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RESUMO

Fungos do género Candida estio presentes na microbiota da maioria das pessoas sem causar
qualquer prejuizo ao hospedeiro. No entanto, sdo fungos comensais oportunistas e podem tornar-
se patogénicos em pessoas imunocomprometidas ou que apresentem disbiose. A espécie Candida
albicans ¢ uma das principais isoladas em pacientes acometidos por infec¢des fungicas. Devido
a sua importancia médica, aspectos moleculares relacionados a infecg¢do por C. albicans sao
frequentemente investigados. No entanto, poucos estudos t€m avaliado o papel de RNAs longos
ndo codificantes (IncRNAs) em resposta a infeccdes causadas por C. albicans ou outros fungos.
A caracterizag@o de novas moléculas nesse contexto pode ser promissora para a identifica¢do de
novos alvos terapéuticos ou diagndsticos. O presente trabalho tem como proposta a investigacao
do papel de IncRNAs durante a resposta imune a C. albicans, utilizando dados de RNA-Seq. Trés
abordagens foram utilizadas para a selecdo dos genes de interesse: andlise de expressao diferen-
cial, andlise de redes de co-expressdo de genes e selecio de genes com base em aprendizado de
madaquina. A maioria dos IncRNAs selecionados ndo possuem anotacao funcional. Dessa forma,
uma abordagem de guilt by association foi utilizada para inferir a relacao entre essas moléculas
e os processos bioldgicos designados aos seus genes codificadores de proteinas co-expressos.
Nesse trabalho propomos que IncRNAs expressos em resposta a infecg¢ao por C. albicans possam
estar associados a funcdes bioldgicas envolvidas na inflamacao, angiogénese e neutralizacdo e

degradacio de patégeno.

Palavras-chave: RNA longo ndo codificante; Candida albicans; Transcritomica; Bioinformatica;

Resposta imune.



ABSTRACT

Candida genus fungi are present in the microbiota of most people without causing impairment
to the host. However, those fungi are opportunistic commensals and can become pathogenic in
immunocompromised individuals or individuals presenting dysbiosis. Candida albicans is the
most commonly isolated species in patients affected with fungal infections. Due to its clinical
importance, molecular aspects of C. albicans infections are frequently investigated. Although,
few studies had evaluated the role of long non coding RNAs (IncRNAs) during response to
infections caused by C. albicans or other fungi. The characterization of new molecules in this
context may be promising for the identification of new therapeutic or diagnostic targets. The
present work aims to investigate the role of IncRNAs during the immune response to C. albicans,
using RNA-Seq data. Three approaches were employed to select genes of interest: differential
expression gene analysis, co-expression genes network analysis, and gene selection based on
machine learning. Most of the selected IncRNAs lack functional annotation. Therefore, a guilt
by association strategy was employed to infer the relation between these molecules and the
biological processes assigned to its co-expressed protein coding genes. In this work, we propose
that IncRNAs expressed in response to C. albicans infection may be involved in inflammation,

angiogenesis, and pathogen neutralization and degradation.

Keywords: Long non coding RNA; Candida albicans; Transcriptomics; Bioinformatics; Immune

response.
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1 INTRODUCAO

1.1 Candida spp.

A microbiota € constituida por diversos microrganismos, incluindo bactérias, virus,
protozodrios e fungos, presentes em um ambiente. Fungos compdem 0,01% do total de sequéncias
identificadas na microbiota humana, com os géneros Saccharomyces, Malassezia e Candida
como os mais abundantes (NASH et al., 2017).

O género Candida conta com cerca de 200 espécies, sendo que pelo menos 16 podem
causar doengas em humanos (TURNER; BUTLER, 2014; LOCKHART et al., 2017). Esses
fungos contam com morfologia de leveduras e sdo comensais oportunistas. Fungos do género
Candida integram a microbiota de pessoas saudaveis sem causar problemas, mas podem se
tornar patogé€nicos em casos de comprometimento do sistema imune do hospedeiro ou disbiose.
Em estudo prévio, a espécie Candida albicans foi encontrada em 80,8% das amostras de
microbiota de pessoas sauddveis analisadas (NASH et al., 2017). Uma pesquisa realizada em
2012 estimou que C. albicans é responsavel por 400.000 infec¢des invasivas por ano no mundo
inteiro (BROWN et al., 2012).

O tratamento da candidiase invasiva apresenta algumas dificuldades. Os métodos reco-
mendados para a identifica¢io de isolados Candida podem ser custosos em termos de tempo e
dinheiro. Somado a isso, a falta de sintomas especificos nessa patologia pode ocasionar a demora
no diagndstico e inicio do tratamento (PAPPAS et al., 2018). O estudo molecular dessas infeccoes
pode ser utilizado para a elaboragcdo de novas formas de diagndstico e proposta de novos alvos
terapéuticos para tratamento. Sendo assim, a pesquisa de moléculas pouco exploradas nesse
contexto apresenta grande potencial. O potencial regulatério dos RNAs longos ndo codificantes
(do inglés long non-coding RNAs, IncRNAs) foi observado em diferentes patologias, incluindo
cancer (WEI; ZHOU, 2016) e infecgdes por patogenos como Mycobacterium tuberculosis (FU et
al., 2017). Alguns estudos ja relataram a associacao dessas moléculas a resposta imune durante
infecgdes. Contudo, por receberem destaque apenas nos dltimos anos, muitos IncRNAs ainda

ndo tiveram sua funcao bioldgica descoberta.

1.1.1 Aspectos Epidemiolégicos de Candida spp.

As doengas ocasionadas por espécies Candida podem ser classificadas como candidiases
e candidemia, de acordo com o local da infec¢do. As infec¢des denominadas candidiase sao

observadas em locais superficiais como a pele, boca e mucosa genital. As infeccdes que alcangcam
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locais internos, como trato gastrointestinal, coracdo e pulmao, sdo mais graves e determinadas
como candidiase invasiva. A candidiase invasiva pode atingir a corrente sanguinea, nesses casos
sendo classificada como candidemia, e dessa forma tem potencial para se disseminar a outros
orgaos e se tornar uma infec¢do sist€émica (KULLBERG; ARENDRUP, 2015; PLANTINGA et
al., 2012).

Devido a sua caracteristica comensal, os fungos Candida spp. interagem de forma
equilibrada com hospedeiros saudédveis, enquanto podem tornar-se patdgenos oportunistas em
individuos imunocomprometidos ou com disbiose. Fatores de risco para desenvolvimento de
candidemia includem doencas autoimunes, realizacdo de hemodidlise, quimioterapia ou trata-
mento com antibidticos, transplante recente ou uso de equipamentos invasivos como sondas e
cateteres (WANG, 2015; PLANTINGA et al., 2012). Desta forma, a candidemia € recorrente
em pacientes em ambientes hospitalares (BROWN; NETEA, 2012), enquanto a candidiase
superficial é comum tanto nesses pacientes quanto no restante da populagcdo. No entanto, é
importante ressaltar que alguns subgrupos apresentam fatores de risco a candidiase. Recém
nascidos e idosos ndo possuem sistema imune tao eficiente quanto outros grupos etarios, portanto
estdo mais predispostos a infec¢des fungicas (CZECHOWICZ et al., 2022). Locais umidos como
o canal vaginal também propiciam a colonizagdo e infeccao fingica, estima-se que 75% dessa
subpopulagdo enfrenta infeccao por C. albicans pelo menos uma vez na vida (CZECHOWICZ et
al., 2022).

