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RESUMO

A criptococose € uma doenca oportunista causada pelo fungo encapsulado
Cryptococcus neoformans, que acomete principalmente individuos
imunocomprometidos. A principal caracteristica de C. neoformans é sua capsula
polissacaridica, um fator de viruléncia fundamental que mascara padrdoes moleculares
associados a patdgenos na parede celular do fungo. Essa capsula dificulta o
reconhecimento eficiente pelo sistema imunolégico, reduzindo a fagocitose e outras
respostas microbicidas. Em condicdes in vitro, a fagocitose de C. neoformans &
extremamente baixa na auséncia de opsoninas, como anticorpos ou moléculas do
sistema complemento. Apesar de os macrofagos desempenharem um papel crucial
na resposta imune ao fungo, eles podem atuar como hospedeiros intracelulares,
permitindo a replicacdo do patdgeno. Este estudo teve como obijetivo investigar a
expressdo @génica de macrofagos murinos em resposta a internalizacdo de
Cryptococcus neoformans opsonizado com complemento ou anticorpos monoclonais
anti-GXM, para compreender melhor o papel dessas opsoninas na resposta imune a
criptococose. Foram analisadas vias de internalizacdo mediadas por receptores de
fragmento de regido cristalizavel e receptores do complemento dos macréfagos,
avaliando o efeito do bloqueio dessas vias com anticorpos especificos em ensaios de
fagocitose. Observou-se que o bloqueio nas condi¢des utilizadas reduziu apenas
parcialmente a internalizacdo do fungo. Subsequentemente, ensaios de interacao
foram realizados com macréfagos expostos a células de C. neoformans opsonizadas
com soro de cobaia ou com o anticorpo monoclonal anti-glucuronoxilomanana,
polissacarideo principal presente na capsula do fungo. Apé6s duas horas de infecgéo,
0s macrofagos foram coletados para extracdo de RNA e analise da expressédo génica
por RT-gPCR, focando na ativacdo de genes relacionados a resposta imunolégica ao
fungo. Os resultados ndo demonstraram alteracdes significativas na expresséao de 12
genes associados a resposta imunolégica de macréfagos, tanto em comparacao ao
controle ndo opsonizado quanto entre as amostras opsonizadas com soro ou
anticorpo. Esses achados sugerem que diferencas na resposta imunologica mediada
por essas duas opsoninas podem ser mais sutis, indicando a necessidade de
investigar outros genes e tempos de interacao para compreender melhor as possiveis

diferencas mediadas por diferentes opsoninas na interagcao fungo-macrofago.



Palavras-chave: Cryptococcus neoformans, fagocitose; opsoninas, interacdo fungo-

macrofago.



ABSTRACT

Cryptococcosis is an opportunistic disease caused by the encapsulated fungus
Cryptococcus neoformans, which mainly affects immunocompromised individuals. The
main feature of C. neoformans is its polysaccharide capsule, a key virulence factor that
masks pathogen-associated molecular patterns on the fungal cell wall. The capsule
hampers efficient recognition by the immune system, reducing phagocytosis and other
microbicidal responses. Under in vitro conditions, the phagocytosis of C. neoformans
is extremely low in the absence of opsonins, such as antibodies or complement system
molecules. Although macrophages play a crucial role in the immune response to the
fungus, they can act as intracellular hosts, allowing pathogen replication. This study
aimed to investigate the gene expression of murine macrophages in response to the
internalization of Cryptococcus neoformans opsonized with complement or anti-GXM
monoclonal antibodies, to better understand the role of these opsonins in the immune
response to cryptococcosis. Pathways of internalization mediated by macrophage Fc
receptors and complement receptors were analyzed, evaluating the effect of blocking
these pathways with specific antibodies in phagocytosis assays. It was observed that
the blockage in the conditions used only partially reduced fungal internalization.
Subsequently, interaction assays were conducted with macrophages exposed to C.
neoformans cells opsonized with guinea pig serum or with the anti-
glucuronoxylomannan monoclonal antibody, a major polysaccharide present in the
fungus's capsule. After two hours of infection, the macrophages were collected for RNA
extraction and gene expression analysis by RT-qPCR, focusing on the activation of
genes related to the immune response to the fungus. The results did not show
significant changes in the expression of 12 genes associated with the immune
response of macrophages, both compared to the non-opsonized control and between
the samples opsonized with serum or antibody. These findings suggest that differences
in the immune response mediated by these two opsonins may be more subtle,
indicating the need to investigate other genes and interaction times to better
understand the possible differences mediated by different opsonins in the fungus-
macrophage interaction.

Key words: Cryptococcus neoformans, phagocytosis; opsonins, macrophage-fungi

interaction.
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1. INTRODUCAO

1.1 Cryptococcus spp.

O género Cryptococcus pertence ao grupo dos fungos basidiomicetos e é
composto por leveduras encapsuladas amplamente distribuidas na natureza. As
células desse género possuem entre 2 e 10 um de didmetro e apresentam uma
estrutura celular complexa, composta por capsula polissacaridica, parede celular,
membrana plasmatica, nucleo e citoplasma com organelas como mitocondrias,
ribossomos, reticulo endoplasmatico, vacuolos e aparelho de Golgi (NAYAK et al.,
2010). Das 37 espécies identificadas no género Cryptococcus, apenas algumas séo
patogénicas para humanos e animais, sendo C. neoformans e C. gattii as mais
relevantes clinicamente (CHENG et al., 2001; ELLIS; PFEIFFER, 1990; SORRELL,
2001).

Os fungos Cryptococcus spp. estdo amplamente difundidos no meio ambiente,
sendo encontrados em solos, matéria vegetal em decomposicdo e areas
contaminadas por excrementos de aves, especialmente pombos, que atuam como
reservatorios importantes para esses organismos (CHAND-GOYAL; SPOTTS, 1996;
COSTA et al., 2010; GRANADOS; CASTANEDA, 2005). A infeccdo em humanos
ocorre principalmente pela inalacao de células fungicas desidratadas presentes no ar
ou no solo. Essas células podem reidratar-se nos pulmdes, onde podem ser
eliminadas ou permanecerem em estado latente em granulomas. Normalmente
gquando h& wuma queda nas funcdes do sistema imunolégico, como
imunocomprometimento severo, o fungo € capaz de escapar dessas estruturas
podendo disseminar-se para outros 6rgdos, incluindo o sistema nervoso central,
conforme ilustrado na Figura 1 (BUCHANAN; MURPHY, 1998; HULL; HEITMAN,
2002; NAYAK et al., 2010).
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Figura 1. Ciclo de infecgdo de Cryptococcus. Este fungo esta presente no solo, em excrementos de
aves e em arvores, onde pode interagir com predadores microbianos e fauna silvestre, preservando
sua capacidade de causar doencas. Em certas ocasides, seres humanos podem inalar seus esporos,
levando a uma infec¢do pulmonar inicial. Em individuos imunocomprometidos, o fungo pode se
espalhar do pulméo para o sistema nervoso central, resultando em formas mais graves da doenca.
Adaptado de Hull e Heitman (2002).

Cryptococcus neoformans é o principal agente etiolégico da criptococose em
individuos imunocomprometidos, particularmente aqueles com HIV/AIDS, enquanto
C. gatti é mais frequentemente associado a infeccdbes em individuos
imunocompetentes (MA; MAY, 2009). A patogenicidade do género esta ligada a sua
capacidade de adaptacao genética e resisténcia a tratamentos, aspectos amplamente
estudados em C. neoformans, que permite que o fungo sobreviva em diversos
ambientes e infecte uma ampla gama de hospedeiros (JANBON et al., 2014). A
capsula polissacaridica desse fungo, um dos seus principais fatores de viruléncia,
desempenha papel essencial na sobrevivéncia no hospedeiro, auxiliando na evasao
da resposta imunoldgica (CASADEVALL; PERFECT, 1998).

Do ponto de vista taxondémico, C. neoformans € subdividido em trés variedades
com base nas diferencas capsulares e genéticas: C. neoformans var. grubii (sorotipo
A), C. neoformans var. neoformans (sorotipo D) e uma forma hibrida entre C.
neoformans var. neoformans e C. gattii (sorotipo AD) (KWON-CHUNG; BENNETT;
RHODES, 1982; CASADEVALL; PERFECT, 1998).
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Em termos de distribuicdo geogréafica, C. neoformans ocorre globalmente,
predominando em areas urbanas e subtropicais, enquanto C. gattii € mais comum em
regides tropicais e subtropicais (BILLMYRE et al., 2017; ENGELTHALER et al., 2014,
MEYER et al., 1999). Surtos de C. gattii j& foram relatados na costa noroeste do
Pacifico, nos Estados Unidos, e no Canada, onde o fungo infectou principalmente
individuos imunocompetentes, sugerindo adaptacdes especificas ao ambiente local
(BILLMYRE et al., 2017; ENGELTHALER et al., 2014; MEYER et al., 1999).

No Brasil, estudos mostram que C. neoformans e C. gattii estdo associados a
habitats naturais, como madeira em decomposi¢ao de arvores tropicais, encontrados
em areas urbanas, rurais e silvestres (BRASIL, 2012). Apesar dos avancos, elementos
taxondmicos e genéticos do género Cryptococcus continuam sendo investigados,

visando uma compreensao mais precisa de sua classificacdo e impacto ecoldgico.

1.2 Criptococose

A criptococose, também denominada torulose, doenca de Busse-Buschke ou
blastomicose europeia, é causada por fungos do género Cryptococcus e pode afetar
qualquer parte do corpo (NAYAK et al., 2010). Otto Busse e Abraham Buschke deram
o primeiro diagndstico da doenca em 1894 e descobriram que causava granulomas
cronicos nos ossos de uma paciente (MAY et al., 2016). Casos de HIV/AIDS e terapias
imunossupressoras, como quimioterapia e transplante de 6rgdos, aumentaram a
frequéncia da criptococose nos ultimos anos, considerando que ambos os fatores
podem causar imunodeficiéncia (MAY et al., 2016). Essa doenca é atualmente
considerada uma das infec¢des fingicas invasivas mais comuns em seres humanos,
somando aproximadamente 152.000 novos casos registrados e 112.000 mortes por
ano (RAJASINGHAM et al., 2022).

