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RESUMO

A liberacdo de biomoléculas pelas células de diferentes organismos tem sido
associada a secrecdo de vesiculas extracelulares (VES), um mecanismo evolutivamente
conservado e considerado um veiculo de comunicacdo intercelular. Estudos recentes
demonstraram que a liberacdo de VEs por varios microrganismos, incluindo fungos
patogénicos, esta associada a fisiologia e patogenicidade destes microrganismos. Neste
trabalho, nds isolamos, pela primeira vez, VEs produzidas por Aspergillus fumigatus, um
organismo ubiquo e saprofitico e considerado um importante agente patogénico. As primeiras
caracterizacOes estruturais das VEs de A. fumigatus demonstraram uma producdo de
estruturas circulares delimitadas por uma bicamada lipidica, caracteristicas de VEs, que
apresentam predominantemente 100 a 200 nm de diametro. As VEs de A. fumigatus possuem
ergosterol e uma carga proteica bastante diversa, com proteinas relacionadas ao
remodelamento da parede celular e metabolismo, além de proteinas envolvidas na viruléncia
como, resisténcia ao estresse oxidativo e alérgenos. Demonstramos que fagoécitos séo
capazes de internalizar VEs de A. fumigatus e a sensibilizacdo prévia de macrofagos e
neutréfilos derivados da medula 6ssea (BMDN) com VESs, antes do desafio com o fungo,
resultou em um aumento da capacidade fagocitica culminando em uma maior depuracdo do
patdgeno flngico. Foi demonstrado também que as VEs deste fungo sao capazes de induzir
a producgéo de TNF-a e CCL2 por macréfagos e um efeito aditivo foi observado na producéo
destes mediadores quando as células foram desafiadas com conidios do fungo. Em BMDN,
sensibilizados com VEs, foi observado um aumento na producdo de TNF-a e IL-1pB, frente a
exposi¢cdo aos conidios. Adicionalmente, em modelo animal de imunizagdo com VEs de A.
fumigatus, foi observado uma reducéo do infiltrado inflamatorio para os alvéolos dos animais,
apos infeccao intranasal com conidios de A. fumigatus. A imunizacdo também conferiu uma
reducd@o na producd@o dos mediadores pro-inflamatérios IL-1B, IL-6 e CXCL1 e um aumento
de IL-17, ap6s infecgdo. A diminuicdo da producdo de IL-18, em animais imunizados, foi
corroborada com uma menor ativacdo do inflamassoma, caracterizada por uma menor
ativacdo de caspase-1. Por fim, ndés avaliamos a participacdo das proteinas do complexo
ESCRT na biogénese das VEs de A. fumigatus. Nés observamos uma regulacao positiva de
proteinas de todos os complexos proteicos pertencentes a via ESCRT durante o crescimento
de A. fumigatus, sugerindo a participacéo destes complexos na secrecéo de VEs neste fungo.
Em conjunto, demonstramos que A. fumigatus produz VEs biologicamente ativas capazes de
impactar na resposta imune e inflamatoria, tanto in vitro quanto in vivo, aumentando a
depuracéo fungica e diminuindo a resposta inflamatoria. Neste sentido, VEs de A.fumigatus
podem representar um novo alvo na formulagcdo de métodos profilaticos contra aspergilose.

Palavras-chave: Vesiculas extracelulares, fungos filamentosos, Aspergillus fumigatus.



ABSTRACT

The release of biomolecules by cells of different organisms have been associated with
the secretion of extracellular vesicles, an evolutionarily conserved mechanism considered a
potent vehicle of intercellular communication. Recent studies demonstrated that EV liberation
from many microorganisms, including pathogenic fungi, is associated with the physiology and
pathogenicity of these microorganisms. In this work we isolated, for the first time, EVs
produced by A. fumigatus, an ubiquitous and saprophytic organism, considered an important
pathogen in immunocompromised patients. The first structural EVs characterizations from A.
fumigatus demonstrated a production of circular bilayer structures, a characteristic of EVs, with
100 to 200 nm diameter. A. fumigatus EVs have ergosterol and a protein burden very diverse,
containing proteins related to the remodeling of cell wall and metabolism, and proteins involved
in virulence like REDOX proteins and allergens. We demonstrated that phagocytes are able to
internalize A. fumigatus EVs, and the sensitization of phagocytic cells (macrophages and
bone-marrow derived neutrophils — BMDN) with EVs, before fungus challenging, resulted in
an increasing of phagocytic capacity culminating in a higher clearance of the fungal pathogen.
It was also demonstrated that EVs of this fungus are able to induce production of TNF-a and
CCL2 by macrophages and an additive effect was observed in production of these mediators
when the cells were challenged with conidia. In EVs sensitized BMDN, there was an increase
in TNF-a and IL-1B production after conidia exposure. Moreover, in an animal immunization
model with EVs from A. fumigatus, there was a reduction in inflammatory infiltrate to alveoli of
animals after intranasal infection with A. fumigatus conidia. The immunization also conferred
a reduction in production of the pro-inflammatory mediators IL-B, IL-6 and CXCL1, and a slight
increase of IL-17 after infection. The decrease of IL-1 in immunized animals was corroborated
by a lower activation of inflammasome, characterized by a lower activation of caspase-1. We
also evaluated the participation of proteins from ESCRT complex in A. fumigatus EVs
biogenesis. We observed a positive regulation of protein expression in all ESCRT complexes
during the A. fumigatus growth for up to 48 hours, suggesting the participation of those
complexes in EVs secretion in this fungus. Taken together, we demonstrated that A. fumigatus
produces biologically active EVs that are able to impact inimmune and inflammatory response,
both in vitro and in vivo, increasing the fungal clearance and decreasing the inflammatory
response. In this sense, A. fumigatus EVs may represent a new target for the formulation of

prophylactic methods against aspergillosis.

Keywords: Extracellular vesicles, filamentous fungus, Aspergillus fumigatus.
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1. INTRODUCAO

1.1 Vesiculas extracelulares (VES)

A secrecdo de proteinas, polissacarideos, metabdlitos secundarios e outros fatores, é
um processo vital que ocorre desde organismos simples, como as bactérias, até organismos
multicelulares complexos, incluindo mamiferos. A secre¢cdo dessas moléculas objetiva a
alteracéo do microambiente para atender as necessidades das células. Em procariotos, esses
modificadores ambientais podem ser proteinas com atividade catalitica que degradam
macromoléculas para fornecer nutrientes. Por outro lado, a secre¢éo de toxinas, por exemplo,
pode diminuir a competicao entre espécies. Ja em organismos multicelulares, a secrecao de
moléculas pode contribuir na criacdo de matriz extracelular resultando na juncao entre células
[1]. Estes processos secretorios tém sido associados a liberagdo de vesiculas extracelulares
(VEs), um mecanismo celular considerado evolutivamente conservado, implicando que as
vesiculas podem servir como um sistema de exportacao [2, 3].

As VEs compreendem um conjunto amplo e extremamente heterogéneo de vesiculas,
que possuem fungdes, propriedades biofisicas e rotas de biogénese diferentes. “Vesiculas
extracelulares” € um termo genérico que se refere a todas as vesiculas de membrana
secretadas para o espaco extracelular, porém VEs podem ser divididas em trés categorias
baseadas em seu tamanho e biogénese, sendo entdo denominadas de: exossomos,
microvesiculas ou ectossomas e corpos apoptoéticos. Os exossomos sao vesiculas de 30-100
nm, os quais sao liberados por exocitose. As microvesiculas sdo vesiculas maiores (150-1000
nm), que sao secretadas por brotamento externo da membrana plasmatica. Ja os corpos
apoptoticos (50-1000 nm) sédo liberados por células em estagios posteriores a apoptose, de
modo que os detritos celulares podem ser facilmente eliminados pelas células fagociticas
(Figura 1) [4-6]. Uma caracteristica comum em todos os trés subtipos de VEs é a presenca
de uma membrana de bicamada lipidica, formando um Iimen, que envolve uma carga

especifica de biomoléculas incluindo proteinas, lipideos, carboidratos e acidos nucleicos [2].
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2. Ectossomas ou microvesiculas
(100-1000 nm)

1. Exossomas
(30-150 nm)
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Figura 1: Mecanismos de biogénese de VEs. As VEs podem ser amplamente divididas em trés
categorias baseadas em sua biogénese. As vias de biogénese resultam em subconjuntos de VEs,
nomeadas em: exossomos, ectossomas ou microvesiculas e corpos apoptéticos (Kalra et al., 2016
— Adaptado).

As primeiras observacdes das VEs e a sua importancia ocorreram simultaneamente
em varios cenarios fisioldgicos, sem a percepcéao de que essa forma de fungéo e comunicacao
€ uma propriedade bioldgica celular compartilhada universalmente [7]. Estudos posteriores
permitiram compreender que as VES sdo importantes na comunicagao intercelular e s&o
biologicamente ativas, podendo causar morte da célula hospedeira, provocando respostas e,
em alguns casos, conferindo protegdo a doengas [3].

1.1.1 VEs de procariotos e rotas de biogénese

As VEs de procariotos foram relatadas pela primeira vez na década de 60 em bactérias
Gram-negativas, em Escherichia coli, quando foi observado a presenca de LPS solavel no
sobrenadante da cultura proveniente de uma condi¢do de crescimento limitadora de lisina [8].
A liberacdo destas VEs foi demonstrada por microscopia eletrénica (ME) por Knox e
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colaboradores (1966), que observaram a liberacdo de estruturas esféricas por bactérias [9].
As VEs de bactérias Gram-negativas sdo originadas a partir da membrana externa, e,
portanto, sdo geralmente referidas como vesiculas de membrana externa (OMVs). A
existéncia de VEs em bactérias Gram-positivas nao foi mencionada na literatura até 1990,
quando investigaram a presenca de DNA empacotado em VEs de bactérias Gram-negativas
e positivas [3, 10-12].

Em bactérias Gram-negativas, as VEs sao liberadas a partir da membrana externa,
por brotamento, que ocorre a partir de uma compressao e encapsulamento dos componentes
do espaco periplasmatico e, presumivelmente, ndo hé barreira para a liberagdo destas VEs
para 0 espaco extracelular [3, 13, 14]. Por outro lado, bactérias Gram-positivas e
micobactérias possuem uma parede celular mais complexa. As bactérias Gram-positivas nédo
possuem essa membrana externa, mas possuem uma camada espessa de peptidoglicano
sobre a membrana celular. Em micobactérias, o peptidoglicano esta covalentemente ancorado
ao arabinogalactano, que por sua vez esté ligado ao acido micélico. Esta parede esta entédo
rodeada por uma capsula mais externa composta por polissacarideos, lipideos e proteinas.
Juntas, essas observagdes sugerem que, devido a esta complexidade da parede celular, as
VEs destes organismos ndo conseguiriam escapar por estas barreiras [3]. No entanto, a
hip6tese de que somente bactérias Gram-negativas poderiam liberar VEs foi perdida quando
estas estruturas comecgaram a ser identificadas em micobactérias e bactérias Gram-positivas.
Na ultima década, VEs foram isoladas da matriz extracelular de Mycobacterium ulcerans [15,
16], e Lee e colaboradores (2009) identificaram pela primeira vez a producéo de VEs pela
bactéria Gram-positiva Staphylococcus aureus [17].

Pouco se sabe sobre o processo de liberacdo de VEs em procariotos, mas,
considerando o fato de que todos estes organismos sejam capazes de liberar VEs, existe um
suporte na literatura para trés hip6teses, ndo excludentes, de como estas VEs podem ser
liberadas (Figura 2). As vesiculas podem ser forcadas através da parede por turgescéncia,
apos liberacdo da membrana plasmatica (Figura 2a). Alternativamente, ou adicionalmente,
enzimas modificadoras de parede celular podem facilitar um afrouxamento da parede para
permitir a liberagdo de VEs (Figura 2b). E finalmente, as VEs podem ser liberadas através de

canais (Figura 2c) [3].
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Figura 2: Formacé&o de VEs em procariotos: Trés hipoteses. (a) As vesiculas podem ser forcadas
através da parede celular por turgescéncia. (b) Enzimas modificadoras podem desprender a parede,
aumentando o tamanho dos poros e facilitando a liberagdo de VEs. (c¢) Canais podem orientar as
VEs para o espago extracelular (Brown et al., 2015 — Adaptado).

O crescente campo de pesquisa sobre VEs em procariotos revelou até agora possiveis
papéis das VEs na ecologia bacteriana, fisiologia e interagdes microrganismo-hospedeiro
ligadas & doenca. Considerando isto, as VEs também possuem um potencial valor em

aplicacdes médicas e clinicas [18].

1.1.1.1 Funcg@es das VEs de procariotos

Desde a identificac@o da liberacdo de VESs por procariotos, muitos estudos vém sendo
realizados objetivando compreender o papel destas estruturas na fisiologia e na patogénese
destes organismos. As VEs de procariotos possuem uma carga variada de compostos,
incluindo fatores de viruléncia, adesinas, toxinas, fatores imunomoduladores e de eliminacéo
de nutrientes. Devido a esta composicdo bastante diversa, as VEs destes organismos foram
associadas a citotoxicidade, invasédo de células hospedeiras, fusdo de membranas, producao
de biofilme, transferéncia de DNA, receptores e proteinas relacionadas a resisténcia a
antibioticos [11].

Em E. coli, fragdes de a-hemolisina foram identificadas dentro de VEs e demonstraram
ter atividade citotéxica, capazes de causar hemolise [19]. Similarmente, as VEs de S. aureus
tiveram seu conteddo proteico elucidado por Gurung e colaboradores (2011) e foi
demonstrada sua capacidade de interagir com a célula hospedeira e descarregar 0 seu
contetdo induzindo citotoxicidade [20]. Prados-Rosales e colaboradores (2011) também

demonstraram que duas espécies de importancia médica, Mycobacterium tuberculosis e M.
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bovis, produzem VEs capazes de estimular a produc¢éo de citocinas e quimiocinas a partir de
macrofagos isolados de camundongos. Além disto, foi demonstrado que quando
camundongos receberam VESs, antes de serem infectados com M. tuberculosis, apresentaram
uma resposta inflamatéria local acelerada com aumento da replicacao bacteriana nos pulmbes
e baco [16]. De maneira semelhante, foi demonstrado que VEs de Streptococcus pneumoniae,
internalizadas por células epiteliais pulmonares e células dendriticas humanas, induziu a
producdo de citocinas pro-inflamatérias. Além disso, essas VEs foram reconhecidas por
anticorpos circulantes, resultando na deposi¢cdo de complemento. Por outro lado, a adicdo de
VEs ao soro humano diminuiu a depuracdo de pneumococos encapsulados, sugerindo que
as VEs expdem alvos para fatores do complemento do soro, promovendo a evaséo
pneumocdécica desta defesa do hospedeiro [21].

Juntos, estes resultados mostram que a liberacéo de VEs é essencial para promover
interacBes entre células microbianas e células hospedeiras, uma vez que desempenham um
importante papel na fisiologia celular e na patogénese de infeccbes. Portanto, uma
investigacdo mais aprofundada dos contetdos de VEs e dos processos de liberagcdo em
diversas condi¢cdes ambientais podera revelar como essas estruturas sdo essenciais para a
vida microbiana [3, 14, 22].

1.1.2 VEs de eucariotos e biogénese

As primeiras descobertas da existéncia de VEs produzidas por células eucariéticas
foram observadas em mamiferos e se iniciaram ha 30 anos, quando foi demonstrado que
receptores de transferrina, associados com pequenas vesiculas de aproximadamente 50 nm,
séo liberados de reticulocitos em maturagdo no sangue para o espago extracelular [23-25].

Nos sistemas eucarioticos, a presenca de algumas proteinas comuns € crucial para a
biogénese de VEs, sugerindo que estas proteinas estejam envolvidas na curvatura da
membrana. Este mecanismo de biogénese determina, em grande parte, a forma, tamanho e
composicdo das VESs, sendo que, a incorporacdo de uma determinada proteina nas VESs pode,
inclusive, depender do local onde esta sendo gerada. O mecanismo é inespecifico e ocorre
em VEs formadas tanto por exocitose quanto por brotamento. Estudos tém demonstrado um
papel para as proteinas do complexo de classificacdo endossomal requerido para transporte
(ESCRT), que é composto por aproximadamente vinte proteinas que se unem favorecendo o
fechamento do brotamento da membrana (microvesiculas) ou a formacdo de vesiculas
intraluminais (ILVS), que sédo liberadas por exocitose (Figura 3) [7, 26—28]. As subunidades
monoméricas dos complexos ESCRT estéo presentes na sua forma inativa no citosol e, apos

seu recrutamento para a membrana e interacdo com dominios especificos, tornam-se ativas.
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Apbés a formacgdo das vesiculas, o complexo ESCRT retorna para o citosol através de um

processo de dissociacao catalisado por ATPases [14].

Brotamento
z =
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« . “Proteinas &
*° ., « *citosdlicas .s
g SI(€
Exocitose
Endossomo ESCRT |l /
‘IN
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Figura 3: Modelo de liberag&o de VEs por organismos eucarioticos. As proteinas ESCRT estao
envolvidas na maquinaria de secre¢cdo de microvesiculas, por favorecerem o fechamento do
brotamento da membrana plasmatica. Além disso, o complexo ESCRT também participa na
liberagdo de VEs por exocitose. Apds a formacdo do endossomo, moléculas citosolicas sao
incorporadas em seu interior, com auxilio de proteinas ESCRT, conduzindo a formagéo de vesiculas
intraluminais (ILVs). Um endossomo com varias ILVs é denominado de corpo multivesicular (MVB).
Os MVBs podem ser direcionados para a superficie da célula, onde, em seguida, fundem-se com a
membrana plasmatica e liberam o seu conteddo, as ILVs (Figura construida pelo aplicativo
BioRender).

A utilizacdo de processos semelhantes de liberagdo de VEs por organismos téo
variados, com 0 mesmo proposito, suporta a importancia da producéo de VEs pelos eucariotos
[14].

1.1.2.1 VEs de mamiferos

Apos o primeiro relato da producéo de VEs por células de mamiferos, foi demonstrado
gue moléculas do Complexo Principal de Histocompatibilidade (MHCs) podem ser liberadas
associadas a VEs, sugerindo o papel das vesiculas na apresentacédo de antigenos [29, 30].
Estes primeiros estudos impulsionaram o interesse em elucidar o papel destas estruturas,
levando a identificacdo de liberacdo de VEs em varios tipos de células hematopoiéticas e nédo
hematopoiéticas, como Linfécitos T CD8+, mastdcitos, neurbnios, oligodentrdcitos, células de
Schwann e células epiteliais intestinais [31, 32]. Além disto, VEs ja foram isoladas de diversos

fluidos corporais, incluindo sémen, sangue, urina, saliva, leite materno, liquido amnidtico e bile
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[4]. Dada a importancia da liberacdo das VEs por células de mamiferos, varios estudos
realizados na ultima década investigaram o potencial destas vesiculas como biomarcadores
com potenciais utilizacBes para diagnéstico precoce, antigenos para vacinacao e aplicacbes
terapéuticas em varias doencas [33]. Cruz e colaboradores (2015), por exemplo,
demonstraram que a administracdo de VEs de células estromais mesenguimais (MSCs) em
camundongos com asma severa, induzida por extrato de hifas de Aspergillus, conseguiu
melhorar a inflamagdo ocasionada pela infec¢do, sugerindo que a composicdo destas
vesiculas possui um efeito benéfico na resolucdo da infecc¢éo [34].

O processo de comunicacgao celular € frequentemente desregulado no cancer. Visto
gue as VEs desempenham um importante papel na intercomunicagéo celular, o papel destas
estruturas tem sido extensivamente estudado como um mecanismo que medeia a progressao
da doenca [35]. Al-Nedawi e colaboradores (2008), demonstraram que, em camundongos, 0
EGFRuVIII (receptor de fator de crescimento epidérmico) pode ser compartilhado entre células
de glioma, a partir de transferéncia microvesiculas entre as células, sugerindo o papel das
VEs na transferéncia de moléculas associadas ao cancer [36]. Yokoi e colaboradores (2017)
demonstram que VESs, provenientes de células de cancer de ovéario altamente metastaticas,
induziram fortemente um comportamento metastitico em tumores moderadamente
metastaticos. Além disso, essas VEs induziram eficientemente morte celular apoptética em
células mesoteliais humanas in vitro e in vivo, resultando assim na destruicdo da barreira do
mesotélio peritoneal. Adicionalmente, neste estudo foi identificado niveis elevados de MMP1
em células mesoteliais tratadas com as VEs. A expressdao do mRNA MMP1 no cancer de
ovario esta correlacionada com o progndstico. Estes resultados mostram que os mRNAs de
MMP1 séo incorporados seletivamente nas VEs [37]. Em conjunto, estes estudos mostram o
papel das VEs na evolucdo do cancer e como estas estruturas podem servir como utilizagédo
para diagnéstico da doenca.

Outro exemplo de liberacdo de VEs por células de mamiferos é a participacdo na
funcdo normal do sistema nervoso central (SNC) e nos disturbios neuroldgicos [38]. Lachenal
e colaboradores (2011) demonstraram que 0s neurdnios liberam exossomos, e que essa
liberacdo € modulada pela atividade sinaptica glutamatérgica, sugerindo que esse processo
pode ser parte da fisiologia sinaptica normal [39].

Sendo assim, as VEs representam um tema desafiador para pesquisa basica e
aplicada, permitindo uma compreensdo de diferentes mecanismos e abertura de novas

ferramentas para combater e diagnosticar doencas [33].
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1.1.2.2 VEs de parasitas, virus e células infectadas

A liberacao de vesiculas a partir de parasitas, descrita por muitos grupos nos ultimos
20 anos, € agora amplamente aceita como um fendémeno de significado fisiologico. Diferentes
VEs foram caracterizadas na maioria dos grupos de protozoérios, incluindo flagelados,
esporozodrios e microsporidianos [40, 41]. A producdo de VEs tem sido descrita em varias
infecgBes parasitarias, atuando tanto na intercomunicacao parasitaria, quanto nas interacdes
parasita-hospedeiro, proporcionando assim cargas de proteinas e RNAs que podem modular
as células receptoras [42, 43].

Muitos estudos vém sendo realizados objetivando compreender a funcdo de VEs
liberadas pelos parasitas e por células parasitadas. Em infec¢gfes por Plasmodium vivax e P.
falciparum foram demonstrados que os niveis plasmaticos de VEs de plaquetas, eritrécitos e
leucocitos sdo aumentados durante a infeccao e este aumento pode estar relacionado com a
febre e a duracdo dos sintomas [44, 45]. Adicionalmente, VEs liberadas por Leishmania spp.
ou células parasitadas por Toxoplasma gondii se mostraram potentes em induzir a produgéo
de citocinas in vitro e in vivo, respectivamente [41, 46—48]. De maneira interessante, Gaur e
Chaturvedi (2016) estudaram moléculas de RNA que estavam presentes nas VEs de
Trypanosoma cruzi em diferentes estagios de vida e, foi demonstrado, que o contetdo de
RNA das VEs foi estagio-especifico [49]. Estes resultados reforcam o papel das VEs na
patogenicidade dos parasitas e, neste sentido, as VEs podem ser significativamente Uteis na
descoberta de biomarcadores de prognésticos e diagnosticos.

A liberacdo de VEs também pode ser controlada durante infec¢des virais. Os virus
podem coordenar os mecanismos de replicacéo da célula, podendo culminar na morte celular.
No entanto, estes microrganismos podem, também, utilizar da maquinaria de secrecao de VEs
da célula para liberacdo de mais virus ou particulas virais. Muitos retrovirus podem interagir
com os complexos ESCRT, conduzindo a sua incorporacdo em ILVs, por exemplo, seguido
de sua liberacao por exocitose [50, 51]. Estudos demonstraram que células infectadas por
Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV), Virus da Hepatite C ou Virus da Dengue (DENV)
sdo capazes de impactar na liberacdo de VEs e abrigar fatores reguladores virais, como RNAs
e proteinas, que ajudam a estabelecer infec¢cdes e modular as respostas celulares [52].

Tomados em conjunto, estes estudos mostram que a liberagédo de VEs influenciam na
patogenicidade bacteriana, parasitéria e viral a partir da disseminagéo de fatores de viruléncia

derivados destes patdégenos, podendo promover ou inibir a resposta imune.
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1.1.2.3 VEs de fungos

A caracterizagdo de VESs fungicas iniciou em 2007 quando, por microscopia eletrénica
de transmissdo (MET), foi demonstrado pela primeira vez a producdo de VEs por
Cryptococcus neoformans. As VEs de C. neoformans contém glucuronoxilomanana (GXM),
um componente chave da capsula criptococécica e conhecido por interferir na ativacédo de
células T e migracdo de neutrdfilos para o local da infec¢do, considerado, portanto, um de
seus principais fatores de viruléncia. Além disso, foi identificada a presenca de lipideos como
glicosilceramida (GliCer) e esterdis nas VEs de C. neoformans. Estes achados mostram que
o polissacarideo capsular de C. neoformans € sintetizado intracelularmente e transportado
para o espaco extracelular para a montagem da capsula, por meio de um mecanismo que
envolve a producéo de vesiculas. Estas informag6es suportam o fato de que a liberacdo de
VEs é um importante processo na fisiologia e na patogenicidade de C. neoformans. [53]. A
importancia da identificacdo destas vesiculas é reforgada pelo fato de que vesiculas contendo
GXM foram produzidas durante ensaios in vitro de infeccdo de macrofagos com C.
neoformans [54]. Apés a identificacdo da producdo destas VEs, Rodrigues e colaboradores
(2008) caracterizaram a morfologia, composig&o proteica, atividade enzimatica e reatividade
sorolégica de VEs de C. neoformans. A partir de analises protedmicas, foram identificadas 76
proteinas, incluindo varias relacionadas a viruléncia e protecdo contra estresse oxidativo.
Testes bioquimicos identificaram as atividades das enzimas lacase, urease e fosfatase nas
preparacfes de VEs. De maneira interessante, a partir de analises imunoenzimaticas, foi
demonstrado que haviam anticorpos reativos para proteinas presentes no extrato de VEs no
soro de pacientes com criptococose, sugerindo o potencial imunogénico destas estruturas
[55]. Além disso, posteriormente, foi demonstrado que VEs de C. neoformans sao
incorporadas por macréfagos e sdo capazes de induzir a producdo de varios mediadores
inflamatdrios, como citocinas e 6xido nitrico, indicando que estas VEs podem estimular a
funcéo dos macrofagos, aparentemente ativando essas células e aumentando a sua atividade
antimicrobiana. Juntas, essas observa¢fes mostram que as VEs deste microrganismo séo
biologicamente ativas [56].

