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Resumo 

O fungo comensal Candida albicans pode causar doenças infecciosas sistêmicas 

letais em pacientes imussuprimidos. Um dos principais mecanismos de evasão ao sistema 

imune do hospedeiro e virulência é a mudança para a forma de hifa. Macrófagos e monócitos 

são as células do sistema imune inato que formam a primeira linha de defesa contra a 

infecção de C. albicans, e essas células reconhecem patógenos através de Receptores de 

Reconhecimento de Padrão (PRR). A ativação desses PRRs induz uma cascata de 

sinalização que culmina na produção de citocinas específicas, que orquestram a resposta 

imune. Micro RNAs (miRNAs) são considerados uma parte essencial da resposta imune a 

diversos patógenos, geralmente regulando a intensidade dessa resposta. miRNAs se ligam a 

sequências específicas de seus mRNAs alvo, geralmente silenciando-os através de 

degradação ou repressão traducional. Esse estudo focou em analisar os padrões 

moleculares de suscetibilidade à C. albicans, investigando as diferenças em expressão 

gênica em resposta a C. albicans em duas linhagens de Mus musculus, uma suscetível e 

outra resistente a esse fungo. Macrófagos derivados de medula óssea dessas duas 

linhagens (DBA/2J e BALB/c, respectivamente) foram co-cultivados com C. albicans e seus 

RNAs totais foram extraídos e sequenciados por RNA-seq. As análises preliminares dos 

dados de RNA-seq validam a qualidade das sequências obtidas e asseguram seu uso nas 

etapas subsequentes, voltadas à caracterização comparativa do transcritoma diferencial 

entre as linhagens suscetível e resistente de camundongo. Para tal, as etapas subsequentes 

envolverão a análise da expressão diferencial de genes e sua validação por qRT-PCR, bem 

como a interpretação destes dados com base nos genes expressos diferencialmente, como 

uma ferramenta para o melhor entendimento das bases moleculares da suscetibilidade a 

este patógeno de grande interesse médico. Assim, estas próximas análises determinarão 

genes diferencialmente expressos e que são chave na resposta imune durante a infecção de 

C. albicans. 

Neste trabalho, também avaliamos o impacto da morfologia de C. albicans sobre a 

modulação da expressão de miRNAs em células do hospedeiro. Assim, a modulação da 

expressão de nove diferentes miRNAs relacionados à resposta imune foi avaliada a partir da 

interação de macrófagos primários derivados de medula expostos a leveduras e hifas de C. 

albicans foi investigada.  Neste estudo, foi mostrado que as diferentes tipos celulares deste 

fungo induzem padrões distintos de expressão de miRNAs em macrófagos. Além disso, 

esses dados mostram que a indução de miR155 por hifas em BMDMs é controlada no nível 

transcricional durante a fase inicial da interação patógeno-hospedeiro. É interessante 

ressaltar que o receptor Dectina-1 é um importante PRR que orquestra a expressão de 

miR155 de maneira dependente de Syk. Esses resultados sugerem que eventos de 

sinalização mediados por PRRs são importantes na regulação de miRNAs durante infecções 
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fúngicas e descreve pela primeira vez a provável e principal via de sinalização envolvida 

nesse processo. 

 

Palavras-chave: Candida albicans, immune response, miRNA 
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Abstract 

The commensal fungal pathogen Candida albicans can cause lethal systemic 

infections in immunocompromised patients. One of the main mechanisms of host immune 

evasion and virulence is the switch to hyphal growth morphologies. Macrophages and 

monocytes are the inate immune cells that represent the first line of defense against C. 

albicans infection, and they recognise pathogens via Pattern Recognition Receptors (PRRs). 

Activation of these receptors induces a signalling pathway that culminates in specific cytokine 

production, that orchestrates the immune response. Micro RNAs (miRNAs) are considered an 

essential part of the immune response to a wide variety of pathogens, generally regulating the 

intensity of this response. miRNAs bind to specific sequences of target mRNAs, thus 

generally silencing these targets through mRNA degradation or translational repression. This 

study focused on analyzing the molecular patterns of susceptibility to C. albicans by 

investigating the differences in gene expression response of two mouse strains, one 

susceptible and the other resistant to this fungus. Bone marrow-derived macrophages from 

these strains (DBA/2J and BALB/c, respectively) were co-cultured with C.albicans and their 

total RNA were extracted and sequenced by RNA-seq. Preliminary analysis of the RNA-seq 

data validated the quality of obtained sequences and support their use in subsequent steps of 

comparative characterization of differential transcriptome between resistant and susceptible 

strains. The next steps will involve the analyses of differentially expressed genes, and their 

validation by qRT-PCR, as well as interpretation of these data, as a tool for understanding the 

molecular bases of suceptibility of this medically important pathogen. The next analyses 

analysis will determine differentially expressed genes which are key to the immune response 

during the infection by C. albicans. 

In this work we also analyzed the impact of C. albicans cell morphology upon the 

modulation of the host miRNA expression. Modulation of the expression of nine different 

immune response-related miRNAs in primary murine bone marrow-derived macrophages 

(BMDMs) exposed to either yeast or hyphal forms of C. albicans was investigated. Different 

growth morphologies were shown to induce distinct miRNA expression patterns in BMDMs. 

Moreover, our data show that hyphal induction of miR155 in BMDMs is tightly regulated at the 

transcriptional level during early stages of the host-pathogen interaction. Interestingly, our 

data suggest that the C-Type lectin receptor Dectin-1 is a major PRR that orchestrates 

miR155 up regulation in a Syk-dependent manner. These results suggest that PRR-mediated 

signaling events are key drivers of miRNA-mediated gene regulation during fungal 

pathogenesis and describe for the first time the signaling pathway likely to be the most 

important in this process.  

Keywords: Candida albicans, immune response, miRNA 
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Lista de Abreviaturas e Glossário 

Akt – A sigla se refere à linhagem de camundongo em que essa proteína foi 
descoberta. É conhecida também como PKB (Protein kinase B) 

BMDM – Bone marrow-derived macrophage (Macrófago derivado de medula óssea) 

CLR – C-type Lectin receptor 

DMSO –Dimethyl Sulfoxide. Forte solvente orgânico 

dNTP – deoxy-Nucleoside Triphosphate 

ELISA – Enzyme-linked immunosorbent assay 

Fold Change – Expressão relativa do gene alvo em relação ao controle do 
experimento 

GFP – Green fluorescent protein. Proteína com absorção na faixa do UV (~380nm) e 
emissão máxima a 448 nm. 

GW5074 – Inibidor de Raf-1 

HIV – Human immunodeficiency virus 

HPV – Human papillomavirus 

IL – Inteleukin 

INF – Interferon 

IRAK – Interleukin-1 receptor-associated kinase 

MCP-1 – Monocyte Chemoattractant Protein -1 (Também chamado CCL2) 

miRISC - miRNA-induced silencing complex 

miRNA ou miR – microRNA 

MOI – Multiplicity of infection – Proporção de células de patógeno x hospedeiro 

mRNA – RNA mensageiro 

MTL – Mating type loci 

NGS – Next-generation sequencing (Sequenciamento de nova geração), também 
chamado high throughput  sequencing. 

PBMC – Peripheral blood mononuclear cell 

PBS -Phosphate buffered saline (Solução salina tamponada com fostato). Tampão 
de pH próximoao fisiológico comumente usado em procedimentos com células de mamíferos. 

PPAR-δ  – Peroxisome proliferator-activator receptor delta. 

pre-miRNA ou pre-miR – Estrutura de RNA em hairpin originada do processamento 
do pri-miRNA por DROSHA. 
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pri-miRNA ou pri-miR – miRNA primário, após a transcrição do gene de origem 

PRR – Pattern Recognition Receptor (Receptor de reconhecimento de padrão)  

qRT-PCR – Quantitative Real-Time Polymerase Chain Reaction 

R406 - Inibidor de Syk 

Raf-1 – Sigla oriunda do primeiro gene descoberto dessa família, V-RAF (Virus-
induced Rapidly Accelerated Fibrosarcoma)  

RPM – Rotações por minuto 

rRNA – RNA Ribossômico 

SFB – Soro fetal Bovino  

SNP – Single nucleotide polymorphism 

snRNA – small nuclear RNA 

Syk - Spleen tyrosine kinase 

TAB2 – TGF-Beta activated kinase 1/MAP3K7 binding protein 2 

TAK – Tat-associated kinase 

TGF – Transforming growth factor 

TNF – Tumor necrosis factor 

TRAF – TNF receptor associated factor 
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1. Introdução 

 

1.1 Candida albicans 

Candida albicans é um fungo comensal diplóide que geralmente se apresenta como 

um membro benigno da microbiota epitelial e das mucosas em seres humanos. Esse fungo 

pode causar doenças localizadas na região da mucosa (Odds et al., 1988) e, por exemplo, 

75% das mulheres sofrerão uma infecção vulvovaginal (Vulvovaginite) ao menos uma vez na 

vida (Sobel, 1997). Pacientes imunossuprimidos, pacientes com AIDS e portadores de 

câncer de boca apresentam suscetibilidade a infecções esofágicas por C. albicans (Ruhnke, 

2002). Pacientes com queimaduras graves e bebês nascidos de forma prematura também 

estão vulneráveis a afecções de pele causadas por este fungo. Em pacientes 

imunossuprimidos, como aqueles em Unidades de tratamento intensivo, em alguns casos de 

pacientes com AIDS, pacientes com cancer ou transplantados, este fungo pode desenvolver 

infecção da corrente sanguínea, denominada Candidemia. Candidemia é uma infecção 

sistêmica, espalhar-se para os demais órgãos, gerando altas taxas de mortalidade (Horn et 

al., 2009). 

1.2 Contexto social e médico da infecção por Candida  

As doenças fúngicas vem tornando-se cada vez mais um problema grave no âmbito 

da saúde pública no mundo todo. Esta questão se agrava com o aumento das doenças que 

comprometem o sistema imune como aquelas em decorrência de infecções pelo HIV e pela 

imunossupressão de pacientes transplantados. Em particular, a infecção por Candida 

albicans mostra-se um grande problema de saúde pública no Brasil, mas também um 

excelente modelo para o estudo das demais doenças fúngicas. Esse organismo é 

amplamente relatado na literatura, e está entre os modelos fúngicos cujos mecanismos 

celulares são melhor conhecidos pela comunidade científica (Da Matta et al., 2010; Nucci et 

al., 2010).  

Este fungo é um dos principais agentes etiológicos nas infecções fúngicas invasivas 

(Marr et al., 2002). A candidemia apresenta altas taxas de incidência, sendo a quarta 

infecção sistêmica de origem nosocomial mais comum nos Estados Unidos e a micose 

invasiva mais comum (Pappas, 2006; Pappas et al., 2003). Segundo estudo realizado no ano 

de 2006 no Hospital das Clínicas de São Paulo, 3,5% dos casos de culturas de sangue 

positivas para algum microorganismo eram devido a Candida spp.. As taxas de letalidade 

podem variar. Gudlaugsson e colaboradores afirmam que esta oscila entre 15% e 30% em 

adultos e entre 10% e 15% em crianças e neonatos, conforme estudo realizado em hospitais 
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dos Estados Unidos entre 1997 e 2001 (Gudlaugsson et al., 2003). Pappas (2006) afirma que 

essa taxa pode chegar a 47%.  

Nos Estados Unidos, espécies de Candida são a quarta causa mais comum de 

doenças infecciosas adquiridas em hospitais, tendo um custo estimado de US$ 1 bilhão ao 

sistema de saúde (Cowen and Steinbach, 2008; Miller et al., 2001). Mais de 90% dos casos 

de infeção invasiva por Candida são atribuídas a cinco espécies: C. albicans, C. glabrata, C. 

parapsilosis, C. tropicalis e C. krusei (Pfaller and Diekema, 2007, 2010). Dentro do gênero 

Candida, mais da metade dos casos eram devido a C. albicans (52,6%) (Motta et al., 2010). 

Essa eficácia na patogenicidade de C. albicans é devido a vários fatores, como a expressão 

de fatores que medeiam a aderência a células epiteliais (Zhu and Filler, 2010), a secreção de 

enzimas hidrolíticas que induzem danos às células do hospedeiro (Naglik et al., 2004), a 

capacidade de produzir biofilmes que são resistentes a drogas antifúngicas (d'Enfert, 2006), 

a adaptação a estresse metabólico durante a infecção (Brown et al., 2007; Hube, 2006), a 

mudança fenotípica entre estados (branco e opaco) com expressões gênicas diferentes (Soll, 

2004) e a capacidade de transitar entre morfologias de levedura e crescimento filamentoso 

(Dimorfismo) (Kumamoto and Vinces, 2005; Whiteway and Oberholzer, 2004). 

 

 

1.3 Morfologia 

O sucesso de C. albicans não somente como patógeno, mas também como fungo 

comensal, depende em grande parte de sua plasticidade morfológica, genética e fisiológica. 

Fenômenos epigenéticos podem resultar em mudanças entre dois estados fenotipicamente 

diferentes, chamados branco e opaco. Essa nomenclatura se deve ao fato das colônias de C. 

albicans crescidas em meio sólido assumirem a coloração branca, ou roxa. (Soll, 2004). 

Essas células diferem no que se refere à morfologia celular e da colônia, metabolismo, 

nichos dentro do hospedeiro e interação com o sistema imune (Lohse and Johnson, 2009). 

Cada tipo celular permanece por várias gerações, e embora a mudança entre estes pareça 

estocástica, alguns eventos ambientais podem aumentar a frequência da mudança (Alby and 

Bennett, 2009). 

C. albicans apresenta dois Mating-types distintos a e α, e os genes relacionados aos 

dois tipos sexuais estão em loci no cromossomo 5 denominados MTLa ou MTLα,  

respectivamente (Hull and Johnson, 1999). Já foi observado tanto em laboratório quanto em 

hospedeiros mamíferos o cruzamento (mating) entre diplóide MTLa e MTLα para formar um 

tetraplóide a/α (Dumitru et al., 2007; Hull et al., 2000; Magee and Magee, 2000). Essa célula 
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tetraplóide geralmente sofre perda cromossômica, retornando eventualmente ao estado 

diplóide (Forche et al., 2008). A mudança fenotípica branco-opaco regula os eventos de 

mating, uma vez que apenas as células do estado opaco são capaz de gerar um mating 

eficiente e, a mudança para esse estado requer homozigose de MTL (Miller and Johnson, 

2002). 

Uma característica marcante de C. albicans é sua capacidade de crescer em ao 

menos três morfologias diferentes, tanto na forma unicelular de levedura, quanto na 

morfologia filamentosa de hifa ou pseudohifa (ver figura 1.1). Pseudohifa consolidou-se como 

um tipo celular morfologicamente distinto da forma hifa por apresentar constrições nos 

septos que separam as células, que também são mais largas do que as hifas (Sudbery et al., 

2004). As diferenças entre as duas formas, hifa e pseudohifa, também existe no que se 

refere à organização do ciclo celular (Berman, 2006). A forma de hifa também apresenta uma 

estrutura celular única, chamada Spitzenkörper, que se localiza na ponta da hifa e medeia o 

crescimento direcional da sua estrututra (Virag and Harris, 2006). Estes diferentes tipos 

celulares também diferenciam-se no que se refere ao processo infeccioso. A plasticidade 

morfológica de C. albicans é um importante fator de virulência, e a forma de hifa apresenta a 

propriedade de invadir células endoteliais e epiteliais e de causar dano por meio da produção 

e secreção de enzimas hidrolíticas (Dalle et al., 2010; Filler and Sheppard, 2006; Phan et al., 

2007; Zhu and Filler, 2010). Estudos in vitro mostram que a forma de hifa tem um poder de 

penetração em tecidos epiteliais muito maior que as demais (Dalle et al., 2010). Além do que, 

quando leveduras são fagocitadas por macrófagos, a mudança para a forma de hifa permite 

seu escape do fagócito (Jimenez-Lopez and Lorenz, 2013; Uwamahoro et al., 2014). No 

modelo murino de candidemia, órgãos infectados após inóculo intra-venoso apresentam a 

forma de hifa (Lionakis et al., 2011), enquanto biópsia em pacientes humanos mostram que 

apenas essa forma é encontrada em tecido epitelial (mucosa) (Scherwitz, 1982).  
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Figura 1.1 – Morfologias de C. albicans 
Morfologia de levedura, hifa e pseudohifa. Acima à esquerda é possível ver o painel com 
pseudohifas, abaixo à esquerda as leveduras, e à direita hifas. O inserto no painel de hifas 
mostra uma colônia de hifas crescidas por cinco dias em meio indutor. A escala em cada 
painel representa 5µm. A barra de escala na figura da colônia em forma de hifa representa 
1mm. Figura retirada de (Sudbery, 2011). 

 

De uma forma geral, a plasticidade morfológica é em si um importante atributo de 

virulência. Mutantes que não possuem a capacidade de morfogênese, apresentam reduzida 

patogenicidade. Mutantes que crescem exclusivamente na forma de levedura são avirulentos 

em modelo murino de candidemia (Leberer et al., 2001; Lo et al., 1997; Rocha et al., 2001). É 

interessante ressaltar que também são menos virulentos vários mutantes que crescem 

exclusivamente na forma de hifa (Bahn et al., 2003; Braun et al., 2000; Braun et al., 2001; 

Laprade et al., 2002; Murad et al., 2001). Isso sugere que ambas as formas são importantes 

para a virulência do fungo. Enquanto o crescimento filamentoso é importante na penetração 

dos tecidos e na evasão do sistema imunológico, a forma de levedura é importante na 

disseminação na fase inicial da infecção (Saville et al., 2003).  

A forma de hifa é ainda mais implicada como mecanismo de virulência por expressar 

vários fatores de virulência, como adesinas e proteases. É interessante ressaltar que vários 

genes expressos durante a transição da forma de levedura para hifa não são importantes 

para morfogênese, mas são importantes para virulência (Kadosh and Johnson, 2005; 

Kumamoto and Vinces, 2005; Nantel et al., 2002). Como exemplo, há a expressão de 
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proteases aspárticas (Felk et al., 2002; Naglik et al., 2003), assim como as adesinas HWP1 

(Hyphal wall protein 1) e ALS3 (Aglutinin-like sequence) (Fu et al., 2002; Sundstrom et al., 

2002).  

O fungo C. albicans é bem adaptado ao hospedeiro humano, e transita da forma de 

levedura para hifa estimulada por uma grande diversidade de fatores. Por exemplo, ocorre a 

transição para hifa devido a pH neutro (Buffo et al., 1984), soro (Taschdjian et al., 1960), 

taxas de CO2 equivalentes à da corrente sanguínea (cerca de 5%) (Mardon et al., 1969) e na 

presença de N-acetil-glicosamina (GlcNAc) (Simonetti et al., 1974). Geralmente a hifa 

necessita de temperatura de 37˚C para se formar, exceto em condições de hipoxia, em que 

essa formação ocorre a 25˚C. A combinação de soro e temperatura a 37˚C é extremamente 

propícia para a geração de tubo germinativo (estrutura que dará origem à hifa) (Sudbery, 

2011). 

Essa mudança morfológica também é controlada pela interação com outros 

elementos da microbiota na qual a levedura de C. albicans está inserida, inclusive pela 

interação com outras células de C. albicans (Shareck and Belhumeur, 2011). As leveduras 

de C. albicans podem detectar a densidade de outras células da mesma espécie por meio de 

um sofisticado mecanismo de quorum sensing baseado na produção de farnesol, que é 

secretado no ambiente pelas leveduras e inibe a formação de hifas (Hornby et al., 2001). 

Entretanto, outro produto de quorum sensing produzido por leveduras em crescimento, o 

tyrosol, induz a formação de tubos germinativos, demonstrando que um fino balanço existe 

na interação entre esses tipos celulares para controlar a mudança morfológica na colônia 

(Chen et al., 2004).    

 

1.4 Parede celular fúngica 

A parede celular de C. albicans é composta por vários elementos específicos, e tem 

um papel importante no direcionamento da resposta imune do hospedeiro (Netea et al., 

2008a). Trata-se de uma estrutura dinâmica e organizada, que determina tanto a viabilidade 

como a morfologia do fungo. A estrutura da parede de C. albicans é composta de um 

esqueleto de fibras do polissacarídeo β-(1,3)-glicana, covalentemente ligados entre si. Esse 

esqueleto liga-se a moléculas de β-(1,6)-glicana e quitina (um polímero de GlcNAc), e esses 

poilssacarídeos formam pontes de hidrogênio entre si, formando uma verdadeira nuvem de 

microfibras, que se estruturam como uma verdadeira armadura. Essa rede de 

polissacarídeos, por sua vez, forma um arcabouço para o ancoramento de proteínas da 

parede (Gantner et al., 2005). A maior classe dessas proteínas são as GPI-CWPs 

(Glycosylphosphatidylinositol (GPI) – anchor dependant cell wall protein), que são bastante 
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glicosiladas, sobretudo com polissacarídeos de manose (principalmente O-mananas). Tais 

carboidratos chegam a representar 90% da massa dessas proteínas (Ernst and Prill, 2001). 