A criptococose é uma micose de carater oportunista, cuja patogénese €
influenciada por trés fatores principais: a resposta imunolégica do hospedeiro, a
viruléncia da cepa e o tamanho do in6culo (NAYAK et al., 2010; KWON-CHUNG et al.,
2014). A infeccao inicia-se com a inalacdo de células de levedura ou basidiosporos
presentes no ambiente, que atingem os pulmdes, a principal via de entrada do fungo
(KWON-CHUNG et al.,, 2014) (Figura 1). Em individuos imunocompetentes, as
infecgbes pulmonares geralmente s&o assintomaticas e autolimitadas, mas, em

condi¢cdes de imunossupressdo, o fungo pode se disseminar via sanguinea ou
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linfatica, chegando ao sistema nervoso central (SNC), onde frequentemente causa
meningoencefalite (CASADEVALL; PERFECT, 1998; KWON-CHUNG et al., 2014).
Essa forma de infeccéo € particularmente grave, podendo ser fatal se ndo tratada.

O estimulo do Cryptococcus para chegar ao SNC pode estar relacionado a
disponibilidade de nutrientes como tiamina, acido glutamico, glutamina, dopamina,
carboidratos, minerais e oxigénio presentes no liquor, além da auséncia de resposta
imunoldgica local, fatores que favorecem o crescimento e a disseminacdo do fungo
(SEVERO; GAZZONI; SEVERO, 2009; KWON-CHUNG et al., 2014). A disseminacao
sistémica do fungo acontece através do "mecanismo cavalo de Troia", em que o C.
neoformans sobrevive e replica-se dentro de macrofagos, usando-os como veiculo
para disseminacdo no organismo. Apos a fagocitose, o fungo pode neutralizar o
ambiente acido do fagolisossomo por conta de sua cépsula polissacaridica e da
melanina presente em sua parede celular, que o protegem contra as espécies reativas
de oxigénio (ROS) e nitrogénio (RNS). Dessa forma, o fungo utiliza os macréfagos
como transportadores, permitindo atravessar barreiras como a hematoencefélica,
chegando ao SNC (WANG; CASADEVALL, 1994; SALAS et al., 1996; UNDERHILL,;
GOODRIDGE, 2012). A saida do fungo ocorre por lise da célula hospedeira ou
exocitose néo litica, onde ambas as células continuam viaveis apos a saida do fungo
do interior do macrofago (ALVAREZ; CASADEVALL, 2006; MA et al., 2006).

Outros 6rgaos também podem ser afetados, como pele, olhos, 0ssos, préstata
e trato urinario, com manifestacdes variaveis conforme o local acometido (BIVANCO;
MACHADO; MARTINS, 2006; CHAI; TEOH, 2012; CHANG et al., 2008). Lesdes
cutaneas podem ser primarias, em casos de trauma local, ou secundéarias, resultantes
da disseminacdo hematogénica. Além disso, manifestacdes oculares, como
papiledema, sdo comuns em pacientes com neurocriptococose (CHAI; TEOH, 2012).
A prostata também pode atuar como reservatorio do fungo, contribuindo para a
reincidéncia da infeccdo (CHANG et al., 2008).

Essa doenca se tornou um sinal importante da AIDS, particularmente em
pacientes com niveis extremamente baixos de células T CD4*, e continua sendo uma
das causas mais comuns de morte por AIDS, principalmente entre paises de classe
média e baixa (MAY et al., 2016; WILLIAMSON et al.,, 2017). Receptores de
transplantes de 6rgaos também podem ser afetados pela criptococose, sendo que a
mortalidade dos pacientes transplantados nos Estados Unidos entre 1990 e 1996 foi
de 9% (PAPPAS et al., 2001).
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O HIV tem alta prevaléncia em algumas partes do mundo, como a Africa
Subsaariana, e também apresenta alta taxa de casos nas Américas, Asia, Oceania e
Europa. Na Africa Subsaariana, esses fatores se combinam com a alta incidéncia da
criptococose e a falta de medicamentos antirretrovirais eficazes, tornando a doenga
devastadora nessas regioes (PARK et al., 2009; RAJASINGHAM et al., 2022).

Os dados de Meyer et al. (2003) mostram a distribuicdo geogréfica de C.
neoformans, apontando o sorotipo A como clinicamente relevante em individuos na
Ameérica Latina, principalmente em pessoas HIV positivas no Brasil, Argentina e Peru.
Mundialmente, os sorotipos B e C afetam pacientes imunocompetentes, o que
também foi comprovado na América Latina (MEYER et al., 2003; SORRELL, 2001).
Ja os sorotipos AD e D se mostraram clinicamente relevantes para
imunocomprometidos e raros em imunocompetentes na Europa e América Latina
(MEYER et al.,, 2003; BOVERS; HAGEN; BOEKHOUT, 2008). O sorotipo D é
predominante nas regides Sul e Sudeste do Brasil, especialmente na populagéo
masculina, tendo cerca de 35-40% de casos letais (BRASIL, 2012). Enquanto Springer
et al. (2014) encontraram dados relevantes de isolados ambientais de C. gattii na
Ameérica do Norte, que podem causar doenca tanto em pessoas imunocompetentes
guanto imunocomprometidas.

Apesar de a infeccdo acometer ambos 0s sexos, as estatisticas mostram que
homens representam mais de 70% dos casos relatados da doenca em pacientes com
HIV e mais de 60% sem a infeccdo, sendo que as maiores taxas estdo em individuos
entre 31 e 40 anos (PYRGOS et al., 2013). Acredita-se que esse padrdo pode estar
relacionado a influéncias de estrégenos, predisposicdo genética ou fatores
ocupacionais, como maior envolvimento de homens em atividades rurais e no trabalho
com o solo (MAFRA et al., 2008). No Brasil, casos da doenca em criancas tém
aumentado nos Ultimos anos, possivelmente associados a maior mobilidade e
independéncia de criancas entre 6 e 12 anos de idade (SEVERO et al., 2009).

Estudos mostram que a criptococose néo afeta apenas seres humanos, mas
também outras espécies animais. Em 1902, Frothingham confirmou a patogenicidade
da levedura em animais ap0s descobrir uma lesdo pulmonar em um cavalo que
apresentava isolados semelhantes aos encontrados por Busse e Buschke (NAYAK et
al., 2010). Littman demonstrou dados corroborando essa descoberta em 1959, ao
analisar ecossistemas contaminados por excrementos de pombos. Além disso,

mastites em cabras e bufalos foram associadas a levedura C. neoformans, que
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inicialmente foi descoberta em habitats naturais da Nova Zelandia (PAL, 1975; PAL;
BAXTER, 1985; PAL; MEHROTRA, 1983).

1.3 Viruléncia de C. neoformans

C. neoformans é um fungo patogénico oportunista cuja capacidade de causar
infeccdo em humanos imunocomprometidos esta diretamente associada a diversos
fatores de viruléncia. Esses fatores tornam o fungo particularmente eficaz em
sobreviver no ambiente intracelular e no sistema nervoso central (SNC). Entre eles,
destacam-se a cdpsula polissacaridica, a producédo de melanina, a enzima urease e a
capacidade de crescer a 37°C, todos essenciais para a sua patogenicidade
(PERFECT, 2006).

Um dos principais fatores de viruléncia de C. neoformans € sua capsula
polissacaridica, composta predominantemente por glucuronoxilomanana (GXM) e
glucuronoxilomanogalactano (GXMGal), que desempenha papel crucial na
patogenicidade do fungo (CASADEVALL; PERFECT, 1998; ZARAGOZA et al., 2009).
Essa capsula impede a fagocitose eficiente por células imunes, como os macrofagos,
e interfere diretamente na ativacdo de respostas imunologicas do hospedeiro. Além
disso, ela suprime a producdo de citocinas pro-inflamatérias, como TNF-a e IL-1,
fundamentais para uma resposta imunoldgica eficaz. Essa supressdo favorece a
disseminacdo do fungo, particularmente para o SNC, contribuindo para o
desenvolvimento da meningoencefalite criptocécica (VECCHIARELLI, 2007; KWON-
CHUNG et al., 2014).

A produgéo de melanina pelo fungo ocorre por meio da enzima lacase, que
catalisa a formacéo desse pigmento na parede celular. A melanina desempenha um
papel essencial na protecdo contra o0 estresse oxidativo, neutralizando espécies
reativas de oxigénio (ROS) e nitrogénio (RNS) produzidas pelas células fagociticas do
hospedeiro (WANG; CASADEVALL, 1994; SALAS et al., 1996; UNDERHILL;
GOODRIDGE, 2012). Estudos demonstram que cepas mutantes de C. neoformans
incapazes de produzir melanina apresentam reducgdo significativa na viruléncia,
evidenciando a importancia desse pigmento para a sobrevivéncia do fungo dentro de
células fagociticas, como os macréfagos (SALAS et al., 1996).

A enzima urease também contribui para a sobrevivéncia do fungo em

ambientes hostis, como o interior de macréfagos, onde ocorre variagcdo de pH (COX
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et al., 2000). Estudos com modelos animais mostraram que camundongos infectados
com cepas mutantes de C. neoformans deficientes em urease apresentaram taxas de
mortalidade significativamente menores quando comparados aos infectados com
cepas selvagens. Isso sugere que a urease desempenha um papel fundamental na
patogénese, ajudando o fungo a resistir a acidez do ambiente intracelular e
favorecendo a persisténcia da infeccéo (COX et al., 2000).