Em revisao de dados disponiveis na literatura, foi constatado que o Brasil foi o segundo
pais com maior incidéncia estimada de candidemia entre os 39 paises analisados. Estimaram
que candidemia pode afetar 14,9 a cada 100.000 habitantes do pais, ficando atrds apenas do
Paquistio (BONGOMIN et al., 2017). Os paises com menores valores foram Jamaica, Austria
e Portugal. Os autores também relataram que paises com renda média apresentaram maiores
valores de incidéncia estimada e que nao havia dados sobre paises mais pobres, possivelmente
por ndo utilizarem cultura celular para diagnéstico de candidemia (BONGOMIN et al., 2017).

Um estudo realizado em 16 hospitais do Brasil entre 2007 e 2010 apontou Candida spp.
como o 7° principal grupo de microrganismos relacionados a infec¢des sanguineas em pacientes
internados (DOI et al., 2016). C. albicans foi a espécie mais prevalente, correspondendo a
34,3% dos 1solados, enquanto outras 8 espécies do género Candida foram identificadas como
os patdgenos restantes. Outro estudo (CANELA et al., 2018), também realizado no Brasil,
indicou que 44% dos isolados em pacientes com candidemia correspondiam a C. albicans, com

4 outras espécies representando os demais. Em alguns hospitais, a mortalidade em decorréncia
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da infeccao por C. albicans pode variar de 52% (CANELA et al., 2018) até 72% (DOI et al.,
2016), enquanto pode atingir 59% em infecc¢des por C. auris (LOCKHART et al., 2017).

C. albicans € a espécie mais comum a ser identificada em casos de infeccdo, no entanto,
¢ importante observar que outras espécies do género Candida estdo emergindo e tornando-se
motivo de preocupagdo, como C. glabrata, C. parapsilosis (PFALLER et al., 2019) e C. auris. C.
auris foi isolado pela primeira vez no Japao em 2009 e desde entdo tem sido identificado em
outros paises, incluindo Africa do Sul, Brasil, India, Paquistao e Venezuela (LOCKHART et al.,
2017; JR et al., 2021).

1.1.2 Diagndstico e tratamento

Individuos com candidiase invasiva ndo apresentam sintomas especificos (PAPPAS et al.,
2018). Os profissionais da satde responsaveis recorrem ao diagnéstico de candidiase invasiva
quando h4 fatores de risco para a infeccao e febre persistente apds o uso de antibidticos (PAPPAS
et al., 2018). O método diagndstico considerado o padrdo ouro € a cultura celular (MCCARTY et
al., 2021), no entanto, essa ndo é uma prética adotada ou mesmo vidvel em muitos hospitais, além
de demorar aproximadamente 96 horas para a obtencdo do resultado de identificagdo da espécie
invasora. A técnica MALDI-TOF também pode ser utilizada para o diagndstico da infecgdo,
com a vantagem de demorar cerca de 24 a 36 horas a menos quando comparada ao padrio ouro
(MCCARTY et al., 2021). A agilidade e identificacdo correta do organismo sdo cruciais para
iniciar o tratamento da infeccao (ROCHA et al., 2021). Antes mesmo do inicio do tratamento é
importante que a fonte da infec¢do seja determinada e neutralizada. Por exemplo, no caso da
infeccdo ter iniciado em local associado a um cateter, o uso do equipamento médico devera ser
interrompido (PAPPAS et al., 2018).

O tratamento contra candidemia nem sempre € efetivo devido a resisténcia de algumas
espécies ou isolados as principais classes de farmacos antifungicos utilizadas, como o azol,
polieno e equinocandina (FRIAS-DE-LEON et al., 2020). O mecanismo de acio dos azéis é a
inibi¢cdo da sintese de ergosterol, molécula importante para a formagdo adequada da membrana
celular dos fungos Candida. Além disso, também agem impedindo a transicao morfologica dos
fungos Candida, um dos seus principais fatores de viruléncia. Os antiftingicos polienos podem
prejudicar o processo de fusio de membrana celular do fungo (FRIAS-DE-LEON et al., 2020)
ou provocar a formagao de poros através da membrana, ocasionando a perda de fons presentes
no citoplasma (ROCHA et al., 2021). As equinocandinas realizam a inibicao de enzima essencial

para sintese de [3-glucanas, uma das principais moléculas da parede celular de Candida (ROCHA
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et al., 2021).

A escolha do farmaco a ser administrado dependera da susceptibilidade do isolado
identificado, avaliada a partir de testes de concentragdo inibitéria minima (MCCARTY et al.,
2021). De modo geral, a espécie C. albicans apresenta menos resisténcia aos antifingicos,
quando comparada a espécies como C. glabrata, C. tropicalis e C. auris (ROCHA et al., 2021;
CASTANHEIRA et al., 2016; FRIAS-DE-LEON et al., 2020). Equinocandinas costumam ser a
primeira forma de tratamento contra candidiase invasiva (PAPPAS et al., 2018). O tratamento
para infeccoes invasivas pode durar cerca de trés semanas, enquanto nos casos de infeccao

profunda, pode chegar a levar de 6 a 12 meses (PAPPAS et al., 2018).

1.1.3 Morfologia de Candida albicans

Fungos C. albicans sao polimérficos, portanto sdo capazes de alternar entre pequenas
estruturas arredondas e estruturas filamentosas, sendo que as comunidades dessas células sao
caracterizadas respectivamente como fendétipos branco e opaco (YANG et al., 2003). As células
brancas, apresentadas na (Figura 1B), recebem o nome de leveduras. As células opacas podem ser
diferenciadas entre hifas verdadeiras, caracterizadas como longos tubos (Figura 1C), e pseudo-
hifas, que tratam-se de leveduras alongadas interligadas por constricoes nas suas extremidades
(Figura 1A) (SUDBERY, 2011). A alteracao de morfologia entre leveduras e hifas possibilita
que o fungo adapte suas estratégias de sobrevivéncia e colonizacdo aos diferentes tecidos do hos-
pedeiro. Essa transi¢ao é mediada por uma série de genes associados ao crescimento filamentoso,
sendo EFG1 o principal. A expressao deste fator de transcri¢do pode ser desencadeada a partir
de caracteristicas do meio, como o pH e presenga de CO, ou N-acetilglicosamina (SUDBERY,
2011; BRAUN; JOHNSON, 2000). A transicao morfoldgica de levedura para hifa é caracterizada
por alteragcdo na parede celular fingica.

Formada por [-glucanas, manoproteinas e quitina, a parede celular de C. albicans,
representada na Figura 2, € responsével tanto pelo formato do organismo quanto por sua prote¢ao
(GARCIA-RUBIO et al., 2020). A remodelagem da parede celular durante a mudanca fenotipica
ocasiona a expansdo da camada externa de manoproteinas. Essas glicoproteinas auxiliam na
impermeabilidade do organismo, fator importante para o aumento da prote¢do do fungo contra
o sistema imune do hospedeiro e farmacos antifingicos. Consequentemente, a camada interna,
constituida pelos polissacarideos $-glucana e quitina, torna-se mais comprimida e protegida do

reconhecimento por parte do sistema imune do hospedeiro.
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(B) Levedura (C) Hifa verdadeira

Figura 1 — Morfologias adotadas por fungos Candida albicans: (A) pseudo-hifa; (B) levedura; e
(C) hifa verdadeira. Figura adaptada de (GLADFELTER; SUDBERY, 2008; SUD-
BERY, 2011).