A presença de mananas na parede externa é marcante em C. albicans, e essas mananas 

podem ser do tipo O-mananas ou N-mananas. As O-mananas são formadas em geral por 

cadeias curtas e lineares de uma a cinco manoses ligadas normalmente por ligações do tipo 

α-(1,2), e são as mais comumente ligadas às proteínas GPI-CWPs. As N-mananas são 

compostas por um núcleo de oito manoses e duas moléculas de GlcNAc, e apresentam 

várias ramificações, cada uma apresentando até 150 moléculas de manose ligadas por 

ligações α-(1,6), e cadeias laterais de α-(1,2) e α-(1,3)-manoses e fosfomananas (Cutler, 

2001). Um esquema da parede celular de C. albicans pode ser visto na figura 1.2. 

 
Figura 1.2 – Modelo da parede celular de C. albicans 
Figura esquemática dos componente moleculares formadores da parede celular de C. 
albicans e sua distribuição. Figura retirada de (Netea et al., 2008a) 
 
  

1.5 A interação patógeno-hospedeiro 

O sistema imunológico é essencial para a sobrevivência do hospedeiro, e consiste 

de uma grande variedade de células e proteínas. O papel do sistema imune relaciona-se 

com a homeostase geral do organismo e ao longo da evolução foi recrutado para a defesa 

contra patógenos. Neste sentido, este sistema é central na homeostase celular, tendo um 

papel no reconhecimento de células tumorais, de células com defeitos, bem como, é 

responsável pela reestruturação de tecidos lesionados. A resposta imunológica deve ser 

altamente controlada, pois sua exacerbação pode ser extremamente danosa ao organismo, 

enquanto sua ineficiente ativação pode estar à base de muitos processos patológicos. Uma 

resposta descontrolada do sistema imunológico pode causar um dano maior do que o 

necessário em resposta a um patógeno, ou mesmo a elementos próprios, como nos casos 

de doenças auto-imunes (Iranzo and Villoslada, 2014; Martin, 2014; Nikoopour and Singh, 
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2014). O sistema imunológico de mamíferos é em geral dividido em duas grandes 

classificações, o sistema imune inato e o sistema imune adaptativo.  

O sistema imune inato é a primeira linha de defesa em resposta a sinais não próprios 

ou de perigo oriundos de invasões de tecidos por micróbios ou dano tecidual. É cada vez 

mais claro que cada órgão do corpo utiliza um rol próprio de células e moléculas para 

coordenar a imunidade local. As células que executam as tarefas da imunidade inata são 

várias e não consistem apenas de “células imunes profissionais”, mas também de células 

não imunes, como as células epiteliais (Hato and Dagher, 2014). Os elementos inatos 

constitutivos do sistema imunológico de mamíferos incluem barreiras físico-químicas, 

colectinas, sistema complemento e anticorpos naturais que opsonizam as células fúngicas, 

facilitando a destruição dos patógenos pelos fagócitos, como neutrófilos, 

macrófagos/monócitos e as células dendríticas (Medzhitov et al., 1997; Romani, 2004). O 

sistema imune inato reconhece desvios de homeostase fisiológica causados por estímulos 

infecciosos ou não. Ao contrário do que se pensava anteriormente, algumas características 

que eram consideradas próprias do sistema imune adaptativo, são atualmente atribuídas ao 

sistema inato, como por exemplo células com capacidade de alterar o limiar de ativação de 

seus receptores de reconhecimento de padrão (pattern recognition receptor – PRRs), 

controlando assim sua própria intensidade dentro do processo inflamatório. Outro exemplo é 

que  células pré-estimuladas com um determinado estímulo apresentaram tempo de reação 

menor do que células sem esse pré-estímulo (Ifrim et al., 2014; Martin, 2014). O sistema 

imune inato também tem a função de modular o funcionamento do sistema imune adaptativo 

em resposta ao patógeno. O sistema imune adaptativo, a seu turno, irá modelar o sistema 

inato tornando-o mais efetivo no combate a esse patógeno. Isso ocorre não somente através 

da liberação de citocinas, mas também por meio da apresentação de antígenos (Liu and 

Nussenzweig, 2010). Células apresentadoras de antígenos, tais como as células dendríticas, 

podem apresentar antígenos pertencentes ao patógeno a linfócitos T naïve (imaturos), 

instruindo assim a modulação do sistema imune adaptativo (Ni and O'Neill, 1997). 

O sistema imune adaptativo, por sua vez, recebeu esse nome pela propriedade de 

resposta adaptada a uma grande variedade de antígenos e pela habilidade de manter células 

de memória, uma vez que um determinado antígeno tenha sido reconhecido. Uma resposta 

imune adaptativa, no entanto, demora vários dias para ser formada, de modo que uma ação 

sinérgica destes dois sistemas se faz necessária. Em algumas enfermidades, há uma clara 

dominância de uma ou outra subpopulação de linfócitos T CD4+ (Th1, Th2, Th17), e a falha 

na ativação da subpopulação apropriada pode ocasionar danos profundos a tecidos e órgãos 

do hospedeiro. A diferenciação do precursor em Th1, Th2 ou Th17 é dirigida principalmente 

pelas citocinas produzidas por células do sistema imunológico inato logo após a infecção 

(Maldonado-Lopez and Moser, 2001; Medzhitov et al., 1997).  
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A primeira etapa no estabelecimento de uma resposta efetiva a C. albicans é o 

reconhecimento do patógeno pelo sistema imune inato do hospedeiro. O processo de 

reconhecimento de antígenos depende dos receptores de reconhecimento de padrões (PRR, 

pattern recognition receptors), que reconhecem moléculas estruturais não variantes comuns 

a um grande número de patógenos, conhecidas como padrões moleculares associados a 

patógenos (PAMP, pathogen associated molecular patterns) (Medzhitov and Janeway, 2002). 

Vários elementos e PRRs da resposta imune inata estão envolvidos no reconhecimento à C. 

albicans, outros fungos, bem como, os demais patógenos. Entre estes, os componentes do 

sistema complemento C3 e C5, o receptor de complemento 3 (CR3), os receptores Toll-like 

(TLRs) 2, TLR4, TLR7 e TLR9; os receptores de lecitina tipo-C (CLRs) Dectina-1, Dectina-2, 

o receptor de Manose (MR), DC-SIGN e Mincle (ver figura 1.1.2), são os principais 

elementos a reconhecer PAMPs como manana, β-glicana, RNA e DNA. Vários desses PRRs 

são indispensáveis na resposta à C. albicans. As células mais importantes no 

reconhecimento de C. albicans durante uma infecção na corrente sanguínea são os 

monócitos circulantes, e macrófagos nos órgãos contaminados. Essa interação entre PRRs 

dessas células e PAMPs desencadeia vias de sinalização celular, que disparam a expressão 

de genes cujos produtos são citocinas que induzem a maturação de células dendríticas e 

posteriormente levam à modulação da resposta imune adaptativa, além do recrutamento de 

neutrófilos. C. albicans também ativa o complexo inflamassoma em macrófagos, tanto via 

Nlrp3/Casase-1, quanto pela via não canônica Caspase-8, ambas implicando na produção de 

IL-1β por via da ativação de Dectina-1 por β-glicanas, de forma dependente de Syk (figura 

1.3) (Brown, 2011; Gringhuis et al., 2012). 
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Figura 1.3 – Principais PRRs relacionados à defesa à C. albicans 
PRRs (Pattern recognition receptors( envolvidos na identificação e resposta imune inata a C. 
albicans. Retirado de (Lionakis and Netea, 2013). 
 

Os TLRs foram primeiramente encontrados em Drosophila, e posteriormente em 

mamíferos (Lemaitre et al., 1996). Eles possuem um domínio extracelular com sequências 

repetitivas ricas em leucina implicadas no reconhecimento dos PAMPs, e outro domínio 

citoplasmático Toll/receptor IL-1 (TIR) responsável pela transdução de sinal (Rock et al., 

1998). A ligação e reconhecimento de um ligante de TLR, e a subsequente transdução de 

sinal por meio de diferentes moléculas adaptadoras Myd88/TIRAP e TRAM/TRIF ativa uma 

cascata de quinases, seguida pela translocação para o núcleo de fatores de transcrição 

como NFκB, AP-1 e IRF3, e a produção de uma gama de citocinas e quimiocinas (Akira et 

al., 2006).  

Entre os TLRs, alguns do mais importantes na resposta à C. albicans são TLR2, 

TLR4 e TLR9 (Bellocchio et al., 2004; Jouault et al., 2003; Netea et al., 2002; Villamon et al., 

2004). TLR2 reconhece fosfolipomananas da parede celular de C. albicans (Jouault et al., 

2003), enquanto TLR1 e TLR6, dois receptores que sabidamente formam heterodímeros com 

TLR2, recentemente foram mostrados desempenhando um papel na resposta à candidemia 

em modelo murino (Netea et al., 2008b). TLR4 reconhece mananas da parede celular de 

fungos como C. albicans e Saccharomyces cereviseae (Tada et al., 2002), além de O-
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mananas, induzindo a produção de citocinas pró-inflamatórias como TNFα (Netea et al., 

2006). Ambos TLR2 e TLR4 são importantes na resposta a esse patógeno, e a sua 

deficiência está relacionada à suscetibilidade à C. albicans (Bellocchio et al., 2004; Netea et 

al., 2010; Netea et al., 2004b; Netea et al., 2002). TLR7 reconhece RNA fúngico no 

autofagossomo, que é requerido para a expressão de IFNβ e está associado à infecção 

prolongada por C. glabrata (Bourgeois et al., 2011). O receptor TLR9 é capaz de reconhecer 

ilhas CpG não metiladas de sequências de DNA, que são raríssimas em mamíferos e 

características de patógenos, e portanto o DNA de C. albicans, induzindo a expressão de 

citocinas em células dendríticas (Miyazato et al., 2009). 

Além dos TLRs, os CLRs são importantes na resposta à C. albicans. Membros dessa 

família incluem os receptores de manose (MR), Dectina-1, Dectina-2, DC-SIGN, Mincle, e o 

receptor lectina ligante de manose circulante (não preso à membrana da célula) (MBL – 

mannose-binding lectin) (Zelensky and Gready, 2005) e, estão envolvidos no reconhecimento 

de polissacarídeos tanto de patógenos como de ligantes internos (Ip et al., 2009). O receptor 

MR está envolvido no reconhecimento de C. albicans em macrófagos tanto de humanos 

como de camundongos (Marodi et al., 1991), e liga-se a N-mananas da parede celular de C. 

albicans (Netea et al., 2006). Sua ativação induz uma resposta protetora do tipo Th17 contra 

esse fungo (van de Veerdonk et al., 2009), enquanto é importante na sinalização que leva à 

produção de citocinas pró-inflamatórias (Heinsbroek et al., 2008). DC-SIGN e Mincle 

reconhecem também estruturas de manana, e estão presentes basicamente em células 

dendríticas maduras (Cambi et al., 2003; Cambi et al., 2008; Wells et al., 2008). Galectina-3 

está presente basicamente em macrófagos, e reconhece β-manosídeos, agindo em 

colaboração com TLR2 (Jawhara et al., 2008; Jouault et al., 2006). O receptor Dectina-2 

reconhece estruturas de manana na parede de fungos (McGreal et al., 2006), e vem também 

sendo descrito como fundamental na modulação da resposta imune adaptativa através da 

indução de uma resposta do tipo Th17 (Saijo et al., 2010). 

O receptor Dectina-1 é capaz de interagir com β-(1,3)-glicana induzindo vários 

eventos celulares, como a explosão respiratória, fagocitose e endocitose, produção de 

metabólitos do ácido araquidônico, maturação de células dendríticas e produção de várias 

citocinas e quimiocinas (Brown, 2006). Para que ocorram estes eventos, em alguns casos 

basta a interação com Dectina-1, porém em outros é necessário que ocorra a ligação 

também com os TLRs associados à proteína adaptadora MyD88 (Brown, 2006; Dennehy et 

al., 2008). A sinalização por Dectina-1 ocorre via Syk e a molécula adaptadora CARD9, e 

essa via é capaz de induzir IL-2 e IL10 em células dendríticas. Essa via tem um papel 

importante na imunidade a C. albicans, induzindo uma resposta adaptativa do tipo Th17 

(LeibundGut-Landmann et al., 2007) A ativação de Dectina-1 também induz uma via 

independente de Syk, mas dependente de Raf-1. Essa via modula a ação da via Syk-

dependente sobre NFkB, promovendo o sequestro de umas de suas sub-unidades, RelB 
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para a forma inativa p65-RelB (Gringhuis et al., 2009). Dectina-1 é também fundamental para 

o processo de fagocitose de células de C. albicans por macrófagos (Mansour et al., 2013). 

Desta forma, os PRRs são importantes tanto para a indução de uma resposta imune 

eficiente, como também podem atuar na internalização do fungo pelos fagócitos podendo 

levar a um mecanismo de escape dos efeitos microbicidas destas células da imunidade 

inata.  

Em contraste com os PAMPs, existem outros elementos que podem ativar células do 

sistema imune inato. Os damage-associated molecular patterns (DAMPs) são moléculas 

derivadas de células próprias do hospedeiro e podem iniciar ou perpetuar uma resposta 

imune em resposta a trauma, isquemia e dano tecidual, tanto na presença como na ausência 

de um patógeno (Tang et al., 2012). 

 

1.6 Suscetibilidade à C. albicans 

A suscetibilidade a uma doença causada por um patógeno pode ser devida por 

exemplo à falha no funcionamento de qualquer dos componentes descritos como centrais na 

resposta imune inata. Por exemplo, a falta de expressão de um ou mais genes e/ou o 

funcionamento impróprio de uma ou mais proteínas, importantes na resposta inata podem 

estar à base da suscetibilidade. Alguns polimorfismos de genes chave da resposta 

imunológica já foram associados à suscetibilidade a C. albicans em pacientes humanos. Por 

exemplo, um polimorfismo no gene de Dectina-1 resultou em falta de reconhecimento de β-

glicanas e consequente baixa na produção de TNFα, IL-6 e IL-17. Isso resultou em um 

fenótipo que foi relacionado a infecções vulvovaginais recorrentes e colonização oral e 

gastrointestinal por C. albicans (Ferwerda et al., 2009; Plantinga et al., 2009). Outro 

polimorfismo do mesmo receptor foi associado a candidíase orofaringeal recorrente 

(Plantinga et al., 2010).  

Diversos polimorfismos no receptor TLR1 resultaram na produção deficiente de 

citocinas. Embora TLR1 não seja considerado um dos principais receptores no 

reconhecimento de C. albicans, ou de fungos de uma maneira geral, TLR2 pode se dimerziar 

com TLR1 quando está ativado, de forma a ativar sua sinalização. Essa baixa produção de 

citocinas resultou em suscetibilidade à candidemia (Plantinga et al., 2012b). Em outro 

estudo, um polimorfismo em TLR3 foi associada com Candidíase mucocutânea crônica 

devido a uma deficiente sinalização via este receptor (Nahum et al., 2011).  

Não apenas modificações nas sequências de receptores resultaram em maior 

suscetibilidade à C. albicans, mas também polimorfismos em genes de citocinas ou de 

componentes de suas vias de sinalização. Por exemplo, SNPs (single nucleotide 
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Polimorphisms) no gene da proteína pró-inflamatória IL-12 foi associada à Candidemia 

persistente, uma vez que resultou em reduzida produção de IFNγ produzida pelo hospedeiro 

em resposta à C. albicans (Johnson et al., 2012). Nesse mesmo estudo, um SNP no gene da 

citocina anti-inflamatória IL-10 foi também associado à candidemia persistente, devido agora 

a uma alta significativa na produção desta citocina (Johnson et al., 2012). Considerando 

citocina pró-inflamatória, IL-4, um SNP no gene resultou em candidíase vulvovaginal 

recorrente devido aos altos níveis de IL-4 vaginal produzido e reduzidos níveis de MBLs 

(Babula et al., 2005). Em outro estudo, vários SNPs resultaram em candidíase disseminada 

crônica, embora os mecanismos desse evento não tenham sido desvendados (Choi et al., 

2003). Deficiências tanto na produção de IL-17, quanto do receptor de IL-17 (IL-17RA), 

resultaram na perda de função desta citocina, e consequentemente em candidíase 

mucocutânea crônica nos pacientes estudados (Minegishi et al., 2006; Puel et al., 2011). 

Deficiências na produção do gene de IL12 resultaram na perda de função dessa citocina e do 

receptor de IL-23 (IL-23R), além da diminuição na produção de INFγ e IL-17 decorrentes da 

interação com C. albicans. Disso resultou uma maior suscetibilidade à infecção por C. 

albicans e outros patógenos (Glocker et al., 2009).  

Um longo polimorfismo no gene de NLRP3, um importante componente do complexo 

inflamassoma, e portanto da resposta a C. albicans, resultou no fenótipo de Candidíase 

vulvovaginal recorrente devido a uma produção deficiente da citocina pró-inflamatória IL-1β 

(Lev-Sagie et al., 2009). A deficiência em outro componente do inflamassoma, CARD9, 

resultou em diminuição na produção de IL-17 induzida por C. albicans, e consequente 

suscetibilidade à infecção da mucosa por esse fungo (Puel et al., 2011). 

Mutações no componente da via de sinalização de diversas vias de TLRs, STAT1, 

resultou em candidíase mucocutânea crônica em diversos pacientes devido a uma 

diminuição na produção de INFγ, IL-17 e IL-22 em resposta a C. albicans (Nahum et al., 

2011; van de Veerdonk et al., 2011). Mutações em outro componente da via de TLRs, 

STAT3, resultou numa baixa dessas mesmas citocinas, além de uma super produção na 

resposta de IgE à C. albicans, e suscetibilidade à infecção por este fungo (Holland et al., 

2007; Minegishi et al., 2007). 

O modelo murino de infecção sistêmica por C. albicans, no qual tanto in vivo quanto 

ex vivo, é utilizado de forma bem sucedida no estudo da interação fungo-hospedeiro, bem 

como dos fatores que regulam a suscetibilidade à infecção (Lionakis et al., 2011). Vários 

estudos foram realizados sobre esse modelo, que permite o uso de deleções e criações de 

mutantes para a melhor compreensão da função de diversos genes. 

O papel dos PRRs na suscetibilidade às infecções fúngicas é controverso (Calich et 

al., 2008). Em C. albicans, a ligação do fungo com o TLR2 leva a produção de citocinas anti-

inflamatórias aumentando a susceptibilidade do hospedeiro (Netea et al., 2004a). Além disso, 



 25 

camundongos deficientes neste receptor, demonstraram ser mais suscetíveis à infecção com 

este patógeno, devido a menores produção de citocinas pró-inflamatórias e recrutamento de 

neutrófilos (Villamon et al., 2004). No entanto, em outro estudo, camundongos deficientes em 

TLR2 também mostraram-se mais resistentes à infecção com C. albicans, como resultado de 

menores níveis de IL-10 e maior produção de IL-12 e INFγ (Bellocchio et al., 2004).  

1.7 Análise transcritômica por RNA-seq 

A partir de 2004, surgiram técnicas de sequenciamento de nova geração (NGS – 

Next Generation Sequencing), as quais permitem que megabases de DNA sejam 

sequenciados a um menor custo e em questão de poucos dias (Shendure and Ji, 2008; 

Steinberg et al., 2008). Como consequência, vimos o surgimento de novas alternativas de 

potencial inquestionável em uma ampla gama de metodologias associadas ao NGS, tendo 

revolucionado uma infinidade de áreas da biologia. Dentre tais metodologias, as análises 

transcritômicas em larga escala apresentaram os mais relevantes aprimoramentos e estão 

dentre as técnicas que mais revolucionam as diversas áreas do conhecimento científico. 

Assim, uma das aplicações mais surpreendentes do NGS consiste no sequenciamento em 

larga escala de RNA, denominado mRNA-Seq ou simplesmente RNA-seq, que apresenta 

alta sensibilidade e reprodutibilidade na caracterização de transcritomas complexos (Cloonan 

and Grimmond, 2008). O NGS apresenta uma série de vantagens sobre as metodologias 

utilizadas anteriormente, como a detecção confiável de transcritos de baixa abundância, a 

necessidade de menores quantidades de RNA, detecção de splicing alternativo, detecção de 

modificações pós-transcricionais, detecção de fusões gênicas, e a observação de 

mutações/SNPs, além da capacidade de detectar diferenças de expressão entre duas ou 

mais condições experimentais (Maher et al., 2009).  

Desta forma, o RNA-seq é indubitavelmente o primeiro método que permite a 

avaliação em larga escala de um transcritoma inteiro de uma forma quantitativa (Shendure 

and Ji, 2008). Através da comparação dos resultados do RNA-seq com a metodologia RT-

PCR em tempo real (qPCR), ficou demonstrada uma grande concordância entre os 

resultados das duas técnicas (Marioni et al., 2008).  