Outro fator crucial é a capacidade de crescimento a 37°C, caracteristica que
permite a C. neoformans se estabelecer em hospedeiros mamiferos, incluindo
humanos (PERFECT, 2006). Esse fungo é um dos poucos micro-organismos capazes
de sobreviver as altas temperaturas corporais encontradas em endotérmicos. Essa
habilidade ndo apenas facilita a infeccdo, mas também contribui para a proliferacéo
do fungo no SNC e em outros érgaos internos, favorecendo a persisténcia da infec¢céo
(ROBERT; CASADEVALL, 2009; PERFECT, 2006).

Além desses fatores, C. neoformans secreta enzimas hidroliticas, como
fosfolipases, que degradam componentes das membranas celulares do hospedeiro.
Essas enzimas séo fundamentais para a invasao tecidual, permitindo a penetragao do
fungo em diferentes tecidos e sua disseminacdo sistémica (CHEN et al., 1997;
NOVERR et al., 2003; CHAYAKULKEEREE et al., 2008).

Esses fatores de viruléncia atuam em sinergia, permitindo que C. neoformans
evada as defesas imunes do hospedeiro, sobreviva em ambientes adversos, como o
interior de macréfagos e o SNC, e cause infeccdes graves, particularmente em

individuos com sistemas imunoldgicos comprometidos.

1.4 Diagndéstico e tratamento

O diagnéstico da criptococose € realizado através de diversos exames
laboratoriais, incluindo exames microscopicos diretos, cultura, histopatologia,
sorologia, técnicas moleculares e exames de imagem (PERFECT; BICANIC, 2015).
Amostras biologicas como liquido cefalorraquidiano, sangue, escarro, tecidos
biopsiados e urina sdao comumente utilizadas (FAGNELLO, 2008; PANTOJA,
SILVEIRA; SILVA, 2009; PEDROSO; CANDIDO, 2006). O exame direto,
frequentemente utilizando tinta nanquim, permite a visualizagdo da capsula
caracteristica do Cryptococcus e apresenta alta sensibilidade em casos de meningite
criptococica (FRIEDMAN; KONGTHAVONSAKUL; OBERDORFER, 2012).
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O principal diagnéstico da criptococose frequentemente envolve a deteccdo do
antigeno criptococico (CrAg) no sangue ou no liquido cefalorraquidiano (LCR), um
método eficaz e amplamente utilizado para identificar infecgcbes causadas por C.
neoformans e C. gattii. O teste de CrAg, mais utilizado atualmente se baseia em um
ensaio de imunocromatografia de fluxo lateral, um teste rapido que permite a detecgéo
do CrAg em cerca de 10 minutos. Esse teste atualmente substitui outras técnicas
menos sensiveis ou mais caras como a aglutinacdo em latex ou imunoensaio
enzimatico, permitindo detectar o polissacarideo capsular do fungo com maior
sensibilidade e rapidez (HUANG et al., 2015; VIDAL et al.,2018). E um método
especialmente util em pacientes imunocomprometidos, como aqueles com HIV/AIDS,
pois pode detectar o antigeno antes do aparecimento de sintomas graves, o0 que
permite um tratamento precoce e melhora o prognostico. Além disso, o teste de CrAg
€ altamente sensivel e especifico, facilitando o diagndéstico tanto em fases iniciais
guanto avancadas da doenca, sendo frequentemente recomendado para
rastreamento em populacdes de alto risco, sendo muito mais sensivel que a
observacgéo microscépica do fungo feita pela contra-coloracdo com tinta naquim, um
dos métodos diagndsticos mais tradicionais (HUANG et al., 2015; VIDAL et al.,2018).

No Brasil, o diagnostico de criptococose em 6% dos mais de 215.000 pacientes
com AIDS foram registrados entre 1980 e 2002, sendo a segunda causa mais comum
de mortalidade no pais, e a taxa de letalidade da criptococose € substancial, sendo
relatada na faixa de 45% a 65% independente de fatores de risco (PAPPALARDO;
MELHEM, 2003).

No entanto, o tratamento dessas infeccOes é desafiador, ja que as opc¢les de
tratamento antifingico disponiveis ainda apresentam limitacdes significativas. Os
pacientes que se recuperam desta infec¢cdo podem desenvolver sequelas como déficit
neuroldgico, surdez, cegueira, paralisia de nervos cranianos e perda de memdria,
resultando em tratamentos prolongados e até mesmo recaidas da enfermidade
(PYRGOS et al., 2013).

O tratamento da criptococose depende da gravidade da infeccédo e do estado
imunoldgico do paciente, envolvendo trés fases: indugéo, consolidacado e manutengéo.
Na fase de inducdo, o objetivo € reduzir ou eliminar a carga fungica de forma
agressiva, especialmente em casos graves, como meningite criptococica, que é
frequentemente observada em pacientes com HIV. Essa fase pode durar de duas a

dez semanas, dependendo da resposta do paciente ao tratamento (WILLIAMSON et



21

al., 2017). A fase de consolidacédo segue a inducao e visa garantir a negativacao do
fungo nos testes diagndsticos e estabilizar o paciente clinicamente, sendo mantida por
cerca de oito semanas e a fase de manutencao € caracterizada pela terapia profilatica,
normalmente com doses reduzidas de fluconazol ou itraconazol, que deve ser mantida
por até um ano, ou enquanto houver risco de recorréncia, especialmente em pacientes
com comprometimento imunolégico (PAPPAS et al., 2001; SAAG et al., 2000;
WILLIAMSON et al., 2017; SATIE-KON et al., 2008).

A anfotericina B lipossomal (L-AmB) é o antifungico de escolha para o
tratamento inicial da criptococose, especialmente nas formas graves da doenca, como
a meningite criptocécica e por apresentar menor toxicidade renal, 0 que € um ponto
critico no tratamento prolongado (PERFECT; BICANIC, 2015). A 5-flucitosina é
frequentemente usada em combinacgé&o com a anfotericina B durante a fase de indugéo
para aumentar a eficacia, porém apresenta toxicidade hematolégica, especialmente
em doses mais elevadas ou em tratamentos prolongados, mas seu uso €
desencorajado em monoterapia devido a rapida emergéncia de resisténcia
(O’CONNOR et al., 2013; FALCI; PASQUALOTTO, 2015; SCHWARZ et al., 2006).

Os azois, como o fluconazol e o itraconazol, sdo amplamente utilizados nas
fases de consolidacdo e manutencédo. O fluconazol, em particular, € o mais utilizado,
especialmente por sua boa penetracdo no sistema nervoso central e pelo perfil de
seguranca em longo prazo (WILLIAMSON et al., 2017). Entretanto, o uso prolongado
de fluconazol pode levar ao desenvolvimento de resisténcia em algumas cepas de C.
neoformans, o que tem sido uma preocupagdo crescente em pacientes
imunocomprometidos (DIEKEMA et al., 2003; MARTINEZ, 2006). Em casos de
resisténcia ao fluconazol, voriconazol e o posaconazol tém sido opg¢Oes alternativas
por terem espectro de acdo ampliado, embora ainda ndo amplamente utilizados
devido a preocupacbes com a toxicidade e o custo (DIEKEMA et al., 2003;
MARTINEZ, 2006).

A resisténcia antifungica, especialmente ao fluconazol, tem se tornado uma
guestao importante, particularmente em areas com alta carga de HIV e em pacientes
gue necessitam de terapia antifingica prolongada. Estudos indicam que a resisténcia
ao fluconazol pode ocorrer apds exposicbes repetidas ou subdosagem do
medicamento (BICANIC et al., 2006; MOLLOY et al., 2018).

Em suma, C. neoformans e C. gattii continuam a representar uma ameaca

significativa a saude global, especialmente em populagcbes vulneraveis. A continua
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pesquisa sobre a biologia, epidemiologia e patogénese desses fungos é essencial

para o desenvolvimento de estratégias eficazes de prevencao e tratamento.

1.5 Resposta imunologica contra C. neoformans

A resposta imunoldgica contra infecgbes fungicas envolve mecanismos
complexos que sdo essenciais para a defesa do hospedeiro. A fagocitose € um dos
processos mais importantes nessa defesa, realizada por células como macréfagos,
neutrofilos e células dendriticas, que reconhecem e engolfam os fungos invasores
(SALAZAR; BROWN, 2018; UNDERHILL; GOODRIDGE, 2012). Esse processo €&
desencadeado pelo reconhecimento de Padrbes Moleculares Associados a
Patdégenos (do inglés Pathogen Associated Molecular Patterns ou PAMPS) pelos
Receptores de Reconhecimento de Padrdes (do inglés Pattern Recognition Receptors
ou PRRs), presentes na superficie das células fagociticas (BROWN; GORDON, 2001;
UNDERHILL; GOODRIDGE, 2012; SALAZAR; BROWN, 2018).

Os receptores fagociticos s@o classificados em duas categorias principais:
opsbnicos e ndo opsonicos (UNDERHILL; GOODRIDGE, 2012). Receptores
opsoénicos, como os receptores de fragmento cristalizavel (FCRs) e os receptores de
complemento (CRs), reconhecem particulas opsonizadas. Receptores ndo opsonicos,
como os PRRs, desempenham um papel importante na fagocitose de fungos
patogénicos ndo-encapsulados, como Candida albicans, ao reconhecer diretamente
PAMPs presentes na superficie do fungo (SALAZAR; BROWN, 2018).

