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Resumo

A cromoblastomicose (CBM) é uma micose cutanea e subcutanea cronica, causada por fungos
negros, dimdrficos e filamentosos da familia Dematiaceae. Fonsecaea pedrosoi € considerado uma
das principais espécies causadoras da doenca no Brasil, apesar de que F. monophora, F. nubica e
F. pugnacius terem sido descritas como outras especies capazes de causar CBM em humanos.
Todas estas espécies possuem a capacidade de transitar entre as formas saprofiticas, conidios e
hifas, e a forma patogénica do fungo, as células muriformes (MCs). Fatores de viruléncia
produzidos por fungos, como vesiculas extracelulares (EVs) e moléculas extracelulares presentes
no meio condicionado (CM) vem sendo mais estudados nos Gltimos anos, apesar de existirem
poucas informacdes sobre o papel destas moléculas extracelulares durante a CBM. Este trabalho
visa compreender os padrdes imunoestimulatérios in vitro e in vivo causados por EVs e CMs
produzidos por F. pedrosoi, F. monophora, F. nubica e F. erecta isolados a partir de conidios e
hifas cultivados em meio rico (RM) e meio minimo (MM), além de analisar o papel dessas
moléculas quando produzidas na presenca ou auséncia de MCs. Em relacéo as diferentes condigdes
nutricionais de cultivo, foi demonstrado que EVs produzidas em RM tem maior capacidade de
estimular a producdo de TNF, IL-1B e IL-10 por BMDMSs em comparacdo a EVs produzidas em
MM na presenca ou na auséncia de MCs. Tais resultados s&o diferentes dos observados para EVs
de C. neoformans produzidas em RM e MM, em que EVs isoladas de MM demonstram estimular
mais a producao de citocinas pré-inflamatérias do que em RM. Ja os CMs demonstram ser mais
pré-inflamatérios do que as EVs, principalmente os isolados a partir de MM na auséncia de MCs,
aumentando os niveis de secre¢do das citocinas TNF, IL-1p e IL-10 in vitro. Por fim, os CMs
produzidos por F. pedrosoi e F. erecta foram utilizados como tratamento in vivo e demonstraram
agravar a progressdo da CBM em modelo murino, aumentando o didmetro da area da lesdo, o
namero de unidades formadoras de coldnia e os niveis das citocinas pré-inflamatérias TNF e IL-
1 em relagdo ao controle positivo tratado com PBS. J& foi observado que as moléculas presentes
no CM produzidos pela forma capsular de C. neoformans conseguem inibir a ativagdo do
inflamassoma NLRP3 e promover a proliferacdo celular in vitro, indicando que as moléculas
presentes nos CMs de fungos patogénicos possuem potencial de imunomodular a resposta imune
do hospedeiro. Desta forma, observa-se que as EVs e os CMs produzidos por diferentes espécies

do género Fonsecaea possuem a capacidade tanto de estimular, quanto de inibir a secrecdo de
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citocinas importantes na resposta imune inata como TNF, IL-1p e IL-10, demonstrando serem
moléculas com capacidade de viruléncia e possivelmente, de modular a progressdao da CBM em
humanos.

Palavras-chave: Cromoblastomicose; Fonsecaea; Vesiculas extracelulares; Meio condicionado;
Resposta imune inata
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Abstract

Chromoblastomycosis (CBM) is a chronic cutaneous and subcutaneous mycosis caused by black,
dimorphic and filamentous fungi of the Dematiaceae family. Fonsecaea pedrosoi is considered
one of the main species causing the disease, although F. monophora, F. nubica and F. pugnacious
are considered as other species capable of causing CBM in humans. All these species have an
ability to transition between saprophytic forms, such as conidia and hyphae and the pathogenic
form of the fungus, the murine cells (MCs). Virulence factors produced by fungi, such as
extracellular vesicles (EVs) and conditioned media (CM) have been more studied in recent years,
although there is little information about the roles of these extracellular molecules during CBM.
This work aims to understand the in vitro and in vivo immunostimulatory patterns caused by EVs
and CMs obtained by F. pedrosoi, F. monophora, F. nubica and F. erecta isolated from conidia
and hyphae cultivated in rich medium (RM) and minimal medium (MM), in addition to analyzing
the role of these molecules when produced in the presence or absence of MCs. Regarding the
different nutritional conditions of cultivation, it was shown that EVs produced in RM have a
greater capacity to stimulate the production of TNF, IL-1p and IL-10 by BMDMs when compared
to EVs produced in MM in the presence or absence of MCs. These results are different from those
observed for EVs of C. neoformans produced in RM and MM, in which EVs isolated from MM
are shown to stimulate more the production of pro-inflammatory cytokines than in RM. The CMs,
on the other hand, demonstrate to be more pro-inflammatory than EVs, especially those isolated
from MM in the absence of MCs, which increased the levels of cytokine secretion of TNF, IL-1
and IL-10 in vitro. Finally, the CMs produced from F. pedrosoi and F. erecta were used as an in
vivo treatment and where shown to aggravate the progression of CBM in a murine model,
increasing the diameter of the lesion area, the number of colony forming units and the levels of
pro-inflammatory cytokines such as TNF and IL-1p, compared to the positive control treated with
PBS. The role of the molecules presented in the CM produced by capsular C. neoformans has
already been observed to inhibit inflamassome NLRP3 activation and promote cell proliferation
in vitro, indicating that theses extracellular molecules produced by pathogenic fungi have the
potential to immunomodulate the host’s immune response. Thus, it is observed that the EVs

produced by different species of the Fonsecaea genus have the ability to both stimulate and inhibit
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important cytokines in the innate immune response, proving to be molecules with high virulence

capacity and possible mediators of the CBM progression in humans.

Keywords: Chromoblastomycosis; Fonsecaea; Extracellular vesicles; Conditioned media; Innate

immune response
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1. Introducéo

1.1 Cromoblastomicose

A cromoblastomicose (CBM) ¢ uma micose cronica e granulomatosa, cutanea e subcutanea,
causada por fungos dimorficos, filamentosos e melanizados da familia Dematiaceae (BONIFAZ,
A.etal . 2010; MARTINEZ, R. L. & TOVAR, L. J. M. 2007; QUEIROZ-TELLES, F. 2015). Esta
doenca ¢ caracterizada por lesdes verrucosas com prevaléncia de células muriformes no tecido
infectado e por ser de dificil tratamento (DE HOOG, G. S. et al. 2004; BRITO, A. C. &
BITTENCOURT, M. J. S. 2018). A CBM ocorre mais comumente em individuos
imunocompetentes por meio da inoculagdo traumatica da forma saprofitica do fungo na pele (DE
HOOG, G. S. et al., 2004; BADALI, H. et al., 2013; QUEIROZ-TELLES, F. et al. 2009). Os
agentes etiologicos mais comuns desta doenca sdo Fonsecaea pedrosoi, Fonsecaea monophora,
Cladophialophora carrionni e Rhinocladiella aquaspersa, além de Phialophora verrucosa e
algumas outras espécies do género Exophiala também estarem relacionadas a doenga em humanos
(CARRION, A. L. 1950; NAJAFZADEH, M. J. et al., 2009; BADALI H. et al., 2013).

Esta doenca foi investigada pela primeira vez por Alexandrino Pedroso em 1911 (Sao Paulo,
Brasil), apesar de ter sido descrita oficialmente em 1914 pelo médico alemdao Max Rudolph que
analisou seis casos de CBM em trabalhadores rurais de Minas Gerais, Brasil (RUDOLPH, M.,
1914). A CBM pode afetar pessoas de todas as idades, apesar da manifestagdo clinica ocorrer
majoritariamente em pessoas entre 40 e 70 anos da idade, geralmente do género masculino,
possivelmente, por razdes ocupacionais, visto que esta doenga afeta principalmente trabalhadores
rurais que, em sua grande maioria, sdo do sexo masculino (QUEIROZ-TELLES, F. 2015;
BONIFAZ, A. et al. 2010; MARTINEZ, R. L. & TOVAR, L. J. M. 2007).

A CBM ¢ considerada uma doenga tropical negligenciada pela Organizagdo Mundial da Saude
(OMS), ou seja, ¢ enquadrada em um grupo de infecgdes tropicais ou subtropicais que sdo
endémicas em populagdes de baixa renda em paises em desenvolvimento nos continentes africano,
asiatico e latino-americano. Doengas negligenciadas tropicais ndo possuem amplo apoio politico,
nem da industria farmacéutica e os principais grupos de pessoas afetados sdo os que muitas vezes
vivem em zonas rurais, zonas de conflito ou zonas urbanas com extrema falta de higiene

(QUEIROZ-TELLES, 2015; WHO, 2013).
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Apesar da CBM ser uma doenga distribuida mundialmente, ela geralmente estd associada a
paises com clima tropical e subtropical, tendo sido registrada no Brasil (SILVA S. A. C. C. M. et
al. 1992; SILVA, J. P. et al. 1999; MINOTTO, R. et al. 2001), Madagascar (ESTERRE, P. et al.
1996), México (BONIFAZ, A. et al. 2001; SANTOS, D. W. C. L. et al. 2020), China (LU, S. et
al. 2013), Cuba (BADALI H. et al. 2013), india (ATTAPATTU, M. C. 1997), Venezuela
(PEREZ-BLANCO, M. et al., 2006), Australia (QUEIROZ-TELLES, F. et al., 2017, LESLIE, D.
F.; BEARDMORE, G. L. 1979), entre outros (Fig. 1). No Brasil, estima-se que a incidéncia da
doenga ocorra em 3 de cada 100.000 habitantes e casos clinicos da CBM foram estudados no estado
do Maranhao (Silva, M. A. C. C. et al., 1992), Minas Gerais (RUDOLPH, M. 1914), Rio Grande
do Sul (MINOTTO, R. et al., 2001; MATTE, S. M. et al., 1997), Parand (QUEIROZ-TELLES, F.
1997) e naregido Amazonica, sendo esta tltima considerada a principal regido endémica da doenga
no pais com mais de 300 casos descritos (SILVA, J. P. et al. 1999; QUEIROZ-TELLES, et al.
2015). Contudo, por ser considerada uma doenga negligenciada pela OMS, nao ha necessidade de
exigir a notificacdo obrigatoria de casos clinicos da CBM, o que dificulta gerar uma estimativa

real do nimero de casos da doenca (QUEIROZ-TELLES, 2015).

Reported cases of chromoblastomycosis

e |
P

B > 500 cases i I [
100~ 499 cases “k -
50 - 99 cases

10 - 49 cases
1-9cases

| Unknown

Figura 1. Distribui¢do geografica da cromoblastomicose de acordo com os casos reportados (modificado de

QUEIROZ-TELLES, F. 2015)
A infeccdo da CBM ¢ adquirida por meio da inoculacdo traumatica de fragmentos de hifas e

conidios no tecido subcutaneo da pele do hospedeiro, geralmente causada por lascas de madeira
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ou espinhos contaminados de plantas (BADALI, H. et al. 2014), como Mimosa pudica
(SALGADO, C. G. et al. 2004) e Orbignya phalerata, conhecido comumente como babacu
(MARQUES, S. G, et al. 2006). Apo6s instalado no tecido, o fungo adere a células epiteliais e
converte-se de uma forma conidial ou filamentosa para um morfotipo patogénico, chamado de
célula muriforme (MC) ou corpo esclerdtico (BADALL H. et al. 2014; HAMZA, S. R. et al. 1993;
QUEIROZ-TELLES, et al. 2009). Essas células possuem formato globular variando entre 5 ¢ 12
pum de didmetro com parede celular grossa e altamente pigmentada com melanina de cor marrom-
amarelada (Fig. 2) (CARRION, P. 1950; ALVIANO, D. S. et al. 2003; MCGINNIS, M. R. 1983).
Tais caracteristicas promovem maior resisténcia a fagocitose por células do sistema imune do
hospedeiro, dificultando a destrui¢do e eliminag¢do do fungo (SILVA, J. P. et al. 2002), o que
favorece a cronicidade da doenga (ALVIANO, D. S. et al. 2003; ESTERRE, P. S. et al. 1993).

Células muriformes

F. pedrosoi F. monophora

F. nubica F. erecta

Figura 2. Micrografia das células muriformes de Fonsecaea. Células muriformes obtidas de F. pedrosoi, F.

monophora, F. nubica e F. erecta cultivadas em meio BFJ pH 2.5 por 40 dias. Aumento de 40x. Arquivo Pessoal.
Ja foi demonstrado em modelo in vivo que a presencga de hifas e MCs na infec¢do promovem

o estabelecimento da CBM no tecido, enquanto na presenca apenas de conidios, a infecgao nao
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progride para a fase cronica da doenca (SIQUEIRA, I. M. et al. 2017). Apesar de serem
consideradas células essenciais no estabelecimento e cronicidade da CBM, ainda existe uma
defasagem na literatura sobre o papel deste tipo de célula na modulagdo da resposta imune do
hospedeiro, visto que sao de dificil obtengdo, em meio de cultura em laboratorio, € também nao
sdo faceis de obter em grande quantidade, a partir do tecido infectado humano (ALVIANO, P. S.
1992).

Na CBM ocorre uma reacdo inflamatoria granulomatosa associada a fibrose extensiva e
hiperplasia pseudoepiteliomatosa, que em conjunto com estimulo antigénico persistente, ddo um
aspecto verrucoso as lesdes (ESTERRE, 1993; URIBE, F. ef al. 1989). Neste tipo de infeccao, a
resposta imune ¢ mediada tanto pela imunidade humoral, com a presenga de anticorpos especificos
de IgG1, IgM e IgA, quanto pela imunidade mediada por célula, por meio de reag@o granulomatosa
mista, principalmente, com a presenga de neutrofilos e macréfagos, mas também com a presenca
de linfocitos, células plasmaticas, eosinofilos e células de Langerhan (QUEIROZ-TELLES, F. et
al. 2003).

Durante a infec¢ao que cursa na CBM, hé uma prevaléncia da resposta imune Th2 em relacao
a Thl, levando a uma resposta imune predominantemente humoral e apresentando um efeito
menos protetor durante a infeccdo, em que hé a presenca elevada de citocinas anti-inflamatdrias
como IL-10 e baixos niveis de citocinas pro-inflamatérias como IFN-y, além de baixa proliferacao
de células T, levando a um quadro mais grave da doenga (SIQUEIRA, I. M. et al. 2012;
QUEIROZ-TELLES, F. et al. 2009; ESTERRE, P. & QUEIROZ-TELLES, F. 2006; BRITO, A.
C. & BITTENCOURT, M. J. S. 2018; SIQUEIRA, I. M. et al. 2020). A primeira linha de defesa
do organismo contra infeccdes fungicas ¢ a resposta imune inata, mediada principalmente por
macréfagos. Apesar do papel da imunidade mediada por células da resposta imune inata do
hospedeiro ja ter sido amplamente estudada em outras infec¢des fingicas, como criptococose,
paracoccidioidomicose, histoplasmose, blastomicose e candidiase, pouco se sabe sobre a
importancia deste tipo de resposta na CBM, reforcando a necessidade em estudar mais

profundamente os mecanismos da resposta imune envolvidos na CBM.

1.2 Género Fonsecaea
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O F. pedrosoi ¢ considerado um dos principais agentes etiologicos da CBM no Brasil (DE
HOOG, G. S. et al. 2004; MCGINNIS, M. R. 1983; SILVA, A. C. C. M. et al. 1992). O género
Fonsecaea ¢ composto por ascomicetos anamorfos da familia Herpotrichilaceae (ordem
Chaetothryriales) e podem ser descritos por possuirem morfologia simples com conidios de
tamanhos variados organizados em cadeia, fracamente ligados a conididsporos (ATTILI, D. S.
1998; DE HOOG, G. S. et al. 2004; MCGINNIS, M. R.; SCHELL W. A. 1980). Contudo, este
tipo de morfologia também pode ser observado em outros tipos de fungos, apontando para a
inexisténcia de uma caracteristica morfoldgica marcante neste taxon (ATTILI, D. S. 1998), como,
p. ex., a capsula glicoproteica de C. neoformans. A partir de dados moleculares e caracterizacao
por sequéncia multilocus de agentes da CBM, considera-se que existam quatro espécies cripticas
distintas, obtidas de isolados clinicos, pertencentes ao género Fonsecaea: F. pedrosoi, F.
monophora, F. nubica ¢ F. pugnacius, além de quatro espécies ambientes: F. minima, F. erecta,
F. multimorphosa, e F. brasiliensis (Fig. 3) (PENG, F.; DE HOOG, G. S. 2017; CHEN, Y. et al.
2016).

A classificag@o taxondmica de fungos deste género permanece em discussdo em grande parte
pela dificuldade em classifica-los, visto que as espécies de Fonsecaea sao morfologicamente
semelhantes entre si (NAJAFZADEH, M. J. et al. 2009). Até meados dos anos 2000, era
considerado que o género Fonsecaea englobava apenas duas espécies: F. pedrosoi e F. compacta
(DE HOOG, G. S. et al. 2004; NAJAFZADEH, M. J. et al. 2009). Tais espécies foram
consideradas espécies distintas pelo fato de que sdo observadas diferencas morfologicas na
estrutura de seus conidios e conididosporos (MCGINNIS, M. R. & SCHELL W. A. 1980). Contudo,
Borelli (1980) propos que tais diferencas ndo eram espécie-especifico, mas que F. compacta era
um mutante displasico de F. pedrosoi (DE HOOG, G. S. et al. 2004; NAJAFZADEH, M. J. et al.
2009). Posteriormente, as duas espécies foram comparadas por analises de perfis restritos de DNA
e por dados de sequéncias do espagador interno transcrito 1 (ITS1), sendo proposto uma revisao
taxondmica do género Fonsecaea (ATILLI, D. S. et al. 1998).

De Hoog e colaboradores (2004) reavaliaram os limites taxondmicos de linhagens do género
Fonsecaea a partir de dados de rDNA ITS por meio da andlise das distancias filogenéticas entre
os grupos a partir de pequenas subunidades (SSU) de sequéncias de rDNA, observando dois
clusters diferentes: um composto por F. pedrosoi e outro contendo F. monophora. As espécies F.

monophora ¢ F. pedrosoi sao morfologicamente semelhantes entre si, apesar de F. monophora
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possuir cadeias de conidios e denticulo levemente menores (DE HOOG, et al. 2004). Além disso,
clinicamente, F. monophora ¢ considerada uma espécie oportunista, visto que pode causar também
infecgdes no cérebro, bile e linfonodos cervicais (NAJAFZDEH, M. J. et al. 2009; SURSAH, S.
et al. 2005), enquanto F. pedrosoi causa apenas lesdes cutaneas e subcutaneas.

Em 2010, uma nova espécie de Fonsecaea foi descrita a partir de dados de perfis de analises
genomicas: Fonsecaea nubica (NAJAFEZDAH, M. J. et al. 2010). Esta espécie ¢
morfologicamente semelhante a F. pedrosoi e F. monophora, podendo apenas ser diferenciada a
partir de analises moleculares de multilocus (NAJAFEZDAH, M. J. et al. 2010). Clinicamente, F.
nubica se comporta de forma parecida com F. pedrosoi, visto que também ¢ associada
exclusivamente a CBM, com presenga de MCs no tecido (NAJAFEZDAH, M. J. et al. 2010). Em
relagdo a sua distribui¢do geografica, F. nubica assemelha-se a F. monophora, visto que ambas
espécies sdo distribuidas mundialmente, enquanto F. pedrosoi ¢ exclusivamente encontrado na
América do Sul e América Central (YOU, Z. et al. 2019; ESTEERE, P. et al. 1996). Apesar desta
espécie ja ter sido observada no Brasil, China, Franca e Africa (NAJAFEZDAH, M. J. et al. 2010;
CHEN, Y. et al. 2016; CATEAU, E. et al. 2014; RASAMOELINA, T. et al. 2020; GOMES, R.
R. et al 2017; YOU, Z. et al. 2019; FRANSISCA, C. et al. 2017), ainda existem poucas
informagdes na literatura sobre sua manifestacao clinica, histopatologia e tratamento (YOUZ, Z.
etal. 2019).

