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RESUMO

MicroRNAs sdo pequenos transcritos ndo-codificantes envolvidos no fenémeno de interferéncia
por RNA. Estes transcritos possuem entre 18 e 25 nucleotideos e derivam de precursores com
uma estrutura de grampo (hairpin). Sua biogénese e seu mecanismo de acdo sé&o bem
compreendidos em plantas e animais, porém em fungos a biossintese destes RNAs regulatdrios
ainda é pouco compreendida. Entretanto, pequenos RNAs ja foram identificados em espécies de
fungos, como Neurospora crassa, Sclerotinia sclerotiorum, Penicillium marneffei, Trichoderma
reesei e Paracoccidioides brasiliensis. Embora os dados sobre estas moléculas no reino Fungi
estejam aumentando, até o momento ndo existem descricdes de microRNAs em importantes
patdgenos humanos como Histoplasma capsulatum. Portanto, devido a auséncia da
caracterizacdo deste mecanismo regulatério neste patdgeno humano, o presente trabalho visou
identificar miRNAs neste fungo e inferir os possiveis processos biolégicos regulados por esses
RNAs de interferéncia. Para tal fim a metodologia empregada neste estudo foi a busca por
sequéncias de microRNAs descritos em outros fungos e analises in silico para predizer a
homologia destas sequéncias com regifes do genoma das linhagens de H. capsulatum H88 e
G217B. Apo6s as andlises de bioinformatica, identificamos seis microRNAs em H88 e quatro
microRNAs em G217B. Destes, um microRNA era conservado em ambas as linhagens. Este
microRNA foi selecionado para investigacdo de potenciais alvos. Foram identificados 551 alvos
para este microRNA na linhagem H88 e 495 na linhagem G217B. Processos bioldgicos
identificados como regulados por este microRNA incluem a sintese e a degradacdo de
componentes de parede, 0 metabolismo energético e o processamento de DNA. Os resultados
indicam a presenca de microRNAs neste fungo e um grande numero de alvos para cada
microRNA, o que sugere uma complexa rede de regulacdo pos-transcricional efetuada por

microRNAs em H. capsulatum.

Palavras-chave: microRNA; regulagdo pods-transcricional; Histoplasma capsulatum;

fungo dimorfico.



ABSTRACT

MicroRNAs are small non-coding RNA molecules involved in the RNA interference
phenomenon. These small RNAs contain between 18 and 25 nucleotides and are derived from
precursors containing a hairpin structure. Their biogenesis and mode of action are well
understood in plants and animals, but in fungi their biogenesis is still poorly understood.
However, small RNAs similar to microRNAs (miRNAs-like) have been identified in various
fungi, such as Neurospora crassa, Sclerotinia sclerotiorum, Penicillium marneffei, Trichoderma
reesei and Paracoccidioides brasiliensis. Even though the amount of data on these molecules in
the Fungi kingdom has been increasing, up to now there are no descriptions of microRNAS in
important human pathogens such as Histoplasma capsulatum. Therefore, due to the absence of
the characterization of this regulatory mechanism in this human pathogen, this study aimed to
identify microRNAs in this pathogen and to infer the biological processes regulated by these
interference RNAs in this fungus. In order to do so, the methodology employed in this study was
the search for published microRNAs sequences for other fungi in the literature and in silico
analysis to predict the homology of these known sequences to genome regions of two H.
capsulaum strains H88 and G217B. After the bioinformatics analysis, we identified six
microRNAs in H. capsulatum H88 and four microRNAs in H. capsulatum G217B .One of the
microRNAs was conserved in both strains. This microRNA was selected for target investigation.
We identified 551 targets in the H88 strain and 495 targets in the G217B strain. Biological
processes identified as being regulated by this microRNA comprise the synthesis and the
degradation of cell wall components, the energetic metabolism and DNA processing. The results
imply the presence of microRNAs in this fungi and a high number of targets for each microRNA,
which hints on the existence of a complex network of microRNA post-transcriptional regulation

in H. capsulatum.

Keywords:  microRNA;  post-transcriptional ~ regulation;  Histoplasma  capsulatum;

dimorphic fungus.



1. INTRODUCAO
1.1 Histoplasma capsulatum e histoplasmose

O fungo Histoplasma capsulatum é o agente causador da Histoplasmose, descrito por
Samuel Taylor Darling em 1906, na América Central, tendo sido isolado durante a autdpsia de
um carpinteiro que apresentava sintomas similares aqueles causados pela tuberculose
(DARLING, 1906). H. capsulatum é um fungo encontrado em todos os continentes do globo
terrestre, com excecdo da Antéartida (KASUGA et al., 2003). O continente americano é o local
onde o fungo é mais abundante e também onde constitui o maior problema de saude publica.
Apresenta como caracteristica o dimorfismo térmico, possuindo uma fase micelial, que cresce
entre 20°C e 30°C e uma fase leveduriforme, que cresce a 37°C (Figura 1) (BONIFAZ et al.,
2011; SIL, 2019). O micélio ¢é a fase infecciosa e existe de forma livre no solo, normalmente
associado a matéria fecal de passaros e morcegos (guano). A levedura é a forma patogénica e
normalmente a transicdo micélio-levedura se da quando o fungo infecta um hospedeiro mamifero
(KAUFFMAN et al., 2007).

Figura 1. Micrografias das fases miceliana e de levedura de Histoplasma capsulatum.
(A) Micrografia de contraste de fase de cultura micelial. (B) Micrografia de interferéncia de
Nomarski de cultura micelial. (C) Micrografia de contraste de fase de cultura de levedura
(adaptado de WOODS, 2016).

Durante a fase micelial, H. capsulatum produz dois tipos de conidios: micro-conidios
ovoides, medindo de 2 a 4 micrébmetros, e macro-conidios globosos de 8 a 15 micrémetros. Eles

desenvolvem-se sobre ramos miceliais curtos. A infeccdo ocorre quando o hospedeiro inala os
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conidios. Uma vez dentro dos alvéolos, os conidios sdo fagocitados pelos macréfagos adquirindo
a morfologia de leveduras, que multiplicam-se no interior destas células de defesa (Figura 2)
(WOODS, 2016).

"
gu Inalagio
Macroconideos at

> Levedura
Microconideos —
Possivel disseminagdo para o figado,
-9 o bago, a médula osséa ete.

Micélio

Transigdo dimorfica para forma de
levedura a 37°C no pulmio.

Figura 2. Modelo da infeccéo e transi¢do dimorfica em H. capsulatum. Macro-conideos e micro-conideos séo
inalados pelo hospedeiro. Dentro dos alvéolos, adquirem a morfologia de levedura e podem se disseminar para
outros 6rgdos (adaptado de WOODS, 2016).

H. capsulatum pode permanecer latente durante um longo periodo de tempo no corpo do
hospedeiro e comecar a se proliferar caso o sistema imune seja comprometido. Estudos com ratos
demonstraram que a diminuicdo dos niveis de linfécitos CD4 ou CD8 pode provocar um quadro
de histoplasmose em um organismo previamente exposto a este fungo (DURKIN et al., 2001).
Caso a levedura se propague para outros 6rgdos, o quadro recebe o nome de histoplasmose
disseminada progressiva, sendo potencialmente letal. Em pacientes imunocompetentes, a
infeccdo é normalmente assintomatica. A histoplasmose é mais comum em pacientes
imunocomprometidos. Ainda assim, o risco que essa doenca representa para pacientes saudaveis
ndo deve ser desprezado, uma vez que estes também podem desenvolver a forma letal da doenca,
principalmente se uma grande quantidade de conidios for inalada (DE & NATH, 2015).

Existem varias formas clinicas da histoplasmose. A histoplasmose pulmonar aguda se
caracteriza por perturbaces no sistema respiratorio similares aquelas provocadas pela gripe ou
por pneumonia bacteriana e normalmente dura menos de duas semanas (MCKINSEY &
MCKINSEY, 2011). A histoplasmose pulmonar crénica é mais comum em idosos e fumantes e
tem como caracteristicas a cavitagéo, a fibrose intersticial e o espessamento da pleura (WHEAT
et al., 2004). A histoplasmose disseminada progressiva consiste na disseminacéo da infeccdo para

Orgdos que ndo compdem o sistema respiratorio. Os locais para onde a histoplasmose se
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dissemina mais frequentemente séo o figado, o bago, o trato gastrointestinal e o sistema nervoso
central (AZAR & HAGE, 2017; KAUFFMAN, 2007).

A histoplasmose ndo é uma doenca de notificacdo compulsoria no Brasil e é de dificil
diagnostico, sendo frequentemente confundida com a tuberculose. Além disso, ndo ha um estudo
epidemioldgico a nivel nacional. Por isso, acredita-se que sua incidéncia e taxa de mortalidade
sejam subestimadas (FALCI et al, 2019). Em uma revisdo sistematica da literatura abrangendo o
periodo de 1939 a 2018, Almeida e colaboradores (2019) encontraram 3530 casos de
histoplasmose publicados. Dentre os casos analisados por Almeida, a taxa de mortalidade média é
de 33,1. Apos a década de 1980 houve um grande aumento no nimero de casos registrados da
doenca devido ao surgimento do virus da imunodeficiéncia humana (HIV). Um estudo de Falci e
colaboradores (2019) recente investigou a incidéncia de histoplasmose entre pessoas vivendo
com AIDS, hospitalizadas apresentando sintomas comuns a histoplasmose e a diversas outras
condicdes patoldgicas. A incidéncia de histoplasmose entre esses pacientes foi de 21,6%. A
mortalidade encontrada neste grupo foi de 22%. Verificou-se uma prevaléncia maior da doenca
nos estados do Nordeste e Centro-oeste do que do Sul e Sudeste. Adenis e colaboradores (2018)
constataram que a histoplasmose provocou pelo menos 671 mortes na América Latina entre
pessoas vivendo com HIV no ano de 2012. Esta estimativa coloca a histoplasmose como uma das
principais causas de morte entre pessoas portadoras do HIV na América Latina, ao lado da

tuberculose.

O método mais empregado para o diagndstico de histoplasmose no Brasil é a cultura
celular a partir de amostras de pacientes. Um problema desse método é que a cultura pode
demorar até seis semanas para revelar a presenca de H. capsulatum, o que atrasa o inicio do
tratamento. Outros métodos diagndsticos incluem a observacdo de células fungicas ao
microscopio, testes de detecgdo de antigenos e testes imunolégicos. A resposta imunoldgica a
histoplasmose pode ser aferida através do teste de imunodifusdo em &gar duplo, teste de fixacdo
de complemento ou ensaio imunoenzimatico. Os testes imunoldgicos sdo mais ageis que a cultura
celular. Uma desvantagem dessa metodologia € que sua sensibilidade € reduzida em pacientes
imunocomprometidos devido a sua quantidade reduzida de anticorpos (WHEAT, 2006). O teste
de deteccdo de antigenos foi desenvolvido em 1986 e tem sido amplamente utilizado nos Estados

Unidos. Este teste, porém, ndo estava disponivel comercialmente fora dos EUA, o que impede
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sua utilizagdo na América Latina e dificultava o diagndstico. Recentemente, a empresa Immuno-
Mycologics tornou disponivel um teste de deteccdo de antigenos com boa sensibilidade e
especificidade (ambas acima de 95%) (FALCI et al., 2019).

Jad o tratamento da micose emprega diferentes estratégias de administracdo de
antimicoticos, por exemplo, casos mais brandos de histoplasmose sdo tratados com itraconazol,
sendo administradas trés doses diarias de 200 mg ao paciente por trés dias e em, seguida,
adminstrando-se duas doses diarias de 200 mg por seis a doze semanas. Voriconazol e
posaconazol podem ser usados em pacientes que nao estejam melhorando com o tratamento com
itraconazol. Casos mais graves sdo tratados com anfotericina B, na dosagem diaria de 3 a 5 mg
por kilograma durante sete a catorze dias (TABORDA et al., 2018).