1.1.4 Mecanismos patogénicos

C. albicans conta com fatores de viruléncia que contribuem com sua sobrevivéncia,
patogenicidade e permanéncia da colonizac¢do no hospedeiro (NIKOU et al., 2019). O fungo é
capaz de aderir-se a variadas superficies solidas, alterar sua morfologia entre levedura e hifas,
formar tubos germinativos importantes para a adesdo, construir estruturas de biofilme e produzir
uma potente toxina essencial para a invasdo do células epiteliais (YANG et al., 2003).

A infeccdo por C. albicans pode ser dividida entre as etapas de adesao, invasio e dano
tecidual (CHEN et al., 2013; CHIN et al., 2016). A adesdo representa a mudanca na intera¢ao
entre o patégeno e o hospedeiro, passando de contato para os estdgios iniciais da infec¢do (Figura
3A-B). A etapa de invasdo € caracterizada pela mudanca de morfologia de levedura para fungo
filamentoso, capaz de perfurar células epiteliais com a secrecio da toxina candidalisina (Figura
3C). Por fim, o dano possibilita que o fungo atravesse a barreira epitelial e infecte 6rgaos ou a

corrente sanguinea (Figura 3D).
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Figura 2 — Componentes e organizacdo da parede celular de Candida albicans nos estados
morfolégicos de hifa e de levedura. Figura adaptada de (GARCIA-RUBIO et al.,
2020).
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Algumas moléculas presentes na superficie de C. albicans exercem papel importante
nos estagios de adesdo as células e invasao de tecidos do hospedeiro, como as agglutinin-like
sequence (Als). A familia das Als é composta por glicoproteinas de superficie ancoradas por
glicosilfosfatidilinositol. Essas proteinas atuam como adesinas e sdo essenciais para que o fungo
estabeleca ligacao com as células do hospedeiro. Em especial, a proteina Als-3 é essencial para
o éxito do processo de adesao e inicio da invasao (MURCIANO et al., 2012).

Apo6s a adesdo bem-sucedida, hd uma alteracdo no fenétipo do fungo, que passa da
sua morfologia de levedura para hifa a partir da projecao do tubo germinativo. As hifas sdo
capazes de se espalhar pela superficie epitelial, em um processo conhecido como tigmotropismo
(MAYER et al., 2013). Enquanto as leveduras realizam a disseminagdo e adesao as células do
hospedeiro, as hifas sdo as principais encarregadas pela invasao das células e tecido (MAYER
et al., 2013). Esse fenotipo possibilita que o fungo expresse e secrete a candidalisina, toxina
essencial para a degradacdo da membrana celular epitelial e para formacao de um bolso nessa
célula, enquanto continua a se alongar para adentrar essa estrutura, dando inicio ao processo
de invasdo (MOGAVERO et al., 2021). Outro mecanismo também empregado para este fim

¢ a inducdo de endocitose. O fungo utiliza as proteinas Als-3 e Hwpl de sua membrana para
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as leveduras, seguida da adesdo, invasdo e dano por parte da hifa. Figura adaptada de
(PASRICHA; PEARSON, 2016).

interagir com a proteina transmembrana caderina da célula epitelial do hospedeiro, provocando
seu proprio engolfamento (MAYER et al., 2013).

A toxina candidalisina foi descrita pela primeira vez em 2016 e é associada exclusiva-
mente a infec¢des por C. albicans (MOYES et al., 2016). A candidalisina secretada pelo fungo e
acumulada no bolso formado na célula epitelial causa estresse celular e induz dano ao tecido
do hospedeiro (MOGAVERO et al., 2021). O estresse gerado estimula a resposta de defesa
do organismo, que produz citocinas e promove o recrutamento de neutréfilos e macréfagos
(NAGLIK et al., 2011). Além disso, as células epiteliais passam a liberar espécies reativas de
oxigénio (do inglés reactive oxygen species, ROS). Essas moléculas oxidativas t€m importante
papel na defesa, porém também contribuem para o dano oxidativo ao tecido e com a indugdo de
necrose celular do hospedeiro (BLAGOJEVIC et al., 2021).

Apés a adesdo a uma superficie s6lida, podendo ser tanto o tecido epitelial quanto
equipamentos de uso hospitalar, o fungo pode iniciar a formagao de biofilme. Neste sentido,
as leveduras se proliferam e formaram uma estrutura Unica, aderindo-se umas as outras. Este

conglomerado € protegido por uma matriz de substincias poliméricas extracelulares (EPS),
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composta por proteinas, carboidratos, lipideos e DNA (KERNIEN et al., 2018). A estrutura de
biofilme confere protecio extra ao fungo, dificultando que sejam eliminados pelo sistema imune,
farmacos antifingicos ou por produtos utilizados para a higienizacao de superficies (MBA;
NWEZE, 2020).

C. albicans conta com enzimas hidroliticas para adquirir nutrientes necessarios € so-
breviver dentro do hospedeiro. A familia das proteinases asparticas secretadas (Sap, do inglés
proteinases aspartil secretadad) executa diversas fungdes, inclusive participam da obtengao
de micronutrientes. As proteinas Pralp e Sap6p se ligam moléculas de zinco, necessario para
o crescimento celular fingico adequado (NIKOU et al., 2019). O fungo consegue obter ferro
diretamente de outras moléculas do hospedeiro, como ferritina e transferrina, além dos metais
obtidos partir da lise celular de hemdacias (NIKOU et al., 2019; CZECHOWICZ et al., 2022).
Cobre € adquirido do ambiente extracelular e € necessdrio para algumas proteinas fingicas,

incluindo proteinas envolvidas na absor¢do de ferro (NIKOU et al., 2019).

1.1.5 Resposta imune do hospedeiro

A adesdo das Als presentes na superficie de C. albicans ao tecido epitelial ocasiona a
ativacio da defesa do organismo (MURCIANO et al., 2012). Em particular, a interacdo com a Als-
3 é essencial para uma resposta adequada. Foi observado que a adesdo de fungos mutantes com
deficiéncia da Als-3 ndo € o suficiente para induzir uma resposta do hospedeiro (MURCIANO et
al., 2012).

Durante o estdgio inicial do dano, neutréfilos e macréfagos sao recrutados para o local
da invasdo a partir da secrecdo de citocinas e detec¢do de outras moléculas associadas ao
dano tecidual, como ROS, Ca™ e a lactato desidrogenase, liberadas pelas células epiteliais
danificadas. Esses dois tipos de células de defesa buscam eliminar os patégenos pela producao
de moléculas citotoxicas, como ROS e 6xido nitrico (NAVARATHNA et al., 2019; LACY, 2006).
Os neutréfilos engolfam os fungos e os degradam em um processo de fagocitose através de
lisossomos (PATRICIO et al., 2019). Além disso, essas células podem secretar substancias
citotoxicas no ambiente extracelular ou em vesiculas internas, ou fagossoma, com o intuito de
estressar e degradar o patégeno em um processo denominado degranulacdo (LACY, 2006, 2006).