Em 2015, outra espécie do género Fonsecaea foi descrita: F. pugnacius (DE AZEVEDO, C.
M. P. S. et al. 2015). Esta espécie foi descoberta por analises de sequenciamento gendmico e foi
isolada tanto da pele, quanto do tecido cerebral de um paciente (DE AZEVEDO, C. M. P. S. et al.
2015; FENG, P. & DE HOOG, G. S. 2017). Na infec¢do encontrada, observou-se um padrao
clinico diferente das outras espécies patogénicas de Fonsecaea, em que F. pugnacius tanto pode
gerar lesdes cutdneas e subcutdneas com presenca de MCs, como pode disseminar-se para o
cérebro em forma de hifa e gerar infecgdo neste 6rgao, podendo até levar a fatalidade (DE
AZEVEDO, C. M. P. S. et al. 2015; BOMBASSARO, A. et al. 2020). Esta capacidade de alterar
o sitio da infec¢do e de poder converter-se em diferentes morfologias patogénicas no mesmo
hospedeiro ¢ exclusiva, até a presente data, para F. pugnacius (BOMBASSARO, A. et al. 2020).

As quatro espécies ambientais deste género. F. erecta, F. minima, F. brasiliensis e F.

multimorphosa (NAJAFZADEH, M. J. et al. 2011; CHEN, Y. et al. 2016; VICENTE, V. A. et al.
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2013; VILLENA, C. L. F. et al. 2020; VICENTE, V. A. et al. 2012) apresentam caracteristicas
morfologicas semelhantes aos encontrados nas lesdes humanas (VICENTE, V. A. et al. 2013).

Em 2011, um fungo obtido a partir de tecido cerebral de um gato infectado, originalmente
descrito como Cladosporium bantianum foi reavaliado taxonomicamente a partir de analise de
sequéncia multilocus e foi descrita como uma nova espécie de Fonsecaea, a F. multimorphosa,
(NAJAFZADEH, M. J. et al. 2011). No mesmo ano, uma nova espécie do género Fonsecaea
causadora de doengas em caranguejos foi descrita (VICENTE, V. A. ef al. 2012). A partir de
analises histopatoldgicas de diferentes tecidos de Ucides cordatus, conhecido como caranguejo-
uca presente em mangues brasileiros, observou-se lesdes causadas por fungo, denominada
Lethargic Crab Disease (LCD) (BOERGER, W. A. et al. 2005). Posteriormente, os isolados de
caranguejos foram entdo sequenciados e notou-se que além da presenca da espécie Exophiala
cancera, comumente encontrada em lesdes de LCD (DE HOOG, G. S. ef al. 2011), havia também
uma outra espécie, a Fonsecaea brasiliensis (VICENTE, V. A. et al. 2012). Vicente e
colaboradores (2013) realizaram analises taxondmicas por sequenciamento genético e verificaram
que, dos quarenta e cinco isolados ambientais identificados ou como Fonsecaea ou como
Cladophialophora, apenas dois foram apontados como F. pedrosoi € um como F. monophora. Os
outros quarenta e dois isolados foram separados em dois grupos distintos, contendo duas novas
espécies: um com F. minima e outro com F. erecta (VICENTE, V. A. et al. 2013).

Desta forma, ¢ possivel observar que a descoberta de novos tdxons pertencentes ao género
Fonsecaea ¢ algo recente e ainda hd uma grande defasagem na literatura em relacdo a
especificidade clinica, imunologica e epidemiolédgica de cada espécie deste grupo. Além de ser
uma doenca negligenciada pela OMS, a CBM acomete, relativamente, poucos pacientes, o que
dificulta ainda mais a analise e isolamento destes fungos. Tais informagdes reiteram a importancia
em estudar e comparar como essas diferentes espécies agem tanto no hospedeiro, quanto no meio

ambiente para que possamos obter um maior entendimento sobre a CBM.
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Figura 3. Arvore filogenética das espécies de Fonsecaea baseadas em alinhamento por espagador interno transcrito

(ITS) de sequéncias construidas por jun¢do de vizinhos por MEGA 6.0. (adaptado de CHEN, Y. et al. 2016)

1.3 Polimorfismo fangico

Estima-se que existam entre 100.000 e 1.000.000 espécies de fungo habitando o planeta,
contudo poucas dessas espécies sdo capazes de causar doengas em humanos e a maioria destas sao
oportunistas, infectando, geralmente, pessoas imunocomprometidas (LEVITZ, S. M. 2004;

O’BRIEN, H. E. et al., 2005). A maioria dos fungos possuem a capacidade de transitar
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reversivelmente entre dois morfotipos distintos: levedura e hifa, sendo esta uma habilidade
fundamental em sua biologia e geralmente ¢ associada a patogenicidade fungica (GAUTHIER, G.
M. 2017; GAUTHIER, G. M. 2015). Contudo, fungos dimérficos podem apresentar mais do que
duas morfologias, como esporos e células muriformes, p. ex. (GOW, 1994) (Fig. 4). Algumas
familias de fungos dimorficos pertencentes ao filo Ascomycota podem causar infecgdes tanto em
mamiferos, quanto em plantas e insetos (GAUTHIER, G. M. 2015). Os principais agentes
etiologicos em humanos deste filo sdo Aspergillus fumigatus, Candida albicans, Cryptococcus
neoformans, F. pedrosoi, Histoplasma capsulatum, Paracoccidioides brasiliensis, entre outros
(LATGE, J. P. 2010; LEVITZ, S. M. 2004; ROMANI, L. 2004).

O principal fator que difere o fungo de outros eucariotos ¢ a presenga de uma parede celular
rigida, sendo um fator essencial na sua protecdo e em sua estrutura (LEVITZ, S. M. 2004). A
estrutura e composicao de parede varia de acordo com a espécie e o morfotipo € € um importante
fator de viruléncia, assim como altera¢des nos lipideos de membrana e no padrao de sinalizagcao
intracelular (GAUTHIER, G. M, 2015; BOYCE, K. J. ANDRIANOPOULOS, A. 2015). Ja foi
demonstrado, em diferentes modelos experimentais, que a capacidade dos fungos dimorficos em
se converter em hifa ou conidio em levedura promove uma melhor adaptacao no tecido do
hospedeiro por meio de diferentes mecanismos moleculares (BOYCE, K. .
ANDRIANOPOULOS, A. 2015; INGLIS, D. O. et al. 2013; GAUTHIER, G. M. et al. 2010;
SIQUEIRA, .M. et al. 2017).

No geral, h4 dois momentos importantes de transicdo para a sobrevivéncia e patogenicidade
destes fungos no hospedeiro: a transi¢do para levedura e a transformagdo em hifa (GAUTHIER,
G. M. 2017). No caso de fungos do género Fonsecaea e de outras espécies causadoras da CBM, a
transicdo de hifa para célula muriforme ¢ essencial para o estabelecimento e cronicidade da
infec¢do, mas pouco se sabe sobre os mecanismos moleculares envolvidos neste processo.
Inicialmente, propagulos fiingicos (conidios e fragmentos de hifas) se aderem em tecidos do
hospedeiro e, por possuirem dimensdes pequenas, sdo capazes de ultrapassar as barreiras de defesa
do hospedeiro (INGLIS, D. O. et al. 2013; GAUTHIER, G. M.; BOYCE, K. J. et al. 2011).

Apds a entrada no tecido infectado, o Fonsecaea sp se transforma em MCs nas lesdes,
diferentemente da maioria das doencas ja estudadas (SALGADO, C. G. 2010; SIQUEIRA, I. M.
et al. 2020). Wiithich e colaboradores (2015) demonstraram que o reconhecimento de conidios de

F. pedrosoi em camundongos infectados por células da resposta imune inata ocorre
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majoritariamente pelos receptores de lectina do tipo C (CLRs), Dectina-1 e Dectina-2, gerando
uma resposta modulada pelos linfécitos Th17. Em 2017, foi demonstrado que hifas e MCs tem a
capacidade de gerar lesdes na pele de camundongos e estimular a producdo de citocinas pro-
inflamatodrias como TNF, com presenca principalmente de MCs no tecido, enquanto a infe¢ao por
conidios ndo alcanga a fase cronica e nem estimula com tanta intensidade a produg¢do de citocinas
pro-inflamatérias (SIQUEIRA, I. M et al. 2017). Mais recentemente, Siqueira e colaboradores
(2020) apresentaram que o tipo de resposta imune na CBM ¢ modulada de acordo com os estagios
de desenvolvimento da doenca a partir de modelo murino, em que ha a presenca, primeiramente,
de uma resposta do tipo Th17 mediada por Dectina-2 responsavel pela gera¢do de uma resposta
cronica. No entanto, se a resposta altera o perfil de ativagao dos linfécitos Th, de Th17 para Thl,
culmina na cura da lesdo, demonstrando que os linfocitos sao células essenciais na modulagdo da
resposta imunologica durante a CBM e a ma regulacdo desta resposta estad envolvida com a
cronicidade da doenga. Contudo, ainda existem poucos estudos utilizando o modelo da CBM que
analisem os efeitos imunologicos de hifas e MCs no hospedeiro para compreender melhor o

desenvolvimento da doenga (SALGADO, C. G. 2010).

FC & FH &

MC —o- FP

Figura 4. Micrografia de diferentes morfotipos de Fomsecaea pedrosoi. Conidios (FC), Hifas (FH), células

muriformes (MC) e conidios e hifas (FP) sob magnificagdo de 400X (adaptado de CASTRO, R. J. A. et al. 2017)
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1.4 Vesiculas extracelulares e fatores de viruléncia
Vesiculas extracelulares

Todas as células sdao capazes de produzir vesiculas de diferentes tipos, podendo ser intra ou
extracelulares e esta producdo ¢ conservada evolutivamente entre todos os reinos existentes
(DEATHERAGE, B. L. & COOKSON, B. T. 2012; VAN NIEL, G. et al. 2018). O termo
“vesiculas extracelulares” (EVs) é abrangente e representa um grupo heterogéneo de estruturas
membranosas formadas por bicamada lipidica que podem ser originadas a partir de diferentes vias
bioldgicas, mas que possuem em comum a capacidade de alcancar o ambiente extracelular (VAN
NIEL, G. et al. 2018; RIZZO, J. et al. 2020). Estas estruturas sdo, de fato, altamente heterogéneas,
tanto em estrutura, podendo possuir entre 20-2.000nm de didmetro, com uma média entre 50-
500nm (RIZZO, J. et al. 2020; BROWN, L. et al. 2015; VAN NIEL, G. et al. 2018), quanto em
fung¢do, participando de diversos tipos de eventos bioldgicos, desde a estruturacdo celular até o
transporte de fatores de viruléncia em certas infecgoes (BIELSKA, E. & MAY, R. 2019;
RODRIGUES, M. L. et al. 2008; RIZZO, et al. 2020).

EVs bacterianas foram descritas pela primeira vez em Escherichia coli nos anos 60 (BISHOP,
D. G. & WORK, E. 1965) e em fungos foi proposta em 1973 em C. neoformans (TAKEO, K. et
al. 1973). Embora os estudos sobre EVs terem obtido maior enfoque na literatura nas ltimas
décadas, ainda existem informagdes a serem descobertas, principalmente, sobre essas estruturas
em bactéria Gram-positivas, micobactérias e fungos, especialmente os filamentosos (Fig. 5)
(BROWN, L. et al. 2015). A dificuldade em se estudar EVs no caso dos trés grupos de seres vivos
supracitados esta relacionada com a presenga de da parede celular espessa (BROWN, L. ef al.
2015). No caso de fungos, essa parede celular ¢ formada, basicamente, por camadas de B-glucana,
quitina, manoproteinas e em alguns casos, melanina (BOWMAN, S. M. & FREE, S. J. 2006).

Apesar de Takeo e colaboradores (1973) terem observado estruturas semelhantes as EVs em
C. neoformans por crio-microscopia eletronica em 2007, tais estruturas foram efetivamente
descritas pela primeira vez em fungos por meio de andlises de microscopia, sorologicas,
bioquimicas e protedmicas, sugerindo a existéncia de uma populacdo diversa de EVs contendo
moléculas associadas a sobrevivéncia e patogenicidade de C. neoformans (RODRIGUES, M. L.
et al. 2008). Desde entdo, essas vesiculas ja foram descritas em diferentes espécies de fungos como

H. capsulatum (ALBUQUERQUE, P. C. et al. 2008); C. albicans (ALBUQUERQUE, P. C. et al.
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2008; VARGAS, G. et al. 2015); Sporotrhix schenckii (ALBUQUERQUE, P. C. et al. 2008);
Saccharomyces cerevisae (OLIVEIRA, et al. 2010); Paracoccidioides brasiliensis (VALLEJO,
M. C. et al. 2011); Alternatia infectoria (SILVA, B. M. A. et al. 2014); Pichia fermentans
(LEONE, F. et al. 2017); C. gattii (BIELSKA, W. et al. 2018); S. brasiliensis IKEDA, M. A. K.
etal. 2018); A. fumigatus (SOUZA,J. A . M. et al. 2019); P. lutzii (DA SILVA, R. P. et al. 2019);
A. flavus (BRAUER, V. S. et al. 2020); entre outros, como apresentado na Figura 4.

EVs fungicas carregam diversos tipos de componentes moleculares produzidos no limen
da célula como proteinas, acidos nucleicos, polissacarideos, pigmentos e toxinas que possuem
fungdes distintas, podendo agir no metabolismo, patogenicidade, transducdo de sinal e estruturacao
celular (BROWN, L. et al. 2015; BIELSKA, E. et al. 2019). Existem diversos trabalhos
demonstrando que EVs produzidas a partir de isolados clinicos possuem a capacidade de
imunomodular o sistema imune do hospedeiro, agindo como possiveis fatores de viruléncia
(BIELSKA, E. et al. 2019; RIZZO, J. et al. 2020). De forma geral, as EVs sdo altamente
heterogéneas, variando ndo sé em relagdo ao conteudo que carrega, mas também em relagdo ao
tamanho, densidade eletronica e pigmentacdo (ALBUQUERQUIE, P. C. et al. 2008; IKEDA, M.
A. K. etal. 2018; SOUZA, J. A. M. et al. 2019; BIELSKA, E.; MAY, R. C. 2019).

Rodrigues e colaboradores (2008) demonstraram que EVs produzidas por C. neoformans
carregavam moléculas envolvidas com a patogenicidade como dismutase, fosfolipase B, urease,
GXM e melanina. Mais recentemente, foi observado que EVs melanizadas produzidas pelo fungo
negro leveduriforme Exophiala dermatitidis possuem maior capacidade neurotéoxica em
comparacao a vesiculas ndo-melanizadas in vitro (LAVRIN, T. et al. 2020). Para C. gattii foi
observado que as EVs produzidas por uma cepa altamente virulenta desta espécie possuem a
capacidade de regular o processo de divisao de trabalho (“division of labor”) por meio da liberacao
de material genético e proteinas no citoplasma de macrofagos infectados por C. gattii, promovendo
um aumento na proliferagdao celular dos fungos dentro dos macrofagos, favorecendo a
patogenicidade e sobrevivéncia do patégeno (BIESLKA, E. et al. 2018).

As EVs obtidas de fungos leveduriformes sdo mais descritas quando comparado com as
estruturas de fungos filamentosos. Em relagdo a EVs isoladas de A. fumigatus, uma espécie de
fungo filamentoso, foram encontradas duas populagdes distintas de EVs, uma com vesiculas entre
100 e 200nm e outra com vesiculas de até¢ 595nm (SOUZA, J. A. M. ef al. 2019). Em relagdo ao

seu conteudo, encontraram diferentes tipos de moléculas como diversas glucanosiltransferases
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envolvidas com o crescimento celular e toxinas como Asp f-1, Asp -3, Asp -4, Asp, -8 e Asp f-
9 relacionadas a invasao, resisténcia e crescimento fungico, demonstrando serem possiveis fatores
de viruléncia (SOUZA, J. A. M. et al. 2019). Recentemente, foi observada a producdo de EVs por
A. flavus, o segundo maior causador de aspergilose no mundo (BRAUER, V. S. et al. 2020). Neste
estudo observaram que as vesiculas isoladas estimularam a producdo de citocinas pro-
inflamatérias como TNF, IL-6 e IL-1B, melhoraram a atividade fungicida e promoveram a
polarizagdo M1 por meio do aumento dos niveis de transcrito de iNOS, um classico marcador da
resposta M1 (BRAUER, V. S. et al. 2020). Desta forma, pode-se observar que, apesar do interesse
em estudar o papel de EVs em diferentes contextos, ainda hd uma defasagem na literatura acerca

da importancia e fungdes dessas vesiculas na relagdo parasito-hospedeiro.
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Fatores de viruléncia

Além das vesiculas extracelulares, estre trabalho também possui o enfoque em outras
moléculas produzidas por fungos patogénicos que podem agir como fatores de viruléncia. Estas
moléculas podem ser de diferentes tamanhos e sdo secretadas durante o cultivo dos fungos em
meios de cultura, chamado de “meio condicionado” (CM). A capacidade de um patégeno infectar,
sobreviver e converter-se de uma forma saprofitica para uma forma patogénica dentro de um
hospedeiro estd relacionada a capacidade deste de produzir diferentes tipos de fatores de
viruléncia, como proteinas, agucares, toxinas, pigmentos e enzimas (HOGAM, L. H. et al. 1996;
CASADEVALL, A. & PIROFSKI, L. A. 2001). De acordo com as defini¢gdes propostas por
Casadevall & Pirofski (1999) a viruléncia pode ser definida como a capacidade relativa de um
micro-organismo de causar dano ao hospedeiro e fator de viruléncia € um componente do patdogeno
que gera dano ao hospedeiro, podendo incluir componentes essenciais para sua viabilidade. A
habilidade de crescer a 37 ° C e tolerancia a diferentes tipos de pH sdo dois exemplos comuns de
fatores de viruléncia encontradas em fungos patogénicos (ALVIANO, D. S. et al. 1992; HOGAM,
L. H. et al. 1996).

Os tipos de danos causados por patdégenos podem ser moleculares, celulares, teciduais,
orgao-especifico e no organismo como um todo, por meio de diferentes mecanismos como
mutagdes, necrose, apoptose, inflamacao, desregulagdo na produgdo de citocinas, entre outras
(CASADEVALL, A. PIROFSKI, L. A. 2003). Em A. fumigatus ja foi observado a producao de
proteases com atividade elastionolitica (REICHARD, M. V. et al. 1994) como de gliotoxina, um
tipo de metabdlito imunossupressor que age inibindo a capacidade fagocitica de macréfagos e a
ativacao e proliferacao de células T (MULLBACHER, A. & EICHNER, R. D. 1984) ¢ a aflotoxina,
uma toxina envolvida com a contaminacdo de diferentes tipos de plantios de monocultura
(HOGAN, L. H. et al. 1996).

Ja no caso de C. neoformans, seus principais fatores de viruléncia sdo: (a) sua capsula
polissacaridica rica em glucuronoxilomanana (GXM) e glucuroxilomanogalactana (GXMGal) que
possuem diferentes moléculas como residuos de a-1,3 manana e residuos de a-1,6 galactana, que
favorecem a evasdo do sistema imune; (b) a producdo de melanina que age protegendo o fungo
contra o estresse oxidativo e de mudangas na temperatura; (c) a habilidade de crescer a 37°C,

comum a basicamente todos fungos patogénicos; e (d) a produgdo de enzimas extracelulares como
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DNases, lipases, ureases e proteases (RODRIGUES, M. L. et al. 2008; KHAJO, A. et al. 2011,
ALMEIDA, F. et al. 2015).