Desde as primeiras descobertas de liberacdo de VEs por fungos, novos estudos
comecaram a ser realizados objetivando caracterizar e compreender a participagdo destas
VEs na fisiologia e patogenicidade destes microrganismos. Atualmente, os fungos que tiveram
suas estruturas vesiculares elucidadas incluem Histoplasma capsulatum, Candida albicans,
Candida parapsilosis, Sporothrix schenckii [57], Malassezia sympodialis [58],
Paracoccidioides brasiliensis [59], Alternaria infectoria [60], Sporothrix brasiliensis [61] e

Trichophyton interdigitale [62].
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As primeiras caracterizacbes de VEs em H. capsulatum foram realizadas por
Albuguerque e colaboradores (2008), os quais demonstraram gque o conteudo das VEs estava
associado ao metabolismo, reciclagem celular, sinalizacédo e viruléncia. Adicionalmente, foi
demonstrado, a partir de analises imunoenzimaticas, que o soro de pacientes com
histoplasmose reagiram com proteinas presentes nas VEs de H. capsulatum. A proteina de
choque térmico 60 (Hsp60) estd presente em H. capsulatum e é considerada um antigeno
imunodominante e o principal ligante de superficie aos receptores CR3 em macrofagos [57,
63]. De maneira interessante, Baltazar e colaboradores (2016), demonstraram que o
tratamento de células de H. capsulatum com anticorpos monoclonais de ligacdo a Hsp60,
sendo 6B7 (IgG1, anticorpo protetor) e 7B6 (IgG2b, ndo protetor), foi capaz de alterar o
tamanho das VEs produzidas pelo fungo e consequentemente aumentar o contetdo proteico.
Além disso, o tratamento com os anticorpos foi capaz de diminuir a atividade enzimética de
fosfatase e lacase, sugerindo que estes anticorpos modulam a producao, o trafego e a
liberacdo de importantes fatores de viruléncia. Foi observada uma regulacdo negativa de
proteinas B-glucanas, sugerindo uma modificacdo na sintese de B-glucana, um constituinte
estrutural da parede celular fungica. Neste sentido, estes resultados sugerem que o
tratamento com os anticorpos pode afetar a viruléncia desse microrganismo [64]. Este estudo
fornece informacdes adicionais sobre novas abordagens que podem modificar a fisiologia e a
patogénese de fungos, mediada por VEs.

Estudos com VEs de C. albicans também caracterizaram sua morfologia, composi¢ao
e funcdo. Andlises protedbmicas das VEs isoladas deste fungo revelaram varias proteinas
relacionadas a patogenicidade, organizacdo celular, metabolismo de carboidratos e lipidios,
resposta ao estresse e varias outras funcdes. Os principais lipidios identificados foram
ergosterol, lanosterol e GliCer. Essas andlises demonstram que a liberacdo de VEs possui um
importante papel na manutencgéo celular e na patogénese de C. albicans [57, 65, 66].

M. sympodialis € uma levedura capaz de aumentar a sensibilidade de pacientes
adultos com eczema atépico. Gehrmann e colaboradores (2011) demonstraram que M.
sympodialis libera VEs portadoras de alérgenos capazes de estimular a producéo de IL-4 e
TNF-a por células mononucleares (PBMC), depletadas de CD14 e CD34, provenientes de
pacientes com eczema atopico. Essas novas observacdes tém implicacdes na compreensao
das interacdes microrganismo-hospedeiro na patogénese dessa doenca [58].

Em P. brasiliensis a liberacdo de VEs também foi identificada por MET e foi
demonstrado, a partir de ensaio imunoenzimatico, que os anticorpos presentes no soro de
pacientes com paracoccidioidomicose (PCM) reagiram fortemente com epitopos de a-
galactopiranosil (a-Gal), considerados altamente imunogénicos, que estavam presentes em
VEs deste fungo [59]. Corroborando com estas observag6es, foi demonstrado que as VEs de

P. brasiliensis estimulam a producdo de mediadores pro-inflamatérios por macréfagos além
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de induzir a polarizacdo de macréfagos M1, demonstrando a capacidade das VEs em
favorecer a atividade fungicida pelos macréfagos [67]. Tomados em conjunto, estes estudos
demonstram a importancia do papel das VEs de P. brasiliensis na interacdo patégeno-
hospedeiro.

As primeiras caracterizacbes de vesiculas extracelulares fangicas ocorreram em
leveduras, no entanto, Silva e colaboradores (2014), identificaram pela primeira vez a
producdo de VEs por um fungo filamentoso, A. infectoria. Dentre as proteinas identificadas
nas VEs, foram observadas proteinas que estdo envolvidas no metabolismo de
polissacarideos, provavelmente relacionadas a invasdo do hospedeiro ou a
biossintese/degradacdo dos componentes da parede celular, e proteinas nucleares,
especialmente enzimas de reparo do DNA. Também foram encontradas enzimas relacionadas
a sintese de pigmentos, adesdo a célula hospedeira e transporte de
vesiculas/organelas/moléculas, sugerindo que estas VEs podem desempenhar um papel na
viruléncia de A. infectoria [60]. Recentemente, um segundo fungo filamentoso, o T.
interdigitale teve as suas estruturas vesiculares investigadas. Bitencourt e colaboradores
(2018) demonstraram que as VEs de T. interdigitale sdo capazes de estimular a producao de
mediadores proé-inflamatérios por macréfagos derivados da medula 6ssea (BMDM) e
queratindcitos. Além disso, as VEs foram capazes de induzir a polarizagdo de BMDM para M1
e diminuir a expressdo de marcadores para M2. Adicionalmente, as VEs aumentaram a
capacidade fungicida dos BMDM. A polarizagdo para M1 foi perdida quando observado o
efeito das VEs em células de camundongos knockouts para receptor Toll-2, além de nao ter
sido mais observado a produgé&o das citocinas pré-inflamatorias [62].

Em adicdo aos estudos mais recentes, foi identificado a producdo de VEs por S.
brasiliensis. Estas estruturas foram capazes de induzir um aumento do indice fagocitico e da
carga fungica em células in vitro, desafiadas com S. brasiliensis. Além disso, foram capazes
de estimular o aumento da producédo de IL-12p40 e TNF-a. Quando as VEs foram inoculadas
em camundongos, antes de uma infeccdo subcutanea, os camundongos apresentaram um
aumento da carga fungica e do tamanho da lesdo. Esses dados demonstraram que estas VEs
de S. brasiliensis desempenham um papel importante na viruléncia e modulacdo do sistema
imune do hospedeiro durante a infeccéo [61].

Evidéncias que sugerem o papel de VEs na patogenicidade vieram da identificacao de
fatores de viruléncia como parte do conteddo de VEs. Porém, a viruléncia ndo pode ser
considerada a Unica funcdo das VEs, uma vez que, no modelo nédo patogénico Sacharomyces
cerevisiae, as VEs liberadas também j& foram caracterizadas estruturalmente e como
mecanismo de exportagdo. Andlises protebmicas revelaram que as proteinas de S. cerevisiae
presentes nas VEs estdo envolvidas no transporte de moléculas, organizacdo celular e

biogénese, metabolismo de carboidratos, resposta ao estresse, dentre outras funcgdes,
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suportando o fato de que estas estruturas sao de suma importancia para a fisiologia da célula
[68, 69].

As caracterizacdes das VEs flungicas revelaram uma grande variedade de cargas de
proteinas que, além de seu papel na viruléncia, incluem proteinas que possuem papéis no
metabolismo celular, transducéo de sinal, além de proteinas nucleares e de estrutura [3]. Os
dados com relacao a liberacdo de VEs por fungos sdo bastante recentes e concentram-se,
principalmente, em leveduras, enquanto a liberagdo destas estruturas por fungos filamentosos
€ pouco explorada. A importancia da liberacdo de VEs por fungos patogénicos sugere que
este possa ser também um importante processo em outros organismos de importancia médica
que ainda néo tiveram estas estruturas vesiculares identificadas e caracterizadas, como por

exemplo o fungo filamentoso patogénico Aspergillus fumigatus.

1.2 O fungo Aspergillus fumigatus

O género Aspergillus compreende fungos ubiquos e saprofiticos que desempenham
um importante papel na reciclagem ambiental de carbono e nitrogénio [70]. Seu nicho
ecoldgico principal sdo o solo e vegetacdes em decomposicao, porém fungos desse género
podem sobreviver a uma ampla gama de condigbes ambientais devido a producédo de
pequenos conidios hidrofébicos que se dispersam facilmente pelo ar. Esses conidios sao
produzidos a partir de estruturas reprodutivas assexuais, denominadas de conidiéforos.
Subsequentemente a sua producao, os conidios comecam a intumescer e germinar, formando
tubos germinativos que dardo origem as hifas, também chamadas de micélio, que sédo as
estruturas vegetativas do Aspergillus (Figura 4). As hifas podem aderir-se umas as outras e

formar uma matriz extracelular, dando origem a uma estrutura denominada de biofilme [71].
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Figura 4: Ciclo assexual do Aspergillus fumigatus. O conidi6foro é considerado uma hifa fértil,
onde na sua extremidade dilata-se levando a forma¢&@o de uma vesicula que abriga as fidlides. As
fidlides séo células conidiogénicas que produzem os conidios. Os conidios podem se desprender
destas estruturas e, uma vez em condi¢cdes favoraveis, entumecem e germinam, levando a
formacao de tubos germinativos, novas hifas e estruturas reprodutivas (www.semanticscholar.org -
Adaptado).

O género Aspergillus inclui cerca de 200 espécies, sendo algumas consideradas
importantes patdégenos em humanos. As doencas fungicas podem ir desde infeccdes
superficiais de pele até infec¢des invasivas a 6rgéos internos, sendo as infec¢des superficiais
mais comuns e de facil tratamento. Ja as invasivas sdo menos frequentes, porém podem ser
letais. Entre as espécies patogénicas de Aspergillus, o Aspergillus fumigatus € o principal
agente causador de infecgcbes. Nao existe uma caracteristica Unica que determina a
patogenicidade de A. fumigatus. A sua capacidade de se adaptar a altas temperaturas, ao
estresse oxidativo, a limitagbes de nutrientes, condicbes de hip6xia, bem como a sua
capacidade de sintetizar metabdlitos secundarios e secretar enzimas para a absorcdo de
nutrientes, contribuem para a sobrevivéncia de A. fumigatus no interior do corpo humano [72,
73].

Uma das caracteristicas principais de A. fumigatus, que é essencial para sua
viruléncia, é a composi¢do da parede celular. A camada mais externa da parede celular do
conidio de A. fumigatus é composta por proteinas rodlet hidrofébicas, as quais conferem
propriedades de hidrofobicidade aos conidios. Adicionalmente, os conidios possuem uma
densa camada de melanina, o que confere pigmentacdo a camada externa. Estas

propriedades favorecem a capacidade de evasao do sistema imune do hospedeiro. A parede
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celular dos conidios € composta por a e -glucanas e quitina. Por outro lado, o micélio ndo
possui a camada externa, e sua parede celular € composta por galactomanana,

glicosaminoglicano (GAG), a e B-glucanas e quitina (Figura 5) [74-76].

Galactomanana

a-1,3-glucana —

- - <7 — B-1,6-glucana

B-1,3-glucana —

Quitina

Conidio Hifa
Figura 5: Composicdo da parede celular do Aspergillus fumigatus. Representacdo da
composicao e organizagdo estrutural da parede celular de conidio e micélio do A. fumigatus. Os
conidios de A. fumigatus possuem uma camada externa de proteinas rodlet hidrofébicas e uma
camada de melanina interna, enquanto a parede celular é constituida de a e B-glucanas e quitina.
J& a parede celular do micélio é formada por galactomanana, glicosaminoglicano (GAG), a e B-
glucanas e quitina (Erwig et al., 2016 — Adaptado).
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O A. fumigatus é considerado um importante agente causador de aspergilose
broncopulmonar alérgica, aspergiloma e aspergilose pulmonar invasiva (IPA), particularmente
em individuos imunocomprometidos [72, 77]. A incidéncia de Al aumentou substancialmente
nos ultimos 30 anos devido a inclusdo de praticas médicas como, a imunossupressao em
pacientes transplantados e tratamentos de quimioterapia nos casos de cancer [78]. A IPA
acomete cerca de 15% dos pacientes com transplantes alogénicos, e as taxas de mortalidade
associadas a doenca variam de 30 a 100%, mesmo com a utilizacdo correta de agentes
antifangicos disponiveis [79, 80].

Ao longo da ultima década, tem havido uma expanséo consideravel na pesquisa de
drogas antifungicas e no desenvolvimento de compostos e estratégias dirigidas contra
aspergilose. Atualmente os compostos aprovados pela Food and Drug Administration (FDA),
disponiveis para o tratamento de IPA, incluem: Anfotericina B, itraconazol, voriconazol,
posaconazol e caspofungina [81]. Embora estas drogas antifingicas sejam eficientes, elas

podem desencadear graves efeitos secundarios, como nefrotoxicidade e hepatoxicidade,
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considerados fatores limitantes para o tratamento. Além disso, o surgimento de infeccbes
resistentes a estas drogas representa mais um desafio. A resisténcia ao itraconazol foi
relatada pela primeira vez em 1997 a partir de isolados clinicos da Califérnia. O aparecimento
de resisténcia ao itraconazol é considerado um motivo de preocupa¢do, uma vez que o
surgimento de resisténcia cruzada aos demais antifungicos poderia ser devastador [82, 83].
A terapia a longo prazo do paciente com azol e a aplicacdo de compostos azois ho ambiente
podem levar ao desenvolvimento de mutagbes no fungo, que conferem resisténcia a
compostos azolicos [84]. Estudos também demonstraram que o tratamento com
equinocandinas, como a caspofungina por exemplo, pode levar a resisténcia a este
antifingico, devido a selecdo de alteracdes fisiol6gicas mutacionais, ou reversiveis, que

diminuem a suscetibilidade a esses agentes antifingicos [85].

1.2.1 Patogénese e aspectos imunoldgicos da aspergilose

A principal via de infecc¢éo por A. fumigatus ocorre pela inalagdo de conidios presentes
no ar seguida pela deposi¢éo de conidios nos bronquiolos ou nos espacos alveolares [80]. Os
conidios que ndo sao eliminados pela depuragdo mucociliar encontram células epiteliais ou
macroéfagos alveolares, que séo os fagécitos residentes nos pulmdes [72]. Os conidios sédo
eficazmente eliminados em individuos saudaveis pela imunidade inata, porém em pacientes
imunocomprometidos os conidios podem escapar dessas defesas (Figura 6) [80]. Além disto,
estes conidios possuem potentes alérgenos que sdo responsaveis por diferentes
complicacdes clinicas em individuos hipersensiveis [86]. O reconhecimento de A. fumigatus
por intermédio de receptores de reconhecimento de padrées (PRRSs), presentes nas células
epiteliais e macrofagos alveolares, conduz a formacdo de uma resposta pro-inflamatéria
caracterizada pela produgdo de citocinas e quimiocinas, tais como TNF-a, IL-183, IL-6, CCL2
e IL-8[72, 87, 88].

O inicio da resposta pré-inflamatdria mediada pelos macréfagos induz o recrutamento
de leucdcitos de primordial importancia para o local da infeccdo, como os neutrofilos [72, 89].
O recrutamento de neutréfilos € iniciado por mudancas na superficie do endotélio que, por
sua vez, aumenta a expressdo de moléculas de adesdo como E-selectina e P-selectina as
quais, a partir da interacdo com os receptores de neutrofilos, levam a captura dos mesmos
para a superficie do endotélio e subsequente rolamento na direcao do fluxo sanguineo [90].
Apo6s o rolamento, os neutréfilos aderem firmemente ao endotélio a partir de integrinas
leucocitarias, como B1 e B2, com moléculas de adesédo (ICAMs e VCAMS) presentes na
superficie das células endoteliais. A fase final da migracao, conhecida como diapedese ou
transmigracdo, culmina na passagem da célula leucocitaria através das células endoteliais

para o local da infecgéo [89].
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Imunossupresséo induzida por corticosterdide
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Figura 6: Ciclo de infeccdo do A. fumigatus em individuos imunocomprometidos. A
reproducdo assexuada de A. fumigatus leva a disperséo de conidios pelo ar. A inalagéo de conidios
por imunossuprimidos resulta no estabelecimento de conidios nos pulmdes, germinacao e controle
significativo mediado por células polimorfonucleares (PMN). Na auséncia de PMN em individuos
imunocomprometidos, ocorre um crescimento descontrolado de hifas e, em casos mais graves, a
disseminacédo (Dagenais e Keller, 2009 — Adaptado).

De maneira semelhante aos macrofagos, os neutréfilos utilizam varios PRRs para
reconhecer e responder ao A. fumigatus, incluindo receptores do tipo Toll (TLRs) e dectina-1
[72]. Os neutrdfilos sé@o considerados as principais células de defesa contra as hifas devido a
sua capacidade em produzir espécies reativas de oxigénio (ROS), liberacdo de conteudo
granular e formacdo de armadilhas extracelulares dos neutrofilos (NET). Desta forma,
individuos neutropénicos, devido a tratamentos imunossupressores em casos de cancer e
transplante de 6rgaos, estdo especialmente mais propensos a infec¢bes provocadas por
diferentes patégenos, como A. fumigatus [72, 76, 91-93].

O papel critico destas células foi destacado em diversos estudos onde foi demonstrado
gue a deplecdo de fagécitos mononucleares acelera a proliferacdo de fungos nos tecidos e
conferem um aumento da mortalidade. Além disso, a deplecdo de neutréfilos em
camundongos é capaz de conferir uma maior mortalidade e estabelecimento de IPA nos
animais [76, 94]. Mircescu e colaboradores (2009) demonstraram que a deplecdo de
macréfagos, em camundongos, antes da infeccdo por A. fumigatus culminou em um
recrutamento normal de neutrdéfilos e uma restrita invaséo tecidual pelas hifas. Em contraste,
animais que tiveram a deple¢do de neutrdfilos antes, ou dentro de 3 horas apés a infeccao,

apresentaram uma alta mortalidade [95].
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Os fungos detectados pelas células da imunidade inata levam a producéo de citocinas,
recrutamento de diferentes células do sistema imune inato e, podem também, desencadear
respostas imunes adaptativas. A exposicdo aos conidios de A. fumigatus leva ao
desenvolvimento de diversas respostas por linfécitos T CD4*, que incluem células T auxiliares
(Th1, Th2 e Thl7). Vérios fatores contribuem para a diferenciacéo de linfécitos T CD4* por A.
fumigatus, incluindo a frequéncia de exposicdo e o tipo de antigeno [96]. Estudos
demonstraram que camundongos desafiados repetidamente com conidios de A. fumigatus
apresentaram um predominio de IgE, eosindfilos e IL-4, que sdo caracteristicos de Th2, o que
contribui para o desenvolvimento de aspergilose broncopulmonar alérgica (ABPA) [97, 98].
Uma resposta Th2 exagerada estd associada a uma reacédo inflamatdria prejudicial como a
eosinofilia, aumento da produgdo do muco e troca de classe de imunoglobulina para IgE [99].
Exposicdes repetidas em modelo murino de A. fumigatus também podem resultar em um
aumento no recrutamento de células Th17 [96]. Estudos indicam que uma resposta Th17 pode
estar diretamente envolvida em doenca flngica alérgica [100]. Murdock e colaboradores
(2012) demonstraram que camundongos knockout para IL-17, desafiados repetidamente com
conidios de A. fumigatus, apresentaram uma atenuacgdo da inflamagé&o e reducao significativa
de eosinofilos. Por outro lado, em modelos de exposi¢éo Unica, a resposta especifica para A.
fumigatus consiste em uma resposta predominantemente Thl [96]. O papel protetor da
resposta Thl durante infecgdo por A. fumigatus foi demonstrado, tanto em pacientes
imunocomprometidos [101, 102], quanto em camundongos neutropénicos, devido a sua
capacidade de neutralizar citocinas induzidas por uma resposta Th2 [103].

O aumento da incidéncia de doengas fungicas ao longo das Ultimas décadas tem
refor¢cado o interesse em compreender 0s mecanismos pelos quais a doenga € prevenida em
individuos normais e métodos para a modulacdo imunolégica que podem proteger 0s
individuos susceptiveis [104]. Em 2005, Nierman e colaboradores realizaram o
sequenciamento da linhagem Af293 de A. fumigatus. O estudo revelou 9.926 genes que estdo
envolvidos em diferentes funcdes, como: manutencdo do fungo, sobrevivéncia e
patogenicidade [105]. Os genes envolvidos na patogenicidade estdo relacionados a
termotolerancia, composicao e manutencao da parede celular, resisténcia a resposta imune,
toxinas, absorcdo de nutrientes no crescimento invasivo, sinalizacao, regulacao metabdlica,
resposta a condicbes de stress e alérgenos [106]. Muitos destes genes identificados,
principalmente relacionados a viruléncia, estdo envolvidos na producdo de moléculas que
ocupam diferentes regides do fungo, bem como aquelas que séo secretadas para 0 espacgo
extracelular [75, 106, 107]. Muitas destas moléculas ja possuem suas fun¢gfes descritas, em
estudos que comparam um organismo mutante ao selvagem. O que ainda néo se sabe é se

estas moléculas estdo envolvidas em processos ainda ndo conhecidos de A. fumigatus, como
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a sua presenca em VEs liberadas, uma vez que ainda ndo existem estudos descrevendo este

tipo de processo neste fungo.
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2. JUSTIFICATIVA

A liberacdo de VEs é considerada um processo evolutivamente conservado tanto em
procariotos quanto eucariotos. Nas ultimas décadas tem sido descrito que as VEs possuem
um papel na secrecédo de proteinas, lipidios, carboidratos e &cidos nucleicos. O interesse em
estudar estas estruturas cresceu por acreditar-se que a liberagcéo de VESs proporciona um meio
de comunicacéo intercelular e transmissdo de macromoléculas entre células. Além disso, em
bactérias e microrganismos eucarioticos, as VEs desempenham um importante papel na
liberacao de fatores de viruléncia para o meio extracelular contribuindo na interagéo patégeno-
hospedeiro [6, 108].

Estudar as VEs produzidas pelos diferentes organismos € uma estratégia
particularmente promissora para a compreensdo de como a composi¢do destas estruturas
auxiliam na sobrevivéncia do microrganismo e na patogenicidade no hospedeiro. Bactérias,
micobactérias, mamiferos, parasitas e fungos jA possuem seus primeiros estudos de
identificac@o e caracterizagdo de VEs. Porém, para o fungo A. fumigatus ainda n&o existem
estudos identificando e caracterizando a liberacdo destas estruturas. Embora a identificagédo
de VEs seja recente, principalmente no Reino Fungi, as evidéncias encontradas até o
momento concentram-se em leveduras, enquanto para fungos filamentosos suas funcdes
permanecem pouco exploradas. Considerando o papel fisiolégico e na viruléncia das VEs em
outros fungos, sugere-se que a liberacao destas estruturas possa ser também um importante
mecanismo de secrec¢do de moléculas em A. fumigatus, uma vez que este é considerado um
importante patdégeno em individuos imunocomprometidos [72, 77]. Portanto, caracterizar as
VEs e investigar a sua funcdo em A. fumigatus é importante para o entendimento dos
mecanismos de comunicacao célula-célula e célula-hospedeiro durante infec¢des por este

microrganismo.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Isolar e caracterizar as vesiculas extracelulares do fungo filamentoso patogénico
Aspergillus fumigatus e avaliar como estas estruturas afetam fagocitos isolados e o sistema

imunoldgico do hospedeiro mamifero.

3.2 Objetivos especificos

Capitulo 1: Isolamento, caracterizacdo e avaliagcdo dos efeitos das VEs de A. fumigatus

em fagdcitos, in vitro - Artigo

- Padronizar as condi¢fes de isolamento de VEs liberadas por A. fumigatus;

- Caracterizar estruturalmente as VEs;

- Identificar o conteudo proteico e de ergosterol;

- Avaliar o potencial de imunogenicidade das VEs utilizando soro de camundongo
infectado por A. fumigatus;

- Avaliar a atividade das VEs, in vitro, em células fagociticas (neutréfilos e macréfagos).