1.2 Classificacao filogenética

O género Histoplasma faz parte da familia Ajellomycetaceae, da ordem Onygenales, da
classe Eurotiomycetes e do filo Ascomycota. Os fungos da familia Ajellomycetaceae se
distinguem por ascomas globosos com apéndices espiralados, ascosporos globosos ou oblongos e
auséncia de atividade queratinolitica. Essa familia inclui outros patdgenos importantes, como
Paracoccidioides brasiliensis e Blastomyces dermatitidis. (UNTEREINER et al., 2004). Um
estudo molecular com individuos infectados demonstrou a existéncia de sete clados distintos de
H. capsulatum (KASUGA et al., 2003). Os clados identificados sdo: norte-americano I, norte-
americano 11, latino americano A, eurasidtico mais latino americano B, australiano, holandés e
africano. (VITE-GARIN et al., 2014) (Figura 3). Atualmente, o genoma de cinco linhagens de H.
capsulatum ja foi sequenciado e anotado: G186AR, G217B, H88, H143 e NAm1. G217B e
NAm1 fazem parte do clado América do Norte. G186AR é proveniente de uma amostra do
Panama e pertence ao clado América Latina A. As linhagens H88 e H143 pertencem ao clado
Africa (KASUGA et al., 2003). Dentre as linhagens, as diferenca mais marcante, sob 0s aspectos
clinicos e morfoldgicos, ocorre entre as linhagens africanas (H88 e H143) e as demais. A células
leveduriformes das linhagens H88 e H143 possuem cerca de 10 um de didmetros, o que é duas
vezes 0 diametro das linhagens néo-africanas. O quadro clinico se diferencia pela possibilidade

da disseminacdo do fungo para o tecido 6sseo, provocando osteomielite (KATCHY et al., 2019).
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Figura 3. Representacdo gréafica das relacfes filogenét’icas de H. capsulatum. Sete clados filogenéticos foram
identificados: América do Norte 1, América do Norte 2, Africa, Eurasia + América Latina B, Holanda e Australia.
(adaptado de KASUGA et al., 2003).

1.3 Caracteristicas gerais, mecanismos de acdo de miRNAs e descricdo em representantes
do Reino Fungi

Interferéncia por RNA é o processo pelo qual a expressdo génica é inibida por pequenas
moléculas de RNAs néo codificantes (WANG & DEAN, 2020). O RNA de interferéncia tem
como alvo dentro da célula RNAs mensageiros que sdo complementares a sua sequéncia. Neste
mecanismo de regulacdo da expressdo génica a molécula de mRNA podera ser submetida ao
processo de clivagem ou inibi¢do da tradugéo proteica (FIRE et al., 1998; FULCI & MACINO,
2007). De acordo com sua biogénese e seu mecanismo de acdo, os RNAs de interferéncia séo
divididos em trés classes principais: microRNA (miRNA), pequenos RNAs de interferéncia
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(sSiRNA) e RNAs associados as proteinas Piwi (piRNA) (JIANG et al., 2012). Todos estes trés
tipos de RNA atuam se associando ao complexo RISC. SiRNAs distinguem-se de miRNAS por
serem derivados de precursores mais longos e por possuirem 100% de complementaridade com
seus alvos, o que os torna reguladores mais especificos. PIRNAS, por sua vez, distinguem-se de
miRNAs por serem ligeiramente maiores e por seu processamente ser independente de enzimas
dicers (SETO et al., 2007).

MiRNAs podem ser identificados por possuirem de 18 a 25 nucleotideos e serem
processados pela enzima dicer a partir de um RNA precursor de fita dupla com estrutura de
grampo (hairpin) (LAU et al., 2013). O primeiro microRNA foi descrito por Lee e colaboradores
(1993) em Caenorhabditis elegans; tratava-se do microRNA lin-4. O desenvolvimento de C.
elegans é controlado por varios genes cujas taxas de expressdo variam em funcdo do tempo. A
transicdo do primeiro estagio larval, L1, para o segundo, L2, é determinada pela diminui¢do dos
niveis celulares de LIN-14, uma proteina codificada pelo gene lin-14. A reducdo dos niveis de
LIN-14 é causada pelo aumento dos niveis do microRNA lin-4, que funciona como um regulador
pos-transcricional da expressdo desta proteina. Este microRNA, portanto, é fundamental para o
desenvolvimento larval de C. elegans (LEE et al., 2003). Posteriormente, foi descrito um segundo
microRNA em C. elegans, o microRNA let-7. Demonstrou-se que este miRNA regula
negativamente ndo apenas um, mas varios genes diferentes (REINHART et al., 2000).
Recentemente um pequeno RNA secretado, denominado mir-83 foi descrito neste organismo. Tal
RNA é relacionado ao processo de senilidade e de autofagia. Neste sentido, a incapacidade de
realizar autofagia eficientemente provoca, neste organismo, a alteracdo da homeostase proteica
nas células, provocando o envelhecimento celular (HU et al., 2019). Com o passar do tempo,
Mir-83 é regulado positivamente no intestino em funcdo da expressdo aumentada de hsf-1, que é
um fator de transcricdo relacionado a resposta ao calor (CARRANZA et al., 2020). Mir-83, por
sua vez, regula negativamente os genes atg-4.2 e cup-5, relacionados a autofagia, e, desta forma,
promove o envelhecimento. A delecdo de mir-83 em C. elegans provoca uma redugéo nos tragos
fenotipicos associados ao envelhecimento, além de prolongar seu tempo de vida (ZHOU et al.,
2019).

Os genes que codificam um miRNA situam-se normalmente em regides intergénicas e

possuem seu préprio promotor. Outras vezes, localizam-se em regides intronicas e sua transcri¢do
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pode estar acoplada a transcricdo do gene em que se insere. Na maioria dos casos, a transcri¢ao é
realizada pela enzima RNA polimerase 1l (LEE et al., 2004). O transcrito primario denomina-se
pri-miRNA e pode chegar a possuir varios kilobases de extensdo. Por complementaridade de
bases, o transcrito priméario forma RNA dupla fita, com hairpins em algumas regides (LEE et al.,
2003). Ribonucleases 111 estdo envolvidas na maturacéo de varios tipos de RNA (FORTIN et al.,
2002). Em animais, o transcrito primario pri-miRNA é processado no nucleo celular pela enzima
ribonuclease Il Drosha, a qual se associa a seu cofator DGCR8 para compor o complexo
microprocessador. Além de Drosha e DGCRS, participam do complexo microprocessador de
miRNAs enzimas helicases da familia Dead-box e ribonucleoproteinas (SIOMI & SIOMI, 2010).

O complexo microprocessador cliva o pri-miRNA e produz uma fita de RNA de cerca de
70 nucleotideos de comprimento, com estrutura de grampo, denominada pre-miRNA (DENLI et
al., 2004; LEE et al., 2003). O pre-miRNA ¢ transportado para o citoplasma pela enzima
exportina 5 (Exp5) (LUND et al., 2004). No citoplasma, o pre-miRNA é processado por enzimas
Dicers para gerar uma dupla fita miRNA-miRNA de cerca de 22 nucleotideos. Uma das fitas &,
entdo, degradada e a outra é incorporada a um complexo ribonucleoprotéico denominado
complexo de silenciamento induzido por RNA (RISC) (Figura 4) (HE & HANNON, 2004). Este
complexo associa-se a0 RNA mensageiro alvo por complementaridade de bases. A proteina
argonauta, que faz parte do complexo, modifica 0 mRNA de forma a inibir sua traducdo ou

promover a clivagem desta molécula (PAWLICA et al., 2020).
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Figura 4. Diagrama representando o processamento de microRNAs em animais. O transcrito é inicialmente
denominado pri-microRNA. Apds ser clivado pelo processo micro-processador, é exportado para o citoplasma, onde
é clivado por Dicer. A molécula resultante ¢ um duplex miRNA/miRNA. Uma das duas fitas é degradada e a fita
restante se associa ao complexo de silenciamento induzido por RNA (adaptado de HE & HANNON, 2004).

Em fungos foram demonstradas quatro diferentes vias para producdo de microRNAs no
organismo modelo Neuorospora crassa (LEE et al., 2010). A producdo de miLR-1 inicia-se pela
transcrigdo do gene, gerando um pri-milRNA. Este pri-miRNA ¢ processado pelas enzimas Dicer,
DCL-1p e DCL-2p, dando origem a uma fita dupla de cerca de 38 nucleotideos denominada pre-

milRNA. Um complexo proteico é formado pela associacdo das proteinas Quelling-deficient-2
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(QDE-2), que é uma proteina argonauta, e proteina de interacdo com QDE-2 (QIP), que € uma
exonuclease (LEE et al., 2010). O pre-miRNA é processado nesse complexo e se torna um
microRNA-like maduro. A sintese de miLR-3 acontece independentemente de QDE-2 e requer a
presenca de enzimas Dicer, indicando uma via de processamento semelhante aquela encontrada
em plantas. Em miLR-4 o processamento independe de QDE-2 e continua a ocorrer de forma
reduzida na auséncia das proteinas Dicers, sugerindo o envolvimento de uma nuclease
desconhecida no processo. O miLR-2 é atipico por ser independente de enzimas Dicer. Seu
processamento depende de QDE-2, mas ndo de QIP. A proteina mitocondrial ribossomal 3
(MRPL3) contém um dominio putativo de RNase Il e um motivo de reconhecimento de RNA
fita dupla, o que a permitiria agir no lugar de Dicer, sugerindo seu envolvimento na sintese de
microRNAs em N. crassa (LEE et al., 2010) (Figura 5).

milR-1 milR-2 milR-3 milR-4
pri-microRNA pri-microRNA pri-microRNA pri-microRNA
DCL-1/DCL-2 DCL-1/DCL-2
Nuclease DCL-1/DCL-2 MRPL3?
MRPL3? . -
nao-identificada Nuclease

nao-identificada?

A\

pre-microRNA

\J

y
pre-microRNA pre-microRNA

'
pre-microRNA

DCL-1/DCL-2
QDE-2 MRPL3?
P QIP DCL-1/DCL-2 Nuclease
nao-identificada?
A\ ' Y y
microRNA microRNA microRNA microRNA

Figura 5. Quatro diferentes vias para a sintese de microRNAs em N. crassa. Dcl-1/Dcl-2: Dicer-1, Dicer-2.
QDE-2: Quelling-deficient-2, proteina argonauta. QIP: Proteina de interagdo com QDE-2, uma exonuclease.
MRPL3: Proteina Mitocondrial Ribossomal 3, proteina contendo um dominio putativo de RNAse Ill. (adaptado de
LEE et al, 2010).

O estudo de Lee e colaboradores (2010) foi também o responsavel pela identificacdo dos
primeiros microRNAs fungicos. Proteinas envolvidas na sintese e na agdo de microRNAS, como
DCL-1 (Dicer-1), DCL-2 (Dicer-2), QDE-1 (RNA polimerase dependente de RNA), QDE-2

(proteina argonauta) e QDE-3 (DNA helicase), haviam sido previamente identificadas no genoma



18

de N. crassa (CATALANOTTO et al., 2004). A proteina QDE-2 faz parte do complexo
silenciador induzido por RNA denominado (RISC) e se liga ao microRNA. Apo6s a
imunoprecipitacdo da proteina QDE-2, os pequenos RNAs associados a QDE foram analisados.
Notou-se que essa proteina se ligava a RNAs de cerca de 20 nucleotideos e que havia uma forte
preferéncia por uridina na extremidade 5°. Os pequenos RNAs obtidos foram mapeados no
genoma de N. crassa. Para identificar possiveis microRNAs, inicialmente foram identificados
loci altamente enriquecidos em pequenos RNAS; posteriormente foram selecionados os loci que
produzem pequenos RNAs preferencialmente a partir de uma fita especifica e finalmente, foi
analisada a capacidade destes pequenos RNAs de formarem estruturas de grampo-volta com as
sequéncias adjacentes. Esta analise identificou 25 loci no genoma de N. crassa que possivelmente
produzem microRNAs. Os 4 microRNAs mais abundantes, segundo os dados de sequenciamento,
foram selecionados para confirmacéo experimental e investigacdo de sua sintese, o que revelou 4

distintas vias para producdo de microRNAs nesse fungo, como mostrado na figura anterior.

