonauta presente no RISC não possua um domínio PIWI funcional, 

ocorre a inibição da tradução do mRNA por meio de mecanismos não endonucleolíticos, como 

pela inibição da circularização do mRNA, competição de proteínas do RISC com proteínas 

necessárias para a tradução e por liberação prematura dos ribossomos, sendo que essa inibição 

pode ser seguida pela deadenilação e degradação do mRNA (BARTEL, 2004; WAHID et al., 

2010; WILSON; DOUDNA, 2013). Estas informações estão ilustradas na Figura 1. 

 Com a crescente quantidade de sRNAs identificados, novas vias alternativas à via 

canônica de produção de microRNAs vêm sendo identificadas, com novas classes de sRNAs e 

classes já bem estabelecidas, mas até então não relacionadas com a via de RNAi, sendo 

encontradas em associação com proteínas Ago (DAUGAARD; HANSEN, 2017). Apesar de 

que a associação entre sRNAs e proteínas Ago não necessariamente signifique o funcionamento 

dos sRNAs por meio da via de RNAi, o potencial de novas formas de regulação leva à 

necessidade de estudos mais aprofundados sobre a associação desses sRNAs com a via. 

 

1.4 Fragmentos de RNA derivados de tRNA 

 

 Os fragmentos de RNA derivados de tRNA (tRFs) são uma classe recém descrita de 

sRNAs produzidos a partir do processamento de transcritos de tRNA, possuindo de 13 a 30 

nucleotídeos e atuando na regulação da expressão gênica. Esses fragmentos podem ser 

produzidos a partir tanto de tRNAs maduros quanto de transcritos de tRNAs primários, e 

atualmente são classificados de acordo com a região da qual se originam no tRNA: (i) tRF-5 

quando produzidos a partir da extremidade 5’ do tRNA maduro, (ii) tRF-In (tRF-interno) 

quando produzidos a partir de regiões internas do tRNA maduro que não incluam uma 

extremidade, (iii) tRF-3 quando produzidos a partir da extremidade 3’ do tRNA maduro e 

contenham a sequência CCA em sua extremidade, e (iv) tRF-1 quando produzidos a partir do 

3’ trailer do transcrito de tRNA primário (Figura 2) (GEBETSBERGER; POLACEK, 2013; 

KEAM; HUTVAGNER, 2015; ZHENG et al., 2016). 

Por muito tempo, estudos de sRNAs identificaram a presença desses fragmentos, mas 

por previamente serem considerados produtos da degradação de tRNAs ou artefatos de 
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sequenciamento, esses fragmentos eram excluídos de qualquer análise. Porém, uma avaliação 

mais aprofundada de características desses fragmentos levou à caracterização de uma produção 

ativa de tais moléculas: (i) os tRFs possuem uma produção extremamente precisa, com grandes 

quantidades de fragmentos provenientes de clivagem na mesma posição do tRNA, indicando 

que não são produzidos aleatoriamente; (ii) os níveis de produção de tRFs não se correlacionam 

com os níveis de expressão dos seus tRNAs progenitores, indicando que existem taxas de 

produção específicas para produção de tRFS, não sendo apenas a degradação dos tRNAs; (iii) 

os níveis de produção de tRFs são afetados por estímulos estressores, indicando que os mesmos 

são produzidos como uma forma de resposta ao ambiente e, possivelmente, possuem papel 

regulatório; (iv) tRFs provenientes de diferentes porções de um mesmo tRNA podem não 

apresentar níveis de produção semelhantes, indicando que são unidades independentes e 

produzidas ativamente (BĄKOWSKA‐ŻYWICKA et al., 2016; GEBETSBERGER; 

POLACEK, 2013; KUMAR; KUSCU; DUTTA, 2016).  

Figura 2: Produção e classificação dos principais tipos de tRFs. A produção dos tRFs pode ocorrer tanto a 

partir do transcrito de tRNA primário quanto do tRNA maduro. Quando produzido a partir do tRNA maduro, o 

tRF pode ser classificado como tRF-5 (azul) quando originado da extremidade 5’, tRF-In (marrom) quando 

originado de uma porção interna ou tRF-3 (verde) quando originado da extremidade 3’. Já quando é originado do 

trailer da região 3’ do tRNA primário, o tRF é classificado como tRF-1 (preto). Adaptado de (ZHENG et al., 

2016). 
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Apesar de já terem sido demonstradas as funções de alguns tRFs (KUMAR; KUSCU; 

DUTTA, 2016), pouco se sabe sobre sua biogênese e forma de atuação, sendo que grande parte 

das evidências apontam para a associação dos tRFs com a via de RNAi. Devido ao seu tamanho 

compatível com o dos sRNAs utilizados pelas argonautas e a identificação em diversos estudos 

a associação de tRFs com argonautas, os tRFs se apresentam como fortes candidatos a uma via 

não-canônica de RNAi (KUMAR et al., 2014). Foi demonstrado que tRFs-3 associados a 

argonautas são capazes de se ligar a regiões 3’ UTR de mRNAs e produzir a repressão da 

expressão, utilizando o mesmo mecanismo de seed que microRNAs (KUMAR et al., 2014), 

assim como alguns tRFs-5. Na mesma linha da via de RNAi, a constatação de que tRFs-5 se 

concentram no núcleo e são capazes de reprimir a expressão de genes alvo também aponta para 

uma atuação semelhante aos siRNAs e piRNAs (KUMAR et al., 2014; ZHANG et al., 2016). 