Além dos neutréfilos, as células dendriticas (DC) e macréfagos circulantes também sao
cruciais para a defesa do hospedeiro. Esses tipos celulares realizam fagocitose, imobilizando
0 organismo invasor no seu interior e utilizando variados mecanismos para degrada-los. Os

macrofagos preparam um ambiente intracelular toxico com pH baixo e altos niveis de ions de
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cobre, elemento capaz de gerar ROS (CULBERTSON et al., 2020). Como forma de sinalizacdo
para recrutamento de mais neutroéfilos, os macréfagos secretam as quimiocinas CXCL1 e CXCL2
(PAPPAS et al., 2018).

Moléculas do fungo como manoproteinas, 3-glucanas e quitina tornam-se padrées mo-
leculares associados a patégenos (PAMPs) ideais para a detec¢do de organismos do género
Candida pelo sistema imune (NETEA et al., 2006). Células como macréfagos, neutréfilos e
DCs identificam os PAMPs associados a fungos através de receptores de reconhecimento de
padrao (RRPs) como os receptores do tipo Toll (do inglés Toll-like receptors, TLR), receptores
de lectina tipo C (do inglés C-type lectin receptors, CTR) ou dectinas. Os subtipos de cada classe
de receptores identificam diferentes PAMPs (Figura 4), enquanto os TLR2 e TLLR4 reconhecem
proteinas manose, o0 TLR6 reconhece o DNA fiingico (NETEA et al., 2008; HOFS et al., 2016).
O reconhecimento de manose também ¢é realizado por dectina 2 e CLRs especializados, denomi-
nados receptores de manose (MR) (NETEA et al., 2008), e o de [3-glucana por dectina 1 (HOFS
et al., 2016). O receptor DC-SIGN ¢ expresso exclusivamente na superficie de DC e também
faz o reconhecimento de manoses (VENDELE et al., 2020). Esses trés tipos celulares secretam
citocinas pré-inflamatdrias como interferon-y (INF-v), fator de necrose tumoral (do inglés tumor
necrosis factor, TNF), IL-1[ e interleucina 6 (IL-6) (Figura 4), responsdveis por recrutar mais
neutréfilos e macréfagos (NETEA et al., 2006). Enquanto a inflamacdo € necessaria durante
a defesa contra patégenos, a resposta imune exagerada por ser prejudicial, agravando o dano
tecidual e contribuindo com a invasao fingica (REHAUME et al., 2010).

Receptores similares ao dominio de oligomerizagao ligante de nucleotideo (NLRs, do
inglés nucleotide oligomerization domain (Nod)-like receptor) executam variadas func¢des, como
a formacao de inflamassomas e ativacdo das vias inflamatérias do fator nuclear kB (NF-xB) e
MAPK (ZHONG et al., 2013). As proteinas 3 e 10 que contém dominio de pirina da familia
NLR (NLRP3 e NLRP10) sdo importantes durante o combate a C. albicans (PAPPAS et al.,
2018). A NLRP3 participa de um complexo proteico composto pelo receptor NLRP3, a proteina
adaptadora ASC e a enzima caspase | (ALATSHAN; BENK@, 2021), denominado inflamassoma
NLRP3. Esse inflamassoma é essencial para a resposta ao fungo, pois realiza o processamento
e maturacdo de interleucina 153 (IL-173) (HISE et al., 2009), citocina associada a diferenciacao
do linfécito T auxiliar 17 (Th17), e de interleucina 18 (IL-18) (ALATSHAN; BENKO, 2021).
Em estudo, murinos com deficiéncia do inflamassoma NLRP3 apresentaram maior colonizacao
oral por C. albicans quando comparados aos animais de alelo selvagem (HISE et al., 2009).

E importante notar que o NLPR3 & ativado apenas com a deteccdo de C. albicans em forma
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Figura 4 — Representagao dos tipos de receptores de reconhecimento de padrao (RRPs) presentes
em células do sistema imune, especialmente mondcitos, macrofagos, neutrofilos e
células dendriticas (DCs). Além disso, sdo apresentados os padrdes moleculares
associados a patégenos (PAMPs) identificados pelos diferentes RRP, assim como as
vias ativadas e produtos gerados por cada uma. Figura adaptada de (NETEA et al.,
2015).

filamentosa, e nao por leveduras (NETEA et al., 2015). A NLRP10 nio participa da formacao de
inflamassoma (ZHONG et al., 2013), no entanto, esta associada a diferenciacdo de linf6citos
Th17 e Th1 (JOLY et al., 2012).

Macréfagos, neutréfilos e DCs sao células apresentadoras de antigenos (do inglés antigen
presenting cells, APCs), exibem em sua superficie antigenos obtidos do fungo degradado, e
para isso contam com as proteinas MHC classe II. As DCs entram em contato com linfécitos T
(ou células T) imaturos para apresentacdo desses antigenos, cujo reconhecimento desencadeia a
ativacdo e proliferacdo de linfécitos T. Essas células podem passar pelo processo de diferenciacio,
transformando-se em T auxiliar CD4+ ou T CD8+. Os linfécitos CD8+, que também sao
conhecidos como células T citotéxicas, tem como alvo e eliminam células que apresentem algum
antigeno (PATRICIO et al., 2019).

As células CD4+ podem se transformar em Th17, subtipo de linfécito estimulado pela
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presenca de IL-1b, IL-6, TGF-3 e TNF- (PATRICIO et al., 2019). Os Th17 sdo caracterizados
pela producio e liberagdo de interleucina 17 (IL-17) (LI et al., 2018), citocinas que desempenham
funcdo pré-inflamatéria e auxiliam no recrutamento de neutréfilos para o local da infecgao
(NETEA et al., 2015). Também podem se diferenciar em Thl apds a deteccao de (LI et al.,
2018). Esses linfocitos produzem INF-+, citocina importante para o recrutamento de interleucina
17 (IL-17) em macroéfagos, e estdo presentes em abundancia entre CD4+ estimuladas por C.
albicans (BACHER et al., 2019).

Além de auxiliarem na resposta imune com a liberacdo de citocinas, os linfocitos CD4+
sd0 essenciais para a ativagdo das células ou linfécitos B, atuantes na producao e secrecio de
anticorpos. O impacto da resposta imune contra C. albicans por meio de anticorpos € considerado
pouco expressivo (RICHARDSON; MOYES, 2015). Imunoglobulinas sdo necessarias para a op-
sonizacdo e degradacdo do patdgeno, se ligando a parede celular desses organismos (MCCARTY
et al., 2021). Além disso, essa ligagdo pode prejudicar o desempenho de funcdes bioldgicas do
fungo, como a adesao e a formacao do tubo germinativo (RICHARDSON; MOYES, 2015).

A restauracdo do tecido epitelial do hospedeiro lesionado durante a etapa da invasdo de
C. albicans inclui diversos processos, desde a inflamacdo e defesa contra os patdgenos até a
angiogénese e organizacio da matriz extracelular (ECM), com formac¢do de novos componentes
(RAINA et al., 2021). Em contrapartida, uma resposta inflamatdria intensa pode ser prejudicial e
agravar a lesao.

Com o inicio do dano ao tecido epitelial, algumas moléculas como ROS, Ca™, lactato
desidrogenase, TNF-« e fator de crescimento dos fibroblastos (FGF) sao liberadas no meio
extracelular (Figura 3) e promovem o recrutamento de neutréfilos e macréfagos para o local
da infec¢do fingica (PASRICHA; PEARSON, 2016; GARDNER et al., 2010). Em especial,
FGF-2 ja foi identificado como um fator dependente da atuacdo de candidalisina secretada por C.
albicans filamentosos (VELLANKI et al., 2019). Essa proteina € secretada por células epiteliais
e promove a proliferacdo de células vasculares, sendo considerada um fator de angiogénese

(JAVERZAT et al., 2002).