A metodologia de sequenciamento de alto desempenho se tornou um padrdo para a
investigacdo de microRNAs em fungos. Jiang e colaboradores (2012) investigaram microRNAs
no fungo patégeno Cryptococcus neoformans. Apds as andlises de bioinforméatica dois
microRNAs foram identificados no genoma deste fungo, com tamanhos de 22 nucleotideos e 18
nucleotideos; estes microRNAs foram denominados miR1 e miR2, respectivamente. Tais
microRNAs demonstraram serem capazes de silenciar genes que possuem uma sequéncia
complementar a sua na regido 3’UTR. As sequéncias de nucleotideos dos dois microRNAs foram
entdo inseridas na regido 3’UTR dos genes reporter Orotate phosphoribosyltransferase 5 (URAD)
e Chloride channel protein (CLC1). Observou-se que as células em que um dos microRNAS
havia sido inserido na regidgo 3’-UTR de URA5 exibiam um fenotipo auxotréfico para uracila,
assim como as células em que um dos microRNAs havia sido inserido na regidao 3’-UTR exibiam
um fendtipo albino, demonstrando que estes microRNAs sdo capazes de silenciar genes que
possuam uma sequéncia complementar ao microRNA em sua regido 3’-UTR. Este estudo
confirmou ainda que o silenciamento induzido por microRNAs neste fungo depende de enzimas
implicadas no funcionamento do complexo RISC, como Argonauta-1, Dicer-1, Dicer-2 e uma
RNA polimerase dependente de RNA (HE & HANNON, 2004; LEE et al, 2010).
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Anadlises por bioinformatica predisseram a existéncia de proteinas Dicer e Argonauta no
genoma de Sclerotinia sclerotiorum. O sequenciamento de pequenos RNAs e anélises
bioinformaticas identificaram quarenta e quatro candidatos a microRNAs no genoma de S.
sclerotiorum. A expressao de miRNAs em condicdo de formacéo de esclerdcios foi comparada
com a expressdo de miRNAs na condigdo de crescimento vegetativo. Verificou-se que sete
microRNAs eram diferencialmente expressos entre estas duas fases do desenvolvimento. Este
resultado indica um possivel envolvimento de microRNAs na regulacdo destes processos

biolégicos em S. sclerotiorum (ZHOU et al., 2012).

O sequenciamento de pequenos RNAs foi realizado no fungo entomopatogénico
Metarhizum anisopliae, com o objetivo de investigar a funcdo de microRNAs no
desenvolvimento tanto na fase de crescimento micelial, quanto na fase de conidiogénese. Quinze
microRNAs foram identificados, sendo cinco microRNAs especificos da fase de crescimento
micelial, quatro microRNAs especificos da fase de conidiogénese e seis microRNAs comuns a
ambas as fases. Dos seis microRNAs comuns a ambas as fases, trés foram mais expressos na fase
de conidiogénese, dois na fase de micélio e um deles ndo demonstrou variacao significativa entre
as duas fases. Foram investigados também os alvos dos microRNAS, ou seja, 0s genes regulados.
O numero de alvos para cada microRNA variou entre trés e quatorze. Notavelmente, alguns dos
genes regulados eram fatores de transcricdo relacionados ao desenvolvimento. Alguns dos genes

regulados codificavam enzimas com funcdao metabdlica (ZHOU et al., 2012).

Penicillium marneffei foi o primeiro fungo dimdrfico no qual microRNAs foram
identificados. Os experimentos foram realizados tanto com a fase micelial, quanto com a fase de
levedura. Vinte e quatro microRNAs foram identificados, sendo dezessete na fase micelial e sete
na fase de levedura. Foram construidos mutantes para as proteinas Dicer-1, Dicer-2 e QDE-2.
Verificou-se para os dois microRNAs testados que Dicer-2, mas ndo Dicer-1 e QDE-2, eram
necessarios para a sintese de ambos microRNAs. Foram identificados alvos para vinte e um dos
vinte e quatro microRNAs analisados. A analise filogenética da proteina Dicer-2 de P. marneffei
mostrou ser a proteina mais proxima aos demais fungos dimorficos, como P. brasiliensis e H.
capsulatum, do que a Pencillium chrysogenum, sugerindo uma co-evolucéo dessa proteina nos
fungos dimérficos. Dicer-1 e QDE-2, por sua vez, sdo mais relacionadas a Dicer-1 e QDE-2 de P.

chrysogenum do que as proteinas homologas dos demais fungos dimorficos (LAU et al., 2013).
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Em P. chrysogenum, foram identificados trinta e quatro microRNAs, o nuimero de alvos
identificados para cada microRNA variou entre 1 e 118. Os processos bioldgicos regulados por
microRNAs neste microorganismo incluem o reparo do DNA e a prépria sintese de microRNAs
(DAHLMANN & KUCK., 2015).

MicroRNAs foram investigados também no fungo Trichoderma reesei. Foram
sequenciados pequenos RNAs em condicdo de indugcdo com celulose e ndo-inducdo com celulose.
No total, foram identificados treze microRNAs, sendo que seis eram especificos da condicdo de
inducdo com celulose, um microRNA era especifico da condi¢do de ndo-inducdo por celulose e
seis microRNAs eram comuns a ambas as condi¢des. Dentre 0s seis microRNAs comuns as duas
condicdes, quatro eram mais abundantes na condi¢do de inducgédo por celulose e dois na condi¢éo
de ndo-inducédo por celulose. Os processos bioldgicos de que participam os genes regulados por
microRNAs incluem ligagcdo ao substrato, regulacdo transcricional e traducional de enzimas,
crescimento e pigmentacdo. Um dos alvos de Tre-milR-4 um miRNA identificado neste fungo é
Crel, um regulador transcricional que inibe a producdo de celulases em presenca de fontes
alternativas de carboidratos. A producdo de Tre-milR-4, entdo, possivelmente induz a producéo

de celulases através da repressdo da traducdo de Crel (KANG et al., 2013).

Em 2019, de Curcio e colaboradores identificaram microRNAs no fungo dimérfico P.
brasiliensis. Analises in silico predisseram a existéncia de proteinas Dicers e Argonautas nesse
fungo, cuja expressdo foi posteriormente confirmada. A analise dos genomas disponiveis de
outros fungos mostrou que essas proteinas sdo conservadas em diversas espécies deste reino,
como H. capsulatum, C. neoformans, Aspergillus fumigatus e N. crassa. A busca por homdlogos
de microRNAs descritos e a avaliacdo da estrutura secundéaria das regides homologas permitiu a
identificacdo de dezessete microRNAs no genoma de P. brasiliensis. Os microRNAs de P.
brasiliensis foram também investigados por sequenciamento de alto desempenho. Essa estratégia
resultou na identificacdo de quarenta e oito microRNAs. A identificacdo de alvos foi realizada
pela busca por sequencias homologas aos microRNAs identificados nas regides 3’ ndo-traduzidas
dos genes de P. brasiliensis. A maior parte dos microRNAs analisados possuiam entre 18 e 150
alvos. Constatou-se que processos biologicos importantes para a transicdo de fases e a

sobrevivéncia do fungo no hospedeiro sdo regulados por microRNAs, como o metabolismo
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energético e a sintese e degradacdo de componentes da parede celular (CURCIO et al, 2018;
CURCIO et al., 2019).

No organismo modelo para o estudo dos dermatofitos, Tricophyton rubrum, foram
identificados 170 microRNAs, um ndmero significativamente superior aquele normalmente
encontrado em fungos (DAHLMAN et al., 2015; KANG et al., 2013; WANG et al., 2018). 25
microRNAs sdo diferencialmente expressos entre as fases de conidio e de micélio. Estes
microRNAs regulam 1526 genes, dos quais 137 sdo diferencialmente expressos entre as duas
fases analisadas. Os genes diferencialmente expressos relacionam-se principalmente aos
processos de transcricdo e de processamento de RNA, sugerindo que microRNAs participam de
uma rede complexa de regulacdo génica neste fungo, controlando a expressdo de genes através de
mecanismos pre-transcricionais e pds-transcricionais. Dez microRNAs séo conservados em todo
o0 grupo dos dermatofitos, que inclui os géneros Microsporum, Epidermophyton e Trychophyton.
Uma analise dos alvos destes microRNAs conservados mostrou que eles tendem a regular genes
homologos entre os fungos dermatéfitos, indicando a conservacdo deste mecanismo regulatorio

entre os fungos destes géneros (WANG et al., 2018).

1.4 MicroRNAs na interacdo patdgeno hospedeiro

Ja foi demonstrado que microRNAs regulam diversos processos biolégicos, como
diferenciacdo celular, apoptose, tumorigénese e resposta imune. Tais moléculas também
desempenham um importante papel na interacdo patdgeno-hospedeiro. Neste sentido, Wang e
colaboradores (2013), elucidaram a importancia do microRNA miR-155 na resposta de Mus
musculus a infeccdo por Mycobacterium tuberculosis. MiR-155 é regulado positivamente nos
macrofagos, apos a infeccdo e tem como um de seus alvos a proteina Rheb, que inibe o processo
de autofagia. MiR-155, entdo, promove a eliminacdo do patdgeno através da indugdo do processo
de autofagia. Patdgenos podem também alterar o perfil de expressdo de microRNAs de seus
hospedeiros como uma estratégia de sobrevivéncia. Pires e colaboradores (2017) demonstraram,
ainda, que M. tuberculosis, regulam positivamente, nos macrofagos, a expressao de miR-106b,
gue tem como alvo o mMRNA codificante da enzima catepsina. Esta enzima lisossomal poderia

degradar a bacteéria e, portanto, sua repressdo aumenta as chances de sobrevivéncia do patogeno.

Mycobacterium avium, quando dentro de macréfagos humanos modula o perfil de

expressao de miRNAs produzidos por estas celulas de defesa. Neste sentido, a expresséo de let-
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7e e miR-29a ¢ induzida apés a infecgdo por esta bactéria. Tais microRNAs, tem como alvo as
enzimas caspase 3 e caspase 7, respectivamente. Estas enzimas fazem parte da familia BCL2 e
estdo envolvidas no processo de ativacdo da via de apoptose celular, mecanismo empregado para
a eliminacdo de patdgenos intracelulares. Portanto, através da inducdo da expressao de let-7e e
miR-29a, M. avium consegue inibir a apoptose das células do hospedeiro e consequentemente
sobreviver e replicar no interior destas células, durante o desenvolvimento da infeccdo
(SHARBATI et al., 2011). Em parasitas como Leishmania donovani, a modulacéo da expressao
de miRNAs do hospedeiro também é um mecanismo caracterizado. Durante o desenvolvimento
da leishmaniose visceral, o quadro de dislipidemia no hospedeiro favorece o estabelecimento da
infeccdo. Neste sentido L. donovani possui uma glicoproteina de superficie chamada gp63, que
degrada a enzima Dicerl do hospedeiro presente no figado, inibindo a sintese de miR-122. Este
miRNA ¢ exclusivo deste 6rgdo e controla toda a homeostase lipidica, portanto a auséncia deste
pequeno RNA ocasiona uma desregulacdo da homeostase lipidica no hospedeiro, diminui¢cdo os
niveis de colesterol sérico, promovendo assim um quadro de dislipidemia o que favorece a
infeccdo por L. donovani (GHOSH et al., 2013).

A infeccdo por Candida albicans e A. fumigatus provoca uma mudanca no perfil de
expressdo de microRNAs em células dendriticas humanas. Dentre 0s microRNAS
diferencialmente expressos estdo miR-132-5p e miR-212-5p, que tem como alvo genes
importantes para a resposta imune, como FKBP1B, que esté relacionado a proliferacdo de células
T, KLF4 que € necessario para a diferenciacdo dos mondcitos durante a resposta inflamatdria e
SPN, que codifica uma proteina de superficie encontrada em varias células do sistema imune,
como, por exemplo, mondcitos, neutréfilos e linfécitos T (ALDER et al., 2008; DIX et al., 2017,
DUBOIS et al., 2003; REMOLD-O’DONELL et al., 1987; ). A alteracdo do perfil de expresséo
de microRNAs do hospedeiro também foi observada durante a infecgdo por P. brasiliensis.
Alguns dos processos possivelmente regulados pelos microRNAs diferencialmente expressos
incluem a apoptose, a reposta imune e a adesdo do fungo as células do hospedeiro (MARIOTO et
al., 2017).