Mesmo com esses indícios, ainda é questionável a atribuição do funcionamento dos tRFs 

à via de RNAi. Apesar da associação de tRFs-5 e tRFs-3 com argonauta e seus papéis 

semelhantes aos exercidos por sRNAs da via de RNAi, os tRFs-1 não apresentam associação 

com argonautas. Além disso, a produção de tRFs independe das proteínas Dicer, diferindo de 

outros sRNAs utilizados pela via (KUMAR et al., 2014). Por fim, tRFs se fazem presentes 

também em organismos evolutivamente prévios ao desenvolvimento da via de RNAi ou em que 

houveram deleções de proteínas da via, sendo que alguns mecanismos independentes de 

proteínas argonauta já foram identificados (BĄKOWSKA‐ŻYWICKA et al., 2016; 

GEBETSBERGER et al., 2012). Outras classes de sRNAs cujas características e função se 

assemelham as dos microRNAs já foram identificadas em bactérias, atuando por meio de 

mecanismos semelhante à via de RNAi, apesar de não-relacionados (DESNOYERS; 

BOUCHARD; MASSÉ, 2013; GOTTESMAN, 2005). Assim, torna-se necessário avaliar a 

extensão da dependência da via de RNAi por parte dos tRFs, visto que os mesmos podem 

possuir uma via de atuação própria, ancestral à via de RNAi, sendo a utilização de argonautas 

para exercer funcionalidade uma exceção ao invés de uma regra. 

 

1.5 Cryptococcus gattii e Cryptococcus neoformans 

 

 C. gattii é uma levedura basidiomicética que, juntamente com C. neoformans, são os 

agentes etiológicos da criptococose, doença fúngica fatal de maior prevalência no mundo 

(KWON-CHUNG et al., 2014; SCHMIEDEL; ZIMMERLI, 2016). A criptococose afeta 

especialmente imunocomprometidos, sendo que seu quadro mais grave, a meningite 
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criptococócica, é responsável por cerca de 15% das mortes relacionadas à infecção por HIV no 

mundo, com uma taxa de mortalidade em torno de 95% (RAJASINGHAM et al., 2017). A 

infecção ocorre a partir da inalação de esporos das leveduras, presentes em ambientes 

contaminados por excretas de aves (C. neoformans) ou em cascas de árvores (C. gattii), e 

normalmente evolui para meningite criptococócica, apesar de ser uma doença de caráter 

sistêmico (KWON-CHUNG et al., 2014; LIN; HEITMAN, 2006). C. neoformans é responsável 

por cerca de 80% dos casos de criptococose, mas apesar da menor frequência de casos de 

criptococose causados por C. gattii, o mesmo possui a capacidade de infectar indivíduos 

imunocompetentes, sendo responsável por diversos surtos de criptococose na América do Norte 

(BYRNES III et al., 2009a, 2009b; KIDD et al., 2004; KWON-CHUNG et al., 2014). 

 Há diversas evidências que C. neoformans apresenta uma via de RNAi completa e 

funcional, enquanto a linhagem R265 de C. gattii apresenta deleções nos genes que codificam 

as proteínas Argonauta e RNA polimerase dependente de RNA, de forma a inviabilizar o 

funcionamento da via nessa linhagem. Além disso, em C. neoformans, foram identificados 

fragmentos de tRNAs associados a proteínas argonauta, apesar de que os mesmos não foram 

explorados (FERETZAKI et al., 2016; JIANG et al., 2012; WANG et al., 2010). De forma 

interessante, a perda da funcionalidade da via de RNAi na linhagem R265 de C. gattii não levou 

a uma perda da virulência, uma vez que essa linhagem é um isolado hipervirulento do surto da 

ilha de Vancouver (KIDD et al., 2004), sendo provável que algum mecanismo alternativo de 

controle pós-transcricional tenha suplantado a ausência da regulação por microRNAs.  
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2 JUSTIFICATIVA 

Em vista das informações fornecidas, C. gattii apresenta um bom modelo para estudos 

de tRFs e comparação com organismos que apresentam a via de RNAi conservada, com 

potencial para a avaliação do grau de dependência dos tRFs para com a via de RNAi, assim 

como para a identificação de possíveis novas vias envolvendo sRNAs capazes de atuar como 

microRNAs, incluindo os tRFs. 
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3 OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo geral 

Avaliar a existência de tRFs em Cryptococcus spp. 

 

2.2 Objetivos específicos 

• Construir uma pipeline para a descrição de in silico tRFs em Cryptococcus spp. 

• Descrever os tRFs em C. neoformans e C. gattii. 

• Avaliar o grau de conservação das sequências e da expressão dos tRFs entre C. 

neoformans e C. gattii. 

• Confirmar a presença de tRFs em C. gattii por meio de ensaios in vitro. 
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4 ARTIGO CIENTÍFICO 

 O artigo intitulado “Análise de fragmentos de RNA derivados de tRNA em 

Cryptococcus gattii” foi formatado conforme as normas para publicação junto ao periódico 

BMC Genomics. 
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4.1 Abstract 26 

Background: Fragmentos de RNA derivados de tRNA são pequenos RNAs de função 27 

regulatória presentes em uma vasta gama de organismos. Existem indícios de sua associação 28 

com a via de RNA de interferência, atuando de forma semelhante a microRNAs, siRNAs e 29 

piRNAs. Entretanto, a presença desses fragmentos em organismos com a ausência da via de 30 

RNA de interferência levanta a hipótese de uma via alternativa de regulação da expressão 31 

gênica para os mesmos. Assim, o presente estudo tem por objetivo analisar a presença desses 32 

fragmentos em uma linhagem de C. gattii que apresenta a via de RNA de interferência inativa. 33 

Resultados: Empregando análises in silico utilizando dados de RNA-seq da linhagem R265 de 34 

C. gattii, foram identificados 34 fragmentos de RNA derivados tRNA, oriundos de 23 dos 53 35 

tRNAs únicos. Por meio de ensaios de qRT-PCR, foram confirmadas as predições de tRFs, 36 

sendo também detectada a expressão diferencial de tRFs. 37 

Conclusões: Apesar da identificação de fragmentos de RNA derivados de tRNA ser pequena 38 

em comparação com outros organismos, a presença desses fragmentos em um organismo sem 39 

uma via de RNA de interferência funcional, e especialmente a evidência de expressão 40 

diferencial, sugerem a existência de mecanismos alternativos para o funcionamento de alguns 41 

fragmentos de tRNA. 42 

 43 

Palavras-chave: RNA não-codificante, pequeno RNA, RNAs regulatórios, tRNAs, tRFs 44 

