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RESUMO 
 

SALGADO, R. C. Investigação dos mecanismos imunológicos envolvidos na resposta a 
fungos e caracterização de pacientes brasileiros com suscetibilidade a micoses. 2022. 100 
f. Dissertação (Mestrado em Imunologia) - Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de 
São Paulo, São Paulo, 2022. 

 

As micoses sistêmicas e micoses oportunistas que cursam de forma disseminada são uma 
preocupação mundial devido às suas elevadas taxas de morbimortalidade. Dentre os 
componentes associados à resposta imunológica frente a infecções fúngicas, destacam-se na 
imunidade inata os receptores de padrão molecular, tais quais receptores do tipo Toll e 
receptores do tipo lectina C, as células do sistema fagocítico monócitos/macrófagos e os 
neutrófilos e seus mecanismos efetores, como a produção de citocinas pró-inflamatórias, o burst 
oxidativo e a geração de armadilhas extracelulares de neutrófilos. Tal conhecimento é ratificado 
pelo estudo de pacientes com Erros Inatos da Imunidade (EII), conjunto de doenças causadas 
por alterações genéticas em componentes do sistema imune que tornam indivíduos afetados 
propensos a infecções graves e recorrentes causadas por diversas classes de microrganismos, 
dentre os quais os fungos. Complementarmente a abordagem de genômica amplamente 
utilizada em estudos relacionados aos EII, técnicas modernas tais quais sequenciamento de 
transcriptoma e análises de single-cell permitem analisar não somente as alterações em nível 
celular, mas também o impacto sistêmico destas. Assim, o presente trabalho teve duas linhas 
principais de estudo: a investigação dos mecanismos imunológicos na resposta a fungos por 
meio de uma análise integrativa realizada com dados públicos e a caracterização de pacientes 
brasileiros com suscetibilidade a micoses. Para isso, com o auxílio de ferramentas de 
bioinformática, oito diferentes dados públicos de transcriptoma humano infectados com 
Candida spp. foram avaliados. Identificamos uma rede de interação conectando as vias de 
receptores do tipo Toll e cascata de sinalização por interferon tipo I/II moduladas em resposta 
a Candida spp., reforçando estudos anteriores e demonstrando uma interessante sobreposição 
com a resposta imune antiviral. Em relação ao estudo com enfoque nos EII, realizamos a 
triagem de pacientes a partir da avaliação do Eixo IL-12/IFN-γ e do Burst Oxidativo, além da 
caracterização genética por Whole Exome Sequencing e Sanger. Foram incluídos no estudo oito 
pacientes, dos quais quatro apresentaram alterações nos exames de triagem; entretanto 
considerando histórico clínico e familiar, todos foram encaminhados para investigação 
genética. De acordo com análises de predição in silico, encontramos variantes provavelmente 
patogênicas em três destes pacientes, sendo que para a paciente P3 estas apresentaram-se como 
de significado incerto. Identificamos uma família (de P1 e P2) afetada pela variante patogênica 
conhecida como Santiago de Cuba no gene G6PD cujos indivíduos acometidos apresentaram 
baixa produção de ROS e suscetibilidade à histoplasmose disseminada, variante ainda não 
identificada em indivíduos brasileiros e associação até o momento não descrita na literatura. O 
estudo da relação entre suscetibilidade a micoses sistêmicas e EII torna-se fundamental na busca 
da compreensão e caracterização destas doenças, auxiliando no seu diagnóstico, nas estratégias 
terapêuticas aplicadas e, consequentemente, na qualidade de vida de pacientes afetados. 
 
 
Palavras-chave: infecções fúngicas; micoses sistêmicas; erros inatos da imunidade; análise 

integrativa; Transcriptoma. 

   



 

 

 

ABSTRACT 
 

SALGADO, R. C. Investigation of the immunological mechanisms involved in the response 
to fungi and characterization of Brazilian patients with susceptibility to mycoses. 2022. 
100 f. dissertation (Immunology) - Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de São 
Paulo, São Paulo, 2022. 

 

Systemic mycoses and opportunistic mycoses that occur in a disseminated way are a worldwide 
concern due to their high rates of morbidity and mortality. Among the components associated 
with the immune response to fungal infections, are highlighted in innate immunity the 
molecular pattern receptors, such as Toll-like receptors and C-type lectin receptors, cells of the 
phagocytic system, monocytes/macrophages and neutrophils as well as their effector 
mechanisms, including the production of pro-inflammatory cytokines, oxidative burst and also 
the generation of extracellular neutrophil traps. Such knowledge is confirmed by the study of 
patients with Inborn Errors of Immunity (IEI), diseases caused by genetic alterations in immune 
system’s  components that make affected individuals susceptible to severe and recurrent 
infections caused by several classes of microorganisms, among which the fungi. In addition to 
the genomics approach widely used in studies related to IEI, modern techniques such as 
transcriptome sequencing and single-cell analysis allow analyzing not only alterations at the 
cellular level, but also their systemic impact. Thus, the present study had two main research 
lines: investigation of immunological mechanisms in the response to fungi through an 
integrative analysis performed with public datasets and the characterization of Brazilian 
patients with susceptibility to mycoses. To this end, approaching by bioinformatics tools, eight 
different public data of human transcriptome infected with Candida spp. were evaluated. We 
identified an interaction network connecting the Toll-like receptor pathways and the type I/II 
interferon signaling cascade modulated in response to Candida spp., reinforcing previous 
studies and demonstrating an interesting overlap with the antiviral immune response. Regarding 
the study focusing on IEI, we performed a screening of patients based on the evaluation of IL-
12/IFN-γ axis and Oxidative Burst, in addition to the genetic characterization by Whole Exome 
Sequencing and Sanger. Eight patients were included in the study, four of which had alterations 
in the screening tests; however, considering clinical and family history, all of them were 
referred for genetic investigation. According to in silico prediction analyses, we found likely 
pathogenic variants in three of these patients, and for patient P3 they were of uncertain 
significance. We identified a family (of patients P1 and P2) affected by the pathogenic variant 
known as Santiago de Cuba in the G6PD gene, whose affected individuals had low ROS 
production and susceptibility to disseminated histoplasmosis, a variant not yet identified in 
Brazilian individuals and an association not yet described in the literature. The study of the 
relationship between susceptibility to systemic mycoses and IEI becomes fundamental in the 
search for understanding and characterization of these diseases, helping in their diagnosis, in 
the therapeutic strategies applied and, consequently, in the quality of life of patients. 
 
Palavras-chave: fungal infections; systemic mycoses; inborn errors of immunity; integrative 
analysis; transcriptome. 
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1 INTRODUÇÃO 

1.1 Panorama da resposta imune a fungos  

Os fungos compreendem microrganismos eucarióticos uni ou multicelulares agrupados no 

reino Fungi, sendo que considerável parte desses microrganismos apresentam interação 

comensal com o hospedeiro humano e, nesse sentido, a resposta imunológica é responsável por 

desenvolver um ambiente tolerante entre o organismo e os fungos sítio-residentes1. Entretanto, 

quando em contato com fungos patogênicos ou quando a resposta imunológica do hospedeiro 

se torna ineficaz, tal qual ocorre em indivíduos imunocomprometidos, os fungos podem 

disseminar-se em tecidos e órgãos distintos2. A figura abaixo resume os mecanismos associados 

à resposta imune formada, mecanismos estes que serão abordados nas sessões seguintes 

(Figura 1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 1. Respostas da imunidade inata e adaptativa frente a infecção fúngica. A resposta antifúngica do 
hospedeiro envolve diversos mecanismos divididos didaticamente em dois estágios, mas que atuam em conjunto 
– a imunidade inata, que envolve barreiras físicas, químicas e biológicas, além de células atuantes e moléculas 
solúveis; e a imunidade adaptativa, induzida especificamente durante a infecção, em que atuam linfócitos e as 
moléculas solúveis que estes produzem. IFN-γ, interferon-γ; IL, interleucina; TCR, receptor de células T; TGF-β, 
fator de crescimento transformador-β; TNF, fator de necrose tumoral3. 
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1.1.1 Imunidade inata 

As barreiras físicas, representadas pela pele e superfícies de mucosa, como trato 

respiratório, gastrointestinal e o genito-urinário, são responsáveis pela notória separação dos 

tecidos internos do organismo com o ambiente externo, onde encontram-se diversos 

microrganismos, inclusive os fungos. Quando estas barreiras são rompidas durante lesões ou 

quando microrganismos adentram utilizando distintas vias, tal qual a inalatória, pode-se iniciar 

processo de infecção. Neste momento, o organismo possui um aparato celular e de substâncias 

antimicrobianas que darão início à resposta antifúngica3.  