No soro de pacientes diagnosticados com paracoccidiodomicose crénica, oito microRNAS
foram diferencialmente expressos, em comparagdo com o soro de pacientes ndo infectados por P.

brasiliensis. Os microRNAs diferencialmente expressos relacionam-se aos processos de apoptose
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e resposta imune (SINGULANI et al., 2017). Alterac6es nos niveis de microRNAs sdo facilmente
detectaveis pela técnica de RT-PCR, o que possibilita que microRNAs diferencialmente
expressos apos a infeccdo do hospedeiro sejam utilizados como biomarcadores. De fato,
microRNASs ja sdo reconhecidos como biomarcadores para varias patologias, como cancer (LI1U
et al., 2012) e doencas cardiacas (GORETTI et al., 2015). Portanto, devido & importancia destes
miRNAs para sobrevivéncia de microrganismo assim como durante a progressdo de doencas

infecciosas, faz-se necessario a identificacao e caracterizacdo de microRNAs em H. capsulatum..
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2. JUSTIFICATIVA

RNAs ndo-codificantes tem atraido atengdo crescente nos ultimos anos, pois estas
moléculas atuam como reguladores da expressdo génica tanto em animais, plantas e fungos.
Dentro da classe dos fungos alguns trabalhos ja elucidaram a funcdo destas moléculas em
diferentes fases morfologicas, assim como durante o processo de transi¢cdo dimorfica, evento
essencial para o estabelecimento da micose. Embora os dados sobre o mecanismo regulatorio
mediado por miRNAs nesta classe de microrganismos estejam crescendo, a fungdo deste
pequenos RNAs regulatorios na controle da expressao génica pds-transcricional, ainda é escassa

em varios patdgenos fangicos.

Dentre estes patdgenos encontra-se H. capsulatum o agente etiol6gico da histoplasmose,
uma doenca que apresenta altas taxas de mortalidade principalmente em individuos
imunocomprometidos. H. capsulutam apresenta como caracteristica a capacidade de realizar a
transicdo dimorfica durante o processo infeccioso. Neste sentido, varios trabalhos apontam para a
expressdo diferencial de genes entre as fases parasitarias, infectantes e durante o processo de
transicdo dimorfica, evidenciando uma fina regulacdo da expressdo génica neste patdgeno,

durante a colonizacao em diferentes ambientes.

Portanto, devido a presenca desta regulacdo diferencial de genes entre os diferentes
estagios morfoldgicos, assim como o fato deste patdgeno conservar todas as enzimas necessarias
para promover o silenciamento génico induzido por microRNAS €é possivel que estes pequenos
RNAs possam participar da regulacdo da expressdo de génica. Sendo assim, a descri¢do pela
primeira vez de regides codificadoras de miRNAs no genoma deste fungo, abre portas para
elucidar como pequenos RNAs poderiam influenciar na sobrevivéncia e adaptacdo a diferentes
condi¢Ges como aquelas impostas pelo hospedeiro, através do mecanismo de regulacdo génica

pos-transcricional.
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3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

Identificar e caracterizar microRNAs em duas linhagens de H. capsulatum, G217B e H88,
e inferir os possiveis processos regulados por estes pequenos RNAs, descritos em ambas as

linhagens.

3.2 Objetivos Especificos
e Avaliar a expressdo dos transcritos que codificam para as enzimas Dicers e Argonautas
em H. capsulatum G217B,;
e Obter as sequéncias de miRNAs descritas em outros fungos;
e Identificar miRNAs que apresentem homologia a regifes no genoma de H. capsulatum
G217B e H88 utilizando ferramentas de bioinformatica;
e Caracterizar a estrutura secundaria dos possiveis precursores de miRNAS;

e Identificar os alvos dos miRNAs comuns a ambas as linhagens através de ferramentas de

bioinformatica;

Inferir os processos bioldgicos possivelmente regulados por estes RNAS.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1 Condicdes de cultura e extracdo de RNA

A linhagem H. capsulatum G217B foi escolhida para os experimentos de RT-PCR para
validar a expressao dos transcritos codificadores de dicers e argonautas. O experimento foi
realizado em duplicata. As células H. capsulatum G217B foram cultivadas na fase de levedura
em meio Histoplasma macrophage medium por 18 h a 37°C a 150 rpm (WORSHAM &
GOLDMAN, 1988). Posteriormente, as células foram coletadas por centrifugagdo a 10000 x ¢
durante 10 min. O sedimento contendo as células foram utilizados para extracdo de RNA pelo

método de TRIzol (Tri Reagent, Sigma).

4.2 Deteccgao dos transcritos codificadores de dicers e argonautas por RT-PCR

Apds a obtencdo dos RNAs, as amostras foram tratadas com DNAse (RQ1 RNase free
DNase, Promega) e subsequentemente submetidas a transcricdo reversa utilizado o kit da
SuperScript 11 First-Strand Synthesis (Invitrogen, Life Technologies), conforme as descri¢des do
fabricante. Os cDNAs obtidos foram empregados na reagdo em cadeia da polimerase (RT-PCR),
para deteccdo dos transcritos codificadores de dicers e argonautas. A reacdo foi feita nas
seguintes condicdes: 2 min a 94 °C, seguidos de 40 ciclos a 45 °C por 15 segundos, 62°C por 20
segundos e 72 °C por 20 segundos e uma etapa final de alongamento a 72°C por 5 minutos. Os
produtos da reacdo foram observados em gel de agarose 1.5 % (p/v). As sequéncias dos
oligonucleotideos para os genes Dicer-1 (nimero de acesso: XM _001542438.1), Dicer-2
(ndmero de acesso: XM_001541790.1), Argonauta-1 (numero de acesso: XM _024228661.1),
Argonauta-2 (numero de acesso: XM_001538543.1) e para 0 controle endégeno Fator de
Elongamento da Tradugdo 3 (FET-3) (nUmero de acesso: XM_001541845.1) sdo descritos na
Tabela 1.
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Tabela 1. Sequéncias forward e reverse dos oligonucleotideos.

Gene N° de acesso Oligonucleotideo forward Oligonucleotideo reverse
FET-3 XM_001541845.1 TGAAGAAGCACTCGCAAACAA GACAAGGGCAACAGCGGCAGC
Dicer-1 XM_001542438.1 CCCCTCAGGTGAACTACTTC CATCGCCAGCCTTTTG

Dicer-2 XM_001541790.1 GGCTTACATCTCCACCACAC GCTTATCGCAGTGATGACAAC
Ago-1 XM_024228661.1 CAATTGACGTGACCGACAGG CGCTTGGACGAGTGACTGC
Ago-2 XM_024228661.1 GTACAACCATATAAAGTATAGGG CTGGGGCTGGATGTGTCAC

4.3 Predicao in silico de miRNAs em H. capsulatum G217B e H88

Todas as etapas empregadas na caracterizacdo de miRNAs no genoma de H. capsulatum
G217B e H88 sdo demonstradas no fluxograma abaixo. Inicialmente foram obtidas na literatura
sequéncias de miRNAs maduros em outros fungos. 210 microRNAs foram descritos em nove
espécies de fungos: F. oxysporum, P. marneffei, T. reesei, N. crassa, P. chrysogenum, C.
neoformans, P. brasiliensis, S. sclerotiorum e M. anisopliae (CHEN et al., 2014; DAHLMANN
& KUCK, 2015; FULCI & MACINO, 2007; JIANG et al, 2012; KANG et al., 2013; LAU et al.,
2013; LEE et al., 2010; ZHOU et al., 2012; ZHOU et al., 2012). As sequéncias de milIRNAs
foram submetidas ao blastn (https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi?PAGE_TYPE=BlastSearch)

contra 0 genoma de H. capsulatum H88 e H. capsulatum G217B com um valor de threshold
E<0,10. Foram selecionados alinhamentos de, no minimo, 16 pares de base e identidade de no
minimo, 95% (DEHURY et al., 2013). Os resultados foram convertidos em um arquivo GFF
contendo informacdo sobre a posicdo dos genes no genoma. A ferramenta IntersectBED do
pacote BEDTools (QUINLAN & HALL, 2010) foi empregada para determinar a posicdo dos
alinhamentos em relacdo aos genes. Os alinhamentos que ocorreram dentro de regides
codificadoras de genes foram descartados e somente foram utilizados os alinhamentos ocorrendo
em regides intergénicas. As regides de alinhamento foram consideradas possiveis sequéncias de

microRNAs maduros.

4.4 Determinacéo da estrutura secundaria dos potenciais precursores de miRNAs

Trabalhos anteriores em fungos identificaram que o0s pre-microRNAs contém,
normalmente, de 35 a 50 nucleotideos, antes do inicio e depois do final da sequéncia do
microRNA (CHEN et al., 2014; DAHLMANN & KUCK, 2015). Portanto, a partir da lista de

microRNAs hipotéticos identificados foram geradas duas listas de possiveis pre-microRNAS,


https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PAGE_TYPE=BlastSearch
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uma delas contendo 35 nucleotideos antes do inicio e depois do final da sequéncia do microRNA
maduro e a outra contendo 50 nucleotideos antes do inicio e depois do final da sequéncia do
microRNA. A estrutura secundaria destes possiveis precursores de microRNAs foi predita com o
uso da plataforma RNAFold (http://rna.tbi.univie.ac.at//cgi-bin/RNAWebSuite/RNAfold.cai)

(LORENZ et al., 2011). Uma vez obtidas as figuras das estruturas secundarias dos pre-

microRNAs, verificou-se de forma manual se 0s precursores possuiam as seguintes
caracteristicas: (i) se o pre-microRNA se dobrava na forma de hairpin; (ii) se o valor da energia
minima de dobramento (MFE) era inferior a —7 kcal/mol; (iii) se a regido contendo o duplex
miIRNA/milRNA possuia no maximo 6 nucleotideos ndo-complementares. As sequéncias que
possuiam estas caracteristicas foram consideradas pre-microRNAs vélidos (DEHURY et al.,

2013). As etapas das andlises bioinformaticos sdo ilustradas na Figura 6.

4.5 Caracterizagao dos alvos e classificagdo funcional

O microRNA comum as linhagens H88 e G217B foi selecionado para a investigagdo de
seus alvos. Procurou-se regiGes complementares ao microRNA na extremidade 3°-UTR dos
genes. A busca foi realizada atraves do software RNAHybrid (REHMSMEIER, 2004) com a
utilizacdo dos seguintes parametros: -f 2, 7 para exigir complementariedade total na regido entre
os nucleotideos 2 e 7 (regido seed); -e -20 requerendo uma energia livre minima da molécula
hibridizada inferior a -20kcal/mol e -p 0,05 para definir como significativo um p-valor < 0,05
(LEWIS et al., 2005). A anotacdo funcional dos alvos foi realizada através da consulta ao site
https://fungidb.org/fungidb/ (STAJICH et al., 2012) e ao banco de dados Gene Ontology
(ASHBURNER et al., 2000; THE GENE ONTOLOGY CONSORTIUM, 2018).



http://rna.tbi.univie.ac.at/cgi-bin/RNAWebSuite/RNAfold.cgi
https://fungidb.org/fungidb/
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Figura 6. Fluxograma da busca por regiGes do genoma de H. capsulatum homdélogas a
microRNAs ja& descritos em outros fungos. As etapas para predicdo de miRNAs em H.capsulatum
G217B e HB88, empregam buscas por sequéncias homologas de miRNAs e ferramentas de
bioinforméatica como Blast, RNAFOLD e RNAhybrid.
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5. RESULTADOS

5.1 Caracterizagdo da expressdo dos transcritos codificadores de Dicers e Argonautas no
genoma de H. capsulatum G217B

Alguns trabalhos na literatura ja demonstraram a conservacdo de proteinas dicers e
argonautas no genoma de H. capsulatum, caracterizando in silico a presenca de dominios nestas
proteinas essenciais para o processamento de miRNAs e clivagem no mRNA alvo (LAU et al.,
2013; CURCIO et al., 2019). Portanto, devido a conservacdo da maquinaria de silenciamento
génico pobs transcricional, no genoma deste fungo, as analises de RT-PCR foram realizadas para
validar se estas regides génicas de fato eram transcritas. Observa-se no gel de agarose bandas
correspondentes as proteinas Dicer-1, Dicer-2 e Argonauta-1 (Figura 7), indicando que H.
capsulatum possui e expressa 0s transcritos codificadores das proteinas necessarias para sintese

de microRNAs. A expressdo de Argonauta-2 ndo pbde ser observada através da reacéo.

