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RESUMO

Introducdo: As vesiculas extracelulares (VEs) sdo estruturas envoltas por membranas,
liberadas pelas células para o espago extracelular, ¢ desempenham papéis fundamentais em
processos biologicos e na regulagdo da resposta imune. No contexto do fungo
Paracoccidioides lutzii, agente causador da paracoccidioidomicose, uma micose sistémica
granulomatosa prevalente no Brasil, observou-se que a producdo e liberacdo de VEs sdo
influenciadas por condi¢des ambientais, como a restri¢ao de ferro. O ferro € essencial para as
fungdes metabdlicas do fungo, e a privagdo desse mineral parece impactar significativamente
tanto a produgdo quanto o conteudo das VEs. Essas vesiculas sdo cruciais para a interacao do
P lutzii com o hospedeiro, incluindo células imunes como os macrofagos, onde podem
modular a resposta imune e a patogénese da infeccdo. Objetivos: O objetivo deste estudo ¢
analisar o efeito das VEs liberadas por P. [utzii, apos o cultivo do fungo em condi¢des de
privacao e suficiéncia de ferro, na fagocitose do fungo por macrofagos in vitro. Metodologia:
Para investigar essa hipotese, foram realizados cultivos semanais de P. [utzii em agar Infusao
Cérebro-Coracdo ¢ em meio Minimo Modificado (MVM) sélido, sob privagao (suplementado
com dacido batofenantrolina dissulfonico, BPS) e em condi¢do de suficiéncia de ferro
(suplementado com Fe (NH,),(SO,),). Em seguida, foram conduzidos ensaios de fagocitose,
onde foram avaliados a capacidade dos macrofagos de inativar o fungo (CMIF) e o indice de
proliferacdo intracelular (IPR). Resultados: A estimulacdo com IFNy aumenta a inativagdo de
P lutzii nos macrofagos apds 6 horas, evidenciando seu papel na ativagdo microbicida. No
entanto, apos 24 horas, as VEsFe ¢ VEsBPS induzem aumento da proliferagdo fungica
intracelular, sugerindo um efeito imunomodulador negativo. Apds a troca do meio, apenas o
IFNy manteve a reducao significativa do crescimento fingico, enquanto as VEs ndo alteraram
a interacdo com os macrofagos, indicando um efeito limitado na modulacdo da resposta
imune. Conclusao: Os resultados indicam que o IFNy tem um papel fundamental na atividade
microbicida dos macrofagos, reduzindo significativamente a proliferacdo de P. lutzii. Em
contraste, as vesiculas extracelulares (VEsFe e VEsBPS) apresentam um efeito
imunomodulador negativo, favorecendo o aumento do crescimento fungico em 24 horas, o
que sugere que elas podem interferir na capacidade dos macrdéfagos de controlar a infecgao.
ApoOs a troca do meio de cultura, apenas o IFNy continuou a inibir o crescimento do fungo.
Esses achados ressaltam o potencial terapéutico do IFNy e a necessidade de mais estudos

sobre os efeitos das vesiculas extracelulares.



Palavras-chave: Paracoccidioides lutzii; vesiculas extracelulares; suficiéncia de ferro;

privagdo de ferro; macrofagos.



ABSTRACT

Introduction: Extracellular vesicles (EVs) are membrane-enclosed structures released by
cells into the extracellular space and play fundamental roles in biological processes and in the
regulation of the immune response. In the context of the fungus Paracoccidioides lutzii, the
causative agent of paracoccidioidomycosis, a systemic granulomatous mycosis prevalent in
Brazil, it was observed that the production and release of EVs are influenced by
environmental conditions, such as iron restriction. Iron is essential for the metabolic functions
of the fungus, and deprivation of this mineral appears to significantly impact both the
production and content of EVs. These vesicles are crucial for the interaction of P. [utzii with
the host, including immune cells such as macrophages, where they can modulate the immune
response and the pathogenesis of the infection. Objectives: The aim of this study was to
analyze the effect of EVs released by P lutzii, after cultivation of the fungus under iron
deprivation and sufficiency conditions, on the phagocytosis of the fungus by macrophages in
vitro. Methodology: To investigate this hypothesis, P. lutzii were cultured weekly in Brain
Heart Infusion agar and in solid Modified Minimal Medium (MVM), under iron deprivation
(supplemented with bathophenanthroline disulfonic acid, BPS) and under iron sufficiency
conditions (supplemented with Fe (NH4)2(SO4)2). Then, phagocytosis assays were
conducted, where the ability of macrophages to inactivate the fungus (CMIF) and the
intracellular proliferation index (IPR) were evaluated. Results: Stimulation with IFNy
increases the inactivation of P. lutzii in macrophages after 6 hours, evidencing its role in
microbicidal activation. However, after 24 hours, VEsFe and VEsBPS induced an increase in
intracellular fungal proliferation, suggesting a negative immunomodulatory effect. After
changing the medium, only IFNy maintained the significant reduction in fungal growth, while
VEs did not alter the interaction with macrophages, indicating a limited effect in modulating
the immune response. Conclusion: The results indicate that IFNy has a fundamental role in
the microbicidal activity of macrophages, significantly reducing the proliferation of P. [utzii.
In contrast, extracellular vesicles (VEsFe and VEsBPS) present a negative
immunomodulatory effect, favoring the increase in fungal growth at 24 hours, which suggests
that they may interfere with the ability of macrophages to control the infection. After
changing the culture medium, only IFNy continued to inhibit fungal growth. These findings
highlight the therapeutic potential of IFNy and the need for further studies on the effects of