Apesar de faltarem informagdes sobre os mecanismos moleculares envolvidos na CBM,
foram descritas moléculas com potencial de agirem como fatores de viruléncia em F. pedrosoi
como (a) melanina que ¢ tanto secretada, quanto encontrada em organelas, sintetizada,
principalmente, pela via 1,8-dihidroxinaftaleno (DHN) (FRANZEN, et al. 1999; FRANZEN, et al.
2008), agindo na evasdo do fungo durante a fagocitose e promovendo a resisténcia contra estresses
oxidativos e fisiologicos (ALVIANO, D. S. et al. 1991; PALMEIRA, V. F. et al. 2005; BOCCA,
A. L. etal 2006; FRANZEN, A. et al. 2008; CUNHA, M. M. L. et al. 2010); (b) tolerancia a pH
acido, semelhante ao pH encontrado nas lesdes em humanos durante a CBM (ALVIANO, D. S. et
al. 1992); (c) capacidade de crescer a 37°C (ALVIANO, D. S. et al. 1992) em que observa-se um
aumento na producdo de adesinas de parede em F. pedrosoi cultivado nessa temperatura em
comparagao ao cultivo a 28°C; (d) presenca de a-1,3-glucana que, em conjunto com a melanina,
tem a habilidade de perturbar a produgdo de 6xido nitrico (NO) celular, producao de citocinas e
dificultar a internalizagdo por macrofagos e células dendriticas (NOBREGA, Y. K. M. et al. 2010);
(e) e secrecdo de enzimas como: (1) ecto-ATPases, produzidas por conidios, hifas e MCs,
possivelmente favorecendo a transicao morfologica e assim, a viruléncia (COLLOPY-JUNIOR, I.
et al. 2006), (2) fosfatases como ectofosfatase 4cida ativada por Zn?*, que melhoram a aderéncia
do fungo no tecido do hospedeiro (KNEIPP, L. F. e al. 2003; KNEIPP, L. F. et al. 2004; DE
SOUZA, T. F. et al. 2008), (3) além de lipases, ureases e gelatinases (SOUSA, T. F. et al. 2008;
MONTOYA, et al. 2020).

Biirgel e colaboradores (2020) avaliaram que as moléculas secretadas presentes no CM
produzidos pela forma capsular de C. neoformans possuem a capacidade de inibir a via de ativagao
do inflamassoma NLPR3 e reduzir a eficacia antifingica de macréfagos in vitro, como a
capacidade fagocitica, além de terem observado baixos niveis na producgao de IL-1f, aumento nas
unidades formadoras de colonia (UFC) e menor sobrevivéncia de camundongos tratados com o
CM.

Como ja foi discutido anteriormente, F. pedrosoi consegue produzir diferentes tipos de
moléculas, muitas vezes presentes em sua parede celular, mas que podem ser encontradas no meio
extracelular, como a melanina (ALVIANO, D. S. et al. 1992). Possivelmente, outras moléculas

como moléculas associadas a patogenos (PAMPs) que sdao diferentes tipos de peptideos com
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importancia imunologica, devem estar presentes no sobrenadante do cultivo de Fonsecaea sp. e
podem agir como importantes moduladores da resposta imune no hospedeiro. Entretanto, nao
existem muitas informagdes sobre o papel das moléculas presentes no meio condicionado de
espécies de fungos e nao hé registro na literatura para Fonsecaea, o que reitera a importancia em

estudar a tais moléculas durante a CBM.

1.5 Imunidade antifingica

Em doengas causadas por fungos, a resposta imune do hospedeiro ¢ essencial no controle da
doenga e quando ndo ¢ devidamente balanceada, a homeostase do individuo pode ser
comprometida, podendo levar a cronicidade de certas infecgdes e até ao obito, principalmente no
caso de pacientes imunocomprometidos (ROMANI, L. 2011). Com o aumento de pacientes que
utilizam imunossupressores, as doengas fungicas vem crescendo em numero de casos
mundialmente, principalmente em regides altamente habitadas com pouco saneamento, altos
indices de pobreza e pouco acesso a servigos médicos (ARMSTRONG, D. 1993; PAPPAS, P. G.
2010; ROMANI, L. 2011).

A primeira etapa da relacdo entre o fungo e o hospedeiro se da pelo reconhecimento dos
patogenos pelas células do sistema imune inato, geralmente mondcitos, macrofagos e células
dendriticas, que possuem receptores de reconhecimento padrdao (PRRs) em sua superficie e
reconhecem diversos tipos de antigenos (PATIM, E. C. et al. 2018). Estes antigenos proprios de
patdgenos sdo os PAMPs, que podem variar desde peptideos sinais até material genético (RNA e
mtDNA, p. ex.), envolvidos com a ativacdo ou inibicdo de diferentes vias imunologicas
(MOGENSEN, T. H. 2009; HERWALD, H. & EGESTEN, A. 2016; TAKEUCHI, O. & AKIRA,
S. 2010). A familia de receptores podem ser dividia em receptores de membrana: do tipo Toll
(TLRs) e receptores de lectina do tipo C (CLRs) e em receptores citosélicos: do tipo NOD (NLRs),
receptores do tipo RIG-I (RLRs) (MOGENSEN, T. H. 2009; TAKEUCHI, O. & AKIRA, S. 2010)
e receptores do tipo AIM-2 (ALRs) (TAVARES, A. H. et al. 2015).

Uma importante familia de PRRs em infec¢des fungicas, principalmente na CBM, sdo os
CLRs que incluem: Dectina-1, Dectina-2, Mincle, DC-SIGN, receptor de manose e langerina
(ROMANI, L. 2011). Na relagdo fungo-hospedeiro, o principal receptor envolvido ¢ a Dectina-1,

visto que este ¢ o unico CLR capaz de reconhecer B-glucana, o principal aglicar presente na parede
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celular, e este reconhecimento leva a producdo de diferentes padrdes de citocinas e quimiocinas
(ROMANI, L. 2011). Estes padrdes de producao de citocinas podem levar a diferentes perfis da
resposta imune podendo ser pro-inflamatério com presenca de TNF, IL-1p e IFN-y ou anti-
inflamatorio, com presenca de IL-10, IL-4 e [L-13, p. ex.

Na CBM causada por F. pedrosoi sabe-se que as células T possuem um papel essencial na
resposta imune do hospedeiro durante a infec¢do, principalmente, as subpopulagdes de T helper 1
e Th1/Th17 (SOUSA, M. G. T. et al. 2008; CASTRO, R. J. A. et al. 2017; BREDA, L. C. D. et
al. 2020). Foi observado que o reconhecimento de conidios de F. monophora via Mincle inibe a
ativacdo de Dectina-1 pela degradacao de IRF-1, um importante fator de remodelamento de
nucleossomo envolvido com a transcrigao da subunidade de IL-12: IL12A. A falta de producao da
citocina pro-inflamatdria IL-12 redireciona a resposta imune do tipo Thl, com produ¢do de IFN-
v, baixos niveis de IL-10 e menos carga fungica, para o tipo Th2, associada com a possivel
cronicidade da CBM (WEVERS, B. A. et al. 2015). Dois anos depois, Wiithrich e colaboradores
(2015) observaram que esporos de F. pedrosoi induzem a polarizagao de células T em células Th17
por Dectina-2 via cascata de sinalizagao FcRy/Card9, mas que esta diferenciagdo ¢ inibida quando
ocorre o reconhecimento por Mincle em um modelo in vivo.

Na resposta imune inata desencadeada por fungos, trés tipos de células sao considerados
essenciais: neutrofilos, macrofagos e células dendriticas. Na CBM a resposta imune se inicia com
o reconhecimento pelos neutréfilos, seguido pelos macrofagos. Neutrofilos sao responsaveis pela
eliminacdo de patogenos, ou seja, tem efeito fungicida, atuando por meio da fagocitose,
degranulagdo e liberagao de armadilhas extracelulares de neutrofilos (NETs), além de produzirem
IL-17, ativando linfocitos Th17, essenciais no controle da imunidade em resposta a infec¢do por
fungos (WEAVER, C. T. et al. 2013; BREDA, L. C. D. et al. 2020). Durante a CBM, este tipo
celular esta no centro do granuloma e tem efeito fungicida, agindo tanto no recrutamento de células
Th17, quanto na eliminacao do fungo pela producao de moléculas derivadas de oxigénio e pela
fagocitose via fagossomos ativada pela parede celular do fungo (ROZENTAL, S. et al. 1996;
DONG, B. et al. 2014). Breda e colaboradores (2020) observaram pela primeira vez, que
neutréfilos sdo importantes na eliminacao de conidios e hifas de F. pedrosoi por meio da producao
de espécies reativas de oxigénio (ROS) e que os receptores TLR2 e TLR4 sdo essenciais para

eliminacao de conidios, mas nao de hifas.
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Os macrofagos sdo importantes na resposta imune do hospedeiro durante a CBM por agir na
resposta granulomatosa e sendo importante células apresentadoras de antigenos (APCs) para
linfocitos T (BOCCA, A. L. et al. 2006). J4 foi observado que macréfagos residentes de tecido nao
sao capazes de eliminar conidios de F. pedrosoi e que estes se convertem em hifa no interior dos
macrofagos, levando-os a morte celular (FARBIARZ, S. R. et al. 1990). Contudo, macréfagos pré-
ativados com IFN-y apresentam funcdo fungistatica, reduzindo o crescimento de hifas em seu
interior e conseguindo se manter vivos (ROZENTAL, S. ef al. 1992). Bocca e colaboradores
(2006) observaram que macréfagos infectados com F. pedrosoi perdem a capacidade de produzir
oxido nitrico (NO) mesmo quando estimulados com IFN-y ou lipopolissacarideo (LPS), indicando
que tal mecanismo pode estar envolvido com a cronicidade observada na CBM. Tais dados
corroboram com um estudo in vivo que mostrou que a auséncia de células T CD4+ produtoras de
IFN-y leva a uma infec¢@o mais severa e a um quadro mais grave de CBM (DE SOUSA, M. G. et
al. 2006) demonstrando a importancia das células T no controle da doenga.

Células dendriticas (DCs) também sao importantes fagocitos e sdo os principais apresentadores
de antigenos responsaveis pela ativacao de células T CD4+ (WEVERS, B. A. et al. 2014), sendo
de extrema importancia na transi¢do da resposta imune inata para adaptativa (ROMANI, 2011).
Contudo, ha poucas informagdes sobre o papel de DCs durante a infec¢ao por Fonsecaea e ainda
mais sobre seu papel na resposta imune adaptativa, que ¢ de grande interesse para o entendimento
da progressao da CBM em humanos, visto que esta ¢ uma doenga cronica e tal cronicidade
provavelmente estd envolvida com a falta de uma resposta robusta de células T e B. Recentemente,
foi observado que conidios de F. pedrosoi induzem a ativacao de DCs em um modelo murino e
que esta ativacao leva a um aumento de células CD11c+ (KIMURA,T. F. E. et al. 2020), células
essenciais na transicao entre a resposta imune inata e adaptativa (SCUMPIA, P. O. et al. 2005).
Além disso, Siqueira e colaboradores (2017) demonstraram que macrofagos e DCs infectadas por
MCs de F. pedrosoi produzem citocinas envolvidas com a resposta Th17 e com a supressao da

resposta do tipo Th1, com alta producdo de IL-6 e IL-1p e baixa produ¢ao de IL-12.
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2. Objetivos
2.1 Objetivo Geral

Analisar o papel de moléculas extracelulares produzidas, tanto as EVs quanto os CMs, por
células muriformes, hifas e conidios de F. pedrosoi, F. monophora, F. nubica e F. erecta na

modulacdo da resposta imune inata em modelo in vitro € in vivo.

2.2 Objetivos Especificos

1. Caracterizar as EVs produzidas por células muriformes, hifas e conidios de quatro espécies
do género Fonsecaea por meio da quantificacdo de proteinas e contetido esterol, além de
analisar seus didmetros e morfologia, por espalhamento de luz dindmico (DLS) e

microscopia eletronica de transmissao (MET), respectivamente.

2. Comparar os padrdes imunomodulatdrios das EVs e dos CMs produzidos pelas diferentes
espécies do género Fonsecaea a partir de condigdes nutricionais de cultivo e morfotipos
(células muriformes, hifas e conidios) pela dosagem de citocinas via ensaio de

imunoabsor¢ao enzimatica (ELISA);

3. Investigar o potencial modulador dos CMs de F. pedrosoi e F. erecta na progressao da

CBM por meio de modelo experimental in vivo com camundongos Black C.57 WT.
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3. Materiais e Métodos

3.1 Animais

Foram utilizados, neste estudo, camundongos isogénicos da linhagem C57BL/6 (Mus musculus)
com 8 a 12 semanas de idade. Os animais foram mantidos em condi¢des sanitarias apropriadas
com fornecimento de agua e ragdo ad libtium, no biotério do Instituto de Biologia — UnB. Todos
os procedimentos realizados estavam de acordo com as diretrizes do CONCEA e foram avaliados

e aprovados pelo Comité de Uso Animal da UnB (Protocolo n.° 46/2017).

3.2 Obtencao de BMDMs

Utilizou-se, no decorrer deste estudo, células primarias, mais especificamente macréfagos
derivados de medula 6ssea (BMDMs). A diferenciacdo das BMDMs foi realizada a partir de uma
cultura de células tronco hematopoiéticas de camundongos da linhagem C57BL/6. Para a extracao
de células precursoras da medula 6ssea, o interior de fémures e tibias dos camundongos foi lavado
com meio RPMI-1649 (Sigma-Aldrich) com o auxilio de uma seringa para a liberacao das células
da medula. A suspensao celular obtida foi centrifugada a 300 x g durante 5 minutos e apos o
descarte do sobrenadante, o precipitado celular foi submetido a acdo de uma solugdo de lise de
hemacias (8,3 g/l de cloreto de amonio em 0,01 M de tampao Tris-HCI) (Sigma-Aldrich). Apds a
remogdo do sobrenadnate por centrifugacdo, 2 x 10% células foram ressuspendidas em 10 ml de
meio para diferenciagdo composto por RPMI-1640 suplementado com 10% de soro fetal bovino
(SFB; Gibco), além de 20 ng/ml do fator estimulador de colonias de macréfagos e granuldcitos
GM-CSF (BioAlbra), 50 uM de B-mercaptoetanol (Sigma-Aldrich) e gentamicina (Gibco). A
suspensdo foi colocada em placas de petri e acondicionado em estufa a 37 ° C sob atmosfera de 5
% de COo.

No terceiro dia de cultivo foram adicionadas mais 10 ml de meio suplementado. No sexto
dia de cultivo, metade do volume da placa foi retirado e centrifugado a 300 x g durante 5 minutos,
sendo o precipitado celular obtido ressuspendido em 10 ml de meio novo para diferenciagdo e as
células devolvidas a placa de origem. Apos oito dias de cultura celular, a monocamada de células
aderidas a superficies da placa (BMDM:s) foi recoberta com uma solug¢do enzimatica denominada

“TrypLE Express” (Invitrogen), durante 20 minutos em estufa a 37 °© C para promover o
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desprendimento celular da superficie da placa. Apds contagem das células em corante de exclusdo
azul de tripan (para avaliar viabilidade celular), as BMDMs foram ressuspendidas em meio de
experimentacdo (RPMI-1640 acrescentado de 10% de SFB) e colocadas em placas de cultura para

aderir durante 24 horas. Apo6s este periodo, o meio foi renovado e deu-se inicio aos experimentos.

3.3 Fungos

Foram utilizadas quatro espécies distintas do fungo do género Fonsecaea: F. erecta, F.
monophora (CFP185), F. nubica (IALO3) e F. pedrosoi (CBS271.37). Todos os fungos foram
cultivados em trés meios para comparagdo: meio caldo Batata Dextrose (PDB) em pH 5.6 e meio
Butterfield and Johnson tanto em pH 6.5 quanto em pH 2.5 suplementados com 100 mg/l de
cloranfenicol a 28°C sob agitacdo em 120 rpm. A composicao do meio BFJ para 1L é: 1,5g de
NHNOs3, SmL de glicerol 100%, 0,1g de MgSOa4 e 1,8g de KH2POs, 0,05pug/ml de biotina e
0,10pg/ml de tiamina e no caso do meio BFJ pH 2.5, suplementa-se também com 800uM de DL-
propanolol de propanolol (ALVIANO, D.S. 2003). Para obter propagulos fingicos com maior
capacidade de viruléncia, os fungos foram cultivados a partir do estoque em meio PDB pH 6.5 por
20 dias em shaker a 28° C sob 120 rpm. Apods este periodo os fungos passaram por uma série de
filtragens para obtencao de hifas e conidios para infecgdo in vivo. Primeiramente, a massa fingica
foi separada com o auxilio da base do émbolo de uma seringa, em filtro celular de nylon com poros
de 70 pm de tamanho (BD) e lavado com tampao fosfato-salino (PBS,). Em seguida, a suspensao
de fungos obtida desta etapa de filtracdo foi transferida para um filtro celular de nylon com poros
de 40 um de tamanho (BD). O fungo retido neste ultimo filtro foi lavado repetidas vezes com PBS
até que esse fungo retido atingisse a propor¢do 1:3 de (1 de conidios para 3 de hifas), e assim,
utilizado como inéculo de propagulos fungicos. A suspensdo celular de fragmentos de hifas e
conidios foram centrifugadas a 4000 x g por 5 minutos e em seguida lavada com PBS 1x duas
vezes para uso nos experimentos. Apds 15 dias de infec¢do, os animais foram eutanasiados por
asfixia em camara de CO2, o tecido do coxim plantar foi coletado e a partir dele feito a recuperacao
dos fungos vidveis (CFU — Colony Forming Unit) em placas de petri contendo meio Batata
Dextrose Agar (PDA). Apos 10 dias de cultivo em estufa a 30 ° C, os fungos foram coletados e

cultivados em meio Sabouraud Dextrose Broth (SDB) por 15 dias. Depois foram isolados e
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armazenados no estoque de fungos a -80°C do laboratdrio em uma solu¢do composta por 70% de
meio SDB (KASVI) e 30% glicerol 100% (Vetec).

A partir deste estoque foram feitos os cultivos para obtengdo das EVs e CMs. Os inoculos
do estoque foram adicionados em meio PDA e acondicionados em estufa a 30 ° C por 10 dias.
Ap6s este periodo, foi feita raspagem das placas seguido da adi¢do de 2 ml de PBS por placa para
ressuspensdao dos conidios e fragmentos de hifas. Entre 1-2 ml do material ressuspendido foi
adicionado em erlenmeyer contendo 250 ml de meio SDB pH 6.5 por 10 dias a 28 ° C e rotacdo de
120 rpm. Para obtencao de conidios e hifas, o sobrenadante produzido em SDB pH 6.5 foi entao
centrifugado e lavado duas vezes com PBS 1x e 1x10% cél/mL foram adicionadas em 500 mL de
PDB pH 5.6 por 20 dias e em 500 mL de BFJ pH 6.5 por 25 dias, ambos a 28 ° C e rotacdo de 120
rpm. Para obten¢do de células muriformes, o sobrenadante produzido em BFJ pH 6.5 ap6s 25 dias
foi entdo centrifugado e lavado duas vezes com PBS 1x e 1x10° células foram adicionas em 500

mL de BFJ pH 2.5 por 40 dias a 28 ° C e rotagao de 120 rpm.