2000 >

300 >
200 >

100 >

Figura 7. Reacdo de RT-PCR em H. capsulatum G217B. Linha 1: marcador 1 kb; linhas 2 e 3: FET-3, em H.
capsulatum G217B; linha 4: controle negativo; linhas 5 e 6: Dicer-1, em H. capsulatum G217B; linha 7: Dicer-1,
controle negativo; linhas 8 e 9: Dicer-2, em H. capsulatum G217B; linha 10: Dicer-2, controle negativo; linhas 11 e
12: Argonauta-1, em H. capsulatum G217B; linha 13: Argonauta-1, controle negativo; linhas 14 e 15: Argonauta-2,
em H. capsulatum G217B; linha 16: Argonauta-2, controle negativo.

5.2 Determinacéo dos potenciais miRNAs contidos no genoma de H. capsulatum

O alinhamento das sequéncias de miRNAs fungicos descritos na literatura utilizando a
ferramenta BLAST com as regides intergénicas de H. capsulatum G217B e H88 resultou em 114

regides de alinhamento em G217B e 100 em H88. Aposs a avaliacdo da estrutura secundaria dos
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possiveis microRNAs pela plataforma RNAFold conforme os critérios descritos por Dehury et al.
(2013), foram obtidos 31 microRNAs hipotéticos em G217B (Tabela suplementar 1) e 27 em
H88 (Tabela suplementar 2). Destes alguns eram repetidos, ou seja, possuiam a mesma sequéncia
madura. Apds a remocao das repeticdes, seguindo o critério da escolha do pre-microRNA com a
menor MFE, obtivemos o ndmero de 4 microRNAs em G217B e 6 microRNAs em H88. Os
microRNAs de G217B sdao homologos aos microRNAs man-miR-4, de M. anisopliae, Tre-miR-
5, de T. reesei e SS-miR-2 e SS-miR-C17, de S. sclerotiorum. Os miRNAs apresentam uma
média de MFE de -28,02 kcal/mol e o maior valor de MFE foi de -22,75 kcal/mol, em
Super.:1078715-1078833(-), e 0 menor foi de -41,19 kcal/mol, em Super.:1078715-1078833(-)
(Tabela 2).



Tabela 2. MicroRNAs identificados no genoma de H. capsulatum G217B.

MicroRNA”  Sequéncia precursora® Sequéncia Fungo de origem/MFE E-valor
madura® (kcal/mol)®

Super65.:659470  TCTGACTGTTATGATAAGTATTTTCTTAACTATTTTCATATACTATTTCAAGCAGAAGCTG  AGCAGAAGCT  Metarhizium  anisopliae-man- 0,063
-659586(-) ATCTTCTCACTTCTGTCTGTGTGTCTTGCTGACTGTGTGCAGCCACTGTATCAGA GATCTT milR-4/(-25,25) '
Super1161.:1078  AAGAGTCAACCCGACGAGCAGCTCTCTCGAGGTGAAAAGGTGTCATATCAGGAGCTGGA  GGAGCTGGAG  Trichoderma reesei- Tre- 0,004
715-1078833()  GGAGGACTGGTCGGCGGCGGGCGTGGTGAAAAGTGCTTGCTCCTCCAGCCTTTTTGTTC GAGGACTG milR-6/(-41,19) ’
Super47.:496012 TGGATTCCTAACAAATTGTACTGTACCTATCTATGCTCAAAGATGGTTGAGGATTTCCTTT  GGATTTCCTT  Sclerotinia  sclerotiorum-SS- 0.047
-496128(-) ATATACAATTGGTGAAATGTGGCGGTATTCAGATTGGGTTAGTTACAAACTTCGC TATATA milR-2/(-22,75) '
Super134.:98790 CTCAGATCCCCATTGAACTGAGACAATGAACTTGTCCCAGCCCCGCGTAGTGGATGGATG  TGGATGGATG  Sclerotinia  sclerotiorum-SS- 0014

-98907(-)* GATGGATGGATGGATGGACTTGAATTGAATTTCTCAAGATAAAAAAGTATGACATTA GATGGAT milR-C17(-22,88)

A: O asterisco (*) indica 0 microRNA comum as duas linhagens analisadas;

B: Sequéncia do pre-miRNA predita por analises in silico;

C: Sequéncia do miRNA maduro predita por analises in silico;

D: Nome dos microRNAs descritos em outros fungos/ Energia livre de dobramento (MFE) predita pela plataforma RNAFold.
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Os microRNAs de H88 sdo homdlogos de man-miR-4, de M. anisopliaei, SS-
miR-C17, de S. sclerotiorum, e miR-8, miR-12, miR-14 e miR-28, de P. chrysogenum. A
média da MFE dos pre-miRNAs de H88 é -26,71 kcal/mol. Os valores da energia livre de
dobramento estdo entre -16,69 kcal/mol, em DS990642.1:862036-862152(-), e -36,17
kcal/mol, em DS990637.2:504872-504990(+). Os Unicos microRNAs possuindo a
mesma sequéncia madura em ambas as linhagens sdo homdélogos de SS-miR-C17. S&o
denominados Super.:98790-98907(-), em G217B, e DS990642.1:1693465-1693582(-),

em HB88. Por este motivo, foram escolhidos para a investigacdo de seus alvos.



Tabela 3. MicroRNAs identificados no genoma de H. capsulatum H88.
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MicroRNAA

Sequéncia precursora®

Sequéncia

madura®

Fungo de origem/MFE

(kcal/mol)P

E-valor

DS990638.1:4536
694-4536811(+)

DS990637.2:5048
72-504990(+)

DS990642.1:8620
36-862152(-)

DS990642.1:1693
465-1693582(-)*

DS990636.1:2505
793-2505909(-)

DS990640.1:3100
579-3100666(+)

CTGCTGTCAGATTCTCAATGAACTTCTCTTCTGTGGTCTTCAGTTCAGCAGAGCAGAAGC
TGATCTTTGTAAGAAGATCAATTCAATTCTCTTATGAAGATCACCACTTACCACTGA

CTTCCAGTGCTATTTCCGCCATGGTTCAGGCCGCCGACGCCGTATTGCAGGTGTCGTAGC
ATCGAAGTATCAACGTATCGAAGTTTCGCAGTTCCGCAGTCTCACGGTGCAGGGTCCG

ATGTTGTCTAGATGGAAATTCTGTACTAAACAATCAATATAGCATCTCAATATCAATTTT
ATACAGTCATTAGAGTGATATTCAATCTCTATATCTAAGTATTTTAAAGATTCTTT

GACGTAGATAGCGATCAGCCAGATCGTCCCACGCGGGCAGCACATATGTCTGGATGGAT
GGATGGATGGATGGATTGATGCACCGAGTCTGTACGTATGCAGTCTGGATGTACTGCA

GTGTGGAAGAGTTTGAGGGAATGGCTACTTTGACTGAAGCATAGAGAAGGTGTCAAGAT
TGATGATTCTGCTTTGGATGAACTATGATTACTGTCTGGATGTTCTTGCATTGTGTG

ACCGATGAAGACTGAGTGCTGTGGTGATAGTACTTTTAGCATGCATGGTATTTCGTGTC
TTGGCTATATGTAAGGGTTGAGCTGACT

GAGCAGAAG
CTGATCTT

GTGTCGTAG
CATCGAAGT

TATCAATTTT
ATACAG

TGGATGGAT
GGATGGAT

TGTCAAGAT
TGATGAT

TTAGCATGC
ATGGTATT

Metarhizium anisopliae-man-
milR-4/(-31,06)

Penicillium chrysogenum-milR-
14/(-32,07)

Penicillium chrysogenum-milR-
12/(-16,69)

Sclerotinia sclerotiorum-SS-
milR-C17/(-36,17)

Penicillium chrysogenum-milR-
8/(-21,98)

Penicillium chyrosgenum-milR-
28/(-21,74)

0,015

0,005

0,053

0,014

0,053

0,012

A: O asterisco (*) indica 0 microRNA comum as duas linhagens analisadas;
B: Sequéncia do pre-miRNA predita por anélises in silico;

C: Sequéncia do miRNA maduro predita por analises in silico;

D: Nome dos microRNAs descritos em outros fungos/ Energia livre de dobramento (MFE) predita pela plataforma RNAFold.
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As imagens geradas pela plataforma RNAFold demonstram que todos 0s precursores
microRNA possuem a forma caracteristica de hairpin. Os microRNAs identificados no genoma
de H. capsulatum G217B possuem uma sequéncia madura cujo numero de nucleotoideos varia de
dezesseis a dezoito (Figura 8A). Os microRNAs identificados no genoma de H. capsulatum H88
possuem uma sequéncia madura cujo nimero de nucleotideos varia, também, de dezesseis a
dezoito (Figura 8B). O tamanho dos microRNAs identificados neste estudo é ligeiramente
inferior aquele relatado para a maior parte dos fungos, como S. sclerotiorum, cujos miRNAs
possuem de 20 a 24 nucleotideos (ZHOU et al., 2012), P. marneffei, cujos miRNAs possuem de
17 a 24 nucleotideos (LAU et al., 2013), e M. anisopliae, que possui miRNAs constituidos de 20
a 23 nucleotideos (ZHOU et al., 2012). No entanto, os microRNAs identificados por analises
bioinforméticas em P. brasiliensis, exibem o mesmo tamanho daqueles identificados no presente
trabalho, variando de 16 a 18 nucleotideos (CURCIO et al., 2019).



A
1)Super65.654970-659586(-)

4)Super.134:98790-98907(-)

36
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B
1)DS990638.1:4536694-4536811(+)

3)DS990642.1:862036-862152(-)

4)DS990642.1:1693465-1693582(-)

Figura 8. Representagdo das estruturas secundarias de microRNAs em H. capsulatum G217B
(A) e H88 (B). A barra preta indica a sequéncia do microRNA maduro. As estruturas dos pre-
microRNAS reais podem ser um pouco maiores ou menores do que mostrado nas imagens. As bases
sdo coloridas de acordo com a probabilidade de que sejam complementares, de menos provavel
(azul) a mais provavel (vermelho). As imagens foram geradas pela plataforma RNA fold.
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5.3 Determinacédo dos alvos e processos potencialmente regulados por miRNAs em H.
capsulatum

Foram encontrados 495 genes regulados por microRNAs na linhagem de H. capsulatum
G217B (Tabela Suplementar S1) e 551 na linhagem H88 (Tabela Suplementar S2). Estudos
prévios demonstraram que microRNAs fungicos podem regular um grande um ndmero de genes
(LAU et al., 2013; CURCIO et al., 2019). Foram feitas tabelas contendo a classifica¢do funcional
de todos os alvos identificados a partir da base de dados Gene Ontology (ASHBURNER et al.,
2000). Os alvos preditos para 0 microRNA comum as duas linhagens incluem genes importantes
para 0 processo infeccioso, como aqueles que codificam a quitinase e a 3-1,3-glucana-sintase,
envolvidas no metabolismo de componentes da parede. Também foram preditos os genes
codificantes da citocromo c peroxidase e da superéxido dismutase dependente de manganés,

envolvidos na resposta ao estresse oxidativo (Tabela 4).

Tabela 4. Processos bioldgicos preditos como regulados por microRNA nas linhagens H88 e
G217B relevantes para o processo infeccioso de H. capsulatum.