1.1.6 Modulacdo do sistema imune pelo patégeno

A formacgdo de biofilme aumenta a protecdo do fungo. Essa estrutura possibilita a uti-
lizagcdo de alguns mecanismos para escapar ou modular o sistema imune do hospedeiro. As
[-glucanas, polissacarideos presentes na parede celular de C. albicans, sdo capazes de mediar a

resposta imune treinada (NETEA et al., 2020; BRIARD et al., 2021). A imunidade treinada é
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descrita como uma memoria imune da resposta inata, que possibilita uma reacdo mais rapida em
casos de reinfecgdo, similar ao que ocorre com a imunidade adaptativa (NETEA et al., 2020).
As (-glucanas ja foram associadas a inibi¢ao de inflamassomas NLPR3, e consequentemente a
maturagdo de IL-13 em macréfagos de pacientes com doencgas autoinflamatérias (NEVEN et al.,
2008; BRIARD et al., 2021).

Em experimento realizado em cultura celular, foi descoberto que biofilmes sao mais
resistentes a neutréfilos quando comparados a células fora de conglomerados (XIE et al., 2012).
Os autores observaram que biofilmes maduros induzem uma menor resposta mediada por ROS
do que biofilmes em estdgios iniciais. As [S-glucanas livres presentes na matriz de EPS podem
estar envolvidas na modulagdo dessa resposta. Os polissacarideos sdo identificados pelos os
receptores de reconhecimento de padrdes (do inglé€s pattern recognition receptors, PRR) dos
neutréfilos. Como essas 3-glucanas ndo estdo conectados a uma célula flingica, os leucécitos
ndo realizam fagocitose ou a inducao da geragcdo de ROS (XIE et al., 2012).

A transicdo do organismo hospedeiro para um estado de combate a um patégeno é
caracterizada por alteracdes da expressao génica. Os padrdes de expressdao sdo mediados por
sinais recebidos pelas células imunes e por moléculas reguladoras (DEVENISH et al., 2021),

como os RNAs nio codificantes.

1.2 RNAs LONGOS NAO CODIFICANTES

Diversas moléculas podem ser transcritas a partir do genoma de um organismo, desde
RNA mensageiro (mRNA), que serd traduzido em proteinas, até elementos ndo codificantes
que exercem fungdes de manutencao ou regulacao nas células. Alguns exemplos de RNAs nao
codificantes incluem micro RNAs (miRNA), RNA ribosssomal (rRNA), RNA nucleolar pequeno
(snoRNA), RNA circular e RNA longo nio-codificante (IncRNA).

Um dos primeiros estudos a identificar um IncRNA foi publicado em 1990 (BRANNAN
et al., 1990). Na época, o IncRNA H19 foi descrito como um tipo de mRNA, visto que algumas
caracteristicas de sua biogénese eram compativeis com mRNA, como a transcri¢cdo por RNA
polimerase II, poliadenilacdo e splicing. No entanto, os autores ndo identificaram uma proteina
resultante desse gene e observacdes como a falta de fase de leitura aberta (do inglés open reading
frame, ORF) conservada e de associacdo a ribossomos os levaram a hipétese de que o produto
final pudesse ser um RNA nao codificante, como os RNAs com fun¢des de processamento
de outros RNAs ou transporte de proteinas que estavam sendo identificados naquela época

(BRANNAN et al., 1990).
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Os IncRNAs apresentam sequéncia de tamanho > 200 a < 100.000 nucleotideos (com
média de 10.000) (RAO, 2017) e ndo sdo traduzidos em proteinas. A classificacdo dessas
moléculas € definida de acordo com a localiza¢do do seu gene no genoma (Figura 5), sendo:
(i) intronico, referindo-se a IncRNAs cujo gene estd posicionado na regido de um intron; (ii)
intergénico, quando o IncRNA encontra-se entre outros dois genes; (iil) antisenso, defini¢ao
para IncRNAs presentes na fita complementar a outro gene; (iv) bidirecional, para IncRNAs
cuja transcri¢do ocorre simultaneamente a de outro gene, porém na direcao oposta da fita; e (v)
overlapping, representando IncRNAs com gene sobreposto a outro gene na mesma fita.

A expressao dos genes de IncRNAs também pode ser regulada, em particular pela protei-
nas Dicerl e o fator de transcricio MYC (do inglés MYC proto-oncogene, bHLH transcription
factor) (ZHENG et al., 2014; QUINN; CHANG, 2016). O Dicer também ¢é importante na
biogénese de pequenos RNAs nao codificantes (QUINN; CHANG, 2016). De modo geral a
transcricdao de IncRNAs € realizada pela RNA polimerase II, no entanto, RNA polimerase III e
RNA polimerase IV e V, no caso de plantas, também podem realizar tal processo (RAO, 2017).
Assim como os mRNA, os IncRNA podem passar pelas etapas de capeamento da porcao 5,
poliadenilagdo e splicing (QUINN; CHANG, 2016).

Foi observado que 5% dos RNAs pequenos (RNAs transportadores, miRNAs, pequenos
RNAs nucleares e snoRNAs) mapeiam com sequéncias de IncRNAs, indicando que IncRNAs
podem ser precursores dessas moléculas (DERRIEN et al., 2012). Além disso, a expressao de
IncRNAs apresenta niveis mais baixos, em comparacdo a mRNAs, e tende a ser especifica a
tecidos (DERRIEN et al., 2012) e até mesmo a tipos celulares, como relatado em um estudo feito
com cultura de células T auxiliares (HU et al., 2013). Adicionalmente, uma pesquisa envolvendo
a expressao génica em série temporal constatou que IncRNAs sdo expressos durante periodos de
tempo menores que os mRNAs (PAULI et al., 2012).

Embora nao tenham proteinas como produto final, os IncRNAs sdo importantes para o
funcionamento molecular, executando fungdes regulatorias (YAO et al., 2019). A Figura 6 repre-
senta a relacdo dessas moléculas com o dogma central da Biologia e apresenta suas principais
formas de atuacdo (RAO, 2017). Os IncRNAs ja foram observados atuando na regulacdo de
diferentes moléculas e em diversos estdgios, sendo envolvidos em processos relacionados desde
a abertura da cromatina e leitura do DNA até a interferéncia na regulacao exercida por miRNAs,
transformacdes pds-transcricionais de mRNAs e modificagdes pds-traducionais (ZHANG et
al., 2019). Essas interacOes ainda podem ser divididas em regulagdo cis, em casos nos quais a

molécula alvo estd proxima ao IncRNA dentro do genoma, e regulacdo trans, quando o alvo esta
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Figura 5 — Classificagdo dos IncRNAs de acordo com sua localizacdo no genoma: intergénicos,
overlapping sobrepostos a éxons, overlapping sobrepostos a introns, bidirecionais,
antissenso e antissenso intronico. Figura adaptada de (WEI; ZHOU, 2016).

distante ou origina-se em outro cromossomo (ELLING et al., 2018). Em estudo, foi constatado
que a correlacdo entre mRNA-IncRNA com até 1 Mb de distincia € maior que a de pares de
RNA mais distantes ou em cromossomos distintos (DERRIEN et al., 2012).