 Para que esta resposta imunológica inicie, é necessário que haja o reconhecimento destes 

microrganismos. Assim, os patógenos serão reconhecidos por intermédio de Receptores de 

Reconhecimento Padrão (PRRs, do inglês Pattern recognition receptors) presentes em variadas 

células, tais quais células dendríticas (DCs, do inglês Dendritic Cells), monócitos, macrófagos 

e neutrófilos1. Especificamente, dentro dos distintos grupos de PRRs, podem ser citados os 

receptores do tipo Toll (TLRs, do inglês Toll-like Receptors): TLR-2, TLR-4 e TLR-9; 

receptores do tipo Lectina-C (CLRs, do inglês C-type Lectin Receptors): dectina-1 e 2, 

MINCLE, CD206, CR3, além de DC-SIGN; e, em relação aos receptores do tipo NOD (NLRs, 

do inglês NOD-like Receptors), é válido de nota principalmente o inflamassoma NLRP34. Estes 

PRRs são responsáveis por identificar os padrões moleculares associados a patógenos (PAMPs, 

do inglês Pathogen-associated molecular pattern) fúngicos, dando assim início à resposta inata. 

Dentre os PAMPs mais comuns, podem ser citados os complexos presentes na parede celular, 

tais quais fosfolipomananas, α- e β-glucanas, manoproteínas e possivelmente quitina5,6.  

Sucede-se após o reconhecimento dos PAMPs acima citados, a deflagração de vias e 

cascatas de sinalização subsequentes. Para isso, ocorre o envolvimento de enzimas quinases, 

moléculas intermediárias e fatores de transcrição, tais quais IRAK (do inglês Interleukin 

receptor-associated kinase), MAPK (do inglês Mitogen-activated protein kinase), CARD9 (do 

inglês caspase activation and recruitment domain-containing 9), MyD88 (do inglês Myeloid 

differentiation primary response 88), TRAFs (do inglês TNF receptor-associated factors), 

TRIFs (do inglês TIR-domain-containing-adapter-inducing interferon β), NF-κB (do inglês 

nuclear factor-κB) e IRF (do inglês interferon regulatory factor)3,5. Estas e outras vias 

desencadeiam respostas sítio-específicas e sistêmicas, que estão relacionadas com produção de 

Interferons (IFNs) do tipo I e II, polarização de linfócitos para perfis T auxiliares (Th, do inglês 

T helper) Th1 e Th17, produção de citocinas pró-inflamatórias, tais quais TNF-α, IL-6, IL-1β, 

ativação celular e indução da produção de espécies reativas de oxigênio (ROS, do inglês 
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reactive oxygen species). Além de, em casos específicos, indução de IL-10 e TGF-β, bem como 

células T reguladoras5. 

 Seguida à ativação celular, células como os fagócitos (macrófagos e neutrófilos) assumem 

importância na morte e inibição do crescimento fúngico. Essas células realizam englobamento 

de partículas fúngicas opsonizadas por proteínas solúveis ou reconhecidas por receptores 

específicos, dentre os quais Dectina-1, Mincle e DC-SIGN7. Tais mecanismos microbicidas 

envolvem principalmente a produção e liberação de espécies reativas de oxigênio e nitrogênio, 

processo este realizado pelos complexos enzimáticos nicotinamide adenine dinucleotide 

phosphate (NADPH) oxidase e inducible nitric oxide synthase (iNOS). Tal processo, 

denominado de burst oxidativo, induz a morte dos patógenos fúngicos pela ação das espécies 

reativas através de alterações nas proteínas, quebras nos ácidos nucleicos e peroxidações 

lipídicas3. 

Os macrófagos, monócitos diferenciados nos tecidos periféricos, podem apresentar 

fenótipos funcionais distintos, classicamente M1 e M21. O perfil M1 é pró-inflamatório, cujo 

gatilho de diferenciação é a citocina IFN-γ. Macrófagos M1 são importantes produtores da 

citocina IL-12, que será melhor discutida adiante, e relacionam-se com elevada atividade 

fagocítica e indução de ROS. Por outro lado, a polarização para M2 está relacionada a um 

microambiente com prevalência de citocinas como TGF-β, IL-4 e/ou IL-133; macrófagos com 

este perfil e suas respectivas citocinas auxiliam em diversos processos, tais quais angiogênese, 

remodelação e reparo tecidual, além da imunorregulação8. O balanço entre respostas M1/M2 é 

relevante, uma vez que estudos demonstram que a prevalência de resposta associada ao perfil 

M1 associa-se a uma depuração mais eficiente de patógenos fúngicos, como Cryptococcus 

neoformans9. Entretanto, é válido notar que apesar desta simplificação, a plasticidade entre os 

distintos perfis de macrófagos é ainda mais complexa, uma vez que estudos apontam que os 

estados funcionais dos macrófagos mudam continuamente10. 

Em relação aos neutrófilos, enquadrados no grupo de leucócitos polimorfonucleares, além 

da atividade fungicida por intermédio de ROS, apresentam outro importante mecanismo – as 

denominadas armadilhas extracelulares de neutrófilos (NETs, do inglês Neutrophil 

extracellular traps). Sabe-se que as NETs são complexos formados por cromatinas 

condensadas e componentes derivados dos grânulos e citoplasma dos neutrófilos, envolvendo 

assim peptídeos antimicrobianos e enzimas proteolíticas e nucleolíticas11. As NETs promovem 

a lise da parede celular e de membranas, inibição do crescimento, restrição de suprimentos e 

bloqueio da disseminação dos patógenos fúngicos12. Além disso, como importante mecanismo 
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de contenção para microrganismos extracelulares, as NETs tornam-se críticas para a morte de 

fungos principalmente quando em sua forma de hifas, uma vez que durante fase leveduriforme 

tais partículas são facilmente fagocitadas13. 

Para além dos fagócitos, outro importante componente da imunidade inata é a célula 

Natural Killer (NK), notável célula de origem linfoide presente no grupo de células denominado 

células mononucleares do sangue periférico (PBMCs, do inglês peripheral blood mononuclear 

cells)1. Os recursos de citotoxicidade desencadeados pelas células NK ocorrem principalmente 

sob células do hospedeiro infectadas com patógenos e também células próprias transformadas, 

impedindo a proliferação e disseminação destes. Dentre os mecanismos, podem ser destacados 

toxicidade por meio da liberação de grânulos, tais quais granzima B e perforina, principalmente 

mediante engajamento do receptor celular CD16 em opsoninas, e a indução de morte via 

interação Fas com Fas ligante (FasL)14. Ademais, as células NK são relevantes produtoras de 

IFN-γ, citocina essencial na ativação de fagócitos e formação do complexo NADPH-oxidase15. 

Outro recente mecanismo descoberto é a capacidade, in vitro, de fagocitose das formas 

leveduriformes de Candida albicans16. 

Além das células abordadas anteriormente, as DCs também desempenham função essencial 

na imunidade aos fungos. Embora disponham de baixa atividade microbicida, estas células 

possuem diversos PRRs que possibilitam reconhecimento dos PAMPs fúngicos, além de 

ativação celular com liberação de citocinas pró-inflamatórias, endocitose dos patógenos com 

posterior processamento dos antígenos e, por fim, apresentação aos linfócitos T; ou seja, apesar 

de classicamente enquadradas dentro da imunidade inata, desempenham importante papel na 

orquestração da imunidade adaptativa a partir da apresentação e modulação da resposta ao 

antígeno1,3.  

Diversos estudos visam maior compreensão da participação das DCs na resposta a 

patógenos fúngicos. Recentemente, Ramirez-Ortiz e colaboradores17 descreveram que o subtipo 

plasmocitoide de DCs (pDCs, do inglês plasmacytoid dendritic cells) possui ação inibitória à 

hifas do fungo Aspergillus fumigatus, destacando a importância dessas células na resposta 

imune. 

 

1.1.2 Imunidade adaptativa  

 Parte significativa da resposta associada à imunidade adaptativa é desencadeada pelos 

linfócitos T CD4+, células que são ativadas via engajamento do receptor de célula T (TCR, do 

inglês T cell receptor) ao MHC II, bem como dos sinais de moléculas coestimulatórias, 
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presentes nas células apresentadoras de antígeno – macrófagos, células dendríticas e linfócitos 

B1. Este grupo celular é responsável por modular a resposta imunológica a partir da secreção 

de citocinas, o que varia de acordo com o seu perfil de ativação. No contexto de imunidade a 

patógenos fúngicos, os principais perfis associados com resposta protetora são os perfis de 

células Th1 e Th17, que produzem e liberam citocinas pró-inflamatórias e que ativam as 

respostas imunes celular e humoral – ativação e recrutamento de células da imunidade inata, 

como os fagócitos, e indução da troca de classe para anticorpos mais específicos, 

respectivamente3. Dentre as citocinas, podem ser citadas IFN-γ, IL-12, IL-2 e TNF-α 

relacionadas ao perfil Th1 e IL-17, IL-21 e IL-22 para perfil Th17 – além disso, importante 

citar que IL-17 e IL-21 potencializam a produção de peptídeos antimicrobianos pelo tecido 

infectado18.  