Capitulo 2: Avaliacéo dos efeitos das VEs de A. fumigatus in vivo

- Padronizar as condigbes de imunizacdo de camundongos com VEs isoladas da
cultura de A. fumigatus;

- Avaliar a resposta inflamatoria apés infecgéo por A. fumigatus;

- Avaliar a capacidade de depuragéo fangica dos animais imunizados, apds a infecgédo

por A. fumigatus.

Capitulo 3: Participagdo da via ESCRT na biogénese das VEs de A. fumigatus

- Avaliar a regulacdo da expresséo génica da via de producgéo de VEs, ESCRT, em A.

fumigatus.
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Extracellular vesicles (EVs) has been considered an alternative process for intercellular
communication. EVs release by filamentous fungi and the role of vesicular secretion
during fungus-host cells interaction remain unknown. Here, we identified the secretion
of EVs from the pathogenic filamentous fungus, Aspergillus fumigatus. Analysis of
the structure of EVs demonstrated that A. fumigatus produces round shaped bilayer
structures ranging from 100 to 200 nm size, containing ergosterol and a myriad
of proteins involved in REDOX, cell wall remodeling and metabolic functions of the
fungus. We demonstrated that macrophages can phagocytose A. fumigatus EVs.
Phagocytic cells, stimulated with EVs, increased fungal clearance after A. fumigatus
conidia challenge. EVs were also able to induce the production of TNF-a and CCL2
by macrophages and a synergistic effect was observed in the production of these
mediators when the cells were challenged with the conidia. In bone marrow-derived
neutrophils (BMDN) treated with EVs, there was enhancement of the production of
TNF-a and IL-1B in response to conidia. Together, our results demonstrate, for the
first time, that A. fumigatus produces EVs containing a diverse set of proteins involved
in fungal physiology and virulence. Moreover, EVs are biologically active and stimulate
production of inflammatory mediators and fungal clearance.

Keywords: extracellular vesicles, filamentous fungus, Aspergillus fumigatus, host-pathogen interactions,
macrophages, neutrophils
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INTRODUCTION

Intercellular communication is a crucial process that occurs
from simple organisms, as bacteria, up to complex organisms,
including mammals. Communication can happen by direct
interaction between cells or by secretion of molecules that act
directly to coordinate cellular functions (Nilsen-Hamilton and
Hamilton, 1982; Yoon et al., 2014; Yanez-Mo et al., 2015).
Recently, the release of extracellular vesicles (EVs) has been
associated with the process of intercellular communication (Yoon
et al., 2014). EVs are structures secreted by cells and formed
by a lipid bilayer membrane, forming a lumen containing a
specific burden of biomolecules, for example, proteins, lipids,
polysaccharides and nucleic acids (Yoon et al., 2014). Release of
EVs offers simultaneous delivery of many different messenger
molecules and may be able to reach sites distant from vesicular
origin (Yafez-Mo et al., 2015).

There is now substantial evidence to suggest that EVs may
be key-mediators of the pathogenesis of infections caused by
bacteria, parasites, virus and fungi (Joffe et al, 2016). These
vesicles may cause host cell death, elicit immune response,
and in some cases, confer protection against diseases (Brown
et al,, 2015). For example, in prokaryotes, molecules able to
confer cytotoxicity to host cells, factors responsible for biofilm
production and antibiotic resistance have been identified in
EVs (Kuehn and Kesty, 2005). In Escherichia coli, o-hemolisin
fractions were identified inside EVs and were shown to be
relevant in red blood cells lysis (Balsalobre et al., 2006). Similarly,
Staphylococcus aureus EVs may induce cytotoxicity and are
able to induce apoptosis in vitro cells (Gurung et al.,, 2011).
Mycobaterium tuberculosis EV's are able to stimulate the cytokine
and chemokine in vitro production, and favor the pathogen
infection in vivo model (Prados-Rosales et al., 2011).

It has been demonstrated that fungi are able to produce
biologically active EVs under culture and during infection
(Rodrigues et al., 2007; Albuquerque et al., 2008; Gehrmann
et al, 2011; Vallejo et al., 2011; Silva et al., 2014; Bitencourt
et al., 2018; Tkeda et al, 2018). The characterizations of
fungal EVs revealed great variety of molecules with biological
function as lipids, polysaccharides and nucleic acids. Besides
that, it was also identified proteins known to participate in
virulence, cellular metabolism, signal transduction, and nuclear
and structure proteins (Albuquerque et al., 2008; Rodrigues
et al.,, 2008; Oliveira et al., 2010; Vallejo et al., 2011; Silva et al,,
2014, 2015; Brown et al., 2015; Gil-Bona et al., 2015; Vargas
et al,, 2015; Tkeda et al, 2018). For example, C. neoformans
EVs are able to stimulate immunomodulatory mediators by
phagocytes and increase fungal clearance (Oliveira et al., 2010).
This immunomodulatory role was also observed in EV's released
by C. albicans, in which the vesicles were able to stimulate innate
and adaptive response and trigger an increase in fungal clearance
(Vargas et al., 2015).

Of interest, most studies have characterized EVs in yeast, while
the release and characterization of these structures in filamentous
fungi, such as Aspergillus fumigatus, have been poorly explored.
A. fumigatus is a filamentous, ubiquitous and saprophytic fungus
of significant medical importance to humans (Latgé, 1999).

To the best of our knowledge, the production, secretion and
function of EVs in A. fumigatus has not been described.
Considering the capacity of EV's to contribute to the pathogenesis
of various fungal infection, we characterized and investigated the
immune effects of A. fumigatus EVs. Our results demonstrated
that the EVs are released by A. fumigatus and their production
is affected by the time of growth. We also identified that EVs are
able to stimulate phagocytes and improve the phagocytic capacity
and fungal clearance by these cells.

MATERIALS AND METHODS

Culture Conditions

The A. fumigatus A1163 strain was used to EVs isolation. This
strain is derived from A. fumigatus CEA17, a strain converted
in pyrG+ by the insert of Aspergillus niger pyrG+ gene. CEA17
strain is a uracil auxotrophic strain from A. fumigatus clinical
isolate CEA10 (Fedorova et al., 2008). To standardize EVs
production, 1 x 107 conidia from A. fumigatus were inoculated
in 50 mL of YG medium (0.5% w/v yeast extract powder; 2%
w/v glucose; 0.1% v/v trace elements). Conidia were incubated
for 24, 48, 72, 96, and 120 h under 120 rpm at 37°C. The
mycelia was filtered in paper filter, then dried and weighed.
After standardizing the time of culture, inoculums were made
in 1 L of culture.

EVs Isolation

The isolation of EVs was performed according to Rodrigues
and colleagues (Rodrigues et al., 2007), adapted. At each
time point, the mycelium was separated from supernatant by
filtration using paper filter. Supernatant was filtered using a
0.45 pm filter (Sartorius) and concentrated up to 25 mL Amicon
ultra-concentration system (cutoff 100 KDa, Millipore). The
concentrated supernatant was centrifuged at 100,000 g for 1 h
at 4°C. The pellet of EVs was washed with phosphate-buffered
saline 1X (PBS) and centrifuged in the same conditions. Pellet was
resuspended in 260 WL PBS 1X, treated with Protease Inhibitor
Cocktails 10X (Sigma) in 1:100 and stored at —80°C (Figure 1).

Nanoparticle Tracking Analysis (NTA)
Quantity and distribution of EVs size were measured by NTA,
using the Nanosight appliance (Malvern Instruments) and NTA
3.0 software. NTA is a technic of optical dispersion to determine
the distribution of size, in a nanometer scale, of particles
in a solution. The appliance allows a direct individual light
dispersion visualization of particles illuminated by a laser beam
(Rupert et al., 2017).

Transmission Electronic Microscopy

(TEM)

TEM was used to visualize the EVs from supernatant of
A. fumigatus culture. Pellets obtained from six independent
preparations were fixed with glutaraldehyde 2.5% v/v + 4%
v/v formaldehyde in sodium cacodylate buffer 0.1 M; pH
7.2. Next, samples were washed in PBS and incubated for
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The supernatant was concentrated at 100,000 g to isolate the vesicles pellet.

FIGURE 1 | Experimental strategy to isolate EVs. 2 x 108 conidia/L were inoculated in YG media for 48, 72, 96, and 120 h at 37°C. After mycelium filtration with
paper filter, the supernatant was filtered in a 0.45 wm membrane to retain reminiscent cells. Then, the flow-through was concentrated using a 100 kDa membrane.

100 kDa

Gt

O

60 min in 1% osmium, dehydrated in ethanol series, and
embedded in Spurr’s resin. Ultrathin sections (70 nm) were
obtained in Leica UC7 ultramicrotome and contrasted with 5%
w/v uranyl acetate for 20 min and 0.5% w/v lead citrate for
5 min. Samples were observed in a JEOL 1200EX transmission
electron microscope operating at 80 kV (Rodrigues et al., 2007;
Albuquerque et al., 2008).

Proteins and Ergosterol Quantification
Proteins were quantified using Bradford reagent (Bio-Rad) at
595 nm, using a standard curve (5-30 pg/iL) of Bovine Serum
Albumin (BSA). Ergosterol was quantified by modifications of
Vargas and colleagues protocol (Vargas et al., 2015). Briefly,
speedvac dried EVs were resuspended in 50 pL methanol.
It was added 450 pL of chloroform, homogenated and
centrifuged at 18,000 g for 5 min. The supernatant dried in
speedvac and resuspended in 200 L of absolute ethanol. The
quantification was done by colorimetry using a calibration curve
(0.5-1.024 pg/mL) of ergosterol, at 282 nm.

Animals

Experiments in mice were approved by the ethics committee
(Comissido de Etica no Uso de Animais CEUA-255/2018) of
Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG). All experiments
were performed in accordance with international guidelines and
regulations. Ten to twelve weeks mice C57BL/6 were infected
with 2 x 107 conidia of A. fumigatus A1163, once a week, during
3 weeks. One week after the last infection, serum of animals was
obtained and stored at —20°C. Animals were euthanized in order
to remove tibia and fibula bones. These bones were washed with
RPMI medium in order to obtain bone-marrow for neutrophils
isolation. The content was centrifuged at 430 g for 10 min at 4°C.
After that, red blood cells were lysed with ACK Lysis buffer and
cells were centrifuged again in the same conditions. Histopaque
1077-1 (Sigma) (1:1) was used to separate the polymorphonuclear
cells, prior to their centrifugation at 430 g for 30 min at 4°C.

SDS-PAGE and Immunoblotting
Two g of proteins of EVs were resuspended in sample buffer
(Tris-HCI 0.5 M; Glycerol; SDS 10% w/v; B-mercaptoethanol;
blue of bromofenol), and resolved in SDS-PAGE 12%. The total
proteins profile was stained by silver.

For immunoblotting, 2 g of proteins of EVs were resolved
by SDS-PAGE and transferred to nitrocellulose membrane.
After blocking with 5% w/v skimmed milk the membrane was

incubated with serum from mice stimulated with A. fumigatus
(1:10). After overnight incubation, anti-mouse IgG-HRP
secondary antibody (Santa Cruz) was added for 1 h in room
temperature. The membrane revealed with Luminata solution
(Luminata Classico Western HRP Substrate, Millipore).
Cropping, faint background, contrast and colors edition were
done using Photos software from Windows 10.

Proteomic Analysis by Liquid
Chromatography-Tandem Mass

Spectrometry

The lyophilized samples digested using ProteaseMAX stock
(Promega) and 2 pg of trypsin. After digestion with trypsin was
used p-C18 ZipTip (Merck Millipore) for cleaning up peptide
samples. After, the samples were dried in speedvac and used
for the analysis.

An Easy-nLC 1200 system (Thermo Fisher Scientific Corp.,
Waltham, MA, United States) was coupled to an Orbitrap Fusion
Lumos instrument equipped with a nanospray source (Thermo
Fisher Scientific Corp., Waltham, MA, United States). Nano-LC
solvents were water with 0.1% formic acid (A) and acetonitrile:
water (80:20) with 0.1% formic acid (B) and the flow rate was
300 nL/min. Samples (3 L) were injected onto a trapping
column (Acclaim PepMap 0.075 mm, 2 cm, C18, 3 um, 100 A;
Thermo) in line with a Nano-LC column (Acclaim PepMap RSLC
(0.075 mm, 15 cm, C18, 2 um, 100 A; Thermo). The sample was
loaded in the trap column and washed with 20 uL of solvent A at
constant pressure (500 bar). After that, the sample was eluted to
the column using a flow of 300 nL/min.

MS/MS analyses were conducted in the ESIT™ mode. The
instrument settings included the spray voltage at 1950 kV,
capillary temperature at 300°C, and S-Lens RF level at 30%.
A full-scan event was performed in profile mode over the mass
range of m/z 400-1600 at a resolution of 120,000 followed by
MS/MS analyses in a cycle time of 3 s. High-collision dissociation
(HCD) with a normalized collision energy set at 30% was
used for fragmentation. The resulting MS/MS fragment ions
were detected in the mass range of m/z 100-2000 using the
Orbitrap mass analyzer at a resolution of 30,000 using centroid
mode. An AGC target of 5¢* and a maximum injection time of
54 ms were used.

A. fumigatus databank available at UniProt' were loaded into
MaxQuant (Tyanova et al., 2016) and used to identify the protein

'https://www.uniprot.org
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content on EVs. A combined list of proteins identified in all
independent replicates (1 = 3) were generated.

Phagocytic and Clearance Ability of
Immune Cells After Stimulation With

Vesicles

Macrophages RAW 264.7 were cultivated in Dulbecco’s minimal
essential medium (DMEM), supplemented with Fetal Bovine
Serum 10% v/v (FBS). Cells were maintained at 37°C in a 5%
CO, atmosphere. 5 x 10* macrophages were stimulated for
5 h with A. fumigatus EVs in a final amount of 0.1; 0.2; or
0.4 g of proteins. After stimulation period, 5 x 10° conidia
of A1163 strain (Multiplicity of Infection - MOI 10:1) were
added to cell culture. Content of wells was collected after
6 h of stimulus. Macrophages were washed with 1X PBS to
remove the non-phagocyted conidia, lysed with sterile water,
and conidia were plated in YAG medium to quantify the colony
forming units (CFU).

To evaluate phagocytosis, 5 x 10* macrophages were
stimulated for 5 h with EVs in a final amount of 0.4 ng
of proteins. 5 x 10° conidia of A1163 strain (MOI 10:1)
were added to cell culture. After 4 and 6 h of stimulus,
supernatant was collected, cells were stained with Quick
Panoptic (Laborclin).

The capacity of fungal clearance by cells stimulated with EVs
was also evaluated in neutrophils. 5 x 10° neutrophils (BMDN)
were stimulated for 3 h with EVs in a final amount of 0.4 pg
of proteins, at 37°C in 5% CO, atmosphere. 5 x 10° conidia
(MOI 1:1) were added to culture of cells. After 3 h of challenge,
content of wells was collected, neutrophils were lysed with sterile
water and the reminiscent conidia were plated in YAG medium
to quantify the CFU.

To evaluate phagocytosis, 5 x 10° neutrophils were stimulated
for 3 h with EVs (0.4 pg of proteins). 2.5 x 10° conidia of A1163
strain (MOI 5:1) were added to neutrophil culture. After 3 h,
supernatant was collected and submitted to a citospin for 5 min
at 35 g, the slides were stained with Quick Panoptic (Laborclin).
Non-stimulated cells, cells stimulated only with EVs and cells
challenged only with the fungus were used as control.

Confocal Microscopy

5 x 10° macrophages RAW 264.7 were plated in a 24 wells
plate. The cells were incubated with CellMask Green (Thermo
Fisher Scientific) in order to stain them, at 37°C in a 5% CO,
atmosphere, for 10 min. A. fumigatus EVs were treated with
3 uM of DilCyg (Thermo Fisher Scientific) for 1 h. EVs were
washed one time with PBS 1X, resuspended in DMEM medium
and co-incubated with macrophages for 30 min (Nicola et al,,
2009; Oliveira et al., 2010). After this period, well was washed 3
times with DMEM medium and the slice submitted to confocal
microscopy (4X zoom, increase of 20X).

Cytokines Measurement

Supernatant of cells stimulated with EVs and challenged with
A. fumigatus were obtained and the levels of pro-inflammatory
cytokines and chemokine TNF-a, IL-1f, IFN-y, and CCL2, and

the modulatory cytokine IL-10 were evaluated, according to
manufacturer instructions (R&D Systems).

Statistical Analysis

Statistical differences among experimental groups were
determined by one way analysis of variance (One Way-
ANOVA), followed by Tukey post-test. Results involving two
experimental groups were analyzed by t Student test. All data was
considered statistically significant if p < 0.05. Statistical analysis
were realized using the GraphPad Prism 6 software.

RESULTS

A. fumigatus Produce EVs During Growth

In order to establish conditions of growth and production
of EVs, we analyzed different culture time points (24, 48,
72, 96, and 120 h at 37°C). It was observed that fungal
mass increased exponentially until 72 h and the growth speed
decreased after that (Supplementary Figure S1), suggesting this
time point was the beginning of the stationary phase. Based
on the A. fumigatus growth curve, we analyzed the size and
yield of EVs production. We observed that the yield of EVs
production was similar in all time points (Table 1). Besides
that, A. fumigatus produced a majority amount of EVs with
average size between 100 and 200 nm and a minor population
of EVs varying from 300 to 595 nm (Figures 2A-D). Further
experiments were conducted using fungi collected at 48 h of
culture, as this was optimal in terms of growth, time of incubation
and yield. Using these 48 h cultures, Transmission Electronic
Microscopy (TEM) analysis revealed the presence of spherical
structures displaying electrodense bilayers, characteristics of EVs.
Quantification showed that these isolated EVs had the same
average diameter as demonstrated by NTA (Figure 2E).

A. fumigatus EVs Composition

In order to investigate the profile of protein content in
A. fumigatus EVs, a silver stained SDS-PAGE was performed.
Figure 3A shows the electrophoretic resolved profile of protein
content in the EVs demonstrating at least 9 major bands
of proteins varying from 50 to 250 KDa (Supplementary
Figure S2). These proteins were transferred to nitrocellulose
membrane and incubated with total serum obtained from mice
previously infected with A. fumigatus. Serum reactive proteins
of approximately 37-150 kDa were found in A. fumigatus
EVs (Figure 3B and Supplementary Figure S3).

TABLE 1 | Concentration of EVs released by A. fumigatus in different
periods of culture.

NTA analysis

Period of culture (h) Concentration (particles/mL)

48 8.56 x 109 +3.76 x 108
72 8.91 x 10% £ 4.91 x 108
96 1.33 x 10'9 +3.51 x 108
120 6.67 x 10% £ 3.93 x 108
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FIGURE 2 | Morphological and dimensional aspects of A. fumigatus EVs. Dimensional analysis of EVs in 48 h (A), 72 h (B), 96 h (C), and 120 h (D) of culture. EVs
were isolated and observed by Nanoparticle Tracking Analysis — Nanosight (Malvern). E6 particles means 10° particles. Transmission Electron Microscopy (TEM) of
EVs isolated by ultracentrifugation of 48 h culture supernatants from A. fumigatus (E). Scale bar 500 nm (i,ii) and 200 nm (iii,iv). Arrows indicate EVs.

Considering that the protein profile in A. fumigatus
EVs is unknown, the protein composition was identified
using proteomics. According to our analysis, 60 proteins
were identified (Table 2). The cellular composition and
the molecular and biological functions proposed for these
proteins are shown in Supplementary Table S1. Using the
UniProt*> and AspGD’ databases, proteins were classified
according to their predicted cellular localization and molecular
putative functions in the fungal cells (Figures 3C,D), and
included hydrolases, oxydoreductase, peptidases, tranferases,
RNA/carbohydrate/protein ~ binding,  structural  activity,

Zhttps://www.uniprot.org/
*http://www.aspgd.org/

isomerases and phosphatases. The proteins were also classified
according to cellular localization. The identified proteins were
associated to the extracellular region (24%), cell wall (14%),
cytosol (11%), membrane (8%), mitochondrion (6%), plasma
membrane (5%), ribosome (4%), nucleus (4%), vacuole (4%) and
peroxisome (3%) (Figure 3C). The proteins were also classified
according to their biological function. The majority of vesicular
proteins classified were associated to carbohydrate metabolic
processes and response to cellular stress, and also to proteins
associated to pathogenesis (Supplementary Table S1). The
presence of proteins with antigenic potential, in association with
pathogenesis and host response stimulation in EVs proteome, led
us to investigate if the A. fumigatus EVs were able to stimulate
macrophages and neutrophils, as competent phagocytes.

Frontiers in Microbiology | www.frontiersin.org

September 2019 | Volume 10 | Article 2008


https://www.uniprot.org/
http://www.aspgd.org/
https://www.frontiersin.org/journals/microbiology/
https://www.frontiersin.org/
https://www.frontiersin.org/journals/microbiology#articles
42


Souza et al.

43

Aspergillus fumigatus EVs Stimulate Phagocytes

250 kDa
150 kDa

100 kDa
75 kDa

50 kDa

37 kDa

24% Extracellular region
14% Cell wall

12% Unknown

11% Cytosol

8% Membrane

6% Mitochondrion
5% Plasma membrane
5% Other

4% Ribosome

4% Nucleus

4% Vacuole

3% Peroxisome

innpnnpcnngon

FIGURE 3 | A. fumigatus EVs protein diversity and Gene Ontology categorization of MS identified proteins. The content of proteins (2 j.g) in the vesicles was
visualized by silver staining (A). Some of these proteins were reactive in the presence of total anti-serum from previously infected mice (B). Proteins were identified by
mass spectrometry and classified according to their subcellular predicted localization (C) and molecular predicted function (D).
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Ergosterol is the main lipid in fungal membranes and its
content is also important to maintain plasma membrane integrity
in EVs. Results demonstrated that in 1.5 x 10'° A. fumigatus EVs
particles there were 13.5 pug of ergosterol.

A. fumigatus EVs Are Recognized by
Macrophages and Promote an Increase
of Fungicide Capacity and Production of

Inflammatory Mediators

EVs are known to modulate host responses and function as
virulence factors. In order to identify the effects of A. fumigatus
EVs in phagocytes, macrophages were stimulated with different
amounts of EVs and challenged with A. fumigatus. Results
demonstrated that 0.1 and 0.2 g of EVs (measured as
total protein content) were not able to induce A. fumigatus
clearance by macrophages (Figure 4). However, 0.4 pg
of EVs were very effective in stimulating the clearance
of conidia by macrophages, leading to more than 50%
killing of conidia after challenge. When compared to the

positive control, the stimulation of phagocytes with 0.4 pg
of EVs was able to double the killing effector functions of
macrophages (Figure 4).

In order to verify whether the mechanisms of fungal
recognition and internalization by macrophages were affected
by EVs, the phagocytic capacity of macrophages previously
stimulated with A. fumigatus EVs was evaluated. After
5 h incubation, results demonstrate that EVs were able to
increase phagocytosis by approximately 12% in comparison
to macrophages not exposed to EVs (Figure 5A). In addition,
complementary analysis showed that the number of phagocyted
conidia in the EVs stimulated macrophages was higher
than in the control group (Figure 5B). Macrophages from
both groups (non-EVs or EVs stimulated) demonstrated
an equivalent phagocytic capacity, in terms of internalizing
1, 2, 3, or 4 conidia per macrophage. On the other hand, the
presence of EVs was able to induce macrophages capacity to
internalize conidia as seen by an increase of almost 50% in the
number of macrophages with more than 4 fungal cells inside
cells (Figure 5C).
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TABLE 2 | List of protein groups identified by proteomic analysis of extracellular
vesicles from A. fumigatus.