 45 

 46 

 47 

 48 

 49 

 50 



27 
 

4.2 Background 51 

 52 

Ao longo dos últimos anos, os sRNAs (pequenos RNAs), classe de RNAs não codificantes com 53 

menos de 200 nucleotídeos [1], vêm se destacando como importantes peças na regulação da 54 

expressão gênica. Dentre as classes já caracterizadas, os microRNAs recebem um lugar de 55 

destaque pela sua ampla atividade na regulação pós-transcricional em eucariotos superiores 56 

[2,3], atuando por meio da via de RNAi (RNA de interferência) [4]. A via de RNAi também 57 

exerce suas funções utilizando outros sRNAs bem estudados, como os siRNAs (pequenos 58 

RNAs de interferência) [5] e piRNAs (RNAs de interação com PIWI) [6], tanto em nível pós-59 

transcricional quanto em nível transcricional, e novas classes de sRNAs regulatórios associados 60 

a essa via são constantemente identificadas [7]. 61 

Fragmentos de RNA derivados de tRNA (tRFs) são sRNAs de 13 a 30 nucleotídeos produzidos 62 

a partir do processamento de tRNAs e que possuem atividade regulatória [8]. A classificação 63 

proposta para tRFs é feita de acordo com a região do tRNA da qual se originam, sendo que a 64 

maior parte dos tRFs até então identificados são originados das extremidades 5’ e 3’ ou regiões 65 

internas de tRNAs maduros (tRF-5, tRF-3 e tRF-interno, respectivamente), assim como do 3’ 66 

trailer de transcritos de tRNA primário (tRF-1) [9,10]. A existência de fragmentos de tRNA já 67 

era evidenciada em estudos nos quais eram considerados produtos de degradação [11,12], mas 68 

apenas após a identificação da atividade regulatória de um tRF-1 na proliferação celular em 69 

células LNCaP e C4-2 [13], os tRFs passaram a ser estudados como moléculas funcionais. 70 

Desde então, a presença de tRFs tem sido relatada em uma ampla gama de organismos, sendo 71 

que sua função principal é atribuída a seu funcionamento em conjunto com a via de RNAi [14]. 72 

Tanto tRFs-5 quanto tRFs-3 apresentam associação com argonautas, sendo demonstrada a 73 

capacidade de tRFs-3 de atuar no silenciamento a nível pós-transcricional em um 74 
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comportamento microRNA-like. Já tRFs-5 aparentam ter uma função mais relacionada a 75 

siRNAs e piRNAs, concentrando-se no núcleo e atuando na regulação da transcrição [8,15]. 76 

Apesar da atribuição da funcionalidade dos tRFs à via de RNAi, poucos tRFs-5 e tRFs-3 tem 77 

sua função demonstrada por meio dessa via. Adicionalmente, tRFs-1 não apresentam 78 

associação com argonautas [14] e não há evidências da forma de atuação dos tRFs-In (tRF-79 

interno). A presença de tRFs em organismos evolutivamente anteriores às proteínas da via de 80 

RNAi já foi demonstrada, como em Escherichia coli e Haloferax volcanii [16,17], junto com a 81 

existência de mecanismos alternativos para o funcionamento dos mesmos. Análises in vitro em 82 

Saccharomyces cerevisiae, organismo que apresenta a perda de proteínas da via de RNAi, 83 

indicaram a presença em grande número de tRFs, assim como sua responsividade a estímulos 84 

estressores, reforçando a possibilidade da atuação de tRFs de maneira independente à via de 85 

RNAi [18]. Já foi demonstrado que outras classes de sRNAs presentes em bactérias apresentam 86 

mecanismos de funcionamento extremamente semelhantes a microRNAs, atuando por meio do 87 

pareamento com mRNAs e recrutamento de chaperonas Hfq para o silenciamento do alvo [19]. 88 

Assim, a extensão da dependência da via de RNAi por parte dos tRFs precisa ser estudada, uma 89 

vez que vias alternativas podem ser tão relevantes quanto a via de RNAi para o funcionamento 90 

dos tRFs. 91 

As leveduras C. gattii e C. neoformans são os agentes etiológicos da criptococose humana, 92 

doença fúngica fatal de maior prevalência no mundo [20,21]. Há evidências que demonstraram 93 

a ausência dos genes das proteínas argonauta e RNA-polimerase dependente de RNA, 94 

proteínas-chave da atividade da via de RNAi, na linhagem R265 de C. gattii, enquanto C. 95 

neoformans apresenta uma via de RNAi e regulação por microRNAs funcional [22–24]. De 96 

forma interessante, o estudo da funcionalidade da via de RNAi em C. neoformans identificou a 97 

presença de fragmentos de tRNA [23], apesar de que esse fato não foi explorado pelos autores. 98 

Devido a essa proximidade com um organismo que apresenta via de RNAi funcional, o estudo 99 
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de tRFs na linhagem R265 de C. gattii apresenta um grande potencial na identificação da 100 

influência dessa via no funcionamento dos tRFs. Assim, o presente estudo tem por objetivo 101 

avaliar por meio de ensaios in silico a presença de tRFs em C. gattii, afim de avaliar o impacto 102 

da perda da via de RNAi em termos de conservação. 103 

 104 

 105 

 106 

 107 

 108 

 109 

 110 

 111 

 112 

 113 

 114 

 115 

 116 

 117 

 118 

 119 

 120 

 121 

 122 

 123 

 124 
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4.3 Métodos 125 

 126 

Dados de RNA-seq 127 

 128 

Para as análises de identificação e expressão diferencial de tRFs em C. gattii, foram utilizadas 129 

bibliotecas de pequenos RNAs provenientes de cultivos da linhagem R265 em condição 130 

controle (YNB), privação de ferro (BPDS) e privação de zinco (TPEN), utilizadas por Ferrarezi 131 

e colaboradores [25] e presentes no Sequence Read Archive com o código de acesso 132 