Os PRRs incluem receptores como a Dectina-1, que reconhece beta-glucanos,
um componente da parede celular fungica; os receptores Toll-like (TLRs), que ativam
vias de sinalizacdo inflamatéria e promovem a producdo de citocinas proé-
inflamatorias; e o receptor de manose, que se liga a manose da parede celular dos
fungos (SALAZAR; BROWN, 2018). Apdés o reconhecimento, os fungos sé&o
internalizados em vesiculas chamadas fagossomos, que se fundem com lisossomos
para formar fagolisossomos. Nesse compartimento, o ambiente é hostil, contendo
espécies reativas de oxigénio (ROS), acidificacdo do fagolisossomo e ativacédo de
enzimas lisossdmicas e peptideos antimicrobianos, que promovem a degradacéo do
patégeno (UNDERHILL; GOODRIDGE, 2012).

Além dos PRRs, os receptores opsonicos desempenham um papel crucial na

identificacdo de patdgenos opsonizados, como fungos. Dentre eles, destacam-se 0s
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receptores FcRs, que reconhecem a regido Fc das imunoglobulinas, mediando a
ligacdo de particulas opsonizadas as células fagociticas (FRIDMAN, 1991). Os FcRs
sao classificados com base na classe de imunoglobulina a qual se ligam: FcyR para
imunoglobulina y (IgG), FcaR para imunoglobulina a (IgA), e FceR para
imunoglobulina € (IgE) (MANCARDI, D; DAERON, M, 2014). Nos mamiferos, os FcRs
apresentam diferencas em sua distribuicdo, expressdo e especificidade entre
espécies, com os FcyR sendo particularmente relevantes em humanos devido a sua
capacidade de se ligar a IgG (TSUBOI, 2008).

Os FcyRs incluem trés subtipos: FcyRI (CD64), FcyRIl (CD32) e FcyRII
(CD16), que estdo amplamente expressos em células fagociticas como macrofagos,
neutrofilos e células dendriticas (DAERON, 1997). Esses receptores sdo essenciais
no reconhecimento de fungos opsonizados com IgG, facilitando a fagocitose e a
ativacado da resposta imunolégica.

Os anticorpos murinos tém sido amplamente utilizados como ferramentas para
o estudo do combate a doencas humanas devido a sua alta especificidade para
determinados antigenos e a sua capacidade de mimetizar ou modular respostas
imunologicas. A tecnologia de hibridoma combinada com a tecnologia de DNA
recombinante permitiu a producdo in vitro de anticorpos monoclonais (mAbs)
especificos contra epitopos Gnicos (KOHLER; MILSTEIN, 1975; ECKER; JONES;
LEVINE, 2015; MORRISON, 1985). Essas técnicas utilizam linfécitos B de
camundongos fusionados com células mieloma, criando linhagens celulares
imortalizadas capazes de produzir anticorpos de maneira continua, e possibilitou a
criacdo de anticorpos humanizados e especificos, reduzindo a imunogenicidade em
humanos e aumentando a eficicia terapéutica, embora esses anticorpos ndo sejam
atualmente utilizados na pratica clinica (KOHLER; MILSTEIN, 1975; ECKER; JONES;
LEVINE, 2015; MORRISON, 1985).

O mAb 18B7, por exemplo, pertencente a classe IgGl, interage no sistema
murino com FcyR, que desempenham papéis fundamentais na modulacdo das
respostas imunes efetoras. Os principais receptores murinos relevantes para IgG1l
incluem o FcyRIII (CD16) e o FcyRIl (CD32) (CASADEVALL et al., 1998).

Além disso, os CRs, como CR3 e CR4 (compostos pelas integrinas CD11b/CD18 e
CD11c/CD18, respectivamente), desempenham um papel complementar ao
reconhecer fragmentos opsonicos derivados da ativacdo do sistema complemento,

como C3b e iC3b. Esses receptores promovem a internaliza¢cdo do fungo opsonizado
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e sua subsequente destruicdo no interior do fagossomo, em combinacdo com 0s
mecanismos mediados pelos FcRs (ZARAGOZA; TABORDA; CASADEVALL, 2003).

A imunidade adaptativa desempenha um papel crucial no combate a infec¢des
fungicas. Linfécitos T CD4*, especialmente a resposta imunolégica Thl, sé&o
essenciais para a liberacdo de citocinas pré-inflamatérias como o interferon-gama
(IFN-y), que ativa macrofagos, aumentando sua capacidade de eliminar fungos. Ja a
ativacdo da resposta Th2 também contribui para a defesa, promovendo a producao
de IL-4, uma citocina importante no recrutamento de macrofagos e células dendriticas
(CHENG; SHAM; KRONSTAD, 2009; CARROLL et al., 2012). Em suma, a imunidade
contra fungos envolve uma combinacao de resposta inata, com fagocitose e ativacao
de PRRs, e uma resposta adaptativa, que potencializa a eliminacdo do patégeno por
meio da ativacao de células T e producéo de anticorpos.

Porém, diferente do que acontece com os outros fungos, o C. neoformans
desenvolveu mecanismos sofisticados de evasao imunoldgica, resistindo a fagocitose,
ou sendo capaz de sobreviver dentro do citoplasma de macrofagos (ROHATGI,
PIROFSKI, 2015). Um dos fatores mais importantes para a viruléncia de C.
neoformans é sua capsula polissacaridica, como abordado no tépico 1.3 deste
trabalho. Essa cépsula impede que os PRRs reconhegam os PAMPs fangicos, como
beta-glucanos, escondendo fisicamente os sitios de ligacdo dos PRRs na parede
celular fungica e reduzindo significativamente a fagocitose desse microrganismo que
se traduz em proliferacéo reduzida de células T e processamento e apresentacao de
antigenos por macrofagos, tudo resultando em uma interferéncia na resposta das
células T (NAYAK et al., 2010; SYME et al., 1999; VECCHIARELLI et al., 1994a,b).
Dessa forma os receptores opsénicos sdo fundamentais para o reconhecimento e
internaliza¢ao do fungo.

Além disso, C. neoformans pode ser fagocitado por macréfagos e neutrofilos,
mas ele tem a capacidade de sobreviver e proliferar dentro do fagossomo, ja que ele
pode resistir as ROS e espécies reativas de nitrogénio (RNS) e a outras moléculas
antimicrobianas, e pode até ser expelido das células hospedeiras por um processo
conhecido como exocitose ndo-litica (vomocitose), sem sofrer destruicdo (ALVAREZ;
CASADEVALL, 2006; MA et al., 2006).

Outro mecanismo de evasdo é a producdo de células Titds, que sé&o
significativamente maiores, podendo chegar a 100 uym, e sao fisicamente e

fisiologicamente mais resistentes a fagocitose, proporcionando ao fungo uma
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vantagem na sobrevivéncia no ambiente do hospedeiro e sdo associadas a uma maior
disseminacéao do fungo (ZARAGOZA et al., 2010; OKAGAKI et al., 2010; ZARAGOZA,
NIELSEN, 2013). A secrecdo da proteina antifagocitica 1 (Appl), secretada pelo
Cryptococcus, também inibe a fagocitose mediada por complemento, se ligando ao
componente CD11b do receptor CR3 e bloqueando a interacédo entre o receptor CR3
e o fragmento iC3b (TABORDA; CASADEVALL, 2002).

Apesar das estratégias de evasdo, C. neoformans pode ser opsonizado por
anticorpos como IgG, IgM e IgA, que se ligam ao antigeno capsular GXM, facilitando
sua fagocitose por receptores Fc (TABORDA; CASADEVALL, 2002). Além disso, a
ligacdo destes anticorpos parece de alguma forma alterar a conformacédo da capsula
fungica e permitir gue moléculas do complemento se liguem a superficie da cdpsula
mediando também a sua internalizacdo por meio dos CR3 e CR4 nos macrofagos e
neutrofilos, ja que a falta de expressédo do CD18, um componente desses receptores,
reduz drasticamente a fagocitose mesmo na auséncia de moléculas do sistema
complemento (TABORDA; CASADEVALL, 2002).

A resposta imune adaptativa é crucial para o controle de C. neoformans.
Linfécitos T CD4* e CD8* desempenham um papel importante na ativacdo de
macréfagos e no controle da infeccdo. O IFN-y, produzido pelas células Th1, é
essencial para a ativacdo de macréfagos, enquanto a resposta Th2, associada a
producdo de IL-4 e IL-13, esta ligada a um pior progndstico, pois favorece uma
resposta mais tolerogénica e ineficaz contra o fungo (CHENG; SHAM; KRONSTAD,
2009; CARROLL et al., 2012).

Pacientes imunocomprometidos, como aqueles com HIV/AIDS, sao
particularmente vulneraveis a infeccdo por C. neoformans, pois a baixa contagem de
linfécitos T CD4" prejudica a capacidade do sistema imunolégico de montar uma
resposta eficaz contra o fungo (MAY et al., 2016). Nesses individuos, a infec¢ao pode
progredir rapidamente para meningite criptocdcica, uma condi¢cdo associada a alta
mortalidade (CASADEVALL; PERFECT, 1998).

A interacdo entre o Cryptococcus e o sistema imunolégico do hospedeiro
envolve um equilibrio dinamico entre mecanismos de defesa imunoldgica e estratégias
de evasao do patdégeno. A fagocitose desempenha um papel central na tentativa do
sistema imunoldgico de eliminar a infecgdo, mas a resisténcia fungica frequentemente
subverte esses esforgos, resultando em desafios significativos para o tratamento de

infeccdes criptococicas, ja que a sua capacidade de crescimento a temperatura do
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corpo humano (37 °C), producdo de melanina, urease e desenvolvimento de capsula
polissacaridica séo fatores que contribuem para a patogenicidade dos Cryptococcus
spp (CASADEVALL; PERFECT, 1998; NAYAK et al., 2010).