Protein A. fumigatus

group genome database Protein name

number acession humber

1 AFUB_063700 Glutamate dehydrogenase

2 AFUB_016770 Uncharacterized protein

3 AFUB_063890 Ecm33

4 AFUB_096050 Allergen Asp F3 (Peroxiredoxin family
protein)

5 AFUB_037910 Ubiquitin (UbiC), putative

6 AFUB_015530 Extracellular cell wall glucanase
Crf1/allergen Asp F9

AFUB_066130 Aminopeptidase
AFUB_094680 FAD/FMN-containing isoamyl alcohol

oxidase MreA

9 AFUB_094730 IgE-binding protein, putative

10 AFUB_097210 Carboxypeptidase

1 AFUB_095500 GPI anchored protein, putative

12 AFUB_005920 Glycogenin

13 AFUB_002680 Uncharacterized protein

14 AFUB_099560 Tripeptidyl-peptidase (TppA), putative

15 AFUB_004489 FG-GAP repeat protein, putative

16 AFUB_045170 Cell wall protein phiA

17 AFUB_048140 Extracellular phytase, putative

18 AFUB_020900 Allergen Asp F4

19 AFUB_022370 1,3-beta-glucanosyltransferase gel4

20 AFUB_052010 Nucleoside diphosphate kinase

21 AFUB_052060 Thioredoxin reductase, putative

22 AFUB_052270 Class Il chitinase ChiA1

23 AFUB_050860 Major allergen Asp F1

24 AFUB_052690 Molecular chaperone Mod-E/Hsp90

25 AFUB_085650 Endo-chitosanase

26 AFUB_046050 Alpha,alpha-trehalose glucohydrolase
TreA/Ath1

27 AFUB_048180 Probable glucan
endo-1,3-beta-glucosidase eglC

28 AFUB_047510 Extracellular conserved serine-rich
protein

29 AFUB_047560 FAD-dependent oxygenase, putative

30 AFUB_037350 Phosphoglucomutase PgmA

31 AFUB_050510 BYS1 domain protein, putative

32 AFUB_040810 Aspartyl aminopeptidase

33 AFUB_010890 1,3-beta-glucanosyltransferase Bgt1

34 AFUB_023440 608 ribosomal protein L18

35 AFUB_018250 1,3-beta-glucanosyltransferase gell

36 AFUB_009540 Adenosylhomocysteinase

37 AFUB_066060 GPI anchored cell wall protein, putative

38 AFUB_087520 Isoamy! alcohol oxidase, putative

39 AFUB_006000 408 ribosomal protein S3, putative

40 AFUB_004410 Ubiquitin UbiA, putative

41 AFUB_079620 Uncharacterized protein

42 AFUB_050490 Glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase

43 AFUB_023550 Probable Xaa-Pro aminopeptidase

pepP

(Continued)

TABLE 2 | Continued

Protein A. fumigatus

group genome database Protein name

number acession humber

44 AFUB_005160 Probable NAD(P)H-dependent D-xylose
reductase xyl1

45 AFUB_036480 Putative UDP-galactopyranose mutase

46 AFUB_034560 Uncharacterized protein

47 AFUB_093550 Actin Act1

48 AFUB_021670 ER Hsp70 chaperone BIP, putative

49 AFUB_006770 Elongation factor 1-alpha

50 AFUB_056780 Superoxide dismutase [Cu-Zn]

51 AFUB_007770 Molecular chaperone Hsp70

52 AFUB_009760 Phosphoglycerate kinase

53 AFUB_036860 60S ribosomal protein L22, putative

54 AFUB_025910 608 acidic ribosomal protein
P2/allergen Asp F 8

55 AFUB_017890 Purine nucleoside permease, putative

56 AFUB_000660 CFEM domain protein

57 AFUB_089500 Uncharacterized protein

58 AFUB_070900 Uncharacterized protein

59 AFUB_024920 Dipeptidyl-peptidase 5

60 AFUB_001190 Ribosomal protein S13p/S18e

Control Afu
Mo+Afu
M¢+Afu+0.1 g
M¢+Afu+0.2 nug

-
(-
=
(]
B Vj+Afu+0.4 ug

FIGURE 4 | A. fumigatus kiling by macrophages. 5 x 10* RAW 264.7
macrophages were stimulated with 0.1, 0.2, and 0.4 pg of EVs (measured as
total protein content) for 5 h. After that, the macrophages were challenged
with 5 x 10% (MOI 10:1) conidia of A. fumigatus for 6 h. The amount of live
conidia was quantified in YG media as unit forming colony (UFC). Data are
representative of three experiments. * Represents statistically differences
between the indicated groups (p < 0.05) as determined by One Way-ANOVA.

The phagocytosis of EVs by macrophages was observed
under confocal microscopy. Images show that there were
vesicles outside and inside macrophages. 3D reconstitution
of images demonstrated that EVs were in the cytoplasm of
macrophages, confirming their internalization (Figures 5Di-v
and Supplementary Movie S1).

Considering that EVs are able to increase the uptake of
the fungus by macrophages, levels of inflammatory mediators
produced by EVs stimulation were evaluated. After 5 h
stimulation, EVs were able to induce significant secretion of
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FIGURE 5 | EVs are able to modulate A. fumigatus phagocytosis. 5 x 10* macrophages were stimulated with EVs for 5 h. Then, the macrophages were challenged
with 5 x 10% (MOI 10:1) conidia of A. fumigatus for 4 h and the phagocytosis was evaluated (A), the average number of phagocyted conidia by cells (B), and the
mean number of conidia phagocyted per macrophage (C). DilC1g (red)-stained vesicles were incubated with macrophages (D). The plasma membrane was stained
with CellMask (green). Control microscopy shown macrophages stained by CellMask without vesicles (i); densitometry of a single cell (macrophage) stained by
Cellmask (ii); microscopy shown macrophages stained by CellMask incubated with DiLC+g stained vesicles (iii); densitometry of a single cell (macrophage) stained
by CellMask showing EVs in the cytoplasm (iv). Co-localization of macrophages and vesicles in merged images (v). (3D reconstruction). Data are representative of
three experiments. *Represents statistically differences between the indicated groups (p < 0.05) as determined by One Way-ANOVA and two-sample
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pro-inflammatory mediators TNF-a (approximately 10 times)
and a twofold change in CCL2 levels compared to non-
stimulated cells (Figures 6A,B). Results demonstrated no
changes in IFN-y levels and IL-10, after EVs stimulation
(Figures 6C,D).

We analyzed the production of cytokines during in vitro A.
fumigatus infection. Results demonstrate that EVs stimulation
prior to fungal challenge is responsible for an increase of
approximately 15 times in the production of TNF-a (Figure 6E).
The levels of the chemokine CCL2 were also increased, around
30%, when compared to non-EVs control group (Figure 6F).
No differences were observed in IFN-y and IL-10 levels
(Figures 6G,H).

EVs Promote an Increase in Fungicide
Capacity by Neutrophils and Enhance
Cytokine Production After A. fumigatus
Challenge

Neutrophils are recruited in response to A. fumigatus challenge
(Dagenais and Keller, 2009; Muller, 2013). We investigated the
capacity of EVs to stimulate bone marrow-derived neutrophils
(BMDN) and to improve their fungicide capacity. After 3 h
of EVs stimulation, there was a pattern of response similar to
that of macrophages. EV's stimulation could enhance phagocytic
capacity by approximately 17% when compared to the control
non-EVs group (Figure 7A). This effect was accompanied

Frontiers in Microbiology | www.frontiersin.org

September 2019 | Volume 10 | Article 2008

45


https://www.frontiersin.org/journals/microbiology/
https://www.frontiersin.org/
https://www.frontiersin.org/journals/microbiology#articles
45


46

Souza et al. Aspergillus fumigatus EVs Stimulate Phagocytes
A B C D
800 80 100+ 100+
. * I M¢ Control
_, 600+ T , 60- 80- 80- . V)+EVs
S = —E' _El
) ) S 604 =5 60
o [
400+ 2 a0- -4 o
N - 4 40+ 2 40-
= 200 S = =
i 201 20 20-
0- 0- 0- 0-
E F G H
2000+ * 800+ * 200+ 100+
N . ; . M¢ Control
- — 1504 80 . M+Afu
—E' 1500 - _El _El Hm Mp+EVs+Afu
E E Ea
b 2 100 a
% 1000- = )
W 200- iy % 404
2z z =
(= L 504 =
100 204
0 0- 0- — —
4h 6h 4h 6h
FIGURE 6 | EVs are able to stimulate cytokines and chemokines production by macrophages. 5 x 10* macrophages were stimulated with 0.4 g of A. fumigatus
EVs. Secretion of inflammatory mediators TNF-a (A), CCL2 (B), IFN-y (C), and IL-10 (D) were quantified. Cells pre-incubated with EVs were challenged with 5 x 10°
(MOI 10:1) conidia of A. fumigatus for 4 and 6 h. Production of inflammatory mediators TNF-a (E), CCL2 (F), IFN-y (G), and IL-10 (H), during in vitro challenge with
A. fumigatus, were quantified. Data are representative of three experiments. *Represents statistically differences between the indicated groups (p < 0.05) as
determined by One Way-ANOVA and two-sample independent t-tests.

by induction of fungal clearance by BMDN (Figure 7B).
Together, these results show that the sensitization of phagocytes
with A. fumigatus EVs was able to prime these cells and
increase their phagocytic capacity, hence culminating in higher
fungal clearance.

Considering that the EVs were able to induce the production
of inflammatory mediators by macrophages, we also evaluated
the capacity of these structures to stimulate cytokine production
in BMDN. After 3 h of stimulus, EVs were not able to
induce TNF-a, IL-1B, and IFN-y production (Figures 7C-E,
respectively). On the other hand, results demonstrated that
stimulation with EVs induced an increase of TNF-a and IL-18
production after fungal challenge. Levels of IFN-y did not change
after challenge (Figures 7C-E).

DISCUSSION

In this work, we demonstrated for the first time the release of EVs
by the pathogenic filamentous fungus, A. fumigatus. Considering
that the liberation of EVs can happen in both the saprophytic
phase or during the colonization of mammal hosts, different
in vitro growth conditions could interfere with EVs production.
In this sense, we analyzed several culture time points to determine
the ideal condition to isolate the EVs released by A. fumigatus.
The exponential phase of fungal growth is the period of highest
metabolic activity of cells (Brown et al., 2015). According to our

data and the literature, this time point for A. fumigatus comprises
up to 72 h, when the stationary phase begins (Meletiadis et al.,
2001; Reeves et al., 2004). Considering the growth of the fungus
and that the production of EVs was similar at 48 and 72 h, 48 h
of incubation was chosen as the optimal point to carry out the
functional characterizations of A. fumigatus EVs.

In all A. fumigatus growing conditions two main populations
of vesicles were identified, one major population constituted
by small vesicles with size between 100 and 200 nm diameter
and a minor population of vesicles up to 595 nm. Variations
in the diameters of isolated EVs may indicate that different
pathways may be important in their biogenesis. Our
findings are consistent with the diameter of EVs observed
in other fungi such as in H. capsulatum, C. neoformans, and
P. brasiliensis (Rodrigues et al., 2007; Albuquerque et al., 2008;
Vallejo et al., 2011; Baltazar et al., 2016). Other A. fumigatus
strains probably release EVs with differences in size and
consequently in composition, once it was already demonstrated
that EVs released by different C. neoformans strains showed
different protein composition. In C. albicans the EVs population
can vary from 50 to 100 nm up to larger populations from 450
to 850 nm or 350 to 450 nm depending on the strain, and also
showed differences in their protein content, demonstrating
that fungal EVs are considered heterogeneous among species
(Albuquerque et al., 2008; Vargas et al., 2015). The differences
in EVs using other A. fumigatus strains will be investigated
in future studies.
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FIGURE 7 | Fungicide capacity and cytokines production by neutrophils. 5 x 10° bone marrow-derived neutrophils were challenged with 2.5 x 108 (MOI 5:1) (A) or
5 x 10% (MOI 1:1) conidia (B), and the phagocytosis (A) and fungal kiling (B) were evaluated after 3 h of incubation. Production of TNF-a (C), IL-1B (D), and IFN-y
(E) was evaluated in BMDN stimulated with EVs and challenged with A. fumigatus. Data are representative of three experiments. *Represents statistically differences
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Secretion of EVs is considered an important vehicle of
molecule transportation to the extracellular environment. The
importance of EVs as a way of transportation is sustained by
the fact that a great number of proteins have been identified
in pathogenic fungi EVs. A variety of functions have been
associated with these identified proteins, as biofilm formation,
cell wall organization and remodeling, carbohydrates, lipids and
protein metabolism, cell response to drugs, heat shock proteins,
transport and vesicular fusion and antioxidants (Albuquerque
et al., 2008; Rodrigues et al., 2008; Vargas et al., 2015; Zarnowski
et al., 2018). In this work it was demonstrated that A. fumigatus
EVs proteins were recognized by total serum antisera from
previously A. fumigatus infected mice, suggesting that proteins
of A. fumigatus transported by EVs are antigenic and sensitize
host immune system. Similar findings have been reported for
other fungal species, such as H. capsulatum, C. neoformans,
P. brasiliensis, and C. albicans (Albuquerque et al., 2008;
Rodrigues et al., 2008; Vallejo et al., 2011; Vargas et al., 2015).

The characterization of the proteins inside EVs identified
proteins involved in metabolic processes, filamentous growth,
sporulation, cell cycle and transport. Most of the proteins were
classified as hydrolases. The presence of proteins that are able to
hydrolyze the components of cell wall is interesting, once they
can promote the remodeling of cell wall allowing the secretion
of EVs (Albuquerque et al., 2008; Brown et al., 2015). Among
proteins involved in cell wall remodeling in A. fumigatus, we
identified the presence of glucanosyltransferases (Gell, Gel4, and
Bgtl), Ecm33 and EgIC that participate in the elongation of cell
wall glucan chain leading to maintenance and resistance of cell

wall, suggesting that these proteins in the EVs participate of
mechanisms of fungal growth (Chabane et al., 2006; Gastebois
et al.,, 2010; Zhao et al., 2013; Champer et al., 2016).

Many proteins were predicted to localize in the intracellular
or extracellular space, suggesting that these vesicles are serving
as a mechanism of transport for proteins beyond cells. Some
identified proteins, as nucleoside diphosphate kinase and
superoxide dismutase, have an important role in A. fumigatus
polarization growth and in the resistance to high temperatures
(Momany et al, 1999; Lin et al, 2003; Lambou et al., 2010;
Dinamarco et al, 2012). These proteins are also involved
in the pathogenesis and host response activation. Nucleoside
diphosphate kinase plays a key role in resistance to oxidative
stress. It was demonstrated in Neurospora crassa that a knockout
mutant for this protein showed hypersensitivity to oxidative
and thermal stress (Yoshida et al., 2006). Superoxide dismutase
detoxifies superoxide reactive anions and contributes to oxidative
burst inhibition. A. fumigatus SODs knockout mutants showed
sensitivity to higher temperatures and ROS donors and their
clearance by in vitro macrophages were higher than the wild type
(Holdom et al., 2000; Lambou et al., 2010). In the same way,
the thioredoxin reductase is able to inhibit the respiratory burst
in neutrophils by breaking the NADPH oxidase, facilitating the
fungus dissemination (Tsunawaki et al., 2004; Shi et al., 2012).

Chaperones are involved in morphogenesis, stress response
(temperature and pH), osmolarity and antifungal resistance.
This family of proteins were also identified in EVs of
others fungi, such as C. neoformans, H. capsulatum, and
C. albicans (Albuquerque et al., 2008; Rodrigues et al., 2008;
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Vargas et al., 2015) and are related to virulence and resistance
to antifungals (Cordeiro et al, 2016; Cleare et al, 2017;
O’Meara et al, 2017). HSP90 is an essential component of
cytoplasmic chaperone network HSP70-HSP90 responsible for
protein folding. Besides that, HSP90-calcineurin pathway have
a crucial role in the antifungal resistance (Soriani et al., 2008;
O’Meara and Cowen, 2014; Tiwari et al., 2015).

Other components of significant relevance to A. fumigatus
virulence are proteins known to possess significant allergenic
properties in the host. In the EVs of A. fumigatus the allergens
Asp f-1, Asp £-3, Asp -4, Asp £-8, and Asp {-9 were identified.
The ribotoxin Asp f-1 is able to reach the cytosol of mammalian
host cells and inactivate the ribosomes inhibiting the proteins
synthesis (Olmo et al, 2001; Lacadena et al, 2007). Asp
f-3 is a peroxiredoxin able to bind IgE and inactivate ROS
(Ramachandran et al., 2002; Hillmann et al., 2016). Asp f-4 is
also one of the main antigens of A. fumigatus, with unknown
function, and it is used as a marker for diagnosis of allergic
bronchopulmonary aspergillosis (ABPA) (Kurup et al., 2000).
Together, these data suggest that the milieu of proteins in
A. fumigatus EVs have a role in invasion, resistance and host
fungus growth, demonstrating that EV's secretion may be related
to virulence of A. fumigatus.

Studies with EV's of pathogenic microorganisms demonstrate
that EVs are able to interfere with a proper immune response.
A. fumigatus EVs increased fungal killing by phagocytes and
this property is in accordance with results described for EVs
derived from C. neoformans (Oliveira et al., 2010), Trichophyton
interdigitale (Bitencourt et al,, 2018), S. aureus (Choi et al,
2015), and C. albicans in a Galleria mellonella larva model of
infection (Vargas et al., 2015). Together, these and our study
show that EVs are immunologically active and have a potential
to interfere with the course of infection, in general causing
higher clearance of the pathogen after stimulation with the
vesicles. These findings were unexpected as the fungus would be
spending a considerable amount of energy producing EVs with
proteins that do no favors its relation with host cells. However,
these same protein may be associated with fungal growth and
communication and enhancement of immune responses could
be an unwanted effect (to the fungus) of secreted EVs. Further
studies, however, are necessary to fully characterize the role of
these EVs for fungal physiology and during in vivo infection,
where multiple interactions between various cell types may occur.

The immunomodulatory components of EV's from pathogens
indicate that the molecules associated to EVs can promote
survival and dissemination of these organisms. On the other
hand, they can also stimulate host immune response for pathogen
clearance. The exact role of EVs derived from pathogens
in the host-pathogen interactions probably depends on the
development stage of the pathogens, environmental conditions
and/or specific tissue (Schorey et al., 2015; Kuipers et al., 2018).
In our work, we identified that the components present in
A. fumigatus EVs have potential in stimulating an in vitro
pro-inflammatory response, and increasing the capacity of
clearance of the fungus.

Exposure of phagocytic cells to A. fumigatus was able to
induce inflammatory mediators production, and interestingly,

cells previously stimulated with EVs showed an additive effect
in production of TNF-a, IL-18, and CCL2. In A. fumigatus
infections, TNF-a is a critical component of the innate immune
response, as its signaling deficiency is able to result in a decrease
of neutrophil influx and increase in mortality of infected animals.
The administration of a TNF-a agonist, prior to infection with
A. fumigatus, is able to increase the survival of mice (Mehrad
et al.,, 1999). CCL2 is one of the main chemoattractant molecules
regulating innate immunity, and it is positively regulated during
in vitro challenge by A. fumigatus. The administration of anti-
CCL2 serum in mice was able to decrease the clearance of conidia
and increase the hyper-reactivity into the airways of mice infected
with A. fumigatus (Blease et al., 2001; Loeffler et al., 2009).

CONCLUSION

In conclusion, we demonstrated that A. fumigatus produce EVs
that are rich in a range of bioactive proteins. EVs production is
affected by different environmental conditions, which suggests
that these structures can have an important function during
growth. EVs can be recognized by phagocytes and stimulate
phagocytosis and production of pro-inflammatory mediators and
impact on fungal clearance.
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5. CAPITULO 2: AVALIACAO DOS EFEITOS DAS VEs DE A. fumigatus IN VIVO

5.1 Vesiculas extracelulares e suas implicag6es no estimulo do sistema imune do

hospedeiro

A secrecdo de VEs foi inicialmente descrita como um mecanismo de eliminacdo de
compostos desnecessérios para a célula, no entanto, atualmente sabe-se que as VEs
possuem um importante papel na troca de moléculas entre células, atuam como veiculo de
sinalizag&o e na patogenicidade [109, 110].

As proteinas representam o maior grupo de moléculas associadas as VEs de
patdégenos, no entanto os lipideos e RNAs, presentes nestas estruturas, também tém sido
intensamente investigados no que diz respeito a capacidade de interacdo com as células do
hospedeiro. Estudos demonstraram que estas moléculas, associadas as VES, possuem um
potencial em estimular células do sistema imune, podendo intensificar uma infeccao ou até
mesmo elicitar protegdo [111].

Um estudo recente investigou o impacto das VEs na patogénese de Neisseria
gonorrhoeae, uma bactéria capaz de colonizar o trato reprodutivo. Essa colonizacdo é
mediada pela porina de membrana externa PorB, que € essencial para a absorcao de ions e
nutrientes, além de ser capaz de interferir nas vias de apoptose e promover infec¢des. Foi
observado que VEs liberadas por N. gonorrhoeae possuem PorB, e que macréfagos expostos
as estas VEs apresentaram perda do potencial da membrana mitocondrial, liberacdo do
citocromo C, ativagcdo de caspases apoptoéticas e morte celular. Estes dados demonstram que
N. gonorrhoeae utiliza porinas presentes nas VEs para atingir mitocondrias e induzir a
apoptose em macrofagos [112]. Kunsmann e colaboradores (2015), demonstraram que a
linhagem de E. coli O104-H4, altamente virulenta, libera VEs contendo uma diversidade de
fatores de viruléncia, incluindo toxina Shiga (Stx) 2a, enterotoxina Shigella 1, flagelina H4 e
lipopolissacarideo O104. Adicionalmente, foi demonstrado que VEs de E. coli 0104-H4 foram
internalizadas por células epiteliais intestinais humanas e induziram apoptose, mediada por
caspase-9 e secrecdo de IL-8 [113]. Em conjunto, estes estudos mostram como as VES
representam um importante mecanismo de entrega de fatores de viruléncia para as células
hospedeiras.

Embora a maioria dos estudos de VEs como estruturas transportadoras de fatores de
viruléncia tenham sido concentrados, até o momento, em microrganismos procarioticos,
atualmente trabalhos vém buscando investigar o potencial das VEs, provenientes de células

fungicas, na infecgdo. A esporotricose, por exemplo, é uma micose causada pelo fungo
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Sporothrix brasiliensis, que afeta a pele, sistema linfatico e 6érgaos humanos. Foi
demonstrado, in vitro, que VEs de S. brasiliensis aumentaram o indice fagocitico e a carga
fangica de células dendriticas desafiadas, além de aumentar a producdo das citocinas IL-
12p40 e TNF-a. Quando as VEs foram inoculadas em camundongos, antes de uma infec¢éo
subcutanea, houve um aumento da carga fungica e do tamanho da lesdo dos animais
infectados. Esses dados demonstraram que VEs de S. brasiliensis desempenham um papel
importante na viruléncia e na modulacdo do sistema imune do hospedeiro durante a infeccéo
[61].

Considerando a capacidade das VEs de carrear moléculas capazes de impactar na
infeccdo, estas estruturas também tém sido implicadas no estimulo da resposta imune do
hospedeiro e na prote¢do contra patégenos [111]. Estudos demonstraram que tanto VEsS
derivadas de microrganismos procariotos quanto de eucariotos sdo capazes de estimular a
producdo de mediadores inflamatérios, in vitro ou in vivo, e influenciar nos mecanismos de
depuracdo do microrganismo [56, 66, 114]. Neste sentido, as propriedades pro-inflamatorias
de VEs derivadas de patdgenos podem ser utilizadas como estratégia de vacinacdo baseadas
em VEs [111].

Foi demonstrado que VEs de bactérias Gram-negativas podem servir como um veiculo
de entrega de antigenos capazes de desencadear uma resposta imune protetora. Por
exemplo, VEs derivadas de Salmonella enterica serovar Typhimurium, uma linhagem
modificada para sintetizar um derivado da proteina pneumocécica PspA, foram utilizadas para
imunizar camundongos, via intranasal. A imunizagdo conferiu producdo de anticorpos
especificos contra componentes da vesicula, como PspA, lipopolissacarideo derivado de
Salmonella e outras proteinas de membrana, além de estimular o desenvolvimento de IgA
contra proteinas de Salmonella. Além disso, camundongos foram completamente protegidos
contra uma dose letal de S. pneumoniae [115]. Choi e colaboradores (2015), demonstraram
gue a imunizacdo de camundongos com VESs derivadas de S. aureus foi capaz de estimular a
imunidade adaptativa. As VEs foram capazes de induzir a producdo de moléculas co-
estimulatérias, como CD80 e CD86 in vitro, e estimular a produ¢éo de citocinas polarizadoras
de células T na apresentacao de antigenos, como IFN-y, IL-17 e IL-4, in vivo. Adicionalmente,
a vacinacdo com VEs conferiu protecdo contra um desafio com dose letal de S. aureus e
também contra pneumonia, induzida por uma dose sub-letal [114].

O potencial das VEs como estratégia vacinal ja foi avaliado para a doenca
meningocécica B. Uma vacina para a doenca meningocécica B, formulada com VEs, foi
introduzida na Nova Zelandia e demonstrou ser segura e desencadear a producdo de
anticorpos reativos contra a bactéria em criancas de até 5 meses de idade [116].

Em fungos, estudos também vem objetivando investigar o efeito das VEs como uma

alternativa profilatica. Vargas e colaboradores (2015) investigaram o papel imunomodulador
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de VEs de C. albicans. A partir de ensaios de imunotransferéncia, soro de camundongo
previamente infectado com C. albicans reagiu contra duas proteinas predominantes presentes
no extrato de VEs deste fungo, demonstrando o potencial imunogénico destas estruturas.
Além disso, as VEs liberadas por este microrganismo foram capazes de induzir a producdo
de mediadores inflamatérios como IL12p40, TGF-B e TNF-a, quando realizados ensaios in
vitro, e demonstraram elicitar protecdo quando realizados testes in vivo, conferindo uma
protecdo de até 40% em Galleria mellonella estimuladas previamente com VEs, comparado
com organismos nédo estimulados [66].

Tomados em conjunto, estes estudos mostram que o conhecimento aumentado das
VEs ao longo das ultimas décadas, podera contribuir com o desenvolvimento futuro de uma
nova geracao de formulagbes vacinais [3, 14, 22]. Até o momento, demonstramos neste
trabalho que as VEs de A. fumigatus possuem proteinas capazes de estimular células do
sistema imune, in vitro, melhorando a capacidade anti-fungica destas células, além de
apresentarem imunogenicidade. Considerando isso, investigamos quais seriam os efeitos das
VEs de A. fumigatus no sistema imune, in vivo. Para isso, n0s padronizamos um modelo de
imunizagdo com VEs isoladas de A. fumigatus e avaliamos a resposta inflamatéria e a

capacidade de depuracao fangica dos animais, apos a infecgéo.
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5.2 Materiais e Métodos

Foram utilizados camundongos livres de patégenos especificos (SPF), isogénicos,
machos, da linhagem C57BL/6J com aproximadamente 25 gramas de peso e 10-12 semanas
de idade, obtidos no Biotério Central da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG). Os
camundongos foram agrupados de cinco a seis animais, por gaiola, e mantidos em condi¢gdes
de temperatura e luz controladas, no biotério do Departamento de Genética, Ecologia e
Evolugéo do Instituto de Ciéncias Bioldgicas (ICB) da UFMG. A disponibilidade de racdo e
agua foi acompanhada diariamente. O protocolo de utilizagdo de camundongos C57BL/6J foi
aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA-255/2018) da UFMG (ANEXO
3).