3.4 Isolamento de vesiculas e meio condicionado

Para a obten¢do das EVs e dos CMs produzidos pelos fungos, foram utilizados o sobrenadante
dos os trés meios supracitados PDB pH 5.6, BFJ pH 6.5 ¢ BFJ pH 2.5 cultivados por 20 dias, 25
dias e 40 dias, respectivamente. Tanto o meio PDB pH 5.6 quanto meio BFJ pH 6.5 estimulam o
crescimento fingico tanto na forma conidial quanto na forma filamentosa, formas estas que estao
envolvidas com os estagios iniciais da CBM. Ja o meio BFJ pH 2.5 promoveu o crescimento de
células escleroticas, conhecidas como células muriformes (MC) que representam a forma
patogénica do fungo e que estd associada aos estagios cronicos da doenca. Apds os cultivos
realizados em diferentes tempos, as células dos fungos foram separadas do sobrenadante por
centrifugacao a 5000 x g por 15 minutos. O sobrenadante coletado foi filtrado duas vezes por
membranas de 0,8 um e 0, 45 um, respectivamente, para remocao de debris celulares. Em seguida,
o filtrado passou por duas ultrafiltracdes no Amicon (Sigma-Aldrich) em membranas de 100 kDa
e 1kDa (Sigma-Aldrich), respectivamente (Fig.6). O sobrenadante retido na membrana de 100 kDa
¢ rico em EVs e melanina secretada; o filtrado retido entre a membrana de 100 kDa e de 1 kDa
representa 0 CM1 com moléculas secretadas; e o filtrado da membrana de 1 kDa representa o

CM2, provavelmente, rico em PAMPs de diferentes pesos moleculares. Para coletar as EVs
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presentes no sobrenadante retido na membrana de 100 kDa, o material foi ultracentrifugado a
100.000 x g por 1 hora e o pellet formado foi ressuspendido em 300 pLL de PBS. Apo6s o isolamento
de ambos os meios condicionados, estes foram armazenados em freezer a -20 ° C por 1 més e

depois em freezer -80 ° C por até 6 meses.

O —

0.45 pum filter 100 kDa
membrane
. /Q

Figura 6 — Etapas no processo de filtragdo e isolamento de EVs (modificado de Souza, J. A. M. et al. 2019).

3.5 Caracterizacgao das vesiculas

As EVs foram indiretamente quantificadas por dosagem do contetido esterol e proteico por
meio de testes colorimétricos como o kit Amplex Red Cholesterol para quantificacdo de esterol e
o kit de Micro BCA para quantificacdao de proteinas (ambos da Thermofisher Scientific), a partir
de protocolo do fabricante. Para ambos os kits, foi realizado uma curva com concentra¢des padrao
de colestorol e albumina sérica bovina (BSA), respectivamente, em uma placa de 96 pogos e entao
foi adicionado as amostras em cada poco e posteriormente adiconou-se a solucio coquetel de cada
kit, que foi detectada por espectofotometria nos comprimentos de onda de fluorescéncia com
excitacdo em 540 nm e emissdo 590 nm para Amplex Red Cholesterol e de absorbancia em 562
nm para o kit de Micro BCA.
As EVs foram também caracterizadas por Espalhamento de Luz Dindmico (DLS) “Zetasizer
Nano ZS” para analisar seus didmetros hidrodindmicos e por Microscopia de Transmissdo pelo

Laboratério de Microscopia e Microanalise da UnB coordenado pela Prof®. Dr®. S6nia Nair Béo.

3.6 Microscopia Eletrénica de Transmissao

Entre 3-5 mL do sobrenadante contendo as vesiculas isoladas, a partir dos diferentes cultivos
com Fonsecaea, foram ultracentrifugados a 100.000 g por uma hora e ressuspendidas em 50 a 100

puL de Solucao Karnovsky (2% parafolmaldeido e 2% glutaraldeido em tampao fosfato 0,1M) para
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concentrar as vesiculas, por um periodo minimo de 24 horas. Como descrito por Karnosvky, 1965,
este tampao ¢ utilizado como pré-fixador das proteinas presentes em amostras biologicas para que
ndo ocorra a rapida degradacdo destas por enzimas. Uma gota desta suspensao foi adicionada sobre
uma tela de microscopia de cobre e esperou-se 10 minutos até o material sedimentar. Depois
transferiu-se as telas para uma gota de acetato de uranila por mais 10 minutos, que ¢ um metal
pesado que ird agir como o contrastante de amostra, gerando a cor preta por meio de elétrons
elasticamente espalhados. Apos as amostras estarem devidamente secas, foram levadas ao
microscopio e as imagens foram obtidas pelo microscopio eletronico de transmissdo “Jeol JEM-
1011” com aumento de 15.000 x e 25.000 x de aumento. Todos os reagentes utilizados foram
disponibilizados pelo Laboratério de Microscopia e Microanalise da UnB coordenado pela Profa.

Dra. Sonia Nair Bao.

3.7 Ensaios de interag&o in vitro

BMDMs (1x10° células/ml) foram incubadas a 37 ° C em atmosfera umidificada com 5%
de CO2 em placas de 96 orificios. As células foram estimuladas, ou ndo, com LPS (500ng/ml) por
24 horas. Adicionalmente, as células foram estimuladas, também por 24 horas, com EVs ou CMs.
A concentragdo utilizada para EVs ¢ de 80 ng/mL por poco e ressuspende-se os CMs liofilizados
em um volume de PBSIx 10x maior do que o volume original, de acordo com protocolo
estabelecido no laboratdrio. Em ambos os casos, o volume utilizado deve ser 10% do volume total
por poco. As EVs foram produzidas a partir dos diferentes meios (PDB ph 5.6; BFJ pH 6.5; BFJ
ph 2.5) e por diferentes espécies do género Fonsecaea (F. erecta; F. monophora, F. nubica; F.
pedrosoi). Os CM sdo os obtidos das diferentes membranas, sendo o CM1 o obtido entre 1 ¢ 100
kDa, produzido nos 3 diferentes meios de cultura e pelas 4 espécies estudadas neste trabalho (12
grupos) ou o0 CM2, obtido do filtrado menor que 1 kDa produzido nos 3 diferentes meios e pelas
4 espécies estudadas neste trabalho (12 grupos) (totalizando 36 grupos). Os estimulos e grupos
estdo descritos nas legendas das figuras. A partir das 24 horas, alguns grupos de células foram
tratadas com 20 uM de nigericina (Invitrogen) por 40 minutos para promover a secre¢ao de IL-1.

Por fim, sobrenadantes foram coletados para quantificagcdo de citocinas por ensaio de ELISA.
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3.8 Quantificacdo de citocinas

Os sobrenadantes obtidos a partir dos ensaios de interacdo entre macrofagos ou células
dendriticas in vitro e as EVs ou os CMs foram submetidos a técnicas de ELISA do tipo sanduiche
a fim de avaliar os niveis de citocinas TNF, IL-1p e IL-10, demonstrado em valores absolutos
(pg/ml). Foram utilizados kits comerciais Mouse IL-13 ELISA Ready-SET-Go!®, Mouse TNF
alpha ELISA Ready-SET-Go!® e Mouse IL-10 Ready-SET-Go!®, todos da Invitrogen, seguindo
as recomendacdes do fabricante. Apds a reagdo colorimétrica entre os reagentes do kit e as
amostras, as placas de 96 pocos foram analisadas no espectofotometro de placa “MultiskanTM FC
Microplate Photometer” (ThermoFischer Scientific) no comprimento de onda de 450 nm—A
concentracao foi determinada comparando a D.O. com uma curva de concentragao conhecida da
citocina, de acordo com os padrdes presentes em cada kit. Dados considerados significativos foram
demostrados com *, quando P < 0,0,5; com **, quando P <0,01; com *** quando P <0,001; com
*#%% quando P <0,0001; e com ns, quando P > 0,05, em relacdo ao grupo controle positivo tratado

com LPS (TNF e IL-10) ou em relagdo ao grupo controle positivo tratado com LPS e nigericina

(IL-1B).

3.9 Ensaio de infeccdo in vivo e andlise da evoluc¢do da doenca

Camundongos C57Bl/6 foram infectados, por via subcutanea no coxim plantar com 50puL
de PBS contendo 10° propagulos fungicos na propor¢do 1 de conidios para 3 de fragmentos de
hifas (1:3) de F. pedrosoi e F. erecta. A andlise da evolugdo da doenga foi realizada pela avaliacao
morfometria da lesdo formada, feita por meio da medi¢do do didmetro da lesdo duas vezes por
semana, com auxilio de paquimetro digital; bem como pela coleta de amostras de tecido infectado
para determinacao da carga fiingica pela contagem de UFC; e também pela dosagem de TNF e IL-
1B ex vivo por ELISA. A partir dos resultados encontrados in vitro em relagdo ao potencial
imunoestimulatorio dos CMs isolados de Fonsecaea, os animais foram tratados no 7°. e 14°. dias
apos a infecgdo com 25uL CM1, CM2 e PBS por pata na area da lesdo, sendo eutanasiados apds
21 dias pés-infecgdo. Foram utilizados 3 animais por grupo (n=3 por grupo). Para determinagao
da carga fiingica das lesdes, os fragmentos das area lesionadas foram centrifugados a 1000 x g,

ressuspendidos em PBS 1x e posteriormente plaqueados em meio SDA suplementado com
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gentamicina mantidas em estufa a 30°C de 7 a 10 dias. A quantidade de células viaveis foi
determinadas pela contagem de unidades formadoras de colonia (UFC). Dados considerados
significativos foram demostrados com *, quando P < 0,0,5; com **, quando P < 0,01; com ***,
quando P <0,001; com **** quando P <0,0001; e com ns, quando P > 0,05, em relagdo ao grupo

controle tratado com PBS.

3.10 Analises estatisticas

Os resultados dos experimentos foram analisados por one-way ANOVA seguido pelo pos-teste
de Turkey, sendo os dados obtidos nesses experimentos expressos como a média +- SEM de um
experimento representativos de dois ou trés experimentos conduzidos em triplicatas. Os
experimentos in vivo foram analisados por two-way ANOVA seguido pelo pos-teste de Turkey,
sendo os dados obtidos nesses experimentos expressos como a média +- SD de um experimento.
As andlises foram realizadas utilizando o programa GraphPad Prsim versdo 9.0. Dados
considerados significativos foram demostrados com *, quando P <0,0,5; com **, quando P <0,01;

com *** quando P <0,001; com **** quando P < 0,0001; e com ns, quando P > 0,05.
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4. Resultados

4.1 Triagem de diferentes espécies do género Fonsecaea

Para o inicio deste trabalho, foram recebidos doze isolados clinicos descritos como Fonsecaea
pedrosoi com potencial de serem utilizados para andlises, tanto do Instituo Oswaldo Cruz do Rio
de Janeiro, como do Instituto Adolfo Lutz de Sdo José do Rio Preto — Sao Paulo. Apds o
sequenciamento genético, observou-se que nenhuma das doze espécies eram de fato F. pedrosoi e
sim, outras espécies do género Fonsecaea. Trés das doze linhagens foram escolhidas para uma
primeira triagem in vivo: CFP185 (F. monophora); IALO3 (F. nubica); e DMABH (Rhinocladiella
aquaspersa). A partir da analise de UFC demostrou-se que F. nubica apresentou a melhor
capacidade de crescimento em tecido animal do que F. monophora e R. aquaspersa, apesar das
trés espécies terem obtido valores semelhantes de unidades formadoras de colonia (UFC) por
grama (Fig. 7B). Além disto, nao houve diferenca estatistica entre as analises de morfometria do
coxim plantar (Fig. 7%), demonstrando que todas as espécies recebidas sdo virulentas e assim,

podem ser utilizadas como modelos de estudo.
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Figura 7. Cinética de infeccdo in vivo com propagulos fungicos de F. monophora, F. nubica e R. aquaspersa. (A)
Diametro da area da lesdo (mm) medido a cada 3 dias. (B) Quantifica¢do da carga fingica no coxim plantar 15 dias
apos a infec¢do por meio da cultura do homogenato do tecido em placas de Sabouraud agar por 10 dias e contagem

das unidades de colonia por placa, expressas como UFC/g do tecido lesionado. Os dados sdo provenientes de um tinico
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ensaio de infeccdo onde foram utilizados 3 animais/grupo (n=3). *p < 0,05, em referéncia a comparacdo entre cada

espécie.

Considerando a capacidade de crescimento das duas amostras testadas anteriormente, estas
foram selecionadas para dar continuidade aos experimentos deste estudo, e além disso, foram
selecionadas a espécie Fonsecaea pedrosoi (CBS 271.37), que € a espécie do género Fonsecaea
mais estudada na literatura para CBM, e o F. erecta, que ¢ a Unica das quatro espécies que foi
obtida, originalmente, do meio ambiente e nao de isolados clinicos. Ambas as linhagens foram
disponibilizadas pelo banco de fungos da UFPR, sob a coordenacdo da Prof®. Dr®. Vania A. Vicente

Posteriormente, para avaliar a resposta de diferentes morfotipos dos fungos, estes foram
cultivados em diferentes condi¢des nutricionais, com diferentes pH, como em caldo batata
dextrose (PDB) pH 5.6, Butterfield and Johnson (BFJ) pH 6.5 ¢ BFJ pH 2.5, ap6s 20 dias, 25 dias
e 40 dias de cultivo, respectivamente. O meio PDB e o meio BFJ pH 6.5 sdo utilizados para gerar
as formas saprofiticas de Fonsecaea, enquanto o meio BFJ pH 2.5 produz a forma patogénica, as
células muriformes (MCs). Apesar destes dados ndo darem informacgdes suficientes para discutir
as razdes nas diferengas na mudanca de pH nos meios de cultura, estes dados demonstram que em
todas as situagdes, o pH ndo permanece o mesmo do original (Fig. 8). Além disso, o meio PDB e
o BFJ pH 6.5 apresentam maiores variacoes de pH apds o cultivo entre as espécies do que em
comparagdo ao meio BFJ pH 2.5. Também pode-se observar que todos os sobrenadantes do meio
BFJ pH 5.6 se tornaram mais 4cidos apds o cultivo dos fungos, enquanto os cultivos no meio PDB
se tornaram mais alcalinos (Fig. 8 A-B), independente do isolado cultivado. O meio BFJ pH 2.5
se tornou mais acido apenas apos o crescimento do F. erecta e F. monophora (Fig. 8C).

Analisando as espécies de Fonsecaea de forma independente, estas apresentaram capacidades
diferentes, entre si, em modular o pH dos meios em que foram cultivados (Fig. 8). F. pedrosoi
demonstrou modular menos o pH em todas as condi¢des, obtendo valores semelhantes entre as
medigdes iniciais e finais de pH quando cultivado em meio BFJ, enquanto que a F. erecta cultivado
no mesmo meio demonstrou ser a que mais modulou os valores do pH, apesar de quando cultivado
em PDB ¢ o que menos modulou o pH do meio. Os isolados F. monophora e F. nubica obtiveram
valores do pH semelhantes entre si em RM, levando a uma maior alcalinizagao do meio (Fig. 8A).
Ja F. monophora e F. pedrosoi em BFJ apresentaram valores de pH semelhantes aos iniciais (Fig.

8B e Fig. 8C). Desta forma, podemos observas que as diferentes espécies de Fonsecaea promovem
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diferentes modulag¢des do pH dos meios de cultura (acidificando ou alcalinizando), em que nao se

observa um padrao claro entre estas espécies.
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Figura 8. Medigdo dos valores de pH dos meios de cultura apds cultivo com F. pedrosoi. F. monophora, F. nubica e

F. erecta. Valores de pH dos meios (A) PDB pH 5.6 (RM); (B) BFJ pH 6.5 (MM) ; e (C) BFJ pH 2.5 (MM) apos 20

dias, 25 dias e 40 dias de cultivo, respectivamente.
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4.2 Caracterizacao das vesiculas extracelulares

Os resultados referentes ao papel imunomodulador na resposta imune inata das moléculas
produzidas (EVs e CMs) por F. pedrosoi, F. monophora, F. nubica e F. erecta foram analisados
sob duas perspectivas distintas. A primeira foi em relagdo a condigdo nutricional de cultivo, em
que foram comparados os efeitos das EVs e CMs produzidos em RM e MM, que apresentaram o
crescimento dos isolados nas formas de conidios e hifas. O crescimento ocorreu em meio PDB pH
5.6, que ¢ um meio rico ndo-definido, descrito aqui como MC- (RM), ou seja, meio rico sem a
presenca de células muriformes (MCs), ou em meio BFJ pH 6.5 (meio minimo definido),
representado por MC- (MM), ou seja, meio minimo sem a presenca de MCs. Em um segundo
momento, o pH foi modificado permitindo a presenga dos morfotipos de Fonsecaea presentes
somente no meio BFJ (MM). No pH 6.5 observou-se somente as formas saprofiticas,
principalmente conidios, sendo designado MC- MM e outro com pH 2.5 onde observou-se as
formas patogénicas do fungo (MCs), e também a presenga de conidios e hifas, denominado por
MC+ MM, ou seja, meio minimo com presenga de MCs.

Apbs a obtengdo e isolamento das EVs, conforme descrito na metodologia, as mesmas
foram caracterizadas, primeiramente, em relacdo ao seu conteudo de esterol e de proteinas em
ng/mL por dosagem com kit Amplex Red Cholesterol e kit de Micro BCA, respectivamente; ao
seu didmetro (mm), por espalhamento dindmico de luz (DLS); e pelos seus aspectos visuais, por
microscopia eletronica de transmissao (MET). A quantificacdo de esterol e de proteinas,
indicadores indiretos da producdo de EVs, apontam que as espécies de Fonsecaea produziram uma
maior quantidade de EVs quando cultivadas em MC- (RM) em relacao a quando foram cultivadas
em MM, com ou sem a presenca de MCs (Fig. 9A e Fig. 9B). Dentre as espécies estudadas, F.
erecta, no geral, demonstra ser a melhor produtora de EVs, obtendo altas concentragdes, tanto de
esterol quanto de proteinas, em todas as condi¢cdes (Fig. 9A e Fig. 9B). Por ser a tinica espécie
originalmente ambiental, possivelmente F. erecta possui maior facilidade em crescer em meio de
cultura, e assim, produzir EVs, do que quando comparada com as outras trés espécies que foram

obtidas a partir de isolados clinicos.
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Figura 9. Contetudo de esterol e proteico nas suspensdes das EVs de Fonsecaea. F. pedrosoi, F. monophora, F. nubica
e F. erecta foram cultivados em meio PDB pH 6.5, BFJ pH 6.5 ¢ BFJ pH 2.5 por 20 dias, 25 dias e 40 dias,
respectivamente. As EVs foram quantificadas em relagéo ao (A) seu contetido de esterol em ng/mL e (B) ao seu

conteudo de proteinas em ng/mL.