Em contraste com experimentos de DNA-seq, RNA-seq concerne apenas 

sequências de RNA (Chu and Corey, 2012). Em geral, pesquisadores estão interessados em 

análise transcritômica a partir de determinadas condições experimentais, ou seja, análise de 

diferença de expressão de mRNAs. Entretanto, essa técnica também permite a avaliação de 

outros tipos de RNAs, como rRNA, tRNAs, miRNAs e outros (Ingolia et al., 2012). O objetivos 

do pesquisador ao idealizar o experimento determinará as etapas de um experimento deste 

tipo (Alberti et al., 2014). Uma vez que que o RNA de uma determinada condição 

experimental for obtido deve se proceder com a preparação de biblioteca (Wang et al., 2009). 

Existem duas técnicas mais utilizadas para esse fim. A seleção positiva de mRNAs dentro de 
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um pool de RNAs totais, por meio de esferas ligadas covalentemente a oligonucleotídeos de 

poli(T), que se ligam à cauda poli-A dos mRNAs. Um dos principais problemas dessa 

metodologia é que apenas os mRNAs contendo cauda poli(A)+ serão analisados, sendo 

todas as outras sub-populações de RNA celular perdidas (Mortazavi et al., 2008). Outra 

forma é a seleção negativa de rRNAs dentro da amostra de RNA total, também chamada de 

depleção de rRNA. Essa técnica usa sondas específicas para as sequências de rRNA do 

organismo de interesse, deixando todas as demais subpopulações de RNA na amostra a ser 

sequenciada (Li et al., 2013a). Essas metodologias de preparação de biblioteca são 

necessárias pois rRNA pode ser encontrado em grande quantidade na célula, e o 

sequenciamento sem a retirada apropriada dessa subpopulação reduziria drasticamente a 

cobertura dos RNAs de interesse (Zhao et al., 2014). O restante da preparação das 

bibliotecas inclui conversão do RNA em cDNA, fragmentação e escolha de tamanho 

apropriado das sequências, ligação de adaptadores e código de barras, amplificação por 

PCR (PCR em ponte, no caso de bibliotecas geradas com tecnologias Illumina) e o 

sequenciamento em si (Dunham and Friesen, 2013; Wang et al., 2009).  

Uma vez sequenciadas, é obtida uma biblioteca com todas as reads ou sequências 

dos fragmentos que foram sequenciados, assim como os dados de qualidade de cada 

nucleotídeo sequenciado (Ewing and Green, 1998; Ewing et al., 1998). Em geral a análise 

dos dados se inicia com a retirada das sequências ou fragmento de sequências de um valor 

mínimo de confiança. As sequências são então mapeadas em um genoma de referência, as 

reads mapeadas são atribuídas aos respectivos genes ou outra região de interesse, como 

exons ou regiões intergênicas, conforme ocorreu o mapeamento e a análise de expressão 

diferencial entre as condições analisadas (Garber et al., 2011). Várias metodologias podem 

ser utilizadas para a anáise de expressão diferencial de genes. Estudos mais recentes 

sugerem que métodos utilizando distribuição binomial negativa, como edgeR, DESeq , são 

mais adequados para análise de experimentos com replicatas biológicas do que métodos 

baseados em distribuição de Poisson (Bullard et al., 2010; Marioni et al., 2008). Muitos 

estudos comparando as diversos métodos de análise estatística de expressão de genes 

diferencial a partir de dados de RNA-seq estão disponíveis para que se possa escolher o 

mais apropriado (Anders and Huber, 2010; Anders et al., 2013; Soneson and Delorenzi, 

2013). Detalhes do procedimento de preparação de biblioteca, sequenciamento e 

mapeamento podem ser vistos na figura 1.4. 
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Figura 1.4 – Modelo de experimento de RNA-seq 
Modelo de experimento de RNA-seq. No modelo, mRNA são selecionados do pool de RNA 
total pelo método de enriquecimento de cauda poli-A. As sequências são fragmentadas e os 
fragmentos de um tamanho específico são ligados a adaptadores e sequenciados. As reads 
obtidas são então sequenciadas em um genoma de referência. As reads mapeadas então 
são contadas para cada gene e a análise de expressão diferencial é realizada. Retirado de 
(Wang et al., 2009). 
 
 

1.8 MicroRNAs (miRNAs) 

Os miRNAs são uma grande classe de RNAs com tamanho de 21 nucleotídeos que 

agem regulando uma grande gama de processos biológicos em metazoários e plantas 

(Bartel, 2009). Em mamíferos, estima-se que eles regulem cerca de aproximadamente 60% 

de todos os genes codificadores de proteínas e eles estão envolvidos em praticamente todos 

os processos biológicos e várias patologias (Carthew and Sontheimer, 2009; Friedman et al., 

2009).  
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miRNas são processados a partir de moléculas precursoras (pri-miRNA) que são 

transcritas pela  enzima RNA polimerase II de genes independentes, ou de introns de genes 

codificadores de proteínas (Carthew and Sontheimer, 2009; Kim et al., 2009). Os pri-miRNas 

se dobram em uma estrutura de grampo (hairpin) e passam a ser substrato de duas enzimas 

da família das RNA Polimerases III, Drosha e Dicer. A clivagem por Drosha gera uma 

estrutura de cerca de 70 nucleotídeos que recebe o nome de pre-miRNA, que mantém a 

estrutura em forma de grampo.  O pre-miRNA é então exportado do núcleo para o citoplasma 

pela proteína Exportina-5. No citoplasma, essa molécula é clivada por Dicer, gerando dois 

fragmentos miRNA/miRNA* de aproximadamente 20 nucleotídeos cada. Uma dessas fitas, 

que é o miRNA maduro, é incorporada no complexo miRISC (miRNA-induced silencing 

complex). A outra fita, denominada miRNA*, é geralmente liberada no citoplasma e 

degradada. Todavia, em alguns casos a fita miRNA* pode ser incorporada no complexo 

miRISC e desempenhar funções como miRNA (Nakagawa et al., 2010; Okamura et al., 2009; 

Viswanathan et al., 2008). 

A maioria de miRNAs de animais, se alinha de forma imperfeita na sequência 3’-UTR 

do mRNA de seus alvos, e inibe a síntese de proteínas seja por repressão de tradução, seja 

promovendo a deadenilação desses mRNAs e sua consequente degradação (Chekulaeva 

and Filipowicz, 2009; Eulalio et al., 2009; Fabian et al., 2010). miRNAs apresentam uma 

região denominada seed de 6-7 nucleotídeos (em geral do nucleotídeo 2 a 9), e o perfeito 

alinhamento dessa sequência é primordial para eficaz ação do miRNA (Bartel, 2009). O 

mecanismo de biogênese e ação de miRNAs pode ser visto na figura 1.5. 
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Figura 1.5 – Modelo de funcionamento de miRNAs 
Biogênese e ação de miRNAs. Retirado de (Ruegger and Grosshans, 2012). 
 

 

1.9 A resposta à C. albicans por micro-RNAs 

Embora estejam envolvidos no mais diversos processos biológicos, os miRNAs 

foram relatados também como importantes elementos na resposta aos mais diversos 

patógenos, como vírus, bactérias, fungos e protozoários (como revisado em (Bronevetsky 

and Ansel, 2013; Gottwein, 2013; Lee, 2014; Lieber and Haas, 2011; Maudet et al., 2014; 

Zhou et al., 2014)). Esses miRNAs podem apresentar diferentes funções sobre a resposta 

imunológica, dependendo do contexto da infecção, podendo ter ação anti- ou pró-

inflamatória. 

Para esse trabalho, foram selecionados alguns miRNAs que respondessem aos 

seguintes critérios: 

• Já ter sido demonstrado como sendo produzido em resposta a algum 

patógeno. 
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• Ter como alvos elementos da via de sinalização de PRRs ou seus produtos 

finais. 

 

Tabela 1.1 – Lista de miRNAs envolvidos na resposta imune utilizados nesse trabalho. A 
tabela mostra as moléculas alvo validadas experimentalmente de cada miRNA que 
apresentam papel na resposta imunológica. A tabela mostra também os organismos para os 
quais cada um dos miRNAs analisados já foi descrito experimentalmente com acúmulo 
diferencial como parte da resposta em células imune inatas. Em negrito aparecem 
microorganismos do reino Fungi. 

 

 

Dessa forma, miRNAs foram selecionados: miR9, miR125b, miR132, miR145, 

miR146a, miR155, miR199, miR221, miR223, miR346, miR455 e miR466l. Os miRNAs, 

geralmente, tem sua produção induzida pelo reconhecimento do patógeno pelo macrófago, 

de modo que regulam a resposta ao atuar diretamente sobre elementos dessa via de 

sinalização. Em regra, eles possuem um efeito anti-inflamatório, reduzindo os níveis de 

mediadores da resposta imunológica foramando um feedback negativo.  

Por exemplo, miR9 é induzido pelos vírus HPV, HIV e o vírus da Síndrome 

Respiratória e reprodutiva suíno (J et al., 2013; Liu et al., 2014; Swaminathan and Kelleher, 

2014). miR9 também é induzido por Helicobacter pilori e Lipopolissacarídeos de parede de 

Escherichia coli (LPS) de uma maneira Myd88 dependente (Bazzoni et al., 2009; Lario et al., 

2012). Esse miRNA demonstrou ter ação reguladora sobre o processo inflamatório em 

macrófagos ao inibir o recepetor nuclear Peroxissome proliferator-activated receptor δ 

(PPARδ) em macrófagos (Thulin et al., 2013). Foi demonstrado também que miR9 é capaz 
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de controlar diretamente os efeitos de NFκB, regulando o processo inflamatório em 

monócitos (Bazzoni et al., 2009). 

Foi demonstrado, igualmente, que macrófagos interagindo com lipomananas de 

Mycobacterium tuberculosis acumulam miR125b (Rajaram et al., 2011). Esse miRNA 

também é induzido por LPS e enterotoxina B de Staphylococcus aureus (Dilda et al., 2012). 

miR125b tem como alvo direto a região 3’-UTR do mRNA de TNFα (Tili et al., 2007).  

Já miR132 é sabidamente induzido por fungos e bactérias (Das Gupta et al., 2014; 

Yu et al., 2014). Foi mostrado também que miR132 pode ser induzido em monócitos 

periféricos humanos (PBMC), e tem como alvo o mediador da resposta de TLRs IRAK4 

(Nahid et al., 2013).  Esse miRNA tem como alvo direto o complexo co-ativador p300, que 

auxilia NFκB a alterar a expressão de seus genes alvo após ativação de PRRs (Lagos et al., 

2010). 

O miRNA miR145, a seu turno, tem como alvo direto a molécula adaptadora TIRAP, 

que juntamente com MyD88, são importantes na sinalização de várias vias de TLRs, tendo 

assim uma ação anti-inflamatória (Starczynowski et al., 2010). Em macrófagos estimulados 

com LPS induziram a expressão de miR145 de forma dependente de Interferons do tipo I 

(IFN–I). miR145, por sua vez, diminui os níveis do silenciador de IL10, Histone Deacetylase 

11 (HDAC11). Dessa forma, miR145 demonstrou um forte papel regulatório sobre a resposta 

de TLR4 (Lin et al., 2013). A ausência desse miRNA já foi relatada como associada a 

doenças auto-imunes (Gandhi et al., 2013; Wang et al., 2013b). 

Foi mostrado que miR146 pode ser induzido por bactérias e fungos (Yu et al., 2014) 

miR146a é induzido por meio da sinalização por TLR através da ativação de NFκB, e tem 

como alvo direto TGF-β activated kinase 1/MAP3K7 binding protein 2 (TAB2), inibindo a 

ativação de TAK1, e por consequência, NFκB e MAPK, demonstrando um efeito anti-

inflamatório (Taganov et al., 2006).. Ele pode também afetar diretamente os elementos da via 

de sinalização de TLRs IRAK1, IRAK2 e TRAF-6, formando assim um loop de feedback 

negativo (Hou et al., 2009). Em resposta a IL1b em células epiteliais de pulmão, os níveis de 

miR146a aumentaram, causando uma imediata diminuição da citocinas IL8 e RANTES, que 

mostraram-se como seus alvos diretos (Perry et al., 2008). miR146a também demonstrou ter 

como alvo direto a citocina pró-inflamatória MCP-2 em células microgliais e macrófagos 

estimulados com HIV (Rom et al., 2010). Em células dendríticas estimuladas por agonistas 

de TLR9, miR146a reprime a expressão da citocina pró-inflamatória IL12p70 ao reduzir os 

níveis do seu alvo direto Notch1 (Bai et al., 2012). Os níveis de miR146a mostraram-se 

elevados também em BMDMs estimulados por leveduras de C. albicans mortas pelo calor 

(Monk et al., 2010). 
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O miRNa miR155 é sabidamente induzido por uma grande variedade de organismos, 

como vírus, bactérias e fungos (Bandyopadhyay et al., 2014; Das Gupta et al., 2014; Koch et 

al., 2012; Kumar et al., 2012; Pareek et al., 2014).. Ele tem sua expressão induzida através 

da ativação de TLR por LPS na linhagem celular THP-1 de monócitos humanos. Os fatores 

de transcrição NFκB e AP-1 estão envolvidos nessa indução (Taganov et al., 2006). A 

ativação de outros TLRs, como TLR3 e 9, além do TLR4, foram responsáveis pela 

estimulação da expressão de miR155 em macrófagos primários de camundongos de forma 

dependente de AP-1 (O'Connell et al., 2009). A infecção de BMDMs com a bactéria gram-

negativa Helicobacter pylori também resultou em uma superprodução de miR155 de uma 

forma NFκB dependente (Koch et al., 2012). Estimulação de células mesangiais com 

Interferon-γ (INFγ) e TNFα induziram a expressão de miR155 de forma dependente de TAB2 

e NFκB. E o miR155 produzido, por sua vez, afetou de forma direta TAB2, que é uma 

importante molécula na sinalização do processo inflamatório (Imaizumi et al., 2010). miR155 

também mostrou-se capaz de afetar os mRNAs de TAB2 em células mielóides (Ceppi et al., 

2009). miR155 também afeta a atividade da quinase Akt alterando a expressão do seu alvo 

Src homology-2 domain-containing inositol 5-phosphatase 1 (SHIP1) (O'Connell et al., 2009), 

e ele também tem como alvo Fas-associated death domain protein (FADD), assim como IkB 

kinase epsilon (IKKe), e o receptor (TNFR superfamily)-interacting serine-threonine kinase 1 

(Ripk1) (Tili et al., 2007). 

miR199 já foi mostrado sendo produzido na resposta resposta tardia a Schistosoma 

japonicum em fígado de camundongos (Cai et al., 2013). Esse miRNA também foi 

demonstrado como tendo função anti-inflamatória em células de câncer de ovário em 

humanos em resposta à via de sinalização de TLRs dependentes de Myd88 e NFκB. Esse 

efeito se dá pela redução da expressão de seu alvo direto, IκB kinaseβ (IKKβ) (Chen et al., 

2008). 

miR221, assim como o miR125b, pode se ligar à porção 3’-UTR do mRNA de TNFα 

durante a tolerância a LPS (El Gazzar and McCall, 2010). Foi demonstrado também que 

miR221 tem um efeito regulatório sobre o processo inflamatório em células epiteliais em 

resposta à infecção a Cryptosporidium parvum (Gong et al., 2011). miR221 também aparenta 

ter importância no controle do ciclo celular de mastócitos (Mayoral et al., 2009). 

miR223 tem também um efeito anti-inflamatório em macrófagos no tecido adiposo  

em resposta à obesidade (Zhuang et al., 2012). miR223 foi relatado sendo superexpresso 

em tecido de glândula mamária de bovinos expostos a Streptococcus uberis (Naeem et al., 

2012). É sabido que miR223 tem como alvos diretos as quimiocinas CXCL2, CCL3 e IL6 em 

células mielóides. Essas quimiocinas são importantes no recrutamento de neutrófilos. 

Camundongos deficientes em miR223 mostraram-se suscetíveis a tuberculose devido à 

migração exacerbada de neutrófilos para o pulmão e decorrente processo inflamatório 

induzido por neutrófilos. Dessa forma esse miRNA mostrou-se importante no contole da 
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tubeculose (Dorhoi et al., 2013). Já foi demonstrado que em resposta à ativação de TLR2 e 4 

em macrófagos murinos, há uma diminuição da expressão de miR223 e consequente 

aumento de um de seus alvos diretos, signal transducer and activator of transcription 3 

(STAT3), uma importante molécula de sinalização de TLRs. O aumento de STAT3 e 

diminuição de miR223 por sua vez resultou no aumento de citocinas pró-inflamatórias IL6 e 

IL1β, mas não TNFα. IL6, por sua vez, resultou em nova redução de miR223, formando 

assim um feedback positivo da resposta a TLRs 2 e 4 (Chen et al., 2012).  

miR346 mostrou ter efeito sobre a liberação de TNFα em macrófagos por meio  do 

controle de seu alvo direto, Bruton Tyrosine kinase (Btk), que regula a estabilidade do mRNA 

de TNFα em artrite reumatóide, apresentando assim função anti-inflamatória. miR346 

apresentou efeito semelhante quando transfectado em monócitos humanos THP-1 

estimulados com LPS (Semaan et al., 2011). miR346 também regula os níveis da citocina 

pró-inflamatória IL18 em fibroblastos de pacientes com artrite reumatóide estimulados com 

LPS por meio do controle de Btk (Alsaleh et al., 2009). 

Embora ainda não se tenha uma ideia muito clara da função de miR455 no contexto 

da resposta imune, foi demonstrado que esse miRNA é induzido em macrófagos estimulados 

por LPS (Warg et al., 2012) e leveduras de C. albicans mortas pelo calor de uma forma 

dependente de NFκB (Monk et al., 2010).  

miR466l apresenta uma importante função anti-inflamatória em macrófagos à medida 

que o aumento de sua expressão resulta no aumento concomitante de expressão da citocina 

anti-inflamatória IL-10 em resposta à ativação de TLRs. miR466l obtém esse efeito ao ligar-

se à porção 3’-UTR do mRNA de IL-10 e estabilizá-lo, uma vez que assim ele antagoniza os 

efeitos de Tristetrapolin, uma proteína de ligação a RNA (RBP – RNA binding protein) que 

induz a degração desse mRNA (Ma et al., 2010). Foi demonstrado também que em 

macrófagos e células dendríticas estimulados com vírus, miR466l pode ligar-se à porção 3’-

UTR do mRNA de IFN-α induzindo sua degradação, e comprometendo a resposta inata 

antiviral (Li et al., 2012). 

Embora a resposta imune à C. albicans seja estudada já há bastante tempo, e vários 

de seus mecanismos tenham sido elucidados, no que concerne à expressão de miRNAs 

como resposta a esse patógeno a literatura ainda não é tão vasta. Macrófagos murinos 

incubados com LPS ou leveduras de C. albicans mortas pelo calor resultaram na 

superexpressão dos miRNAs miR125b, mir146a, miR155 e miR455 (Monk et al., 2010).  
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2.Objetivos 

2.1 Objetivos Gerais 

• Analisar as diferenças em expressão gênica e genéticas, tanto do patógeno 

quanto do hospedeiro, que expliquem a suscetibilidade à C. albicans. 

• Compreender as diferenças de expressão de microRNAs em macrófagos 

primários de camundongos expostos a diferentes morfologias de C. albicans. 

2.2 Objetivos específicos 

• Identificar e testar linhagens de camundongos suscetível e resistente à C. 

albicans 

• Identificar os tempos de interação adequados entre macrófago e células de 

C. albicans para obtenção de amostras de RNA para RNA-seq 

• Realizar experimento de interação entre macrófagos e células de C. 

albicans. Obter RNA do patógeno e do hospedeiro para sequenciamento. 

• Análise dos dados de sequenciamento e análise de expressão diferencial 

entre as linhagens de camundongo suscetível e resistente. 

• Avaliação de miRNAs relacionados a resposta imune diferencialmente 

expressos em macrófagos co-cultivados com diferentes morfologias de C. 

albicans. 

• Identificação dos mecanismos de regulação de miR155. 

  



 35 

3. Material e Métodos 

 

3.1 Candida albicans 

3.1.1 Meios de cultura 

1x YPD líquido 

• 10g/L Extrato de levedura (Difco ou Sigma) 

• 20g/L Bacto-peptona (BD) 

• 2% (m/v) Glicose (Sigma) 

O extrato de levedura e a Bacto-peptona foram dissolvidos em água destilada e 

autoclavados. A glicose foi dissolvida em água destilada (Solução de estoque 20%) e 

autoclavada, e então adicionada ao meio YP estéril para obtenção da concentração final de 

2%. 