extracellular vesicles.



Keywords: Paracoccidioides lutzii; extracellular vesicles; iron sufficiency; iron deprivation;

macrophages.
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1 INTRODUCAO

1.1  Etiologia e morfologia do Paracoccidioides lutzii

A paracoccidioidomicose (PCM) ¢ uma doenga fingica sistémica de carater endémico
na América Latina, com maior prevaléncia no Brasil. Ela ¢ causada pelos fungos do género
Paracoccidioides, incluindo as espécies Paracoccidioides brasiliensis e P. lutzii (Goes et al.,
2014). Esses microrganismos possuem dimorfismo térmico, adotando a forma micelial em
temperaturas de 18-23°C e a forma leveduriforme em 35-37°C. Essa transicdo morfoldgica
desempenha um papel crucial no desenvolvimento da infec¢do e na evolucdo da patologia
(Oliveira et al., 2015).

As espécies do género Paracoccidioides interagem com células do hospedeiro
utilizando proteinas adesivas chamadas adesinas, que modulam a resposta imunoldgica e
afetam processos como coagulacdo e apoptose celular (Oliveira et al., 2015). Enquanto P,
brasiliensis ¢ frequentemente encontrado em tatus, P. lutzii apresenta menor capacidade de
formar micélio e gerar conidios em ambientes terrestres (Hrycyk et al., 2018).

O Paracoccidioides lutzii, também denominado Pb01, ¢ um fungo termodimérfico que
pode exibir duas formas distintas dependendo da temperatura. Em 25°C, assume a forma
filamentosa, considerada a fase infectante, enquanto em 37°C, transforma-se em levedura,
caracterizada como sua fase patogénica (Hahn et al., 2022).

ApoOs a descoberta de trés espécies (S1, PS2 e PS3) em 2006, P. [utzii foi identificado
como uma espécie distinta em 2009. Posteriormente, em estudos adicionais, uma quarta
espécie (PS4) foi descrita. Essa classificagdo possibilitou uma melhor compreensdo da
diversidade genética dentro do complexo de Paracoccidioides (Bonome et al., 2023)

A diferenciacdo micromorfoldgica de P. lutzii pode ser fator de confusdao, uma vez que
a variabilidade na morfologia dos conidios pode ser parecida com as caracteristicas de P,
brasiliensis, resultando em interpretacdes incorretas. Avaliagdes morfoldgicas mostraram que
amostras 'Pb01-like' apresentam conidios mais longos e uma maior diversidade de tamanhos

(Almeida et al., 2015; Melo et al., 2013).
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Figura 1. (a) Caracteristicas macro e micromorfologicas do género Paracoccidioides. 2A. Aspectos da colonia
micelial crescida a 28 °C. 2B. Hifas septadas com conidios. 2C. Aspectos da colonia leveduriforme crescida a 37
°C. 2D. Células arredondadas simples e com brotamento multiplos (Lacaz et al., 1999; Teixeira et al., 2014;
Hryck et al., 2018).

1.2 Paracoccidioidomicose

A PCM ¢ uma micose sistémica causada por fungos dimoérficos do complexo
Paracoccidioides, sendo os principais agentes P. brasiliensis e P. lutzii. O primeiro caso dessa
micose foi descrito em 1908 em Sao Paulo, pelo médico Adolpho Lutz, que estudou infecgdes
pseudococcidicas em alguns pacientes (Hahn ez al., 2022).