 Há, ainda, o perfil Th2 cuja resposta imunológica é classicamente associada com uma piora 

do quadro infeccioso, uma vez que além de induzir ativação de macrófagos M2, suas citocinas 

de assinatura IL-4, IL-5 e IL-13 são importantes na manutenção deste perfil e inibição do perfil 

Th1. No entanto, alguns estudos indicam papel da citocina IL-4 no desenvolvimento de resposta 

à patógenos fúngicos, tais quais C. albicans e C. neoformans, assim como de macrófagos M2 

auxiliando na resposta protetora à fungos que acometem o sistema respiratório1,19–21. 

 Ademais, outros perfis celulares de T CD4+ como as Th9, Th22 e Tregs (células T 

reguladoras) também participam da resposta contra fungos. A respeito da Th9, estudos recentes 

indicam que esta possui importante papel na pele, além da sugestão de que podem estar 

envolvidas na resposta a C. albicans, evidência ratificada pela existência de células de memória 

Th9 específicas para tal patógeno22. Relacionada a Th22, trata-se de uma célula que produz 

principalmente IL-22, citocina envolvida na proteção a fungos nas mucosas, como em casos de 

candidíase23. As Tregs são necessárias no contrabalanceamento da resposta inflamatória, 

impedindo o dano tecidual proveniente desta24; entretanto, interessantemente, estudos 

demonstram que essas células também são capazes de induzir Th17 protetivas durante infecção 

in vitro por C. albicans25. 

 Outro grupo de linfócitos T são os conhecidos como T CD8+, que exibem atividade 

citotóxica ao serem ativados durante apresentação de peptídeos fúngicos via MHC I e moléculas 

coestimulatórias, seja por células hospedeiras infectadas ou DCs, em processo de apresentação 

cruzada26. Tal atividade citotóxica é semelhante à discutida para células NK, ocorrendo a partir 

da liberação de grânulos contendo granzima e perforina, ou via sinalização de Fas-FasL27,28. 

Para além desta função, sabe-se que os linfócitos T CD8+ citotóxicos também realizam 
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secreção de citocinas com funções semelhantes àquelas associadas aos perfis de T CD4+, sendo 

estas células inclusive recentemente denominadas de modo semelhante – linfócitos T 

citotóxicos (Tc) 1 e 1729. 

 Para além da resposta associada à linfócitos T, os linfócitos B e plasmócitos são outras 

células atuantes no contexto da imunidade adaptativa. Dentre os mecanismos pelos quais 

exercem suas funções, o principal é a secreção de anticorpos que atuam na neutralização do 

fungo e inibição da sua replicação, bem como do impedimento da formação de tubos 

germinativos e biofilmes, importantes para a sua infecção e instalação26. Ademais, tais 

anticorpos, principalmente a imunoglobulina G (IgG), são opsoninas e podem ser reconhecidos 

por diversos PRRs, auxiliando na ativação celular, do sistema complemento e no mecanismo 

de citotoxicidade dependente de anticorpo. Por fim, é válido citar que os linfócitos B também 

são capazes de realizar a apresentação de antígenos, colaborando para ativação celular de 

linfócitos T1. 

 

1.2 Estudo e caracterização de Erros Inatos da Imunidade  

Os erros inatos da imunidade (EII), também denominados de imunodeficiências primárias, 

são um conjunto de doenças causadas por alterações genéticas que levam a suscetibilidade a 

infecções, autoimunidade, doenças autoinflamatórias, e/ou malignidade30. Tais defeitos 

genéticos estão associados a mutações de ganho ou perda de função (GOF ou LOF, do inglês 

gain- ou loss-of-function, respectivamente), que como o nome sugere relacionam-se a mutações 

que intensificam ou atenuam as funções envolvendo genes codificantes de enzimas, proteínas 

estruturais, como receptores, moléculas envolvidas em transdução de sinais, dentre outros31.  

Em relação ao padrão de herança, os EII podem ter herança autossômica dominante, em 

que apenas uma cópia do gene mutante é suficiente para expressão do fenótipo modificado; 

herança autossômica recessiva, em que são necessárias duas cópias mutantes do gene; e ligada 

ao X, que sumariamente relacionam-se a genes localizados em uma região não homóloga do 

cromossomo X e, portanto, mutações nestes afetam com maior frequência indivíduos do sexo 

masculino. Além disso, o fenótipo alterado observado em pacientes em heterozigose, ou seja, 

indivíduos que possuem um alelo com alteração e outro selvagem, pode estar normalmente 

associada a variantes autossômicas dominantes por GOF, haploinsuficiência, em que apenas 

uma cópia não é suficiente para expressão da função selvagem, ou dominância negativa, que 

ocorre quando o alelo modificado inibe a expressão ou função do alelo selvagem31–33. 
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A partir do avanço no estudo das doenças genéticas gerado pela disponibilidade de 

metodologias robustas de sequenciamento, um número crescente de EII vem sendo 

caracterizados34. Tal observação é ratificada pelos relatórios do Comitê de Especialistas em 

Erros Inatos da Imunidade da International Union of Immunological Societies (IUIS), no qual 

o último relatório de 2020 referiu 430 defeitos genéticos associados a EII, 64 a mais comparado 

ao último parecer de 2018. Além do mais, embora considerados individualmente raros na 

população, estima-se que a prevalência de EII estejam mais próximo de 1/1000 a 1/500030, 

prevalência muito acima do que inicialmente esperado quando considerado o grupo de doenças 

como um todo. 

Apesar de uma prevalência estimada elevada, inúmeros pacientes permanecem sem 

diagnóstico ou são diagnosticados tardiamente, durante intercorrências associadas 

principalmente a infecções graves ou complicações relacionadas, fator causado pela 

heterogeneidade das manifestações clínicas, acesso limitado a exames diagnósticos e 

deficiência na educação médica35. Em relação a este último, de acordo com pesquisa 

desenvolvida em 2013 pelo Brazilian Group for Immunodeficiency (BRAGID)36, de 3047 

pediatras consultados, 97% destes haviam atendido paciente com infecções de repetição, 

entretanto apenas 63% suspeitaram e realizaram avaliações para EII, sendo que somente 50% 

destes conheciam imunologistas para encaminhar os pacientes37.  

 Reforçando tais dados, estima-se que no Brasil mais de 20 mil pacientes possuem EII, 

entretanto apenas 5 mil destes têm diagnóstico adequado e estão em devido tratamento 

disponibilizado pelo Sistema Único de Saúde (SUS) 36. Desta forma, consideráveis esforços são 

realizados na tentativa de incentivar o diagnóstico precoce de EII visando tratamento nos 

estágios iniciais aos pacientes. Com o objetivo de auxiliar médicos pediatras e clínicos, a Cruz 

Vermelha Americana e a Fundação Jeffrey Modell propuseram 10 sinais de alerta para EII em 

crianças. Tal proposta foi adaptada para cada país de acordo com o contexto de patógenos e 

doenças circulantes (Tabela 1). 

 
Tabela 1. 10 sinais de alerta para EII em crianças. Adaptado de BRAGID36. 

Condições 

1. Duas ou mais pneumonias no último ano 

2. Quatro ou mais otites no ano 

3. Estomatites de repetição ou monilíase por mais de dois meses 

4. Abcessos de repetição ou ectima 
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5. Um episódio de infecção sistêmica grave (meningite, osteoartrite, septicemia) 

6. Infecções intestinais de repetição/diarreia crônica 

7. Asma grave, doença do colágeno ou doença autoimune 

8. Efeito adverso ao BCG e/ou infecção por micobactéria 

9. Fenótipo clínico sugestivo de síndrome associada a Imunodeficiência 

10. História familiar de imunodeficiência 
 

Como exposto anteriormente, a crescente disponibilidade de técnicas robustas e novas 

plataformas de análises e sequenciamento genético, como sequenciamento completo do exoma 

(WES, do inglês Whole-exome sequencing) e Sanger, tem possibilitado uma maior 

compreensão acerca dos aspectos pontuais das variantes genéticas e sua correlação com as 

manifestações clínicas32. Complementarmente, técnicas modernas, tais quais sequenciamento 

de transcriptoma, assumem relevância ao dispor de uma possibilidade de investigar como tais 

alterações genéticas funcionam não apenas a nível estrutural, mas celular, detalhando a 

consequência celular intrínseca dessas alterações38. 

 

1.3 Micoses sistêmicas e Erros Inatos da Imunidade   

As micoses sistêmicas compreendem um grupo de doenças causadas por patógenos 

fúngicos associados a elevadas taxas de morbimortalidade39. Dentre as micoses categorizadas 

como micoses sistêmicas, podem ser citadas aquelas causadas pelos fungos dimórficos e 

endêmicos Histoplasma capsulatum, Paracoccidioides brasiliensis e Coccidioides spp.; além 

do fungo leveduriforme Cryptococcus neoformans, responsável por uma das apresentações 

clínicas mais comuns em pacientes imunocomprometidos, a criptococcose40. Por vezes, tais 

micoses enquadram-se como micoses pulmonares, devido ao recorrente acometimento do sítio 

pulmonar41. É válido de nota, ainda, que no contexto de pacientes imunodeficientes, fungos 

considerados de ambiente, tais quais Aspergillus spp. e Candida spp., podem cursar 

clinicamente como infecções sistêmicas42.  