SRR5209175. Para as análises de identificação de tRFs em C. neoformans, foi utilizada a 133 

biblioteca de pequenos RNAs proveniente do cultivo da linhagem H99, disponibilizada no GEO 134 

database [26] (código de acesso GSE43363).  135 

 136 

Identificação de tRFs in silico 137 

 138 

Com o intuito de identificar tRFs em C. gattii e C. neoformans, foi desenvolvida uma pipeline 139 

de análise baseada no servidor online tRF2Cancer [10] que permitisse a identificação de tRFs 140 

em qualquer organismo a partir de dados de RNA-seq.  141 

Foram preditos os genes de tRNA para a linhagem R265 de C. gattii [27] empregando os 142 

programas tRNAscan-SE [28] (versão 2.0) e Infernal [29] (versão 1.1.7), e pelo servidor online 143 

RNAspace [30], sendo os resultados comparados e aceitos os genes com maior suporte entre as 144 

diferentes ferramentas. Os genes de tRNA da linhagem H99 de C. neoformans foram obtidos a 145 

partir do banco de dados online tRNAdb [31]. A predição do tRNA sem seus íntrons foi 146 

utilizada como tRNA maduro, enquanto que a predição do tRNA acrescido de seus íntrons e de 147 

100 nucleotídeos a jusante e a montante foi utilizada como tRNA primário. tRNAs de sequência 148 

iguais foram unidos, mantendo apenas sequências únicas. 149 
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Cada biblioteca de reads foi separada pelo tamanho dos reads, e então alinhada contra as 150 

sequências dos tRNAs maduros e primários por meio do software Bowtie2 (versão 2.2.6) [32], 151 

sendo excluídos alinhamentos com mismatches ou alinhamento compartilhado. Foram então 152 

executadas as contagens de reads alinhados contra cada tRNA, utilizando o software Samtools 153 

(versão 0.1.19) [33], e de reads alinhados contra cada nucleotídeo de cada tRNA, utilizando o 154 

software Bedtools (versão 2.17.0) [34]. Os dados das contagens foram carregados em um código 155 

em linguagem python desenvolvido utilizando os modelos estatísticos do servidor tRF2Cancer 156 

[10] para a identificação de tRFs (Arquivo Suplementar 1). Regiões cujas contagens de reads 157 

se apresentaram desviantes de uma distribuição aleatória (p < 0.01) foram reportadas pelo 158 

código, sendo classificadas como tRFs caso a região desviante apresente a mesma extensão que 159 

o os reads do alinhamento. Quando tRFs de diferentes tamanhos foram identificados em uma 160 

mesma região, variando a extensão de apenas uma das extremidades, o tRF de maior extensão 161 

foi aceito para a anotação do tRF, visto que, para todos os casos, esse foi o tRF de maior 162 

expressão. Os tRFs foram então anotados e classificados de acordo com sua região de origem. 163 

Para a visualização dos alinhamentos foi utilizado o software IGV [35] e para a produção das 164 

representações de origens dos tRFs foi utilizado o software VARNA [36]. 165 

 166 

Linhagem celular e condições de cultivo 167 

 168 

Células da linhagem R265 de C. gattii foram pré-cultivadas em meio YPD líquido por 18 horas 169 

a 200 rpm e a uma temperatura de 30ºC. As células foram então centrifugadas (5000g por 5 170 

min) e lavadas duas vezes em tampão PBS (NaCl 137 mM; KCl 2,7 mM; Na2HPO4 10 mM; 171 

KH2PO4 1,8 mM; pH 7,4). As células foram suspensas em meio YNB (Yeast Nitrogen Base, 172 

sem sulfato de amônio e aminoácidos) e foi realizada a determinação da densidade de células 173 

com o auxílio de uma câmara de Neubauer. As células quantificadas foram então inoculadas 174 
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em uma concentração aproximada de 107 células em 100mL de meio YNB para cada uma das 175 

condições de cultivo. Para a condição controle, foi utilizado apenas meio YNB; para condição 176 

de privação de zinco, foi utilizado meio YNB acrescido de 10 µM do quelante de zinco TPEN 177 

(N, N,  N’,  N’ – Tetraquis-2-pirimidil-etil-etiledodiamino); e para a condição de privação de 178 

ferro, foi utilizado meio YNB acrescido de 1 mM do quelante de ferro BPDS (ácido bisulfónico 179 

de batofenantrolina). Cada condição de cultivo foi executada em triplicata. Os cultivos foram 180 

mantidos por 18 horas a 200 rpm e a uma temperatura de 30ºC. Após o cultivo, as células foram 181 

recuperadas por meio de centrifugação (5000g por 5 min), o sobrenadante foi descartado, as 182 

células foram imediatamente congeladas em nitrogênio líquido e armazenadas em ultrafreezer 183 

(-80ºC) até sua liofilização. 184 

 185 

Extração e quantificação de RNA 186 

 187 

Após sua liofilização, as células foram maceradas e foi feita a extração do RNA utilizando o 188 

reagente Trizol® (Invitrogen), seguindo as instruções do fabricante. A integridade do RNA foi 189 

avaliada por meio de eletroforese em gel de agarose 1% e a quantificação do RNA foi realizada 190 

através de análise fluorométrica no sistema Qubit (Life Technologies), conforme as 191 

recomendações do fabricante. 192 

 193 

qRT-PCR 194 

 195 

Para confirmar a predição e a expressão dos tRFs em C. gattii nas condições de cultivo, foi 196 

realizada a síntese de cDNA e posterior PCR em tempo real para 3 tRFs, 2 provenientes da 197 

região 5’ leader de tRNAs ProAGG, sendo eles tRF-Ld(26) ProAGG e tRF-Ld(25), e 1 198 

proveniente da região interna de tRNAs GluCTC, tRF-In GluCTC (Tabela 1), tendo como 199 
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normalizador o snRNA U6. A síntese do cDNA dos tRFs e de U6 foi realizada por stem-loop 200 

RT-PCR[37] a partir de amostras de RNA tratadas com Dnase (Promega). O ensaio de qRT-201 