A infeccdo comecga quando esporos do fungo, presentes no solo, sdo inalados e
chegam aos pulmdes. Neste local, se transformam em leveduras, que podem se espalhar para
outros orgdos através do sangue e linfa (Figura 2). Classicamente, a PCM se apresenta em
duas formas clinicas principais: aguda/subaguda e cronica. A forma aguda, que afeta jovens
de ambos os sexos, ¢ caracterizada por uma lesdo primdria que se dissemina rapidamente,
comprometendo 6rgdos como bago, figado e medula 6ssea, podendo resultar em quadros
clinicos moderados a graves. A forma cronica, por sua vez, que ocorre principalmente em
homens adultos, manifesta-se de maneira mais lenta, com lesdes que podem ser unifocais,
limitadas a um unico 6rgdo, ou multifocais, envolvendo multiplos sistemas (Melo ef al., 2013;

Barrozo et al., 2010; Mancano e Della Coletta, 2022).
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Figura 2. Esquema da infecgdo por Paracoccidioides spp. mostrando a forma termodimorfica e os

principais hospedeiros (Shikanai-Yasuda., 2018).

1.3 Epidemiologia

A paracoccidioidomicose (PCM) ¢ uma micose sist€émica prevalente em areas rurais
da América Latina, sendo o Brasil responsavel por cerca de 80% dos casos. A distribuicao
geografica dos agentes causadores da PCM, Paracoccidioides brasiliensis e Paracoccidioides
lutzii, abrange principalmente o Brasil, Coldombia, Venezuela, Equador e Argentina. O P. [utzii
¢ mais comum na regido Centro-Oeste do Brasil, especialmente no estado do Mato Grosso
(Hahn et al., 2022). Estima-se que aproximadamente 10 milhdes de pessoas estejam
infectadas na América Latina, com a doenga afetando majoritariamente trabalhadores rurais
envolvidos em atividades como o cultivo de caf¢ e tabaco (Martinez, 2017)

Habita principalmente o solo, onde se desenvolve em ambientes naturais ricos em

matéria organica. Sua presenca ¢ frequentemente associada a areas de vegetacao densa e solos
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umidos, condi¢des que favorecem a sobrevivéncia dos esporos. P. lutzii possui caracteristicas

gendmicas distintas em relagdo ao Paracoccidioides brasiliensis, o que pode afetar o curso da
infeccdo e resultados clinicos ao tratamento da PCM. (Melo et al., 2013; Almeida et al.,
2013).

Fatores ambientais, como expansdo agricola e desmatamento, contribuem para a
disseminagdo do fungo (Oliveira et al., 2015). Ja os fatores individuais associados a
progressio da PCM incluem predisposicdo genética, tabagismo, consumo de alcool e
imunossupressao (Martinez, 2017). Embora rara, fora da América Latina, casos t€ém sido
registrados em viajantes provenientes da regido (Carvalho ef al., 2009).

A doenga ¢ prevalente na zona rural e atinge mais homens na faixa etaria de 30 a 60
anos, especialmente aqueles envolvidos na agricultura, uma vez que a infeccdo esta
geralmente associada a manipulacdo do solo. A maior ocorréncia em homens ¢ atribuida a
influéncia dos hormonios sexuais pois o estradiol atua como um fator protetor nas mulheres,
impedindo a conversdo de conidios para leveduras, enquanto a testosterona, parece favorecer
um perfil imunologico menos eficiente para o controle da doenga em homens (Pinzan et al.,

2010; Canteros, 2018).

1.4 Manifestacées Clinicas

A PCM pode se apresentar em duas formas clinicas principais: aguda/subaguda e
cronica. A forma aguda ocorre predominantemente em jovens de ambos os sexos, enquanto a
forma cronica afeta principalmente homens adultos, devido & influéncia de hormonios
sexuais, como o estradiol, que protege as mulheres ao inibir a transforma¢ao de conidios em
leveduras (Pinzan et al., 2010).

Os pulmodes sdo frequentemente os 6rgdos mais comprometidos, mas lesdes em pele,
mucosas ¢ linfonodos também sdo comuns (Figura 3). Ulceragdes na cavidade oral, com areas
eritematosas e granulosas, sdo manifestacdes classicas, demandando atengdo de dentistas,
dermatologistas e médicos da atencdo primaria para diagnostico precoce (Villalba, 2021 ;
Barros et al., 2018).

De maneira geral, os sintomas da PCM incluem tosse persistente, dispneia, perda de
peso significativa e o surgimento de lesdes cutaneas ou mucosas . A doenca quando em sua

forma cronica afeta predominantemente o sistema respiratorio, mas também pode gerar
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manifestagdes extrapulmonares, como linfadenopatia e comprometimento oral (

Shikanai-Yasuda, 2018).

Figura 3. Pacientes com a forma aguda/subaguda (juvenil) da paracoccidioidomicose. A) Massa de linfonodos
na regido supraclavicular, cervical e submandibular. B) Linfadenomegalia na paracoccidioidomicose. C) Lesdes
ulcerativas verrucosas no rosto ¢ no ouvido, devido a disseminacdo pela corrente sanguinea. D) Lesdes
ulcerativas em forma de papulas ou nodulos, também causadas pela disseminagdo hematogénica

(Shikanai-Yasuda, 2018).