Levando em consideração a imunidade a fungos discutida anteriormente, bem como as 

perspectivas acerca dos EII, espera-se que defeitos genéticos em vias relevantes à imunidade 

do hospedeiro a fungos correlacionem-se com comprometimento da resposta e, por 

conseguinte, suscetibilidade a tais patógenos43. Entretanto, apesar dessa vasta possibilidade de 

componentes imunológicos, notavelmente poucos EII encontram-se caracterizados na literatura 

no que se refere especificamente a infecções fúngicas sistêmicas, sobretudo considerando o 
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impacto e a frequência deste grupo de micoses, especialmente na América Latina44, como 

observado na Figura 2, abaixo.  

 

 
 

Figura 2. Distribuição geográfica de infecções fúngicas endêmicas na América Latina. Demais infecções 
fúngicas sistêmicas, como criptoccocose, aspergilose e candidíase não estão representadas, pois apresentam 
distribuição mundial. Adaptado de Sifuentes-Osornio e colaboradores45. 

 

Utilizando a classificação de Lionakis e colaboradores43, dentre os EII mais estudados e 

associados a micoses sistêmicas ou com desfecho clínico sistêmico, no caso das infecções 

oportunistas, podem ser destacados os grupos de (1) desordens na maquinaria oxidativa dos 

fagócitos; (2) desordens na sinalização de citocinas; (3) desordens em fatores de transcrição e 

(4) desordens na sinalização de outras moléculas. 

Paracoccidioidomicose
Alta prevalência de paracoccidioidomicose
Prevalência moderada de paracoccidioidomicose
Histoplasmose
Coccidioidomicose
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Em relação a desordens na maquinaria oxidativa dos fagócitos, dentre os principais defeitos 

congênitos relacionados a infecções fúngicas podem ser destacados aqueles associados à 

Doença Granulomatosa Crônica (DGC), doença causada por variantes patogênicas nos genes 

CYBB, NCF1, CYBA e outros. Pacientes com essa deficiência possuem subunidades defeituosas 

do complexo NADPH-oxidase, o que impede que este complexo funcione normalmente e 

produza as ROS46. Há, ainda, a deficiência de Mieloperoxidase (MPO), uma enzima importante 

na produção de ácido hipocloroso, importante para atividade fungicida em formas filamentosas 

e leveduriformes de fungos47. Além destas, inclui-se ainda a deficiência na enzima Glicose-6-

fosfato desidrogenase (G6PD, do inglês Glucose-6-phosphate dehydrogenase), enzima 

associada a função de proteção ao estresse oxidativo, principalmente nas hemácias. Para isso, 

uma das reações catalisadas pela enzima G6PD é a conversão de glicose-6-fosfato em 6-

fosfoglucolactona, a qual libera prótons H+ que, por sua vez, são captados pelo NADP+, 

levando à produção de NADPH; consequentemente encontrado em baixas concentrações em 

pacientes com deficiência nesta enzima, tornando-os, assim, propensos a crises hemolíticas 

(devido ao estresse oxidativo nas hemácias) e suscetíveis a infecções devido à baixa produção 

ROS, semelhante ao que ocorre em pacientes com DGC48. 

Abordando as desordens associadas à sinalização de citocinas, podem ser citadas as 

deficiências relacionadas ao denominado Eixo IL-12/IFN-γ, uma alça de alimentação positiva 

que envolve a ativação de macrófagos produtores de IL-12. Assim, esta citocina auxilia na 

polarização Th1 de linfócitos T CD4+, células que passam a secretar IFN-γ e ativam 

macrófagos a desempenharem suas funções microbicidas. Dentre os defeitos descritos na 

literatura, podem ser citados variantes nos genes IFNGR1 e IL12RB149,50, os quais são 

associados a função dos receptores de interferon-γ tipo 1 e da subunidade β1 do receptor de IL-

12, respectivamente. Há, ainda, deficiências em genes associados ao perfil de citocinas Th17 

que, juntamente com outras deficiências (como a do gene IL12RB1), enquadram-se no espectro 

clínico de candidíase mucocutânea crônica, tais quais deficiência nos genes IL-17RA, IL-17RF, 

ACT151.  

Ademais, há pacientes que possuem comprometimento da resposta relacionada a linfócitos 

T e/ou B e/ou NK, que também são caracterizados por elevado grau de suscetibilidade a 

infecções fúngicas e, na ausência de transplante de medula óssea, podem inclusive ter desfechos 

fatais; uma das síndromes mais conhecidas é denominada Imunodeficiência Combinada Grave 

(SCID, do inglês Severe Combined Immunodeficiency), sendo que deficiências nos genes 
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IL2RG, IL7RA, JAK3, RAG1 e RAG2, além de outros já foram descritos na literatura associados 

a mesma52. 

Dentre as desordens envolvidas com fatores de transcrição, podem ser citadas variantes 

patogênicas associadas a STAT3, causando a chamada Síndrome do Hiper-IgE, além de 

variantes no gene que codifica o fator de transcrição denominado AIRE, conhecido por sua 

função em permear a regulação autoimune – razão pela qual pacientes com deficiência no 

mesmo apresentam a síndrome autoimune denominada Poliendocrinopatia autoimune tipo 1 

(APECED, do inglês Autoimmune polyendocrinopathy-candidiasis-ectodermal dystrophy). 

Além disso, variantes em STAT1, GATA2, e STAT4 também resultam na suscetibilidade a 

infecções fúngicas sistêmicas42,49,53,54. 

Interessantemente, há ainda inúmeros outros EII que afetam distintas moléculas de 

sinalização importantes na resposta a fungos. Dentre estas, podem ser destacadas deficiência 

no gene CARD9, que codifica proteína envolvida na sinalização de diversos PRRs55; deficiência 

no gene codificante do receptor de Dectina-156, nos genes DOCK8 e TYK2, responsáveis pela 

codificação de proteínas de sinalização intracelular, que assim como a deficiência no gene 

STAT3, associam-se à síndrome de Hiper-IgE57; além dos genes relacionados a Síndrome do 

Hiper-IgM, tais quais NEMO, IKBA e CD40L58, dentre outros.  

Portanto, dado o exposto, e retomando os seguintes fatores: 1) aspectos diversos a serem 

estudados e caracterizados dos distintos EII; 2) a elevada taxa de exposição a doenças 

infecciosas, como as fúngicas, que países em desenvolvimento (dentre os quais o Brasil) 

possuem; 3) repercussões graves e por vezes fatais para pacientes imunodeficientes e 

acometidos por infecções fúngicas; 4) necessidade de maior conscientização da comunidade 

médica para suspeitar e estabelecer o diagnóstico e tratamentos criteriosos, vide o 

subdiagnóstico observado no Brasil; 5) a relevância, no contexto apresentado, de estudos que 

visem investigação de EII, sendo este um importante, entretanto subestimado, problema de 

saúde pública. Propusemos, assim, investigar mecanismos imunológicos na resposta a fungos 

por intermédio de uma análise integrativa realizada com dados públicos de transcriptoma, além 

de investigar molecular e geneticamente pacientes brasileiros suscetíveis a infecções fúngicas 

sistêmicas de repetição objetivando a identificação e caracterização de possíveis EII 

apresentados por estes indivíduos. 
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CAPÍTULO 1 – REDE DE INTERAÇÃO DAS VIAS DE SINALIZAÇÃO DE 
INTERFERON E DO RECEPTOR DO TIPO TOLL NA RESPOSTA IMUNE ANTI-

CANDIDA. 
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2 OBJETIVO 

2.1 Objetivo geral 
 Investigar mecanismos imunológicos envolvidos na resposta a Candida spp. a partir da 

análise integrativa de dados públicos de transcriptoma humano. 

 

2.2 Objetivos específicos 
• Identificar genes e vias em desregulação após condição de infecção por Candida spp.; 

• Analisar o padrão do transcriptoma em distintas camadas do sistema imunológico; 

• Verificar graus de correlação entre vias desreguladas; 

• Correlacionar dados encontrados com EII descritos associados à infecção fúngica.  
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3 MÉTODOS 

3.1 Seleção de dados de sequenciamento públicos 

A busca de dados públicos (datasets) foi realizada nas bases de dados do NCBI GEO e 

ArrayExpress. Procurou-se datasets que dispunham de expressão diferencial de genes após 

infecção por diferentes espécies de Candida (C. albicans, C. auris, C. glabrata, C. parapsilosis 

e C. tropicalis) em células de sangue total (WBCs, do inglês whole-blood cells), PBMCs e 

células dendríticas deviradas de monócitos (moDCs, do inglês monocyte-derived Dendritic 

Cells). Foram incluídos datasets que atendiam aos seguintes critérios (1) WBCs, PBMCs e 

moDCs infectadas com Candida spp.; (2) estudos com pelo menos duas amostras para cada 

grupo; (3) presença de grupos controles; (4) todas as plataformas de análises foram 

consideradas; e (5) apenas estudos que dispunham de dados de transcriptoma foram incluídos. 