PCR foi desenvolvido em um sistema StepOne Real-Time PCR (Applied Biosystems), 202 

utilizando as configurações de ciclagem térmica com uma fase inicial de 95ºC por 10 min, 203 

seguida de 50 ciclos de 95ºC por 15 s, 50ºC por 15 s e 72ºC por 60 s. As reações de PCR foram 204 

feitas com um volume final de 20 µL, contendo 2 µL de cDNA (2,5 ng/µL), 2 µL SYBR Green 205 

(1:1000) (Invitrogen), 0,1 µL dNTP (5mM), 2 µL PCR buffer 10x, 1,2 µL MgCl2, 0,5 U 206 

Platinum Taq DNA Polymerase (Invitrogen), e 0,2 µL de cada primer (5 pmol). As curvas de 207 

melting foram analisadas ao fim das reações afim de confirmar a presença de apenas 1 produto 208 

de PCR. Cada amostra de cDNA foi analisada em triplicata. A expressão relativa foi 209 

determinada pelo método 2-ΔCT. As análises estatísticas foram realizadas por one-way ANOVA 210 

test, seguido de Dunnet’s post test, utilizando o software GraphPadPrism6. O mesmo software 211 

foi utilizado para a obtenção dos gráficos dos resultados. 212 

 213 

 214 

 215 

 216 

 217 

 218 

 219 

 220 

 221 

 222 

 223 

 224 
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4.4 Resultados 225 

 226 

Para avaliar a presença de tRFs em C. gattii, foi empregada uma pipeline de análises baseada 227 

no servidor online tRF2Cancer. Por meio dessa pipeline (Figura 3), foi possível identificar 34 228 

tRFs, produzidos a partir de 23 das 53 sequências únicas de tRNA (Tabela 1, Figura 4). Apesar 229 

dos tRFs identificados apresentarem um padrão de processamento extremamente preciso, na 230 

qual reads do mesmo tamanho para uma dada região produtora de tRF se encontravam 231 

alinhados nas mesmas posições, para todos as regiões produtoras de tRFs identificadas, na 232 

exceção da região produtora de tRF-5’ do tRNA de ProAGG, existem formas minoritárias de 233 

tRFs identificadas por meio da pipeline. Essas formas minoritárias variam em poucos 234 

nucleotídeos da forma majoritária da região, que em todos os casos foi o tRF de maior extensão, 235 

sendo que essa variação ocorre exclusivamente em uma das extremidades, podendo indicar 236 

processamento do tRF.  Também foi observado que a contagem de reads e tamanho de tRFs 237 

provenientes de um mesmo tRNA não são iguais, demonstrando processamentos individuais.  238 

De forma interessante, apesar do número de tRFs identificados provenientes das extremidades 239 

5’, 3’ e regiões internas de tRNAs maduros ser extremamente similar, não foram identificados 240 

tRFs provenientes da região do 3’ trailer do transcrito de tRNA primário (Figuras 5, 7 e 8). 241 

Além disso, foram identificados 3 tRFs provenientes exclusivamente da região 5’ leader do 242 

transcrito de tRNA primário de ProAGG, possuindo sua extremidade 3’ precisamente no último 243 

nucleotídeo a montante da sequência do tRNA maduro (Figura 6). Avaliando os tRFs com 244 

relação à sua extensão, foi visto que os mesmos, em sua maioria, se encontram dentro da 245 

distribuição de 13 a 30 nucleotídeos, com picos em 18, 22 e 29 nucleotídeos.  246 

Após a identificação de tRFs em C. gattii, a mesma pipeline foi executada em C. neoformans, 247 

a fim de que fossem identificados tRFs para comparação e avaliação da conservação. 248 

Entretanto, devido a problemas com os dados de RNA-seq depositados na base de dados que 249 
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impediram a obtenção dos reads limpos de adaptadores, não foi possível executar as análises 250 

em C. neoformans. 251 

Figura 3: Pipeline para a análise de tRFs. 252 

 253 

Figura 4: Representação do alinhamento de tRNAs produtores de tRFs. Representação dos 254 

alinhamentos de reads da biblioteca controle contra os tRNAs (A) GluTTC e (B) AspGTC, com 255 

a cobertura de reads em cinza e os tRFs destacados em vermelho (tRF-5), verde (tRF-In) e azul 256 

(tRF-5). Visualização pelo software IGV. 257 
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Tabela 1: tRFs identificados por meio das análises in silico. Listagem dos 34 tRFs 258 

identificados nas análises das 3 bibliotecas de reads da linhagem R265 de C. gattii, contendo o 259 