A imunidade protetora contra a PCM envolve imunidade inata, incluindo células
fagociticas (macrofagos e neutrofilos) e producdo de citocinas, e imunidade adaptativa,
através de anticorpos especificos e linfocitos T ativados ,que sdo fundamentais para
desenvolver uma resposta imune mais efetiva e duradoura (Burguer, 2021; Grisolia et al.,
2023).

Enzimas como serinoproteinases (SP) e frutose-1,6-bifosfato aldolase (FBA) sdo
consideradas um dos co-fatores de viruléncia de P. [utzii, desempenhando um papel crucial na
interagdo com macrofagos e contribuindo com a interagdo entre patogeno-hospedeiro. Essas
enzimas facilitam a adaptagdo do fungo ao ambiente no qual se encontra, potencializando sua
capacidade de provocar infec¢des. Estudos indicam que novos peptideos imunogénicos de P,
lutzii t€m grande potencial para o desenvolvimento de vacinas peptidicas contra a PCM,

podendo auxiliar no tratamento (Silva et al., 2021; Vieira et al., 2019)
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1.5 Diagnostico

O diagnéstico da PCM apresenta desafios significativos, principalmente pela
semelhanga de seus sintomas com os de outras doengas, como tuberculose e sarcoidose
(Trindade et al., 2022). Para maior precisdo, € necessario utilizar uma combina¢do de métodos
clinicos, laboratoriais ¢ moleculares. Entre os exames laboratoriais, destacam-se os testes
sorologicos, o exame microscopico direto, a cultura do fungo e a analise histopatologica por
meio de bidpsias, sendo o padrdo ouro de diagndstico. ( Aratjo et al., 2021).

Os testes sorologicos, como a imunodifusdo e a fixacdo de complemento, sdo
ferramentas valiosas, com uma eficacia diagnostica de até 97,7% em determinados estudos
(Castaneda ef al., 1981). Além disso, os avangos nos métodos moleculares, como a PCR, tém
se mostrado essenciais para identificar e diferenciar as espécies do complexo
Paracoccidioides, como P. brasiliensis e P. [utzii (Teixeira et al., 2014). No entanto, a detec¢ao
especifica de P. lutzii ainda ¢ limitada pela auséncia de antigenos apropriados para esses testes
(Shikanai-Yasuda et al., 2018).

A doenca apresenta manifestagdes clinicas variadas, algumas vezes atipicas, o que
pode dificultar o reconhecimento pelos profissionais de satde e atrasar o diagndstico

definitivo (Santos et al., 2019; Mangano & Coletta, 2022).

1.6 Tratamento

O tratamento da PCM depende da gravidade do quadro clinico, sendo os antifingicos
a base da terapia. Para casos leves, sdo amplamente utilizados medicamentos da classe dos
azoOis, como itraconazol, e derivados de sulfa, enquanto formas moderadas a graves podem
demandar tratamentos prolongados ou o uso de antifingicos parenterais, como anfotericina B
(Shikanai-Yasuda, 2015). O itraconazol, em particular, t€tm demonstrado alta eficicia no
tratamento das formas cronicas da PCM, mas o manejo de casos agudos ainda enfrenta
limitagdes, especialmente quanto a necessidade de novas combinagdes terapéuticas mais

eficazes (Shikanai-Yasuda, 2015).
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Na atengdo primadria, o cetoconazol também tem sido usado com bons resultados em

determinados contextos (Pripas, 1988). No entanto, um dos principais desafios do tratamento
da PCM ¢ sua longa duragao, que frequentemente resulta no abandono do tratamento por parte
dos pacientes, comprometendo a eficacia terapéutica e favorecendo complicacdes e recidivas
(Santos et al., 2019). Apesar de, em geral, a PCM responder bem ao tratamento antifingico, a
possibilidade de sequelas graves — como fibrose pulmonar e altera¢des funcionais em 6rgdos
comprometidos — reforga a necessidade de diagnostico precoce e manejo adequado (Araujo
etal., 2021).

Por ser uma das principais causas de morbidade entre as doengas infecciosas no Brasil,

a PCM exige esfor¢cos multidisciplinares que englobam

o aprimoramento das ferramentas de diagndstico, o fortalecimento das politicas
publicas de saude, a ampliacdo do acesso a tratamentos eficazes e a conscientizagdo sobre a
importancia da adesdo terapéutica. Apenas por meio dessas agdes sera possivel reduzir o

impacto da PCM, especialmente na populagao rural e vulneravel.