Os IncRNAs podem ser encontrados dentro do nucleo celular, nucléolo, citoplasma ou
mitocondria (FERNANDES et al., 2019). Enquanto os IncRNAs no nticleo atuam nas regulacdes
epigenéticas e transcricionais, os IncRNAs presentes no citoplasma estdo envolvidos em ativida-
des pos-transcricionais e atuam como RNAs competidores endogenos (ceRNAs) (GAO et al.,
2020). Essas moléculas funcionam a partir de diferentes mecanismos de acdo, como sinalizacao,
competicdo com outras moléculas, direcionamento e scaffold (GAO et al., 2020). Além disso, os
IncRNAs podem regular a expressao de outros genes indiretamente, provocando a inativacao
da cromatina em locais préximos durante sua prépria transcricdo (STATELLO et al., 2021). Os
ceRNAs regulam a funcionalidade de miRNAs especificos ao se ligarem a essas moléculas no
lugar de seus alvos. Dessa forma, os ceRNAs acabam inibindo a funcionalidade dos miRNAs e,
consequentemente, impedindo a inibi¢do dos alvos dessas moléculas (YAO et al., 2019).

Os IncRNAs também podem exercer fungdes relacionadas a diferentes vias de sinalizacao
celular. Foi descoberto que o IncRNA-21 € induzido pelo fator de transcri¢ao pS3 e € importante
para a repressdo génica promovida pela via de sinalizac¢do desta proteina (HUARTE et al., 2010;
GAO et al., 2020). O IncRNA Firre parece agir como scaffold, promovendo interagdes entre o
fator de transcricdo hnRNPU e regides gendmicas localizadas em outros cromossomos, ou guia,
direcionando essa proteina para o local de interacdio (HACISULEYMAN et al., 2014; YAO et al.,
2019).
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ndo codificantes (RNAs) ndo codificantes como moléculas participantes na regulagdo
génica. Figura adaptada de (RAO, 2017).

A descoberta de novos genes ndo codificantes ultrapassa a de transcritos originados a
partir de genes codificadores de proteinas (RAO, 2017). A anotagdo mais recente do genoma
humano (GRCh38.p13) conta com 19.804 genes codificantes e 25.134 ndo codificantes, dentre os
quais estdo 18.049 IncRNAs. Para Mus musculus, organismo comumente utilizado para estudos
moleculares, a diferenca na contagem € ligeiramente menor. Enquanto os genes codificantes
totalizam 22.213, os ndo codificantes 17.398 genes, sendo que 11.310 s@o IncRNAs. Devido a
essa significativa presenga nos genomas, o estudo de IncRNAs e investigacao de suas fungdes
tornam-se essenciais para comecar a desvendar a complexidade envolvida na regulagcdo génica.

Apesar de alguns IncRNAs ja terem sido detalhadamente caracterizados, a maioria ainda
nao foi relacionada a qualquer processo biolégico ou teve seu alvo molecular desvendado. De
acordo com dados obtidos no GENCODE V30, projeto que identifica e classifica genes de H.
sapiens € M. musculus, estima-se que alguma funcdo ja foi descrita para menos de 3% dos
IncRNAs (ROBINSON et al., 2020). Dados do Ensembl BioMart (KINSELLA et al., 2011)

mostram que novos transcritos representam 42% dos IncRNAs anotados no genoma de H. sapiens
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(GRCh38.p13), o que indica que estes transcritos ainda ndo foram caracterizados. No genoma de
M. musculus (GRCm39) existe uma alta quantidade de genes preditos. Por consequéncia, a soma
de IncRNAs originados a partir destes genes eleva a quantidade de IncRNAs classificados como
novos transcritos para 64% do total.

A determinagdo das funcdes dessas moléculas pode ser dificultada devido a expressao
dos IncRNAs depender do tecido ou célula de origem (QUINN; CHANG, 2016), tornando
necessério que um cendrio especifico seja atingido para que se possa observar a expressao de
alguns IncRNAs. Dessa forma, a tarefa de identificar o alvo direto da regulacao e associd-lo a
alguma funcao bioldgica pode se tornar complexa.

O uso de estratégias computacionais, como guilt by association, ¢ uma maneira interes-
sante para iniciar a investigacao e predi¢ao de processos bioldgicos associados a moléculas sem
funcdo conhecida. Para essa abordagem presume-se que genes com expressio correlacionadas
estdo provavelmente envolvidos em funcdes similares ou em uma determinada resposta celular
(GILLIS; PAVLIDIS, 2011). Assim, € possivel inferir processos bioldgicos a IncRNAs a partir
de processos ja atribuidos aos seus genes co-expressos. Essa abordagem é comumente utilizada
para estudar IncRNAs.

Em um dos primeiros e mais detalhados estudos aplicando guilt by association para
IncRNAs, os autores identificaram IncRNAs diferencialmente expressos em células-tronco
embriondrias de camundongos, associaram 150 destes a processos bioldgicos relacionados
a genes codificadores co-expressos e, por fim, conseguiram validar as vias preditas para 85
IncRNAs a partir da andlise de outros conjuntos de dados (GUTTMAN et al., 2009). Entre os
processos identificados estavam proliferagao celular, morfogénese e defesa imune. Outro estudo
conseguiu inferir associa¢des entre termos de ontologia génica e IncRNAs expressos durante a

embriogénese em Danio rerio (PAULI et al., 2012).

1.2.1 LncRNAs envolvidos na resposta imune

Diversos IncRNAs especificos j foram apontados como relevantes durante patologias
especificas. A resposta imune depende da a¢do conjunta, coordenada e equilibrada de variadas
moléculas e tipos celulares. Dado sua funcdo geral de regulacdo, IncRNAs tem potencial para
atuar dentro desse sistema. Nesse contexto, a maioria dos estudos desenvolvidos descreve o
papel dessas moléculas no cancer (GAO et al., 2020). A relagcdo entre IncRNAs e a resposta
imunolégica a infecc¢do por C. albicans ainda é pouca explorada.

Hou et al. (2021) utilizam células CD4+ humanas expostas a /-glucana para simular
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uma infecgdo por C. albicans e identificam IncRNAs expressos nessa condi¢do, assim como
mRNAs com expressdo correlacionada a eles. O estudo sugere alvos para os IncRNAs e explora
suas possiveis fungdes. Como resultado, os autores destacaram os IncRNAs Inc-CCL3L3-1:1,
Inc-MARCKS-7:1 e Inc-CCL3L3-1:1 e sugeriram alguns genes co-expressos como possiveis
alvos de regulacdo. A partir de andlise de enriquecimento funcional dos mRNAs, inferiram que
os IncRNAs podem participar de processos bioldgicos relacionados a resposta imune, como
inflamacdo, e via de sinalizagdo de NF-xB (HOU et al., 2021).

Ap0s constatarem que o IncRNA 9708-1 € super expresso durante a defesa contra C.
albicans em candidiase vulvovaginal, Wu et al. (2021) induziram um quadro dessas infec¢des
em modelo murino. Um dos grupos de animais recebeu o IncRNA 9708-1 como tratamento a
fim de avaliar a atuacdo dessa molécula na resposta imune. Observaram que o IncRNA 9708-1
reduziu a inflamacdo e que pode atuar na via de sinalizacao da proteina FAK (WU et al., 2021).
Esta proteina € uma quinase que participa de processos de adesao, apoptose e migracdo celular e
ja foi associada a ativacdo da resposta imune em infeccdo viral (WU et al., 2021; BOZYM et al.,
2012).