Gene H. capsulatum H88%A H. capsulatum G217BB

Sintese/degradacdo de componentes da parede

Quitinase HCEG_05378 HISTO_GL.Contig.fgenesh_plus.11
Quitina sintase HCEG_07186

p-1,3-glucana-sintase HCEG_01797

Glicosiltransferase HCEG_01533 HISTO_EA.Contig33.fgenesh_histo.230

Resposta ao estresse oxidativo

Citocromo c peroxidase HCEG_00837

Superéxido dismutase 2 (SOD2) HCEG_01927 HISTO_ZZ.Contigl27a.Fgenesh_Aspergillus.87
Transporte de metais

Transportador de cobre de baixa afinidade (ctr2-like) HCEG_09121

Transportador de niquel de alta afinidade HCEG_01116

A: NUumero de acesso do gene no site fungidb.org/;
B: Nome do gene atribuido pelo Washington University Genome Sequencing Center (2005). O hifen (-) indica que o
gene ndo foi identificado como regulado por microRNA nesta linhagem.
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6. DISCUSSAO

Trabalhos anteriores j& demonstraram a presenca de proteinas Dicers e Argonautas no
genoma de H. capsulatum sendo dois genes paralogos de Dicer (Dicer-1 e Dicer-2) e dois genes
paralogos de Argonauta (Argonauta-1 e Argonauta-2). A conservacdo e a quantidade destes
proteinas estd de acordo como os dados apresentados para outros fungos patogénicos como A.
fumigatus (JANBON et al., 2010), C. neoformans (JIANG et al., 2012) e P. brasiliensis
(CURCIO et al., 2019), os quais também possuem dois genes paralogos para Dicers e dois genes
paralogos para Argonautas. Neste sentido, no presente trabalho a expressdo dos transcritos
codificadores de dicer 1 e 2 e de Ago-1 foram detectados. Entretanto, o transcrito codificador
para proteina Argonauta-2, ndo p6de ser amplificado, mesmo apos a repeticdo do experimento em
diferentes condi¢des de temperatura de anelamento. Estes resultados demonstram que além de
conservar proteinas envolvidas no processamento de miRNAS, os transcritos codificadores destas

proteinas sdo expressos neste patégeno.

Apds a confirmacdo inicial da expressdo dos transcritos codificadores das proteinas
envolvidas no processamento de miRNAs, uma segunda andlise foi realizada para predizer
possiveis regiBes no genoma de dois isolados de H. capsulatum que potencialmente seriam
regides codificadoras de miRNAs. Neste sentido, as analises in silico permitiram a identificacdo
de quatro microRNAs em H. capsulatum G217B e seis microRNAs em H. capsulatum H88. A
estrutura no formato caracteristico de hairpin foi observada em todos os microRNAs preditos.
Além disso, trabalhos anteriores relataram uma energia minima livre de precursores de
microRNA entre -17,86 kcal/mol, em P. marneffei, e -105,32 kcal/mol, em M. anisopliae (LAU
et al., 2013; ZHOU et al., 2012). Os valores relatados no presente trabalho, variam de -16,69
kcal/mol, em DS990642.1:862036-862152(-), a -41,19 kcal/mol, em Superl161:1078715-
1078833(-), e, portanto, estdo de acordo com aqueles relatados na literatura. O mMIRNA
DS990636.1:2505793-2505909(-) apresenta uma regido de alinhamento de 16 nucleotideos com
0 miRNA Supercontig_2.24 41376- de P. brasiliensis. O miRNA DS990642.1:862036-862152(-
) também possui uma regido de alinhamento de 16 nucleotideos com o mMIRNA
Supercontig_2.22 40198+ de P. brasiliensis. A homologia entre estes miRNAs pode indicar uma

conservacao desse mecanismo regulatdrio entre estes dois fungos termodimorficos.
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Apobs as andlises das caracteristicas estruturais destas moléculas e determinagdo das
sequéncias dos potenciais miRNAs, a andlise dos processos bioldgicos regulados por esses
pequenos RNAs foi realizada. Sabe-se que a parede celular da fase de levedura contém uma
quantidade maior de quitina do que a parede celular da fase de micélio (DOMER, 1971). A
quitinase foi identificada como alvo em ambas as linhagens. Inglis e colaboradores (2013)
demonstraram que a quitinase é induzida durante a fase de micélio em H. capsulatum G217B.
Quitina sintase foi identificada como regulada por microRNAs na linhagem H88, mas ndo em
G217B.

B-1,3-glucana é o componente mais abundante da parede celular de H. capsulatum. Esta
molécula é mais abundante na fase micelial do que na fase leveduriforme (DOMER, 1971). A
redu¢do dos niveis de B-1,3-glucana na parede é uma estratégia utilizada pelo fungo para evitar o
reconhecimento pelo sistema imune do hospedeiro (SIL, 2019). Durante a fase leveduriforme, H.
capsulatum sintetiza a-1,3-glucanas para recobrir as moléculas de B-1,3-glucana e evitar a
resposta imune (GARFOOT & RAPPLEYE, 2015). E possivel que glicosiltransferase seja
regulada em periodos onde o metabolismo de componente de parede seja mais intenso, como
durante a transicdo dimorfica, e que essa regulacao seja efetuada por microRNAs. Esta hipotese,

no entanto, ainda precisa ser confirmada experimentalmente por estudos posteriores.

A enzima superoxido dismutase 2 (SOD2) é uma enzima dependente de manganés e se
localiza na mitocondria (CARVALHO et al., 2017). Esta enzima é importante para lidar com o
estresse oxidativo proveniente das etapas do metabolismo energético que ocorrem nesta organela
(NARASIPURA et al., 2005). Identificamos em ambas as linhagens esta enzima como sendo
regulada por microRNAs. O papel de citocromo peroxidase C (ccp) para o processo infeccioso de
H. capsulatum ndo foi elucidado por estudos, embora Inglis e colaboradores (2013) tenham
observado um aumento de quatro vezes na expressdo dessa enzima na fase leveduriforme, em
comparacdo com a fase micelial. No fungo P. brasiliensis, pertencente a mesma familia de H.
capsulatum, demonstrou-se que ccp € responsavel pela resisténcia ao estresse nitrosativo
(PARENTE et al., 2015). Posteriormente, foi demonstrado que ccp é responsavel pela resisténcia
ao estresse oxidativo que P. brasiliensis sofre no interior do macrofago. A observacdo de que a
sobrevivéncia de P. brasiliensis no macrofago depende de ccp e de que a carga fungica em

modelos murinos é atenuada em linhagens deficientes em cpp demonstram que este gene € um
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fator de viruléncia neste fungo (PARENTE-ROCHA et al., 2015). E possivel que a expressao
diferencial de ccp entre as fases morfoldgicas seja regulada por miRNAs, o que poderia ser

confirmado através de experimentos com a delecdo do miRNA.

Um transportador de niquel de alta afinidade foi identificado como um alvo de microRNA
em H. capsulatum H88. Niquel é um metal constituinte de varias metaloproteinas envolvidas no
metabolismo energético e de nitrogénio (MULROONEY e HAUSINGER, 2003). Sabe-se que
transportadores de alta afinidade sdo necessarios para a obtencdo de niquel em varios
microorganismos que vivem no solo, uma vez que este metal é encontrado somente em
quantidades vestigiais em ambientes naturais (RODIONOV et al., 2006). No fungo N. crassa a
obtencdo de niquel depende do transportador de niquel de alta afinidade TNC. Linhagens
mutantes para este transportador exibem defeitos no seu crescimento, confirmando que um
transportador de niquel de alta afinidade é necessario para a obtencdo de niveis fisiologicos deste
micronutriente (TIWARI et al.,, 2011). A regulacdo deste transportador pode relacionar-se a
diferentes condicdes de privacdo e disponibilidade deste metal, o que pode ser verificado
posteriormente através da comparacdo dos niveis do miRNA em fungos crescidos sob estas
condigdes. O transportador de cobre identificado é uma proteina ainda ndo caracterizada
experimentalmente. Andlises bioinformaticas revelaram que esta proteina é homdéloga de
transportadores de cobre de baixa afinidade de diversos fungos, como Cenococcum geophillum e
Metarhizium rileyi. Verificamos também que ela possui trés dominios transmembrana, o que é
uma caracteristica encontrada em todos os transportadores ctr-2, de baixa afinidade. Estas
informacdes sugerem que esta proteina ndo caracterizada poderia atuar como um transportador
ctr-2. Altas concentracGes de cobre sdo toxicas para os fungos patbgenicos (REES et al., 2004).
Uma estratégia utilizada por fungos para resistir a toxicidade do cobre consiste em armazenar
este metal em vacuolos, impedindo, assim, que ele interaja com moléculas na célula. Quando o
fungo ndo encontra mais um excesso de cobre no ambiente, as reservas vacuolares de cobre
podem ser disponibilizadas para a células através da acédo de ctr-2, que se localiza na membrana
vacuolar (PORTNOY et al., 2001). E razoavel supor que a expressdo de ctr-2 varie em funcdo da
disponibilidade de cobre, embora essa hipdtese ainda ndo tenha sido confirmada em nenhum
fungo patogénico. Caso ctr-2 seja de fato diferencialmente expresso sob diferentes concentragdes
de cobre, a interagdo do microRNA analisado com o0 mMRNA de ctr-2 poderia ser um mecanismo

regulatério. A figura 9 ilustra processos bioldgicos importantes para o processo infeccioso de H.
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capsulatum que possivelmente séo regulados pelo microRNA Super134.:98790-98907(-) em H.
capsulatum G217B e DS990642.1:1693465-1693582(-) em H. capsulatum H88.

Quitinase T

Quitina sinta/se\/\ \
TNAA /—/\\;\\

Glicosiltransferase

Ctr2-like 3 G| )))) I

B-1,3-glucana-sintase

IR a-1,3-glucana
BBl (-1,3-glucana
~~ >\ Quitina

Figura 9. Genes preditos como regulados pelo microRNA Super134.:98790-98907(-), em H. capsulatum
G217B, e DS990642.1:1693465-1693582(-), em H. capsulatum H88. Alguns dos processos biologicos
possivelmente regulados pelo microRNA homologo de SS-milR-C17 sdo a sintese e a degradagio de componentes
da parede celular, a resposta ao estresse oxidativo e o transporte de metais. Ccp = citocromo ¢ peroxidase. Ctr2-like:
transportador similar a Ctr2. CG = complexo de Golgi. M = mitocondria. N = nticleo. VC = vacuolo. SOD2 =
superoxido dismutase 2. TNAA = Transportador de niquel de alta afinidade.
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7- CONCLUSAO

De maneira geral, estes resultados indicam a conservacdo de uma complexa rede de
regulacdo pds-transcricional efetuada por microRNAs neste fungo, possivelmente envolvidas
com processos importantes para a transi¢cdo dimdrfica, assim como se demonstrou para o fungo

dimérfico P. brasiliensis.

Portanto, este trabalho abre perspectivas para uma melhor compreensdo da fisiologia de
H. capsulatum através da confirmacdo experimental da interacdo dos microRNAs identificados
com seus alvos preditos por esta analise de bioinformética. A interacdo do microRNA conservado
com o0s genes transportadores de metais pode ser investigada através da comparacao do perfil de
expressao de miRNAs de células de H. capsulatum crescendo sob diferentes concentracGes de
metais; a interacdo com fatores de resisténcia ao estresse oxidativo poderia ser investigado pela
comparagao do perfil de microRNAs em condigdes normais e de estresse oxidativo; e a interagio
com proteinas do metabolismo de componentes da parede celular poderia ser investigada através
de estudos comparativos entre ambas as fases morfologicas, quando ocorrem mudancas
significativas na composicdo da parede celular. Além disso o silenciamento génico de regides
codificadoras destes miRNAs poderiam elucidar se realmente a regulacdo destes transcritos esta

sob o controle pds-transcricional mediado por estes pequenos RNAS.
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9. ANEXOS
Tabela suplementar 1. MicroRNAs hipotéticos identificados no genoma de H. capsulatum G217B, incluindo repeticdes.