1.7 Vesiculas Extracelulares

As vesiculas extracelulares (VEs) sdao estruturas associadas a membrana que sdo
liberadas pelas células e desempenham papéis essenciais na comunicagdo celular,
transferéncia de metabolitos ¢ na reestruturagao celular durante o desenvolvimento, além de
atuarem em resposta a estresse ou lesdes. (Wang et al., 2024).

Atualmente sdo classificados em trés categorias: microvesiculas (ectossomos), que se
formam por brotamento da membrana plasmatica; exossomos, originados de corpos
multivesiculares que se fundem com a membrana para liberar o contetido; e corpos
apoptoticos, que sao liberados durante a apoptose e contém detritos celulares e moléculas
sinalizadoras (Ibrahim & Khan, 2021).

Sua composi¢do interna ¢ variada, incluindo proteinas, lipidios, acidos nucleicos e
metabolitos, que sdo incorporados de maneira seletiva, conforme as necessidades especificas
da célula P. lutzii, por exemplo, produz e libera VEs com populagdes de RNA, incluindo

mRNAs e pequenos RNAs nao codificantes, que tém o potencial de afetar a viruléncia do
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fungo e regular as respostas imunologicas do hospedeiro. Estudos indicam que VEs

desempenham um papel crucial na comunicacdo intercelular e se destacam como veiculos
promissores para a entrega de biomoléculas terapéuticas, especialmente para a administragao
direcionada de acidos nucleicos (Silva et al., 2019; Yuan, 2022).

Tem sido demonstrado o potencial das VEs na entrega especifica de medicamentos,
especialmente em modelos da barreira hematoencefilica, onde ha variagcdes na
permeabilidade e na distribuicdo dos compostos. Por isso, as vesiculas extracelulares estdo
sendo exploradas por sua capacidade de entregar medicamentos, especialmente por sua
habilidade de encapsular macromoléculas e direciona-las a células-alvo (Pedrioli et al., 2021;

Nordimeier et al., 2022; Marazioti et al., 2019).

1.8 Macrofagos

Os macréfagos sdo células essenciais do sistema imunologico. Eles se originam dos
monocitos e, ao se deslocarem para os tecidos, se transformam em macréfagos, tendo um
papel importante na prote¢ao do organismo contra patdgenos e na preservagao da homeostase
dos tecidos. A principal funcdo dos macrofagos ¢ a fagocitose, que envolve a ingestdo e
destruicdo de células danificadas, detritos e agentes estranhos, como bactérias e virus
(Minucci et al., 2022).

Além disso, eles modulam a resposta imunologica ao liberar citocinas que atraem
outras células do sistema imune para o local da infeccdo. Sdo classificados em diferentes
subtipos, sendo o0 M1 e o0 M2 os mais conhecidos. M1 sdo pré-inflamatorios, auxiliando na
montagem de respostas imunes, enquanto os macrofagos M2 sdo anti-inflamatorios,
auxiliando no reparo tecidual e na resolugdo da inflamacao (Ramalingam et al., 2024).

Os macréfagos sao células importantes na fase inicial da infecgdo por
Paracoccidiodies spp., uma vez que desempenham um papel fundamental na mediagdo da
resposta inflamatoria e por possuir atividade fungicida contra fungos. De forma interessante,
Paracoccidioides spp. possui a habilidade de sobreviver e se multiplicar dentro dos
macrofagos, utilizando estratégias adaptativas para neutralizar o microambiente hostil e
carente de nutrientes que as células criam durante a infeccdo. Essa capacidade de adaptagdo
permite que o fungo evada das defesas imunoldgicas do hospedeiro e persista no organismo

(Silva et al., 2022).
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Fungos do género Paracoccidioides spp. melhoram sua sobrevivéncia quando em

contato com macréfagos ao aumentar a produgdo de superdxido dismutases, enzimas que
ajudam a neutralizar espécies reativas de oxigénio e nitrogénio durante a explosao respiratoria
dos macrofagos. Isso facilita a persisténcia dos fungos no organismo (Tamayo et al., 2016).
Para P. lutzii foi demonstrado que proteinas sao expressas de forma diferencial durante
a interacdo com mondcitos humanos, evidenciando a importancia dos macréfagos na
patogénese da PCM. Além disso, pesquisas sobre macrofagos na PCM identificam
subpopulagdes M1 e M2 distintas, associadas a perfis de citocinas Thl e Th2 em lesoes
mucosas. Essas subpopulacdes afetam a resposta imune e a evolucdo da doenga (Pagliari et

al., 2019; Oliveira et al., 2021).