A andlise por espalhamento de luz dindmico (DLS) foi utilizada para verificar as diferencas
hidrodindmicas e na polidispersdao das EVs presentes nas amostras. Em relagdo as diferencas
hidrodinamicas das EVs entre as espécies de Fonsecaea, observamos que em todas as condigdes
de cultivo, as EVs produzidas apresentaram, no geral, entre dois (F. monophora e F. nubica) e trés
(F. pedrosoi e F. erecta) picos de intensidade (%), indicando que estas espécies produzem EVs
que podem ser divididas em trés grupos de acordo com seu tamanho, variando entre 10-150nm,
200-600nm e 650-1500nm (Fig. 10A-D). Na literatura, existem varios trabalhos indicam que as
EVs produzidas por fungos podem variar consideravelmente ndo s6 em fun¢do, mas em dimensao,
sendo observadas, majoritariamente, EVs com tamanhos entre 50-800nm, o que corrobora com os

dados encontrados neste trabalho (revisado por BIELSKA, E. & MAY, R. C. 2019). As EVs
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maiores que 400nm sdo, possivelmente, aglomerados de EVs e ndo EVs isoladas, como indicado
pela MET (Fig. 11) em que se pode verificar que estas vesiculas tendem a permanecer juntas na
amostra. Ainda mais, o tamanho das EVs, no geral, apresenta grande heterogeneidade tanto entre
as espécies (Fig. 10A-D), quanto entre as condi¢gdes em que foram produzidas (Fig. 10E-G). Entre
as espécies estudadas, F. pedrosoi e F. erecta (trés picos de intensidade) apresentam ter uma
populacdo de EVs mais heterogéneas do que as de F. monophora e F. nubica (dois picos de
intensidade), que possuem, principalmente, EVs com diametros entre 50-600nm (Fig. 10A-D).
Quando o tamanho destas EVs ¢ comparado em relagdo as condi¢cdes em que foram
produzidas (MC- RM x MC- MM x MC+ MM), observamos que as vesiculas produzidas por MC+
MM sao as mais homogéneas em dimensdo comparadas as dos outros grupos (Fig. 10 G). Ja
quando sdo produzidas em MM na auséncia de MCs, as EVs apresentam maior heterogeneidade
de tamanho em relagdo a MC- (RM) e MC+ (MM) (Fig. 10F). As EVs produzidas por MC- (RM)
parecem ter variagdes de tamanho intermediarias (Fig. 10E), entre o que foi observado para MC+
(MM) (menos heterogéneas) (Fig. 10G) e para MC- (MM) (mais heterogéneas) (Fig. 10F). Além
disso, as EVs produzidas a partir de MC- (RM) e MC+ (MM), principalmente esta ultima,
demonstram possuir dimensdes menores ¢ EVs produzidas por MC- (MM), dimensdes maiores.
Desta forma, EVs produzidas em RM sem a presenca de MCs e em MM com a presencga de MCs,
tendem a produzir EVs menores, enquanto estas sdo maiores quando produzidas a partir de MM
sem a presenca de muriformes. Por fim, F. pedrosoi demonstra ter EVs com tamanhos entre 50-
200nm; entre 250-700nm; e entre 750-1.500nm. F. monophora apresenta EVs com dimensdes
entre 10-100nm e entre 150-500nm. F. nubica possui EVs com tamanhos entre 10-100nm e entre
150-500nm. Ja F. erecta demonstra possuir EVs com dimensdes entre 10-150nm; entre 200-

500nm; e entre 500-1500nm
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Figura 10. Didmetro hidrodindmico e polidispersdo analisado por espalhameno de luz dinamico (DLS) das EVs
isoladas e produzidas por Fonsecaea. Picos de intensidade (%) para (A) F. pedrosoi, (B) F. monophora, (C) F. nubica
e (D) F. erecta, quando cultivadas a partir de (E) MC- (RM) (PDB pH 5.6), (F) MC- (MM) (BFJ pH 6.5) e MC+
(MM) (BFJ pH 2.5), por 20, 25 e 40 dias, respectivamente.
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Corroborando com os dados supracitados referentes a heterogeneidade nas dimensdes das
EVs produzidas por Fonsecaea, a MET permitiu visualisarmos que realmente hd uma grande
varia¢do nos tamanhos e formatos das vesiculas isoladas de F. pedrosoi, F. monophora, F. nubica
e F. erecta em diferentes condigdes (Fig. 11A-D).. Além disso, a MET permitiu observar que,
aparentemente, existem diferentes tipos de EVs, algumas com formato menos definido, menores,
formando aglomerados (Fig. 11A referente a MC- RM e Fig. 11D referente a MC- MM e MC+
MM); outras com o formato mais bem definido e com tamanhos variados, em que visualiza-se a
membrana plasmatica dobrada (como as de F. pedrosoi MC- MM e as de F. monophora MC+
MM, p. ex.) (Fig. 11A-B); algumas com um formato mais arrendondado e dimensdes mais variadas
(como as de F. nubica em MC- MM e as de F. erecta em MC- MM, p. ex.) (Fig. 11C-D); e outras
associdas a moléculas que ndo sdo EVs, que serdo abordadas na discussdo (como as de F. pedrosoi
em MC+ MM (Fig. 11A). Além disso, a MET demonstrou, em todos os casos, que ha a presenca

de melanina associada as EVs (Fig. 11A-D) e de aglomerados de EVs presentes nas amostras.

F. pedrosoi B F. monophora

i

. . ¥ - I} E x2 8
MC- (MM) MC+ (MM) MC- (RM) MC- (MM)

F. nubica D F. erecta

MC- (RM) MC- (MM) MC+ (MM) MC- (RM) MC- (MM) MC+ (MM)

Figura 11. Microscopia eletronica de transmissdo (MET) das EVs produzidas por Fonsecaea. EVs de (A) F. pedrosoi,
(B) F. monophora, (C) F. nubica ¢ (D) F. erecta quando cultivadas a partir de (E) MC- (RM) (PDB pH 5.6), (F) MC-
(MM) (BFJ pH 6.5) e MC+ (MM) (BFJ pH 2.5), por 20, 25 e 40 dias, respectivamente (as escalas estdo presentes nas
fotografias).
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EVs produzidas pelas formas saprofiticas de Fonsecaea em meio rico possuem maior
capacidade de ativar uma resposta proé-inflamatdria in vitro comparadas com EVs

produzidas em meio minimo

Verificou-se primeiro se as EVs produzidas por F. pedrosoi, F. monophora, F. nubica ¢ F.
erecta produzidas por conidios e hifas possuem a capacidade de estimular a produ¢do de TNF, IL-
1B e IL-10 in vitro. O TNF e a IL-1 sdo duas citocinais pro-inflamatérias essenciais na modulagao
da resposta imune inata do hospedeiro e estdo relacionadas com o estabelecimento do processo
inflamatério e a transicdo para a resposta imune adaptiva. Também se associam com o
estabelcimento das resposta inflamatéria cronica de certas doengas fungicas em humanos
(GAZENDAM, R. P. et al. 2016).

A producdo destas citocinas foram analisadas a partir da interagdo de BMDMs co-
cultivados com EVs e CMs (CM1 e CM2) isolados de Fonsecaea por 24h, conforme descrito na
metodologia. O padrdo na produgdo TNF a partir de BMDMs co-cultivados com EVs produzidas
pelas formas saprofiticas de F. pedrosoi, F, nubica e F. monophora, ¢ F. erecta, em meio RM
demonstraram maior capacidade em induzir a producdo de TNF em niveis similares aos BMDMs
estimulados com LPS. As EVs em MM do F. pedrosoi induziram menores niveis de produgdo de
TNF quando comparados com as EV obtidas do RM, no entanto em niveis maiores que o0s
macréofagos ndo estimulados (Fig. 12A). As EVs em MM do F. monophora apresentaram o mesmo
padrao de ativacao dos macrdéfagos que as EVs obtidas do RM em que em ambos os casos suas
EVs sdo capazes de estimular a producao de TNF sem a presenga de LPS (Fig. 12B). Ja as EVs de
F. nubica em RM conseguiram estimular a produgdo de TNF, enquanto em MM, nao (Fig. 12C).
Por fim, as EVs de F. erecta demonstraram nao serem capazes de estimular a producao de TNF
nem quando isoladas de RM, nem de MM (Fig. 12D). Assim, EVs de Fonsecaea obtidas de RM
demonstraram estimular a produc¢do de TNF por si s6 e quando sdo isoladas de MM ndo conseguem
promover a produgdo desta citocina.

Em relagdo a producao de IL-1p, observa-se que as EVs produzidas por Fonsecaea, com
excegdo de F. erecta, tanto a partir de RM quanto a partir de MM conseguiram ativar a produgao
desta citocina na auséncia de LPS (Fig. 13A-D), indicando que as EVs produzidas pelas formas
saprofiticas, independente da condi¢ao nutricional de cultivo, possuem a capacidade de agir como

o primeiro sinal, ou seja, o sinal extracelular na ativacdo da producdo de IL-1B. Além disso,
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observa-se que as EVs produzidas por F. erecta ndo possuiram a capacidade nem de ativar, nem
de inibir a producao de IL-1p, indicando que talvez as EVs de espécies ambientais de Fonsecaea
ndo possuam a capacidade de ativar o inflamassoma, diferentemente das espécies patogénicas.
Assim, as EVs produzidas por F. pedrosoi, F. monophora ¢ F. nubica em RM estimulam a
producdo de TNF e agem como primeiro sinal na producdo de IL-1f3, enquanto EVs produzidas
pelas mesmas espécies em MM apresentam uma menor producao de TNF na presenca de LPS e
agem como primeiro sinal na producdo de IL-1B. Por fim, as EVs de F. erecta nao possuem

capacidade de estimular a producao de citocinas pro-inflamatorias in vitro.
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Figura 12 — Quantificagdo de TNF por ELISA ap6s co-cultura de BMDMs com EVs produzidas por conidios e hifas
de Fonsecaea. Valores em pg/mL de TNF para (A) F. pedrosoi, (B) F. monophora, (C) F. nubica e (D) F. erecta
cultivados a partir de meio PDB pH 5.6 (RM) e meio BFJ pH 6.5 (MM) apds 24h de interagdo, estimuladas com ou
sem LPS. (*) representa diferengas significativas em relagdo ao controle positivo com LPS *P< 0,1, **P<0,01,

**%P<0,001, ****P<0,0001.
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Figura 13 — Quantificacdo de IL-1p por ELISA apds co-cultura de BMDMs com EVs produzidas por conidios e hifas
de Fonsecaea. Valores em pg/mL de IL-1B para (A) F. pedrosoi, (B) F. monophora, (C) F. nubica e (D) F. erecta
cultivados a partir de meio PDB pH 5.6 (RM) e meio BFJ pH 6.5 (MM) apos 24h de interagdo, estimulados com ou
sem LPS e/ou nigericina. (*) representa diferengas significativas em relagdo ao controle positivo com LPS+NG *P<

0,1, #*P<0,01, ***P<0,001, ****P<0,0001.

As EVs produzidas por diferentes morfotipos de Fonsecaea tendem a agir como segundo
segundo sinal na ativagdo de IL-1B, apesar de possuirem diferentes papéis

imunoestimulatorios na producéo de TNF e IL-1p in vitro

A producdo de citocinas induzidas pelas EVs produzidas somente pelas formas saprofiticas
(MC- MM) e de EVs produzidas pela forma patogénica em conjunto com conidios e hifas de
Fonsecaea (MC+ MM) em MM foram analisadas e, em rela¢do a producao de TNF, verificou-se
que apenas as EVs de F. pedrosoi produzidas por MC-(MM) conseguiram estimular a producao
desta citocina sem a presenca de LPS. Ainda mais, pode-se observar que, com excce¢do do F.
pedrosoi, as EVs produzidas nos dois meios testados nao ativaram a produgdo de TNF (Fig. 14A-
D). Vale ressaltar que de acordo com os dados encontrados na Figura 11, por meio da MET, que

existem fragmentos, possivelmente, de parede celular melanizados em conjunto com as EVs
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obtidas de MCs, e tais estruturas também podem ter algum papel na produgdo das citocinas
analisadas, apesar de que nao foi estudado o papel das EVs e destes fragmentos isoladamente.

As EVs produzidas por MC+MM de F. nubica e F. erecta reduziram a produgdo desta
citocina, mesmo na presenca de de LPS (Figura 14C-D). Estes dados indicam que, no geral, as
EVs produzidas tanto pelas formas saprofiticas, quanto pelas formas patogénicas em MM ndo
apresentam capacidade de estimular a producao de TNF.

Em relagdo a producdo de IL-1B, podemos observar que, no geral, as EVs produzidas em
MM tenderam a agir como o segundo sinal (sem a presenga de NG, mas com a presenc¢a de LPS)
na ativagdo de IL-1P entre todas as espécies, apesar dos niveis de produgdo desta citocina ndo
serem tao altos quanto o controle positivo (com LPS e NG) (Fig. 15). Ja para F. pedrosoi, a
presenca de EVs produzidas a partir de MC+ (MM) com LPS + NG inibiram a produgao de IL-1,
enquanto este mesmo efeito é observado com as EVs F. monophora e F. erecta isoladas de MC-
(MM) (Fig. 15A-D). Em conjunto com os resultados encontrados para TNF, os dados indicam que
as EVs produzidas por diferentes morfotipos de Fonsecaea possuem padrdes de imunomodulacao
de citocinas pro-inflamatorias in vitro variados e que, no geral, tendem a inibir a produgao de IL-

1B, e TNF.
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Figura 14 — Quantificacdo de TNF por ELISA apds co-cultura de BMDMs com EVs produzidas tanto por conidios e

hifas, quanto pela forma patogénica em conjunto com as formas saprofiticas de Fonsecaea.. Valores em pg/mL de IL-
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10 para (A) F. pedrosoi, (B) F. monophora, (C) F. nubica e (D) F. erecta cultivados a partir de meio BFJ pH 6.5
(MM) e em meio BFJ pH 2.5 (MM pH 2.5) ap6s 24h de interacdo, estimuladas com ou sem LPS. representa diferengas

significativas em relagdo ao controle positivo com LPS *P< 0,1, **P<0,01, ***P<0,001, ****P<0,0001.
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Figura 15 — Quantificagdo de IL-1p por ELISA apds co-cultura de BMDMs com EVs produzidas tanto por conidios
e hifas, quanto pela forma patogénica em conjunto com as formas saprofiticas de Fonsecaea. Valores em pg/mL de
IL-1p para F. pedrosoi, (B) F. monophora, (C) F. nubica e (D) F. erecta cultivados a partir de meio BFJ pH 6.5 (MM)
e em meio BFJ pH 2.5 (MM pH 2.5) apoés 24h de interagdo, estimuladas com ou sem LPS e/ou nigericina. (¥)
representa diferencgas significativas em relagdo ao controle positivo com LPS+ NG *P< 0,1, **P<0,01, ***P<0,001,

**4%P<0,0001.

As EVs produzidas pelas formas saprofiticas de Fonsecaea em meio rico estimulam mais a

producéo de IL-10 do que em meio mininimo na presenca ou auséncia de células muriformes

Apds verificar os padrdes nos niveis das citocinas pro-inflamatérias TNF e IL-1p, a partir
da interagdo de BMDMs com EVs produzidas tanto em condigdes nutricionais diferentes, quanto
por morfotipos do fungo distintos, analisamos a produ¢ao de IL-10, uma importante citocina anti-
inflmatoria envolvida com o controle de doencas. Esta citocina também esta relacionada ao
desbalanco da resposta imune do hospedeiro, como ja foi observado para pacientes infectados e
que apresentaram a forma mais severa da CBM, em que notou-se altos niveis de produgao de IL-

10 e baixos de IFN- y, além de baixa proliferacao de células T (GIMENES, V. M. F. et al. 2006).
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Quando comparamos o papel das EVs produzidas a partir de RM e MM, os resultados
demonstraram um padrao semelhante entre todas as espécies, em que as EVs produzidas em RM
conseguiram ativar a producdo de IL-10 (Fig. 16A-D), enquanto as EVs isoladas de MM, com
excecdo de F. monophora, também demonstraram ativar a producdo de IL-10 em niveis
semelhantes ao controle com LPS, porém em niveis menores do que EVs produzidas em RM (Fig.
16A-D). Esses resultados indicam que as EVs produzidas pelas formas saprofiticas de Fonsecaea
tanto em RM, quanto em MM, ativam a producdo de IL-10, apesar de que as EVs obtidas de RM
demonstraram serem as que mais promovem niveis significativos da produgao desta citocina.

A produgdo de IL-10 entre as EVs, quando comparadas em relagdo ao morfotipo e ndo a
condi¢do nutricional, ou seja, entre EVs geradas por MC- (MM) e por MC+ (MM), apontaram que
as EVs produzidas por F. pedrosoi e F. nubica tanto na auséncia, quanto na presenca de MCs,
ativaram a producdo de IL-10 (Fig. 17A e Fig. 17C). As EVs de F. erecta obtidas por MC- (MM)
também conseguiram estimular a producao de IL-10, enquanto por MC+ (MM) nao (Fig. 17D). J&
as EVs isoladas de F. monophora tanto por MC- (MM), quanto por MC+ (MM) ndo estimularam
a producdo desta citocina por BMDMs (Fig. 17B). Tais dados demonstram que EVs produzidas
pelas formas saprofiticas de Fonsecaea em RM e em MM, principalmente em RM, levam a
producao significativa de IL-10 e que as EVs isoladas a partir de MM na presenca de MCs,
estimulam menos a produgdo desta citocina. Assim, em conjunto com os dados observados
anteriormente para TNF e IL-1B, as EVs em RM demonstram ser as vesiculas com maior
capacidade de estimular a resposta imune inata em comparagao as EVs obtidas em MM, visto que

sdo as que mais estimulam a produg¢do destas citocinas in vitro.
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Figura 16 — Quantificacdo de IL-10 por ELISA ap6s co-cultura de BMDMSs com EVs produzidas por conidios e hifas

de Fonsecaea. Valores em pg/mL de IL-10 para (A) F. pedrosoi, (B) F. monophora, (C) F. nubica e (D) F. erecta

cultivados a partir de meio PDB pH 5.6 (RM) e meio BFJ pH 6.5 (MM) apds 24h de interagdo, estimuladas com ou

sem LPS. (*) representa diferengas significativas em relagdo ao controle positivo com LPS *P< 0,1, **P<0,01,

**%P<0,001, ****P<0,0001.
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Figura 17 — Quantificagdo de IL-10 por ELISA apds co-cultura de BMDMs com EVs produzidas tanto por conidios

e hifas, quanto pela forma patogénica em conjunto com as formas saprofiticas de Fonsecaea. Valores em pg/mL de

IL-10 para (A) F. pedrosoi, (B) F. monophora, (C) F. nubica e (D) F. erecta cultivados a partir de meio BFJ pH 6.5
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(MM) e em meio BFJ pH 2.5 (MM pH 2.5) ap6s 24h de interagdo, estimuladas com ou sem LPS. (*) representa

diferencas significativas em relacdo ao controle positivo com LPS *P< 0,1, **P<0,01, ***P<0,001, ****P<0,0001.

4.3 Caracterizacao dos meios condicionados

Nesta etapa do trabalho foi analisada a capacidade dos meios condicionados (CMs)
produzidos por F. pedrosoi, F. monophora, F. nubica e F. erecta em estimular a produgdo de TNF,
IL-1B e IL-10 in vitro. O CM foi categorizado em dois tipos: o CM1 (100kDa>CM>1kDa) e o
CM2 (CM2<1kDa). Em um primeiro momento, foram comparados os papéis dos CMs produzidos
pelas formas saprofiticas de Fonsecaea cultivados em condig¢des nutricionais diferentes: ou em
RM (PDB pH 5.6) ou em MM (BFJ pH 6.5) na produ¢do de TNF, IL-1 e IL-10 por BMDMs in
vitro. Depois, analisou-se o papel destes CMs quando produzidos por diferentes morfotipos de

Fonsecaea: ou na auséncia (MC- MM) ou na presenca de células muriformes (MC+ MM).