Em relação aos critérios de exclusão, foram excluídos do estudo: (1) estudos realizados a partir 

de amostras de outros organismos que não humanas; (2) amostras que passaram por tratamento 

antes do sequenciamento e (3) estudos de revisão. Ao final, 8 datasets se enquadraram nos 

critérios e foram incluídos no estudo (Tabela 2).  

 
Tabela 2. Lista de datasets selecionados para a análise integrativa. 

Autores (Ano publicacão) PMID Dataset ID Tipo celular 
Dix e cols. (2015) 25814982 GSE65088 WBCs 

Sieber & Kämmer e cols. 
(2018;2020) 30333805 e 33024045 GSE114180 WBCs  

 
 

Smeekens e cols. (2013) 23299892 GSE42606 PBMCs  

Bruno e cols. (2020) 32839538 GSE154911 PBMCs 
 

 
De Vries e cols. (2020) 32251450 De Vries e cols. PBMCs  
Rizzetto e cols. (2010) 20228201 E-MTAB-135 moDCs  
Rizzetto e cols. (2012) 22879980 E-MTAB-751 moDCs  

Dix e cols. (2017) 28280489 GSE77969 moDCs  
*WBCs: whole-blood cells; PBMCs: human peripheral blood mononuclear cells; moDCs: monocyte-derived 

Dendritic Cells. 

 

3.2 Análise de expressão diferencial 
Para caracterizar e estimar o nível de expressão gênica, os valores brutos (counts) das 

leituras dos datasets de RNAseq foram normalizados e transformados em log2 count per million 
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e o software Network Analyst 3.0 Webtool59 (https://www.networkanalyst.ca/) foi utilizado 

para performar análise de expressão diferencial, por meio do pacote DESeq2. Em relação aos 

dados de microarray, estes foram analisados por intermédio da ferramenta GEO2R com pacote 

limma-voom60 (disponível em http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/geo2r/). Quanto aos dados de 

single-cell, o objeto seurat disponível depositado no banco de dados single-cell eQTLGen 

Consortium (https://eqtlgen.org/candida.html) foi analisado para obtenção dos genes 

diferencialmente expressos (DEGs, do inglês differentially expressed genes). Seguimos o 

pipeline padrão do Seurat (https://satijalab.org/seurat/articles/pbmc3k_tutorial.html) conforme 

descrito anteriormente por Stuart e colaboradores61 para realizar análise de expressão 

diferencial e visualização de dados (UMAP, dotplot e mapas de calor). 

Para selecionar o conjunto de genes regulados para cima e para baixo, utilizamos os 

valores estatísticos de log2 fold-change (log2FC) acima de 1 e abaixo de -1, respectivamente. 

Além disso, o valor de p-ajustado abaixo de 0,05 foi considerado como estatisticamente 

significativo.  

 

3.3 Análises de módulos de co-expressão de genes  
O dataset GSE42606 foi selecionado para que a análise de co-expressão gênica fosse 

performada a partir do pacote ‘R’ CEMiTool 1.12.262 utilizando parâmetros padrão e de acordo 

com as especificações dos desenvolvedores. 

 

3.4 Análise de enriquecimento e visualização de dados de transcriptoma humano 
Usamos os DEGs para identificar termos de ontologia genética (GO, do inglês gene 

ontology) enriquecidos. Vias e processos biológicos foram identificados por over 

representation analysis (ORA) e EnrichR63, sendo que estas vias imunológicas foram 

consideradas significativamente enriquecidas a partir do valor de p-ajustado < 0,05. 

Para a visualização dos dados e realização de outras análises, diferentes ferramentas de 

bioinformática online e pacotes do software ‘R’ versão 4.0.2 (https://www.r-

project.org/index.html) foram utilizados. O pacote ClusterProfiler64 foi usado para gerar 

dotplots de vias enriquecidas associadas a Candida spp. juntamente dos pacotes DOSE, richplot 

e reatomePA. Os gráficos GOplots foram desenvolvidos utilizando os pacotes ‘R’ unikn, 

circlize e GOplot65. Além disso, gráficos estatísticos foram construídos por intermédio das 

funcionalidades do pacote ggplot266. Os DEGs compartilhados entre diferentes infecções 

fúngicas (C. albicans e C. auris) foram representados com mapas de calor circulares usando os 

pacotes ‘R’ circlize e ComplexHeatmap67. Demais mapas de calor foram gerados a partir do 
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software Morpheus (https://software.broadinstitute.org/morpheus); enquanto os diagramas de 

Venn e Upset plots foram construídos a partir da ferramenta Intervene68 e do Bioinformatics & 

Evolutionary Genomics (http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/Venn/). 

Os códigos de linguagem ‘R’ usados neste trabalho encontram-se disponíveis em 

https://github.com/ranieri131/SalgadoRC_CANDIDA_IMMUNE_RESPONSE_2021. 

 

3.5 Análises de correlação 
Utilizamos o conjunto de dados GSE42606 para realizar análise de correlação entre genes 

associados a TLRs e cascatas de sinalização de IFN tipo I e II. As matrizes de correlação foram 

geradas com a ferramenta web Intervene68 

(https://intervene.readthedocs.io/en/latest/index.html) por intermédio do coeficiente de 

Pearson. Além disso, a análise de correlação canônica (CCA, do inglês Canonical correlation 

analysis)69 foi aplicada para investigar padrões de associação entre os genes citados, sendo esta 

realizada no software ‘R’ por meio dos pacotes CCA e whitening69. Ademais, a análise de 

componentes principais (PCA, do inglês Principal component analysis) foi construída usando 

as funções do ‘R’ prcomp e princomp, a partir do pacote factoextra. 

 

3.6 Redes de interação proteína-proteína 
As redes de interação proteína-proteína foram desenvolvidas por intermédio do software 

NAViGaTOR70, sendo que a cor do nó representa o componente celular do GO, conforme 

indicado nas legendas das figuras. Os DEGs foram usados como entrada para o Integrated 

Interactions Database (IID, version 2020–05; http://ophid.utoronto.ca/iid)71,72 de modo a 

identificar interações físicas diretas de proteínas. As redes foram exportadas em formato de 

arquivo SVG e finalizadas no Adobe Illustrator 2021. 

 

3.7 Análise fatorial de vários estudos  
A análise fatorial de vários estudos (MFSA, do inglês Multistudy factor analysis) é uma 

versão generalizada da análise fatorial que permite a análise conjunta de vários estudos. MSFA 

estima fatores compartilhados comuns a todos os estudos, bem como fatores específicos para 

estudos individuais. A estimativa de parâmetros para o modelo MSFA pode ser calculada 

usando uma abordagem freqüentista ou bayesiana. Comparada com a análise frequentista, a 

abordagem bayesiana oferece duas grandes vantagens: (1) fornece fatores mais bem definidos 

e (2) escolhe a dimensão dos fatores comuns e específicos do estudo por meio de uma 

abordagem prática e útil. Adotamos uma abordagem bayesiana73 para análise inferencial, de 
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modo a identificar fatores comuns e específicos do estudo compartilhados por GSE65088 e 

GSE42606.  

 

3.8 Análise de interferoma 
Para execução da análise de interferoma, e assim compreender se estes DEGs são regulados 

ou possuem associação com IFNs, foi utilizado o software Interferome V2.01 

(http://www.interferome.org/interferome/home.jspx), seguindo parâmetros de entrada 

estabelecidos pelo desenvolvedores do software74. 
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4 RESULTADOS 

4.1 Resposta imune a C. albicans é marcada por vias de TLR e IFN em diferentes tipos 

celulares 

 De forma a explorar os dados disponibilizados por De Vries e colaboradores75 de 

sequenciamento de células únicas (scRNAseq, do inglês single-cell RNA sequencing), realizou-

se análise de ORA, uma análise para avaliação de vias enriquecidas por um conjunto de genes,  

de cerca de 6722 DEGs entre distintas populações celulares – monócitos, células NK, pDCs e 

linfócitos T CD4+, T CD8+ e CD19+, caracterizadas pela condição de infecção ou não por C. 

albicans. Os agrupamentos celulares para ambas as condições podem ser observados na Figura 

3a-c, enquanto os enriquecimentos das vias afetadas na infecção por C. albicans são 

apresentados na Figura 3d. Interessantemente, para além das vias clássicas associadas à 

resposta imune a fungos3, tais quais IL-17, Dectina-1, DC-SIGN, vias de produção de ROS e 

Eixo IL-12/IFN-γ, observou-se a presença de genes associados a resposta de interferon do tipo 

I (α/β).  