Apesar de todos esses mecanismos, estudos mostraram que C. neoformans
poderia ser internalizado nos macrofagos tanto por FcRs, que ligam a porgao
constante dos anticorpos, quanto por CR3 e CR4, que interagem com fragmentos
opsonicos do complemento, CRs, como pode ser visto no modelo proposto na Figura
2 (TABORDA; CASADEVALL, 2002). A opsonizagéo por anticorpos, como IgM e IgA,
qgue poderia ligar-se ao antigeno capsular GXM de C. neoformans, faz com que haja
uma mudanca conformacional na capsula de GXM do fungo, levando a uma maior
interagcdo com CR3 e CR4 e fagocitose independente do complemento (TABORDA;
CASADEVALL, 2002). Fragmentos F(ab’),, que faltam na regido Fc do anticorpo,
também ja foram demonstrados como opsoninas para a C. neoformans em varios
subtipos de células fagocitarias, indicando que a ligacdo da regido Fc aos receptores
FcR pode ndo ser necesséria para a opsonizacdo, mas pode também ser mediada
por CRs mesmo na auséncia de moléculas do complemento (TABORDA;
CASADEVALL, 2002).

C. neoformans ]

FAGOCITOSE

MEDIADA POR IgG
ATRAVES DE FcyR
LIGAGCAO DE IgM, IgG, IgA

CAPSULA ou F(ab’); AO GXM
LOCAL DE LIGAGAO /
CD18 EM GXM (NAO 1gG FcyR
ACESSIVEL NA CAPSULA
NATIVA -
MACROFAGO |
> N
LIGAGAO DO ANTICORPO
A CAPSULA ALTERA A
ESTRUTURA EXPONDO O 1gM, IgG, IgA ou
LOCAL DE LIGAGAO DO F(ab’)
CD18 EM GXM 2
»
-~
GXM SE LIGA AO CD18 RESULTANDO EM .
FAGOCITOSE INDEPENDENTE DO CR3,CR4 )
COMPLEMENTO ATRAVES DE CR3 E CR4 VACUOLO
FAGOCITICO

Figura 2. Mecanismo proposto para a internalizagcdo de C. neoformans por macréfagos apos
opsonizacdo com fragmentos de IgM, IgGl, IgA e F(ab'). Adaptado de TABORDA e
CASADEVALL, 2002.



27

A validade dessa teoria foi confirmada por achados de laboratério que
mostraram que a fagocitose de C. neoformans opsonizado por IgM e IgA diminui muito
quando submetidos a interacdo com macroéfagos J774 que ndo expressam a proteina
CD18 (camundongos B6.129S7-ltgbh2 tml1Bay) que € um dos componentes dos
receptores CR3 e CR4 (TABORDA; CASADEVALL, 2002). Isso indica que a eficacia
fagocitaria desse patdégeno € diretamente proporcional a expressao dos receptores
CRs na célula alvo.

Estudos mostraram também que o fungo pode induzir alteracées na expressao
de genes relacionados a fagocitose, estresse oxidativo, inflamacéo, metabolismo
celular e sinalizacdo intracelular, o que facilita sua sobrevivéncia dentro dos
macréfagos (ZARAGOZA; NIELSEN, 2013). Neste trabalho, exploramos as alteracfes
mediadas pelas opsoninas na expressao de genes previamente associados a
resposta dos macréfagos a infeccdo por C. neoformans. Entre esses genes,
destacam-se o gene iNos (6xido nitrico sintase induzivel), que codifica a enzima
responsavel pela producao de 6xido nitrico, essencial para a atividade microbicida e
defesa contra patégenos, sendo também um indicador de uma resposta imune mais
inflamatoria (MURPHY, 1999). O gene Argl (arginase 1) compete com a iNOS pelo
substrato L-arginina, direcionando o metabolismo para a producdo de poliaminas e
prolina, favorecendo a reparacdo tecidual (RATH et al., 2014). Esse gene esta
associado aos macréfagos M2, que possuem uma resposta anti-inflamatéria e podem
favorecer a sobrevivéncia de C. neoformans. Também analisamos a expressao do
gene Lampl (proteina de membrana associada lisossomal 1), essencial para a
manutenc¢do da integridade do fagolisossomo e para a fusdo das vesiculas contendo
o fungo com os lisossomos (HUYNH et al., 2007). Esse gene facilita a degradacao do
fungo fagocitado, mas sua disfuncéo pode levar a sobrevivéncia intracelular de C.
neoformans. O gene Atg5 (proteina de autofagia 5), por sua vez, é fundamental para
a formacdo de autofagossomos, uma estratégia alternativa de eliminacdo de
patogenos intracelulares, ajudando a capturar e degradar fungos que escapam do
fagolisossomo (ZHAO et al., 2008). Também investigamos a expressao de genes que
codificam citocinas, como IlI-6 (interleucina 6), uma citocina envolvida em diversos
aspectos da resposta imunoldégica. Ela promove a diferenciacdo de células Tem Th1l7,
que ajudam a controlar infecgcbes fungicas, além de estimular a producdo de
moléculas inflamatodrias e a proliferacado de linfécitos B (VELDHOEN et al., 2006;
MANGAN et al., 2006; BETTELLI et al., 2006; GUGLANI; KHADER, 2010). Por outro
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lado, 11-10 (interleucina 10) desempenha um papel anti-inflamatorio, inibindo a
producdo de TNF-a e IFN-y, reduzindo a ativagdo dos macrofagos (FIORENTINO et
al., 2016). No contexto de C. neoformans, niveis elevados de IL-10 podem favorecer
a sobrevivéncia do fungo, ao suprimir a imunidade celular (TEITZ-TENNENBAUM et
al., 2018). O Tnf-a (fator de necrose tumoral alfa), uma importante citocina pro-
inflamatoria, tem sua reducdo associada a maior susceptibilidade a criptococose
(HORCAJADA et al., 2007). Também foi analisada as quimiocinas Ccl2 (ligante de
quimiocina 2) e Cxcl10 (ligante de quimiocina C-X-C 10). Niveis elevados de Ccl2
estdo associados a uma resposta imune eficaz contra C. neoformans (HUFFNAGLE
et al., 1995; KAWAKAMI et al., 2001), enquanto Cxcl10 atrai células T CD4* e CD8",
além de ativar os macréfagos para a eliminacéo dos patégenos. E crucial para uma
resposta Thl eficaz, combatendo o fungo através da producéo de IFN-y e da ativagao
de macréfagos (YONEYAMA et al., 2002; XIAO et al., 2008; SOARES et al., 2007).
Por fim, também investigamos a expresséao dos genes Nfkr (regulacdo transcricional),
Pik3r4 (subunidade reguladora 4 da fosfoinositideo 3-quinase) e CtsB (catepsina B).
Nfkr € uma proteina inibitéria de NF-kB, possivelmente relacionada a ativacdo da
apoptose de macrdfagos no estagio inicial da infeccdo (GONCALVES, 2010); Pik3r4
regula a autofagia, uma via de defesa alternativa contra o fungo intracelular (HALE et
al., 2013); e CtsB codifica a catepsina B, uma serina-protease fagolisossomal que
demonstrou atividade anticriptocococica em extratos de células dendriticas quando
confrontada com Cryptococcus neoformans (HOLE et al., 2012).

Durante a infeccéo, as células do sistema imunolégico, como macréfagos e
neutroéfilos, modificam seu perfil de expressédo génica em resposta ao patdgeno. A
analise do mRNA revela 0 aumento na expressao de citocinas pré-inflamatérias, como
TNF-a e IL-6, que sdo essenciais para a defesa contra infec¢es fungicas (SYME et
al., 1999).

Portanto, o sistema imunolégico do hospedeiro pode seguir trés caminhos
distintos ao enfrentar uma infecgcdo por Cryptococcus: eliminacdo completa da
infec¢do, disseminacgdo fatal sem tratamento, ou controle parcial com laténcia do
fungo no corpo (LEOPOLD WAGER et al., 2016) A interacdo entre C. neoformans
opsonizado e os receptores Fc e CRs é crucial para a fagocitose eficiente e no
subsequente destino desse patdégeno. Além disso, esses mecanismos também

destacam a funcao critica dos CRs no combate de processos infecciosos, uma vez
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gue destacam sua importancia, na medida em que atuam nao s6 na inducédo de um
processo inflamatdrio, mas também na opsonizacao de microrganismos.

O entendimento sobre a biologia e interacdo de Cryptococcus com células do
hospedeiro vem crescendo a cada dia, mas ainda € preciso investigar melhor
diferentes aspectos dessa interacao para poder melhor entender a complexidade da
relacdo patdgeno-hospedeiro. Analisando como a fagocitose mediada por diferentes
opsoninas poderia nos fornecer ideias se essas moléculas mediadoras da fagocitose
do fungo poderiam ter um papel relevante na laténcia, destruicdo do fungo ou na sua

disseminacao nos tecidos do hospedeiro.
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2. JUSTIFICATIVA

A compreensdo dos mecanismos de interacdo entre patdgenos fangicos e o
sistema imunoldgico do hospedeiro é essencial para desenvolver tratamentos mais
eficazes contra infec¢des fangicas, que tém se tornado mais comuns devido ao
aumento de casos de imunossupressao causada por doencgas cronicas e terapias
imunomoduladoras. Entre esses patogenos, C. neoformans é particularmente
preocupante. Amplamente encontrado no ambiente, ele representa uma grave
ameaca para pessoas imunocomprometidas, como pacientes com HIV/AIDS e
transplantados. Apesar de avancos na pesquisa, ainda ha muitas lacunas no
entendimento de como esse fungo interage com as células do sistema imunoldgico
inato.

Embora entenda-se que opsoninas, como anticorpos e componentes do
sistema complemento, facilitam a fagocitose de C. neoformans, pouco ainda é
conhecido sobre as diferencas nos mecanismos de internalizacdo associados a cada
tipo de opsonina. Nado ha estudos suficientes que explorem completamente as
diferencas na expressdo génica dos macrofagos em resposta a internalizacdo do
fungo mediada por receptores CR ou receptores Fc. Essa € uma lacuna crucial, pois
essas vias podem influenciar a sobrevivéncia do fungo dentro dos macrofagos e
determinar o tipo de resposta imune que sera ativada.