1.9 Imunidade nutricional

O ferro (Fe) € um micronutriente essencial para diversos organismos, incluindo fungos
do género Paracoccidioides spp. Ele desempenha um papel crucial em processos como a
respiracdo celular e a sintese de DNA. Paracoccidioides spp. utiliza sider6foros, moléculas
que se ligam ao ferro, para captd-lo do ambiente extracelular, estratégia que ¢ fundamental
para sua sobrevivéncia em condi¢des adversas. Paracoccidioides spp. também adquire o ferro
através da hemoglobina, por meio de mecanismos mediados por receptores, que sao
importantes para seu crescimento e viruléncia durante a infec¢ao (Baildo et al., 2014; Guedes,
2024).

O ferro atua como um cofator em reagdes que produzem radicais livres. Embora esses
radicais sejam utilizados pelo sistema imunoldgico para combater patdgenos, niveis
excessivos de ferro podem resultar em estresse oxidativo e danos as células do hospedeiro,
prejudicando ainda mais a resposta imune. A deficiéncia de ferro em P [utzii provoca
respostas adaptativas, levando a maior utilizagdo de hemoglobina e ao aumento da expressao
de adesinas. Essas mudancas podem afetar tanto sua atividade metabodlica quanto sua

viruléncia (Souza et al., 2020; Barbosa , 2012)
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2 JUSTIFICATIVA

A paracoccidioidomicose (PCM) é uma micose sistémica que afeta milhares de
pessoas, especialmente em regides da América Latina, representando um desafio significativo
para a saude publica no Brasil. Estudar os mecanismos pelos quais o fungo P./utzii sobrevive
e interage com o hospedeiro humano ¢ essencial para o avango no entendimento dessa doenca
e no desenvolvimento de estratégias terapéuticas mais eficazes.

As vesiculas extracelulares (VEs) desempenham um papel crucial nessa interacao,
funcionando como veiculos que transportam moléculas bioativas, como enzimas, proteinas ¢
materiais genéticos. Essas vesiculas podem modular negativamente a resposta imune do
hospedeiro, favorecendo a sobrevivéncia do fungo em ambientes hostis. Paralelamente, o P.
lutzii utiliza estratégias sofisticadas para obter ferro, um nutriente essencial para sua
sobrevivéncia, como a producdo de siderdforos e o aproveitamento de hemoglobina, o que
reforca sua capacidade de adaptagdo e viruléncia (Silva et al., 2019; Borges et al., 2024).

A compreensdo dos efeitos das VEs na interacdo com células imunes, como os
macrofagos, ¢ fundamental, visto que essas células desempenham um papel central na
imunidade inata e na defesa contra infec¢des fungicas. Estudos indicam que o uso de
citocinas, como o interferon-gama (IFNy), pode estimular a atividade microbicida dos
macrofagos, reduzindo a proliferagdo do fungo. No entanto, a influéncia das VEs nessa
interacdo ainda nao esté totalmente elucidada (Casanova et al., 2024; Oliveira et al., 2021).

Assim, investigar a relacdo entre a privagao de ferro, a produg¢do de VEs e os
mecanismos de viruléncia de P. lutzii permitirda um melhor entendimento sobre a patogénese
da PCM. Esses resultados poderdo contribuir significativamente para o desenvolvimento de
novas estratégias terapéuticas, direcionadas tanto a modulagcdo da resposta imune quanto a

inibicao de mecanismos de adaptagao do fungo.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Investigar o impacto das vesiculas extracelulares (VEs) de Plutzii, produzidas em
condi¢des de suficiéncia e privacao de ferro, na interagdo com com macrofagos in vitro.

3.2 Objetivos especificos

e Avaliar a capacidade dos macrofagos em inativar P. lutzii apés 6 e 24 horas de

interacdo, na presenca de VEs em condi¢des de suficiéncia e privagdo de ferro e na
presenca de IFNy.

e Determinar o indice de proliferagao intracelular (IPR) do fungo apos o periodo inicial

de fagocitose e a troca do meio de cultura, correlacionando o papel das VEs e do IFNy

na modulacao dessa resposta.
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4 METODOLOGIA

4.1 Microrganismos e meios de cultura

O Paracoccidioides lutzii foi cultivado em &gar Infusdo Cérebro-Coracao
(Brain-Heart Infusion Agar, BHI) com a adicdo de 4% de glicose, incubado a 36 °C para
manter a fase leveduriforme. Subcultivos foram realizados semanalmente para garantir a
viabilidade do fungo.