 Assim, com o objetivo de melhor compreensão dos possíveis módulos de expressão 

associados, conjunto de genes agrupados de acordo com valores semelhantes de expressão, 

realizou-se análise de módulos gênicos de co-expressão com os dados provenientes do dataset 

GSE4260676, o único disponível que atende ao critério de 15 amostras para cada grupo 

requerido para a avaliação. A partir deste, foi identificado 13 módulos de genes co-expressos 

enriquecidos em PBMCs após infecção por C. albicans (Figura 3e). É válido de nota que, 

dentre os dois módulos mais enriquecidos, as vias associadas são relacionadas a sinalização por 

IFN e sinalização de interleucinas com cascatas de sinalização de TLR, como pode ser 

observado pelo enriquecimento de vias a partir dos genes presentes nos módulos (Figura 3f-

g).  
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Figura 3. Indução das vias de sinalização de TLR e IFN em resposta a C. albicans. a, Visualização UMAP 
(Uniform Manifold Approximation and Projection) de perfis de scRNAseq coloridos de acordo com os grupos de 
células. b e c, UMAP de grupos de células controle e ativadas por C. albicans. d, Dotplot mostrando as vias 
associadas à resposta imune a C. albicans. e, Módulos de co-expressão significativamente enriquecidos (M1-M11 
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e M13) em PBMCs. f e g, Representação de enriquecimento obtida por co-expressão de genes presentes em M1 e 
M2 exibindo vias de sinalização significativamente enriquecidas. NES: score de enriquecimento. 
 

4.2 Genes associados a sinalização por TLR e IFN em leucócitos do sangue periférico são 

ativados por C. albicans 

 Em seguida, investigou-se quais DEGs e vias de sinalização estariam consistentemente 

ativadas em leucócitos do sangue periférico após indução por C. albicans, tanto em datasets 

públicos de PBMCs76,77  quanto de WBCs78–80. A análise conjunta desses dados permitiu a 

verificação de que há 44 genes desregulados em comum, sendo 40 regulados para cima e 4 

regulados para baixo. De acordo com a população celular, os DEGs formam clusters 

hierárquicos bem definidos, apresentando padrão de expressão próxima entre os datasets com 

o mesmo tipo celular no que se refere à regulação (para cima ou para baixo) e significância 

(Figura 4a). A análise fatorial de múltiplos estudos de conjuntos de datasets elegíveis73 

(WBCs: GSE6508880 e PBMCs: GSE4260676); aqueles com o número mínimo de amostras 

necessárias para esta análise (15 amostras) – identificou dois fatores latentes comuns com altas 

cargas, enquanto fatores latentes específicos mostraram baixa cargas nesses estudos, 

fortalecendo a relevância biológica dos 44 genes comuns (Figura 4b). O enriquecimento destes 

44 DEGs revelou diversas vias afetadas, dentre os quais inclui-se sinalização por TLR e IFNs 

tipo I/II (Figura 4c). 
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Figura 4. C. albicans ativa genes comuns associados a TLR e IFN em leucócitos do sangue periférico. a, 
Agrupamento hierárquico das 44 DEGs comuns demonstrando os níveis de expressão gênica apresentados nos 
diferentes estudos. O tamanho e a cor dos círculos correspondem ao valor de p-ajustado transformado em -Log10 
e Log2FC, respectivamente. Azul representa regulação para baixo e vermelho indica DEGs regulados para cima. 
Linhas e colunas foram agrupadas com base na similaridade entre os valores Log2FC. b, Mapa de calor de fatores 
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latentes comuns e específicos em todos os estudos, contendo genes que apresentam cargas positivas e negativas 
que variam de − 1 a 1. c, GOplot de vias imunológicas enriquecidas e seus respectivos genes associados.  
 
 

4.3 C. albicans ativa sinalização de TLR e IFN em diferentes camadas do sistema imune 

 Levando em consideração a importância das DCs no contexto da imunidade a fungos, 

acrescentamos em nossas análises os datasets públicos associados a moDCs GSE7796981, E-

MTAB-13582 e E-MTAB-75183. A análise de interseção permitiu verificar que cada grupo 

celular (WBCs, PBMCs e moDCs) partilhava entre si uma quantidade substancial de DEGs: 

123, 223 e 57, respectivamente. Entretanto, quando comparados todos os grupos, apenas 2 

DEGs (DUSP5 e PIM1) em comum estavam desregulados posterior à infecção por C. albicans 

(Figura 5a-d).  

Apesar disso, os grupos de DEGs de cada estudo individualmente enriqueciam uma 

quantidade substancial de processos biológicos, totalizando 173 processos biológicos 

enriquecidos (dados não apresentados), dentre os quais diversos processos associados a resposta 

para C. albicans em comum entre os estudos. Entre estes, encontramos várias moléculas/vias 

essenciais para a resposta imune antifúngica3, incluindo um agrupamento de sinalização de 

IFN-γ e NF-kB e uma sobreposição previamente descrita com a resposta imune a vírus76 

(Figura 5e). ORA adicionais de DEGs envolvidos neste cluster mostraram enriquecimento 

significativo nas cascatas de sinalização de TLRs únicos (TLR2, TLR3, TLR4, TLR5, TLR9, 

TLR9 e TLR10), heterodímeros de TLR (TLR1/TLR2, TLR2/TLR6, TLR7/8), e moléculas 

adaptadoras de TLR (MyD88/TIRAP, TRAF6, TRIF), bem como em várias vias de sinalização 

de interleucinas, como IL-1, IL-4/IL-13, IL-6, IL-10, IL-17 e IFN-α/β (Figura 5f).  

 Além disso, a partir dos processos biológicos comuns entre WBCs, PBMCs e moDCs foi 

possível encontrar 1096 DEGs, utilizados então para verificar o padrão comportamental a nível 

de interação com vias por estes enriquecidas. A Figura 6 exibe o interactoma obtido a partir 

desses 1096 DEGs, bem como das vias de sinalização associadas; nota-se que as vias de 

sinalização de TLR e IFN estão entre àquelas mais enriquecidas. Ademais, os 1096 DEGs 

também enriquecem outras vias de sinalização de PRRs e citocinas; como CLRs (dectina-1), 

NLRs (NOD1/2) e variadas interleucinas com funções diversas (IL-1, IL-4, IL6, IL-10, IL-12, 

IL-13 e IL-17).  
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Figura 5. C. albicans ativa as vias comuns de sinalização de TLR e IFN em diferentes populações de 
leucócitos. a-c, Diagramas de Venn exibindo o número de DEGs presentes em cada conjunto de dados agrupados 
por tipo de célula e suas interseções: conjuntos de dados de WBCs (a), PBMCs (b) e moDCs (c). d,  Gráfico de 
interseção destaca o número de DEGs comuns em diferentes grupos de células. e, Agrupamento hierárquico 
exibindo vias enriquecidas em processos biológicos comuns em todos os estudos. f, Análise adicional de vias 
associadas a TLR e IFN. Em ambos os mapas de calor, o tamanho dos círculos corresponde ao valor de p-ajustado 
transformado em -Log10, e a intensidade da cor indica o número de genes em cada processo biológico e via nos 
estudos. 

 

a b c d

e

f
dendograma

Número de genes Número de genes



 

 

33 

 
 

Figura 6. Rede de interação evidencia as interações entre os DEGs associados às vias de TLR e IFN, além 
de demais vias de sinalização classicamente associadas com as respostas imunes antifúngicas. Os “nós” 
circulares representam as vias e seu tamanho denota o número de genes que enriquecem estas. Os quadrados 
coloridos representam a localização celular dos genes. 

 

4.4 Infecção por C. albicans aumenta o grau de correlação entre os genes associados a vias 

de TLR e IFN 

 Após verificar a consistência das cascatas de sinalização de TLR e IFN tipo I e II, 

avaliamos o grau de associação entre essas duas variáveis durante a resposta imune a C. 

albicans. Devido ao tamanho mínimo de amostra exigido (15 para cada grupo escolhido), 

selecionamos genes associados a TLR e IFN presentes nos dados do transcriptoma de PBMCs 

GSE4260676. Este conjunto de dados contém 45 e 14 DEGs relacionados a TLR e IFN e 

modulados por C. albicans em comparação com o grupo controle. A infecção por C. albicans 
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aumentou principalmente as correlações positivas entre os DEGs associados a TLR e IFN 

(Figura 7a-b).  

Além disso, realizamos análise de CCA para avaliar melhor a força da associação entre 

estes dados. CCA é um modelo paramétrico genérico usado para quantificar relação entre dois 

grupos de variáveis inter-relacionadas e interdependentes84. Esta abordagem revelou um par de 

variáveis canônicas (x-CV1 e y-CV1), destacando a forte associação entre a maioria dos DEGs 

associados a TLR e IFN em ambos os PBMCs infectados e não infectados por C. albicans, um 

achado que destaca a forte associação entre a maioria dos DEGs associados a TLR e IFN em 

PBMCs controle e infectados por C. albicans (Figura 8a), bem como a capacidade de 

estratificar essas condições, evidenciado pela análise de PCA (Figura 8b-c). 