tRNA de origem, a sequência, a classe e o tamanho do tRF. 260 

tRNA Sequência Classe Tamanho 

MetCAT CAGCTCTGAGTTCGATTCTCAGTGAGGGC Interno 29 

MetCAT GTTCGATTCTCAGTGAGGGCACCA 3’ 24 

GlyGCC CCATCGATGCGGCAAGGGTTCGACTCCCT Interno 29 

ValAAC CACACAGGAGGTCGGCGGTTCG Interno 22 

ThrTGT CTCACAGCCGTGGCACCA 3’ 18 

ThrCGT CTCAGGGGTTAGAGTATGGCCT Interno 22 

GlnCTG CTCGTGACCTGGGTTCGACTCCCAGAGAGGC Interno 31 

AspGTC TTCCTGTTCGTATAACGGCTAGTATGCTC 5’ 29 

GluTTC-

1 

CGCGGGCGACCCGGGTTCGATTCCCGGTCGGAGA Interno 34 

GluTTC-

1 

TCGATTCCCGGTCGGAGAACCA 3’ 22 

GluTTC-

2 

CGCGGACGACCCGGGTTCGAATCCCGGTCGGAGA Interno 34 

GluTTC-

2 

TCGAATCCCGGTCGGAGAACCA 3’ 22 

GlnTTG GGCGACATCGTCTAGTGGTTAGGACGTTC 5’ 29 

GlnTTG TCCGAACGACCTGGGTT Interno 17 

ProAGG GTTTCGTTGGTGCAG 5’ 15 

ProAGG AACAGTTGGGCTTCGGTGGCATAGCC Leader 26 

ProAGG ATCAGTGGTCGTCGGTGGCATAGCC Leader 25 

ProAGG TTGGGCTTCGGTGGCATAGCC Leader 21 

SerAGA GGAGTAGTGCGACAGTGGTTACTC 5’ 24 

GluCTC CGCGGTAGACCAGGGTTCAACTCCCTGCT Interno 29 

AlaTGC GGGGGTGTAGCTCACT 5’ 16 

LysTTT CCCCGTCGAAGGCTCCA 3’ 17 

ArgCCT TCCCCACCGTTGGTTCCA 3’ 18 

ArgTCT TGGTTAAGGCTTCTGACT Interno 18 

ArgTCT CAGAGGATTGTGGGTTCGAGTCCCACCTT Interno 29 

ArgTCG ATCCCGTCGAGCCTTCCA 3’ 18 

ArgTCG TGGTAGCATTCTAGACTTCGAATCT Interno 25 

CysGCA GTGGGAGTAGCTCA 5’ 14 

TrpCCA AATCCGTCGGTCGCAGGT Interno 18 

LeuAAG GGCGAGATGTGTGAGTGGTCT 5’ 21 

SerCGA GGCGAGGTCGGATAGCCCGG 5’ 20 

SerCGA CGCACCCTCGTCGCCA 3’ 16 

AlaAGC GGGGGTGTAGCTCATTTGGC 5’ 20 

AlaAGC CGAGGTACTGGGTTCA Interno 16 
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Figura 5: Localização dos tRFs-In identificados na estrutura de seu tRNA de origem. 261 

Representação das estruturas dos tRNAs produtores dos 14 tRFs-In identificados, geradas pelo 262 

software VARNA, destacando em vermelho as regiões de origem de tRFs. 263 

Figura 6: Localização dos tRFs-Ld identificados na estrutura de seu tRNA de origem. 264 

Representação das estruturas dos tRNAs produtores dos 3 tRFs-Ld identificados, geradas pelo 265 

software VARNA, destacando em vermelho as regiões de origem de tRFs. 266 
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Figura 7: Localização dos tRFs-5 identificados na estrutura de seu tRNA de origem. 267 

Representação das estruturas dos tRNAs produtores dos 9 tRFs-5 identificados, geradas pelo 268 

software VARNA, destacando em vermelho as regiões de origem de tRFs. 269 

Figura 8: Localização dos tRFs-3 identificados na estrutura de seu tRNA de origem. 270 

Representação das estruturas dos tRNAs produtores dos 8 tRFs-3 identificados, geradas pelo 271 

software VARNA, destacando em vermelho as regiões de origem de tRFs. 272 
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A fim de que fossem confirmadas as predições dos tRFs, foi executado um ensaio de qRT-PCR 273 

associado à síntese de cDNA por Stem-loop para dois tRF-Ld do tRNA ProAGG e para o tRF-274 

In do tRNA GluCTC. Esses tRFS foram selecionados para que houvesse a confirmação das 275 

predições de tRFs produzidos a partir tanto de tRNAs maduros como de tRNAs primários, 276 

sendo selecionados devido ao tamanho apropriado para o funcionamento dos primers, assim 277 

como por sua alta contagem de reads nas análises in silico. Para essa análise, foram utilizadas 278 

as três condições de cultivo para assegurar a detecção dos tRFs, visto que os mesmos 279 

apresentaram variação das contagens de reads nas diferentes bibliotecas. A partir dessa análise, 280 

foi possível identificar a expressão dos 3 tRFs, sendo que para o tRF do tRNA GluCTC foi visto 281 

um aumento significativo da expressão na condição de privação de zinco, sendo quatro vezes 282 

maior quando comparada à condição controle (Figura 9). A expressão diferencial do tRF em 283 

uma condição de estresse específica reforça a possibilidade de que os tRFs possam estar 284 

exercendo sua função de regulação na ausência de via de RNAi funcional. 285 

Figura 9: Análise dos níveis relativos de tRFs em C. gattii R265 nas diferentes condições 286 

de cultivo. Gráfico do resultado da avaliação de expressão dos tRFs tRF-Ld(26) ProAGG, tRF-287 

Ld(25) ProAGG e tRF-In GluCTC por ensaio de qRT-PCR nas condições controle, privação de 288 
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zinco (TPEN) e privação de ferro (BPDS). As barras representam as médias e desvios padrão 289 

obtidos a partir de triplicatas técnicas e biológicas. Expressão relativa baseada em 2-ΔCT a partir 290 

de dados normalizados por snRNA U6. Análise estatística por one way ANOVA test: (*) p < 291 

0.05. 292 

 293 

 294 

 295 

 296 

 297 

 298 

 299 

 300 

 301 

 302 

 303 

 304 

 305 

 306 

 307 

 308 

 309 

 310 

 311 

 312 

 313 
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4.5 Discussão 314 

Apesar da disponibilidade de dados de sequenciamento de pequenos RNAs seja crescente 315 

devido aos estudos de microRNAs, a descoberta dos tRFs é recente e poucas informações com 316 

relação aos seus padrões de processamento se encontram na literatura, de forma que até então, 317 

a metodologia de análise in silico de tRFs em organismos que não Homo sapiens era feita de 318 

forma subjetiva, valendo-se apenas da contagem de reads e região de alinhamento dos 319 

fragmentos como parâmetro de identificação [14,38,39]. Esse tipo de análise pode superestimar 320 

a presença de tRFs, visto que não há um critério fixo que divide os tRFs de produtos de 321 

degradação de tRNAs, assim como pode limitar sua identificação, uma vez que a procura por 322 

tRFs ocorre apenas em posições do tRNA bem estabelecidas para a produção de tais moléculas 323 

e ocasiona dificuldade na identificação de classes menos convencionais. Utilizando como base 324 

os modelos estatísticos do servidor tRF2Cancer [10], nós fomos capazes de desenvolver uma 325 

pipeline de análise de tRFs com suporte estatístico passível de utilização em qualquer 326 

organismo. Por meio dessa pipeline, fomos capazes de identificar tRFs para 22 dos 39 tRNAs 327 

preditos para a linhagem R265 de C. gattii. Apesar da identificação de tRFs, essa quantidade 328 

de tRNAs produtores de tRFs é mais baixa comparado a outros organismos, como no camarão 329 