A hipétese central deste trabalho € que existem diferencas na resposta do
macréfago ao C. neoformans, dependendo se o fungo € internalizado por meio de
receptores CR ou Fc. Essas diferencas podem afetar a capacidade de sobrevivéncia
do fungo e o perfil da resposta imune do hospedeiro. Para investigar essa hipotese,
esta dissertacdo propde analisar os perfis de expressdo génica dos macrofagos em
resposta a internalizacdo mediada por diferentes opsoninas, com foco no acumulo de
MRNAS associados a resposta imune inata.

Os resultados esperados deste estudo visam preencher uma importante lacuna
no conhecimento sobre a interacdo entre C. neoformans e o sistema imunolégico do
hospedeiro. Saber como o fungo manipula os macrofagos para sua sobrevivéncia e
disseminagdo, pode embasar o0 desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas
direcionadas a interromper esses processos patogénicos. Em um contexto de
crescente incidéncia de infec¢cbes fungicas oportunistas, tais descobertas tém

relevancia significativa para a saude publica.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Investigar a expressdo génica de macrofagos murinos em resposta a
internalizacdo de Cryptococcus neoformans opsonizado com complemento ou
anticorpos monoclonais anti-GXM, para compreender seu papel na resposta imune a

criptococose.

3.2 Objetivos especificos

3.2.1 Avaliar a interacdo de macrofagos J774 com C. neoformans na
presenca de moléculas para o bloqueio dos receptores Fc ou CR.
Analisar o indice de fagocitose do macrofago com os ensaios de

interacdo hospedeiro-patégeno com blogueadores dos receptores CR e Fc.

3.2.2 Avaliar a expressao de determinados genes relacionados a resposta
imunoldgica do fungo em macrofagos infectados por C. neoformans apés
a fagocitose mediada pelo anticorpo ou por moléculas do complemento.
Realizar a avaliacdo do perfil de expressédo dos genes dos mRNAs das
amostras e sua possivel associacdo com a resposta imunolégica mediada pelo

sistema complemento e pelos FcRs.
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4 METODOLOGIA

4.1 Modelo de infeccdo do fungo C. neoformans em uma linhagem de
macrofagos (J774).

4.1.1 Condic0Oes de cultivo de macrofagos J774

Foi utilizada a linhagem imortalizada de macrofagos J774A.1 (ATCC® TIB-67)
de camundongos (BALB/c) derivadas de um sarcoma reticular. As células foram
mantidas em meio DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s médium), cultivadas a 37°C e
5% CO2, com suplementacdo de aminoacidos ndo essenciais, 10% de soro fetal
bovino (Invitrogen) e 50 pg/mL de gentamicina (Life Technologies, Inc.), e repicadas
a cada 2 ou 3 dias.

4.1.2 Condic0Oes de cultivo de C. neoformans e preparo do indculo

Foi utilizada a linhagem H99 (sorotipo A, ATCC® 208821 ™) de C. neoformans,
linhagem caracteristica da espécie, cultivada segundo condi¢cbes padrao descritas na
literatura (NIELSEN et al., 2003). Brevemente, a linhagem foi cultivada em meio
liquido Sabouraud (Peptona 10 g/L, glicose 20 g/L, pH 5,5) a 30°C durante a noite. As
leveduras foram coletadas, lavadas com solucéo salina tamponada (PBS) e contadas
na camara de Neubauer. Posteriormente, opsonizadas com 20% de soro de cobaia
(Rhea Biotech, Brasil) ou 10 pg/mL de anticorpo monoclonal 18B7 (Doado pelo Prof.
Dr. Arturo Casadevall, Bloomberg School of Pulblic Health of Johns Hopkins
University, Baltimore, MD, EUA) por 30 minutos antes dos ensaios de interagdo com

macrofagos murinos.

4.1.3 Interacgéo in vitro de J774 com C. neoformans

As células J774 foram cultivadas na auséncia (controle) e na presenca de
células leveduriformes da linhagem H99 de C. neoformans, na propor¢céo de duas
leveduras para um macrofago (2:1; MOI 2) a 37 °C e atmosfera de 5% de CO2. Apés
o tempo de 2 horas de co-cultura, os macrofagos J774 aderidos foram lavados 3 vezes
com PBS estéril e recuperados para extragdo de RNA total. Em todos os experimentos
foram deixados alguns pocos de cada condicdo experimental para avaliacdo da
fagocitose por meio da coloracao celular com o kit Panético (NewProv) para controle
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de fagocitose. Foram feitas pelo menos trés replicatas bioldégicas de cada

experimento.

4.1.4 Inibic&o dos receptores do sistema complemento e receptores Fc em
J774
Os macrofagos da linhagem J774 foram semeados em placas de cultura de 96 pocos.
Em seguida, diferentes anticorpos que blogueiam os receptores CR3 (CD11b/CD18)
e CR4 (CD11c/CD18) e Fc (CD16 e CD32) foram acrescentados em concentracdes
de 1 pg/mL, 5ug/mL e 10ug/mL por 30 min. Depois, adicionadas as leveduras de C.
neoformans, como descrito nos experimentos de interacdo. Os anticorpos usados
foram os seguintes: 1) 2.4G2 — 1gG2b monoclonal de rato, bloqueia as atividades das
subunidades CD16 e CD32 dos receptores FcyRlIl e FcyRIII de camundongo; 2) M1/70
— lgG2b monoclonal de rato, bloqueia a subunidade de CR CD11b; 3) HL3 - IgG
monoclonal de hamster, bloqueia a subunidade de CR CD11c; 4) GAME-46 — IgG1
monoclonal de rato, bloqueia a subunidade de CR CD18. Infelizmente alguns dos
anticorpos acabaram durante o processo de otimizacdo dos experimentos e seria
necessario importa-los. Os ensaios com 0s anticorpos de bloqueio seriam controles
para 0s ensaios com as opsoninas, no entanto, tendo em vista o prazo longo para a
importacdo dos anticorpos, os ensaios de interacao para purificacdo de RNA e andlise

de expresséo de genes foram feitos sem esses controles.

4.2 Avaliacdo do acumulo de mRNAs de J774 infectados por C. neoformans

4.2.1 Extracao de RNA total de J774 infectados com C. neoformans
A extracdo do RNA total de macréfagos murinos infectados com C. neoformans
ocorreu usando-se o TRIzol de acordo com as recomendac@es do fabricante no TRIzol
Reagent User Guide (Thermo fisher scientific). A quantificacdo do RNA total foi feita
por espectrofotometria no equipamento Nanodrop (Invitrogen). Posteriormente, a
qualidade das amostras de RNA foi avaliada por eletroforese em gel de agarose a 1%.

4.2.2 Quantificagdo do acumulo de mRNAs de macrofagos infectados
com C. neoformans por RT-gPCR
Os niveis de um conjunto de genes de mMRNASs previamente selecionados como

importantes na regulacdo da resposta imune inata a patdégenos, conforme nossos
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trabalhos prévios e dados da literatura, foram analisados pela metodologia de RT-
PCR em tempo real (RT-gPCR). Nossos experimentos tiveram trés grupos
experimentais, macrofagos sozinhos, macrofagos interagindo com C. neoformans
previamente opsonizado com mAB 18B7 e macrofagos interagindo com C.
neoformans previamente opsonizado com 20% de soro. A transcricdo reversa foi
realizada a partir do RNA total, utilizando-se o kit High-Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit User Gide (Life Technologies, Inc.), seguida por reagédo de qRT-PCR
com primers especificos e o reagente PowerUp™ SYBR™ Green Master Mix para
gPCR (Applied Biosystems). Os ensaios foram realizados conforme recomendacdes
definidas pelo fabricante, usando-se o instrumento 7500 Fast System SDS Software
(Applied Biosystems) com um total de 40 ciclos de amplificacdo (cutoff 38). O threshold
foi definido automaticamente pelo software, e os valores de Ct (threshold cycle) foram

registrados para 108 amostras, sendo 3 pocos de cada condi¢cao para cada gene.

Tabela 1. Sequéncia de primers utilizados na leitura dos genes.

GENES FOWARD REVERSE

iNos CGAAACGCTTCACTTCCAA TGAGCCTATATTGCTGTGGCT
CtsB CATGCACTGGAGAAGGAGATAC CTGTTAGACACGCTGTAGGAAG
Pik3r4 GAGGCGTCTAAGTTACCCAA TGAGGCCTGACTTTAGGTCA
I1-6 GGGACTGATGCTGGTGACAA GACAGGTCTGTTGGGAGTGG
Argl GTTCCCAGATGTACCAGGATTC CGATGTCTTTGGCAGATATGC

Lampl  CACAAACCCCACTGTATCCA GGCTCTGTTCTTGTTCTCCA
Atg5 CTGAAAGAGAAGCAGAACCA ATGTTCCAAGGAAGAGCTGA
Cxcl10  CATCCTGCTGGGTCTGAGTG ATTCTCACTGGCCCGTCATC
Il-10 AGAGAAGCATGGCCCAGAAA GGGGAGAAATCGATGACAGC

Nfkr ACCTTTCAACCTACGATGGTCAGA  GAGCTCTCACATGGAATTTGGAA
Ccl2 CAAGAGGATCACCAGCAGCA ATTCCTTCTTGGGGTCAGCA
Tnf-a GTACCTTGTCTACTCCCAGGTTCTCT GTGGGTGAGGAGCACGTAGTC
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4.2.3 Analise estatistica

Os valores de AC(t) para normalizagao foram calculados para cada gene-alvo
em relacdo ao controle endoégeno de actina, utilizando dados agregados de quatro
experimentos distintos. Foram avaliadas trés condi¢cdes experimentais: macrofagos
sozinhos, macréfagos interagindo com fungo opsonizado por 18B7 e macréfagos
interagindo com fungo opsonizado por soro. Os valores de AC(t) de cada condigao
foram plotados em um grafico, no qual os retangulos representam a faixa interquartil
dividida pela mediana, enquanto as barras de disperséo indicam os valores maximo e
minimo observados.