. A Sequéncia MFE .
MiRNAA Sequéncia Precursora® q c o  Fungo de origem

madura (kcal/mol)

Super65.:659470- TCTGACTGTTATGATAAGTATTTTCTTAACTATTTTCATATACTATTTCAAGCAGAAGCTG  AGCAGAAGCUGAU o oo Metarhizium anisopliae-
659586(-) ATCTTCTCACTTCTGTCTGTGTGTCTTGCTGACTGTGTGCAGCCACTGTATCAGA Cuu ' man-miR-4
Super47.:496012- TGGATTCCTAACAAATTGTACTGTACCTATCTATGCTCAAAGATGGTTGAGGATTTCCTTT ~ GGATTTCCTTTATA o Sclerotinia sclerotiorum-
496128(-) ATATACAATTGGTGAAATGTGGCGGTATTCAGATTGGGTTAGTTACAAACTTCGC TA ’ SS-milR-2
Super19.:379203- ATGCTGGGGATTATTGGCCAAGCATAATCCTGAACATGTCCACGTACATGGATGGATGGA  GAUGGAUGGAUG -, Sclerotinia sclerotiorum-
379322(+) TGGATGGATGGATGGATGGATGGATACGACACACTCCGTCGAGTTTGTGTGCGAGGATC  GAUGGAU ' SS-milR-C17
Super19.:379207- TGGGGATTATTGGCCAAGCATAATCCTGAACATGTCCACGTACATGGATGGATGGATGGA ~ GAUGGAUGGAUG 5, 40 Sclerotinia sclerotiorum-
379326(+) TGGATGGATGGATGGATGGATACGACACACTCCGTCGAGTTTGTGTGCGAGGATCAACC  GAUGGAU ’ SS-milR-C17
Super19.:554112- TTTCATCGAGTTTTTAGGTAGACATCTACCATTTGTTCAGGGATGAATGAATGGATGGAT ~ AUGGAUGGAUGG 4, o Sclerotinia sclerotiorum-
554229(-) GGATGGAGGAAAAAAGAGCAAACCAACAATGTTGTTGTTGTCAGTGGGAGGTTGACA AUGGA ' SS-milR-C17
Super19.:379200- AAAATGCTGGGGATTATTGGCCAAGCATAATCCTGAACATGTCCACGTACATGGATGGAT AUGGAUGGAUGG 3104 Sclerotinia sclerotiorum-
379318(+) GGATGGATGGATGGATGGATGGATGGATACGACACACTCCGTCGAGTTTGTGTGCGAG AUGGAU ' SS-milR-C17
Super65.:1098811-  ACGCTTCTAGGTATTGTTTAGTGGTGATTGTTGAGATAGATAGATAGATGGATGGATGGA ~ GAUGGAUGGAUG o, Sclerotinia sclerotiorum-
1098930(+) TGGATGGATGGATGATGTATGCTACTGAAAATTTCTAATATCTCTTCGTCCGTCCTTTT GAUGGAU ' SS-milR-C17
Super65.:1098815-  TTCTAGGTATTGTTTAGTGGTGATTGTTGAGATAGATAGATAGATGGATGGATGGATGGA ~ GAUGGAUGGAUG . o, Sclerotinia sclerotiorum-
1098934(+) TGGATGGATGATGTATGCTACTGAAAATTTCTAATATCTCTTCGTCCGTCCTTTTACTC GAUGGAU ’ SS-milR-C17
Super158.:93865- TTAAATTGTTTGAAGTGCTAATCAAAACTTTCGAGAGGATCCTCCGTATGGATGGATGGA  GAUGGAUGGAUG 2956 Sclerotinia sclerotiorum-
93984(+) TGGATGGATGGATGTAGGGGATGTGTGTCTGTAGAGAGTATGCAGTATGCATCGAGCAT  GAUGGAU ' SS-milR-C17
Super36.:588123- TTTTTTGCTATTGATCCCTCGACAAGCAGACAGAACACAGACGATGGATGGATGGATGGA GAUGGAUGGAUG 2909 Sclerotinia sclerotiorum-
588240(-) TGGATGGTAGAAAGGAGATCAAATTTGACAGAGGGCCGGCCTCCTTGTGCATACGTG GAUGG ' SS-milR-C17
Super65.:1098807-  ATGTACGCTTCTAGGTATTGTTTAGTGGTGATTGTTGAGATAGATAGATAGATGGATGGA ~ GAUGGAUGGAUG g o, Sclerotinia sclerotiorum-
1098926(+) TGGATGGATGGATGGATGATGTATGCTACTGAAAATTTCTAATATCTCTTCGTCCGTCC GAUGGAU ' SS-milR-C17
Super65.:1098819-  AGGTATTGTTTAGTGGTGATTGTTGAGATAGATAGATAGATGGATGGATGGATGGATGGA  GAUGGAUGGAUG - o0 Sclerotinia sclerotiorum-
1098935(+) TGGATGATGTATGCTACTGAAAATTTCTAATATCTCTTCGTCCGTCCTTTTACTCT GAUG ’ SS-milR-C17
Super1131.:229388  CACATCTCTCTCTGCGCTGTGATGCATGCCAAGTAAAAGCCACATAAGGGGATGGATGGA GAUGGAUGGAUG 2757 Sclerotinia sclerotiorum-
-229504(+) TGGATGATTTGGCCATCATGAACCAAGTTCGCCATGCTTTTTCTCTTCCCCGCACC GAUG ' SS-milR-C17
Super359.:229714-  GGCGCTTATTGCAGGATTTTGTGTTTTCTCTTTTTATTTCGTTTTCAGGAATGGATGGATGG ~ AUGGAUGGAUGG o0 oo Sclerotinia sclerotiorum-
229832(+) ATGGATGCAACGAGATGCAGCTCTGTAATTGCAGGTTTTTTTGTGAATAGTTAGCT AUGGAU : SS-milR-C17
Super33.:229717- GCTTATTGCAGGATTTTGTGTTTTCTCTTTTTATTTCGTTTTCAGGAATGGATGGATGGATG  GAUGGAUGGAUG 0 ¢, Sclerotinia sclerotiorum-
229833(+) GATGCAACGAGATGCAGCTCTGTAATTGCAGGTTTTTTTGTGAATAGTTAGCTA GAUG ! SS-milR-C17
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Super940.:159855-
159973(-)

Super940.:159851-
159970(-)

Super134.:98790-
98907(-)

Super597.:268177-
268296(+)

Super940.:159850-
159966(-)

Super597.:268169-
268288(+)

Super158.:93884-
93973(+)

Superl227.:143742
0-1437537(-)

Super933.:619024-
619140(-)

Super933.:132470-
132589(-)

Super933.:132474-
132592(-)

Super4.:22451-
22567(-)

Super4.:22452-
22570(-)

Super285.:24661-
24751(+)

Super933.:132465-
132581

Super1161.:107871
5-1078833(-)

TTTCCCGGTGCAGGGATGATTGGTTGATTGATTAATATATAGATAGATGAATGGATGGAT
GGATGGATGGATGAGGCTGGATGAGGCTGGATGAGGCTGGATGCAAGGGAATCGGAGC

CCCGGTGCAGGGATGATTGGTTGATTGATTAATATATAGATAGATGAATGGATGGATGGA
TGGATGGATGAGGCTGGATGAGGCTGGATGAGGCTGGATGCAAGGGAATCGGAGCTTAA

CTCAGATCCCCATTGAACTGAGACAATGAACTTGTCCCAGCCCCGCGTAGTGGATGGATG
GATGGATGGATGGATGGACTTGAATTGAATTTCTCAAGATAAAAAAGTATGACATTA

GGGTTGTGTGTTGAAAAGCTTGGAAAGTTGGGAGTAAGTTTTGATGGATGGATGGATGGA
TGGATGGATGGTTATGGGGTTTGCATATCTTTTATGACATTCATTTTTGATAGATCTTG

GTGCAGGGATGATTGGTTGATTGATTAATATATAGATAGATGAATGGATGGATGGATGGA
TGGATGAGGCTGGATGAGGCTGGATGAGGCTGGATGCAAGGGAATCGGAGCTTAAC

GAAGATGAGGGTTGTGTGTTGAAAAGCTTGGAAAGTTGGGAGTAAGTTTTGATGGATGG
ATGGATGGATGGATGGATGGTTATGGGGTTTGCATATCTTTTATGACATTCATTTTTGAT

AATCAAAACTTTCGAGAGGATCCTCCGTATGGATGGATGGATGGATGGATGGATGTAGG
GGATGTGTGTCTGTAGAGAGTATGCAGTAT

ATGTATATATAAAGGATGGATGGATGGATGGATGGATGGATGGATGGATGGATGGATGG
ATGGATGGTGTGCTGGGTGGGTACTCTCAGAAGTGGCAGTATGTTCTTCTCGTTTTCA

AGGGTGTGGTAGAGAGAGCTGACGAAGGGGGGAAGCAATAGTGGAGTGAGGGATGGAT
GGATGGATGGATACGGCTGATCGTCAAACTAGGCAAAAAGGAAACATTTCCCATTAGG

TTTGATTTGTCGGTTTTTTTTTTTTTTTTTTTCAAGTTAGTTCCGTTATGGATGGATGGATG
GATGGATGGATGCAATGGATTCTTTTTTTAAAAACGCGCTGTGGGTTTGGATTACCA

GTTTTTGATTTGTCGGTTTTTTTTTTTTTTTTTTTCAAGTTAGTTCCGTTATGGATGGATGGA
TGGATGGATGGATGCAATGGATTCTTTTTTTAAAAACGCGCTGTGGGTTTGGATT

TATATATAAAATAACCACAAGAACAACAAGATACCCCTTAGAACGGCATGGATGGATGG
ATGGATGATTCCTTACATGTCCCTCACGTCTCCTATACTAGTTATACTTACTCATGT

ATATATATATAAAATAACCACAAGAACAACAAGATACCCCTTAGAACGGCATGGATGGA
TGGATGGATGATTCCTTACATGTCCCTCACGTCTCCTATACTAGTTATACTTACTCATG

AGTATGTTATGTATGTATGTATGTATGGATGGATGGATGGATGGATGGATGGATAGTACG
ATGATGGCCCTCAAACAAATCTAGTTCTCA

TTTTTTTTTCAAGTTAGTTCCGTTATGGATGGATGGATGGATGGATGGATGCAATGGATTC
TTTTTTTAAAAACGCGCTGTGGGTT

AAGAGTCAACCCGACGAGCAGCTCTCTCGAGGTGAAAAGGTGTCATATCAGGAGCTGGA
GGAGGACTGGTCGGCGGCGGGCGTGGTGAAAAGTGCTTGCTCCTCCAGCCTTTTTGTTC

AUGGAUGGAUGG
AUGGAU

GAUGGAUGGAUG
GAUGGAU

UGGAUGGAUGGA
UGGAU

GAUGGAUGGAUG
GAUGGAU

GAUGGAUGGAUG
GAUG

GAUGGAUGGAUG
GAUGGAU

GAUGGAUGGAUG
GAUGGAU

GAUGGAUGGAUG
GAUGG

GGAUGGAUGGAU
GGAU

GAUGGAUGGAUG
GAUGGAU

AUGGAUGGAUGG
AUGGAU

GAUGGAUGGAUG
GAUG

AUGGAUGGAUGG
AUGGAU

GAUGGAUGGAUG
GAUGGAUA

GAUGGAUGGAUG
GAUG

GGAGCUGGAGGA
GGACUG

-24,59

-24,46

-22,88

-22,08

-21,07

-20,29

-19,12

-18,07

-17,32

-16,82

-16,72

-15,41

-15,11

-14,47

-10,67

-41,19

Sclerotinia sclerotiorum-
SS-milR-C17

Sclerotinia sclerotiorum-
SS-milR-C17

Sclerotinia sclerotiorum-
SS-milR-C17

Sclerotinia sclerotiorum-
SS-milR-C17

Sclerotinia sclerotiorum-
SS-milR-C17

Sclerotinia sclerotiorum-
SS-milR-C17

Sclerotinia sclerotiorum-
SS-milR-C17

Sclerotinia sclerotiorum-
SS-milR-C17

Sclerotinia sclerotiorum-
SS-milR-C17

Sclerotinia sclerotiorum-
SS-milR-C17

Sclerotinia sclerotiorum-
SS-milR-C17

Sclerotinia sclerotiorum-
SS-milR-C17

Sclerotinia sclerotiorum-
SS-milR-C17

Sclerotinia sclerotiorum-
SS-milR-C17

Sclerotinia sclerotiorum-
SS-milR-C17

Trichoderma reesei-Tre-
milR-6

A: Regido de alinhamento;

B: Sequéncia do pre-miRNA predita por analises in silico;

C: Sequéncia do miRNA maduro predita por analises in silico;

D: Energia livre de dobramento (MFE) predita pela plataforma RNAFold.
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Tabela suplementar 2. MicroRNAs hipoteéticos identificados no genoma de H. capsulatum H88, incluindo repeticoes.