As moléculas presentes nos CMs de Fonsecaea isolados a partir de meio minimo possuem

maior capacidade em estimular os niveis desta citocina do que em meio rico

Para observar se estes CMs possuem a capacidade de imunomodular a resposta imune inata
in vitro, dosou-se a quantidade de TNF a partir da interagao das moléculas presentes no CM1 e
CM2 de F. pedrosoi, F. monophora, F. nubica e F. erecta co-cultivados com BMDMs por 24h
(Fig. 18A-H). Pode-se observar que ha um padrdo semelhante em relacio a producdo de TNF entre
0o CM1 e 0 CM2 de todas as espécies, em que as moléculas presentes nos CMs gerados a partir de
MM conseguiram estimular a produc¢do desta citocina sem a presenga de LPS em niveis
semelhantes ao controle positivo, enquanto os CMs produzidos a partir de RM nao conseguiriam
promover a produgdo desta citocina (Fig. 18). Contudo, as moléculas presentes nos CMs de F.
nubica demonstraram ativar a produ¢do de TNF tanto quando obtidos de RM, quanto de MM,
diferentemente das outras espécies estudadas quando comparadas ao controle positivo (Fig. 18C e
Fig. 18D). Desta forma, as moléculas extracelulares presentes no CM1 e CM2 de F. pedrosoi, F.
monophora, F. nubica e F. erecta em MM conseguem promover a producao de TNF por BMDMs
sem a presenca de LPS, demonstrando terem papel pro-inflamorio. Em relagdo as moléculas

produzidas em RM, apenas o CM1 e CM2 de F. nubica conseguem estimular a producao de TNF
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por si s6, enquanto os CMs das outras espécies nesta mesma condi¢ao ndo conseguem. Indicando
que os CMs produzidos por Fonsecaea sp a partir de MM tem maior capacidade de estimular a

producdo de TNF do que em RM.
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Figura 18 — Quantificacdo de TNF por ELISA ap6s co-cultura de BMDMs com o CM1 (100KDa>CM>1KDa) e com
CM2 (<1kDa) produzido por conidios e hifas de Fonsecaea. Valores em pg/mL de TNF para (A) F. pedrosoi, (B) F.
monophora, (C) F. nubica ¢ (D) F. erecta ¢ com o CM2 (E-H) cultivados a partir de meio PDB pH 5.6 (RM) e meio
BFJ pH 6.5 (MM) apds 24h de interagdo, estimuladas com ou sem LPS. (*) representa diferengas significativas em

relagdo ao controle positivo com LPS *P< 0,1, **P<0,01, ***P<0,001, ****P<0,0001.
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O CML1 produzido pelas formas saprofiticas de Fonsecaea agem como primeiro e/ou segundo

sinal na producéo de IL-1p, enquanto o CM2 tende a inibir esta producao

Em relacdo a produg¢do de IL-1P a partir da interagdo de BMDMs com o CMI1
(100kDa>CM<1kDa), observa-se que o CM1 de F. pedrosoi, produzido a partir de MC- MM agiu
como primeiro e segundo sinal (com ou sem a presenga de LPS e/ou de NG) (Fig. 19A), da mesma
forma que foi observado para o CM2 desta espécie (Fig. 19E), enquanto em RM, os CMs de F.
pedrosoi conseguiram agir somente como o segundo sinal (na auséncia de NG). As moléculas
presentes nos CM1 de F. monophora e F. erecta obtidos de MM também conseguiram estimular
a producao de IL-1B sem a necessidade de NG, agindo como segundo sinal na producao dessa
citocina (Fig. 19B e Fig. 19D). Tais resultados sdo opostos aos observados para F. nubica, em que
0 CM1 produzido em RM promovou a produgao de IL-1p com ou sem a presenca de LPS e/ou
NG, agindo como primeiro e segundo sinal na ativagdo desta citocina e quando obtido de MM,
agiu somente como segundo sinal (Fig. 19C). Desta forma, o CM1 obtido a partir de MM de F.
pedrosoi age como primeiro e segundo sinal na produgdo de IL-1B, enquanto o CM1 de F.
monophora ¢ F. erecta na mesma condi¢do agem apenas como segundo sinal. Ja o CM1 de F.
nubica obtido a partir de RM, e ndo em MM, age como primeiro e segundo sinal na produgdo de
IL-1B. Assim, pode-se observar que, com excec¢do de F. nubica, o CM1 em MM tende a aumentar
os niveis de IL-1 em comparacdo ao CM1 obtido de RM.

As moléculas presentes no CM2 (<1KDa) obtidos tanto de RM, quanto de MM, com
excecdo de F. pedrosoi, apresentaram um padrao de secrecao diferente de IL-1f (Fig. 19E-H). O
CM2 de F. pedrosoi ¢ o tinico que estimulou a producdo desta citocina mesmo com ou sem a
presenca de LPS e/ou NG, apontando que o CM2 de F. pedrosoi também consegue agir como
primeiro e segundo sinal na ativa¢do de IL-1pB, semelhante ao padrio observado para o CMI
isolado desta espécie. No geral, as moléculas presentes no CM2 de F. monophora, F. nubica e F.
erecta, € ndo F. pedrosoi, demonstram ndo conseguir gerar niveis significativos de IL-1B e que
tendem a inibir a produgdo desta citocina na presenga de LPS e NG (Fig. 19E-H). Desta forma, o
CM2 apresentar ter capacidade mais inibitoria em relagdo a producao de IL-1p quando comparado

com as moléculas presentes no CM1 das espécies de Fonsecaea estudadas.
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Figura 19 — Quantificagdo de IL-1B por ELISA apos co-cultura de BMDMs com CM1 (100KDa>CM>1KDa) e
com CM2 (<1kDa) produzido tanto por conidios ¢ hifas, quanto pela forma patogénica em conjunto com as formas
saprofiticas de Fonsecaea. Valores em pg/mL de IL-1B para (A) F. pedrosoi, (B) F. monophora, (C) F. nubica e
(D) F. erecta erecta e com o CM2 (E-H) cultivados a partir de meio BFJ pH 6.5 (MM) e em meio BFJ pH 2.5
(MM pH 2.5) apos 24h de interacdo, estimulados com ou sem LPS e/ou nigericina. (*) representa diferencas

significativas em relagdo ao controle positivo com LPS+NG *P< 0,1, **P<0,01, ***P<0,001, ****P<0,0001.
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As moléculas presentes nos CMs produzidos por Fonsecaea em meio minimo tem maior

capacidade em estimular os niveis de IL-10 do que em meio rico

As moléculas presentes no CM1 e no CM2 obtidos de MM por F. pedrosoi e F. monophora
tem o mesmo padrao de ativagdo de IL-10 entre si (Fig. 20). Os CMs isolados de RM de F. pedrosoi
ndo foram capazes de induzir a secrecdo de IL-10 na auséncia de LPS, diferentemente do MC-MM
(fig 20%, E). Este padrao do MC-RM sozinho foi observado também para o F. monophora e F.
erecta (Fig 20 B, D, F e H). O CM1 e CM2 apresetanaram ppel inverso quando obtidos do F.
nubica que elevou a produgdo significativa de IL-10 em MC-RM, enquanto em MM nao (Fig. 20C
e Fig. 20G). O CM1 obtido a partr de MM de F. nubica e F. erecta levaram a inibi¢ao de IL-10 na
presenca de LPS (Fig. 20F). As moléculas presentes no CM2 isolados de MM por F. nubica, F.
monophora e F. erecta inibiram a produgao de IL-10 na presenga de LPS (Fig. 20F-H). Estes dados
indicam que os CMs produzidos por Fonsecaea em MM, no geral, estimulam a producao de IL-
10 por si s6. Assim, pode-se observar que as moléculas presentes nos CMs isolados a partir de

MM ativam mais produgado de IL-10 quando comparados com os CMs produzidos em RM.
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Figura 20 - Quantificagdo de IL-10 por ELISA ap6s co-cultura de BMDMs com o CM1 (100KDa>CM>1KDa) e com
CM2 (<1kDa) produzido por conidios e hifas de Fonsecaea. Valores em pg/mL de IL-10 para (A) F. pedrosoi, (B) F.
monophora, (C) F. nubica e (D) F. erecta e com o CM2 (E-H) produzidos a partir de meio PDB pH 5.6 (RM) e meio
BFJ pH 6.5 (MM) apds 24h de interagdo, estimuladas com ou sem LPS. (*) representa diferengas significativas em

relag@o ao controle positivo com LPS *P< 0,1, **P<0,01, ***P<0,001, ****P<0,0001.
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Os CMs produzidos apenas pelas formas saprofiticas de Fonsecaea levam a producéo de

TNF, enquanto os CMs produzidos na presenca de células muriformes ndo

O padrao de produgdo dos niveis de TNF por BMDMs co-cultivados com CMs gerados na
presenca ou na auséncia de MCs (MC- MM x MC+ MM) foram semelhantes entre si, em que tanto
as moléculas presentes no CM1 quanto no CM2 de todas as espécies produzidos por, somente, as
formas saprofiticas do fungo conseguiram levar a produgdo de TNF por si so, enquanto os CMs
isolados a partir do cultivo com MCs ndo conseguiram ativar a produgdo de TNF (Fig. 21A-H).
As moléculas presentes nos CMs de F. pedrosoi, F. monophora, F. nubica e F. erecta obtidos por
MC- (MM) ativaram a produ¢do de TNF, enquanto as moléculas extracelulares dos CMs obtidos
por MC+ MM nio conseguiram levar a producdo dessa citocina. Podemos observar também que
os CMs produzidos pela forma patogénica em conjunto com conidios e hifas de F. erecta (MC+
MM) nao sé ndo levaram a producdo de TNF, como levaram a sua inibigdo na presenga de LPS,
como para F. pedrosoi (Fig. 21E) e F. erecta (Fig. 21D e Fig. 21H). Desta forma, esses resultados
apontam que os CMs produzidos exclusivamente pelas formas saprofiticas de Fonsecaea tem
capacidade de estimular a producdo de TNF in vitro em comparacao aos CMs produzidos na
presenca de MCs, que ndo s6 ndo conseguem estimular a produgdo de TNF, mas que também a

inibem, como para F. pedrosoi ¢ F. erecta.
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Figura 21 — Quantificacdo de TNF por ELISA apds co-cultura de BMDMs com CM1 (100KDa>CM>1KDa) e com
CM2 (<1kDa) produzidos tanto por conidios ¢ hifas, quanto pela forma patogénica em conjunto com as formas
saprofiticas de Fonsecaea. Valores em pg/mL de TNF para (A) F. pedrosoi, (B) F. monophora, (C) F. nubica ¢ (D)
F. erecta cultivados a partir de meio BFJ pH 6.5 (MM) e em meio BFJ pH 2.5 (MM pH 2.5) apo6s 24h de interag@o,
estimulados com ou sem LPS. (¥) representa diferengas significativas em relagdo ao controle positivo com LPS *P<

0,1, #*P<0,01, ***P<0,001, ****P<0,0001.
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Ambos os CMs produzidos por Fonsecaea conseguem ativar a producao de IL-1p, em que
os produzidos pelas formas saprofiticas agem como primeiro e segundo sinal, enquanto o0s

produzidos na presenca de células muriformes agem como o primeiro sinal

O padrao de producao de IL-1 pelas BMDMs co-cultivadas com os CMs foi semelhante
tanto entre a interagdo com o CM1, quanto com o CM2, apesar de que os niveis na producao de
IL-1pB terem sido, no geral, menores para o CM2 do que os para o CM1, indicando que o CM1
estimula mais a produgdo desta citocina do que o CM2 in vitro. Os CM1 e CM2 produzidos
somente pelas formas saprofiticas de Fonsecaea estimularam a produgao de IL-1p tanto por si s0,
tanto na presenca ou ndo de LPS e/ou NG (Fig. 22). Isto indica que estes CMs conseguem agir
tanto como o sinal extracelular (primeiro sinal), quanto o sinal intracelular (segundo sinal) na
produgdo de IL-1P (Fig. 22A-D). Com exceg¢ao de F. erecta, os CM1 e CM2 produzidos por MC+
MM de F. pedrosoi, F. monophora ¢ F. nubica, também possuiram a capacidade de estimular a
produgdo de IL-1pB, mas somente agindo como segundo sinal (sem a presenca de NG) (Fig. 22E-
H), diferentemente do observado para os CMs obtidos em MM na auséncia de MCs.

Desta forma, tanto o CM1 quanto o CM2 produzidos somente pelas formas saprofiticas
(MC- MM) de F. pedrosoi, F. monophora, F. nubica ¢ F. erecta demonstram serem capazes de
ativar a produc¢do IL-1f agindo como primeiro e segundo sinal. Ja as moléculas presentes nos CMs
obtidos por MC+ MM, menos as de F. erecta, agem apenas como segundo sinal na producao de
IL-1pB. Por fim, o CM1 apresenta ter maior capacidade em produzir IL-13 em comparagdo com o

CM2, mesmo que ambos tenham padroes semelhantes de ativagao desta citocina.
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Figura 22 — Quantificagdo de IL-1p por ELISA apds co-cultura de BMDMs com CM1 (100KDa>CM>1KDa) e com
CM2 (<1kDa) produzido tanto por conidios e hifas, quanto pela forma patogénica em conjunto com as formas
saprofiticas de Fonsecaea. Valores em pg/mL de IL-1f para (A) F. pedrosoi, (B) F. monophora, (C) F. nubica e (D)
F. erecta cultivados a partir de meio BFJ pH 6.5 (MM) e em meio BFJ pH 2.5 (MM pH 2.5) apds 24h de interagao,
estimulados com ou sem LPS e/ou nigericina. (*) representa diferencas significativas em relagdo ao controle positivo

com LPS+NG *P< 0,1, **P<0,01, ***P<0,001, ****P<0,0001.
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Os CMs produzidos por Fonsecaea possuem 0 mesmo padréo de producdo de TNF entre si,
apesar dos CMs produzidos em meio minimo terem maior capacidade em estimular os

niveis desta citocina do que os CMs em meio rico

Em relagdo a produgdo da citocina anti-inflamatéria IL-10 a partir da interagdo de BMDMs
co-cultivados com os CM1 de Fonsecaea por MC- MM e MC+ MM, demonstrou que as moléculas
presentes no CM1 de F. pedrosoi obtidos por MC- MM foram as Unicas capazes de ativar a
producao de IL-10 na presenca de LPS, enquanto para as outras espécies, os CMs obtidos nesta
condi¢do nao possuiram tal capacidade mesmo ap6s o estimulo com o controle positivo (Fig. 23A-
D). Ja as moléculas presentes nos CM1 de F. nubica e F. erecta por MC+ MM conseguiram ativar
a produgdo desta citocina sem nenhum estimulo, diferentemente do observado para F. pedrosoi.
Além disso, 0 CM1 de F. monophora demonstrou nao ativar nem inibir a produgdo de IL-10. Desta
forma, os CM1 de F. nubica e F. erecta obtidos de MC+ MM sao capazes de estimular a produgdo
de IL-10, enquanto as moléculas presentes nos CMs isolados de F. pedrosoi e F. monophora nao
ativam a produc¢ao desta citocina.

Ja as moléculas presentes nos CM2 de F. pedrosoi, F. monophora, F. nubica e F. erecta
obtidos por MC- MM conseguiram levar a producdo de forma significativa de IL-10 por
macrofagos, enquanto os CMs obtidos por MC+ MM, com excecdo do de F. nubica, ndo
conseguiram estimular a producao desta citocina (Fig. 23E-H). Assim, o CM2 de F. nubica obtido
por MC+ MM demonstrou ser o unico capaz de aumentar os niveis de producdo de IL-10 nesta
condicao (Fig. 23G). Desta forma, podemos observar que as moléculas presentes nos CM2 obtidos
por MC- MM de Fonsecaea conseguem estimular a produgdo de IL-10, enquanto este mesmo
padrao para MC+ MM s6 € observado para F. nubica. O estimulo com LPS ndo auemntou a
producdo desta citocina em nenhum dos grupos analisados. Vale ressaltar que as moléculas
presentes nos CM2 de F. pedrosoi, F. monophora, F. nubica e F. erecta estimulam mais a os niveis
de produgao de IL-10 do que os CM1 das mesmas espécies, inidcando que o CM2 tem papel mais

anti-inflamatorio do que o CM1.
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Figura 23 — Quantificacdo de IL-10 por ELISA apo6s co-cultura de BMDMs com CM1 (100KDa>CM>1KDa) e com
CM2 (<1kDa) produzidos tanto por conidios ¢ hifas, quanto pela forma patogénica em conjunto com as formas
saprofiticas de Fonsecaea. Valores em pg/mL de IL-10 para F. pedrosoi (A e E), F. monophora (B ¢ F), F. nubica (C
e G) e F. erecta (De H) cultivados a partir de meio BFJ pH 6.5 (MM) e em meio BFJ pH 2.5 (MM pH 2.5) apos 24h
de interagdo, estimulados com ou sem LPS. (*) representa diferengas significativas em relagdo ao controle positivo

com LPS *P< 0,1, **P<0,01, ***P<0,001, ****P<0,0001.
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Os CMs produzidos por MC- MM de F. pedrosoi e F. erecta levam a um aumento da area da
lesdo, nos niveis de citocinas pro-inflamatérias e aumento na carga fangica na regido

infectada em modelo experimental de CBM in vivo

Ap6s a dosagem de citocinas in vitro por ELISA a partir da interacdo dos CMs isolados
com BMDMs, decidimos investigar o potencial imunoestimuladrio destas moléculas durante um
modelo experimental de CBM murina. Camundongos Black C.57 (WT) foram infectados com
hifas e conidios de F. pedrosoi e F. erecta e estimulados com o CM1 e CM2 produzidos por ambas
espécies em MM sem a presenga de MCs (MC- MM) para verificarmos o papel modulador das
moléculas presentes nestes CMs in vivo.

Como j& demonstrado anteriormente, F. pedrosoi e F. erecta apresentaram cinéticas de
infeccdo diferentes (VICENTE, V. ef al. 2017. A espécie F. pedrosoi ¢ uma das mais estudadas
para CBM, ¢ amplamente encontrada na América do Sul (ESTEERE, P. ef al. 1996), vem sendo
analisada por membros do nosso laboratério hd anos e demonstrou produzir moléculas
extracelulares com alta capacidade imunoestimulatério in vitro, por isso foi escolhida como uma
das espécies para o experimento in vivo. Além disso, F. erecta foi escolhida por ser uma espécie
ambiental (VICENTE, V. A. et al. 2013) e por ja ter sido demonstrado que mesmo sendo uma
espécie ambiental, ela possui a capacidade de gerar lesdes em camundongos (VICENTE, V. et al.
2017). Desta forma, estas as espécies foram escolhidas para a infecg¢do in vivo para facilitar a
comparagdo entre elas e compreender melhor as diferencas de viruléncia entre linhagens clinicas
(F. pedrosoi) e ambientais (F. erecta) em gerar lesdes em camundongos.

Apesar das moléculas extracelulares produzidas em RM terem demonstrado serem mais
pro-inflamatérias do que em MM, a escolha em utilizar os CMs obtidos a partir de MC- MM esta
relacionado com o fato de que o meio PDB ndo ¢ um meio definido e isto dificulta reproduzir a
obtencao e isolamento destas moléculas para experimentos. Além do mais, os CMs produzidos na
auséncia de MCs demonstraram ser mais estimulatorio do que os isolados na presenca de MCs em
MM.

Para acompanhar a cinética da lesdo, a area foi medida em mm, duas vezes por semana por
meio do uso de paquimetro digital por 21 dias. No 7° e no 14° dia, os animais foram tratados
diretamente na lesdo com 25 pL de PBS, 25 pL de CM1 ou 25uL de CM2 em cada pata. Tanto o

CM1, quanto o CM2 produzidos pelas duas espécies de Fonsecaea, aumentaram a area lesionada
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(mm) quando comparados com o grupo controle tratado com PBS, indicando um possivel aumento
do processo inflamatério na regido afetada (Fig. 24A). De acordo com este dado, foi demonstrado
que ambos os CMs possuiram grande capacidade de estimular a producdo das citocinas pro-
inflamatdrias TNF e IL-1B ex vivo, que sdo duas citocinas importantes na ativacdo da resposta
imune inata. Tal informacao demonstra que as moléculas extracelulares produzidas por Fonsecaea
presentes nos seus CMs sdo importantes na modulagao da respota imune do hospedeiro durante a
CBM, estimulando o processo inflamatorio in vivo (Fig. 24B).