 

 
Figura 7. Relação entre moléculas associadas às cascatas de sinalização de TLR e IFN. a e b, Gráfico de 
correlação de DEGs associados a cascatas de sinalização de TLR e IFN em PBMCs na a, ausência ou b, presença 
de C. albicans. Histogramas do coeficiente de correlação de Pearson, contendo correlação negativa e positiva de 1 
a -1, respectivamente.  
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Figura 8. Análise de correlação e estratificação entre condição de infeção por C. albicans e controle por 
genes de TLR e IFN. a, Correlações estimadas de DEGs associados a TLR e IFN versus suas 2 primeiras variáveis 
canônicas correspondentes (x-CV1 e x-CV2, para genes associados a IFN; y-CV1 e y-CV2 para genes associados 
a TLR). Variáveis de cor cinza (com nomes omitidos) são aquelas com coeficiente de correlação ≤0,7 em suas 
duas variáveis canônicas correspondentes. As linhas pontilhadas internas limitam o coeficiente de correlação 
canônica entre -0,7 e 0,7, enquanto as linhas pontilhadas externas entre -1 e 1. b e c, Análise de estratificação por 
PCA em condição de PBMCs controle e infectados por C. albicans com base em DEGs associados a TLR e IFN. 
b, Nota-se agrupamentos de DEGs com valores de expressão semelhantes. c, As variáveis com correlação positiva 
estão apontando para o mesmo lado do gráfico; variáveis negativamente correlacionadas apontam para lados 
opostos.  
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4.5 Interação entre as vias de sinalização de TLR e IFN é conservada em resposta a 

espécies de Candida não-albicans  

Verificamos se outras espécies de Candida não-albicans, como C. glabrata, C. parapsilosis, 

C. tropicalis, bem como a espécie multiresistente C. auris, também induziam expressão genes 

relacionados a TLR e IFN77. A partir dos dados públicos GSE11418078,79, realizamos análises 

de interseção que mostraram 12 e 19 DEGs em comum entre as vias de TLR e IFN, genes estes 

ativados após infecção por diferentes espécies de Candida. Tais DEGs estão envolvidos em 

várias vias relacionadas às vias de sinalização de TLR e IFN (Figura 9a-b). 

Para determinar se essa interação entre as vias de sinalização de TLR e IFN está também 

presente na resposta à C. auris, exploramos o único dataset disponível analisando a resposta 

imune a C. auris e C. albicans (GSE15491177). C. albicans e C. auris modularam de forma 

semelhante os níveis de DEGs envolvidos na sinalização de TLR, incluindo NFKB1, NFKB2, 

JUN e DUSP4, e na sinalização de IFN, como IRFs, GBPs, SOCS1, ISG20, TRIM e IFIT3 

(Figura 10a). Em relação à C. auris, quando comparamos os DEGs induzidos por esta espécie 

com os 1096 genes provenientes dos conjuntos de dados induzidos por C. albicans, 

identificamos 237 genes em comum (Figura 10b). A análise de enriquecimento desses genes 

indica que a interação entre as cascatas de sinalização de TLR e IFN é uma característica 

imunológica consistente em resposta a essas duas espécies de Candida (Figura 10c). 
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Figura 9. DEGs em comum associadas a TLR e IFN e respectivas vias enriquecidas após estímulo com 
outras espécies de Candida. Diagrama de Venn mostrando a sobreposição transcricional entre os DEGs 
associados a TLR (a) e IFN (b), bem como as vias de sinalização enriquecidas em resposta a espécies de Candida 
não-albicans (C. glabrata, C. parapsilosis e C. tropicalis) em comparação com C. albicans.  
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Figura 10. Padrão de expressão e sobreposição entre DEGs induzidas por C. albicans e fungo multiresistente 
C. auris. a, mapas de calor circulares com valores de expressão de DEGs transformados em log2. Compara-se a 
expressão de DEGs associados às vias de sinalização de TLR (painéis esquerdos) e IFN (painéis direitos)  
induzidas por C. albicans (mapas de calor verde/cinza) ou C. auris (mapas de calor amarelo/cinza) todos do dataset 
GSE154911. Pequenos mapas de calor circulares (azul/cinza) demonstram DEGs comuns modulados por C. 
albicans e C auris. b, diagrama de Venn mostrando a sobreposição transcricional (uma intersecção contendo 237 
DEGs compartilhados) induzida por C. auris e C. albicans. c, Dotplot de vias de sinalização enriquecidas pelos 
237 DEGs compartilhados. 

 

4.6 Erros inatos de imunidade corroboram a interação entre as cascatas de sinalização 

de TLR e IFN 

Com objetivo de avaliar a relevância clínica dos genes associados a TLR e IFN e vias 

moleculares consistentemente moduladas por espécies de Candida spp., pesquisamos por genes 

associados a EII relacionados a suscetibilidade humana à candidíase e candidíase mucocutânea, 

conforme descrito por Tangye e colaboradores30. Para esta análise, incluímos apenas mutações, 

mas não polimorfismos de nucleotídeo único (SNPs, do inglês single nucleotide 

polymorphism).  

De acordo com a literatura, encontrou-se 100 genes cujas variantes atendem ao critério 

descrito. O Anexo A consta a lista destes genes bem como os artigos de referência para tal 

associação. Tais genes foram, então, comparados com os 1096 genes que enriqueceram os 

processos biológicos comuns ativados por C. albicans e, assim, utilizados para formar uma rede 

de interação proteína-proteína altamente interconectada (Figura 11a). É importante notar que 

dentro deste conjunto de 1096 DEGs, 34 dos genes levantados na literatura e associados a EII 

também estão em comum; embora os 66 genes restantes relacionados a EII não tenham sido 

identificados nos datasets, ainda sim encontram-se altamente conectados com os DEGs nesta 

rede, demonstrando que, mesmo na ausência de interseção, há interações significativas. 

Além disso, segundo análises de interferoma, 878 genes dos 1096 já foram descritos 

associados à sinalização em vias de interferon, principalmente tipo I e II (Figura 11b), exibindo 

a relevância desta via na interação com os genes encontrados. 
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Figura 11. Interactoma das vias de sinalização de enriquecimento de DEGs envolvidas na resposta imune 
anti-Candida e sua associação com EII. a, Relações (linhas) entre os 1096 DEGs (nós) encontrados em todos os 
estudos. Sub-redes (semicírculos) representam genes com número interação acima de 200 pares entre os 1096 
(coloridos em azul), além genes associados com EII causando aumento da suscetibilidade à candidíase, sendo 34 
genes de nós roxos compartilhados com o grupo de 1096 DEGs, enquanto os 66 nós verdes representam aqueles 
não encontrados nos conjuntos de dados de Candida. Quadrados e círculos coloridos representam a localização 
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celular dos genes. b, Diagrama de Venn de tipos de interferon associados ao grupo de 1096 DEGs. A análise do 
interferoma revelou 878 genes regulados por IFN modulados tanto pelo IFN tipo I, II e III.  

 

4.7 DEGs associados a vias de sinalização TLR e IFN presentes entre datasets de 

microarray, RNAseq e sequenciamento de células únicas 

Finalmente, revisitamos os dados de scRNAseq e encontramos 11 DEGs associados a TLR 

e 23 relacionadas a IFN presentes entre os DEGs de WBCs, PBMCs e/ou moDCs identificados 

por datasets de microarray e RNAseq. Assim, a desregulação gênica associada a TLR e IFN 

não é uma característica particular de uma população de células leucocitárias específica, pois 

C. albicans ativou essa rede em diferentes células inatas (monócitos, NK e pDCs) e adaptativas 

(linfócitos CD4 +, CD8 +  e CD19 +) identificadas pelo conjunto de dados scRNAseq. A Figura 

12a-b ilustra esses 34 genes presentes nas subpopulações de leucócitos e aqueles que constam 

nos datasets de WBCs, PBMCs e moDCs. Em geral, o agrupamento hierárquico de vias 

enriquecidas comuns nas subpopulações de células identificadas por scRNAseq revelou um 

padrão similar de regulação positiva de vias de sinalização associadas a TLR e IFN, formando 

agrupamentos (Figura 12c), conforme demonstrado anteriormente por microarray e RNAseq.  
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Figura 12. DEGs associados a vias de sinalização TLR e IFN presentes entre datasets de microarray, RNAseq 
e scRNAseq. a, Mapa de calor usando valores de expressão de DEGs oriundos de scRNAseq e também presentes 
em estudos de microarray e RNAseq; a condição da célula e o grupo são indicados por cores diferentes. b, 
Agrupamento hierárquico de expressão média comparando células controles e infectadas por C. albicans. c, 
agrupamento hierárquico mostrando vias comuns selecionadas da Figura 3d entre os grupos de células; o tamanho 
dos círculos corresponde ao valor de p-ajustado transformado em − Log10, e a intensidade da cor indica o número 
de genes em cada via entre os grupos de células.  
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“If you have committed all things to impacting a life at a time, or impacting a community or 
society, then welcome to a life of significance.” 