 

2x YPD sólido 

• 20g/L Extrato de levedura (Difco ou Sigma) 

• Bacto-peptona (BD) 

• 4% (m/v) Glicose (Sigma) 

O extrato de levedura e a Bacto-eptona foram dissolvidos em 200mL de água 

destilada e autoclavados. Então, 50mL de solução estoque de glicose 20% e 250mL de 

solução 4% de ágar autoclavada (m/v), derretida em forno de microondas, foram misturadas 

e vertidas em placas de Petri.  

 

 

 

3.1.2 Cultivo do fungo 

Para todos os ensaios fúngicos, foram utilizadas células da linhagem Candida 

albicans SC5314 (Gillum et al., 1984), ou células de C. albicans expressando o gene da 
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proteína verde fluorescente (GFP), gentilmente fornecida pelo professor Karl Kuchler. Uma 

pequena quantidade do estoque congelado do fungo foi cultivado em placa contendo meio 

YPD sólido por ao menos vinte e quatro horas a 30˚C. Um pré-inóculo de 10mL em meio 

YPD líquido foi preparado a partir de uma colônia de C. albicans obtida dessa placa de 

cultivo e crescido a 30˚C 150 RPM por 5 horas. A OD600 desse pré-inóculo foi mensurada e o 

volume para inóculo foi calculado. Um volume desse pré-inóculo foi adicionado ao volume 

desejado de cultura em YPD líquido e crescido durante a noite a 30˚C e 150 RPM para a 

concentração final desejada.  

3.1.3 Curva de Crescimento 

Um pré-inóculo de 10mL em meio YPD líquido foi preparado a partir de uma colônia 

de C. albicans obtida de placa de cultivo em meio YPD sólido. Após 5 horas de incubação do 

pré-inóculo a 30˚C e 150 RPM, a OD600 foi mensurada em espectofotômetro e o pré-inóculo 

foi inoculado em meio YPD líquido para OD600 final de 0,3 em 20 mL. Uma alíquota foi então 

retirada nos tempos utilizados e a OD600 mensurada e plotada. 

3.1.4 Preparação do fungo para interação com macrófagos 

Aproximadamente 40mL da solução de cultura de C. albicans obtida durante a noite 

no item 3.1.2 (OD600 ~ 1) foram centrifugados em tubo Falcon a 1200g por 5 minutos à 

temperatura ambiente. O pellet resultante foi ressuspendido em 30mL de solução PBS estéril 

(repetida duas vezes). O pellet formado por massa fúngica lavada foi então ressuspendida 

em 10mL de PBS estéril e contada contadores de células automático (Luna ou CASY). Para 

ensaios de infecção in vitro, suspensões do fungo foram diluídas em meio de ensaio de 

interação (item 3.2.2) pré-aquecido a 37˚C em uma concentração de células adequada ao 

MOI (multiplicidade de infecção – é a proporção de células de patógeno por hospedeiro) 

desejado. Como controle, unidades formadoras de colônia (CFU) foram determinadas em 

cultivo em placas com YPD sólido. 

3.1.5 Preparação de hifas de C. albicans  

A solução de células na morfologia de hifa foi obtida incubando 5x106 células obtidas 

conforme item 3.1.2 em tubo Falcon de 50mL contendo 10mL de meio RPMI complementado 

com 10% de soro fetal bovino (Sigma) pré-aquecido a 37˚C. Essa solução foi incubada a 

37˚C e 150 RPM por três horas. Ao fim da incubação a morfologia foi confirmada por 

microscopia ótica. A concentração do inóculo de hifas corresponde ao número de células de 

levedura que foram utilizadas para a diferenciação. 

3.1.6 Morte de C. albicans pelo calor 
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Células obtidas nos itens 3.1.2 (leveduras) ou na seção 3.1.5 (hifas) foram mortas 

por incubação por três horas a 65˚C em banho maria. Após incubação, a morte das células 

foi testada por cultivo em placa de Petri contendo YPD sólido. 

3.1.7 Morte de C. albicans por radiação Ultra-violeta (UV) 

Células mortas por UV foram obtidas incubando as células oriundas dos itens 3.1.2 

(leveduras) ou na seção 3.1.5 (hifas) em placas de Petri expostas à radiação UV dentro de 

um fluxo laminar por 30 minutos (lâmpada Phillips ultra-violeta 15W). Após a incubação, a 

morte das células foi testada por cultivo em placa de Petri contendo YPD sólido. 

3.1.8 Marcação das células para Citometria de Fluxo 

Cerca de 20mL de suspensão de células de C. albicans obtidas no item 3.1.2 (OD600 

~ 1) foram centrifugados a 1200g por cinco minutos (temperatura ambiente). O pellet 

resultante foi lavado duas vezes mais em 30mL de solução PBS estéril conforme as 

condições acima. Após a última lavagem, as células foram ressuspendidas em 1mL de 

tampão HEPES 100mM pH7,5 estéril. 

Para marcação das células, 900µL dessa solução de células foram incubadas com 

100µL de uma solução de estoque do corante Alexa488 (Life Technologies) por uma hora a 

30˚C e 150 RPM no escuro. Como controle negativo, 1mL da mesma suspensão de células 

foi incubada nas mesmas condições, sem o corante. 

Após a marcação, as células foram centrifugadas a 1200g por cinco minutos e 

temperatura ambiente e lavadas 3 vezes com 100µL do tampão HEPES. As células foram 

então contadas em contador automático de células (CASY counter) e ressuspendidas em 

tampão PBS na concentração desejada para ensaios de interação. 

3.2 Cultura de células de mamíferos 

 

3.2.1 Animais 

Foram utilizados para esse trabalho camundongos das linhagens C57Bl/6, DAB/2J, 

A/J e BALB/c com idade entre oito e doze semanas. Os animais utilizados no Brasil foram 

mantidos nos Biotérios da Faculdade de Ciências da Saúde (FS) e do Instituto de Ciências 

Biológicas (IB), ambos da Universidade de Brasília (UnB). O alojamento dos animais, assim 

como todos os procedimentos experimentais neles executados, foram aprovados pelo 

Comitê de Ética no Uso Animal (UnB DOC nº 52657/2011). Os animais utilizados no MFPL 

em Viena, Áustria, foram obtidos da Veterinärmedizinische Universität Wien (Universidade de 

medicina veterinária de Viena), protocolo BMBWK-66.009/0057-II/10b/2010. 
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3.2.2 Meios de cultura utilizados 

Para os ensaios com células de mamífero, foi utilizado meio RPMI 1640 (Sigma-

Aldrich) rico em glicose com L-glutamina e bicarbonato de sódio. O conteúdo de uma 

embalagem (pó) foi complementado com 5,95g de HEPES e o volume ajustado para 1L com 

água destilada. O meio foi então ajustado para pH 7,2 e filtrado com filtro Milipore de 0,22nm. 

Por fim, foi adicionado 25mg de gentamicina por litro de meio em solução de estoque. 

 

Meio de diferenciação de macrófagos 

• 50% RPMI 

• 30% Sobrenadante de cultura de Fibroblastos L929 

• 20% Soro fetal bovino 

Meio para ensaios de interação com BMDMs 

• 85% RPMI 

• 5% Sobrenadante de cultura de Fibroblastos L929 

• 10% Soro fetal bovino 

PBS – Phosphate buffered saline 

• 8,0g/L NaCl 

• 0,2g/L KCl 

• 1,44g/L Na2HPO4 

• 0,24g/L KH2PO4 

• Completar 1L água destilada e ajustar o pH para 7,4. 

3.2.3 Preparação de macrófagos obtidos da medula óssea (BMDMs) 

BMDMs foram obtidos de camundongos entre oito e doze semanas (ver item 3.2.1) 

conforme adaptação de (Bourgeois et al., 2009). Basicamente, fêmures e tíbias foram 

obtidos de camundongos e esterilizados em etanol 70% por três minutos. Em fluxo laminar, 

os ossos foram abertos e o conteúdo das medulas foi lavado com seringa de 20mL, agulhas 

27Gx3/4 e RPMI gelado. As células foram então centrifugadas a 300g por sete minutos a 4˚C 
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e o pellet ressuspenso e incubado em 0,5mL/perna de tampão de lise de hemácias (8,3g/L 

NH4Cl em 0,01M Tampão Tris-HCl pH7,0) por três minutos. O tampão foi então diluído em 

meio RPMI suplementado com 10% de soro fetal bovino, as células foram contadas em 

contador de células automático e a suspensão de células foi centrifugada novamente a 300g 

por sete minutos a 4˚C. O pellet foi ressuspenso em meio de congelamento (90% soro fetal 

bovino e 10% DMSO) e alíquotas contendo 6x106 células de medula foram preparadas e 

congeladas primeiramente a -80˚C por dois dias, e nitrogênio líquido indefinidamente. 

Para preparação de BMDMs, uma ou mais alíquotas com 6x106 células obtidas de 

medula óssea foram descongeladas e ressuspendidas em meio RPMI suplementado com 

10% de soro fetal bovino. A suspensão foi então centrifugada a 300g por sete minutos e 4˚C, 

e o pellet ressuspenso em meio de diferenciação de macrófagos (ver item 3.2.2). Cada 

alíquota foi ressuspensa em 20mL de meio de diferenciação e cada 10mL aplicados em uma 

placa de Petri. Cada placa foi mantida por oito dias em estufa úmida a 37˚C e 5% CO2, 

sendo suplementada com 10mL de meio de diferenciação no quarto dia. No último dia, as 

células foram ressuspensas usando PBS gelado, centrifugadas a 300g por sete minutos e 

4˚C, e o pellet ressuspenso em 5-10mL de meio de ensaio de interação (item 3.2.2). As 

células foram então contadas e incubadas nas placas destinadas para o ensaio de interação. 

As células foram então mantidas na placa em estufa úmida a 37˚C e 5% CO2 por vinte e 

quatro horas antes do ensaio.    

3.2.4 Preparação do sobrenadante de cultura de L929  

O fibroblastos L929 (ATCC CCL1) foram mantidos congelados em nitrogênio líquido. 

Para cultivo, uma alíquota é descongelada e diluída em meio RPMI suplementado com 10% 

de soro fetal bovino. Essa suspensão foi então centrifugada a 300g por sete minutos e 4˚C e 

o pellet ressuspendido em 20mL de RPMI suplementado com 10% de soro fetal bovino. Essa 

suspensão foi então cultivada a 37˚C em estufa úmida e 5% CO2 em garrafa de cultura 

(Falcon) de 150cm2. Após atingir 100% de confluência, o meio foi retirado e cerca de 100mL 

de meio RPMI sem suplementação foi adicionado. As células foram crescidas nessas 

condições por sete dias e então o sobrenadante da cultura foi coletado e filtrado em filtros 

Milipore de 0,22nm. O sobrenadante de cultura foi então aliquotado e congelado para uso 

posterior.  

3.2.5 Ensaios de interação BMDMs – C. albicans  

Macrófagos obtidos no item 3.2.4 tiveram seu meio de cultura aspirado e tiveram 

novo meio contendo ou não C. albicans na concentração desejada (item 3.1.4 ou 3.1.5). 

Após a adição do meio, as células foram incubadas a 37˚C, 5% CO2 em estufa úmida até o 

tempo de coleta. Para incubação com β-glicana, Zymosan depleted (Invivogen) foi utilizada 

em uma concentração final de 100µg/mL. 
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3.2.6 Ensaio de Fagocitose por citometria de fluxo 

Placas de cultura de 6 poços com cerca de 5x105 macrófagos obtidos no item 3.2.3 

foram incubado com leveduras de C. albicans marcadas com Alexa488 ou não (ver item 

3.1.8) nos tempos selecionados. Ao fim do tempo de interação, o processo de fagocitose foi 

parado colocando-se as placas em gelo dentro de uma câmara fria a 4˚C. As placas foram 

então lavadas rapidamente em PBS para retirada de leveduras não aderentes. Após, cada 

poço foi incubado em 500µL de Trypan Blue a 4˚C a fim de quelar qualquer sinal de 

leveduras não fagocitadas. As células foram então novamente lavadas três vezes em PBS e 

após a última lavagem, as células foram coletadas no próprio PBS utilizando um cell scraper 

do tipo Rubber Policeman. As células foram coletadas em tubos eppendorf de 1,5mL e 

centrifugadas a 300g por sete minutos à temperatura ambiente. O  pellet foi ressuspendido 

em tampão de fixação para citometria de fluxo (Solução em PBS com 1% soro fetal bovino e 

4% paraformaldeído). Essas células podem ser armazenados por até sete dias em tubos 

eppendorf opacos a 4˚C. Essa suspensão de macrófagos fixados foi utilizada para 

mensuração dos nível de fagocitose em cada tempo, e as leveduras marcadas com 

Alexa488 ou não foram utilizadas para calibração da máquina. A taxa de fagocitose foi 

mensurada utilizando o canal de FITC (mesmo utilizado para Alexa488, Absorção 495nm, 

Emissão 519nm) em aparelho FACS Calibur (BD Biosciences) e análise foi feita no software 

FlowJo versão 8.8.7 (Tree Star, Inc.). Leveduras marcadas ou não foram utilizadas como 

controle, assim como macrófagos não infectados. Duas replicatas técnicas independentes 

foram utilizadas para esse experimento. 

 

3.2.7 ELISA 

Os sobrenadantes de cultura foram aspirados, em seguida foram centrifugados a 

1200g por cinco minutos para retirada de leveduras, e os sobrenadantes estocados a -80ºC. 

Posteriormente foram descongelados e homogeneizados em vórtex para dosagem de 

citocinas por ELISA. Os níveis de Fator de Necrose Tumoral alfa (TNFα), interleucinas 6, 12 

(IL6), e MCP-1 (CCL2) foram analisados com o kit de ELISA Ready-SET-Go! (Ebioscience). 

As diferenças entre os grupos foram aferidas utilizando-se Análise de Variância simples 

(One-way ANOVA) ajustada por Correção de Bonferroni ou Análise de Variância bifatorial 

(two-way ANOVA), conforme o experimento. Foram considerados dados com diferenças 

significativas aqueles com valor de p ≤ 0,05. 

3.2.8 Microscopia confocal de interação 

Os macrófagos foram diferenciados conforme item 3.2.3 e cultivados em uma lâmina 

com oito câmaras (Chamber slide – Lab Tek). Cerca de 5x104 macrófagos foram cultivados 

por câmara. Em seguida, o meio foi substituído por RPMI suplementado com 10% soro fetal 
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Bovino contendo células de C. albicans para uma concentração final de um MOI de 2. A 

lâmina foi incubada a 37˚C, 5% CO2 em câmara úmida, e após os tempos determinados de 

interação, o meio foi aspirado e as células lavadas três vezes em PBS pré-aquecido. As 

células foram então fixadas em imersão em tampão de fixação (Paraformaldeído 4% em 

PBS) por no mínimo vinte minutos à temperatura ambiente. A seguir, as células foram 

lavadas três vezes em PBS (temperatura ambiente, cinco minutos por lavagem) e imersas 

em 200µL de metanol 100% gelado por trinta minutos para permeabilização das células. Em 

seguida as células foram lavada em PBS três vezes e incubadas em solução de DAPI 300nM 

em PBS por cinco minutos. As células foram então lavadas três vezes em PBS (temperatura 

ambiente, cinco minutos por lavagem) e incubadas com anticorpos IgG anti-β-tubulina de 

camundongo marcados com Alexa568 (Solução estoque 200µg/mL - Santa Cruz 

Biotechnologies) diluídos 1:10.000 em PBS por duas horas a 4˚C. Após, as células foram 

lavadas três vezes em PBS (temperatura ambiente, cinco minutos por lavagem) e deixadas 

imersas em PBS. As microfotografias foram realizadas em um microscópio confocal Zeiss 

LSM 710 com objetiva de 40x. Canais para visualização de FITC (para detecção de GFP), 

Alexa568  (para detecção de β-tubulina) e de DAPI foram utilizados. O software utilizado 

para visualização das imagens no microscópio foi VisiVIew 2.1.4. A manipulação das fotos foi 

realizada em ImageJ. 

3.2.9 Produção de video de interação por microscopia em tempo real 

Macrófagos Raw 264.7 (ATCC TIB-71) foram descongelados e cultivados em meio 

RPMI suplementado com 10% de soro fetal bovino em garrafa de 75cm2 a 37˚C e 5% CO2 

em câmara úmida até atingirem 80% de confluência. Eles foram então coletados e 5x104 

foram cultivados por câmara em uma lâmina com oito câmaras (Chamber slide – Lab Tek) 

com RPMI suplementado com 2% soro fetal bovino. Previamente ao ensaio de interação, o 

meio foi aspirado e substituído por meio DMEM sem Phenol Red (Sigma) suplementado com 

5% soro fetal bovino e 105 leveduras de C. albicans SC5314 expressando GFP. A lâmina foi 

então colocada na câmara úmida aquecida a 37˚C com 5%CO2 de um microscópio Olympus 

Cell^R para realização das microfotografias. Os campos foram selecionados e o software do 

microscópio (Olympus Xcellance versão 1.1 em Windows XP) foi ajustado para fotografar 

cada campo a cada cinco minutos, no modo campo claro e com filtro para FITC (para 

detecção de GFP). O mesmo software foi utilizado para a confecção do filme a seguir. 

3.2.10 Infecção sistêmica com Candida albicans 

Para ensaios in vivo, as suspensões de células foram diluídas à concentração 

desejada em PBS estéril, e recontadas em contador automático de células. Em seguida, os 

camundongos foram pesados e 50µL de suspensão de células foi injetada pela veia da 

cauda com seringa de insulina de 1mL. Foi utilizado mecanismo para imobilização do 
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camundongo durante a aplicação da injeção. Animais controle receberam o mesmo volume 

do inóculo em PBS.  

 

3.2.11 Curva de sobrevivência de camundongos à infecção sistêmica 

Após restabelecimento, os animais foram então reinstalados no Biotério e checados 

diariamente. Animais considerados moribundos foram sacrificados por deslocamento 

cervical, e considerados como mortos no dia posterior. Os animais foram monitorados por 

trinta dias. Vinte e três animais DBA/2J e vinte e um BALB/c machos de oito semanas de 

idade foram utilizados para obtenção de curva de sobrevivência. Foram utilizados os testes 

de Logrank (Mantel-Cox) e de Gehan-Breslow-Wilcoxon para análise estatística dos 

resultados, considerando dados com diferenças significativas aqueles com valor de p ≤ 0,05. 

 

3.3 Métodos em RNA 

3.3.1 Extração de RNA 

O RNA utilizado para sequenciamento foi obtido da seguinte forma: após transcorrer 

o período dos ensaios de interação entre C. albicans e BMDMs, o sobrenadante da cultura 

foi coletado e as células lavadas três vezes com PBS  pré-aquecido a 37ºC para a retirada 

de leveduras de não internalizadas. Para extração do RNA, foi utilizado o kit “SV Total 

Isolation Kit” (Promega). A extração foi executada conforme instruções do fabricante. O pellet 

final foi eluído 50µL de água MiliQ pré-aquecida a 65˚C.  

A concentração final de RNA foi mensurada por espectofotômetro Nanodrop 

(Peqlab). A qualidade do RNA foi medida utilizando um RNA 6000 Nano Chip (Agilent) em 

um 2100 Bioanalyzer (Agilent). 

O RNA utilizado para análise de miRNAs foi obtido da seguinte forma: após 

transcorrer o período dos ensaios de interação entre C. albicans e BMDMs, o sobrenadante 

da cultura foi coletado e as células lavadas três vezes com PBS pré-aquecido a 37ºC para a 

retirada de células de não internalizadas. Para extração do RNA, foi utilizado o kit “MirVana” 

(Invitrogen). A extração foi executada conforme instruções do fabricante. Duas frações foram 

obtidas pelo uso do kit, uma fração com pequenos RNAs (até aproximadamente 100bp), e 

outra com grandes RNAs (>~100bp). A eluição final foi realizada com 100µL de água MiliQ 

pré-aquecida a 95˚C para ambas as frações. 

As concentrações finais foram obtidas por espectofotômetro Nanodrop (Peqlab). A 

qualidade dos RNA da fração de grandes RNAs foi obtida por avaliação em gel de agarose 
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1,0% corado com brometo de etídio (0,5 µg/mL). A qualidade da fração de pequenos RNAs 

foi extrapolada a partir da amostra equivalente de grandes RNAs. 

As amostras de RNA foram armazenadas em freezer a -80˚C.  

 

3.3.2 Síntese de cDNA 

A primeira fita de cDNA foi sintetizada a partir de 1µg de RNA total  de cada amostra, 

ou da fração enriquecida de grandes RNAs, no caso de amostras obtidas utilizando o kit 

MirVana (ver item 3.3.1). A essa quantidade de RNA total foi adicionado 1µg do iniciador 

OligodT18 e a mistura foi incubada a 70ºC por dez minutos, seguido de resfriamento imediato 

por incubação no gelo por cerca de um minuto. À amostra foi adicionado o MIX, para um 

volume final de 25µL, contendo os seguintes reagentes em suas concentrações finais: 

tampão da transcriptase reversa 1X; DTT 8mM; 0,4mM dNTPs; 40U RNAse Out (Invitrogen). 