5.2.1 Imunizacgéo e infec¢do dos animais

Apos o isolamento das VEs de A. fumigatus, quatro grupos de camundongos C57BL/6,
foram utilizados para avaliar a resposta inflamatoria, apos a infec¢éo pelo fungo. Os grupos
foram classificados em nédo infectado (NI), ndo infectado que recebeu VEs (NI+VES), infectado
(Afu) e camundongos que receberam VESs e foram infectados (VEs+Afu). Os animais que nao
foram imunizados com VEs receberam salina. Camundongos do grupo imunizado receberam
2,2x10° vesiculas (0,4 pug) ressuspensas em salina, via intranasal. Foram administradas duas
imunizagbes com um intervalo de 7 dias cada, sendo que, uma semana apos a Ultima
imunizagdo os animais foram infectados com 1x108 conidios de A. fumigatus, via intranasal

(Figura 7), conforme preparo de conidios descrito a seguir.

1° dia 7° dia 14° dia 2 dias ¥ A
pas-infeccao

Figura 7: Modelo de imunizacdo com VEs de A. fumigatus. Os camundongos receberam
multiplas imunizagfes, via intranasal, com 2,2x10° vesiculas. Apo6s, os camundongos foram
infectados, via intranasal, com 1x108 conidios de A. fumigatus. Dois dias ap6s infeccdo foram
coletados fluidos e tecidos para avaliagdo da resposta inflamatoria (Figura gerada pelo aplicativo
Biorender).
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Conidios reativados de A. fumigatus, que estavam armazenados a 4°C em placa de
Petri contendo meio completo (YAG) (0,5% de extrato de levedura; 2% de glicose; 2% de agar
e 100 pyL de elementos tragos), foram semeados em uma nova placa contendo YAG e
incubados em estufa a 37°C durante 48 horas. ApGs o periodo de incubacéo, foi preparada
uma suspensao de conidios em PBS 1X. A suspenséao foi centrifugada a 1.400 g durante 10
minutos. O pellet de conidios foi ressuspendido em PBS 1X e a concentracao foi determinada
apoés contagem em camera de Newbauer. Foram inoculados, entdo, 1x108 conidios em 40 pL
de PBS 1X, na via intranasal, nos animais. Dois dias ap0s a infeccdo, os animais foram
eutanasiados e foram coletados sangue, lavado broncoalveolar (BAL) e pulmdes, para avaliar
a resposta inflamatéria (Figura 7).

5.2.2 Avaliagédo da resposta inflamatoria dos animais

5.2.2.1 Contagem de células totais e diferenciadas do BAL

Dois dias ap6s a infecgdo, os animais foram eutanasiados com uma dose letal de
quetamina/xilasina. O BAL foi realizado com o auxilio de uma céanula injetando 1 mL de PBS
1X gelado nos pulmdes, lavando 3 vezes. O volume recuperado foi reservado e repetiu-se o
procedimento com mais 1 mL de PBS 1X. Ao final, todo o volume recuperado do lavado foi
reservado em um tubo de 2 mL. Apés o procedimento, o BAL foi centrifugado a 300 g por 10
minutos a 4°C. O sobrenadante foi armazenado a -20°C e o precipitado de células foi
ressuspendido em 100 pL de PBS 1X. Foi realizada uma diluicdo de 1:10 das células, em
reagente de Turk (Renylab), para a contagem total de células em camera de Newbauer. Apés
a contagem total, foi realizado um citospin das amostras a 35 g por 5 minutos. As laminas

foram coradas com Kit Panético Rapido para a contagem diferencial de células.

5.2.2.2 Fagocitose in vivo

Nas laminas onde foram realizadas a contagem diferencial de células, foi realizada
também a contagem de células que fagocitaram conidios. O indice fagocitico foi determinado

a partir da contagem da porcentagem de células fagociticas.
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5.2.2.3 Avaliagédo da quantidade de proteinas presentes no BAL

As alteracdes na superficie do endotélio ocorrem para facilitar a migracao de células
para o local da infec¢ao, o que resulta também no extravasamento de proteinas para o local,
favorecendo a formacéo de edema [117]. A partir do sobrenadante do BAL foi realizada a
dosagem de proteinas pelo ensaio colorimétrico denominado de Método de Bradford. Em uma
placa de 96 pocos de fundo reto, 160 pL de amostra (Diluida 1:20 ou 1:500) foram adicionados
em 40 pL do reagente de Bradford (Bio-Rad). A curva padréo de concentracao foi construida
partindo da concentragdo de 5 ug/mL até 30 ug/mL de Bovine Serum Albumin (BSA) e a

absorbéancia foi lida a 595 nm.

5.2.2.4 ELISA

A producéo de citocinas e quimiocinas pelos animais, induzidas pela imunizagdo com
VEs e infeccdo pelo A. fumigatus, foi avaliada pelo método imunoenzimatico de ELISA,
utilizando-se kits de anticorpos murinos especificos para cada citocina e quimiocina, seguindo
o protocolo recomendado pelo fabricante (R&D Systems, Minneapolis, USA). O sobrenadante
do BAL dos animais ndo infectados (NI), imunizados, porém nédo infectados (NI+VES),
infectados (Afu) e imunizados e infectados (VEs+Afu), foram utilizados. As citocinas e
guimiocina avaliadas foram: TNF-q, IL-18, IL-6, IL-17, CXCL1, e o fator do complemento Cbha.

Para a realizacdo dos ensaios, utilizou-se placas de 96 pocos de fundo reto e, no
primeiro dia, foram adicionados 50 uL do anticorpo de captura em PBS 1X, na concentracéo
indicada pelo fabricante. A placa foi incubada a 4°C overnight em camara Umida ao abrigo da
luz. Ap6s o periodo de incubacéo, a placa foi lavada 3 vezes com solucdo de lavagem (PBS
1X; Tween 0,05%) e foram adicionados 100 uL do tampao de bloqueio (PBS 1X; BSA 1%),
por pogo. A placa permaneceu em agitagdo por 1 hora. Os pocos foram lavados novamente
com solucdo de lavagem e adicionou-se 50 uL das amostras (sobrenadante do BAL), por
poco. Foi preparada também a curva-padrdo, nas mesmas condi¢cdes que as amostras, das
citocinas e quimiocina recombinantes de acordo com as instru¢des do fabricante. A placa foi
incubada a 4°C overnight. No terceiro dia, a placa foi lavada novamente 3 vezes e adicionou-
se 50 yL dos anticorpos de detecgédo biotinilados em solucéo diluente (PBS 1X; BSA 0,1%),
na concentracéo indicada pelo fabricante. A placa foi incubada em temperatura ambiente por
2 horas. Ap6s o periodo de incubagéo, os pocgos foram lavados novamente por 3 vezes com
solucao de lavagem e adicionou-se 50 pL de estreptavidina conjugada com peroxidase (HRP-
Streptavidin, Pharmigen - 1:4000), em solucéo diluente, e incubou-se por 30 minutos ao abrigo

da luz em temperatura ambiente. A placa foi lavada 3 vezes e adicionou-se 50 yL de solugéo
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de o-fenilenediamina (4 mg de OPD; 10 mL de tampéo citrato; 2 uL de H,O,). A reacao ocorreu
durante 20 minutos, e a mesma foi interrompida com H,SO4 1 M. A leitura das placas foi
realizada no comprimento de onda de 492 nm e a concentracdo das amostras foi calculada a

partir da curva padrao.

5.2.2.5 Avaliacao dos efeitos inflamatorios no tecido pulmonar

A quantidade de células inflamatérias presentes no tecido pulmonar foi mensurada,
indiretamente, pela atividade de enzimas provenientes de neutrofilos, macrofagos e
eosinodfilos [118, 119]. 50 mg de pulmao, previamente coletados de cada animal, foram
colocados em tubo de 2 mL. 500 uL de tampé&o de extragéo de citocinas (NaCl 0,4M; tween
20 0,05%; BSA 0,5%; fluoreto de fenilmetilsufonila 0,1 mM; cloreto de benzeténio 0,1mM;
EDTA 10 mM; 20 Ul de aprotinina — solucéo preparada em PBS 1X) foram adicionados sobre
cada amostra e a mesma foi homogeneizada com o auxilio de um homogeneizador de tecidos
(QIAGEN). Em seguida, a amostra foi centrifugada a 9.300 g por 10 minutos a 4°C. O
sobrenadante foi reservado em um novo tubo e o pellet ressuspendido em 950 pL de Tampéo
1 (NaCl 0,2 M; NasPOs 0,02 M e NaEDTA 0,015 M; pH 4,7), com o auxilio do
homogeneizador. A amostra foi centrifugada novamente a 9.300 g por 10 minutos a 4°C e 0
sobrenadante descartado. Sobre o pellet, foi adicionado 750 pL de NaCl 0,2% e 750 pL de
NaCl 1,6% e glicose 5%. A amostra foi homogeneizada e o volume dividido em dois tubos. O
material foi centrifugado 9.300 g por 10 minutos a 4°C, e o0 sobrenadante foi descartado.
Foram adicionados sobre os pellets 400 ul de Tampéo 2 (NaPO,4 0,05M e HETAB 0,5%; pH
5,4), para ensaio da atividade de mieloperoxidase de neutré6filos (MPO), ou 400 ul de Salina
Triton 0,1%, para ensaio da atividade de N-acetil-B-D-glucosaminidase de macréfagos (NAG).

Para avaliar a atividade da enzima MPO, as amostras foram congeladas e
descongeladas 3 vezes em nitrogénio liquido e centrifugadas a 9.300 g por 10 minutos a 4°C.
O sobrenadante de cada amostra foi diluido 1:3 em Tampao 2 e 25 pl de cada amostra foi
colocado em cada poco de uma placa de 96 pogcos. Em seguida, 25 ul de substrato (TMB
3,845 mg para 1 mL de DMSO) foram adicionados sobre as amostras e a placa foi incubada
a 37°C por 5 minutos. Apés a incubacgédo, 100 pL de H>O, 0,002% em de Tampdao 2 foi
adicionado sobre as amostras e incubou-se novamente a 37°C por 5 minutos. Para
interromper a reagao, foi adicionado 100 pL de H>SO4 (1 M) e a absorbancia foi lida em um
comprimento de onda de 450 nm.

Para avaliar a atividade da enzima NAG, as amostras foram centrifugadas a 9.300 g
por 10 minutos a 4°C. Apoés a centrifugacao, 100 uL das amostras foram adicionados em cada

poco de uma placa de 96 pocos. Em seguida, 100 pyL de substrato (0,767 mg de p-nitrofenil-
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N-acetil-beta-D-glicosaminidase para 1 mL de tampao citrato/fosfato) foram adicionados sobre
as amostras e a placa foi incubada a 37°C por 10 minutos. Apés o periodo de incubacao, 100
puL de tampéo glicina 0,2 M (Glicina 0,8 M; NaCl 0,8 M; NaOH 0,8 M; pH — 10,6) foram
adicionados sobre as amostras e a absorbancia foi lida em um comprimento de onda de 405
nm.

A quantidade de eosindfilos foi mensurada pela medida indireta da atividade de
peroxidase de eosindfilos (EPO). 50 mg de pulmao, previamente coletados de cada animal,
foram colocados em tubo de 2 mL e homogeneizados com 900 uL de PBS 5X, com auxilio do
homogeneizador de tecidos. As amostras foram centrifugadas a 9.300 g por 10 minutos a 4°C.
O sobrenadante foi descartado e foi adicionado sobre o pellet 750 pL de NaCl 0,2% e 750 pL
de NaCl 1,6% e glicose 5%. O pellet foi homogeneizado novamente e centrifugado a 9.300 g
por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o pellet homogeneizado com 950 uL
de PBS 1X com HETAB 0,5%. As amostras foram congeladas e descongeladas 3 vezes em
nitrogénio liquido e centrifugadas a 9.300 g por 10 minutos a 4°C. Apds, 75 uL de amostra
foram adicionados em cada poco em uma placa de 96 pocos. Acrescentou-se sobre as
amostras 75 L de substrato (4,0 mg de OPD; 10 mL de Tampao Tris-HCI pH 8,0 € 4,0 yL de
H.0, 30%). A placa foi incubada durante 30 minutos em temperatura ambiente ao abrigo da
luz e, apds, a reacao foi interrompida com 50 pL de H.SO. 1 M. A absorbancia foi lida em um

comprimento de onda de 492 nm.

5.2.2.6 Avaliacdo de caspase-1 ativa por Western Blot

A ativacdo de caspase-1 foi avaliada por Western Blot. Células provenientes do BAL
de animais ndo infectados e infectados (Afu e VEs+Afu) foram utilizadas. Inicialmente, foi
realizada uma extragéo de proteinas presentes nas células. Foi adicionado sobre o pellet de
células de cada animal (aproximadamente 10° células), 100 uL da solucdo de Extracdo de
Proteinas 1X, contendo Tampao de Lise de Células 2X (Triton x100 1,0%; TrisNaCl 100 mM
pH 8,0; glicerol 20%; EDTA 0,5 M — 0,2 mM), com inibidores de proteases (20 yL de aprotinina;
20 pL de leupeptina; 10 pL de NavO3 1 M; 100 pL de PMSF 100 mM; 10 yL de DTT 1 M; 250
pL de NaF 1 M e 400 pL de NaCl 5 M). As amostras foram deixadas em agitac&o, no gelo, por
15 minutos. Apés a incubacdo as amostras foram centrifugadas a 9.300 g por 15 minutos a
4°C. O sobrenadante foi reservado em outro tubo e a dosagem de proteinas foi feita utilizando
0 método de Bradford.

O equivalente a 10 pg de cada amostra foram resolvidos em um gel de policrilamida
com 4% de gel de empilhamento (1,67 mL de agua; 2,5 mL de Tris 0,5 M pH 6,6; 825 uL de
Acrilamida/Bisacrilamida; 8 pL de SDS 20%; 15 uL de TEMED e 50 pL de PSA 10%) e 12%
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de gel de separacdo (4,02 mL de &gua; 3 mL de Tris 1,5 M pH 8,8; 42 mL de
Acrilamida/Bisacrilamida; 15 pL de SDS 20%; 10 yL de TEMED e 100 pL de PSA 10%). A
corrida ocorreu em uma voltagem constante de 100 V.

Apbs o término da resolucdo do gel, as proteinas foram transferidas para uma
membrana de nitrocelulose. O aparato de transferéncia foi submetido a uma cuba, contendo
Solucado de Transferéncia (0,3% de Trizma base; 1,44% de Glicina; 20% de Metanol), e a
transferéncia ocorreu em amperagem constante de 350 mA. Apds a transferéncia, a
membrana foi submetida a uma Solu¢éo de Blogueio (Leite em p6 5% e PBS 1X/Tween 0,1%),
e deixada em agitacdo durante 1 hora. Apés o periodo de incubagéo, a membrana foi lavada
3 vezes com solucédo de lavagem (PBS 1X/Tween 0,1%), e incubada com anticorpo primario
anti-caspasel p20 (Genentech) na diluicdo 1:1000 em BSA 3%, overnight. A membrana foi
lavada 3 vezes com solucao de lavagem e incubada com anticorpo secundario goat-anti rat
(Santa Cruz), e deixada em agitacdo em temperatura ambiente durante 1 hora. Apés a
incubacdo, a membrana foi lavada por 30 minutos com solugdo de lavagem. A B-actina foi
utilizada como controle constitutivo.

A revelacdo das bandas, provenientes das proteinas analisadas, foi realizada com a
utilizacdo de filme (Kodak). A membrana foi envolvida em um pléastico e foi adicionado 1 mL
do kit Clarity Western ECL Substrate e deixado agir durante 5 minutos. Apds, 0 excesso da
solucéo foi removido, e, no escuro, foi posicionado sobre a membrana o filme e foi deixado
durante 1 minuto de exposicdo. O filme foi mergulhado em solugcdo reveladora até o
aparecimento das bandas, seguido de submersdo em 4gua e fixado com a solugéo fixadora.

A andlise das proteinas foi feita comparando as bandas com o peso padrao (BioRad).

5.2.3 Andlises estatisticas

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando o software GraphPad Prism 6 que
combina ferramentas de analises de gréficos cientificos, ajuste de curva e organizacédo de
dados. As diferencas estatisticas entre os grupos experimentais foram determinadas pela
andlise de variancia de uma via (One Way-ANOVA), seguida pelo pos-teste de Tukey.
Resultados envolvendo dois grupos experimentais foram analisados pelo teste t Student.

Todos os dados foram considerados estatisticamente significantes se valor de p < 0,05.
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5.3 Resultados

5.3.1 Avaliacado do efeito das VEs in vivo

Considerando o exposto na parte introdutoria deste capitulo, as VEs derivadas de
patdgenos podem ser capazes de estimular o sistema imune do hospedeiro, mediar a resposta
inflamatoéria e, até mesmo, desencadear protecdo. Diante disto, utilizando um esquema de
imuniza¢Bes multiplas, camundongos foram expostos a VEs de A. fumigatus, previamente a
infecc@o, e os pardmetros clinicos, assim como parametros inflamatérios e imunolégicos,

foram avaliados.

5.3.1.1 Avaliagéo da resposta inflamatéria de animais imunizados com VEs de A. fumigatus

ApoOs as imunizacdes e infecgdo dos animais, foi analisado o perfil do influxo de células
para os alvéolos, pela contagem total e diferencial de células. Inicialmente, avaliamos a
quantidade de células totais. Os resultados mostram que os camundongos nao infectados (NI
e NI+VEs) ndo apresentaram altera¢cdes no numero de células, sendo quantificadas cerca de
5x10* células/BAL, mostrando, inclusive, que a imunizacdo ndo alterou a quantidade de
células nos pulmdes. Ja os animais ndo imunizados e infectados (Afu) apresentaram um
aumento na quantidade de células, na ordem de 1,4x10° células/BAL. No entanto, os animais
gue foram imunizados e infectados (VEs+Afu) apresentaram uma redugdo de 20% na
guantidade de células, comparado ao grupo ndo imunizado, sugerindo que a imunizacao foi

capaz de modular quantidade de células no infiltrado pulmonar (Figura 8).
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Figura 8: Efeito das VEs na modulagcdo do influxo de células totais para os alvéolos.
Camundongos foram imunizados com 2,2x10° VEs e infectados com 1x108 conidios de A.
fumigatus. Foi avaliado o influxo de células nos alvéolos de animais n&o infectados (e e m) e dos
animais infectados (A e V). * representa diferenca estatistica entre os grupos indicados (p < 0,05).

Apdés a contagem de células totais, foi realizada a contagem diferencial com o objetivo
de avaliar o perfil de células inflamatérias presentes nos pulmdes. Observamos que 0s
camundongos néo infectados (NI e NI+VES) ndo apresentaram alteracdes no numero de
neutrofilos, demonstrando que n&o haviam alteragfes, pré-existentes, decorrentes de um
processo inflamatério nesses animais. Por outro lado, os animais infectados (Afu)
apresentaram um proeminente infiltrado inflamatério, caracterizado por niveis elevados de
neutréfilos, na ordem de 1x10° células/BAL. No entanto, o grupo de animais imunizados e
infectados (VEs+Afu) apresentaram uma reducdo de aproximadamente 20% no influxo de
neutréfilos, comparado com grupo ndo imunizado (Figura 9A). Além disso, foram avaliadas as
qguantidades de macrofagos e eosindéfilos. Conforme o esperado, os grupos nédo infectados (NI
e NI+VEs) apresentaram niveis basais destas células. Ja os grupos infectados (Afu e
VEs+Afu) apresentaram um aumento nos niveis de macréfagos (2x10° células/BAL) e
eosinofilos (5x10* células/BAL) e ndo foram observadas diferencas estatisticas entre esses

grupos (Figura 9B-C).
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Figura 9: Contagem diferencial de células por BAL. Camundongos foram imunizados com
2,2x10° VEs e infectados com 1x108 conidios de A. fumigatus. O numero de neutréfilos (A),
macrofagos (B) e eosindfilos (C) foram quantificados nos alvéolos de animais n&o infectados (e e
m) e dos animais infectados (A e V). * representa diferenca estatistica entre os grupos indicados
(p <0,05).

O recrutamento de células inflamatorias para o local da infecgéo € dependente, dentre
outros fatores, de modificagbes na superficie do endotélio, que levam a alteragbes na
permeabilidade vascular, culminando no extravasamento de células e moléculas [90]. Neste
sentido, nés avaliamos as alteracdes nos niveis de proteinas totais presentes no BAL, apés a
infeccdo pelo A. fumigatus. Observamos que os grupos de animais ndo infectados (NI e
NI+VEs) apresentaram niveis basais de proteinas (0,3 mg/mL). J& o grupo infectado (Afu)
apresentou um aumento na concentracdo de proteinas, na ordem de 12 mg/mL. No entanto,
nos animais imunizados e infectados (VEs+Afu) foi observado uma concentragdo de
aproximadamente 8 mg/mL de proteinas, demonstrando que houve uma reducédo de 30% na
concentracao de proteinas presentes nos alvéolos dos animais que haviam sido previamente

imunizados com as VESs, comparado com os animais infectados ndo imunizados (Figura 10).
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Figura 10: Efeito das VEs no controle de extravasamento de proteinas para os alvéolos.
Camundongos foram imunizados com 2,2x10° VEs e infectados com 1x108 conidios de A. fumigatus.
A quantidade de proteinas presentes nos alvéolos de animais nao infectados (e e m) e dos animais
infectados (A e V) foram quantificadas. * representa diferenca estatistica entre os grupos indicados
(p <0,05).

Juntos, estes resultados mostram que a imuniza¢éo com VEs de A. fumigatus é capaz
de modular o perfil do influxo de células para os pulmdes, caracterizado principalmente por
uma reducéo no influxo de neutrdéfilos e no extravasamento de proteinas.

NOs investigamos também as alteracdes nos perfis de células presentes no tecido
pulmonar apés a infec¢do. A quantificacdo indireta de leucocitos foi realizada pela medida da
atividade enzimatica da N-acetil-B-D-glucosaminidase (NAG), presente nos macréfagos,
Mieloperoxidase (MPO), presente nos neutrdéfilos, e peroxidase de eosindfilos (EPO), e o
resultado foi dado como unidades relativas D.O/ 50 mg de tecido. Observamos gue os animais
nao infectados (NI e NI+VESs) apresentaram quantidades basais de neutrdfilos (Figura 11A),
macréfagos (Figura 11B) e eosindfilos (Figura 11C). Os animais infectados (Afu)
apresentaram um aumento na quantidade neutrdfilos no parénquima pulmonar (2.541
unidades relativas), enquanto que os animais imunizados e infectados apresentaram 805
unidades relativas, cerca de 30% de neutréfilos, a menos, no parénquima pulmonar,
comparado com os animais que ndo foram imunizados. J& com relagdo a quantidade de
macroéfagos e eosindfilos, os grupos infectados (Afu e VEs+Afu) apresentaram um aumento
na quantidade macréfagos (Figura 11B) e eosindfilos (Figura 11C), conforme o esperado. No
entanto, nao foram observadas diferencas nas quantidades relativas destas células no tecido

pulmonar destes animais.
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Figura 11: Perfil de células no parénquima pulmonar apés infeccdo por A. fumigatus.
Camundongos foram imunizados com 2,2x10° VEs e infectados com 1x108 conidios de A. fumigatus.
A quantidade de neutréfilos (A), macréfagos (B) e eosindfilos (C), presentes no parénquima
pulmonar, foram avaliados nos animais nao infectados (e € m) e nos animais infectados (A e V). *
representa diferencga estatistica entre os grupos indicados (p < 0,05).

5.3.1.2 Altera¢Bes na capacidade fagocitica das células in vivo

O influxo controlado de células para o local da infeccao é essencial para combater e
eliminar de maneira eficaz os patégenos [94]. Os macréfagos alveolares sao considerados o0s
fagocitos de primordial importancia durante a infec¢éo por A. fumigatus. O inicio da resposta
pro-inflamatéria mediada pelos macréfagos induz o recrutamento de neutréfilos, que séo
considerados as principais células de defesa contra as hifas, principalmente [72, 76, 91-93].
Considerando isto, avaliamos a capacidade fagocitica das células presentes no BAL dos
animais infectados (Afu e VEs+Afu), a partir do indice fagocitico, ou seja, quantidade de
células que fagocitaram, pelo menos, um conidio. Cerca de 19% das células fagociticas
presentes no BAL dos animais infectados que nao receberam VEs (Afu) apresentaram, pelo
menos, 1 conidio fagocitado, por outro lado, 24% das células fagociticas presentes no BAL
dos animais infectados que receberam previamente VEs (VEs+Afu) apresentaram, pelo

menos, 1 conidio fagocitado (Figura 12).
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Figura 12: Capacidade fagocitica de células presentes no BAL de animais infectados.
Camundongos foram imunizados com 2,2x10° VEs e infectados com 1x108 conidios de A.
fumigatus. Células do BAL provenientes dos animais infectados (Afu e VEs+Afu), que fagocitaram
pelo menos 1 conidio, foram contabilizadas. * representa diferenca estatistica entre 0os grupos
indicados (p < 0,05).