No contexto de infeccdes, o IncRNA intergénico lincRNA-Cox2 foi apontado como
regulador in cis do gene Ptgs2, agindo como RNA enhancer. O gene Ptgs2 € essencial para a
sintese de prostaglandina, uma molécula secretada em locais com dano tecidual ou inflamacao.
Além disso, o lincRNA-Cox2 desempenha fun¢do regulatoria in trans para um conjunto de genes
envolvidos na resposta inflamatéria em tecidos de pulmao e figado (ELLING et al., 2018). Um
estudo anterior revelou que lincRNA-Cox2 € induzido apés a ativagdo de TLR (CARPENTER et
al., 2013).

Embora o papel dos IncRNAs na resposta do hospedeiro a infeccao por Candida spp.
permaneca desconhecido, existem evidéncias que comprovam a importancia destas moléculas
na resposta imune durante infec¢des por diferentes patégenos, como Mycobacterium tubercu-
losis (WANG et al., 2015), Salmonella enterica (GOMEZ et al., 2013) e virus da hepatite C
(CARNERO et al., 2016; AGLIANO et al., 2019).

Candida albicans é uma espécie de grande importancia clinica devido as infec¢des que
pode provocar, especialmente em pessoas com sistema imune comprometido. O diagnéstico para
essas infeccdes ainda apresenta limitag¢des, principalmente relacionadas ao tempo de execugdo e
custo. Desta forma, investigar o papel de moléculas pouco estudadas no contexto de infec¢des
fingicas tem potencial para expandir o conhecimento na drea e contribuir com a formulacdo de

hipéteses para diagndstico e tratamento.



29

2 OBJETIVOS

2.1 OBIJETIVO GERAL

O presente trabalho tem como objetivo geral investigar a importancia de IncRNAs em
processos e fungdes bioldgicas relevantes durante a resposta imune do hospedeiro durante a

infeccdo por C. albicans.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

* Selecionar conjunto de dados de expressdao génica com condi¢des controle e infec¢do

invasiva por C. albicans;
* Identificar RNAs longos nao codificantes importantes durante a resposta imune a infeccao;

* Identificar genes codificadores de proteina expressos durante a infec¢ao por Candida que

possam atuar conjuntamente com os IncRNAs na resposta imune do hospedeiro;

* Determinar as funcdes e processos bioldgicos associados aos genes codificadores de

proteinas;

* Inferir associacdes entre os IncRNAs e os processos bioldgicos desempenhados pelos

genes codificadores de proteinas.
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3 Resultados

A secdo de resultados apresenta o artigo cientifico redigido para divulgacdo das andlises
realizadas e resultados obtidos no presente trabalho. A formatagdo segue as diretrizes para

manuscritos da revista Genes, para qual o manuscrito foi submetido.

3.1 Artigo cientifico
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4 Discussao

Fungos do género Candida tem grande importancia clinica devido a gravidade observada
nas infecg¢des, principalmente em pessoas com estado de saide ja comprometido. Entre todas
as espécies patogénicas, C. albicans se destaca por ser a mais comumente isolada em casos de
candidemia.

O interesse em desvendar o papel de IncRNAs em patologias especificas vem crescendo,
principalmente no contexto de cancer. No entanto, essas moléculas ainda sdo pouco exploradas
em infeccOes flingicas. Poucos estudos investigando a relacio entre IncRNAs e infeccdo por C.
albicans foram encontrados durante consulta na literatura (HOU et al., 2021). Para o presente
estudo, um conjunto de dados de expressao génica gerado a partir de experimento de RNA-Seq
foi selecionado apds busca na base de dados GEO DataSets. O conjunto possui o identificador
GSE119853 e apresenta dados de expressdo gé€nica referentes a 19 fémeas M. musculus da
linhagem C57BL/6J, sendo que 11 animais foram usados como controle enquanto oito foram
expostos ao fungo C. albicans por 24 horas. Ap0s esse periodo, os animais foram sacrificados e
houve a coleta do pulmao e preparacao das amostras (SINGHANIA et al., 2019).

A interseccao dos resultados de diferentes métodos para selecdo de genes foi essencial
para reduzir a quantidade de IncRNAs e genes codificadores de proteinas a serem explorados
neste estudo. Além disso, essa interseccao trouxe mais confiabilidade a lista de genes resultante,
pois todos foram selecionados por trés abordagens comumente utilizadas: andlise de expressao
diferencial, andlise de rede de co-expressao de genes e selecao de genes com base aprendizado de
mdquina. Apds a andlise de enriquecimento funcional, houve a exclusdo dos genes codificadores
de proteinas que ndo foram associados a algum dos termos de ontologia génica (GO) resultantes.
Foram selecionados apenas os IncRNAs com peso de interagdo > 0,4 com algum dos genes
codificadores restantes. Por fim, os IncRNAs passaram por uma validacdo da sua classificagao
bioldgica.

As duas redes de co-expressdo foram filtradas de acordo com os genes presentes nas listas
resultantes das andlises anteriores. A rede correlacionada a infeccio é composta por 51 IncRNAs,
471 genes codificadores de proteinas e 3.568 interagdes. A versao final da rede correlacionada a
condigdo controle inclui 13 IncRNAs, 50 genes codificadores de proteinas e 66 interacdes. As
redes podem ser visualizadas na Figura 5 do manuscrito apresentado na secdo de Resultados.

E interessante observar a diferenca na quantidade de nodos e interacdes das redes criadas

a partir dos IncRNAs, considerando apenas as suas intera¢des de primeiro grau, conforme
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observado na Figura 5 dos Resultados. Ao construir a rede a partir dos IncRNAs, podemos
observar que a condi¢gdo controle (Resultados, Figura 5B) apresenta menor robustez, sendo
composta por menor nimero de nodos e interagdes em comparagao a rede associada a infeccao
(Resultados, Figura SA) (GUNEY; OLIVA, 2014). Essa diferenca se torna um fator que corrobora
com a hipdtese dos IncRNAs serem participantes importantes na resposta imune do hospedeiro
durante a infeccao por C. albicans. A expressao rapida, coordenada e controlada de genes
envolvidos na resposta imune € essencial para o combate efetivo de um patégeno (DEVENISH
et al., 2021), e os IncRNAs podem desempenhar fun¢des de regulacdo da expressiao génica que
contribuam para o ajuste fino desta resposta e mantenham seu equilibrio.

Para explorar os processos bioldgicos associados aos genes selecionados, foi executada
uma andlise de enriquecimento funcional. Entre todos os processos resultantes, apenas aqueles
enriquecidos para algum IncRNA ou que alcangaram um valor de p ajustado < 0,01 foram
apresentados e discutidos no manuscrito. Porém, outros processos identificados também podem
ser considerados relevantes no contexto de infeccdo por C. albicans.