Em seguida, a reação de polimerização foi realizada por incubação a 42ºC por dois minutos, 

sendo adicionado ao sistema 400U da enzima transcriptase reversa (SuperScript III, 

Invitrogen) e incubando-se a 42ºC por mais uma hora. A seguir, a enzima foi inativada por 

aquecimento a 70ºC por vinte minutos e imediatamente resfriada em gelo. As amostras 

foram então diluídas em água MiliQ para uso em reação de qRT-PCR (diluições 1:2 a 1:5). 

Para a síntese de cDNA de miRNAs foram utilizados 10ng de RNA da fração de 

pequenos RNAs por amostra de acordo com o protocolo Taqman (Life Technologies). Os 

produtos da reação não foram diluídos para posterior uso em qRT-PCR. 

3.3.3 qRT-PCR em tempo real 

Alíquotas dos cDNAs produzidos foram submetidas à reação de amplificação em 

tempo real em volume final de 10µL, contendo: 5µL de SyBr Green Master Mix (Applied 

Biosystems); 0,2µM de cada primer (forward e reverse). Foram utilizados como controle 

interno os primers que amplificam os mRNAs que codificam a proteína ribossomal RPS9 e 

GAPDH. As condições de ciclagem foram as programadas conforme recomendado para o 

reagente SyBr Green Fast e consiste das seguintes etapas: aquecimento a 50ºC por dois 

minutos; 95ºC por cinco minutos; 95ºC por três segundos; 60ºC por trinta segundos e repetir 

as duas últimas etapas quarenta vezes. A curva de dissociação foi construída com as 

seguintes etapas: 95ºC por quinze minutos; 60ºC por uma hora; 95ºC por quinze minutos. 

Para análise de expressão de miRNAs, foi utilizado kit de Taqman específico para 

cada gene conforme a especificação do frabricante (Life Technologies). O pequeno RNA 

nuclear (snRNA) U6 foi utilizado como controle endógeno. 
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Todas as amplificações foram feitas nos equipamento 7500 Fast Real-Time PCR 

System (Applied Biosystems) ou realplex mastercycler (Eppendorf). Os resultados foram 

comparados utilizando-se o método do Ct comparativo (2-∆∆ct) (Livak and Schmittgen, 2001), 

Os níveis de expressão de transcritos foi calculada utilizando os valores de ∆Ct das amostras 

e testada quanto à expressão diferencial utilizando One-way ANOVA com pós teste de Tukey 

no software GraphPad Prism versão 5.00 para Mac, San Diego, Californa, USA, 

www.graphpad.com. Um p-value de 0,05 ou menor definiu significância estatística. Os 

resultados foram representados utilizando a valor de expressão relativa ao controle (Fold 

Change), onde os controles foram considerados com valor de 1. 

3.3.4 Preparação de bibliotecas para RNA-seq 

As amostras foram enviadas para preparação de biblioteca e sequenciamento na 

CSF NGS Unit (Viena, Áustria) (www.csf.ac.at). As amostras foram tratadas primeiramente 

com kit para depleção de rRNA “Ribozero rRNA removal kit (Human/Mouse/Rat)” (Epicentre). 

A preparação da biblioteca foi realizada utilizando o kit “NEBNext mRNA Library Prep 

Reagent Set for Illumina” (NEB). Preparação das amostras e ligação de adaptadores foi 

realizada com o kit “TruSeq RNA Sample Prep kit v2” (Illumina).  

3.3.5 Sequenciamento 

O sequenciamento das amostras de RNA (RNA-seq) foi realizado nas dependências 

da CSF NGS Unit (Viena, Áustria) (www.csf.ac.at). Foi utilizado um aparelho Illumina 

HiSeqV4 (Illumina) e as reads geradas eram em formato Paired-end com 125bp. Cada 

condição experimental foi produzida com três replicatas biológicas. Oito lanes foram 

utilizados para o sequenciamento, com seis ou sete amostras por lane, conforme tabela 3.1. 

As amostras de RNA de C. albicans apenas foram sequenciadas apenas em uma lane para 

cada replicata biológica e o material aplicado para sequenciamento  (cDNA) corresponderam 

a 50% do material de M. musculus aplicado. 
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Tabela 3.1 – Distribuição das amostras a serem sequenciadas no chip de sequenciamento. 
As amostras foram distribuídas em oito canaletas (lanes) de forma que cada amostra 
contendo RNA de M. musculus fosse sequenciada em duas lanes diferentes a fim de evitar 
viés de sequenciamento. A nomenclatura das amostras é compostas por três elementos, a 
primeira letra indica a linhagem de camundongo analisada (B para BALB/c e D para DBA/2J), 
e dois números, onde o primeiro indica a replicata biológica analisada e o segundo indica o 
tempo de interação analisado (0 para 0 minutos, 1 para 45 minutos, 2 para 60 minutos e 3 
para 90 minutos). Por exemplo, a amostra D2.3 representa a amostra de macrófagos obtidos 
de camundongo DBA/2J do pool 2 (segunda replicata) interagindo por 90 minutos com C. 
albicans. As amostras contendo material de C. albicans apenas foram sequenciadas apenas 
uma vez, e o material (cDNA) aplicado na lane corresponde a metade do material de RNA de 
camundongo aplicado. 

Lane 1 Lane 2 Lane 3 Lane 4 Lane 5 Lane 6 Lane 7 Lane 8 

B1.0 B1.0 B1.1 B1.1 B1.2 B1.2 B1.3 B1.3 

B2.0 B2.0 B2.1 B2.1 B2.2 B2.2 B2.3 B2.3 

B3.0 B3.0 B3.1 B3.1 B3.2 B3.2 B3.3 B3.3 

D1.0 D1.0 D1.1 D1.1 D1.2 D1.2 D1.3 D1.3 

D2.0 D2.0 D2.1 D2.1 D2.2 D2.2 D2.3 D2.3 

D3.0 D3.0 D3.1 D3.1 D3.2 D3.2 D3.3 D3.3 

  Ca1   Ca2  Ca3 

 

3.3.6 Análise dos dados de RNA-seq 

Os arquivos contendo os dados do sequenciamento foram recebidos em formato 

BAM. Os arquivos foram convertidos em formato Fastq utilizando o software Picard Tools 

(http://picard.sourceforge.net), e a qualidade das sequências e presença de adaptadores 

foram analisadas pelo FastQC (Andrews, 2010). Os adaptadores identificados pelo programa 

FastQC, e as bases ou reads com phred score menor do que 20 foram extirpadas da 

bibliotecas utilizando-se Cutadapt (Martin, 2011). Uma vez que algumas reads são 

extirpadas completamente, os pares formados pelo sequenciamento Paired-end devem ser 

reformados. Esse repareamento das reads foi realizado pela ferramenta NGM Interleave 

(Sedlazeck et al., 2013), e os arquivos Fastq com os Paired-ends foram novamente 

separados utilizando um script em Perl. As bibliotecas foram então mapeadas utilizando dois 

softwares de mapeamento diferentes, NextGenMap versão 0.4.12 (Sedlazeck et al., 2013), e 

TopHat2 versão 2.0.13 (Kim et al., 2013). Como referência para o mapeamento, foi utilizado 



 46 

um arquivo com o genomas do Assembly 22 da linhagem SC5314 de Candida albicans 

(Muzzey et al., 2013) concatenado com o genoma Grc.m38 de Mus musculus (Cunningham 

et al., 2015). A ferramenta SAMtools (Li et al., 2009) foi utilizada na conversão de formatos 

SAM para BAM, reorganização das reads (sorting) e indexação. A contagem de reads por 

gene foi realizada utilizando o software featureCounts (Liao et al., 2014), usando um limiar 

mínimo de qualidade de mapeamento (mapping quality) (Li et al., 2008) de 20, quando 

aplicável. Visualizações do mapeamento foram realizadas utilizando o software de 

visualização Integrative Genome Viewer (IGV) (Thorvaldsdottir et al., 2013). A análise de 

expressão diferencial de genes foi realizada utilizando dois pacotes para R diferentes 

disponíveis no repositório Bioconductor (Gentleman et al., 2004), edgeR versão 3.8.5 

(Robinson et al., 2010) e DESeq versão 1.18.0 (Anders and Huber, 2010). Para ambos os 

softwares, o limiar para expressão diferencial foi um p-value ajustado de 0,1 (Benjamini and 

Hochberg, 1995). Para identificação dos GO terms (Ashburner et al., 2000) dos genes 

diferencialmente expressos foi utilizado a ferramenta Biomart (Kinsella et al., 2011). 

Para avaliação das taxas de reads mapeadas em loci de rRNA, foi utilizado o 

mapeador NextGenMap versão 0.4.12 (Sedlazeck et al., 2013) usando um limiar mínimo de 

identidade de 90%. A referência usada para o mapeamento foi arquivo fasta contendo todas 

as sequências do genoma de Candida albicans e camundongo (Mus musculus) obtidos nos 

bancos de dados Candida Genome Database (Binkley et al., 2014) e UCSC (Kuhn et al., 

2013) respectivamente. As versões dos genomas utilizados para esse fim foram o Assembly 

22 de SC5314 de C. albicans (Muzzey et al., 2013) e mm9 de camundongo (Flicek et al., 

2014).   

O cálculo da cobertura do transcritoma e do genoma foi realizado usando dados do 

genoma Grc.m38.p1 de camundongo. O tamanho do transcritoma foi estipulado em 

61.400.000 pares de bases. O genoma 3.480.528.190 pares de bases (Flicek et al., 2012). 
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4. Resultados  

 

4.1 Caracterização do transcritoma de macrófagos 
murinos em resposta à infecção por C. albicans, por 
meio do sequenciamento de RNA em larga escala 
(RNA-seq). 

Neste estudo procurou-se caracterizar o transcritoma de modelos murinos de 

suscetibilidade e resistência à infecção por Candida albicans. Macrófagos diferenciados à 

partir da medula óssea de camundongos de linhagens suscetível ou resistente a este 

patógeno foram obtidos e ensaios de interação ex vivo foram realizados visando caracterizar 

a modulação da expressão gênica, por meio de metodologias de sequenciamento de alto 

desempenho (RNA-seq).  

Uma primeira tentativa foi realizada com as linhagens A/J como suscetíveis, e 

BALB/c como resistentes (Ashman, 1998; Ashman et al., 1996; Mullick et al., 2004; Peltz et 

al., 2011; Radovanovic et al., 2011a; Tuite et al., 2005). Todavia, problemas decorrentes do 

sequenciamento, tais como alta contaminação das bibliotecas com rRNA ocorrem, de forma 

que novos experimentos foram realizados. 

Para a realização destes novo experimentos, houve a participação do grupo do 

professor Karl Kuchler da Medical University of Vienna durante um período de meu 

doutorado Sanduíche. O grupo do professor Kuchler tem experiência não somente na 

realização do experimento de RNA-seq no contexto da interação patógeno-hospedeiro, mas 

também na prática da análise concomitante do transcritoma do patógeno e do hospedeiro 

durante essa interação (Tierney et al., 2012).  

Primeiramente, a fim de estabelecer os tempos de interação, primeiramente foi 

analizado o crescimento do fungo. Sabidamente, C. albicans é um fungo de crescimento 

rápido, e o tempo de interação com macrófagos ou outros tipos celulares deve ser escolhido 

cuidadosamente, buscando um tempo de interação compatível com a sobrevivência das 

células do hospedeiro. 

Uma curva de crescimento foi realizada a partir de um pré-inóculo preparado 

conforme descrito na sessão Material e Métodos. Duas replicatas foram realizadas em dias 

diferentes a partir de diferentes colônias. A velocidade de duplicação média obtida foi de 74 
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minutos (tempos de 69 e 79 minutos para cada replicata, respectivamente), conforme 

mostrado na figura 4.1. 

 

 

 
Figura 4.1 – Curva de crescimento de C. albicans 
Curva de crescimento de C. albicans em YPD líquido a 30˚C e 150 RPM. Duas culturas 
independentes foram crescidas em dias separados, na mesmas condições. 

 

 

Considerando o rápido crescimento apresentado pelas células de C. albicans, e o 

fato de que macrófagos primários apresentaram uma alta mortalidade quando crescidos em 

co-cultura com leveduras deste fungo (dados não mostrados), foi realizado um ensaio de 

interação em tempo real para observar-se o comportamento de ambos. Assim, 5x104 

macrófagos RAW 264.7 foram incubados em uma lâmina com câmaras e incubados por até 

duas horas e meia com leveduras de C. albicans SC5314 expressando GFP em um MOI de 

2. A interação foi então realizada a 37˚C dentro da câmara úmida de um microscópio 

Olympus Cell^R. O experimento produziu filmes que mostram a interação desses 

macrófagos com as células de C. albicans durante esse período (ANEXO 1). Nesses filmes é 

possível observar que os macrófagos começam a fagocitar rapidamente as células do fungo, 

ao mesmo tempo que ocorre o rápido desevolvimento de hifas de C. albicans. Após cerca de 

duas horas de interação, é possível observar que as hifas perfuram os macrófagos, 

causando a morte dessas células. Dessa forma, ficou estabelecido que experimentos de 

interação de macrófagos com células vivas de C. albicans não devem durar mais do que o 

período de duas horas, nas condições descritas nesse trabalho. 
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Uma vez definido o tempo máximo de interação de duas horas, procurou-se definir 

quais seriam os tempos de interação que seriam utilizados para o novo experimento visando 

a análise transcitômica por RNA-seq. Para tanto, procurou-se observar o tempo de 

fagocitose de C. albicans pelos macrófagos. Sabidamente, a internalização das células do 

patógeno é importante para a ativação de expressão de genes relativos à resposta imune à 

C. albicans (Lorenz et al., 2004). Para estabelecer a partir de qual momento a fagocitose 

atinge o seu máximo, foi realizado um ensaio de fagocitose em que macrófagos de três 

linhagens de camundongos, duas resistentes à C. albicans (BALB/c e C57Bl/6) e uma 

suscetível (A/J) interagiram com células do patógeno coradas com Alexa488. O ensaio 

examinou os tempos de 30, 45 e 60 minutos de interação. O processo de fagocitose foi 

interrompido nos tempos determinados, pela diminuição da temperatura de incubação a 4˚C, 

e as leveduras não internalizadas foram lavadas e a fluorescência (corante Alexa488) foi 

extinta com o corante Trypan Blue. Os macrófagos foram então fixados e analisados por 

citometria de fluxo para determinar a proporção de macrófagos com células internalizadas. 

Esse experimento foi realizado em duplicata. A figura 4.2 mostra essas proporções para 

cada tempo, 0, 30, 45 e 60 minutos (4.2 A-D). A figura 4.3 mostra os mesmos dados na 

forma de um gráfico de barras. É possível observar que com 30 minutos de interação, a 

proporção de macrófagos com pelo menos uma célula de C. albicans internalizada já é 

bastante próximo do máximo de fagocitose encontrado após 60 minutos de interação. É 

possível afirmar, portanto, que após 30 minutos de interação já ocorre formação de 

fagossomos. É possível, portanto, que já haja sinalização específica estimulada pelo 

processo de fagocitose de leveduras de C. albicans.  
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Figura 4.2 - Ensaio de fagocitose por citometria de fluxo de BMDMs incubados com C. 
albicans 
Ensaio de fagocitose por citometria de fluxo. Cada gráfico representa a porcentagem de 
macrófagos de tries linhagens de camundongos, A/J (vermelho), BALB/c (azul) e C57Bl/6 
(verde) com células de C. albicans internalizadas. Cada gráfico representa um tempo de 
interação diferente, 0 minutos (A), 30 minutos (B), 45 minutos (C) e 60 minutos (D). 
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Figura 4.3 – Ensaio de fagocitose por citometria de fluxo de BMDMs incubados com C. 
albicans 
Quantificação do ensaio de fagocitose por citometria de fluxo. Cada barra representa a 
porcentagem de macrófagos de cada uma de três linhagens de camundongos, A/J 
(vermelho), BALB/c (azul) e C57Bl/6 (verde) com células de C. albicans internalizadas. Cada 
ponto do eixo X representa um tempo de interação diferente, 0 minutos, 30 minutos, 45 
minutos e 60 minutos. 

 

Para confirmar a ocorrência de fagocitose, conforme observado por citometria de 

fluxo, foi realizado um ensaio de interação de BMDMs com os mesmos tempos, 0, 30, 45 e 

60 minutos, e as células analisadas por microscopia confocal. Aproximadamente 5x105 

macrófagos das linhagens A/J, BALB/c e C57Bl/6 foram adicionados em lâminas com 

câmaras individualizadas, e expostas à células de C. albicans pelos tempos determinados. 

Ao fim desses períodos, as células foram fixadas, permeabilizadas com metanol e tratadas 

com anticorpos marcados (ver item 3.2.8 da metodologia). Por fim, as lâminas foram 

analisadas por microscopia confocal. É possível observar nas microfotografias que, de fato, a 

maioria dos macrófagos já apresenta algumas células de C. albicans fagocitadas à partir de 

30 minutos de interação (figura 4.4). Isso confirma, os resultados anteriores, segundo os 

quais após 30 minutos um índice de fagocitose elevado e similar ao observado para tempos 

maiores de interação (60 minutos), também foram reproduzidos neste experimento 

empregando a interação de outra linhagem celular de macrófagos (BMDMs) com leveduras 

de C. albicans. 



 52 

 

Figura 4.4 – Interação de BMDMs com C. albicans por microscopia confocal 
Microfotografias (400x) da interação de macrófagos (BMDM) de camundongos de três 
linhagens diferentes, A/J, BALB/C e C57Bl/6, realizadas em microscópio confocal (Zeiss 
LSM710). Cerca de 5x104 macrófagos foram co-cultivados por diferentes tempos com 
leveduras de C. albicans SC5314 expressando GFP (MOI 2). As colunas representam os 
diferentes tempos 0 minutos (A), 30 minutos (B), 45 minutos (C) e 60 minutos (D). As fileiras 
representam as linhagens A/J (primeira fileira), BALB/c. (segunda fileira) e C57Bl/6 (terceira 
fileira). Marcação em verde representa GFP produzido pelas células de C. albicans, em azul 
a marcação em DAPI (marcação para núcleo), e em vermelho a marcação para β-tubulina 
(anticorpos marcados com Alexa568 – Santa Cruz Biotechnoloiges). 

 

Para identificar quais tempos analisados até o seguinte momento são os mais 

adequados para a realização de uma análise transcritômica dessa interação, foi escolhido 

um gene bem caracterizado da resposta de macrófagos à C. albicans, e sua expressão foi 

analizada nos tempos determinados. O gene da citocina pró-inflamatória TNFα foi escolhido 

por ser um importante marcador da resposta a C. albicans. Cerca de 106 macrófagos foram 

co-cultivados com leveduras de C. albicans (MOI 2) por 0, 30, 45, 60 e 90 minutos. O RNA 

total foi extraído e o níveis de expressão de TNFα foi mensurado por qRT-PCR (figura 4.5).  
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Figura 4.5 – Níveis de expressão de TNF-α  de BMDMs incubados com C. albicans 
Níveis de expressão de TNFα em macrófagos (BMDMs) obtidos a partir de camundongos 
BALB/c  incubados com leveduras de C. albicans. A incubação foi realizada por 0, 30, 45, 60 
e 90 minutos com um MOI de 2. Análise estatística foi realizada One-way ANOVA e pós-
teste de Tukey (*) representa p-value < 0.05, (**) p-value < 0.005 e (***) p-value< 0.0005). O 
experimento foi realizado em triplicata técnica. 
 

 

É possível observar que com 30 minutos já ocorre um aumento nos níveis do 

transcrito TNFα, embora não significativo estatisticamente. Com 45 minutos já é possível 

observar um aumento consistente estatisticamente de expressão de TNFα, que se consolida 

com 60 minutos, e com 90 minutos atinge os níveis mais altos. 

Com base nesses resultados, foram escolhidos como os tempos de interação para o 

experimento de análise transcritômica por RNA-seq os tempos de 0, 45, 60 e 90 minutos. 