Este resultado sugere que a imunizacdo de camundongos com VEs de A. fumigatus é
capaz de estimular a capacidade fagocitica destas células durante a exposi¢ao ao fungo.

5.3.1.3 Producao de mediadores inflamatdrios apés infeccao por A. fumigatus

Sabemos que as VEs de A. fumigatus sdo capazes de modular a producdo de
mediadores inflamatérios, aumentar o reconhecimento do fungo e a depuracéo fungica por
células fagociticas, in vitro. Agora demonstramos que a imunizacdo de camundongos com
VEs de A. fumigatus foi capaz de reduzir o infiltrado inflamatdrio e melhorar a capacidade
fagocitica das células. Considerando isto, avaliamos a producédo de mediadores inflamatdrios
in vivo.

O estimulo de PRRs por A. fumigatus gera uma resposta pro-inflamatéria caracterizada
pela producéo de citocinas e quimiocinas [72]. Neste trabalho, nés avaliamos a producéo de
TNF-q, IL-18, IL-6, IL-17, CXCL1 e o componente 5a do complemento. Conforme o esperado,
os grupos controles (NI e NI+VES), apresentaram niveis basais dos mediadores inflamatorios
avaliados (Figura 13A-F). J4 os animais infectados (Afu e VEs+Afu) apresentaram um
aumento igual de TNF-a e Cba, aproximadamente 1500 pg/mL e 1100 pg/mL,
respectivamente (Figura 13A-B). Por outro lado, animais dos grupos infectados apresentaram
um aumento da producdo de IL-1B, IL-6 e CXCL1, e, de maneira interessante, animais do
grupo VEs+Afu apresentaram uma reducéo de aproximadamente 20% nos niveis de producao

de IL-1B, 20% nos niveis de IL-6 e 50% nos niveis de CXCL1, comparado com 0s animais
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infectados que nao receberam VEs (Figura 13C-E). Por fim, foi observado um aumento na
producao de IL-17 pelos grupos infectados (39 pg/mL), no entanto o grupo imunizado VEs+Afu

apresentou um aumento de aproximadamente 30% na producdo de IL-17, comparado ao

grupo Afu (Figura 13F).
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Figura 13: Perfil de mediadores inflamatérios nos alvéolos. Camundongos foram imunizados
com 2,2x10° VEs e infectados com 1x108 conidios de A. fumigatus. A quantidade de TNF-a (A),
Cba (B), IL-1B (C), IL-6 (D), CXCL1 (E) e IL-17 (F) presentes no BAL dos animais ndo infectados
(e e m) e dos animais infectados (A e V) foram quantificadas. * representa diferenca estatistica
entre os grupos indicados (p < 0,05).

Estes dados sugerem que a imunizagéo de animais com VEs de A. fumigatus é capaz
de reduzir a inflamacéo, pela diminuicdo do CXCL1 e, consequentemente, o infiltrado de
neutrofilos e diminuir a liberagédo de citocinas pro-inflamatorias, como IL-18 e IL-6, apos a

infeccéo pelo fungo.
5.3.1.4 Avaliacéo da ativagcéo de caspase-1 apos infeccao por A. fumigatus
Muitas proteases estdo envolvidas no processamento e secre¢cdo de moléculas pro-

inflamatorias [120]. Neste trabalho, nés investigamos a ativagcdo de caspase-1, considerada

essencial para a clivagem de IL-1B. Utilizando proteinas extraidas de células do BAL de
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animais nao infectados e infectados (Afu e VEs+Afu) foi realizado um Western Blot e, foi
observado que, conforme o esperado, animais néo infectados ndo apresentaram producao de
caspase-1 ativada. Ja os animais infectados (Afu) apresentaram um aumento na producao de
capase-1 ativada e, de maneira interessante, 0s animais que foram previamente imunizados
com as VEs e infectados com A. fumigatus (VEs+Afu) apresentaram uma reducdo na

producao de caspase-1 ativada (Figura 14).
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Figura 14: Ativacdo de caspase-1 frente infeccdo por A. fumigatus. Camundongos foram
imunizados com 2,2x10° VEs e infectados com 1x108 conidios de A. fumigatus. Proteinas foram
extraidas de células do BAL e a ativagdo de caspase foi avaliada por Western Blot. Canaleta 1 -
representa proteinas de células do BAL de animais néo infectados; 2 a 4 - Animal infectado; 5a 7 -
Animal imunizado e infectado. B-actina foi utilizada como controle de expresséao constitutivo.

Juntos, nossos resultados sugerem que a imunizagdo de camundongos com VEs de
A. fumigatus, antes da infec¢do, é capaz de modificar o perfil de produ¢cédo de mediadores
inflamatorios, e que, a reducdo de IL-18 em animais imunizados e infectados pode estar

correlacionada com a diminui¢éo da ativacdo de caspase-1.
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5.4 Discussao

A resposta do hospedeiro a antigenos provenientes de microrganismos patogénicos é
dependente de uma série de fatores, incluindo a capacidade do agente infeccioso de produzir
e secretar moléculas biologicamente ativas, concentracdo de moléculas imunogénicas e
exposicao dessas moléculas as células efetoras [121]. Considerando que VEs secretadas por
diferentes microrganismos carregam uma diversidade de moléculas capazes de estimular de
diferentes formas o sistema imune, atualmente varios estudos objetivam compreender os
efeitos das vesiculas como uma estratégia imunomoduladora e com uma aplicagdo no
tratamento de doencas e até mesmo profilatica.

Neste trabalho nés elucidamos a composicdo proteica de VEs de A. fumigatus e
identificamos a presencga de proteinas envolvidas na fisiologia do fungo e também na sua
viruléncia, como alérgenos, proteinas de choque térmico e proteinas envolvidas na resisténcia
a estresse oxidativo, sugerindo que este cargo proteico das VEs poderia atuar como potencial
estimulador do sistema imune. Identificamos, in vitro, que as VEs de A. fumigatus foram
reconhecidas por fagécitos e estimularam a fagocitose, a producdo de mediadores pro-
inflamatorios e impactaram na depuracao fungica. Neste capitulo nds investigamos os efeitos
das VEs de A. fumigatus no hospedeiro mamifero.

Conforme mencionado no capitulo 1, a principal via de infeccdo pelo A. fumigatus
ocorre pelainalacdo de conidios presentes no ar, seguida pela sua deposicao nos bronquiolos
ou espacos alveolares. Os conidios sao reconhecidos por intermédio de receptores de
reconhecimento de padrées (PRRs), presentes nas células epiteliais e macréfagos alveolares,
0 que conduz a formacdo de uma resposta pro-inflamatéria. O inicio da resposta pro-
inflamatéria mediada pelos macréfagos induz o recrutamento de outros leucocitos para o local
da infeccao [72, 89]. N6s observamos que a infeccdo de camundongos com conidios de A.
fumigatus induziu um aumento do infiltrado de células inflamatérias para os alvéolos, no
entanto, os camundongos que foram imunizados com VEs de A. fumigatus apresentaram uma
reducdo na quantidade de ceélulas no local da infec¢éo, caracterizado principalmente por uma
reducdo no influxo de neutréfilos. Adicionalmente, foi observado também uma menor
quantidade de neutrofilos no parénquima pulmonar.

A migracgéo de células para o local da infec¢é@o ocorre por alteragdes na superficie do
endotélio levando a alteragbes na permeabilidade vascular, podendo aumentar o
extravasamento de moléculas, como proteinas, conduzindo a formag¢do de edema. Neste
trabalho, a diminuicdo da quantidade de células nos alvéolos de camundongos imunizados e
infectados foi corroborada também por uma diminui¢do no extravasamento de proteinas para

os alvéolos, comparado com animais nao imunizados.
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O influxo coordenado de células para os pulmdes durante uma infeccao € importante,
uma vez que a deplecdo de fagdcitos acelera a proliferacdo de fungos nos tecidos e confere
um aumento da mortalidade [76, 94]. Mircescu e colaboradores (2009) demonstraram que
animais que tiveram uma deplecdo de neutrdéfilos antes, ou dentro de 3 horas apdés uma
infeccdo por A. fumigatus, apresentaram uma alta mortalidade [95]. Por outro lado, é
importante ressaltar que uma ativacdo excessiva e descontrolada do sistema imune inato,
incluindo ativacao celular, pode contribuir para um aumento da gravidade da infec¢éo, levando
a dano tecidual e insuficiéncia respiratéria, 0 que ocorre principalmente em casos de sepse
[122-124]. Durante os mecanismos de resposta aguda, por exemplo, células fagociticas
ativadas liberam produtos decorrentes de uma resposta inflamatoéria, mas podem ser toxicos
quando em excesso no ambiente, como espécies reativas de oxigénio, nitrogénio e proteases,
que em conjunto levam ao dano tecidual. Em conjunto, os danos provocados nos alvéolos e
a formacdo de edema conduzem a uma troca de gases prejudicada, podendo culminar em
insuficiéncia respiratoria [125]. Neste sentido, uma ativacao coordenada do sistema imune é
essencial para uma eliminagéo efetiva do patdgeno. Estudos anteriores demonstraram que a
imunizagdo com VEs de patdgenos possui 0 potencial de estimular o sistema imune e
contribuir para uma eliminacdo mais efetiva do microrganismo. Choi e colaboradores (2015)
demonstraram que camundongos previamente imunizados com VEs de S. aureus foram
prevenidos de um exsudato inflamatério proeminente nos pulmdes, comparado com animais
gue ndo receberam VEs [114]. Desta forma, nossos resultados sugerem que a imunizacéo
com VEs pode contribuir para uma montagem coordenada dos mecanismos de resposta
inflamatoria, frente a uma infecgdo por A. fumigatus.

A fagocitose € um processo temporalmente posterior a ativagdo e recrutamento de
células para o local da infec¢do. No capitulo 1 deste trabalho, nds observamos que o estimulo
de células fagociticas com VEs de A. fumigatus, in vitro, é capaz de aumentar a capacidade
fagocitica das células. Agora, in vivo, nés observamos que células presentes nos alvéolos de
camundongos infectados, previamente estimulados com VEs, apresentaram um aumento da
capacidade fagocitica, comparado com animais que nao receberam VEs. Nossos resultados
corroboram a literatura, uma vez que foi observado que macrofagos previamente
sensibilizados com VEs de C. neoformans, in vitro, apresentaram um aumento da capacidade
fagocitica apds desafio com o fungo [56]. Estes dados demonstram que VEsS possuem um
potencial em estimular células fagociticas e impactar no aumento dos mecanismos de
depuracéo fungica.

O estimulo de PRRs por A. fumigatus gera uma resposta pro-inflamatoéria caracterizada
pela producéo de citocinas e quimiocinas que sdo importantes para a defesa do hospedeiro
contra este microrganismo [72]. A ativacdo de uma resposta € influenciada pela viabilidade do

patdégeno, reconhecimento de moléculas bioativas que estdo presentes na superficie do
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patdgeno e, além disso, a estimulacdo do sistema imune também esta relacionada a secrecéo
de biomoléculas a partir de células viaveis, o que é necessario para fornecer fatores de
viruléncia sollveis e antigenos para o meio extracelular [66]. As VES sdo compostas por
diferentes tipos de biomoléculas e, tém sido demonstradas, capazes de induzir uma resposta
no hospedeiro. Neste capitulo nés mostramos que a imuniza¢do com VEs de A. fumigatus foi
capaz de induzir uma reducdo da producao de IL-1B, IL-6 e CXCL1, apés a infeccdo pelo
fungo, comparado com animais ndo imunizados. A citocina IL-1B € liberada a partir de
macréfagos ativados e é essencial para a proliferacdo e diferenciacdo celular e apoptose
[126]. Durante a infeccdo por A. fumigatus a producao de IL-13 é essencial para a ativagédo
da atividade antifingica dos macro6fagos. A importancia da atividade desta citocina é refor¢ada
pelo estudo onde foi demonstrado que camundongos deficientes para o receptor IL1R1
apresentaram uma maior susceptibilidade a infeccdo por A. fumigatus, apresentando uma
deficiéncia no recrutamento de leucécitos e na atividade antifangica [127].

A citocina IL-6 contribui para a defesa do hospedeiro por meio da estimulacdo de
respostas de fase aguda. Em um modelo de infeccdo por A. fumigatus, camundongos
knockouts para o receptor de IL-6 foram mais susceptiveis a infeccdo, apresentando um
aumento da inflamacdo, diminuicdo das funcdes efetoras antifungicas dos fagocitos e
comprometimento do desenvolvimento de respostas do tipo Thl [128]. Por outro lado, embora
sua expressdo seja estritamente controlada por mecanismos transcricionais e poés-
transcricionais, a produc¢édo continua e desregulada de IL-6 pode representar um problema.
Em artrite reumatoide, por exemplo, a producéo exacerbada de IL-6 leva a um efeito deletério,
gerando uma inflamacao crénica e autoimunidade [129].

A quimiocina CXCL1 é produzida por macréfagos, neutrdfilos e células epiteliais e tem
atividade quimiotética para neutréfilos. A producdo de CXCL1 durante as infecgBes por A.
fumigatus é essencial, visto que os neutréfilos sdo importantes para a eliminacéo do fungo,
uma vez que ja foi demonstrado que individuos neutropénicos sdo mais susceptiveis a
infecgdo [91, 92, 124].

Em nossos resultados, ao contrario das outras citocinas, foi observado um aumento
de IL-17 em animais imunizados e infectados, comparado com o0s animais hdo imunizados.
Esta citocina esta relacionada ao recrutamento de neutrofilos. Estudos demonstraram que a
producdo comprometida de IL-17 aumenta a susceptibilidade a A. fumigatus [130]. Nosso
grupo ja demonstrou também que uma fonte importante de IL-17 na aspergilose sdo os
eosindfilos [124], no entanto, como nao foram observadas diferencas na contagem dessa
célula, para entender melhor o papel dessa citocina nesse contexto, seriam necessarios
experimentos visando acessar os linfécitos na imunidade inata, produtores de IL-17, presentes

no sitio infeccioso.
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Desta forma, em conjunto com 0s nossos resultados em células in vitro, nossos
resultados sugerem que um equilibrio entre as respostas Thl e Th1l7 possa estar envolvido
na ativagdo dos mecanismos inflamatoérios de animais que foram imunizados com VEs.
Embora seja necessario um processo inflamatério agudo, associado a uma resposta para
combater os patégenos, € também necessaria uma regulacdo eficaz para suprimir 0s
processos inflamatdérios exacerbados e, limitar os danos induzidos pela inflamacgéo, para
manter a homeostase e proteger a funcéo tecidual [131].

Em adicdo, a producdo de IL-1B esta intimamente relacionada com os efeitos da
sensibilizacdo com VEs. Observamos anteriormente, in vitro, que a sensibilizacdo de BMDN
com VEs aumenta a producéo de IL-1[3, ap6s 3 horas de desafio com A. fumigatus, sugerindo
a instalacdo de uma resposta inflamatéria mais répida e robusta, enquanto nossos resultados
in vivo, demostram que camundongos previamente imunizados com VEs e, ap6s 48h de
infeccdo com A. fumigatus, apresentaram uma reducdo nos niveis de IL-1B. A producao de
IL-1B € mediada por caspase-l. As caspases sdo uma familia de cisteina proteases
intracelulares que clivam residuos de &cido aspartico em um numero limitado de substratos.
Estas proteases podem estar envolvidas em processos apoptéticos ou na producdo de
mediadores pré-inflamatérios. Caspase-1 esta envolvida no processamento de moléculas pro-
inflamatérias e estd presente no citosol de células fagociticas em sua forma inativa,
denominada de pro-caspase. Apos estimulos especificos, por patdgenos por exemplo, a pro-
caspase € ativada por clivagem proteolitica. A ativacdo da pro-caspase-1 € mediada por um
complexo multiproteico denominado inflamassoma. Caspase-1 ativa é essencial para a
clivagem de pro-IL-1 e pro-1L-18 [120, 126]. Nossos resultados demonstraram uma redugao
na ativagdo de caspase-1 em camundongos imunizados com VEs, comparado com animais
ndo imunizados. Este resultado corrobora com a diminuicdo nos niveis de IL-1B e com a
reducdo no influxo de células desses animais para os alvéolos. Foi demonstrado, em modelos
murinos de sepse, que a producdo controlada de IL-13 contribui para uma reducdo da
inflamacdo exacerbada, diminuindo os efeitos de dano tecidual no local da infeccdo [123].
Choi e colaboradores (2015) demonstraram que a imunizacdo de camundongos com VEs de
S. aureus reduziu os niveis de IL-1B e IL-6 circulantes em animais infectados, indicando a
eficacia da imunizacdo contra pneumonia e sepse [114]. Neste sentido, a imunizagdo com
VEs representa uma estratégia promissora no controle da inflamacéao, apos infeccao.

Tomados em conjunto, os resultados aqui gerados mostram que multiplas imunizacées
com VEs de A. fumigatus resultam em uma diminuicdo do infiltrado de neutréfilos para os
pulmdes, apos infeccdo por A. fumigatus. A diminuicdo do recrutamento celular para os
espacos alveolares foi corroborada com uma diminuicdo da producdo de mediadores
inflamatorios, especialmente CXCL-1, IL-6 e IL-1[, sendo que a diminuigdo dos niveis desta

dltima esta correlacionada com uma diminuigdo na ativagdo de caspase-1.
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6. CAPITULO 3: PARTICIPACAO DAS PROTEINAS ESCRT NA BIOGENESE DAS VEs
DE A. fumigatus

6.1 A participacao de proteinas dos complexos ESCRT na liberacao de VES em células

eucarioticas

Conforme mencionado no capitulo 1, a secre¢cdo de VEs pelos organismos €
considerada um mecanismo celular evolutivamente conservado [2, 3]. Sabe-se que as VEs
sdo importantes na comunicacao intercelular e sdo biologicamente ativas, podendo causar
morte da célula hospedeira, induzir producdo de mediadores da resposta imune e, em alguns
casos, conferir protecdo a doengas [3].

Embora os primeiros estudos sobre a secre¢édo de VEs em eucariotos tenham ocorrido
na década de 80, a identificacdo da maquinaria responsavel pela liberacdo de VEs, por estas
células, é bastante recente [132]. Conforme mencionado anteriormente, no capitulo 1, os
exossomos sao liberados por exocitose, enquanto microvesiculas ou ectossomas sao
secretados pelo brotamento externo da membrana plasmatica [5]. A formacgdo de
microvesiculas (MVs) € iniciada a partir de dominios denominados de jangadas lipidicas, que
sdo regides distintas ao longo da membrana plasméatica caracterizadas por altas
concentracdes de lipidios, como colesterol e glicoesfingolipideos, e proteinas [133, 134]. O
inicio do brotamento da membrana é dependente do influxo de calcio na célula e da
reorganizacao do citoesqueleto. Os niveis intracelulares dos ions de célcio modificam a
distribuicdo fosfolipidica de membranas plasmaticas, por acdo de proteinas especificas,
denominadas flipase, flopase e scramblase. Essas proteinas sdo transmembranares e
possuem um importante papel em mover lipideos através da membrana plasmatica, um
processo dependente da hidrolise de ATP. As flipases movem lipideos da regido externa da
membrana para a regido citosélica, enquanto as flopases transportam na direcdo oposta. Ja
as scramblases conseguem transportar em ambos sentidos. O aumento de ions de calcio
induz a ativagdo da scramblase, que transloca a fosfatidilserina do folheto interno da bicamada
da membrana celular para a parte externa [135]. Neste sentido, as MVs expdem grandes
quantidades de fosfatidilserina em sua superficie e sdo enriquecidas em proteinas associadas
a jangadas lipidicas de membrana (Figura 15). As vesiculas originadas por brotamento s&o
entdo carregadas com moléculas, vias intracelulares ativam a reorganizacao do citoesqueleto
e o desprendimento das protrusfes da membrana plasmatica € mediado pelas proteinas do
Complexo de Classificagdo Endosomal Requerido para Transporte (ESCRT). Desta forma,
estruturas fechadas de bicamadas lipidicas séo liberadas para o espago extracelular [35, 133—
135].
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Figura 15: Brotamento de microvesiculas a partir da membrana plasmética. As microvesiculas
sdo formadas pelo brotamento externo da membrana plasmética. Estas estruturas sao formadas em
regides de jangadas lipidicas, enriquecidas com lipidios, como o colesterol e esfingolipideos,
enquanto a fosfatidilserina é realocada para o folheto externo da membrana. O fechamento do
estreitamento da membrana é mediado por proteinas ESCRT (Muralidharan-Chari, et al., 2010 —
Adaptado).

Os processos de secre¢do de microvesiculas foram investigados inicialmente em
células de mamiferos, no entanto estes processos tém sido também extensivamente
estudados em leveduras. A importancia do papel da mobilidade de membrana na liberagéo
de VEs foi investigada em C. neoformans, onde foi demonstrado que um mutante de dele¢éo
para uma flipase (Aapt1) produziu VEs com tamanhos diferentes e com menor concentragdo
de glucuronoxilomanana (GXM), comparado a linhagem selvagem. A producdo de GXM
também foi diminuida em ensaios in vitro e in vivo, onde foram observados diminuicdo da
sobrevida do mutante nos pulmdes de camundongos infectados, reducdo dos niveis de IL-6
e alteracbes na eficacia de colonizacdo do cérebro [136]. Recentemente, Reis e
colaboradores (2019) demonstraram que um mutante de delecdo para scramblase (Aaim25),
em C. neofomans, apresentou VEs com altera¢cdes no tamanho e no conteldo de RNA,
comparado a linhagem selvagem. Além disso, a mutagéo conferiu maior desorganizacéo da
membrana e aumento das dimensfes capsulares. Quando utilizado um modelo de
revestimento de superficie de uma linhagem criptocécica acapsular, com GXM vesicular
derivado de VEs do mutante Aaim25, foi observado que o contetdo vesicular foi mais
eficientemente utilizado como fonte de polissacarideos capsulares, comparado a utilizacéo de
VEs da linhagem selvagem [137]. Desta forma, esses dados demonstram que a atuacdo
coordenada de proteinas e lipideos presentes na membrana € importante para a estrutura e

liberacdo de microvesiculas.
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Os exossomos, por sua vez, sdo formados por um brotamento interno da membrana
plasmética, formando um endossomo, que conduz a formacdo de corpos multivesiculares
(MVBs). Durante este processo, certas proteinas e &cidos nucleicos, por exemplo, sao
incorporados na membrana invaginante e, na via endolisossomal, componentes citosolicos
sdo englobados, se acumulam, e dao origem as vesiculas intraluminais (ILVs). No entanto,
em vez dessas moléculas serem direcionadas ao lisossomo para degradacdo, como
normalmente ocorre, alguns dos MVBs sao enviados para a superficie da célula. Nesse ponto,
0s MVBs se fundem com a membrana plasmatica e liberam seu conteddo para o espaco
extracelular (Figura 16) [23, 24, 35, 138].
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Figura 16: Modelo de liberacdo de exossomos. Corpos multivesiculares (MVBs) séo parte da via
endocitica, que incorporam moléculas citosoélicas conduzindo a formacao de vesiculas intraluminais
(ILVs). Alguns MVBs podem ser enderecados para a membrana e liberar o seu conteddo como
exossomos. O contelido dos exossomos pode, inclusive, variar dependendo de onde ocorreu o
inicio da maturacdo (Raposo e Stoorvogel, 2013 — Adaptado).

Estudos recentes investigaram a maquinaria que estaria envolvida no processo de
secrecdo de exossomos. A descoberta do Complexo de Classificacdo Endossomal Requerido
para Transporte (ESCRT) forneceu um mecanismo celular para esse processo [139-141].
ESCRT é composto por cinco complexos de proteinas (ESCRT-0; ESCRT-I; ESCRT-II;
ESCRT-Ill e complexo Vps4), os quais se unem e favorecem a formacéo de vesiculas
intraluminais (ILVs). Este processo foi inicialmente descrito na via de formag&o de exossomos,

porém, atualmente sabe-se que o0s complexos ESCRT também estdo envolvidos no
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fechamento do brotamento de microvesiculas [7, 26—28, 132, 138, 142]. A montagem dos
complexos se inicia pelo reconhecimento de uma carga ubiquitinada na membrana pelo
ESCRT-0, a partir de subunidades de ligacao a ubiquitina desse complexo. A seguir, ESCRT-
| e ESCRT-Il também se ligam as cargas ubiquitinadas, e a eles mesmos, objetivando criar
uma zona enriquecida de ESCRT. ESCRT-II estimula a montagem do complexo ESCRT-III,
considerado um complexo proteico envolvido na promocao dos processos de brotamento. O
complexo ESCRT-III recruta a maquinaria de deubiquitinacdo, empacota a carga de vesiculas
e finalmente o complexo é desmontado pelo complexo Vps4 que, a partir da hidrélise de ATP,
desmonta o complexo ESCRT-III (Figura 17) [132, 138, 143].
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Figura 17: Formacao de VEs mediada por ESCRT. Uma carga ubiquitinada na membrana é
reconhecida por regiées de ligacdo a ubiquitina de ESCRT-0 (i), ESCRT-I e Il se ligam a carga
ubiquitinada e a eles mesmos, criando uma regido enriquecida de ESCRT (ii), a montagem de
ESCRT-IIl é favorecida e recruta a maquinaria de desubiquitinagéo (iii), resultando no brotamento
vesicular (iv). A maquinaria é entdo desmontada pelo complexo Vps4-Vtal (v) (Henne et al., 2011
- Adaptado).