. A Sequéncia MFE .

MiRNAA equéncia precursora® Fun rigem
Sequéncia precursora maduraC (kcal/mol)P ungo de orige

DS990642.1:86203  ATGTTGTCTAGATGGAAATTCTGTACTAAACAATCAATATAGCATCTCAATATCAATTTTA  TATCAATTTTATAC ..o Metarhizium anisoplie-
6-862152(-) TACAGTCATTAGAGTGATATTCAATCTCTATATCTAAGTATTTTAAAGATTCTTT AG : man-milR-12
DS990637.2:50487  CTTCCAGTGCTATTTCCGCCATGGTTCAGGCCGCCGACGCCGTATTGCAGGTGTCGTAGC — GTGTCGTAGCATC o, ) Metarhizium anisoplie-
2-504990(+) ATCGAAGTATCAACGTATCGAAGTTTCGCAGTTCCGCAGTCTCACGGTGCAGGGTCCG GAAGT : man-milR-14
DS990638.1:45366  CTGCTGTCAGATTCTCAATGAACTTCTCTTCTGTGGTCTTCAGTTCAGCAGAGCAGAAGCT ~ GAGCAGAAGCTGA 4 oo Metarhizium anisoplie-
94-4536811(+) GATCTTTGTAAGAAGATCAATTCAATTCTCTTATGAAGATCACCACTTACCACTGA TCTT : man-milR-4
DS990640.1:31005  ACCGATGAAGACTGAGTGCTGTGGTGATAGTACTTTITAGCATGCATGGTATTTCGTGTCTT  TTAGCATGCATGG 4, Penicillium
79-3100666(+) GGCTATATGTAAGGGTTGAGCTGACT TATT ' chrysogenum-milR-28
DS990636.1:25057  GTGTGGAAGAGTTTGAGGGAATGGCTACTTTGACTGAAGCATAGAGAAGGTGTCAAGAT — TGTCAAGATTGAT oo Penicillium
93-2505909(-) TGATGATTCTGCTTTGGATGAACTATGATTACTGTCTGGATGTTCTTGCATTGTGTG GAT ' chrysogenum-milR-8
DS990639.1:30280  TTTCATCGAGTTTTTGGGTAGACATCTACCATTTGTTCAGGGCATGATGAATGGATGGATG ~ GATGGATGGATGG 4, o) Sclerotinia sclerotiorum-
63-3028181(+) GATGGATGGAAAAAAACAAACCAACAATGTTGTCAGTGGGAGGTTGACAAGAATGCC ATGGAT : SS-milR-C17
DS990639.1:30280  CATCGAGTTTTTGGGTAGACATCTACCATTTGTTCAGGGCATGATGAATGGATGGATGGA — ATGGATGGATGGA . o) Sclerotinia sclerotiorum-
66-3028184(+) TGGATGGAAAAAAACAAACCAACAATGTTGTCAGTGGGAGGTTGACAAGAATGCCAGC  TGGAT : SS-milR-C17
DS990636.1:10058  TTTTGAGTTGGTCCCACAGATTGCACTGGCGGTTGGCCACGCTGTGTATGGATGGATGGA — GATGGATGGATGG 4 oo Sclerotinia sclerotiorum-
46-1005962(-) TGGATGTATACTAGTATTCATGCCATACCTACACTTTTCCAATGGTTGAATGGAGC ATGGA ' SS-milR-C17
DS990636.1:10058  GTGTTTTGAGTTGGTCCCACAGATTGCACTGGCGGTTGGCCACGCTGTGTATGGATGGAT — TGGATGGATGGAT o1 o) Sclerotinia sclerotiorum-
47-1005965(-) GGATGGATGTATACTAGTATTCATGCCATACCTACACTTTTCCAATGGTTGAATGGAG GGAT : SS-milR-C17
DS990644.1:58855  TTTTTGGATTGTGGCGTCCATGAGGACATGCTGATTTGTATATATATATGGATGGATGGAT — GGATGGATGGATG 0 oo Sclerotinia sclerotiorum-
7-588676(+) GGATGGATGATTCGATCGTCACTCGTTGTCGGAAGACTTTGCGGTAATCGGTTGGTCA GAT : SS-milR-C17
DS990644.1:58856  TGGATTGTGGCGTCCATGAGGACATGCTGATTTGTATATATATATGGATGGATGGATGGA — ATGGATGGATGGA 4o Sclerotinia sclerotiorum-
1-588677(+) TGGATGATTCGATCGTCACTCGTTGTCGGAAGACTTTGCGGTAATCGGTTGGTCAA TGGAT ' SS-milR-C17
DS990644.1:58855  TTTTTTTTGGATTGTGGCGTCCATGAGGACATGCTGATTTGTATATATATATGGATGGATG ~ ATGGATGGATGGA ., oe Sclerotinia sclerotiorum-
4-588672(+) GATGGATGGATGATTCGATCGTCACTCGTTGTCGGAAGACTTTGCGGTAATCGGTTG TGGAT ' SS-milR-C17
DS990636.1:13414  GCACTGGTTCGCATTTGATGTTAAGCTACCCCATTTCCAAAAATGGTGAGGATGGATGGA — GATGGATGGATGG . oo Sclerotinia sclerotiorum-
46-1341562(-) TGGATGATTGATAAGAGACGTGCTTTTTTTAAGCATTGCTGCCTATCTCTCATTCG ATGGA ' SS-milR-C17
DS990642.1:16934  GCCAGATCGTCCCACGCGGGCAGCACATATGTCTGGATGGATGGATGGATGGATGGATT — GATGGATGGATGG ¢ s Sclerotinia sclerotiorum-
76-1693565(-) GATGCACCGAGTCTGTACGTATGCAGTCTG ATGGAT : SS-milR-C17
DS990636.1:57546  CCATTGAACTGAGACAACGAATGCACAGTTCTTGTCCCAGCCGCGCGTAGTGGATGGATG — TGGATGGATGGAT ., Sclerotinia sclerotiorum-
49-5754766(+) GATGGATGGACTTGAATTGAATTTCTGAAGATAAAAAAGTATGACATCAGGGTAACT GGA : SS-milR-C17
DS990640.1:31005  ACCGATGAAGACTGAGTGCTGTGGTGATAGTACTTTITAGCATGCATGGTATTTCGTGTCTT  TTAGCATGCATGG 4, Sclerotinia sclerotiorum-
79-3100666(+) GGCTATATGTAAGGGTTGAGCTGACT TATT ' SS-milR-C17
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DS990638.1:11463
61-1146449(+)

DS990642.1:13334
64-1333550(+)

DS990639.1:23438
31-2343917(-)

DS990645.1:29794
8-298037(+)

DS990645.1:29795
2-298041(+)

DS990641.1:13462
47-1346335(+)

DS990639.1:19570
81-1957200(+)

DS990640.1:37814
75-3781591(+)

DS990645.1:29795
6-298044(+)

DS990639.1:19570
85-1957201(+)

DS990639.1:12960
81-1296168(+)

GTCGTGTGCATCGGATAGAGATTCGTGGATGATTCATGGATGGATGGATGGATGGATGAT
AAGCCATGAGCATGATGTGATGGTATGT

GGCAACAACTGTCTGGGCTTTTGTCTGTATTATACGATGGATGGATGGATGAATGCAGAG
GCAGGCTCTCTACAAGCAGCTGCGTG

GTCGTCTGAGTGAGATTTAGGTTACAATGCGCATTTGGATGGATGGATGGAAGATATGCG
TTTCGCTGTGGCTGGCCGTCAAGCGA

AAAGGCACGTTTTCTTTCCCTTCCTTTTGAAGGACGATGGATGGATGGATGGATGGATGG
AGCGAGAGAAGAGGGATGGCTTGCTGCAG

GCACGTTTTCTTTCCCTTCCTTTTGAAGGACGATGGATGGATGGATGGATGGATGGAGCG
AGAGAAGAGGGATGGCTTGCTGCAGAAAA

AGAGTGTAAAAATCTATCTCTGGTCCTGGTGGATGGATGGATGGATGGATGGAGTTTCAA
AATTCGTCGTCACCAAAAGCAACAGCAA

GTAGGTTTTTATTTATTGTTATTTTATTATATATAACTATATATAGATAAGATGGATGGAT
GGATGGATGTATGTAACTATATTTAAAAAGATTTACAGATTTACAGAAACATGAACTG

GTAGGTTTTTATTTATTGTTATTTTATTATATATAACTATATATAGATAAGATGGATGGAT
GGATGGATGTATGTAACTATATTTAAAAAGATTTACAGATTTACAGAAACATGAACTG

GTAGGTTTTTATTTATTGTTATTTTATTATATATAACTATATATAGATAAGATGGATGGAT
GGATGGATGTATGTAACTATATTTAAAAAGATTTACAGATTTACAGAAACATGAACTG

GTAGGTTTTTATTTATTGTTATTTTATTATATATAACTATATATAGATAAGATGGATGGAT
GGATGGATGTATGTAACTATATTTAAAAAGATTTACAGATTTACAGAAACATGAACTG

GGAATTTGTAGAAATTGGGCGTATGGACAGATCGTTGGATGGATGGATGGATGGATTGG
GACGTTTGATCTATGTTTTTAAATGTGA

ATGGATGGATGGA
TGGAT

GATGGATGGATGG
ATG

TGGATGGATGGAT
GGA

GATGGATGGATGG
ATGGAT

GATGGATGGATGG
ATGGAT

GATGGATGGATGG
ATGGA

GATGGATGGATGG
ATG

GATGGATGGATGG
ATG

GATGGATGGATGG
ATGGA

GATGGATGGATGG
ATG

TGGATGGATGGAT
GGAT

-21,64

-21,47

-21,43

-20,95

-20,95

-20,94

-20,62

-20,32

-19,85

-18,7

-13,98

Sclerotinia sclerotiorum-
SS-milR-C17

Sclerotinia sclerotiorum-
SS-milR-C17

Sclerotinia sclerotiorum-
SS-milR-C17

Sclerotinia sclerotiorum-
SS-milR-C17

Sclerotinia sclerotiorum-
SS-milR-C17

Sclerotinia sclerotiorum-
SS-milR-C17

Sclerotinia sclerotiorum-
SS-milR-C17

Sclerotinia sclerotiorum-
SS-milR-C17

Sclerotinia sclerotiorum-
SS-milR-C17

Sclerotinia sclerotiorum-
SS-milR-C17

Sclerotinia sclerotiorum-
SS-milR-C17

A: Regido de alinhamento;

B: Sequéncia do pre-miRNA predita por analises in silico;

C: Sequéncia do miRNA maduro predita por analises in silico;

D: Energia livre de dobramento (MFE) predita pela plataforma RNAFold.

Tabela suplementar S1. Alvos de microRNA em H. capsulatum G217B.
https://drive.google.com/file/d/1IPWESnOzOfWXo8LpVTTI 7sbfDnmZM7Aw/view?usp=sharing

Arquivo xlIsx, 36 KB.

Tabela suplementar S2. Alvos de microRNA em H. capsulatum H88.
https://drive.google.com/file/d/14CcS8BARhNEICwusZsJALYF cOuTtLNol/view?usp=sharing

Arquivo xlIsx, 39 KB.


https://drive.google.com/file/d/1PWFSnOzOfWXo8LpVTTl_7sbfDnmZM7Aw/view?usp=sharing
https://drive.google.com/file/d/14CcS8ARhNEICwusZsJALYF_c0uTtLNo1/view?usp=sharing
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