Devido a problemas técnicos, todavia, camundongos da linhagem A/J se tornaram 

indisponíveis nesse momento do trabalho. Em busca de uma nova alternativa de linhagem 

sucetível, uma busca na literatura mostrou a linhagem DBA/2J como uma alternativa para 

substituição de linhagem A/J, suscetível à C.albicans. Para comprovar que os camundongos 

DBA/2J disponíveis demonstravam suscetibilidade à C. albicans, um infecção in vivo foi 

realizada. Três diferentes concentrações  de leveduras foram inoculadas pela via intravenosa 

(veia da cauda) dos camundongos. As três concentrações mostraram-se diferentes 

estatisticamente, demonstrando que DBA/2J é suscetível à C. albicans em comparação com 

BALB/c (figura 4.6). Dessa forma, a linhagem murina DBA/2J foi  selecionada como a 

linhagem suscetível para ensaio de interação com fins de análises transcritômicas por RNA-

seq. 
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Figura 4.6 – Curva de sobrevivência de camundongos infectados in vivo com C. 
albicans 
Curva de sobrevivência das linhagens DBA/2J e BALB/c. 23 indivíduos DBA/2J e 21 BALB/c 
machos com idade de 8 semanas foram inoculados intravenosamente via veia da cauda com 
5x105, 1x105 e 1x104 leveduras de C. albicans SC5314. Análise estatística dos dados foram 
realizadas utilizando-se os testes de Logrank (Mantel-Cox) e de Gehan-Breslow-Wilcoxon. O 
valor p foi inferior a 0,05 para todas as concentrações checadas. 
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Uma vez escolhidas as duas linhagens para a análise transcritômica, um ensaio foi 

realizado para extração de RNA total dos macrófagos das duas linhagens para posterior 

sequenciamento. Os camundongos foram divididos em três diferentes grupos que formariam 

as triplicatas biológicas do experimento. Camundongos de cada um dos três grupos tiveram 

a medula extraídas e as células obtidas foram submetidas a um protocolo de diferenciação 

para macrófagos primários (conforme item 3.2.3 da metodologia) separadamente para cada 

uma dessas replicatas biológicas. Cerca de 2x106 macrófagos de cada linhagem para cada 

condição experimental foram co-cultivados com 4x106 leveduras de C. albicans (MOI 2) por 

0, 45, 60 e 90 minutos. O RNA total de cada uma das amostras foi extraído conforme item 

3.3.1, quantificado e teve sua qualidade auferida pela plataforma Bioanalyzer. O resultado de 

cada uma das amostras pode ser visto na tabela 4.1. As amostras contendo RNA de C. 

albicans apenas foram omitidas da tabela, pois o kit empregado nas análises realizadas no 

Bioanalyzer é específico para RNA de mamíferos, produzindo resultados imprecisos para 

RNA de fungo, a despeito de sua qualidade. O eletroferograma das amostras pode ser visto 

na figura 4.7, e mostra também que o RNA apresenta suficiente qualidade para 

sequenciamento. 

 
Tabela 4.1 – Análise de integridade das amostras de RNA por Bioanalyzer (Agilent) das 
amostras de RNA de ensaio de interação entre 2x106 BMDMs das linhagens BALB/c e 
DBA/2J e C. albicans com MOI 2. O valor de RIN representa o valor do index de qualidade  
padrão do método (RNA integrity number). O experimento foi realizado em triplicata 
biológica. As amostras contendo RNA de C. albicans apenas foram omitidas da tabela. 
Amostra RIN Amostra RIN 
Balb1 0min 9,5 DBA1 0min 8,5 
Balb1 45min 9,5 DBA1 45min 7,3 
Balb1 60min 9,5 DBA1 60min 9,0 
Balb1 90min 9,4 DBA1 90min 7,4 
Balb2 0min 9,4 DBA2 0min 8,8 
Balb2 45min 9,2 DBA2 45min 8,7 
Balb2 60min 8,4 DBA2 60min 8,9 
Balb2 90min 9,4 DBA2 90min 8,7 
Balb3 0min 9,6 DBA3 0min 8,6 
Balb3 45min 9,6 DBA3 45min 8,6 
Balb3 60min 9,7 DBA3 60min 8,6 
Balb3 90min 9,4 DBA3 90min 8,6 
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Figura 4.7 – Níveis de qualidade dos RNAs para sequenciamento 
Eletroferograma gerado por Bioanalyzer (Agilent) das amostras de RNA de ensaio de 
interação entre 2x106 BMDMs das linhagens BALB/c(A), DBA/2J(B ) e C. albicans com MOI 
2, além de C. albicans apenas (C).O experimento foi realizado em triplicata biológica. 
 

O RNA extraído foi então enviado para preparação de biblioteca e sequenciamento, 

conforme descrito nos itens 3.3.4 e 3.3.5 da metodologia. Os arquivos recebidos da 
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instituição de sequenciamento CSF, em Viena, foramm analisados conforme o pipeline 

mostrado na figura 4.8, e no item 3.3.6 da metodologia. Resumidamente, as bibliotecas 

foram convertidas em um formato apropriado e a qualidade dos dados foram analisadas. 

Sequências contendo baixa qualidade ou adaptadores do sequenciamento foram excluídas e 

as sequências restantes foram mapeadas nos genomas de referência (C. albicans e Mus 

musculus), no arqueivo com a concatenação dessas duas referências, ou nas sequências 

dos loci de rRNA. Para o mapeamento, foram utilizados dois diferentes softwares 

NextGenMap e Tophat2. Uma vez que as bibliotecas foram mapeadas na referência de 

interesse, o número de reads mapeando em cada gene foi calculado usando o software 

featureCounts. A expressão diferencial de genes foi calculada usando dois diferentes 

pacotes para R, DESeq e edgeR. A anotação dos genes conforme GO term (Ashburner et 

al., 2000) foi realizada utilizando a ferramenta Biomart. 

 

 
Figura 4.8 – Pipeline de análise do sequenciamento 
Pipeline de análise dos dados do sequenciamento. Detalhes podem ser encontrados no item 
3.3.6. 
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Tabela 4.2 – Resumo do mapeamento das bibliotecas usando como referência um construto 
composto da concatenação do genoma do camundongo Grc.m38 (ENSEMBL) com o 
genoma de C. albicans assembly 22 da linhagem SC5314 (terceira e quarta colunas), ou 
usando os loci de rRNA de camundongo (quinta coluna). As análises de cobertura do 
transcritoma e do genoma também podem ser vistas. 
 
 
Amostras 

 
Total de reads 

% de reads 
mapeadas 

% de reads 
mapeadas no 
genoma do 

camundongo 

% de reads 
mapeadas em 
loci de rRNA 

Balb1	
  0min 148.605.570 88,83	
   88,79 1,38 
Balb2	
  0min 142.370.746 85,97	
   85,65 1,27 
Balb3	
  0min 315.957.746 86,52	
   86,43 1,09 
Dba1	
  0min 135.514.716 46,54	
   45,35 0,85 
Dba2	
  0min 135.080.322 90,31	
   86,68 0,74 
Dba3	
  0min 141.613.568 88,34	
   79,30 0,89 
Balb1	
  45min 123.660.779 87,12	
   80,29 4,36 
Balb2	
  45min 112.590.678 83,49	
   75,79 3,23 
Balb3	
  45min 116.764.704 82,20	
   56,14 5,99 
Dba1	
  45min 150.041.574 89,54	
   82,60 2,78 
Dba2	
  45min 125.263.340 78,40	
   71,72 3,20 
Dba3	
  45min 125.470.108 90,02	
   73,94 3,19 
Balb1	
  60min 168.783.672 92,47	
   92,45 4,93 
Balb2	
  60min 163.212.912 91,25	
   91,24 4,95 
Balb3	
  60min 151.393.964 84,41	
   84,40 3,91 
Dba1	
  60min 132.872.212 77,37	
   74,64 4,97 
Dba2	
  60min 118.149.100 84,53	
   80,68 3,19 
Dba3	
  60min 115.967.840 88,11	
   83,02 3,77 
Balb1	
  90min 151.215.782 82,16	
   74,80 6,04 
Balb2	
  90min 162.975.170 85,87	
   81,05 5,51 
Balb3	
  90min 189.905.998 84,42	
   79,62 10,04 
Dba1	
  90min 201.082.730 81,40	
   75,01 4,64 
Dba2	
  90min 200.895.488 84,14	
   76,92 5,02 
Dba3	
  90min 181976218 84,93	
   79,18 3,95 
 
 

O resumo dos processo de mapeamento utilizando o software NextGenMap e o 

genoma de Mus musculus e de C. albicans concatenados como referência para o 

mapeamento pode ser visto na tabela 4.2. Na primeira coluna é possível avaliar as amostras 

indicadas pela linhagem do camundongo, número da replicata e o tempo de interação. Na 

segunda coluna o número total de reads geradas para uma dada biblioteca após 

processamento para retirada de adaptadores e sequências de baixa qualidade (conforme 

figura 4.8). A terceira coluna mostra a porcentagem de reads que mapearam no genoma de 

M. musculus e C. albicans concatenados. A quinta coluna mostra a porcentagem desses 

reads que mapearam exclusivamente em genes de M. musculus dentro do universo do 
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genoma concatenado das duas espécies. A quinta coluna mostra a porcentagem de reads 

que mapearam em loci de rRNA com identidade de sequência superior a 90%. 

Os próximos passos envolvem a análise dos mapeamentos utilizando Tophat2, 

assim como o mapeamento usando o genoma e as sequências genômicas de rRNA de C. 

albicans como referência. Em seguida a análise de expressão diferencial de genes para os 

dois organismos, conforme figura 4.8, e validação desses resultados por qRT-PCR. 

A figura 4.9 mostra o resultados dos mapeamentos realizados utilizando 

NextGenMap e usando-se como referência os genomas de M. musculus e C. albicans 

concatenados. Os três graficos mostram as bibliotecas das amostras de BALB/c (fig. 4.9 A), 

DBA/2J (fig. 4.9 B) e C. albicans apenas (fig. 4.9 C), assim como a proporção de reads que 

mapearam no genoma concatenado das duas espécies, e contra apenas o genoma de M. 

musculus (verde) ou o genoma de C. albicans o genoma.  

Estas análises encontram-se em andamento e serão concluídos para a confecção e 

publicação do artigo científico referente a esta parte do trabalho. 
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Figura 4.9 – Mapeamento das bibliotecas sequenciadas 
Mapeamento das bibliotecas de BALB/c (A), DBA/2J (B) e C. albicans apenas(C). Os 
gráficos mostram o total de reads usadas para o mapeamento (azul), o número de reads que 
mapearam no genoma concatenado de Mus musculus GRC.m38 (ENSMBL) com C. albicans 
assembly 22 da linhagem SC5314 (vermelho), o número de reads mapeadas que mapearam 
exclusivamente no genoma do camundongo (verde) e o número de reads que mapearam 
exclusivamente no genoma de C. albicans. A identificação das amostras se refere à 
linhagem, replicata e o tempo (ex. B1.3 É a replicata 1 para o tempo analisado 3 (90 minutos 
de intereação)).  
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4.2 Padrão da resposta de microRNAs (miRNAs) em 
macrófagos co-cultivados com Candida albicans.  

 

Nesse estudo foi investigado o perfil de expressão de alguns miRNAs relevantes do 

ponto de vista da resposta imune em macrófagos derivados de medula óssea (BMDMs) 

estimulados com células de Candida albicans de diferentes morfologias. Para um screening 

inicial, BMDMs de camundongos BALB/c com entre oito e doze semanas foram isolados e 

incubados tanto com leveduras ou hifas  usando uma multiplicidade de infecção de 2, por 8 

ou 16 horas. O RNA então foi extraído para mensuração dos níveis de miRNA e mRNAs, 

enquanto o sobrenadante foi coletado para mensuração de citocinas por ELISA. Esses 

experimentos foram realizados em triplicata, em que cada replicata foi formada por um grupo 

diferente de camundongos. 

Com o intuito de verificar see os macrófagos originavam uma resposta imunológica 

apropriada, os níveis das citocinas TNFα, Interleucina 10 (IL-10), MCP-1 e Interleucina 6 (IL-

6) no sobrenadante de cultura foram checados por ELISA (Blasi et al., 1994; Netea et al., 

2004b; Sarazin et al., 2010). Os níveis de TNFα nos sobrenadantes de cultura não 

mostraram nenhuma diferença significativa após 8 horas de incubação tanto com leveduras, 

como com hifas. Mas após 16 horas, os níveis dessa citocina demonstraram um significante 

aumento nos macrófagos incubados com hifa apenas (Figura 4.10 A). Os níveis da citocina 

anti-inflamatória IL10 mostraram uma redução significativa nos níveis basais após incubação 

com hifas após 8 e 16 horas, mas não após incubação com leveduras (Figura 4.10 B). A 

citocina pró-inflamatória MCP-1 não demonstrou alterações significativas em nenhuma das 

condições analisadas Figura 4.10 C). A citocina pró-inflamatória IL6 mostrou aumentos 

significativo nos sobrenadantes de macrófagos incubados com hifa apenas, após 16 horas 

de incubação (Figura 4.10 D). Esses resultados confirmam que os BMDMs responderam 

adequadamente ao estímulo causado por C. albicans. 
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Figura 4.10 – Secreção de citocinas por BMDMs incubados com C. albicans morta pelo 
calor 
Citocinas secretadas por BMDMs da linhagem BALB/c incubados ou não com leveduras ou 
hifas mortas pelo calor com um MOI de 2 por 8 ou 16 horas. por As citocinas (A) TNFα, (B) 
IL10, (C) MCP-1 e (D) IL6 foram mensuradas ELISA no sobrenadante de cultura das células. 
A análise estatística foi realizada usando Two-way ANOVA e pós-teste de Buonferroni. (*) 
representa p-value < 0.05.  
  

Os níveis de expressão de miR125b, miR132, miR145, miR146a, miR155 e miR455 

foram testados usando sondas Taqman (Life Technologies) seguindo a descrição do 

experimento acima. Tanto miR125b e miR132 mostraram um aumento de expressão quando 

os macrófagos foram expostos a hifas mortas pelo calor tanto por 8 quanto 16 horas, mas 

não quando expostos a leveduras nas mesmas condições (Figura 4.11 A e B). Apesar de 

que após 16 horas, macrófagos apresentaram uma tendência de aumento não significativa 

quando expostos a leveduras (Figura 4.11 A). Após 8 horas de incubação, o acúmulo de 

ambos miR125b e miR132 eram significantemente maiores em hifas do que em leveduras, 

enquanto que após 16 horas apenas para miR132 era maior (Figura 4.11 A e B). miR146a e 

miR155 estavam aumentados em macrófagos expostos a leveduras e hifas após 8 horas, 

mas após 16 horas apenas miR146a permaneceu acima dos níveis dos controles (Figuras 

4.11 C e 4.13 A). Em ambos os tempos, a acumulação de miR146a foi significativamente 

maior para macrófagos expostos a hifas do que para aqueles expostos a leveduras (Figura 

4.11 C). miR455 também mostrou um acúmulo maior em macrófagos expostos a hifas do 

que naqueles expostos a leveduras ou ao controle após 8 horas, mas não após 16 horas. A 

estimulação com leveduras não resultou em nenhum aumento de acúmulo após ambos os 
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tempos estudados (Figura 4.11 E). miR145 não mostrou nenhuma alteração significativa nas 

condições estudadas (Figura 4.11 D). 

 
Figura 4.11 - Indução da expressão de miRNAs por C. albicans morta pelo calor em 
BMDMs 
Expressão de (A) miR125b, (B) miR132, (C) miR146a, (D) miR145 e (E) miR455 em 
macrófagos (BMDMs) obtidos de camundongos BALB/c incubados com leveduras ou hifas 
de C. albicans mortas pelo calor por 8 ou 16 horas com um MOI de 2. Os resultados 
representam a expressão relativa média em relação ao controle não infectado de três 
experimentos ± erro padrão. Os níveis de expressão foram mensurados por qRT-PCR 
utilizando sondas Taqman (Life Technologies).  Análise estatística foi realizada utilizando o 



 64 

∆Ct das amostras com um teste One-way ANOVA e pós-teste de Tukey. (*) representa p-
value < 0.05, (**) p-value < 0.005 e (***) p-value< 0.0005.  
  

Após analizar esses resultados, foi decidido investigar a expressão de outros 

miRNAs relacionados à resposta imune utilizando condições similares. Macrófagos (BMDMs) 

de camundongos BALB/c foram incubados com leveduras e hifas de C. albicans com um 

MOI de 2. Uma vez que o experimento anterior demonstrou que o tempo de 8 horas mostrou 

os maiores níveis de expressão para a maioria dos miRNAs, apenas esse tempo de 

incubação foi selecionado para esse experimento. Dessa forma, a regulação da expressão 

dos miRNAs miR9, miR199, miR221, miR223, miR346 e miR466l foram analisadas em 

resposta a C. albicans. miR9 mostrou aumento de expressão em macrófagos expostos tanto 

a leveduras quanto a hifas, mas a expressão em macrófagos expostos a hifas esse aumento 

foi significativamente maior (Figura 4.12 A). Os miRNAs miR199, miR221 e miR223 

mostraram um aumento significante da expressão em macrófagos expostos a hifas, mas não 

a leveduras (Figura 4.12 B, C e D). miR346 e miR466l não foram detectados pelos métodos 

utilizados (dados não mostrados). 

 
Figura 4.12 – Indução da expressão de miRNAs por C. albicans morta pelo calor em 
BMDMs 
Expressão de (A) miR9, (B) miR199, (C) miR221 e (D) miR223 em macrófagos (BMDMs) 
obtidos de camundongos BALB/c incubados ou não com leveduras ou hifas de C. albicans 
mortas pelo calor por 8 horas com um MOI de 2. Os resultados representam a expressão 
relativa média em relação ao controle não infectado de três experimentos ± erro padrão. Os 
níveis de expressão foram mensurados por qRT-PCR utilizando sondas Taqman (Life 
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Technologies).  Análise estatística foi realizada utilizando o ∆Ct das amostras com um teste 
One-way ANOVA e pós-teste de Tukey. (*) representa p-value < 0.05, (**) p-value < 0.005 e 
(***) p-value< 0.0005. 
 

miR155 apresentou expressão  aumentada após incubação tanto com hifas, quanto 

com leveduras de C. albicans após 8 horas de incubação, mas essa expressão regressou 

aos níveis equivalentes ao controle não estimulado após incubação por 16 horas (Figura 

4.13 A). A fim de melhor compreender o funcionamento do mecanismo de regulação de 

miR155, os níveis de pri-miR155 foram avaliados. Desta forma, procurou-se analisar se a 

diferença de acúmulo deste miRNA se deve ao fato de um aumento na transcrição, ou uma 

diminuição da degradação do miRNA maduro. Esse pri-miR155 é o produto transcricional do 

gene “miR155 Host Gene” (MIR155HG), também conhecido como B-Cell integration Cluster 

(BIC) (Lagos-Quintana et al., 2002; Tam, 2001), antes de seu processamento por DROSHA. 

Pelos resultados obtidos, é possível verificar que o aumento da acumulação de pri-miR155 

segue o mesmo padrão de expressão que o miR155 maduro. Após 8 horas de incubação 

tanto com leveduras, quanto com hifas, pri-miR155 apresentou aumento de expressão em 

ambas as condições. E após 16 horas, ele apresentava maior expressão apenas quando 

incubado com hifas (Figura 4.13 B). Esses resultados sugerem que a regulação da 

transcrição deste gene desempenha um papel importante no aumento da acumulação de 

miR155 maduro em um instante inicial da infecção. No entanto, em um período mais tardio 

da interação, os níveis de pri-miR155 continuam elevados, enquanto os níveis do miR155 

maduro retornam a níveis equivalentes ao controle não estimulado com C. albicans. Isso 

pode sugerir que a degradação do miR155 maduro pode ser um processo importante na 

regulação deste miRNA neste estágio da infecção. 
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Figura 4.13 – Indução de transcrição de pri-miR155 por C. albicans morta pelo calor em 
BMDMs 
Expressão de (A) miR155 e (B) pri-miR155 em macrófagos (BMDMs) obtidos de 
camundongos BALB/c incubados ou não com leveduras ou hifas de C. albicans mortas pelo 
calor por 8 ou 16 horas com um MOI de 2. Os resultados representam a expressão relativa 
média em relação ao controle não infectado de três experimentos ± erro padrão. Os níveis de 
expressão foram mensurados por qRT-PCR utilizando sondas Taqman (Life Technologies).  
Análise estatística foi realizada utilizando o ∆Ct das amostras com um teste One-way 
ANOVA e pós-teste de Tukey. (*) representa p-value < 0.05, (**) p-value < 0.005 e (***) p-
value< 0.0005. 
 

Sabidamente, o processo de morte pelo calor pode alterar a estrutura da parede 

celular fúngica, expondo elementos da parede interna que geralmente não interagem com os 

macrófagos in vivo (Gow et al., 2007). A fim de evitar este viés, foram realizados 
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experimentos utilizando macrófagos de camundongos C57Bl/6 e células de C. albicans 

mortas por radiação ultra-violeta (UV). Foi observado uma maior propensão à agregação 

causado pela morte por UV, comparado ao processo de morte pelo calor, e por essa razão 

foi utilizado um MOI de 5 ao invés de 2. As interações foram então realizadaspor 4, 8 e 16 

horas. Para confirmar que houve uma resposta dos macrófagos às células do patógeno, os 

níveis de mRNA de TNFα foram analisados em cada ponto por qRT-PCR. Os níveis de 

TNFα apresentaram-se significativamente mais altos após 4 horas de incubação tanto com 

leveduras, tanto com hifas, embora o aumento da expressão quando incubados com hifas 

fosse significativamente maior. Após 8 horas, os níveis do mRNA de TNFα retornaram aos 

níveis do controle não estimulado. Após 16 horas, os níveis de TNFα estavam novamente 

acima daqueles encontrados nos controles (Figura 4.14). 