A constituicdo proteica e funcédo dos complexos ESCRT, em eucariotos, vem sendo
extensivamente investigadas. O que se sabe, até o momento, é que cada complexo ESCRT
é formado por 2 ou mais proteinas, as quais sdo recrutadas de maneira sequencial do
citoplasma para a montagem da maquinaria de secrec¢éo (Figura 18). Neste trabalho, 0 nosso

foco sera discutir com base nos achados em leveduras.
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Figura 18: Modelo de interagdo entre as proteinas dos complexos ESCRT. A montagem dos
complexos ESCRT ¢€ iniciada pelo reconhecimento de cargas ubiquitinadas na membrana, por
Vps27 e Hsel (ESCRT-0), que interagem entre si. Vps27 interage com Vps23, que se associa a
Vps28, Vps37 e Mvb12, formando ESCRT-I. Vps28 interage com Vps36, que se associa a Vps22
e Vps25, formando ESCRT-IIl. Vps25 interage com Vps20, que se associa a Snf7, Vps24 e Vps2,
formando ESCRT-III. Por fim, Vps4, associado a Vtal e Vps60, reconhece dominios MIM na regido
c-terminal das subunidades de ESCRT-IIl e promove a dissociacdo deste (Henne et al., 2011, Tang

et al., 2016 - Adaptado).

Conforme mencionado no capitulo 1 deste manuscrito, um dos papéis descritos para

VEs € a participacdo na formacdo de matriz extracelular. Zarnowski e colaboradores (2018)
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isolaram VEs a partir do biofilme de C. albicans e descobriram que sua composi¢éo é distinta
daquelas que sao liberadas livres em cultura, demonstrando mais um importante papel de
VEs. Além disso, foi investigado o potencial deste microrganismo na producao de biofilme,
frente a mutacbes em proteinas do complexo ESCRT. A maioria das mutagdes causou
reducao na producao de VEs do biofilme e nos niveis de polissacarideo da matriz, além disso,
aumentou significativamente a sensibilidade das linhagens ao antifingico fluconazol. O
acumulo de matriz e hipersensibilidade a drogas de mutantes ESCRT foram revertidos quando
adicionado VEs provenientes do biofilme da linhagem selvagem. Tomados em conjunto, esses
resultados mostram a importancia das VEs para a fisiologia e viruléncia de C. albicans e como
mutacdes nas proteinas ESCRT afetam a fisiologia desta levedura [144].

Em A. fumigatus, identificamos que a producdo de VEs possui possivelmente um
importante papel na fisiologia do fungo, como proteinas de remodelamento de parede celular.
Além disso, observamos que as VEs deste microrganismo séo capazes de estimular o sistema
imune, impactando na produgéo de mediadores inflamatérios e estimulando mecanismos de
depuracéo fangica in vitro e in vivo. Até o presente momento, ndo se sabe quais mecanismos
podem estar envolvidos na liberacdo de VEs por A. fumigatus. Atualmente, os estudos de
mecanismos de secrecdo de VEs em fungos estdo concentrados, principalmente, em
leveduras, enquanto o papel em fungos filamentosos ainda ndo é compreendido. Diante das
evidéncias de que as proteinas dos complexos ESCRT estéo envolvidas na liberagédo de VEs
por células eucaribticas, sugere-se que estas proteinas também possam estar envolvidas nos
mecanismos de liberacdo de VEs em fungos filamentosos patogénicos, como o A. fumigatus.
Neste capitulo, nés investigamos o perfil de expressdo génica das proteinas dos complexos

ESCRT, em diferentes tempos de cultivo de A. fumigatus.
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6.2 Materiais e Métodos

6.2.1 Avaliacdo do nivel de expressao génica das proteinas ESCRT em A. fumigatus

6.2.1.1 Extragc&o de RNA total

Para avaliar a expressao génica das proteinas dos complexos ESCRT, foram extraidos
RNA de A. fumigatus da linhagem A1163 em trés diferentes tempos de cultivo: 0, 24 e 48
horas. Conidios de A. fumigatus, previamente armazenados em suspensdo a 4°C, foram
semeados em placas com meio YAG e incubados em estufa a 37°C durante 48 horas. Apds
0 periodo de incubacéo, foi preparada uma suspensdo de conidios em PBS 1X estéril. A
suspensao foi centrifugada a 1.400 g por 10 minutos. O pellet de conidios foi ressuspenso em
PBS 1X estéril e a concentragdo foi determinada apds contagem em camera de Newbauer.
Cerca de 1x10° conidios foram centrifugados novamente a 1.400 g durante 10 minutos e o
pellet foi congelado a -80°C. Essa amostra representa o tempo 0.

Para os tempos de 24 e 48 horas de cultura de A. fumigatus, 2x107 conidios foram
inoculados em 100 mL de meio YG e mantidos em agita¢éo constante a 120 rpm, por 24 e 48
horas a 37°C. Todas as condi¢des foram realizadas em triplicata. Apds o término de cada
periodo de incubacao, o micélio foi separado do sobrenadante por filtracdo a vacuo, utilizando
filtro de papel. Em seguida, o micélio foi envolvido em papel aluminio e armazenado em
freezer -80°C até o uso.

Para a extracdo de RNA total das amostras, o pellet de conidios congelado e os
micélios, provenientes dos tempos de 24 e 48 horas, foram macerados com auxilio de cadinho
e pistilo e uso de nitrogénio liquido, para o rompimento das células. Os produtos macerados
foram transferidos para tubos contendo 1 mL de Trizol (Thermo Fisher Scientific). As amostras
foram imediatamente homogeneizadas com auxilio de agitador mecénico e incubadas no gelo
por 5 minutos. Em seguida, foram adicionados 200 pL de cloroférmio sobre as amostras e
homogeneizadas, novamente em agitador mecanico, por 10 segundos. As amostras foram
centrifugadas a 9.300 g por 15 minutos a 4°C e o sobrenadante transferido para outro tubo
contendo 500 pL de isopropanol, onde os liquidos foram homogeneizados por inversédo. As
amostras foram incubadas por 10 minutos em temperatura ambiente e, posteriormente,
centrifugadas novamente a 9.300 g, por 5 minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado.
Foram adicionados 500 pL de etanol 75% sobre o pellet. Centrifugou-se novamente por 5
minutos a 9.300 g. O sobrenadante foi descartado e o pellet deixado secar. Foram adicionados

30 pl de &gua livre de nuclease sobre cada pellet, e os mesmos foram incubados a 65 °C por
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10 minutos. A concentracdo e pureza das amostras foram determinadas no Nanodrop

(Thermo Fisher Scientific) e, em seguida, as amostras foram armazenadas em freezer -80°C.
6.2.1.2 Sintese de cDNA

Apbs a extracdo de RNA total do fungo A. fumigatus, nas diferentes condicdes, foi
realizada a sintese de cDNA. As quantidades dos reagentes utilizados (BioRad) encontram-

se na Tabela 1 a seguir.

Tabela 1: Reagentes para transcricao reversa

Reagentes Quantidades
iScript Reaction Mix 5X 2 uL
iScript Reverse Transcriptase 0,5uL
RNA total 500 ng
Agua livre de nuclease g.s.p. 10 pL

A reacdo foi incubada em termociclador Veriti (Applied Biosystems) nas seguintes
condic¢des: 25°C por 5 minutos, 46°C por 20 minutos, 95°C por 1 minuto e 4°C on hold.

6.2.1.3 Desenho de primers para PCR em tempo real

As buscas para possiveis proteinas envolvidas nos complexos ESCRT em A.
fumigatus foram feitas com base em ortologia por proteinas ESCRT ja descritas e
caracterizadas em S. cerevisiase. A busca das sequéncias proteicas de S. cerevisiae foi

realizada, inicialmente, utilizando o banco de dados UniProt (https://www.uniprot.org/) e

Saccharomyces Genome Database (https://www.yeastgenome.org/). As sequéncias de

S.cerevisiae foram comparadas as sequéncias de A. fumigatus, depositadas no banco de

dados EnsemblFungi (https://fungi.ensembl.org/index.html). Foi realizado um blast e a escolha

das sequéncias foi feita com base na identidade. Informagdes adicionais sobre as funcdes
das proteinas identificadas para A. fumigatus foram encontradas no banco de dados de

Aspergillus ssp. (http://www.aspergillusgenome.org/). Os codigos de acesso aos genes das

proteinas de S. cerevisiae e A. fumigatus encontram-se na Tabela 2.


https://www.uniprot.org/
https://www.yeastgenome.org/
https://fungi.ensembl.org/index.html
http://www.aspergillusgenome.org/

Tabela 2: NUumeros de acessos das proteinas dos complexos ESCRT em S. cerevisiae e A.

fumiaatus
. Gene Uniprot Gene Uniprot
Proteinas o o i .
S. cerevisiae . cerevisiae A. fumigatus A. fumigatus

Vps27 VPS27 P40343 vps27 Q4WHNS
Hsel HSE1 P38753 AFUA_2G04670 Q4WHP5
Vps23 STP22 (VPS23) P25604 AFUA_3G14380 Q4WYV3
Vps28 VPS28 Q02767 AFUA_1G16320 Q4WRH2
Vps36 VPS36 Q06696 AFUA_4G04100 Q4W9Q5
Vps22 SNFS (VPS22) Q12483 AFUA_4G03870 Q4W9Ss7
Vps25 VPS25 P47142 AFUA_4G12290 Q4WQCO0
Vps20 VPS20 Q04272 AFUA_1G09220 Q4WTI1
Snf7 SNE7 P39929 AFUA_1G06420 Q4WJC9
Vps24 VPS24 P36095 AFUA_5G13890 Q4WVvzZ8
Vps2 DID4 (VPS2) P36108 AFUA_5G13410 Q4WVV1
Vps4 VPS4 P52917 AFUA_3G09360 Q4WXF8
Vps60 VPSE0 Q03390 AFUA 4G11000 Q4WPZ4
Vtal VTA1L Q06263 AFUA_1G05910 Q4WJIH9
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De posse das sequéncias de mMRNA codificadores dos genes ESCRT em A. fumigatus,

primers foram desenhados para PCR em tempo real utilizando a ferramenta PrimerQuest Tool

da Integrated DNA Technologies — IDT (https://www.idtdna.com/pages). As sequéncias dos

primers encontram-se na Tabela 3.

Tabela 3: Sequéncia de primers para PCR em tempo real

Gene Forward Reverse

Vps27 | 5. CGACATTGAAGTTAACCGATAC — 3’ 5'- GAGTTCCAGCATCTTCTCTT - 3’
Hsel | 5 AGTTGAAGACGCAGAATCC-3’ 5- TGCTTGGTTCCGCTTTAG -3’
Vps23 | 5. GCTGACTCGGGATCACTAT — 3’ 5'- GGAGGAGTAAGGCAGAGAAA — 3’
Vps28 | 5. CGATGAGGAAGTGAAACTAGC — 3’ 5'- AACTGGACTTGTACTGCTTTAG — 3’
Vps36 | 5- TACGAAGGTTCGCAGTGT - 3’ 5'- ACAAGGGAGTAGAAGCAGTAG — 3’
Vps22 5- CAGATTATGGGCGGTGATATG -3’ 5- GAACATCATCATCAGTGACCTC -3
Vps25 | 5. AGTCGGTAGCCTGGATTT — 3’ 5- TCCATACCATGCCATTCTTG - 3’
Vps20 | 5. GGGCTTACCAAGAGGAAATTAG — 3’ 5'- GGGACATTTGGTAAGGTGATAG — 3’
Snf7 5'- GAAGGTCCACGAGAAGAATC -3’ 5'- GTTGGTCCATCGTCTCATC -3’
Vps24 | 5. TCCTCAAGCGCAAATTAGG -3' 5- TGCTTGCGAAGGGTTTC -3’

Vps2 5- TCCGTATTCAGACCGTTCG -3’ 5- CTATGGCATCGTCCATCATTTC -3
Vps4 5- GGAAGGGTATTCTGCTCTATG — 3’ 5- TGACAAGCCTCTCACTCT - 3’
Vps60 | 5. AAAGTAGACAACCGCATCG -3' 5- TTGGGCTTCGTACTGTTTC -3’

Vtal 5. GTATTGTGCAAAGCAGTCG -3’ 5-TTGTTGTGGTGAGGGTTAG -3’

B-tubulina | 5. GGAGTTCACTGAGGCCGAGAGCA -3’ 5- GGGGCTCCTCCTCGCCGTAC -3
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Os primers foram ressuspensos em agua livre de nuclease, de acordo com as
recomendacdes do fabricante. A eficiéncia e a especificidade dos primers foram avaliadas
utilizando uma curva de calibracdo com DNA genémico de A. fumigatus, variando de 300 ng
a 300 fg. A quantidade inicial do niumero de copias dos genes de interesse, utilizada na
construcdo das curvas de calibracéo, foi determinada levando em conta que A. fumigatus é
um organismo haploide, logo os genes investigados sdo representados uma Unica vez em seu
genoma. Adicionalmente, considerando que o tamanho do genoma do A. fumigatus é de 29,4
Mb [105], um genoma corresponde a aproximadamente 30 fg. Sendo assim, teoricamente,
cada 30 fg de DNA gendmico de A. fumigatus correspondem a uma copia de cada um dos
genes do fungo. Diluicdes seriadas de 10! a 10’ cépias do genoma de A. fumigatus foram
utilizadas para construir as curvas padrdo para cada gene investigado. A equacéo da reta
obtida para cada curva padréo, bem como seu respectivo coeficiente de correlacéo linear (r2),
foram obtidos em cada experimento. O aparelho para deteccdo imediata da fluorescéncia
utilizado nos experimentos de RT-qPCR foi o ABI Prism 7500 Sequence Detection System
(Applied Biosystems).

6.2.1.4 Avaliagcdo da expressao génica das proteinas ESCRT por PCR em tempo real

Os cDNAs, construidos a partir dos RNAs extraidos das amostras (0, 24 e 48 horas),
foram utilizados para avaliar a expressao génica das proteinas ESCRT. Para tanto, foram
utilizados também os primers para PCR em tempo real, anteriormente mencionados. As
guantidades dos reagentes (Applied Biosystems) utilizados para a reagdo encontram-se na
Tabela 4.

Tabela 4: Reagentes para reacédo de gPCR

Reagentes Quantidades
Fast SYBR Green Master Mix 5uL
Primer Forward (10 uM) 1L
Primer Reverse (10 uM) 1L
Agua de livre de nuclease 2 pL
cDNA 1uL

A reacdo ocorreu em termociclador 7500 Fast (Applied Biosystem) seguindo as
condices de ciclagem default. A quantificacdo absoluta dos genes foi determinada pela
normalizacdo dos valores Ct obtidos em cada amostra, utilizando-se primers para o gene

constitutivo B-tubulina.
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6.2.2 Analises estatisticas

As analises estatisticas foram realizadas utilizando o software GraphPad Prism 6. As
diferencas estatisticas entre os grupos experimentais foram determinadas pela analise de
variancia de uma via (One Way-ANOVA), seguida pelo pos-teste de Tukey. Todos os dados

foram considerados estatisticamente significantes se valor de p < 0,05.
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6.3 Resultados

6.3.1 Expresséo de Vps27, do ESCRT-0, em culturas de A. fumigatus

As proteinas do complexo EXCRT-0 sdo as primeiras a interagir com o local de
formacao das vesiculas [132]. Neste trabalho, nés investigamos expressao génica de vps27
(ortélogo de VPS27) do complexo ESCRT-0. Foi observado que vps27 teve sua expressao
aumentada, em aproximadamente 4 vezes, no tempo de 24 horas e um aumento de 2 vezes

no tempo de 48 horas de cultura, comparados ao tempo O (Figura 19).
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Figura 19: Nivel de expresséo de ESCRT-0 em culturas de A. fumigatus. Os niveis de expressédo
de cada transcrito foram avaliados por gqRT-PCR apo6s 0, 24 e 48 horas. VPS27 é constituinte do
complexo ESCRT-O0. * representa diferencga estatistica entre os grupos indicados (p < 0,05).

6.3.2 Expressao do complexo ESCRT-I em culturas de A. fumigatus

As proteinas do complexo ESCRT-I também reconhecem cargas ubiquitinadas e seu
recrutamento do citoplasma para os endossomos requer interacdes proteina-proteina com o
complexo ESCRT-0 [139]. Aqui, nés avaliamos a expressédo génica de AFUA 3G14380
(ort6logo de VPS23) e AFUA_1G16320 (ortdlogo de VPS28). Observou-se que a expressao
de AFUA_3G14380 (VPS23) aumentou 14 vezes no tempo de 24 horas, e apresentou um
aumento de aproximadamente 16 vezes no tempo de 48 horas de cultura, comparados ao
tempo O (Figura 20A). Por outro lado, AFUA_1G16320 (VPS28) manteve a sua producdo

basal nos tempos de 24 e 48 horas de cultura, comparados ao tempo 0 (Figura 20B).



84

A B
0.005- * 0.0015-
1 0h
0.004- B 24h
mm 48h

0.0010+
0.003

0.002
0.0005

Numero de copias
VPS23/3-Tub
Nudmero de copias
VPS28/3-Tub

0.001+

0.0000

0.000-

Figura 20: Nivel de expressdo de ESCRT-l em culturas de A. fumigatus. Os niveis de expressao
de cada transcrito foram avaliados por qRT-PCR ap6s 0, 24 e 48 horas. AFUA_3G14380 (VPS23)
e AFUA_1G16320 (VPS28) sdo constituintes do complexo ESCRT-I. * representa diferenca
estatistica entre os grupos indicados (p < 0,05).

6.3.3 Expressao do complexo ESCRT-II em culturas de A. fumigatus

As proteinas do complexo ESCRT-II atuam a jusante do complexo ESCRT-I e sdo
importantes para o recrutamento de proteinas do complexo ESCRT-IIl [136]. Avaliamos
expressao génica de AFUA_4G04100 (ortélogo de VPS36), AFUA_4G03870 (ortdlogo de
VPS22) e AFUA 4G12290 (ortélogo de VPS25). Observamos que a expressao de
AFUA_4G04100 (VPS36) apresentou uma produgéo basal no tempo de 24 horas de cultura.
No entanto, no tempo de 48 horas de cultura, houve uma reducéo significativa na expresséo
desse gene (Figura 21A). Por outro lado, AFUA_4G03870 (VPS22) apresentou um aumento
na expressao apos 24 e 48 horas de crescimento, comparados ao tempo 0 (Figura 21B). Ja
AFUA 4G12290 (VPS25) aumentou 5 vezes sua expressao em 24 horas de cultura, e esse

aumento se manteve até 48 horas, comparadas ao tempo 0 (Figura 21C).
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Figura 21: Nivel de expresséo de ESCRT-Il em culturas de A. fumigatus. Os niveis de expressao
de cada transcrito foram avaliados por gqRT-PCR apo6s 0, 24 e 48 horas. AFUA_4G04100 (VPS36),
AFUA_4G03870 (VPS22) e AFUA_4G12290 (VPS25) sdo constituintes do complexo ESCRT-II. *
representa diferencga estatistica entre os grupos indicados (p < 0,05).

6.3.4 Expressao do complexo ESCRT-III em culturas de A. fumigatus

ESCRT-Ill desempenha um importante papel na deubiquitinagédo, antes da formacao

das vesiculas [141]. Investigamos a expressdo génica de AFUA 1G09220 (ortdlogo de
VPS20), AFUA_1G06420 (ortblogo de SNF7) e AFUA 5G13410 (ortdlogo de VPS2).

Observamos que houve um aumento extremamente pronunciado na expressao dos 3 genes

pertencentes a este complexo, tanto em 24 quanto em 48 horas de crescimento, quando

comparados aos seus respectivos controles no tempo zero (Figura 22).
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Figura 22: Nivel de expresséo de ESCRT-IlIl em culturade A. fumigatus. Os niveis de expressdo
de cada transcrito foram avaliados por qRT-PCR apds 0, 24 e 48 horas. AFUA_1G09220 (VPS20),
AFUA_1G06420 (SNF7) e AFUA 5G13410 (VPS2) sdo constituintes do complexo ESCRT-III. *
representa diferencga estatistica entre os grupos indicados (p < 0,05).
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6.3.5 Expressdo do complexo Vps4 em culturas de A. fumigatus

Por fim, avaliamos a expresséo génica dos constituintes do complexo Vps4, sendo
eles AFUA _3G09360 (ortélogo de VPS4), AFUA_4G11000 (ortdlogo de VPS60) e
AFUA_1G05910 (ortdlogo de VTAL). A montagem deste complexo possui um importante
papel em fornecer energia para a dissociacéo, inicialmente, do complexo ESCRT-III [139].
Observou-se que AFUA_3G09360 (VPS4) aumentou sua expressao em aproximadamente 11
vezes no tempo de 24 horas, e apresentou um aumento de 18 vezes na expressao no tempo
de 48 horas de cultura, comparados ao tempo 0 (Figura 23A). J& AFUA_4G11000 (VPS60)
apresentou um aumento discreto de expressao apos 24 horas de crescimento, comparado ao
tempo 0 (Figura 23B). A expresséao génica de AFUA 1G05910 (VTAL) também se comportou
de maneira semelhante, com um aumento apo6s 24 horas de crescimento (Figura 23C).
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Figura 23: Nivel de expressdo do complexo Vps4 em culturas de A. fumigatus. Os niveis de
expressdo de cada transcrito foram avaliados por gqRT-PCR ap6s 0, 24 e 48 horas. AFUA_3G09360
(VPS4), AFUA_4G11000 (VPS60) e AFUA_1G05910 (VTAL) sao constituintes do complexo Vps4.
* representa diferenca estatistica entre os grupos indicados (p < 0,05).
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6.4 Discusséao

As proteinas dos complexos ESCRTs sdo consideradas sistemas conservados que
possuem um papel essencial na separacdo de protusdes de membrana, regides denominadas
de “membrane necks”. Estudos iniciais classificaram o papel das proteinas ESCRT na
biogénese de corpos multivesiculares, brotamento de virus a partir de células infectadas e
separacdo de membrana durante a citocinese. Entretanto, estudos atuais demonstraram que
os complexos ESCRTs estdo envolvidos em processos adicionais aos anteriormente
descritos, como biogénese de microvesiculas e exossomos, reparo de danos ha membrana,
manutencédo do envelope nuclear e autofagia [145].

Estudos em leveduras, como em C. neoformans [136, 137, 146], S. cerevisiae [147] e
C. albicans [144] ja iniciaram suas primeiras observacdes com relacdo aos mecanismos de
liberacdo de VEs fungicas. No entanto, at¢é o momento, ndo existe nenhum trabalho
elucidando o papel destas maquinarias de secre¢cdo em fungos filamentosos patogénicos.
Neste capitulo nds investigamos o nivel de expresséo de genes de proteinas dos complexos
ESCRT envolvidas nos mecanismos de liberagéo de VEs de A. fumigatus.

Observamos que a expressdo de vps27, do complexo ESCRT-0, aumentou nos
tempos de 24 e 48 horas de cultura, comparados ao tempo 0. O complexo ESCRT-0 possui
varios dominios de ligacdo a ubiquitina e dominio de dedo de zinco (FYVE), que tem a
capacidade de se ligar ao fosfatidilinositol 3-fosfato (PtdIins3P) e, por isso, possui um papel
essencial em coordenar a carga ubiquitinada, além de ser importante para a interagdo com o
complexo ESCRT-I [132, 143, 148]. Ren e Hurley (2011) demonstraram que motivos PSPD
de Vps27 interage com um dominio UEV presente em Vps23 (ESCRT-I) e que, quando ocorre
um rompimento dessa ligacdo, a interacdo entre essas proteinas € prejudicada, bloqueando
o enriguecimento de Vps23 na regido [149]. Neste sentido, a regulacdo positiva de ESCRT-0
€ essencial para a iniciacdo do processo de formacdo das vesiculas e, nossos resultados
sugerem que o aumento da expressdo de vps27 nas culturas de A. fumigatus esteja
relacionado a maquinaria de secrecdo de vesiculas neste fungo, ja que este aumento ocorreu
em tempos experimentais em que sabidamente h producao de vesiculas.