A analise estatistica foi conduzida por ANOVA bidirecional, com os fatores
"condicdo experimental® (macréfagos, 18B7, soro) e "gene-alvo", para investigar
possiveis diferencas nos AC(t) entre as condi¢des. A analise foi realizada no software

GraphPad Prism (versao 8.3).

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Fagocitose com bloqueadores de Fc e CR

Os primeiros experimentos focaram na avaliacdo do impacto do bloqueio de
receptores Fc e CR na fagocitose de C. neoformans pelos macréfagos J774. Utilizou-
se 0 anticorpo monoclonal 18B7 como opsonina, conhecido por sua alta afinidade pela
capsula polissacaridica do fungo. Observou-se que o bloqueio dos receptores Fc
(anticorpo anti-CD16/CD32) reduziu a fagocitose em mais de 50%. Em contraste, os
bloqueadores das subunidades dos receptores CR (CD11b, CD11c ou CD18) néo
apresentaram efeito significativo (Figura 3). Como as condic8es foram feitas de forma
isolada para cada subunidade de cada receptor, ainda existia a possibilidade de

fagocitose pelos outros receptores.
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Figura 3. Ensaio de bloqueio de fagocitose de C. neoformans por macr6fagos na presenca do
mAB 18B7 como opsonina. Macrofagos foram incubados com células flngicas previamente
opsonizadas com 1 ug/mL do mAB 18B7. Apés 2h de interacdo as células foram lavadas para remocgéo
de leveduras ndo internalizadas e coradas com kit pandético para contagem do percentual de
macréfagos contendo leveduras internalizadas na presenca da opsonina apenas, ou na presenc¢a da
opsonina e diferentes combinacdes dos mABs de bloqueio. Para bloqueio dos receptores CR3 e CR4
foram usados o0 mAB CD11b, mAB CD11c ou mAB CD18. Para bloqueio dos receptores FC foi usado
0 mAB CD16/32. Para cada condi¢do experimental foram contados 100 macro6fagos. O experimento
apresentado nesta figura representa a média de trés replicatas bioldgicas para cada condigéo.

Um segundo ensaio foi entdo realizado em que se usou tanto o anticorpo
quanto diferentes concentracdes de soro como fonte de moléculas do complemento
(Figura 4). Nesse ensaio, foram testados apenas os bloqueadores para as diferentes
subunidades dos receptores CR, usando o bloqueador anti-CD18 isolado ou em
conjunto com os blogueadores para CD11b e CD11c (mix com os trés anticorpos de
blogueio). Surpreendentemente, observa-se um aumento significativo na fagocitose
mediada pelo anticorpo 18B7 tanto na presenca do bloqueio do CD18 sozinho ou
guando em conjunto com os bloqueadores para CD11b e CD11c (mix). No entanto,
nao conseguimos achar uma explicacdo para esse aumento na fagocitose mediada

por receptores Fc na presenca de bloqueio dos receptores CR (Figura 4).
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Figura 4. Ensaio de bloqueio de fagocitose de C. neoformans por macr6fagos na presenca do
mAB 18B7 e soro de cobaia em diferentes concentracbes como opsoninas. Macréfagos foram
incubados com células fungicas previamente opsonizadas com 1 upg/mL do mAB 18B7 ou
concentracdes de 10%, 20% ou 50% de soro de cobaia. Apés 2h de interacdo as células foram lavadas
para remocao de leveduras ndo internalizadas e coradas com kit panético para contagem do percentual
de macroéfagos contendo leveduras internalizadas na presencga da opsonina apenas, ou ha presenca
da opsonina e diferentes combina¢cfes dos mABs de bloqueio. Para bloqueio dos receptores FC, CR3
e CR4 opsonizados por mAB 18B7 foram usados o mAB CD18 ou mix de mAB
CD18+CD16/32+CD11b+CD11c. Para blogueio dos receptores CR3 e CR4 opsonizados por soro de
cobaia foram usados o0 mAB mix de CD11b+CD11c+CD18. Para cada condicdo experimental foram
contados 100 macréfagos. O experimento apresentado nesta figura representa a média de trés
replicatas biolégicas para cada condi¢éao.

Por sua vez, um efeito dose dependente na fagocitose do fungo mediada na
presenca de 3 concentracdes diferentes de soro é mostrado (Figura 4). Além disso,
guando testado o potencial de inibicdo do mix contra as trés subunidades dos CRs,
uma diminuicdo significativa na fagocitose do fungo € notada, indicando que o
blogueio estava acontecendo embora nao tenha sido completo, semelhante ao que se
observa no bloqueio do receptor Fc na fagocitose mediada por anticorpo.

Para avaliar se o mix de anticorpos bloqueadores contra Fc ou CR poderia
funcionar melhor em concentragdes mais altas, testamos trés concentracdes finais 1,
5 e 10 pg/mL dos anticorpos de bloqueio contra o receptor Fc gama (Figura 5a) ou
contra os receptores CR (Figura 5b). Quando a fagocitose foi mediada pelo mAB 18B7
na presenca de diferentes concentracbes do anticorpo de blogqueio CD16/CD32
observamos resultados pouco consistentes, diferentes do que que observamos na

figura 3, onde observamos uma diminuic¢ao significativa na fagocitose na presenca de
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1 pg do anticorpo de bloqueio. Nesse conjunto de experimentos observamos uma
diminuicdo significativa apenas na concentracdo de 5 pg/mL, sugerindo que o
anticorpo poderia estar perdendo sua atividade (Figura 5a). Por sua vez os
experimentos onde a fagocitose foi mediada por soro, observamos um efeito dose
dependente na diminuicdo da fagocitose na presenca de concentracdes crescentes
dos anticorpos de bloqueio, em especial nas concentracfes de 5 e 10 pg/mL (Figura
5b). No entanto, essas concentragdes inviabilizaram o uso desses anticorpos de
blogueio como controles nos experimentos de fagocitose e andlise de expresséo
génica dos macrofagos em resposta a internalizacdo do fungo mediada por essas
opsoninas, por questdes econdmicas. Além disso, um dos anticorpos de bloqueio
acabou no meio das diferentes replicatas, e precisaria ser importado, inviabilizando a

sua utilizacéo.
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Figura 5. Ensaio de bloqueio de fagocitose de C. neoformans por macréfagos na presenca do
mAB 18B7 e soro de cobaia como opsoninas em diferentes concentrac8es de bloqueadores.
Macréfagos foram incubados com células fungicas previamente opsonisadas com 1 ug/mL do mAB
18B7 ou com soro de cobaia 20%. Apés 2h de interacdo as células foram lavadas para remocao de
leveduras nao internalizadas e coradas com kit panético para contagem do percentual de macréfagos
contendo leveduras internalizadas na presenca da opsonina apenas, ou na presenca da opsonina e
diferentes combina¢fes dos mABs de bloqueio. (A) Fagocitose na presenca do mAB 18B7 sozinho ou
na presenca de diferentes concentracdes do anticorpo de bloqueio para o receptor Fc mAB anti
CD16/32 nas concentracdes de 1, 5 e 10 pg/mL. (B) Fagocitose na presenca de soro de cobaia (fonte
de moléculas do complemento) sozinho ou na presenca do mix de mAB de bloqueio (anti-
CD18+CD11b+CD11c) nas concentracdes de 1, 5 e 10 ug/mL. Para cada condicdo experimental foram
contados 100 macrdfagos. O experimento apresentado nesta figura representa a média de trés
replicatas bioldgicas para cada condicéo.
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Dessa forma, em todos 0s nossos experimentos o bloqueio dos receptores se
mostrou parcial, inviabilizando em parte seu uso como condi¢éo controle de interacao
dos macrofagos com o fungo sem que houvesse internalizacdo de C. neoformans.
Esses resultados levaram a crer que os bloqueadores nao estavam funcionando como
deveriam, o que pode ter sido resultado de perda da atividade dos anticorpos.

A partir destes resultados, devido a falta de bloqueadores suficientes para dar
continuidade nos experimentos, visto que somente percebeu-se uma inibicdo
significativa em concentragdes altas que inviabilizaram o experimento, decidimos
continuar os ensaios sem os controles de bloqueio dos receptores de Fc ou CR como
planejado e com base nos resultados descritos por Taborda e Casadevall (2002).
Segundo os autores a fagocitose por 18B7 pode ser mediada tanto por Fc quanto por
CR. Estudos anteriores sugerem que C. neoformans pode escapar da resposta
imunologica do hospedeiro utilizando sua capsula polissacaridica como barreira fisica,
dificultando o reconhecimento pelas células fagocitarias (CASADEVALL; PERFECT,
1998; NAYAK et al., 2010). Essa cépsula ndo apenas bloqueia a fagocitose eficiente,
mas também inibe diretamente a ativacdo de vias inflamatérias essenciais para a
eliminacao do fungo. A capacidade do C. neoformans de modular sua interacdo com
macrofagos sugere que ele pode criar um ambiente de laténcia ou minimizar a
inflamacéo, evitando uma resposta exacerbada que poderia elimina-lo (BUCHANAN;
MURPHY, 1998; HULL; HEITMAN, 2002; NAYAK et al., 2010).