Durante a resposta imune, os fagdcitos encapsulam o fungo no seu interior e utilizam
substincias toxicas para neutralizar e atacar esse organismo. Essas células podem acumular
oxido nitrico (NAVARATHNA et al., 2019), oxidar fons de cobre para a geragdo de ROS
(CULBERTSON et al., 2020) e gerar superdxido a partir da redu¢io de NADPH (DUHRING et
al., 2015). O superéxido ndo apresenta alta atividade toxica para o fungo, no entanto, pode ser
convertido em perdxido de hidrogénio, além de reagir com NO e gerar peroxinitrito, substancia
importantes para o combate a C. albicans (DUHRING et al., 2015). Neste contexto, 0s processos
biolégicos nitric oxide mediated signal transduction (GO:0007263), reactive oxygen species
metabolic process (GO:0072593), NADPH oxidation (GO:0070995), positive regulation of
superoxide anion generation (G0O:0032930), response to toxic substance (GO:0009636) e cellular
response to hydrogen peroxide (GO:0070301) foram enriquecidos entre os genes selecionados.
O processo response to toxic substance também pode ser associado a etapa de invasdo flingica,
na qual as hifas de C. albicans secretam a toxina candidalisina nas células epiteliais.

Apesar de serem essenciais para a defesa contra patégenos, estas substancias citotoxicas
podem afetar negativamente células proprias do hospedeiro. Como forma de equilibrar os niveis
dessas substancias, as células recorrem a mecanismos de detoxificacdo, includindo a exportagcao
dos metais ou o armazenamento destes em vesiculas, processo denominado como sequestro
dos metais (DUHRING et al., 2015; DAMERON; HARRISON, 1998). Como exemplos desse

mecanismo, estdo os termos de GO sequestering of metal ion (GO:0051238) e detoxification of
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copper ion (GO:0010273), observado nos resultados.

Os fungos C. albicans utilizam metais presentes no organismo do hospedeiro para seus
processos de manutencio e sobrevivéncia. Em uma tentativa de restringir o acesso do patégenos,
metais como zinco, cobre e ferro sdo sequestrados para dentro das células do hospedeiro
(DUHRING et al., 2015). Essa importagio de zinco faz parte dos processos enriquecidos neste
estudo: zinc ion import across plasma membrane (GO:0071578).

Poucos processos bioldgicos relacionados a resposta imune humoral foram observados en-
tre os resultados, sendo estes: antimicrobial humoral immune response mediated by antimicrobial
peptide (GO:0061844), positive regulation of antimicrobial humoral response (GO:0002760)
e positive regulation of humoral immune response mediated by circulating immunoglobulin
(G0O:0002925). No estudo que gerou o conjunto de dados utilizado no presente trabalho, os
animais foram expostos ao fungo por apenas 24 horas antes da coleta das amostras. Sendo assim,
nao houve tempo hébil para que a resposta humoral fosse integralmente desencadeada. Apds
o inicio da infecc¢do, as células B podem demorar dias ou semanas para serem ativadas pelos
linfécitos T auxiliares e passarem a produzir e secretar anticorpos (WAICKMAN et al., 2020).

Mesmo apo6s todas as filtragens de genes a serem analisados e de componentes das
redes, alguns IncRNAs continuaram a interagir com muitos mRNAs do seus médulos. Como
consequéncia, alguns IncRNAs do médulo furquoise, correlacionado a infec¢do, apresentaram
muitos processos bioldgicos em sua lista de possiveis associagdes. Apods a filtragem das asso-
ciacdes, oito IncRNAs continuaram com mais de 30 processos bioldgicos, sendo que ao final
as listas de dois desses incluiam 101 processos. Em contrapartida, cinco IncRNAs ficaram sem
associacdo a qualquer processo.

A busca na literatura e em bancos de dados especializados foi utilizada para verificar
e comparar as associagdes entre os IncRNAs e processos biolégicos sugeridos no manuscrito.
Durante essa etapa foi constatado que poucos dos IncRNAs selecionados possuem algum registro,
o que dificulta a formulacdo e validacdo de hipéteses. Como consequéncia, os bancos de dados
especificos para IncRNAs também contam com poucas informagdes. Por ser uma area de estudo
relativamente nova, os protocolos e ferramentas desenvolvidos para a investigacdo de fungdes
dos IncRNAs ainda sdo pouco utilizados, prejudicando a confiabilidade destas solugdes.

O estudo de processos bioldgicos associados a IncRNAs é complexo, visto que esses
RNAs atuam na regulacgdo direta ou indireta de outras moléculas. Andlise de dados de expressio
génica pode ser utilizada para iniciar uma investigacao, possibilitando que padrdes sejam ob-

servados e se reduza o escopo de hipdteses a serem validas experimentalmente. Posteriormente,
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estudos mais aprofundados sdo necessarios pois a correlacdo de valores de expressdo génica ndo
€ o suficiente para confirmar os papéis de regulador e alvo.

Existe uma limitacdo relacionada ao tipo de dado gerado por experimentos de RNA-
Seq, no contexto de investigacdo acerca de IncRNAs. As técnicas atualmente empregadas nao
possibilitam que se estime a expressao de genes codificadores de proteinas, IncCRNAs e miRNAs
em um mesmo experimento devido a diferenca de tamanho das moléculas e aos protocolos
de preparacdo das amostras necessarios para cada uma. A presenca de todos esses tipos de
transcritos em um mesmo conjunto de dados seria bastante importante para avaliar a regulacdo
génica indireta que os IncRNAS podem realizar.

Durante a realizagdo trabalho, uma nova versao do genoma de M. musculus foi langada. A
maior diferenca da versio GRCm39 para a anterior foi a remog¢ao da classificacdo dos IncRNAs.
Enquanto a versio GRCm38 distinguia os IncRNAs entre antissenso, bidirecional, intergénico e
intronico, a versado GRCm39 passou a anotar todos apenas como IncRNA. A classificagdo dessas
moléculas a partir da localizag@o do gene pode dar indicios do seu mecanismo de atuagdo e alvo e,
consequentemente, da funcdo que exercem. A possibilidade de IncRNAs bidirecionais regularem
a expressdo dos genes codificadores de proteinas transcritos simultaneamente a eles j4 foi
apontada (GUIL; ESTELLER, 2012; QUINN; CHANG, 2016). A informacao de classificacao
possibilitaria a elaboracdo de outras hipdteses quanto as fungdes bioldgicas associadas aos
IncRNAs aqui analisados. Entretanto, a atualiza¢io na anota¢do do genoma pode ser vista como
um indicativo de que o conhecimento geral acerca dos IncRNAs ainda estd sendo construido e

que existe espago para novas contribuicoes.
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5 Conclusao

A partir de trés estratégias para selecdo de genes, foram identificados IncRNAs presentes
durante a resposta imune do hospedeiro a infec¢do causada por C. albicans. O uso da abordagem
de guilt by association possibilitou que processos bioldgicos fossem associados aos IncRNAs
selecionados, visto que, em sua maioria, ainda ndo possuem anota¢ado funcional. Os resultados
englobam areas essenciais durante o combate a infec¢ao por C. albicans, como inflamagao,
angiogénese e neutralizacio e degradacdo de patégenos. Enquanto isso, termos GO relacionados
com o fator de transcricdo TNF, degranulacdo de neutréfilos e imunoglobulinas se destacaram
por aparecerem na lista de processos bioldgicos inferidos para diversos IncRNAs. Os resultados
propostos neste trabalho apontam IncRNAs potencialmente relevantes durante a defesa contra
C. albicans. Ainda que ndo existam relatos de envolvimento dessas moléculas com infec¢oes

flingicas, os processos biol6gicos propostos a elas indicam suas possiveis fung¢des bioldgicas.
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