Avaliamos a expressao génica das proteinas do complexo ESCRT-I. Este foi o primeiro
complexo a ser descrito e € considerado conservado entre 0s organismos eucarioticos [143].
Observamos um aumento na expressao de AFUA_3G14380 (VPS23) nos tempos de 24 e 48
horas, comparadas ao tempo 0, enquanto AFUA_1G16320 (VPS28) manteve uma producgéo
basal. Este complexo foi inicialmente descrito possuindo as proteinas Vps23, Vps28 e Vps37,
posterirormente, o corpo multivesicular 12 (Mvb12) foi identificado como uma subunidade

adicional [132]. No entanto, ndo encontramos genes das proteinas Vps37 e Mvb12 por buscas
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de identidade de sequéncias em banco de dados do genoma de A. fumigatus. O dominio
variante de ubiquitina E2 (UEV) de Vps23, do complexo ESCRT-I, liga-se ao motivo PTAP de
Vps27, do complexo ESCRT-0. Curiosamente, em mamiferos, essa interacdo é mimetizada
pela proteina GAG do virus HIV, demonstrando como o virus pode utilizar da maquinaria de
secrecdo da célula para a disseminacéo de mais particulas virais [132]. Foi demonstrado que
um mutante de C. neoformans para Vps23 (vps23) resultou em um defeito/desregulacdo na
captacao de ferro, via endocitose. A disponibilidade de ferro € um dos principais reguladores
de viruléncia de C. neoformans. Sendo assim, foi observado uma producédo prejudicada de
polissacarideo capsular pela linhagem mutante, que culminou em uma atenuacdo da
viruléncia em um modelo de infecc¢ao in vivo. Por outro lado, uma alteragédo de fendtipo foi
observada quando uma superexpressdao de VPS23 resultou em células com capsula
ligeiramente aumentada [146]. Considerando que a montagem da capsula de C. neoformans
ocorre, também, por secrecdo de vesiculas, este estudo sugere a importancia da participacéo
das proteinas do complexo ESCRT nos processos fisioldgicos em fungos, mediados por VEs.
A segunda proteina do ESCRT-| analisada em A. fumigatus foi Vps28. A proteina Vps28 nao
atua diretamente com a montagem do complexo ESCRT-I, estudos demonstraram que ela
atua como uma adaptadora e interage com o complexo a jusante, o ESCRT-Il [150]. A
importancia de Vps28 foi sustentada por um estudo onde foi demonstrado que uma linhagem
mutante de S. cerevisiae para esta proteina (Avps28) resultou em alteragbes na composicao
do endossomo, além de defeitos moderados no trafego endocitico [151]. Em conjunto, as
proteinas ESCRT-I desempenham uma importante participacdo nas vias de secrecéo celular
e isto sugere que possa também representar um importante papel na liberacdo de VEs em A.
fumigatus.

Avaliamos também a expressao génica de AFUA 4G04100 (VPS36), AFUA 4G03870
(VPS22) e AFUA_4G12290 (VPS25) do complexo ESCRT-II. O ESCRT-II funciona a jusante
do ESCRT-I, um complexo proteico que também se liga a carga endossémica ubiquitinada
[140]. ESCRT-0 e | estdo envolvidos na classificacdo de carga, enquanto ESCRT-III e
complexo Vtad estdo envolvidos na liberacdo das vesiculas, neste sentido, sugere-se que
ESCRT-Il possui um papel em vincular essas funcdes [152]. Em nosso trabalho, nés
observamos um aumento da expressdo de AFUA_4G03870 (VPS22) e AFUA_4G12290
(VPS25) tanto 24 horas quanto em 48 horas. No entanto, embora AFUA_4G04100 (VPS36)
tenha aumentado sua expressdo em 24 horas, sua expressao reduziu significativamente em
48 horas de cultura. Mesmo que a expressao de AFUA_4G04100 (VPS36) tenha diminuido,
ainda foi observado aumento da expressdo dos constituintes dos complexos ESCRT-IIl e
Vps4, a jusante. Estes resultados demonstram que AFUA_4G04100 (VPS36) possa ser
expresso em niveis baixos e, possivelmente, apresentar atividade constitutiva. Neste sentido,

0 motivo para essa consideravel diminuicdo precisa ser investigado. Tang e colaboradores
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(2016), propuseram um modelo de ativacédo paralela de ESCRT-III. Foi identificado em S.
cerevisiae que a ativacdo da via de secrecdo de VEs pode ocorrer por ESCRT-0, I, Il e lll, ou,
alternativamente, a proteina Brol pode mediar a interacédo entre ESCRT-0 e Snf7 de ESCRT-
Il [147]. Brol é uma proteina requerida para deubiquitinacdo e desempenha sua funcao a
partir do recrutamento de Doa4 [153]. A proteina Brol ja foi identificada em A. fumigatus, no
entanto, ainda ndo elucidamos seus niveis de expressdo génica nos tempos de cultura
avaliados neste trabalho. Por outro lado, Vps36 se liga a cargas ubiquitinadas na membrana
e interage fortemente com Vps22 e com Vps25. Vps25 possui um papel essencial na
estabilidade do complexo, uma vez que a mutagéo em seus motivos de interacao (PPXY) leva
a interrupcdo do complexo ESCRT-II. Além disso, é a principal subunidade responséavel pelo
recrutamento de Vps20 (ESCRT-III) [154]. Neste sentido, como a expressdo de
AFUA_4G03870 (VPS22) e AFUA 4G12290 (VPS25) aumentou nos tempos de 24 e 48
horas, sugere-se que a secrec¢ao de VEs por A. fumigatus possa ser mediada pela montagem
dos complexos ESCRT pelas vias classica e alternativa.

Os complexos ESCRT-0, | e Il podem formar complexos proteicos estaveis no
citoplasma, por outro lado, ESCRT-IIl se une transitoriamente nos endossomos [143].
Investigamos a expressao génica de trés, das quatro subunidades proteicas pertencentes
neste complexo, sendo AFUA 1G09220 (VPS20), AFUA 1G06420 (SNF7) e
AFUA 5G13410 (VPS2). Observamos um aumento na expressao génica de todas as
proteinas nos tempos de 24 e 48 horas de cultura. Neste sentido, sugere-se que a diminuicao
na producao destas proteinas nos tempos de 48 horas comparado a 24 horas, mesmo fenoétipo
observado em ESCRT-O0 e |, pode estar relacionado com o fato de que nao foram observadas
um aumento consideravel na producdo de VEs, apo6s 48 horas, conforme mencionado no
capitulo 1. Adicionalmente, a transcricdo do mRNA nos periodos iniciais de cultura de A.
fumigatus, podem ser suficientes para o funcionamento normal dos complexos sem a
necessidade da sintese de mais proteinas, no entanto isso precisa ser investigado. A
interagdo de Vps20 com Vps25 (ESCRT-II) inicia o recrutamento de ESCRT-IIl. Vps20
estimula a montagem da homopolimeriza¢do de Snf7, que é a subunidade mais abundante
deste complexo. A Doa4, proteina que interage com Brol, também pode desempenhar
funcdes mediante interacdo com Vps20. Richter e colaboradores (2013), demonstraram que
mutantes de S. cerevisiae para dominios de interacdo com Doa4 causou inibicdo na
deubiquitinacdo, quando combinada com a delecdo do gene Brol [155]. J& Snf7 interage com
Vps24 e, conforme mencionado anteriormente, Snf7 também recruta a proteina adaptadora
Brol, que estabiliza os filamentos de Snf7 e recruta a enzima deubiquitinante Doa4 [132]. Foi
demonstrado que alteracbes na expressao de Snf7 resulta na formacdo de estruturas
endossomais desorganizadas e com altera¢des na distribui¢cdo da carga vesicular [156]. Além

disso, Sciskala e Kdlling (2013) também demonstraram que uma mutacgéo na a-hélice de Snf7
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prejudica a interacdo com Brol, demonstrando que esta € indispensavel para a funcéo dos
MVBs. Adicionalmente, foi observado que estes mutantes apresentaram um defeito na
dissociacdo do complexo [157]. Vps24 interage com Snf7 e recruta Vps2, completando a
montagem do complexo ESCRT-IIl. Vps2 possui a funcéo de recrutar o Ultimo complexo, o
Vps4. Visto que Vps4 ndo é recrutado para o endossomo sem ESCRT-III, Vps2 é considerada,
entdo, essencial nesse processo [158].

Finalmente, analisamos a expressdo génica das proteinas do complexo Vps4,
constituido pelas subunidades Vps4, Vps60 e Vtal. Observamos que AFUA_3G09360 (VPS4)
aumentou gradualmente sua expressao nos tempos de 24 e 48 horas. Uma vez recrutado,
Vps4 se liga ao seu co-fator, Vtal, formando um complexo Vps4-Vtal, com atividade
ATPasica. Vps4 investe a energia da hidrélise de ATP para desmontar o complexo ESCRT-
[, e assim recicla suas subunidades de volta ao citoplasma [143]. Além disso, o Vtal também
interage com outras proteinas que atuam no estagio tardio da via do MVB, como a proteina
acessoria Vps60. A hidrélise de ATP representa um passo irreversivel na via de MVB, portanto
a regulacdo da atividade da ATPase de Vps4 é critica para o funcionamento adequado da
reacdo de classificagdo de MVB. ApOs a conclusdo da desmontagem do ESCRT-IIl, o
complexo Vps4 também se dissocia. Como tal, o complexo Vps4 termina cada rodada de
classificacdo de carga MVB e formacéo de vesiculas [159]. AFUA_1G05910 (VTAL) reduziu
significativamente sua expressao em 48 horas de cultura. Este dado corrobora com os demais
fenotipos observados, onde observa-se uma reducéo na expresséo de algumas proteinas no
tempo de 48 horas ou retorno para sua producédo basal.

Conforme exposto na parte introdutdria deste capitulo, Zarnowski e colaboradores
(2019) demonstraram que a ativacdo do complexo ESCRT é essencial para a producéo
normal de VEs em C. albicans. Mutacdes provocadas em diferentes genes do complexo
resultaram em uma reducdo na formacédo de biofilme, processo mediado pela liberacéo de
VEs, e um aumento da sensibilidade ao antifungico fluconazol. Logo, estes resultados indicam
que VEs C. albicans tém um papel fundamental na producdo de matriz extracelular e
resisténcia a medicamentos para biofilme, e que a liberagdo normal destas VEs depende do
funcionamento coordenado de proteinas do complexo ESCRT [144].

A montagem dos complexos ESCRT é hoje considerada um mecanismo conservado
entre células de mamiferos e leveduras. N6s observamos um aumento na expressao génica
destas proteinas em culturas de A. fumigatus. Neste sentido, nossos dados sugerem que
essas proteinas estejam envolvidas na secrecdo de VEs por este fungo. Para melhor
compreender o papel desta maquinaria, investigacdes futuras, com a utilizacdo de mutantes,
poderdo elucidar o impacto destas proteinas ESCRT na producdo de vesiculas por A.

fumigatus.
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7. CONCLUSAO

Neste trabalho isolamos, pela primeira vez, VEs produzidas pelo fungo A. fumigatus.
Demonstramos que as VEs de A. fumigatus podem variar de diametro dependendo do tempo
de cultura do fungo. A variacdo das distribuicdes de tamanhos pode sugerir diferentes vias de
biogénese, possivelmente mediadas por proteinas ESCRT, envolvidas na liberacdo destas
vesiculas. As VEs de A. fumigatus possuem diversas proteinas com importantes fungdes na
fisiologia e viruléncia do fungo. Mais ainda, as VEs de A. fumigatus s&o biologicamente ativas
na sensibilizacdo de células, in vitro e in vivo, capazes de impactar na montagem da resposta
imune durante exposi¢cdo ao fungo e melhorar os mecanismos de depuragdo contra este
microrganismo.

Neste sentido, nossos resultados nos permitem concluir que A. fumigatus produz VEs
a partir de mecanismos ativos que envolvem a via ESCRT e que possuem um potencial em
sensibilizar células do sistema imune e modular a resposta destas células na presenca do

patégeno.
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8. PERSPECTIVAS

Os resultados gerados neste trabalho nos permitem sugerir que VEs de A. fumigatus
séo liberadas, também, a partir da via de ativacdo de complexos ESCRT. Para tanto, sera
necessario a constru¢do de mutantes de proteinas ESCRT, objetivando compreender o real
papel das vias ESCRT em A. fumigatus.

Ainda mais, nossos resultados sugerem que VEs de A. fumigatus apresentam um
potencial profilatico. Para tanto, ainda serdo necessarios:

- Investigar os mecanismos efetores de fagocitos, como a producdo de espécies
reativas de oxigénio;

- Avaliar a preservacédo do parénquima pulmonar, por histologia;

- Avaliar capacidade de depuracao fungica;

- Acompanhar a sobrevivéncia dos animais infectados;

- Instigar a producéo de IgG pelos animais imunizados;

- Acessar a ativagdo de linfocitos T helper, objetivando compreender o principal tipo
de resposta envolvida;

- Caracterizar como as VEs atuam na modulag&o do inflamassoma.
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Figure S1. Growth curve of A. fumigatus culture. 2x108 conidia/L of A. fumigatus A1163 were
inoculated in 50 mL of complete YG at 37°C and dried fungal mass was analyzed after 24, 48, 72, 96
and 120 hours.



A. fumigatus

Protein genome
group database Protein name Localization Molecular Function Biological process
number acession
number
1 AFUB_063700 Glutamate extracellular region, oxidoreductase activity filamentous grovvth, cellular amino acid
dehydrogenase cytosol, nucleus metabolic process
2 AFUB_016770 | Uncharacterized protein unknown hydrc_)lase aCt'.V |_ty, proteolysis
peptidase activity
mitochondrion, developmental process, cell cycle
3 AFUB_063890 Ecm33 membrane, cell wall, unknown P P ’ yele,
response to chemical, sexual sporulation
plasma membrane
cellular catabolic process, cellular
homeostasis, cellular response to oxidative
Allergen Asp F3 extracellular region stress, cofactor metabolic process, dru
4 AFUB_096050 (Peroxiredoxin family Il wall 910N, | oxidoreductase activity b it e P » drug
rotein) cell wall, peroxisome metabolic process, reactive oxygen species
P metabolic process, regulation of cellular
process, response to toxic substance*
ribosome biogenesis, organelle
5 AFUB_037910 | Ubiquitin (UbiC), putative extracellul_ar region, structurall molecule organization, cellulgr protein modlflcqnon
cytosol, ribosome activity process, translation, RNA metabolic
process
Extracellular cell wall
6 AFUB_015530 | glucanase Crfl/allergen cell wall hydrolase activity carbohydrate metabolic process
Asp F9
extracellular region,
cell wall, peroxisome, hvdrolase activit
7 AFUB_066130 Aminopeptidase mitochondrion, yara VI, peptide catabolic process, proteolysis*
peptidase activity
endomembrane
system, vacuole
FAD/FMN-containing
8 AFUB_094680 | isoamyl alcohol oxidase unknown oxidoreductase activity oxidation-reduction process
MreA
9 AFUB_094730 IgE-blndmg protein, unknown unknown uknown
- putative
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peptidase activity,

protein catabolic process, regulation of

10 AFUB_097210 Carboxypeptidase extracellular region hydrolase activity biological process, conjugation
11 | AFUB_0gs500 | GP!anchored protein, cell wall unknown uknown
putative
12 AFUB_005920 Glycogenin cytoplasm* transferase activity carbohydrate metabolic process
13 AFUB_002680 | Uncharacterized protein unknown unknowrt;iﬁgirnb;hydrate uknown
Tripeptidyl-peptidase hydrolase activity, .
14 AFUB_099560 (TppA), putative unknown peptidase activity proteolysis
15 | AFUB_0044g9 | ~CGAP repeatprotein, unknown unknown uknown
- putative
16 AFUB_045170 Cell wall protein phiA extracellular region unknown developmental process, cell cycle, sexual
sporulation
17 AFUB_048140 Extracellular phytase, extracellular region hydrolase activity, uknown
- putative phosphatase activity
18 AFUB_020900 Allergen Asp F4 extracellular region IgE binding uknown
1,3-beta- extracellular region,
19 AFUB_022370 glucanosyltransferase cell wall, membrane, transferase activity carbohydrate metabolic process
geld plasma membrane
20 AFUB_052010 Nucle05|d§ diphosphate extracellglar region, transferase activity response to str.ess, fllg_mer_\tous growth,
kinase cytosol, mitochondrion cellular protein modification process
21 AFUB_052060 Thioredoxin _reductase, extracellular region | oxidoreductase activity response to chem_lcal, secundary metabolic
putative process, toxin metabolic process
extracellular region,
22 AFUB_052270 | Class Il chitinase ChiAl | cell wall, cellular bud hydrolase activity carbohydrate metabolic process
neck*
23 AFUB_050860 Major allergen Asp F1 unknown hydrolase activity, RNA regulation of biological process

binding

901
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Molecular chaperone

cell wall, cytosol,

hydrolase activity,

response to stress, response to chemical,
filamentous growth, regulation of biological

24 AFUB_052690 Mod-E/Hsp90 membrane, plasma protein binding process, S|gnal transducuorj, organelle
membrane organization, protein folding, DNA
metabolic process, pathogenesis
25 AFUB_085650 Endo-chitosanase unknown hydrolase activity uknown
Alpha,alpha-trehalose extracellular region carbohydrate metabolic process, response
26 AFUB_046050 glucohydrolase gon, hydrolase activity y P - 'esp
cell wall, vacuole to stress, response to chemical
TreA/Athl
Probable glucan endo- hvdrolase activit
27 AFUB_048180 1,3-beta-glucosidase cell surface/cell wall* y f Y, carbohydrate metabolic process
egIC transferase activity
28 | AFUB 047510 | EXtracellular conserved unknown unknown uknown
serine-rich protein
29 AFUB_047560 FAD—dependen_t ex_tracellular oxidoreductase activity secundary metabolic process
oxygenase, putative region/cell wall
30 AFUB_037350 Phosphoglucomutase cytosol* isomerase activity carbohydrate metabolic process, cellular
PgmA homeostasis
31 AFUB_050510 BYS1 doma!n protein, unknown unknown uknown
- putative
32 AFUB_040810 | Aspartyl aminopeptidase extracellular region, hydrqlase aCt'.V |_ty, response to chemical, protein folding
vacuole peptidase activity
1,3-beta- extracellular region hydrolase activity carbohydrate metabolic process
33 AFUB_010890 glucanosyltransferase Il wall ' f LYY h . ’
Bgtl cell wa transferase activity pathogenesis
34 AFUB_023440 60S ribosomal protein _ cytosolic Iarge. . structurgl COﬂStIt:JIent cytoplasmic translation*
L18 ribosomal subunit of ribosome

L0T
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carbohydrate metabolic process, response

1,3-beta- extracellular region, to chemical, developmental process
35 AFUB_018250 glucanosyltransferase cell wall, membrane, transferase activity ' P P '
response to stress, cell cycle, asexual
gell plasma membrane . ;
sporulation, sexual sporulation
36 AFUB_009540 |Adenosylhomocysteinase | extracellular region hydrolase activity lipid metabolic process, cellular aming acid
metabolic process
37 | AFuB_oeeoso | CP!anchored cell wall unknown unknown uknown
protein, putative
38 AFUB_087520 Isoamyl S{;ggeleomdase, unknown oxidoreductase activity oxidation-reduction process
40S ribosomal protein extracellular region RNA binding, protein
39 AFUB_006000 P . gon, binding, structural transport, ribosome biogenesis, translation
S3, putative cytosol, ribosome .
molecule activity
extracellular region, structural molecule transport, ribosome biogenesis, translation,
40 AFUB_004410 | Ubiquitin UbiA, putative cytosol, ribosome, activit organelle organization, cellular protein
membrane y modification process
41 AFUB_079620 | Uncharacterized protein extracellular region | oxidoreductase activity oxidation-reduction process
extracellular region,
Glyceraldehyde-3- cytosol, membrane, RNA binding, carbohydrate metabolic process, transport,
42 AFUB_050490 phosphate cell wall, peroxisome, oxidoreductase regulation of biological process, cell
dehydrogenase mitochondrion, plasma | activity, protein binding adhesion
membrane
43 AFUB_023550 P_robable_ Xaa-Pro cytoplasm* peptidase aCt'.V |_ty, cellular process
aminopeptidase pepP hydrolase activity
Probable NAD(P)H- I .
44 AFUB_005160 dependent D-xylose extracellular region . RNA binding, o carbohydrate metabolic process, response
oxidoreductase activity to stress, response to chemical
reductase xyll
45 AFUB_ 036480 Putative UDP- extracellular region, isomerase activity carbohydrate metabolic process,
galactopyranose mutase cell wall filamentous growth
46 AFUB_034560 | Uncharacterized protein unkown unknown uknown

80T
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peroxisome,
cytoskeleton, site

structural molecule

cell cycle, endocytosis, exocytosis,

a7 AFUB_093550 Actin Actl polarized growth, activity* intracellular protein transport*
action cytoskeleton
extracellular region, transport, regulation of biological process,
membrane, nucleus, carbohydrate metabolic process, response
ER Hsp70 chaperone endoplasmic hydrolase activity, to chemical, organelle organization, protein
48 AFUB_021670 . . . o -
- BiP, putative reticulum, cell cortex, protein binding catabolic process, response to stress,
endomembrane signal transduction, conjugation, nucleus
system organization
extracellular region, o .
49 AFUB_006770 | Elongation factor 1-alpha mitocondrion, hydrolase_ ac_t|V|ty, RNA ”?“SPO”- translation, organe_lle .
binding organization, cytoskeleton organization
membrane, vacuole
. regulation of biological process, response
extracellular region, hemical lini
Superoxide dismutase cell wall protein binding to chemical, response to stress, ipid
50 AFUB_056780 . : . Lo metabolic process, filamentous growth,
[Cu-Zn] mitochondrion, oxidoreductase activity
developmental process, cellular
cytosol, nucleus X .
homeostasis, pathogenesis
extracellular region,
cell wall, transport, regulation of biological process,
Molecular chaperone mitochondrion, protein binding, RNA response to chemical, organelle
AFUB_007770 — R - :
51 - Hsp70 membrane, cytosol, binding organization, protein catabolic process,
nucleus, vacuole, protein folding
plasma membrane
extracellular region,
cell wall, regulation of biological process
52 AFUB_009760 | Phosphoglycerate kinase mitochondrion, transferase activity 9 gical p '
carbohydrate metabolic process
membrane, plasma
membrane
53 AEUB 036860 60S nbosomal_protem fibosome structural_ molecule translation
- L22, putative activity
60S acidic ribosomal structural molecule
54 AFUB_025910 cytosol, ribosome activity, enzyme regulation of biological process, translation

protein P2/allergen Asp F
8

regulator activity

60T
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Purine nucleoside

55 AFUB_017890 X unknown transporter activity transport

permease, putative
56 AFUB_000660 CFEM domain protein cell wall unknown uknown
57 AFUB_089500 | Uncharacterized protein unknown unknown uknown
58 AFUB_070900 | Uncharacterized protein unknown unknown uknown

. . . hydrolase activity :

- * )

59 AFUB_024920 Dipeptidyl-peptidase 5 cytosol, nucleus peptidase activity proteolysis
60 AFUB_001190 Ribosomal protein extracellular region, structural molecule | transport, translation, ribosome biogenesis,

S13p/S18e

ribosome

activity, RNA binding

RNA metabolic process

* represents classification according to, at least, 50% of identity with Neurospora crassa, Sacchamomyces cerevisiae or

Schizosaccharomyces pombe.
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ANEXO 3

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

) . CEUA
COMISSAQ DE ETICA NO USQ DE ANIMAIS

Prezado(a):
Esta & uma mensagem automafica do sistema Solicite CEUA que indica mudanca na situacio de uma solicitacdo.

Protocolo CEUA: 255/2018

Titulo do projeto: Caracterizaco Estrutural e Funcional de Vesiculas Exiracelulares de Aspergillus fumigatus
Finalidade; Pesquiza

Pesquisador responsavel: Frederico Marianetti Soriani

Unidade: Instituto de Ciencias Biologicas

Departamento: Depariamento de Biclogia Geral

Situagdo atual: Decisdo Final - Aprovado

Aprovado COM RECOMENDACAQ na reunido do dia 03/09/2018. Validade: 03/09/2018 & 02/08/2023 RECOMENDACAQ: Prezado
pesguisador, o biotério onde sua pesquisa sera realizada ndo esta com cadastro e credenciamento finalizado no novo site do
CIUCA/CONCEA. Solicitamos informar ao responsavel pelo biotério para concluir o cadastro, porgue em breve somente poderemos
aprovar os gque estiverem devidamente cadastrados e credenciados. O e-mail enviado pelo CONCEA se refere ao credenciamento
da CEUA e ndo dos biotérios. CIAEP € designado para a CEUA

Belo Horizonte, 04/09/2018.

Atenciosamente,

Sistema Solicite CEUA UFMG
hitps:Vaplicativos. uima.brisolicite_ceua/
Universidade Federal de Minaz Gerais
Avenida Anténio Carlos, 6827 — Campus Pampulha
Unidade Administrativa Il — 2° Andar, Sala 2005
31270-901 — Belo Horizonte, MG — Brasil
Telefone: {31) 3409-4516
www.ufmg. bribioetica/ceua - cetea@prpg. ufmg.br




	Characterization of Aspergillus fumigatus Extracellular Vesicles and Their Effects on Macrophages and Neutrophils Functions
	Introduction
	Materials and Methods
	Culture Conditions
	EVs Isolation
	Nanoparticle Tracking Analysis (NTA)
	Transmission Electronic Microscopy (TEM)
	Proteins and Ergosterol Quantification
	Animals
	SDS-PAGE and Immunoblotting
	Proteomic Analysis by Liquid Chromatography-Tandem Mass Spectrometry
	Phagocytic and Clearance Ability of Immune Cells After Stimulation With Vesicles
	Confocal Microscopy
	Cytokines Measurement
	Statistical Analysis

	Results
	A. fumigatus Produce EVs During Growth
	A. fumigatus EVs Composition
	A. fumigatus EVs Are Recognized by Macrophages and Promote an Increase of Fungicide Capacity and Production of Inflammatory Mediators
	EVs Promote an Increase in Fungicide Capacity by Neutrophils and Enhance Cytokine Production After A. fumigatus Challenge

	Discussion
	Conclusion
	Data Availability
	Ethics Statement
	Author Contributions
	Funding
	Acknowledgments
	Supplementary Material
	References