Em concordancia com estes resultados, obervou-se que tanto o CM1 quanto o CM2
produzidos por ambas as espécies levaram ao aumento no numero de unidades formadoras de
colonia (UFC), indicando que as moléculas presentes nestes CMs conseguem, também, estimular
a proliferacdo celular durante a progressao da CBM murina, aumentando a carga flingica na lesdo
(Fig. 24C). Desta forma, esses resultados in vivo reforcam o que foi observado nos ensaios in vitro,
demonstrando que as moléculas presentes nos CMs produzidos por diferentes espécies de
Fonsecaea conseguem agir como fatores de viruléncia durante a infec¢do, promovendo uma
resposta mais pro-inflamatdria, semelhante ao que foi observado para o CM1 e CM2 produzidos
por MC- MM de F. pedrosoi e F. erecta in vitro, em que as moléculas presentes nos CMs de ambas

as espécies foram capazes de estimular a producdo de TNF e IL-13 por BMDMs.
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Figura 24 - Cinética de infeccdo in vivo com os propagulos fungicos de F. pedrosoi e F. erecta tratados com CM1 e
CM2 produzidos em BFJ pH 6.5. Modelo de CBM murina tratados com PBS ou CM1 (100KDa>CM>1KDa) ou CM2
(CM<I1KDa) na area da lesdo, nos 7° e 14° dias apos a infecgdo e sacrificados no 21° dia. Camundongos selvagens
(WT) Black C/57 foram infectados com 10° hifas e conidios de Fonsecaea (MOI 3:1) no coxim plantar. (A) Animais
tratados com CM1 ou CM2 apresentaram maior aumento no tamanho da lesdo (mm) comparados aos tratados com
PBS. (B) Animais tratados com CM1 ou CM2 obtiveram niveis mais altos na produgdo de TNF ¢ IL-1§ (ELISA) ex
vivo comparados aos grupos tratados com PBS. (C) Animais tratados com CM1 ou CM2 auementaram o numero de
unidades formados de colonia (UFC) na lesdo comparados aos grupos tratados com PBS. (*) representa diferengas

significativas em relagdo ao controle negativo tratado com PBS *P< 0,1, **P<(,01, ***P<0,001, ****P<(,0001.
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5. Discussao

A cromomblastomiscose (CBM) ¢ uma das micoses subcutdneas mais comuns no mundo
e é causada pela inoculg¢do traumatica de propagulos fungicos de fungos dematiaceos (CARRION,
A. 1950; BONIFAZ, 2010). Um dos agentes etiologicos desta doenca sdo as espécies do género
Fonsecaea como, p. ex. o F. pedrosoi, F. monophora, F. nubica e F. pugnacius (DE HOOG, et al.
2004; NAJAFZADEH, M. J. et al. 2010; AZEVEDO, C. M. P. S. et al. 2015). Apesar de novos
trabalhos sobre a imunidade antifungica do hospedeiro em resposta a infeccdo por Fonseceaea
terem sido publicados nos ultimos anos, ainda faltam muitas informagdes sobre os mecanismos de
evasao destes fungos. Estes mecanismos dependem tanto dos fatores de viruléncia do fungo, como
da resposta imunologica do hospedeiro, que favorecem o estabelecimento e cronicidade da doenga.
Além disso, € necessario entender os papéis exercididos pelos diferentes morfotipos do Fonsecaea
sp, como as formas saprofiticas e a forma patogénica do fungo, no decorer dos estagios de infecgao
da CBM.

Apesar de no presente trabalho o foco de estudo ser nas moléculas produzidas por
Fonsecaea e ndo o fungo em si, ¢ importante ressaltar a importancia e os papéis dos diferentes
morfotipos deste fungo na resposta imune do hospedeiro. Estes morfotipos estdo presentes em
diferentes estagios e locais da lesdo durante a progressao da CBM, entdo compreender como
condi¢des ambientais distintas podem afetar a producao e papéis destas moléculas na ativag¢ao da
resposta imune, pode ser importante para o entendimento sobre a patogencidade desta doenga em
humanos.

Até a presente data, ndo existe nenhum trabalho descrevendo a caracterizacao e o papel das
EVs produzidas pelo Fonsecaea sp, nem sobre o papel das moléculas presentes em seus CMs, com
atenc¢do especial na modulacdo da resposta imune in vitro ou in vivo. Este ¢ um trabalho inovador
que investigou os efeitos das EVs e CMs produzidos por F. pedrosoi, F. monophora, F. nubica e
F. erecta sob duas perspectitvas: (a) comparando condi¢des nutricionais diferentes, um meio com
maior disponibilidade de nutrientes (RM) e outro pobre em nutrientes (MM); e (b) comparando os
morfotipos (formas saprofiticas sem a presenca de MCs [MC- MM] x formas saprofiticas com a
presenga de MCs [MC+ MM)]).

As EVs sao estruturas formadas por uma membrana de bicamada fosfolipidica, produzidas

por diferentes tipos celulares, desde bactérias até células de mamiferos, e que sdo liberadas no
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ambiente extracelular (RIZZO, J. et al. 2020; RODRIGUES, M. L. et al. 2015). Os tultimos
trabalhos publicados sobre EVs fngicas indicam que as vesiculas isoladas de fungos patogénicos
humanos conseguem ser reconhecidas pelo sistema imune do hospedeiro e modular sua resposta
imunoloégica (BIELSKA, E. & MAY, R. 2019). As EVs flngicas agem no carreamento de
moléculas para o meio extracelular, como é4cidos ntcleicos (RNA e DNA) (SILVA, R. P. et al.
2019), proteinas (RODRIGUES, M. L. ef al. 2008; SOUZA, J. A. M. et al. 2019), toxinas
(SOUZA, J. A. M. et al. 2019), pigmentos (RODRIGUES, M. L. et al. 2008; EISENMAN, H. C.
et al. 2009), lipideos (ALBUQUERQUIE, P. C. ef al. 2008), polissacarideos (VALLEJO, M. C. et
al. 2011), alérgenos e prions, conforme revisado por Rizzo e colaboradores (2020). Sabe-se que
estas moléculas participam tanto da fisiologia do fungo, quanto dos mecanismos de patogenicidade
e resisténcia, podendo atuar como fatores de viruléncia em mamiferos e plantas. (RODRIGUES,
M. L. et al. 2008; VALLEJO, M. C. et al. 2011; ZAMITH-MIRANDA, D. et al. 2018).

Apesar de que nos ultimos dez anos tenha tido um aumento de publicagdes referentes a
EVs fungicas, apenas em 2018 que estas estruturas foram descritas pela primeira vez para fungos
filamentosos causadores de doenga em humanos (LIU, M. ef al. 2018). A primeira descri¢ao de
EVs para fungos filamentosos foi para as de Alternaria infectoria (SILVA, et al. 2014). Seguido
de Rhizopus delemar (LIU, M. et al. 2018), um dos causadores da mucormicose; posteriormente
de A. fumigatus (SOUZA, et al. 2019) e 4. flavus (BRAUER, et al. 2020); e por fim, protoplastos
de A. fumigatus (RIZZO, J. et al. 2020). Deste modo, percebe-se que os conhecimentos acerca dos
papéis das EVs, produzidos por fungos patogénicos filamentosos, na resposta imune dos
hospedeiros ainda sdao escassos.

O meio nutricional em que os fungos crescem determinam conteudos distintos das EVs,
como descrito para C. neoformans (MARINA, C. L. et al. 2020). As EVs secretadas pelas formas
saprofiticas das quatro espécies de Fonsecaea em RM apresentaram maior quantidade de
proteinas, indicando que meios ricos em nutrientes induzem maior producao de vesiculas. Ja as
EVs isoladas de MM apresentaram menor concentragao de esterol e assim, o meio de cultura que
menos induz producdo dessas estruturas. Quando no meio de cultura esta presente a forma
patogénica, as EVs produzidas em MM produziram niveis de esterol mais altos que MC- MM e
similares a0 RM. No entanto, as formas saprofiticas e patogénicas produziram concentracoes
similares de proteinas em MM. Isto indica que as condi¢des nutricionais tem a capacidade de

modular a quantidade de EV's produzidas pelos fungos.
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A espécie que produziu niveis maiores de ergosterol e proteinas foi a F. erecta entre as
outras espécies. A espécie F. erecta ¢ originalmente, uma espécie isolada do meio ambiente e por
isso pode ter melhor pré-disposi¢ao para crescer em meio de cultura, apesar de que esta linhagem
de F. erecta ter sido inoculada no coxim plantar de camundongo antes de ser utilizada para os
experimentos. Vicente e colaboradores (2017) encontram diversos genes relacionados a viruléncia
expressos por F. erecta como Xegl e Gr-VAP, e também observaram que hifas de F. erecta
possuem maior resisténcia a agdo fungicida de BMDMs do que hifas de F. pedrosoi in vitro,
indicando que as espécies ambientais de Fonsecaea talvez tenham maior capacidade de sobreviver
em diferentes condi¢des. Além disso, encontraram dados referentes a abundancia de dominios
relacionados a alcool desidrogenase (ADH) contendo zinco para F. erecta (VICENTE, V. et al.
2017), que sdo enzimas com diversos papeis bioldgicos, como p. ex., a tolerancia a ambientes
toxicos e extremos, conforme ja foi observado para outros fungos negros (TEIXEIRA, M. et al.
2017). Isto indica que, apesar de F. erecta ser uma espécie ambiental, ela possui mecanimos
capazes de estimular a resposta imunolégica do hospedeiro mamifero.

Em relagdao ao tamanho das EVs isoladas de F. pedrosoi, F. monophora, F. nubica ¢ F.
erecta, em diferentes condicdes, elas demonstram ser altamente heterogéneas em tamanho e em
morfologia entre si, 0 que corrobora com caracterizagdes feitas de outras EVs fungicas em que
estas estruturas demonstram variar ndo s6 em termos de didmetro, como de eletro-densidade,
pigmentagdo e presenca de vesiculas internas adicionais (BIELSKA, E. & MAY, R. 2019). Em
2018, a Sociedade Internacional de Vesiculas Extracelulares (ISEV) publicou um artigo com novas
diretrizes para EVs, em que eles dividem as vesiculas de acordo com seu tamanho em dois grupos:
vesiculas pequenas (<150nm; sEVs) e vesiculas médias/grandes (>150nm; m/IEVs). Apesar desta
distingdo nao ser exclusiva para EVs produzidas por fungos, pode-se observar padroes
semelhantes, como as EVs liberadas por C. albicans, que apresentam EVs entre 50-100nm e EVs
maiores que 100nm (ALBUQUERQUE, P. C. et al. 2008; VARGAS, G. et al. 2015); para A.
fumigatus com EVs entre 100-200nm e entre 300-595nm (SOUZA, J. A. M. et al. 2019); para C.
neoformans com EVs entre 10-150nm e entre 400-100nm (RIZZO, J. et al. 2017); entre outros. As
espécies de F. nubica e F. monophora liberaram tanto EVs pequenas (entre 10-150nm) como EVs
maiores (entre 200-600nm), parecido com dados encontrados para outras vesiculas isoladas de
outros fungos patogénicos (ALBUQUERQUE, P. C. ef al. 2008; SOUZA, J. A. M. et al. 2019;
RIZZO, J. et al. 2017). Contudo, pode-se obervar que para F. pedrosoi e F. erecta, existem
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populagdes de EVs ainda maiores que as outras espécies de Fonsecaea, que parecem ter entre 600-
1500nm. EVs tdo grandes, possivelmente ndo possuem a capacidade de sair do interior da célula
para o meio extracelular, o que indica que EVs muito grandes devem ser, na verdade, vesiculas
que acabam se agrupando e nao sdo analisadas como EVs individuais por DLS. Esta informacao
foi confirmada pela MET em que podemos enxergar grandes aglomerados de EVs, principalmente
em MM sem a presenca de MCs e em RM.

Além de confirmar a heterogeneidade de tamanhos e formas das EVs de Fonsecaea sp, a
MET permitiu observar a presenga de estruturas hexagonais melanizadas associadas a EVs
produzidas na presenca de MCs (MC+ MM). Franzen e colaboradores (2006) fizeram diversas
analises por MET e por miscroscopia eletronica de emissdo de campo (FESEM) de conidios e MCs
de F. pedrosoi e observaram que as MCs liberam pedagos de parede ricos em melanina que se
assemelham em formato e tamanho com as estruturas observadas na microscopia deste trabalho.
Além disso, MCs tem maior deposicdo de melanina em sua parede celular em relacdo as formas
saprofiticas (FRANZEN, A. et al. 2006), reforcando que possivelmente estas estruturas sdo
fragmentos de parede ricos em melanina.

Um fator de viruléncia importante para Fonsecaea e que esta presente tanto nas EVs quanto
nos CMs ¢ a melanina, que demonstra ser importante na patogenicidade de varios fungos negros
(ALVIANO, C. S. et al. 1991). Sabe-se que MCs de F. pedrosoi depositam mais melanina em sua
parede celular em comparacao as suas formas saprofiticas (BREDA, L. C. D. et al. 2020) e,
possivelmente, esta maior produ¢do de melanina pode estar associada aos resultados observados
neste trabalho referente as moléculas extracelulares produzidas na presenga de MCs, conforme
sera discutido mais para frente.

A melanina ¢ um polimero estavel, insoluvel em agua e pode ser extraida de fungos por
meio de certos procedimentos (ALVIANO, C. S. et al. 1991; FRANZEN, A. J. et al. 2006).
Diversos papéis de viruléncia ja foram atribuidos a melanina de F. pedrosoi como: (a) a protecao
contra o estresse oxidativo em macrofagos, por meio da habilidade da melanina de prender NO,
levando a inibicao de iNOS (BOCCA, A. L. et al. 2006; CUNHA, M. M. L. et al. 2010); (b)
inibicdo da fagocitose (CUNHA, M. M. L. et al. 2005; CUNHA, M. M. L. et al. 2010); (c) diminuir
a acdo microbicida contra F. pedrosoi pelo mascaramento de componentes antigénicos presentes
em sua parede celular (NIMRITCHER, L. ef al. 2005); resisténcia a eliminagdo pro macrofagos in

vitro (CUNHA, M. M. L. et al. 2005); e (d) ativar o sistema complemento humano (PINTO, L. et
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al. 2018). Desta forma, a melanina demonstra ser importante na patogenicidade e protetividade de
Fonsecaea durante a CBM e possivelmente, esta molécula deve agir na modulacao do sistema
imune em conjunto com as outras moléculas extracelulares presentes tanto nos CMs, quanto nas
EVs.

A citocina TNF ¢ uma molécula essencial na ativagao da resposta imune durante infecgdes
fingicas, atuando em uma resposta pro-inflamatdria, sendo produzido a partir de diversas
interagdes com moléculas produzidas pelo patégeno, como PAMPs e DAMPs via receptor de
Dectina-1, Dectina-2, MR, Mincle, entre outros (BROWN, D. G. 2012). Sabe-se que para fungos
a sinalizacdo conjunta via ligagdo Dectina-1 e Myd88 com TLRs, induzem a produgao de citocinas
como TNF, IL-10 e IL-6 e problemas de reconhecimento de moléculas produzidas pelo patégeno
podem acarretar em uma resposta prejudicada do hospedeiro (BROWN, D. G. 2012; CALICH, V.
L. G. et al. 2008).

Em relagdo a produgdo de citocinas por BMDMSs co-cultivados com EVs isoladas a partir
de condig¢des nutricionais diferentes, pode-se observar que as EVs produzidas em RM tem maior
capacidade de estimular os niveis de secrecao de TNF e IL-10 in vitro, enquanto as EVs isoladas
de MC- MM niao demonstram capacidade de induzir a produgdo de TNF, e, com a excecdo de F.
monophora, as demais foram capazes de inibir a produ¢do desta citocina na presenga de LPS. Na
presenca da forma patogénica, ndo foi observado producdo espontanea desta citocina, mesmo apos
estimulo com LPS. Este padrao ¢ semelhante ao observado para EVs produzidas pelo fungo negro
filamentoso 4. fumigatus, que possuem a capacidade de estimular a produgdo de TNF e CCCL2
por BMDMs e aumentar os niveis de produgdao TNF e IL-1f por neutréfilos in vitro (SOUZA, J.
A. M. et al. 2019). Além da anélise de citocinas, foi encontrado uma gama de proteinas presentes
no interior das EVs de A. fumigatus como: hidrolases, envolvidas com o remodelamento de parede
(BROWN, L. 2015); quinases e dismutases, relacionadas ao crescimento e resisténcia do fungo a
temperaturas mais altas; chaperonas, envolvidas com a morfogénese, resposta ao estresse,
resisténcia antifingica e viruléncia, como, p. ex. HSP90, observada em diversos fungos
paotgénicos (ALBUQUERQUIE, P. et al. 2008; RODRIGUES, M. L. et al. 2008; SOUZA, J. A.
M. et al. 2019); e alérgenos relevantes para Aspergillus como Asp f-1, Asp -3 e Asp f-4 (SOUZA,
J.A. M. et al. 2019).

Além do TNF, as EVs produzidas, em meio RM e MC- MM, por F. pedrosoi, F.

monophora, F. nubica, e ndo F. erecta, conseguiriam estimular os niveis de IL-1P na auséncia de
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LPS, ou seja, possivelmente atuando como primeiro sinal na produ¢do desta citocina. Contudo,
EVs isoladas de MM nao aumentaram tanto o nivel de secre¢ao desta citocina em comparagao as
vesiculas cultivadas em RM. Indicando que, no geral, EVs cultivadas em RM tem maior
capacidade imunoestimulatéria. Os resultados referentes a produgdo de IL-1P deste trabalho sao
parecidos com os resultados encontrados para EVs de C. neoformans, em que tanto EVs cultivadas
em RM (SDB 100%) quanto em MM, conseguem agir como primeiro sinal na producgdo de IL-13
por BMDMs (MARINA, C. L. et al. 2020), ou seja, possivelmente atuando na ativacdo do
inflamassoma. Contudo, diferentemente das EVs produzidas por C. neoformans supracitadas,
neste trabalho as EVs de Fonsecaea isoladas de RM demonstram ser mais imunoestimulatorias do
que as em MM, aumentando os niveis de TNF, IL-1p e IL-10 in vitro, enquanto as EVs de C.
neoformans cultivadas em MM tem o padrao contrario , demonstrando ativar mais a produgao de
citocinas pro-inflamatorias do que as EVs isoladas de RM (MARINA, C. L. ef al. 2020). Outra
espécie de fungo filamentoso capaz de produzir EVs com potencial pro-inflamatério sdao as
vesiculas isoladas de A. flavus que sdo capazes de estimular a producao de NO, TNF, IL-1 e IL-
6 por BMDMs in vitro, além de induzir a polarizagdo de macrofagos do tipo M1, aumentando os
niveis de iNOS, um cléassico marcador na polarizagdo de M1 (BRAUER, V. S. et al. 2020).

Além do mais, foi investigado o papel de EVs produzidas por C. albicans cultivado em
MM em que estas EVs conseguiram aumentar os niveis de IL-12, IL-10, TNF, TGF- 3 ¢ NO por
macréfagos, BMDMs e BMDCs in vitro (VARGAS, G. et al. 2015). Apesar de ndo terem
comparado as EVs de C. albicans com vesiculas produzidas a partir de RM, pode-se observar que,
em conjunto, com os dados encontrado para C. neoformans, que o MM parece ser um bom tipo de
meio de cultura para promover a producao de EVs fungicas (VARGAS, G. et al. 2015; MARINA,
C. L. et al. 2020), apesar de que as espécies de Fonsecaea tendem a produzir EVs mais pro-
inflamatérias em RM.

O polimorfismo observado nas espécies de Fonsecaea demonstra ser essencial para
sobrevivéncia e patogenicidade destes fungos no hospedeiro, semelhante ao observado para outras
espécies de fungos (DONG, B. et al. 2014; SIQUEIRA, 1. M. et al. 2017; GAUTHIER, G.M.
2017). Recentemente, resultados publicados por Siqueira e colaboladores (2017), do nosso grupo,
demonstraram em modelo in vitro e in vivo que hifas e MCs de F. pedrosoi possuem a capacidade
de gerar uma lesdo semelhante a encontrada em humanos, enquanto a infec¢do por conidios nao

alcanca a fase cronica da doenga em camundongos. Além disso, os conidios induziram niveis
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menores de secre¢do de citocinas pro-inflamatérias do que hifas e MCs (SIQUEIRA, 1. M. et al.
2017). Quando comparamos estes dados com o das EVs, vimos que, apesar da MC induzir mais
citocinas in vitro e in vivo, as EVs ndo induziram a secre¢do das citocinas, mostrando que as MCs
devem secretar outras moléculas ou estimular via componentes de parede.

Os dados observados para EVs obtidas em MM na presenca ou auséncia de MCs
corroboram com os resultados encontrados por Sousa e colaboradores (2011) em que a infec¢ao
intratraqueal in vivo por conidios de F. pedrosoi levaram ao aumento de IL-10 e uma inibi¢do na
producao de TNF. Além disso, foi descrito por membros do nosso laboratério que hifas, mas nao
conidios de F. pedrosoi conseguem estimular a producdo de IL-1p em BMDMs e THP-1 in vitro
(CASTRO, R. A. et al. 2017). Desta forma, hifas e MCs demonstram ser os morfotipos de
Fonsecaea sp capazes de modular a resposta imune do hospedeiro, enquanto conidios ndo.