Sunday Adelaja. 
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CAPÍTULO 2 – INVESTIGAÇÃO DE PACIENTES COM SUSCETIBILIDADE A 
INFECÇÕES FÚNGICAS SISTÊMICAS. 
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5 OBJETIVOS 

5.1 Objetivo geral 
 Investigar pacientes brasileiros acometidos por micoses recorrentes de aspecto sistêmico, 

visando caracterização laboratorial e genética desses pacientes. 

 

5.2 Objetivos específicos 

A partir de amostra de sangue venoso periférico coletada de pacientes com suspeita de 

erros inatos da imunidade e de acordo com a suspeita diagnóstica: 

• Avaliar a resposta do Eixo IL-12/IFN-γ; 

• Verificar o burst oxidativo realizado por fagócitos;  

• Investigar variantes patogênicas associadas a susceptibilidade a infecções fúngicas. 
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ANEXOS 
 
ANEXO A - Genes descritos associados a suscetibilidade a candidíase 

 
Genes descritos associados à suscetibilidade a candidíase 

Lista de 
genes Autores Digital Object Identifier (DOI) 

ADA Lanternier et al. (2013) 10.1097/mop.0000000000000031 
AICDA Leven et al. (2016) 10.1007/s10875-016-0291-4 

ATM Schroeder & Zielen (2014) 10.1002/ppul.22817 
BTK Xu et al. (2016) 10.21037/jtd.2016.10.12 

CARD9 Lanternier et al. (2013) 10.1097/mop.0000000000000031 
CD25 Lanternier et al. (2013) 10.1097/mop.0000000000000031 
CD40 Marques et al. (2012) 10.1016/j.jaci.2011.10.026 

CLEC7A Ferwerda et al. (2009) 10.1056/nejmoa0901053 

CORO1A Notarangelo (2014) 
10.1016/b978-0-12-800100-4.00004-

0 
CYBA Lanternier et al. (2013) 10.1097/mop.0000000000000031 

DOCK2 Alosaimi et al. (2019) 10.1016/j.jaci.2019.02.020 
DOCK8 Lanternier et al. (2013) 10.1097/mop.0000000000000031 
G6PD Sanna et al. (2017) 10.4084/mjhid.2017.047 

GATA2 Spinner et al. (2014) 10.1182/blood-2013-07-515528 
IFNG Döffinger et al. (2004) 10.1086/380453 

IFNGR1 Bustamante et al. (2014) 10.1016/j.smim.2014.09.008 
IKBA Lanternier et al. (2013) 10.1097/mop.0000000000000031 
IL12B Lanternier et al. (2013) 10.1097/mop.0000000000000031 

IL17RA Lanternier et al. (2013) 10.1097/mop.0000000000000031 
IL7RA Lev et al. (2019) 10.3389/fimmu.2019.01672 
IRF8 Bustamante et al. (2014) 10.1016/j.smim.2014.09.008 

ISG15 Kalvakolanu et al. (2017) 
10.1016/b978-0-12-801238-3.96116-

6 
ITGB2 Parvaneh et al. (2010) 10.1007/s10875-010-9433-2 
JAGN1 Khandagale1 et al. (2018) 10.1002/jlb.4a0118-030rr 
JAK1 Eletto et al. (2016) 10.1038/ncomms13992 
JAK3 Lanternier et al. (2013) 10.1097/mop.0000000000000031 

MAPK8 Li et al. (2019) 10.1126/sciimmunol.aax7965 
NCF1 Lanternier et al. (2013) 10.1097/mop.0000000000000031 
NEMO Lanternier et al. (2013) 10.1097/mop.0000000000000031 
NFKB1 Lorenzini et al. (2020) 10.1016/j.jaci.2019.11.051 
PIK3CD Rodriquez et al. (2019) 10.1084/jem.20190678 

PRF1 D. Capalbo et al. (2012) 10.3275/8055 
STAT1 Lanternier et al. (2013) 10.1097/mop.0000000000000031 

TRAF3IP2 Bhattad et al. (2019) 10.1007/s10875-019-00664-x 
CYBB Lanternier et al. (2013) 10.1097/mop.0000000000000031 
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RFXANK Lanternier et al. (2013) 10.1097/mop.0000000000000031 

RFXAP Lanternier et al. (2013) 10.1097/mop.0000000000000031 

AIRE Lanternier et al. (2013) 10.1097/mop.0000000000000031 

AK2 Hoenig et al. (2017) 10.1182/blood-2016-11-745638 

BCL10 Tangye & Al-Herz et al. (2020) 10.1007/s10875-019-00737-x 
CD3D Saint-Basile et al. (2004) 10.1172/jci22588 

CD3E Saint-Basile et al. (2004) 10.1172/jci22588 

CD3G Lee et al. (2019) 10.3389/fimmu.2019.02833 

CD3Z Christopoulos et al. (2015) 10.4049/jimmunol.1402805 

CD40LG Marques et al. (2012) 10.1016/j.jaci.2011.10.026 
CHD7 Wong et al. (2015) 10.1038/ejhg.2015.7 

CIITA Lanternier et al. (2013) 10.1097/mop.0000000000000031 

CYBC1 Arnadottir et al. (2018) 10.1038/s41467-018-06964-x 
DCLRE1B Caba, Gug & Gorduza (2020) 10.3892/etm.2020.9517 

DCLRE1C Felgentreff et al. (2015) 10.1016/j.jaci.2015.03.005 

DKC1 Cossu et al. (2002) 10.1046/j.1365-2141.2002.03822.x 

ELA2 Lanternier et al. (2013) 10.1097/mop.0000000000000031 

EPG5 Tangye & Al-Herz et al. (2020) 10.1007/s10875-019-00737-x 
HAX1 Lanternier et al. (2013) 10.1097/mop.0000000000000031 

IFNGR2 Bandari et al. (2019) 10.3389/fimmu.2019.01964 

IL12RB1 de Beaucoudrey et al. (2010) 10.1097/md.0b013e3181fdd832 

IL17F Lanternier et al. (2013) 10.1097/mop.0000000000000031 

IL17RC Ling et al. (2017) 10.1084/jem.20141065 

IL2RG Lanternier et al. (2013) 10.1097/mop.0000000000000031 

INO80 De La Morena (2016) 10.1016/j.jaip.2016.09.013 
LCK Ballas et al. (1998) 10.1172/jci3205 

LIG4 Boone et al. (2019) 10.3389/fped.2018.00426 

LRBA Gámez-Díaz et al. (2016) 10.1016/j.jaci.2015.09.025 
MAGT1 Lanternier et al. (2013) 10.1097/mop.0000000000000031 

MPO Lehrer & Cline et al. (1969) 10.1172/jci106114 

MSH6 De La Morena (2016) 10.1016/j.jaip.2016.09.013 
MST1 Lanternier et al. (2013) 10.1097/mop.0000000000000031 

NBS1 De La Morena (2016) 10.1016/j.jaip.2016.09.013 
NCF2 Lanternier et al. (2013) 10.1097/mop.0000000000000031 

NCF4 Lanternier et al. (2013) 10.1097/mop.0000000000000031 

NHEJ1 De La Morena (2016) 10.1016/j.jaip.2016.09.013 
ORAI1 Feske, Picard & Fischer (2010) 10.1016/j.clim.2010.01.011 

PMS2 Tesch et al. (2018) 10.3389/fimmu.2018.01506 

PNP Madkaikar et al. (2011) 10.1136/bcr.09.2011.4804 

PRKDC Mathieu et al. (2015) 10.1016/j.jaci.2015.01.040 

PTPRC 
Lionakis, Netea & Holland 

(2014) 10.1101/cshperspect.a019638 

RAG1 Lanternier et al. (2013) 10.1097/mop.0000000000000031 
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RAG2 Lanternier et al. (2013) 10.1097/mop.0000000000000031 

RFX5 Lanternier et al. (2013) 10.1097/mop.0000000000000031 

RMRP 
Makitie, Pukkala & Kaitila 

(2001) 10.1136/adc.84.1.65 

RORC Constantine (2020) 10.12688/f1000research.22036.1 

SLC37A4 Lee et al. (2016) 10.5223/pghn.2016.19.1.71 

SPPL2A Bustamante (2020) 10.1007/s00439-020-02120-y 

STAT3 Lanternier et al. (2013) 10.1097/mop.0000000000000031 

STIM1 Kahlfuss et al. (2020) 10.15252/emmm.201911592 

STK4 Lanternier et al. (2013) 10.1097/mop.0000000000000031 

TBX1 Graham Davies (2013) 10.3389/fimmu.2013.00322 

TCRA Lanternier et al. (2013) 10.1097/mop.0000000000000031 

TERT Davidson & Connor (1988) 10.1136/jmg.25.12.843 

TINF2 Caba, Gug & Gorduza (2020) 10.3892/etm.2020.9517 

TYK2 
Lionakis, Netea & Holland 

(2014) 10.1101/cshperspect.a019638 

UNC119 Lanternier et al. (2013) 10.1097/mop.0000000000000031 
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