Triops cancriformis [39], no qual 39 dos 45 tRNAs produzem tRFs, e na planta modelo 330 

Arabidopsis thaliana [38], no qual 37 de 48 tRNAs produzem tRFs, indicando a dependência 331 

da via de RNAi por alguns tRFs. Como já demonstrado, a estabilidade de microRNAs depende 332 

de sua associação com proteínas argonauta [40], impedindo a atuação de nucleases 333 

citoplasmáticas sobre os microRNAs, e a ausência de argonautas leva a perda da capacidade de 334 

detecção de microRNAs por degradação dos mesmos. Assim, visto que existem indícios de 335 

associação de tRFs com proteínas argonauta e que os mesmos partilham diversas características 336 

com microRNAs, é possível que o mesmo mecanismo de proteção se faça presente, de forma 337 

que tRFs que não apresentem associação com outras moléculas em vias de regulação 338 
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alternativas à via de RNAi, na ausência de argonautas, sejam rapidamente degradados e 339 

incapazes de serem detectados. Da mesma forma, ainda é possível que as proteínas argonauta 340 

estejam ligadas à produção de tRFs, assim como participam do processamento de alguns 341 

microRNAs [41], visto que ainda não é completamente elucidada a forma de produção dos 342 

tRFs.  343 

É necessário, porém, ressaltar as limitações dessa comparação. Primeiramente, os organismos 344 

comparados são evolutivamente distantes de C. gattii, além de que eucariotos superiores 345 

apresentam maiores quantidades de RNAs não-codificantes quando comparados com 346 

organismos de complexidade inferior [42], de forma que a diferença observada pode ocorrer, 347 

em parte, devido a uma ocorrência naturalmente mais elevada de tRFs nessas classes de 348 

organismos ao invés de devido à perda da funcionalidade da via de RNAi. Além disso, como 349 

previamente citado, a maioria dos estudos de tRFs é executada sem apoio estatístico ou 350 

restrições de classificação claras, de forma que a menor exigência dessa metodologia em 351 

comparação com a utilizada no presente estudo pode ser responsável por parte dessa quantidade 352 

reduzida de tRFs identificados. Dessa forma, seria de extremo interesse a análise de organismos 353 

mais próximos por meio dessa pipeline afim de tornar mais precisa a avaliação do impacto da 354 

perda da vida de RNAi. Ainda assim, a identificação de tRFs invariavelmente fortalece a 355 

hipótese de que os mesmos são capazes de atuar por meio de mecanismos alternativos à via de 356 

RNAi. 357 

Com relação às características dos tRFs identificados, também foi possível verificar diferenças 358 

com os padrões da literatura. Grande parte dos tRFs identificados eram pertencentes às classes 359 

tRF-3 e tRF-5, como o observado em organismos com via de RNAi funcional [14], mas a classe 360 

que apresentou maior frequência foi a de tRF-In. Ainda que essa classe foi a mais recentemente 361 

identificada e, devido a isso, a grande maioria dos estudos de tRFs não apresenta informações 362 

com relação à presença dos mesmos, o fato de que os mesmos não foram identificados nesses 363 
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estudos sugere que a frequência desses tRFs seja extremamente inferior a das demais classes 364 

nos organismos analisados. Assim, é possível considerar que essa alteração na dominância de 365 

classes de tRFs esteja também associada à perda da via de RNAi, especialmente pelo fato de 366 

que é demonstrado que tRFs-3 e tRFs-5 apresentam associação com argonauta. Além disso, não 367 

foram identificados tRFs-1, mesmo que essa classe de tRF não tenha associação relevante com 368 

argonautas. Apesar de que a ausência de argonautas não explique a falta de tRFs-1, foi 369 

demonstrado que essa classe de tRF é extremamente variável em quantidade entre diferentes 370 

organismos que apresentam ou não argonautas [14], devido a fatores ainda não identificados, o 371 

que poderia explicar a ausência dos mesmos em C. gattii. De forma interessante, foram 372 

identificados tRFs provenientes do 5’ leader do transcrito de tRNA primário. Recentemente, 373 

houve a identificação de tRFs originados a partir de regiões 5’ leader em células tumorais [43], 374 

entretanto, não havia nenhuma outra descrição na literatura de uma classe de tRFs produzida a 375 

partir exclusivamente da região 5’ leader até o presente momento, de forma que o achado 376 

reforça a existência dessa nova classe, aqui denominada tRFs-Ld (tRFs-leader). Esses tRFs, de 377 

forma similar aos tRFs-1, apresentam sua extremidade 3’ no como o ponto de excisão do 5’ 378 

leader durante a maturação do tRNA, sugerindo que a provável forma de produção dos mesmos 379 

seja por meio da atuação da RNase P [44], assim como a RNase Z é responsável pela produção 380 

de tRFs-1 [8,15].  381 

A identificação desses tRFs não usuais, assim como a grande quantidade de tRFs-I identificados 382 

nas mais diversas porções dos tRNAs, ressalta a importância da adoção de uma metodologia de 383 

identificação de tRFs que permita a busca com algum grau de confiança estatística em regiões 384 

do tRNA que não apenas as principais descritas na literatura, uma vez que tRFs aparentam 385 

serem produzidos a partir de virtualmente qualquer região do transcrito de tRNA. 386 

Embora o padrão de distribuição de classes de tRFs tenha sido alterado com relação a 387 

organismos que apresentam via de RNAi funcional, a distribuição de tamanho dos tRFs foi 388 
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extremamente similar. Quase a totalidade dos tRFs se apresentaram dentro do intervalo de 14 a 389 