Para analisar as variaveis experimentais de P. lutzii sob condi¢des de suficiéncia
(suplementado com 3,5 uM de Fe (NH,),(SO,),) e privacao de ferro (suplementado com 10
uM do quelante de ferro (Fe), acido batofenantrolinadissulfonico), o cultivo seguiu o
protocolo descrito por Souza et al. (2022). Em resumo, as células de P. /utzii na fase
leveduriforme foram cultivadas em meio BHI liquido com 4% de glicose, agitando a 36 °C
por 48 horas. Apos esse processo, as células foram centrifugadas, lavadas com tampao fosfato
salino 1x (PBS 1x) e, em seguida, cultivadas em meio sintético modificado (MVM) liquido
por 24 horas, nas duas condi¢des. Apds esse periodo, foram centrifugadas e o pellet foi
ressuspendido e cultivado em meio MVM sdlido com suficiéncia e privacao de Fe por 7 dias
na concentracao de 1*10"6 cels/ml.

Para os ensaios de interacdo com macrofagos, foram utilizadas células imortalizadas
derivadas do sarcoma murino da linhagem J774, amplamente utilizados para mimetizar as
fungdes primarias destes macrofagos. Essas células foram cultivadas em Meio Eagle
Modificado Dulbecco (DMEM), sendo a troca do meio realizada a cada dois dias. Essa
abordagem permitiu investigar como P [utzii interage com este tipo de célula imune,
contribuindo para uma compreensao mais aprofundada de suas estratégias de sobrevivéncia e

viruléncia.

4.2 Isolamento e caracterizacao das VEs de P. lutzii

As vesiculas produzidas por P. lutzii foram isoladas seguindo o protocolo estabelecido

por Reis et al. (2019). Apds 7 dias de cultivo em MVM sélido, as células fungicas foram
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suspensas em tampao fosfato salino (PBS 1x) e, em seguida, centrifugadas a 3500 RPM por 5

minutos, seguida de uma nova centrifugaciao do sobrenadante a 15.000 g. As vesiculas foram
isoladas pela ultracentrifugacdo a 100.000 g durante 1 hora, permitindo a sedimentagdo das
vesiculas. A caracterizacdo das VEs liberadas pelos fungos foi realizada por meio do

NanoSight, que permitiu analisar o tamanho e a distribuicao das vesiculas.

4.3 Avaliacao do efeito das VEs no curso da infeccio pelo fungo P. lutzii em macrofagos

in vitro

Nos ensaios de interagdo entre VEs-macrofagos-fungos foram avaliados a capacidade

dos macrofagos de inativar o fungo (CMIF) e o indice de proliferagdo intracelular (IPR).

4.3.1. Plaqueamento e desafio com leveduras de P. lutzii

Para avaliacdo do CMIF, células J774 foram depositadas em microplacas de 96 pocos
na propor¢ao 1*1076 e foram pré ativadas com as VEs por 1 hora. Apos esta etapa os
macrofagos foram desafiados com P. /utzii incubados no periodo de 5 e 24 horas, em seguida
foram lisados utilizando 4gua destilada estéril e incubados em meio BHI s6lido acrescido de
glicose por 7 dias a 36°C, permitindo a quantificacdo das unidades formadoras de coldnias

(UFC).

4.3.2. Indice de proliferacdo intracelular in vitro

Para determinagdo do IPR, o sobrenadante foi retirado apds 6 horas de incubacao. Em
seguida, foi adicionado novo meio DMEM suplementado com 10% de soro fetal bovino e 1%
de gentamicina, mantendo a cultura por um periodo adicional de 24 horas. Em seguida os
macrofagos foram lisados, e plaqueados em BHI sélido, a fim de obter a viabilidade do

fungo.
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4.5. Analises Estatisticas

As andlises estatisticas foram conduzidas utilizando o software GraphPad Prism 5.0.
Foi aplicada a anélise de variancia de uma via (One-way ANOVA), seguida do teste post hoc
de Newman-Keuls quando apropriado. Considerar-se-a que os resultados sdo estatisticamente

significativos para valores de P<0,0.

5 RESULTADOS

Este estudo avaliou o impacto das VEs liberadas por P. lutzii, cultivado em privagao
ou presenca de ferro, na fagocitose do fungo por macrdéfagos in vitro. Na figura 4, apds 6
horas de interacdo entre macrofagos e P. [utzii, observou-se o grupo macrofagos estimulados
com [FNy apresentou redug¢do da carga fungica, apesar de ndo estatisticamente diferente,
quando comparado ao grupo controle, macréfagos + P. lutzii. Em contrapartida, os grupos
tratados com VEsFe e VEsSBPS ndo apresentaram diferenca significativa entre eles, mas
foram estatisticamente diferentes em relagdao ao controle, com maior carga fungica. Na figura
S5, apds 24 horas de interagdo entre macrofagos e P [utzii, foi observado que os grupos
macrofagos tratados com IFNy e VEsBPS apresentaram aumento significativo da carga

fungica comparado com o grupo controle.