 
Figura 4.14 – Indução da expressão de TNF-α  por C. albicans morta por UV 
Expressão de TNFα em macrófagos (BMDMs) obtidos de camundongos C57Bl/6 incubados 
ou não com leveduras ou hifas de C. albicans mortas por UV por 4, 8 ou 16 horas com um 
MOI de 5. Os resultados representam a expressão relativa média em relação ao controle não 
infectado de três experimentos ± erro padrão. Os níveis de expressão foram mensurados por 
qRT-PCR utilizando sondas Taqman (Life Technologies).  Análise estatística foi realizada 
utilizando o ∆Ct das amostras com um teste One-way ANOVA e pós-teste de Tukey. (*) 
representa p-value < 0.05, (**) p-value < 0.005 e (***) p-value< 0.0005. 
 

Assim como observado na interação com células de C. albicans mortas pelo calor, 

BMDMs mostraram um aumento de expressão de miR132 e miR146a quando estimulados 

com hifas mortas por UV. Enquanto miR146a apresentou um indução quando incubado com 

leveduras mortas pelo calor após 16 horas, miR132 demonstrou apenas uma tendência não 

significativa estatisticamente (Figura 4.15 A e B). Já miR155 demonstrou um aumento de 
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expressão significativo apenas após incubação com hifas por 8 e 16 horas, mas não após 4 

horas, ou quando incubado com leveduras (Figura 4.15 C). Tanto após 8, quanto 16 horas, 

os níveis de miR155 em macrófagos estimulados com hifas é maior do que daqueles 

estimulados com leveduras. 

 
Figura 4.15 – Indução de miRNAs em BMDMs por C. albicans morta por UV 
Expressão de (A) miR132, (B) miR146a e (C) miR155 em macrófagos (BMDMs) obtidos de 
camundongos C57Bl/6 incubados ou não com leveduras ou hifas de C. albicans mortas por 
UV por 4, 8 ou 16 horas com um MOI de 5. Os resultados representam a expressão relativa 
média em relação ao controle não infectado de três experimentos ± erro padrão. Os níveis de 
expressão foram mensurados por qRT-PCR utilizando sondas Taqman (Life Technologies).  
Análise estatística foi realizada utilizando o ∆Ct das amostras com um teste One-way 
ANOVA e pós-teste de Tukey. (*) representa p-value < 0.05, (**) p-value < 0.005 e (***) p-
value< 0.0005. 
   

Com o objetivo de desvendar os mecanismos da regulação de acúmulo de miR155, 

foi analizada a relevância de alguns dos mais importantes receptores responsáveis pelo 

reconhecimento de fungos por macrófagos. Para tanto, BMDMs de camundongos 

apresentando deleções dos genes de Toll-like Receptor 2 (TLR2), Toll-like receptor 4 (TLR4), 

ambos TLR2 e 4, e Dectina-1 foram utilizados. Nesses experimentos, os macrófagos foram 

incubados com um MOI de 5 por 8 horas com hifas mortas por UV. 
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Como pode ser visto na figura 4.16, a ausência de TLR2 ou TLR4 não interferiu na 

acumulação de miR155 nessas condições, já que apresentaram aumento de expressão igual 

ao tipo selvagem (WT) estimulado com hifas. Todavia, a deleção concomitante de ambos os 

receptores, TLR2 e 4, resultou em um aumento que foi significativamente maior do que em 

macrófagos selvagens estimulados, ou em macrófagos com esses receptores mutados 

individualmente. Além disso, a deleção do gene de DEC1 aboliu completamenteo acúmulo 

de miR155, já que esses macrófagos apresentaram níveis de expressão idênticos ao de 

controles não estimulados. Macrófagos não estimulados (controles) de todas essas 

linhagens de camundongos não mostraram nenhuma diferença entre si próprios (dados não 

mostrados). 

 
Figura 4.16 – Identificação de PRRs responsáveis pela indução de miR155 em resposta 
a C. albicans 
Expressão de miR155 em macrófagos (BMDMs) obtidos de camundongos C57Bl/6 
incubados ou não com hifas de C. albicans mortas por UV por 8 horas com um MOI de 5. As 
linhagens utilizadas foram Selvagem (WT), ∆TLR2, ∆TLR4, ∆TLR2/4 e ∆Dectin1 Os 
resultados representam a expressão relativa média em relação ao controle não infectado de 
três experimentos ± erro padrão. Os níveis de expressão foram mensurados por qRT-PCR 
utilizando sondas Taqman (Life Technologies).  Análise estatística foi realizada utilizando o 
∆Ct das amostras com um teste One-way ANOVA e pós-teste de Tukey. (*) representa p-
value < 0.05, (**) p-value < 0.005 e (***) p-value< 0.0005. 
 

Para verificar se a estimulação de Dectina-1 estava realmente ativando a expressão 

de miR155 em BMDMs de camundongos C57Bl/6, essas células foram incubadas com um 

agonista específico desse receptor. BMDMs foram obtidos e incubados com 100µg/mL de 

Zymosan depleted, um reagente comercial rico em β-glicanas com a propriedade de ativar a 

sinalização de Dectina-1 sem ativar os demais PRRs. Após 8 horas de incubação, os 

BMDMs mostraram um aumento de expressão similar àquela encontrada em BMDMs co-
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cultivados com hifas mortas por UV com um MOI de 5 por um período de tempo similar 

(Figura 4.17). Portanto, a estimulação de Dectina-1 em BMDMs, tanto utilizando β-glicanas 

comerciais, tanto quanto pela β-glicana presente na parede celular de C. albicans, resultou 

em um aumento significativo da expressão de miR155. 

 

Figura 4.17 – Indução da expressão de miR155 por β-glicana 
Expressão de miR155 em macrófagos (BMDMs) obtidos de camundongos C57Bl/6 
incubados por 8 horas com 100µg/mL de Zymosan depleted (Invivogen) ou com MOI de 5 
com hifas de C. albicans mortas por UV. Os resultados representam a expressão relativa 
média em relação ao controle não infectado de três experimentos ± erro padrão. Os níveis de 
expressão foram mensurados por qRT-PCR utilizando sondas Taqman (Life Technologies).  
Análise estatística foi realizada utilizando o ∆Ct das amostras com um teste One-way 
ANOVA e pós-teste de Tukey. (*) representa p-value < 0.05, (**) p-value < 0.005 e (***) p-
value< 0.0005. 

 

A ativação de Dectina-1 pode induzir duas vias de sinalização diferentes, uma via 

dependente de Syk e outra dependente de Raf-1. Para determinar qual é a via mais 

importante para a expressão de miR155 em macrófagos interagindo com hifas de C. 

albicans, foi realizado um ensaio de interação usando dois diferentes inibidores dessas vias. 

Macrófagos do tipo selvagem (da linhagem C57Bl/6) foram incubados com GW5074, R406, 

ou ambos previamente ao ensaio de interação. Foi observado que as células tratadas com o 

inibidor de Raf-1, GW5074, tiveram os mesmos níveis de expressão que o controle não 

tratado estimulado com hifa de C. albicans (Figura 4.18). Células tratadas com o inibidor de 

Syk, R406, e as células tratadas com os dois inibidores, apresentaram a expressão induzida 

pelas hifas completamente abolidas (Figura 4.18). O tratamento com os inibidores apenas, 

sem estimulação com hifas, não apresentaram efeitos sobre os macrófagos. 
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Figura 4.18 – Efeito dos inibidores de Raf-1 e Syk sobre a expressão de miR155 
Expressão de miR155 em macrófagos (BMDMs) obtidos de camundongos C57Bl/6 
incubados ou não com hifas de C. albicans mortas por UV por 8 horas com um MOI de 5. Os 
macrófagos foram tratados previamente com diferentes inibidores da via de Dectina-1, 
GW5074 (inibidor de Raf-1), R406 (inibidor de Syk), ambos ou nenhum. Os resultados 
representam a expressão relativa média em relação ao controle não infectado de três 
experimentos ± erro padrão. Os níveis de expressão foram mensurados por qRT-PCR 
utilizando sondas Taqman (Life Technologies). Análise estatística foi realizada utilizando o 
∆Ct das amostras com um teste One-way ANOVA e pós-teste de Tukey. (*) representa p-
value < 0.05, (**) p-value < 0.005 e (***) p-value< 0.0005. 
 
 

Baseado nesses resultados, foi formulado um modelo de como C. albicans interage 

com os PRRs de macrófagos primários, produzindo uma resposta de miR155 (Figura 4.19). 

Nos estágios iniciais da interação, a transcrição do gene MIR155HG parece desempenhar 

um importante papel na regulação da acumulação de miR155, uma vez que seu transcrito, 

pri-miR155, também está regulado positivamente. β-Glicana exposta na parede celular de C. 

albicans interage com o receptor Dectina-1, induzindo a expressão de miR155 após 8 horas 

de interação. A ativação de Dectina-1 pode resultar em diferentes vias de sinalização, como 

aquelas desencadeadas via Syk e Raf-1. A indução de miR155 parece ser controlada 

especificamente por Syk, nas condições analisadas nesse trabalho. Syk também controla a 

expressão de genes específicos em resposta a patógenos por meio de múltiplos fatores de 

transcrição, como NFAT, JNK, p38, AP-1 e NFκB (Rizzetto et al., 2012). A via específica de 

atuação em que Syk regula a exressão deste miRNA ainda deve ser analizada. A ativação 

de TLR2 e TLR4 por C. albicans, no entanto, aparentemente regula negativamente o 

acúmulo de miR155 maduro nas condições analisadas. Quando um destes receptores é 
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ativado, a indução da expressão deste miRNA parece ser contida. Na ausência de ambos 

receptores, essa expressão é ainda mais aumentada do que aquela observada nos 

macrófagos selvagens (WT) nas mesmas condições.   

 
Figura 4.19 – Modelo de ativação de miR155 em resposta a C. albicans 
Ativação de miR155 por C. albicans. Exposição de b-glicana na parede celular do fungo 
resulta na interação desta molécula com receptor Dectina-1, induzido uma cascata de forma 
dependente de Syk, que resulta em aumento do acúmulo do produto do gene MIR155HG, o 
transcrito pri-miR155 (primary miR155). O aumento da expressão desse transcrito resulta no 
acúmulo de miR155 maduro. A ativação de TLR2 ou TLR4 parece possuir um efeito 
repressivo na acumulação deste miRNA. Essa figura foi criada usando o software gratúito 
Inkscape (www.inkscape.org), versão 0.48.  
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5. Discussão 

O presente trabalho pode ser didadicamente dividido em duas partes. Um dos seus 

objetivos é tentar compreender as bases moleculares da suscetibilidade à infecção por C. 

albicans. Para atingir esse objetivo, linhagens murinas suscetíveis e resistentes foram 

selecionadas e testadas, e macrófagos primários foram obtidos e co-cultivados com células 

do fungo. Ao analizar as diferenças de expressão de genes entre as células dessas duas 

linhagens diferentes, espera-se poder encontrar genes cuja variação de expressão possa 

explicar o fenótipo de suscetibilidadade. Concomitantemente, a diferença na expressão de 

genes de células do fungo também será analisada, pois da mesma forma que as linhagens 

sucetível e resistente de camundongos podem reagir diferentemente a um determinado 

estímulo, possivelmente o patógeno possa reagir ao macrófagos destas duas linhagens de 

forma diferente. Além disso, outro aspecto importante da resposta imunológica à C. albicans, 

é a modulação diferencial da expressão de uma classe de pequenos RNAs não-

codificadores e que apresentam um papel crucial na regulação de uma plêiade de processos 

biológicos, os miRNAs. Recentemente, muita atenção tem sido dada a miRNAs no estudo 

dos mais diversos processos biológicos. A capacidade  dessas moléculas em regular a 

expressão de outras biomoléculas como mRNAs por meio da degradação ou inibição de sua 

tradução torna-os eficientes agentes de regulação gênica. Acredita-se que cerca de 60% dos 

genes humanos sofram regulação de miRNAs (Friedman et al., 2009; Lewis et al., 2005). É 

conhecido também o fato de que C. albicans apresenta diferentes morfologias de 

crescimento, e que cada morfologia apresenta certas vantagens sobre as demais em certas 

condições ambientais. A forma de hifa, por exemplo, tem sido relacionada à virulência e 

escape de células imunológicas (Bain et al., 2014; Gow and Hube, 2012; McKenzie et al., 

2010). As alternâncias morfológicas deste fungo já são alvo de estudo a fim de desenvolver 

novas práticas terapeuticas mais eficientes (Jacobsen et al., 2012). Portanto, este trabalho 

analisou a expressão diferencial de miRNAs que já eram conhecidos pela importância na 

resposta imunológica em macrófagos expostos a diferentes tipos celulares de C. albicans. 

Além disso, os mecanismos de regulação de miR155, um importante miRNA envolvido em 

uma grande diversidade de processos biológicos além da resposta imune à C. albicans 

(Elton et al., 2013; Monk et al., 2010; Seddiki et al., 2014), foi estudada neste contexto. 

5.1 Caracterização das bases moleculares da 
suscetibilidade a C. albicans 

Esse estudo buscou analisar diferenças transcritômicas entre duas linhagens de 

camundongos que apresentassem o fenótipo resistente ou suscetível à infecção por C. 

albicans, com o intuito de compreender alguns dos mecanismos que controlam essa 

suscetibilidade.  
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Diversas linhagens de camundongos apresentam perfis diferentes de suscetibilidade 

à C. albicans (Ashman et al., 1993). Linhagens como A/J, DBA/2J e CBA/CaH mostraram 

elevada suscetibilidade a este patógeno, enquanto outras linhagens, como C57Bl/6 e BALB/c 

mostraram-se comparativamente mais resistentes (Ashman et al., 1996; Peltz et al., 2011; 

Tuite et al., 2004). Esse padrão de resistência e suscetibilidade pode ser observado por meio 

de modelos de infecção sistêmica, onde podem ser avaliados a colonização de órgãos 

específicos por células de C. albicans, carga fúngica nestes órgãos, avaliação de lesão, e 

principalmente prolongada sobrevivência nestes modelos (Ashman et al., 1996; Mullick et al., 

2006). Vários fatores foram relacionados à suscetibilidade, tanto no modelo murino quanto 

em pacientes humanos. Por exemplo, deficiências no sistema Complemento, um importante 

fator na resposta imune inata, implicam em suscetibilidade a C. albicans em modelos 

murinos (Mullick et al., 2006; Tsoni et al., 2009). Camundongos de linhagens suscetíveis 

apresentam, em geral, uma disregulação da resposta inflamatória, que resulta em elevado 

dano tecidual e consequente falha no funcionamento de órgãos e morte (Lionakis et al., 

2011; Mullick et al., 2004; Mullick et al., 2006). Além disso, polimorfismos em determinados 

genes, especialmente genes relativos à resposta imune, mostraram ser importantes tanto no 

modelo murino, quanto em pacientes humanos (Plantinga et al., 2012a; Radovanovic et al., 

2011b; Smeekens et al., 2013). A expressão diferencial de alguns genes também mostrou-se 

importante para determinação da suscetibilidade a este patógeno (Ashman et al., 1999; 

Barker et al., 2008; Goupil et al., 2014; Spaccapelo et al., 1995). Duas linhagens foram 

escolhidas a priori, como suscetível e resistente para fins de uso neste trabalho. Em um 

primeiro momento, foram escolhidas as linhagens A/J e BALB/c, respectivamente. Essas 

linhagens foram testadas em um modelo de infeção da corrente sanguínea por meio de 

inoculação intravenosa e demonstraram os perfis de suscetibilidade que eram esperados. 

Em um segundo momento, houve a necessidade de substituição dos camundongos A/J, e a 

linhagem DBA/2J foi escolhida. O perfil de suscetibilidade foi novamente testado, desta vez 

por um modelo de infecção mais robusto, uma vez que mais animais e diferentes 

concentrações de inóculo foram utilizados para infecção intravenosa. Comparativamente ao 

modelo resistente, a linhagem BALB/c, camundongos DBA/2J mostraram-se mais 

suscetíveis a C. albicans, consolidando-se como o modelo utilizado neste estudo. 

Para fins de analisar o mecanismo molecular que controla a suscetibilidade à C. 

albicans, foi escolhido um modelo de infecção ex vivo, onde células do sistema imune dos 

camundongos de ambas as linhagens suscetível e resistente, seriam extraídas dos animais. 

Para tanto, macrófagos foram escolhidos, uma vez que apresentam importante função na 

resposta sistêmica à infecção por C. albicans, tanto no recrutamento de neutrófilos, como 

modulando a  resposta imune adaptativa (MacCallum, 2009; Netea and Marodi, 2010; 

Vazquez-Torres and Balish, 1997). Em um primeiro momento, foram escolhidos macrófagos 

peritoneais elicitados com Tioglicolato como  modelo de estudo. Esses macrófagos são 

obtidos por lavagem peritonial alguns dias após inoculação do agente inflamatório 

Tioglicolato no peritônio dos animais (Schneider, 2013). Essa técnica de obtenção de 
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macrófagos foi primeiramente utilizada por ser a de maior acessibilidade dentro do grupo. 

Resultados iniciais com macrófagos peritoneais demonstraram a sua resposta a C. albicans 

como produção de citocinas pró–inflamatórias, dentro do esperado. Entretanto, vários 

aspectos mostraram-se inadequados para o uso destas células dentro no contexto deste 

nosso trabalho. A técnica de obtenção desses macrófagos demonstrava um baixo 

rendimento, sendo necessários muitos animais para obtenção da quantidade de células 

necessárias ao objetivo central do experimento. Além disso, estes macrófagos apresentavam 

uma alta mortalidade quando co-cultivados com células de C. albicans e um baixo 

rendimento na extração de RNA para fins de sequenciamento. Além disso, embora seja um 

tipo celular amplamente usado, o macróffago peritonial apresenta-se em um estado ativado e 

fortemente pró-inflamatório, também conhecido como fenótipo M1 (Mills, 2012; Mills et al., 

2000). Macrófagos com essas características não correspondem aos macrófagos, como os 

peritoneais nativos (aqueles que não foram elicitados por tioglicolato), que o fungo 

encontraria nos órgãos ou cavidades no curso de uma infecção sistêmica. Estes macrófagos 

apresentam um fenótipo menos pró-inflamatório e, consequentemente uma resposta ao 

fungo diferente da resposta dos macrófagos peritoneais elicitados por tioglicolato (Wang et 

al., 2013a). Essas características terminaram por inviabilizar o uso dessas células para este 

trabalho. Em substituição a estas linhagens, foram escolhidos macrófagos derivados de 

medula óssea (BMDM), induzidos por M-CSF (Macrophage colony stimulating factor) 

produzido por fibroblastos da linhagem L929. Os macrófagos primários (BMDM), embora 

apresentem um perfil um pouco mais anti-inflamatório do que macrófagos residentes, esse 

perfil é muito mais próximo destes do que o perfil de macrófagos peritoneais elicitados por 

tioglicolato (Wang et al., 2013a). Além disso, essa metodologia apresentou melhor 

rendimento na obtenção de macrófagos e maior eficiência quando da extração de RNA pós 

experimentos de infecção. Dessa forma, ficou decido que BMDMs seriam usados no modelo 

de infecção ex vivo para geração de RNA para sequenciamento. 

Uma vez escolhida as células, os tempos de interação foram determinados com 

base na taxa de fagocitose e expressão de TNFα, uma citocina pró-inflamatória importante 

na resposta a C. albicans (Miramon et al., 2013). As taxas de fagocitose encontram-se dentro 

do descrito para este modelo, sendo que com trinta minutos de interação, já era possível 

observar taxas de fagocitose próximas à máxima decorrente de maiores tempos de co-

cultivo, conforme descrito na literatura (Lewis et al., 2012). A fagocitose é um fenômeno 

importante pois várias vias de transdução de sinal dependem da internalização da célula 

fúngica para serem ativadas (Bourgeois et al., 2011; Kagan et al., 2008). 