Além disso, a literatura indica que a variagdo no tamanho das células de C.
neoformans pode contribuir para a evasao da resposta imunoldgica. Células gigantes,
conhecidas como "células Titds", sdo grandes demais para serem fagocitadas
eficientemente, o que reduz a ativacdo de vias pro-inflamatérias nos macréfagos
(ZARAGOZA et al., 2010; OKAGAKI et al., 2010; ZARAGOZA; NIELSEN, 2013).
Embora néo tenha sido estudado diretamente essas células gigantes, é plausivel que
a heterogeneidade nas caracteristicas do fungo influencie a resposta imunol6gica
observada nos nossos resultados.

5.2 Expressdo de genes relacionados a resposta imunolégica do fungo em

macrofagos infectados por C. neoformans.

As imagens obtidas dos experimentos de interacdo mostraram resultados

favoraveis a fagocitose na presenca de 18B7 e soro 20%. A observacdao feita através
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da coloracdo com o Kit Pandtico revelou que houve um aumento da fagocitose nos
pocos com a presenca das opsoninas em relacdo ao controle sem opsoninas, como
era esperado pela equipe.

Baseado na confirmacdo da fagocitose e na quantificacdo e andlise de
integridade do RNA apresentando resultados promissores, foi realizada a RT-gPCR
para os genes selecionados e os resultados da analise estatistica sdo mostrados no

gréfico (Figura 6).
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Figura 6. Gréafico delta-C(t)s para cada um dos genes-alvos em relacdo ao controle enddgeno da
actina. Analise do acumulo de transcritos para diferentes genes relacionados a resposta imunitéria
contra C. neoformans em macrofagos sozinhos (circulos), macréfagos que foram incubados na
presenca do fungo previamente opsonizado com 18B7 (quadrados) e macrofago com fungo
previamente opsonizado por soro 20% (triangulos). Os valores de AC(t) para normalizacdo foram
calculados para cada gene-alvo em relacdo ao controle endégeno de actina, utilizando dados

agregados de quatro experimentos distintos.
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A comparacao por ANOVA bidirecional ndo mostrou diferenca estatistica em
relacdo a condicdo de controle para nenhum dos 12 genes relacionados a resposta
inflamatéria, incluindo marcadores classicos como TNF-a e IL-6, ndo revelou
diferencas estatisticamente significativas entre as condi¢des (Figura 6).

A auséncia de alteracOes detectaveis na expressao desses genes pode ser
explicada por diversos fatores. Uma possivel hipétese é que esses genes sejam
modulados por mecanismos pds-transcricionais, que nao sao capturados na analise
de RNA mensageiro. Por exemplo, modificagcbes em proteinas, como fosforilagdo ou
ubiquitinacdo, podem desempenhar papéis cruciais na ativacdo da resposta
inflamatoria sem que ocorram mudancas detectaveis nos niveis de transcritos (LIN et
al., 2024; OECKINGHAUS;GHOSH, 2009). Alternativamente, 0os genes analisados
podem ndo ser os principais mediadores da resposta inflamatéria sob as condicdes
experimentais empregadas, sugerindo a necessidade de explorar outras vias ou
marcadores inflamatérios mais diretamente envolvidos na interacdo com C.
neoformans.

Além disso, o tempo de interacdo de 2 horas pode ter sido insuficiente para
capturar alteracdes significativas na expressao génica. Estudos prévios indicam que
a ativacao génica pode variar significativamente ao longo do tempo, dependendo da
dindmica da interacdo hospedeiro-patbgeno (SIRONI et al., 2015). Assim,
experimentos futuros podem considerar analises cinéticas para mapear a expressao
génica em diferentes intervalos de tempo, permitindo uma visdo mais abrangente das
respostas temporais.

Outras possibilidades incluem o papel modulador da capsula polissacaridica de
C. neoformans. Estudos anteriores demonstraram que a cipsula é altamente eficiente
em inibir tanto a fagocitose eficiente quanto a ativacdo de vias inflamatérias
(CASADEVALL; PERFECT, 1998; NAYAK ET AL., 2010). Essa estrutura também
pode mascarar epitopos reconheciveis, reduzindo a ativacdo imune (ZARAGOZA ET
AL., 2010).

Os resultados foram reproduzidos em trés replicatas biolégicas, o que reforca
a robustez dos dados, embora ressalte a necessidade de ampliar a analise para incluir
outros genes e mecanismos. Por exemplo, genes relacionados a autofagia, apoptose
e metabolismo energético podem desempenhar papéis criticos na resposta dos

macréfagos a C. neoformans (NICOLA et al., 2012). Adicionalmente, seria
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interessante avaliar a producéo de citocinas e quimiocinas no nivel proteico, uma vez
que alteracOes transcricionais podem nao refletir diretamente a funcionalidade celular.

Outro aspecto relevante é a natureza imunomoduladora dos componentes do
soro. Apesar de seu papel critico como fonte de opsoninas, proteinas presentes no
soro podem suprimir parcialmente a resposta inflamatéria ou interferir nas vias de
sinalizacdo ativadas. Estudos sugerem que o fator de ativacdo plaguetaria (PAF) e
proteinas reguladoras do complemento podem influenciar na expressédo génica e na
fagocitose (SHALIT et al., 1988). Assim, a composic¢éo do soro utilizado pode ser outro

fator a ser considerado em futuros experimentos.

5.3 Implicagdes dos resultados e limitagdes do estudo

Os achados deste estudo oferecem percepcdes importantes sobre a interacao
entre C. neoformans e macréfagos, mas também destacam as limitac6es enfrentadas.
A auséncia de variagcbes na expressao génica inflamatéria pode refletir a capacidade
de C. neoformans de evitar a ativagdo imune, uma estratégia evolutiva para sobreviver
no hospedeiro. Contudo, limita¢des técnicas e experimentais devem ser consideradas.

Primeiramente, os custos elevados e a indisponibilidade de reagentes, como
anticorpos bloqueadores, restringiram a amplitude dos experimentos. Essa limitacéo
€ particularmente relevante em estudos envolvendo multiplas vias de sinalizagéo,
onde a disponibilidade de reagentes de alta qualidade é essencial. Além disso, a
eficiéncia variavel dos anticorpos utilizados sugere a necessidade de testes de
validac&o mais rigorosos antes de sua aplicacao.

Outro aspecto a ser considerado é o uso de uma linha celular de macréfagos
murinos (J774), que pode néo refletir completamente as respostas de macréfagos
humanos. Apesar de sua ampla utilizacdo em estudos experimentais, diferencas
interespécies podem influenciar os resultados e sua aplicabilidade clinica. Assim,
futuros estudos podem incluir outros modelos, como macrofagos derivados de
monocitos humanos, ou macrofagos derivados de medula 6ssea de camundongos.

Finalmente, a auséncia de analises cinéticas limita a interpretacdo dos dados
de expressdo génica. Como discutido anteriormente, alteragBes dindmicas na
expressdo de genes inflamatorios podem ocorrer em diferentes momentos apos a

infeccdo. Estudos futuros devem incorporar abordagens temporais mais detalhadas,
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permitindo uma compreensdo mais abrangente das respostas inflamatérias ao longo
do tempo.

Adicionalmente, a escolha dos genes analisados pode nao ter capturado os
principais mediadores da interacdo fungo-hospedeiro. Estudos mais recentes
sugerem que vias metabdlicas, como a glicolise e a beta-oxidacdo de acidos graxos,
podem estar diretamente envolvidas na ativacdo de macrofagos em contextos
infecciosos (MALEMNGANBA; RATTAN; PRAJAPATI, 2024). A inclusdo de genes
associados a essas vias pode trazer novas perspectivas sobre 0S mecanismos
subjacentes a interacdo com C. neoformans.

Por fim, € importante considerar o impacto potencial do ambiente experimental
in vitro. As condic¢des artificiais podem néo refletir completamente o microambiente
dos tecidos humanos, onde interacfes mais complexas ocorrem entre células imunes
e 0 patdgeno. Isso ressalta a importancia de validar os achados em modelos

fisiologicamente similares, como estudos in vivo ou organdides.

6. CONCLUSAO

Este estudo demonstrou que a fagocitose mediada por opsoninas é eficiente,
evidenciando o papel essencial dos receptores Fc e CR na internalizacdo de C.
neoformans pelos macrofagos. No entanto, essa eficiéncia ndo se traduziu em
alteracdes significativas na expressao dos genes inflamatorios analisados, sugerindo
gue o fungo emprega estratégias sofisticadas de evasdo imunoldgica para evitar a
ativacao de respostas inflamatérias.

A auséncia de variacdes na expressao génica pode refletir a regulacdo pos-
transcricional ou a supressao direta da sinalizag&o celular pelo fungo.

Esses achados tém implicacbes importantes para o desenvolvimento de
estratégias terapéuticas contra a criptococose. A identificacdo de vias alternativas de
sinalizacao inflamatdria e de novos alvos moleculares pode contribuir para o avanco
de abordagens mais eficazes no combate a infeccdo. Para estudos futuros,
recomenda-se investigar outros genes e proteinas envolvidos na resposta imune,
realizar estudos cinéticos para identificar momentos criticos na interagdo fungo-
hospedeiro, explorar modelos experimentais mais representativos, incluindo
macréfagos primarios murinos ou humanos, avaliar a produgdo de citocinas e

guimiocinas no nivel proteico para complementar os dados transcricionais, estudar
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vias metabdlicas e seu papel na ativagdo ou supresséo da resposta imune e validar
os achados em modelos in vivo para melhor contextualizar os resultados em
condig®es fisioldgicas.

Em suma, os resultados deste estudo ampliam a compreensao das estratégias
adaptativas de C. neoformans e oferecem uma base sélida para investiga¢des futuras,
contribuindo para o desenvolvimento de novas intervencdes terapéuticas contra a
criptococose. Tais avancos podem levar a tratamentos mais eficazes, especialmente
para pacientes imunossuprimidos, que permanecem altamente vulneraveis a essa

infeccéo potencialmente fatal.
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