Rizzo e colaboradores (2020) analisaram o papel das EV's produzidas por protoplastos (sem
parede celular) de conidios germinativos de A4. fumigatus. Para A. fumigatus, foi observado que
protoplastos em processo regenerativo liberam mais EVs do que protoplastos recém-formados,
apesar de em ambos os casos ter ocorrido a produgao significativa de EVs, indicando que estas
vesiculas ndo sdo exclusivas para o processo de sintese de parede e que possivelmente, estdo
envolvidas com a resposta ao estresse e falta de nutrientes (RIZZO, J. et al. 2020). Compreender
o papel das EVs produzidas na presenga e auséncia de parede celular € interessante, visto que
pouco se sabe sobre os mecanismos de saida das EVs para o meio extracelular e também pelo fato
de diferentes morfotipos de fungos possuirem composi¢des de parede diferentes entre si. No caso
de espécies do género Fonsecaea p. ex., as MCs tem a parede mais grossa e rica em melanina, e
os conidios as menos espessas € menos pigmentadas (BREDA, L. C. D. et al. 2020). Desta forma,
possivelmente as moléculas extracelulares (EVs e CMs) produzidas na presenga de MCs, podem
ter um papel mais inibitdrio do que estas moléculas produzidas somente pelas formas saprofiticas
de Fonsecaea sp por conta de uma maior presenga da melanina, ja que a melanina esta relacionada
a protecdo do fungo no hospedeiro (NIMRITCHER, L. et al. 2005; BOCCA, A. L. et al. 2006;
CUNHA, M. M. L. et al. 2010), como foi discutido anteriormente.

Apesar das EVs produzidas por F. pedrosoi, F. monophora, F. nubica e F. erecta obtidas
a partir de MM na presenca de MCs terem um perfil mais imunoinibitério, a producao de IL-10,
um importante citocina anti-inflamatoria, foi significativa apenas para as EVs isoladas de RM e

MM sem a presenca de MCs, principalmente em RM. Desta forma, provavelmente o perfil
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inibitério das EVs produzidas na presenca de MCs ndo deve estar relacionado com a via de
ativacao da producao de IL-10 e reforca novamente o amplo perfil imunoestimulatério das EVs
produzidas em RM.

Grande parte dos estudos feitos com EVs fungicas, faz-se uma analise protedmica, como
para: A. fumigatus (SOUZA, J. A. M. et al. 2019; RIZZO0, J. et al. 2020); C. albicans (VARGAS,
G. et al. 2015); C. neoformans (RODRIGUES, M. L. et al. 2008); H. capsulatum
(ALBUQUERQUE, P. C. et al. 2008); P. brasiliensis (VALLEJO, M. C. et al. 2011); S.
brasiliensis (IKEDA, M. A. K. et al. 2018); e S. cerevisae (OLIVEIRA, D. L. et al. 2010), entre
outros. Analisar e compreender as fun¢des das proteinas encontradas em EVs fingicas ¢ essencial
para entender o papel e a biogénese destas vesiculas (RODRIGUES, M. L. et al. 2014),
principalmente quando consideramos diferentes condi¢des ambientais em que essas EVs sdo
produzidas. Para 4. fumigatus, C. neoformans e C. albicans, p. ex., as analises protedmicas
permitiram encontrar diversas proteinas envolvidas tanto com fungdes fisiologicas, quanto com
funcdes patogénicas (SOUZA, J. A. M. et al. 2019; R1ZZO, J. et al. 2020; RODRIGUES, M. L. et
al. 2008; VARGAS, G. et al. 2015). No futuro tais dados serdo analisados para as EVs isoladas
pelas quatro espécies de Fonsecaea estudadas neste trabalho e irdo permitir um aprofundamento
ainda maior sobre as fungdes destas EVs na resposta imune do hospedeiro.

Ap0s analisar, comparar e caracterizar as EVs produzidas por Fonsecaea, verificamos o
papel das moléculas presentes no meio de cultura, chamado de CM1 (>100kDa e > 1kDa) e no
CM2 (< 1 kDa) produzidos por F. pedrosoi, F. monophora, F. nubica e F. erecta cultivados ou
em RM e em MM na auséncia de ou na presenga de MCs na capacidade de modular a produgao de
citocinas de BMDMs in vitro e na progressao da CBM in vivo. Existem poucas informagdes na
literatura sobre as moléculas extracelulares presentes nos CMs de fungos e suas fungdes na
modulagdo da resposta imune tanto in vitro, quanto in vivo, o que dificulta comparar o papel das
moléculas presentes nos CMs de Fonsecaea com de outras espécies de fungos.

De modo geral, tanto o CM1 quanto o CM2 produzidos por F. pedrosoi, F. monophora, F.
nubica e F. erecta tem padrdes semelhantes nos niveis de secrecao de TNF, IL-1p e IL-10 entre
si. As moléculas presentes nos CMs isolados a partir de MC- MM, e ndo em RM ou em MC+ MM,
possuem a capacidade de estimular a producdo da citocina pré-inflamatoria TNF sem a presenca
de LPS. Este mesmo padrdo ¢ observado para F. nubica cultivado em RM, em que seu CM

consegue aumentar os niveis de secrecao de TNF. Ja os CMs produzidos por F. erecta e F. pedrosoi
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na presenca de MCs inibem a produ¢do de TNF. Assim, estes dados apontam que conidios e hifas
de Fonsecaea produzem moléculas extracelulares que aumentam a produgao de TNF, enquanto as
moléculas dos CMs isoladas de cultivo na presenca de MCs, ou ndo ativam, ou inibem a producao
de TNF por BMDMs in vitro.

Existem certos possiveis fatores de viruléncia extracelulares para o género Fonsecaea
como: melanina, que ¢ a Ginica molécula conhecida por ser, de fato, um fator de viruléncia para F.
pedrosoi (FRANZEN, A. J. et al. 1999; FRANZEN, A.J. et al. 2008; CUNHA, M. L. et al. 2010),;
sialidases (ALVIANO, et al. 2004); peptidases diversas (PALMEIRA, V. F. et al. 2005;
PALMEIRA, V. F. et al. 2006; PAMEIRA, V. F. et al. 2018); heat shock protein (HSP)
(LAURENT-WINTER, C. 1992; BOMBASSARO, A. et al. 2020); entre outros. Palmeira e
colaboradores (2006) analisaram os perfis de enzimas proteoliticas secretadas de conidios de F.
pedrosoi a partir do cultivo em dois meios de cultura definidos distintos, para verificar se o padrao
de secrecdo dessas moléculas ¢ dependente das condigdes nutricionais em que o fungo se
desenvolve. Assim, observaram que os padrdes de secre¢do das peptidases por conidios de F.
pedrosoi eram altamente dependentes das condi¢des nutricionais de cultivo (PALMEIRA, V. F. et
[. 2006). Para fungos, as peptidades demonstram serem importantes no estabelecimento do
patogenos durante a infec¢do, clivando as liggdes peptidicas de proteinas, favorecendo a inavasao
de patdgenos no tecido do hospedeiro (MONOD, M. et al. 2002). Dessa forma, esses dados
indicam que possivelmente o perfil das moléculas presentes nos CMs isolados de Fonsecaea esta
relalacionado com as variadas condi¢des nutricionais de cultivo, explicando a heterogeneidade do
potencial imuniestimulatorio observados para estes CMs.

Ap6s verificar a producdo de TNF, analisamos os niveis de producgdo de IL-1B, que como
ja foi discutido anteriormente, ¢ uma citocina importante na resposta imune inata do hospedeiro e
principalmente, na ativacdo do inflamassoma, em conjunto com a citocina IL-18. Além disso, sabe-
se que para ativagdo do inflamassoma € necessario que ocorra uma sinaliza¢do intracelular,
geralmente via DAMPs, para que ocorra a montagem deste complexo (VANAIJA, S. K. et al.
2014). Apesar deste trabalho nao ter investigado mais afundo o papel destas moléculas na
modulacdo do inflamssoma, verificar e comparar a producdo de IL-1p ¢ um bom indicador para
entender se EVs e as moléculas presentes nos CMs conseguem ativar ou inibir este complexo

imunoproteico.
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J& foi demonstrado em diferentes modelos que a producdo de IL-13 e IL18 sdo importantes
na modulacdo da resposta imune inata e adaptativa em infec¢des fungicas (GUO, C. et al. 2014;
KARKI, R. et al. 2015). Especialmente a citocina pro-inflamatéria IL-1p, que demonstra ser umas
das citocinas chaves em diversos eventos voltados a ativacdo e regulagdo da inflamagao
(DINARELLO, C. A. A.2011). Durante certas infec¢des fingicas, como na CBM, o inflamassoma
NLRP3 demonstra ser o mais importante na resposta imune e sua ativagao esta relacionadas a
variedade fenotipica encontrada nos fungos (VANAJA, S. K. et al. 2014; TAVARES, A. H. et al.
2015; CASTRO, R.J. A. et al. 2017). Em 2017, integrantes do nosso laboratério demonstram que
hifas e MCs possuem a capacidade de estimular a producdo de IL-1B em macréfagos e DCs
(SIQUEIRA, et al. 2017). Posteriormente, Castro e Colaboradores (2017) demonstraram que hifas
de F. pedrosoi ativaram a produgdo de IL-1 em BMDCs e BMDMs via Dectina-1, Dectina-2 e
Dectina-3 pela via de sinalizacdo SyK-NF-kB promovendo a ativagdo do inflamassoma NLRP-3.
Contudo, este complexo ndo foi capaz de imunomodular positivamente a infecgao in vivo.

Nossos resultados a partir da interagdo de BMDMSs com os CMs isolados de Fonsecaea €
seu efeito nos niveis de IL-1p, apontam que as moléculas presentes em ambos os CMs conseguem
ativar a producdo de IL-1P sem a presenca de NG, ou seja, agindo como o segundo sinal na ativagao
do inflamassoma. Além disso os CMs isolados de F. pedrosoi cultivado em MM parecem
conseguir induzir a secrecdo de IL-1p também na auséncia de LPS, ou seja, agindo como primeiro
e segundo sinal. Os CMs produzidos por F. pedrosoi, F. monophora e F. erecta a partir de RM
ativam menos a produ¢do de IL-1B. J4 o CM de F. nubica em RM ativa significativamente a
producao de IL-1P na presenca ou auséncia de LPS e/ou NG, agindo como primeiro e segundo
sinal. Em relagdo ao CM2, observa-se que, com excecdo de F. pedrosoi, as moléculas presentes
nestes CMs tem a capacidade de inibir a secre¢do de IL-1p mesmo na presenca de LPS+NG. Desta
forma, observa-se que os padrdes de imunomodulagdo in vitro desses CMs varia tanto de acordo
com a condicao de cultivo, quanto com a espécie, demonstrando possuirem moléculas com fungdes
heterogéneas e com potencial de atuar na modulagdo da resposta imune do hospedeiro.

Biirguel e colaboradores (2020) do nosso grupo, isolaram os CMs da forma capsular € nao-
capsular de C. neoformans e observaram que as moléculas presentes no CM da forma capsular do
fungo levaram a inibi¢do na producao da citocina IL-1f tanto in vitro quanto in vivo e que BMDMs
tratados previamente com os CMs e co-cultivados com a cepa virulenta H99 de C. neoformans,

tem pior desempenho em responder a infec¢do, levando a menores taxas de fagocitose, maior carga
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fingica e aumento da vomocitose. Além disso, observaram que in vivo o CM possui a capacidade
de aumentar a sobrevivéncia do fungo no hospedeiro (BURGUEL, P. H. et al. 2020). Apesar dos
CMs produzidos em MM terem demonstrado ativar a produgdo de IL-1B, os CMs em MM nao
conseguem, indicando que, dependendo da condig¢dao nutricional, as espécies de Fonsecaea irdo
produzir CMs com papéis imunoestimulatorios variados. Além do mais, ja foi observado que o
CM produzido a partir do cultivo de C. albicans em fase estacionéria consegue proteger leveduras
contra o estresse oxidativo in vitro (WESTWATER, C. et al. 2005), reforcando a importancia
destas moléculas extracelulares na protecao do fungo.

Desta forma, além das condi¢des nutricionais, os morfotipos de Fonsecaea sp também
produzem moléculas com papéis imunoestimulatorios diferentes entre si. Isto € interessante, visto
que Palmeira e colaboradores observaram classes distintas de peptidases produzidas por conidios
de F. pedrosoi (PALMEIRA, V. F. et al. 2005), hifas (PALMEIRA, V. F. et al. 2006) ¢ MCs
(PALMEIRA, V. F. et al. 2018) de F. pedrosoi. Para hifas de F. pedrosoi, foi encontrada uma
ampla producdo de peptidases asparticas, que tem sua melhor atividade em pHs dacidos e
possivelmente estao envolvidas com a formacao de MCs na lesao tecidual (PALMEIRA, V. F. et
al. 2006). Além disso, este mesmo grupo analisou a produgdo de peptidases de MCs de F. pedrosoi
e observaram que este morfotipo também produz peptidases acidas, mas com padrdes diferentes
dos conidios e hifas desta mesma espécie, em que MCs demonstraram produzir peptidases
aspartica preferencialmente em pH 4 e com menor atividade enzimatica do que comparado as dos
conidios (pH4 ideal) e hifas (pH2 ideal) (PALMEIRA, V. F. et al. 2018).

Assim, estes resultados demonstram que as condi¢des de cultivo, os morfotipos ¢ as
diferentes espécies de Fonsecaea produzem moléculas extracelulares com potencial de atuarem
como fatores de viruléncia e com padrdes de ativacdo de citocinas pro- e anti-inflamatdrias
diversos. E importante ressaltar que apesar das espécies de Fonsecaea terem genomas semelhantes
entre si (VICENTE, V. etal. 2017), apenas as espécies F. pedrosoi e F. nubica sao exclusivas para
CBM (NAJAFZADEH, M. J. et al. 2010; YOU, Z. et al. 2019). Além disso, F. nubica foi recém-
descoberta e por isso existem poucas informagdes sobre sua patogenicidade. J& F. monophora é
considera oportunista, causando também feohifomicose e infeccdes em outros Orgaos
(NAJAFZADEH, M. J. et al. 2010). E como ja foi discutido anteriormente, F. erecta ¢ a Uinica
espécie isolada originalmente do meio ambiente (VICENTE, V. A. et al. 2013) neste trabalho. Tais

diferencas relacionadas com o ciclo de vida, aspectos clinicos e patogenicidade destes fungos
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podem estar relacionadas com os variados papéis exercidos pelas EVs e moléculas presentes nos
CMs produzidas por Fonsecaea sp observados aqui.

Para verificar se as moléculas presentes nos CMs de Fonsecaea realmente possuem a
capacidade de promover um aumento da resposta inflamatoria, isolamos o CM1 e o CM2
produzidos por F. pedrosoi e F. erecta a partir de MM na auséncia de MCs e inoculou-se 25puL
destas solugdes na area da lesdo 7 e 14 dias apds a infec¢do. Os animais foram sacrificados no 21°
dia conforme descrito em Materiais e Métodos. Vicente e colaboradores (2017) verificaram os
potenciais de infeccdo de diferentes espécies de Fomnsecaea, tanto por andlises de comparacao
gendmica de espécies patogénicas e ambientais, como também por experimentos in vivo utilizando
larvas de Galleria mellonella ¢ camundongos BALB/c (WT). Utilizando o modelo de G.
mellonella, eles observaram que a infecg¢ao por F. erecta e F. monophora levaram a diminuigao
do tempo de vida das larvas em relagdo ao grupo infectado por F. pedrosoi e o grupo controle
(VICENTE, V. et al. 2017). Esta alta capacidade de viruléncia de F. erecta ¢ dificil de ser
explicada, visto que esta ¢ uma espécie ambiental, contudo as espécies ambientais do género
Fonsecaea demonstram apenas ter preferéncia pelo tecido vegetal, sendo algo de natureza
acidental e ndo proposital, em que essas espécies também possuem a capacidade de infectar tecido
animal (DE HOOG, G. S. et al. 2004).

Além disso, este mesmo grupo observou que o padrdo de infec¢do por F. erecta foi
semelhante a infecgdo por F. pedrosoi em camundongos, em que ambas as espécies levaram a
producdo de altos niveis de TNF, IL-1p, IL-6 e MCP-1, além de terem aumentados os niveis de
UFC na lesao. Estes dados se assemelham ao encontrado neste trabalho em que F. pedrosoi e F.
erecta, em que ambas as espécies foram capazes de gerar lesdes semelhantes entre si ao longo do
experimento. Contudo, neste caso foi comparado o efeito dos CMs na progressao da infeccao e
ndo s6 o potencial infeccioso das espécies em si. De qualquer forma, mesmo tratando os animais
com os CMs ndo foi observada diferenca entre as espécies, mas sim em relagdo ao controle com
PBS, em que as moléculas presentes nos CMs de F. pedrosoi e F. erecta levaram ao aumento da
area da lesdo, na carga fungica no coxim plantar (UFC) e um aumento na produgao de TNF e IL-
1B ex vivo, indicando que as moléculas extracelulares produzidas por estas espécies presentes em
seus CMs agem como fatores de viruléncia pré-inflamatorios tanto in vitro, quanto in vivo € que
as espécies ambientais realmente possuem a capacidade ndo s de infectar tecido animal, quanto

de gerar moléculas com potencial de viruléncia.
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6. Conclusoes
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As EVs das espécies de F. pedrosoi, F. monophora, F. nubica e F. erecta demonstraram
serem capazes de imunomodular a producdo de TNF, IL-1B e IL-10 in vitro e o padrao de
modulagado na produgdo destas citocinas esta relacionada com as condigdes nutricionais de cultivo
em que estas vesiculas foram obtidas. As EVs produzidas em RM demonstraram serem as
vesiculas com maior capacidade imunoestimulatoria em comparacdo as EVs isoladas de MM. Ja
as EVs obtidas na presenga de MCs em MM demonstram ser menos pro-inflamatorias e mais
inibitorias, no geral, do que EVs produzidas na auséncia de MCs e em RM. Por fim, as EVs
produzidas em RM agem como primeiro sinal na ativacao de IL-1p, enquanto as isoladas de MM
demonstram agir como o segundo sinal.

O CM1 e CM2 produzidos pelas formas saprofiticas de F. pedrosoi, F. monophora, F.
nubica e F. erecta em MM demonstraram ser os que mais estimulam a produgdo de TNF, IL-1B e
IL-10 in vitro em comparagdo as moléculas obtidas de RM ¢ de MM na presenca de MCs. Além
disso, observou-se que as moléculas extracelulares presentes nos CMs obtidos em MM na auséncia
de MCs agem como primeiro e segundo sinal na producdo de IL-1B, enquanto as obtidas na
presenca de MCs agem somente como segundo sinal e as isoladas de RM nao sdo capazes de
promover a producdo desta citocina. Além disso, os CMs de F. pedrosoi e F. erecta obtidos de
MM sem a presenca de MCs demonstram agravar a progressao da CBM murina, semelhante aos
dados in vitro observados anteriormente, reforcando o potencial de viruléncia destas moléculas.

Pode-se concluir que as EVs e as moléculas extracelulares presentes nos CMs de F.
pedrosoi, F. monophora, F. nubica e F. erecta sdo capazes de modular a producgdo de citocinas
importantes na resposta imune inata do hospedeiro e que esta modulacdo esta relacionada a
condi¢do nutricional de cultivo em que estas moléculas foram obtidas, agindo assim, como
possiveis fatores de viruléncia.

Por fim, ainda existem muitas informagdes a serem obtidas acerca do papel de EVs e outros
componentes extracelulares produzidos por fungos patogénicos, prinicpalmente, os filamentosos
durante infec¢des e ¢ de interesse do laboratério compreender mais afundo os mecanismos
moleculares envolvidos com esta comunicagcdo entre o patdgeno-patdogeno € o patogeno-

hospedeiro pelo ambiente extracelular e qual a importancia destas moléculas na resposta imune
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