Um primeiro ensaio de interação foi realizado usando BMDMs de camundongos A/J 

e BALB/c. Devido a um problema técnico durante a preparação da biblioteca, o RNA utilizado 

apresentava altas taxas de rRNA, como se não houvesse sido realizado qualquer 

metodologia de seleção voltada ao enriquecimento de outras poupulações de RNA. A análise 

desses dados demonstrou ser ineficiente por subestimar o que era o principal objetivo do 
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experimento, a caracterização da diferença de expressão gênica entre as amostras. Por 

exemplo, apenas sete genes diferencialmente expressos foram encontrados entre 

macrófagos infectados e não infectados  da linhagem BALB/c. Um estudo semelhante 

utilizando células dendríticas interagindo com C. albicans resultou em mais de 700 genes 

diferencialmente expressos nas células dendríticas para o mesmo tempo de interação 

(Tierney et al., 2012). Em um estudo do grupo do professor Kuchler, ainda não publicado, e 

baseado na interação entre células dendríticas e Candida glabrata, diferença significativa de 

expressão ocorreu em mais de 600 genes. Essa diferença nos levou a buscar as causas 

desta discrepância entre nossos resultados e os demais, até concluir-se que se tratava da 

contaminação por rRNA. Embora seja aceito que altas taxas de rRNA reduzem a cobertura 

efetiva de uma determinada biblioteca (Zhao et al., 2014), ainda não há um estudo 

determinando se outros aspectos estatíscos podem interferir na análise de expressão 

diferencial de genes. Isso nos motivou a iniciar um estudo tentando avaliar como altas taxas 

de contaminação de rRNA em bibliotecas de RNA-seq podem afetar a análise da expressão 

diferencial. Resultados preliminares mostram que essas taxas de contaminação com rRNA 

interferem na análise de forma semelhante à degradação de RNA (Gallego Romero et al., 

2014). Baseado em simulações de resultados de RNA-seq, bibliotecas com taxas de 

contaminação com rRNA semelhantes geraram análises mais precisas de diferença de 

expressão do que bibliotecas com menores taxas de contaminação, mas com valores de 

contaminação discrepantes. Mais análises serão realizadas, todavia, antes da conclusão 

deste estudo, que encontra-se em andamento. 

Uma vez que pudemos utilizar os conhecimentos do grupo do prof. Dr. Karl Kuchler 

durante a realização de parte desta tese na forma de um doutorado sanduíche, foi decido 

realizar  um sequenciamento concomitante do RNA das células do patógeno e do 

hospedeiro, técnica conhecido como Dual RNA-seq. Vários estudos mostram que é possível 

ser bem sucedido no sequenciamento simultâneo de RNA de duas espécies interagindo 

entre si, o que permite compreender e obter informações sobre os dois organismos ao 

mesmo tempo, além de melhor compreender a interação entre estes (Camilios-Neto et al., 

2014; Choi et al., 2014; Longo et al., 2014; Lowe et al., 2014; Tierney et al., 2012). Um 

estudo já foi realizado dentro do grupo do professor Kuchler, em que um experimento 

semelhante permitiu a criação de uma rede de regulação gênica interespecífica, que pode 

ser validada dentro de um modelo biológico (Tierney et al., 2012), o que nos motivou a tentar 

realizar experimento semelhante. Resultados preliminares do mapeamento das bibliotecas 

obtidas demonstraram taxas de mapeamentos usando o genoma de camundongo como 

referência, dentro do esperado, considerando bibliotecas eficientemente preparadas. As 

taxas de rRNA sequenciado dentro destas bibliotecas também foi considerada adequada 

dentro das previsões do kit de depleção de rRNA, que assegura a retirada de 99% das 

sequências de rRNA. 
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Foi utilizado para esse primeiro mapeamento o software NextGenMap (Sedlazeck et 

al., 2013), mas será utilizado também o software TopHat2 (Kim et al., 2013). Ambos haviam 

sido testados e comparados em outros estudos ainda não publicados realizados dentro do 

grupo do professor Kuchler, e os mapeadores mostraram semelhantes taxas e eficiências de 

mapeamento, embora o primeiro mostre-se bem mais rápido. Serão utilizados para análise 

de expressão diferencial dois pacotes em R, DESeq (Anders and Huber, 2010) e edgeR 

(Robinson et al., 2010), baseados em distribuição binomial negativa das reads. Em análises 

comparativas, ambos mostraram-se muito eficientes em prever expressão diferencial de 

genes de forma eficiente (Anders and Huber, 2010; Anders et al., 2013; Soneson and 

Delorenzi, 2013). Testes realizados em estudo do grupo do professor Kuchler, ainda não 

publicados, mostraram a semelhança de resultados obtidos pelo uso dos dois métodos. 

 

5.2 Padrão de modulação da expressão de miRNAs 
em macrófagos murinos expostos à C. albicans  

Os resultados aqui descritos mostram que os miRNAs miR9, miR125b, miR132, 

miR146a, miR155, miR199, miR221, miR223 and miR455 podem ser induzidos no contexto 

da co-cultura de macrófagos derivados de medula óssea (BMDMs) com células de C. 

albicans mortas pelo calor. O crítério de seleção para a escolha dos miRNAs estudados foi 

baseado no fato de terem sido descrito como superexpressos na resposta a algum patógeno, 

e no papel de seus alvos na sinalização de PRRs. Dessa forma, eles geralmente formam um 

sistema de feedback negativo, desempenhando um efeito anti-inflamatório enquanto  

regulam a resposta imunológica. 

Após a ativação da resposta imune, miRNAs são induzidos e geralmente atuam 

como reguladores, controlando essa resposta. A maioria dos miRNAs afetam seus alvos 

diretamente. No contexto da infecção, esses alvos podem ser elementos chave das vias de 

PRRs, fatores de transcrição ou citocinas. Por exemplo, miR9, miR199, miR221 e miR223 

desempenham uma atividade reguladora sobre a inflamação (Chen et al., 2008; Gong et al., 

2011; Thulin et al., 2013; Zhuang et al., 2012). miR146a inibe a produção de citocinas pró-

inflamatórias em células dendríticas ao atuar sobre os mRNAs de elementos da via de TLR 

TRAF6 e IRAK1 (Park et al., 2014; Saba et al., 2012). miR155 aparenta ter um efeito 

ambíguo no processo inflamatório dependendo do seu contexto, já que ele foi mostrado 

inibindo a inflamação (Huang et al., 2010) agindo sobre Myd88, uma importante molécula 

adaptadora da via de TLRs (Bandyopadhyay et al., 2014), mas também um papel pró-

inflamatório em doenças inflamatórias cônicas (Kurowska-Stolarska et al., 2011). 
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Os resultados obtidos nesse trabalho mostram que a morfologia de hifa das células 

de C. albicans podem induzir comportamentos diferentes no acúmulo destes miRNAs, 

sugerindo que diferente ativação de PRRs por hifas e leveduras tem uma importância na sua 

regulação. No nosso conhecimento, os efeitos de hifas de C. albicans sobre a expressão de 

miRNAs em macrófagos ainda não foi estudada até a presente data. Destes miRNAs, 

miR155, miR146a e miR455, além de miR125a que não foi abarcado nesse trabalho, já 

haviam sido mostrados sendo induzidos em macrófagos por leveduras de C. albicans mortas 

pelo calor (Monk et al., 2010). Aqui foi identificado que miR146a e miR255 foram de fato 

induzidos pela interação dos macrófagos com leveduras mortas pelo calor. Entretanto, em 

nosso modelo, miR455 foi induzido apenas em interações envolvendo hifas. A interação 

desses macrófagos com hifas também resultou no acúmulo de outros miRNAs como 

miR125b e miR132, que não haviam sido mostrados em resposta à leveduras anteriormente. 

miR132 foi recentemente reportado como sendo expresso em macrófagos interagindo com 

hifas de Aspergilus fumigatus (Das Gupta et al., 2014), mas essa é a primeira vez que ele é 

reportado em resposta a C. albicans.  

miR155 é expresso em uma grande variedade de linhagens de células 

hematopoiéticas, tais como Linfócitos T, B, granulócitos e monócitos  (Landgraf et al., 2007). 

Camundongos deficientes em miR155 ou seus precursores demonstraram defeitos no 

desenvolvimento de linfócitos in vivo na resposta de linfócitos T e B (Rodriguez et al., 2007; 

Vigorito et al., 2007). Eles também demonstraram defeitos na função de apresentação de 

antígenos em células dendríticas (Rodriguez et al., 2007). Esse miRNA também é 

superexpresso em linfócitos T e B quando ocorre ativação do receptor de antígenos, e em 

macrófagos e células dendríticas quando ocorre ativação de TLRs (Ceppi et al., 2009; 

Haasch et al., 2002; O'Connell et al., 2009; Rodriguez et al., 2007; Taganov et al., 2006; Tili 

et al., 2007; Vigorito et al., 2007). Devido ao papel de miR155 nesses vários processos, 

sobretudo na resposta imunológica e inflamação, ele foi escolhido como foco deste estudo. 

Vários mecanismos de regulação de miR155 podem ocorrer. O aumento da 

expressão de miR155 maduro em macrófagos estimulados com LPS pode ser tanto fruto de 

um aumento da transcrição do gene MIR155HG, ou o amadurecimento pós-transcricional do 

pri-miR155 proteína de ligação a RNA KHSRP (Ruggiero et al., 2009). Em células HeLa, a 

estabilidade de miR155 foi reduzida pelo aumento de Epidermal growth factor (EGF), 

aumentando assim a degradação deste miRNA (Avraham et al., 2010). O acúmulo de 

miR155 nos estágios iniciais dos ensaios de interação com hifas mortas pelo calor de aqui 

realizados parece ser baseado no aumento da transcrição do gene MIR155HG, uma vez que 

a expressão de pri-miR155 mostrou um perfil similar ao miR155 maduro. Em um período 

mais tardio (após 16 horas de interação), a abundância de miR155 maduro retornou aos 

níveis do controle não estimulado, enquantoa expressão de pri-miR155 permaneceu alta, 

sugerindo que um mecanismo de degradação deste miRNA pode estar regulando os seus 

níveis nesse estágio. Entretanto, macrófagos estimulados com hifas mortas por UV ao invés 
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daquelas mortas pelo calormostraram um alto acúmulo de miR155 maduro. Não fica claro se 

essa diferença ocorreria devido à diferença na parede celular causada pelo processo de 

morte da hifa, ou se pela diferença de linhagens de camundongos utilizada. Para elucidar 

essa questão, novos experimentos deveriam ser realizados. 

Já foi demonstrado que macrófagos RAW264.7 expostos a tratamento crônico com 

álcool mostraram uma forte correlação entre a indução de TNFα e miR155. A mesma 

correlação pode ser observada in vivo no modelo murino. O processo de aumento de 

expressão de miR155 involve a ativação de NFκB, e a a superexpressão de miR155 

aumentou significativamente a meia vida do mRNA de TNFα (Bala et al., 2011). Foi também 

demonstrado que existe uma correlação entre a expressão de miR155 e os níveis de IL1β 

em um modelo humano de artrite reumatóide. miR155 aumentou a expressão dessa 

citocinas ao inibir seu alvo, Suppressor of cytokine signaling 1 (SOCS1) (Li et al., 2013b). Os 

dados deste trabalho mostram um aumento de ambos miR155 e TNFα após incubação com 

hifas mortas tanto pelo calor, quanto por UV. Embora nenhuma correlação possa ter sido 

obtida deste experimento, outros ensaios podem mostrar mais detalhes da relação entre 

TNFα e miR155. O tratamento de células mononucleares de sangue periférico humanas 

(hPBMC) e macrófagos imortalizados com IL10 preveniu a transcrição do gene MIR155HG 

de uma forma dependente de STAT3 (McCoy et al., 2010). Os resultados aqui encontrados 

mostram uma diminuição da produção de IL10 pelos macrófagos quando incubados com 

hifas, mas não leveduras. Essa diminuição pode estar envolvida no maior aumento da 

expressão de miR155 quando os macrófagos foram desafiados com hifas de C. albicans.  

A fim de examinar as vias de sinalização associadas à regulação de miR155, a 

importância de TLRs e Dectina-1 foi analizada. Essa análise revelou que TLR2 ou 4, 

separadamente, não mostraram impacto nessa regulação. Entretanto, quando ambos esses 

TLRs estavam ausentes, um aumento de expressão significativamente maior ocorreu quando 

comparado ao tipo selvagem, quando esses macrófagos foram estimuladas com hifas mortas 

por UV. Esses resultados sugerem que essa indução por TLR pode manter a expressão de 

miR155 sob controle. Dessa forma, uma interação entre as vias de TLR 2 e 4 pode ocorrer, 

de forma que uma via pode compensar pela outra na regulação no caso da deleção de um 

dos receptores. Mas quando ambos estão ausentes, essa regulação não ocorre, e os níveis 

de miR155 sobem mais do que o encontrado no tipo selvagem. A ausência de Dectina-1, no 

entanto, aboliu completamente a superexpressão de miR155 causada pela interação de 

BMDMs com hifas, sugerindo a importância deste receptor na produção de miR155 nesse 

contexto. Na verdade, a sinalização por Dectina-1 é necessária para discriminação entre 

leveduras ou hifas pelo macrófago, e sua deficiência resulta em maior disseminação fúngica 

e suscetibilidade à infecção em camundongos (Cheng et al., 2011). As diferentes morfologias 

de C. albicans podem possuir diferentes papéis durante a infecção. A forma de hifa já foi 

relacionada à virulênci, entre outras coisas, por causa da sua capacidade de esconder a β-
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glicana  de sua parede celular sob uma camada de mananas, impedindo o reconhecimento 

do fungo pelo receptor Dectina-1 (Bain et al., 2014). Apesar de que células de C. albicans 

mortas tanto por UV como pelo calor tenham uma maior exposição de β-glicana da parede 

celular do que células vivas (Bain et al., 2014), é conhecido que os níveis de esxposição 

dessa molécula vari em infecções in vivo, dependendo do órgão infectado (Wheeler et al., 

2008). Wheeler et al. (2008) também mostrou que determinadas drogas, como a 

Caspofungina, pode aumentar a exposição de β-glicana, aumentando a ativação de Dectina-

1.   

A acumulação de miR155 foi descrita por Monk et al. (2010) sendo induzida por 

leveduras de C. albicans mas não LPS. Esse resultado se encaixa no nosso modelo, uma 

vez que LPS é um agonista de TLR4 apenas, enquanto a célula de C. albicans ativa uma 

miríade de receptores no macrófago, incluindo Dectina-1.  

A ativação de Dectina-1 pode resultar na ativação de duas diferentes vias de 

sinalização celulares, uma via dependente de Syk e outra dependente de Raf-1 (Gringhuis et 

al., 2009). Ambas essas vias foram relatadas sendo ativadas em macrófagos em resposta a 

C. albicans (Galan-Diez et al., 2010; Gazi et al., 2011). Para determinar qual dessas vias 

estava envolvida na expressão de miR155 em BMDMs estimulados com hifas de C. albicans 

foi realizado um experimento no qual essas via foram bloqueadas individual ou 

simultaneamente com inibidores específicos. Quando os macrófagos foram tratados com o 

inibidor de Raf-1 GW5074 e estimulados com hifas de C. albicans, eles demonstraram o 

mesmo nível de expressão do controle não tratado com nenhum inibidor, mas também 

estimulado com hifas. Isso mostra que essa via não afeta a expressão de miR155 nesse 

contexto. Quando os macrófagos foram tratados com o inibidor de Syk R406, ou com ambos 

os inibidores, e então estimulados com hifas, eles não mostraram nenhum aumento da 

expressão de miR155, apresentando níveis equivalentes ao do controle não estimulado. 

Essas células mostraram o mesmo comportamento que os macrófagos deficientes em 

Dectina-1 (DEC1 -/-) estimulados com hifas. Isso indica que Dectina-1 é importante para a 

expressão de miR155 após interação com hifas de C. albicans e a sinalização que regula 

essa expressão é dependente de Syk. 

Mais estudos serão necessários para definir quais outros miRNAs podem modular a 

resposta a macrófagos às diferentes morfologias celulares de C.albicans e seus mecanismos 

de ação. Experimentos sobre os efeitos de miR155 sobre seus genes alvo, assim como 

ensaios de superexpressão, transfecção e nocaute podem ajudar a determinar a influência 

deste miRNA no processo inflamatório. O papel específico de miR155 na resposta 

imunológica também demanda maiores investigações, uma vez que ele foi mostrado tendo 

uma ação anti- ou pró-inflamatória dependendo das condições analizadas. A indução de 

miR155 pela ativação de TLRs, especialmente de forma dependente dos fatores de 

transcrição NFκB e AP-1, foi mostrada na literatura (Imaizumi et al., 2010; O'Connell et al., 
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2009; Taganov et al., 2006), mas para nosso conhecimento, esse é o primeiro trabalho 

relatando a relação entre a expressão de miR155 com a ativação do CLR Dectina-1. A 

ativação de Syk por Dectina-1, assim como a ativação de TLRs, pode resultar na ativação 

dos fatores de NFκB e AP-1 (Dennehy et al., 2008; Fujioka et al., 2004; Toyotome et al., 

2008). Para definir se a superexpressão de miR155 em macrófagos interagindo com hifas de 

C. albicans é induzida pela ativação desses fatores de transcrição de forma dependente de 

Dectina-1 e Syk, ou por outros fatores desta via de sinalização, permanece indeterminado.  

Esse trabalho, todavia, demonstrou que a resposta de miRNAs pode variar conforme 

o tipo celular de C. albicans que o macrófago está enfrentando. Foi também demonstrado o 

receptor específico e qual via de sinalização ativada por ele resultou na ativação da 

expressão de miR155 em macrófagos estimulados com esse patógeno. Essas são 

importantes informações para entendimento dos mecanismos de resposta imune a esse 

patógeno.  
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6. Considerações Finais, Principais 
resultados e Perspectivas  

Este trabalho tinha por objetivo analisar as diferenças de expressão gênica entre 

macrófagos primários de camundongos pertencentes a duas linhagens diferentes, uma 

suscetível e outra resistente à infecção por C. albicans. Desta forma, buscou-se tentar 

identificar genes ou diferenças transcritômicas que pudessem explicar o fenótipo de 

suscetibilidade. As linhagens de camundongo foram escolhidas e testadas quanto ao seu 

nível de suscetibilidade. Um modelo de estudo ex vivo foi elaborado, utilizando macrófagos 

primários obtidos a partir da diferenciação da medula óssea destes camundongos. Os 

moldes da interação entre estes macrófagos e as células de C. albicans foram estudados e 

definidos. Embora problemas técnicos tenham ocorrido no decorrer do primeiro experimento 

de sequenciamento de RNA destes macrófagos, um segundo experimento foi concebido e 

posto em prática para sequenciar concomitantemente o RNA de ambos patógeno e 

hospedeiro. Resultados preliminares mostram que o sequenciamento foi realizado com 

sucesso, e as sequências obtidas não mostram contaminação com rRNA, como também, 

demonstraram um nível de mapeamento ao genoma do camundongo como descrito na 

literatura, para que as análises trascritômicas sejam resolvidas. Futuramente, serão 

finalizados os mapeamentos ao genoma de C. albicans e ao banco de dados de sequências 

de rRNA deste patógeno. Serão realizadas também as análises desses dados para a 

detecção de expressão diferencial de genes entre essas duas linhagens, assim como a 

busca de polimorfismos gênicos entre essas duas linhagens. Esses resultados obtidos já 

foram responsáveis pela participação na publicação em um capítulo de livro, e serão usados 

para escrita de artigo científico a ser submetido posteriormente. 

O dados obtidos nestes experimentos mostram que a expressão de nove miRNAs 

previamente selecionados devido a sua relação à resposta imunulógica apresentam 

expressão diferencialmente alterada em macrófagos primários de camundongos co-

cultivados com diferentes tipos celulares de C. albicans. A forma de hifa, em geral, produziu 

uma indução mais forte na expressão destes miRNAs, quando comparada com leveduras. 

Estes resultados mostraram também que a regulação de miR155 em macrófagos primários 

murinos estimulados com células de C. albicans ocorre em nível transcricional em um 

período inicial da interação. Foi também observado que a deleção de TLR2 e TLR4 em 

macrófagos primários estimulados com hifas de C. albicans resultou em uma indução maior 

do que nos macrófagos do tipo selvagem estimulados com as mesmas células. Macrófagos 

mutantes para apenas TLR2 ou TLR4, todavia, não apresentaram diferença do tipo selvagem 

nas mesmas condições. A deleção do receptor Dectina-1, entretanto, aboliu completamente 

essa indução de miR155 causada pela exposição de macrófagos primários às hifas de C. 

albicans. Esse efeito foi reproduzido quando houve inibição de Syk, mas não inibição de Raf-
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1, indicando que provavelmente aquela via é mais importante na ativação da expressão de 

miR155 durante a interação. Esses dados sugerem que enquanto TLR2 e TLR4 aparentam 

ter um efeito regulatório sobre a indução da expressão de miR155 durante a interação com 

hifas de C. albicans, o PRR Dectina-1, por meio da ativação da via de Syk, parece ser um 

dos principais ativadores de miR155 nesse contexto biológico.  

Esses resultados obtidos sobre a expressão de miRNAs em macrófagos primários 

murinos co-cultivados com células de C. albicans geraram um artigo científico já submetido. 

Futuramente, novos ensaios serão realizados para desvendar mais detalhes sobre o 

mecanismo de regulação de outros miRNAs que foram relatados neste trabalho, assim como 

outros que ainda não foram identificados na resposta à C. albicans.  

Além disso, experimentos para compreender os efeitos de miR155 na resposta 

imunológica no contexto da interação de macrófagos murinos com células de C. albicans, e 

para melhor compreender seus mecanismos de regulação de expressão também estão 

programados.  
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