30 nucleotídeos, sendo possível observar um enriquecimento de tRFs nos tamanhos de 18 e 22 390 

nucleotídeos, assim como é visto em outros organismos [14], sugerindo que o tamanho do tRF 391 

não determina se o mesmo vai ou não atuar por meio da via de RNAi. Também foi identificado 392 

um enriquecimento de tRFs no tamanho de 29 nucleotídeos, sendo sua maioria tRFs-I, o que 393 

explica a ausência de detecção desse pico em estudos prévios. 394 

As análises de qRT-PCR foram capazes não apenas de confirmar a predição dos tRFs por nossa 395 

pipeline, como também identificaram a expressão diferencial de tRFs. A identificação de 396 

eventos de expressão diferencial de tRFs em condições de estresse específicas reforça a ideia 397 

de que os mesmos ainda são capazes de exercer suas funções mesmo na ausência da via de 398 

RNAi. A avaliação de expressão, porém, foi executada apenas em 3 tRFs, e com relação a 2 399 

condições estressoras, de forma que a real extensão dos eventos de expressão diferencial de 400 

tRFs é incerta. Infelizmente, avaliações de expressão diferencial in silico não poderiam ser 401 

executadas afim de avaliar os demais tRFs utilizando nossas bibliotecas de RNA-seq, devido a 402 

limitações de nossos dados. Nossas bibliotecas foram geradas sem replicatas, de forma que não 403 

apenas a grande maioria dos softwares de análises de expressão diferencial não conseguem 404 

executar suas análises devido ao passo de normalização por replicatas, como também, mesmo 405 

os softwares que o fazem, devido a perda da capacidade de avaliar a variação biológica das 406 

amostras, não apresentam resultados confiáveis [45,46]. Assim, se tornam necessárias 407 

avaliações posteriores para a identificação de eventos de expressão diferencial de tRFs em C. 408 

gattii. 409 

 410 

 411 

 412 

 413 
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4.6 Conclusão 414 

 415 

Com os resultados obtidos nesse estudo, foi observada a presença de tRFs e expressão 416 

diferencial dos mesmos na ausência de funcionamento da via de RNA de interferência. Apesar 417 

da identificação e expressão diferencial, os padrões e quantidade de tRFs identificados não são 418 

iguais ao observado em organismos que apresentam essa via funcional. Dessa forma, 419 

concluímos que, apesar de que alguns tRFs aparentam necessitar de uma via de RNA de 420 

interferência funcional e associação a argonautas para o seu funcionamento, existem tRFs que 421 

apresentam independência da via e sugerem a existência de formas alternativas de regulação da 422 

expressão por sRNAs. 423 

 424 

 425 

 426 

 427 

 428 

 429 

 430 

 431 

 432 

 433 

 434 

 435 

 436 

 437 

 438 
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4.8 Arquivos Suplementares 564 

 565 

Arquivo Suplementar 1: Código em linguagem python para a detecção de tRFs 566 

 567 

import os 568 

from decimal import Decimal 569 

 570 

fasta_file = raw_input("Enter tRNA's fasta file location: ") 571 

samtools_file = raw_input("Enter total coverage file location: ") 572 

bedtools_file = raw_input("Enter nucleotide coverage file location: ") 573 

read_len = float(input("Read length: ")) 574 

read_len_int = int(read_len) 575 

fasta = {} 576 

outputname = "output_" + str(read_len_int) + ".txt" 577 

output = open(outputname, 'w') 578 

 579 

with open(fasta_file) as file_one: 580 

    for line in file_one: 581 

        line = line.strip() 582 

        if not line: 583 

            continue 584 

        if line.startswith(">"): 585 

            active_sequence_name = line[1:] 586 

            if active_sequence_name not in fasta: 587 

                fasta[active_sequence_name] = [] 588 

            continue 589 

        sequence = line 590 



52 
 

        fasta[active_sequence_name].append(sequence) 591 

 592 

with open(fasta_file) as file_one: 593 

    for line in file_one: 594 

        line = line.strip() 595 

        if not line: 596 

            continue 597 

        if line.startswith(">"): 598 

            fastaheader = line[1:] 599 

            fastaheadert = fastaheader+'\t' 600 

            print >>output, fastaheader 601 

            with open(bedtools_file) as gc, open("temporary_file.txt", 'w') as temp: 602 

                for line in gc: 603 

                    if fastaheadert in line: 604 

                        line_new = line.replace(fastaheadert, "") 605 

                        temp.write(line_new) 606 

            for header, seq in fasta.iteritems(): 607 

                if fastaheader == header: 608 

                    seqfasta = str(seq) 609 

                    seqfasta = seqfasta[2:-2] 610 

                    seqlen = len(seqfasta) 611 

                    with open(samtools_file) as smt: 612 

                        for line in smt: 613 

                            if fastaheadert in line: 614 

                                trnacov = line.replace(fastaheadert, "") 615 

                                Pr = 1/(float(seqlen)-float(read_len)+1) 616 

    if int(trnacov) > 0 : 617 
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                                 with open("temporary_file.txt", 'r') as count: 618 

                                      lines = count.readlines() 619 

                                      firstbase = 0 620 

                                      while firstbase < int(seqlen): 621 

                                          basecount = lines[firstbase] 622 

                                          firstbase += 1 623 

                                          Psum = 0 624 

                                          K = int(basecount) 625 

                                          N = int(trnacov) 626 

                                          R = int(read_len) 627 

                                          L = int(seqlen) 628 

                                          Q = float(Pr) 629 

                                          while K <= N: 630 

                                               result = 1 631 

                                               for i in range(1, K+1): 632 

                                                   result = result * (N-i+1) / i 633 

                                               P = Decimal(result)*(Decimal(Q)**(Decimal(K)))*((1-634 

Decimal(Q))**(Decimal(N)-Decimal(K))) 635 

                                               Psum += P 636 

                                               K += 1 637 

                                          Pc = Psum*100 638 

                                          if Pc < 1: 639 

                                               print >>output, firstbase, int(basecount) 640 

                                          else : 641 

                                               continue 642 

 643 

os.remove("temporary_file.txt") 644 

 645 
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5 PERSPECTIVAS 

 

• Avaliar a presença de tRFs em Cryptococcus neoformans para a comparação com 

Cryptococcus gattii 

• Avaliar o papel de tRFs de C. gattii no processo de regulação da expressão gênica 

empregando ensaios funcionais. 
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