1 Macrofagos + P. Jutzii
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Figura 4: Capacidade dos macrofagos ativar o fungo apés interacdo por 6 horas entre macrofagos e P, lutzii.
*diferenca estatistica comparado ao grupo IFNy + P [utzii. *diferenca estatistica comparado ao grupo
macrofagos + P, lutzii.
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Figura 5: Capacidade dos macrofagos inativar o fungo apo6s 24 horas de interagdo entre macrofagos e P. lutzii.

“diferenga estatistica comparado ao grupo macrofagos + P. lutzii.

Por fim, na figura 6 apos a lavagem e a adi¢ao de um novo meio foi observado menor
IPR no grupo macrofagos estimulados com IFNy. Enquanto que os grupos tratados com

VEsBPS e VEsFe ndo apresentaram diferencas significativas em relagdo ao controle.
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Figura 6: Avaliacdo da proliferacdo intracelular apo6s lavagem do poco e adigdo de novo meio (DMEN).
**diferenga estatistica comparado aos grupos macréfagos + P lutzii, macrofagos VEsFe + P [lutzii,
macrofagos VEsBPS + P. lutzii.
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6 DISCUSSAO

A estimulacdo de macréfagos com IFNy aumentou a capacidade de inativacao de P,
lutzii ap6s 6 horas de interagdo, confirmando o papel do IFNy na ativagdo de macréfagos e a
atividade microbicida dessas células. Essa observacdo condiz com os estudos que destacam a
importancia desta citocina na ativacdo do metabolismo oxidativo e na producdo de espécies
reativas de oxigénio, que contribuem para eliminacao do patdégeno (Casanova et al., 2024).

O aumento da proliferagdo intracelular do fungo apos interacdo com macréfagos
tratados com VEsFe e VEsBPS indica que as VEs modulam negativamente a capacidade dos
macrofagos de controlar o fungo, favorecendo sua replicacdo intracelular do mesmo. Esse
efeito pode estar relacionado a presenga de fatores de viruléncia nas VEs, como enzimas
antioxidantes que neutralizam espécies reativas de oxigénio (EROs), ou moléculas que
interferem na sinalizagdo inflamatdria dos macréfagos. A similaridade entre os efeitos com
VEsFe e VEsBPS sugere que a disponibilidade de ferro durante o cultivo do fungo,
aparentemente nao tem influéncia na composi¢ao ou funcao imunomoduladora das vesiculas
de P. lutzii (Borges et al., 2024). Entretanto para confirmar essa hipdtese outras analises serao
realizadas.

Macrofagos estimulados com IFNy apresentaram uma reducdo significativa da
proliferagdo intracelular de P. [utzii apds lavagem e troca de meio de cultura, evidenciando a
capacidade do IFNy em ativar efetivamente os macrofagos (Harbrecht et al., 1996). Essa
mesma analise de IPR indicou que VEs obtidas do fungo na condi¢do de suficiéncia e
privacdo de ferro atuaram de forma semelhante pois ndo houve diferenga entre esses grupos
quanto a carga fungica, sugerindo que as VEs em ambas as circunstancias nao sao suficientes
para alterar significativamente ativacdo dos macréogafos.

Os resultados indicam que IFNy desempenha papel importante na modulagdo da
resposta dos macréfagos contra P [lutzii, enquanto as VEs, os resultados indicam até o
momento, podem ter um papel duplo, favorecendo a sobrevivéncia do fungo nos estagios
iniciais da interacdo com os macréfagos, mas em estagios mais tardios a influéncia das VEs
aparenta ndo ter relevancia e/ou seu efeito pode ter findado. Para confirmar essa hipotese,

outras analises serdo realizadas.
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7 CONCLUSAO

Os resultados deste estudo reforcam a relevancia do interferon-gama (IFNy) na
modulagdo da resposta imune contra P./utzii. Foi evidenciado que essa citocina promoveu a
redugdo significativa da proliferagdo intracelular do fungo em macrofagos, mesmo em
condigdes adversas, destacando seu papel no aumento da atividade microbicida dessas células.
Esse achado ressalta o potencial terapéutico do IFNy em infecgdes por patdogenos

intracelulares.

Em contrapartida, as vesiculas extracelulares (VEs) liberadas por P. [utzii mostraram
um efeito imunomodulador negativo, favorecendo a proliferacdo do fungo nos estagios
iniciais de interacdo com os macrdfagos. Contudo, apos periodos mais longos ou em
condi¢des modificadas, como a troca do meio de cultura, o impacto das VEs se tornou menos
significativo, sugerindo que seus efeitos podem ser transitérios ou dependentes do
microambiente. Esses resultados indicam que as VEs possuem mecanismos de modulacao que
favorecem a sobrevivéncia inicial do fungo, mas ndo sustentam esse efeito em estagios mais
avangados da interagao.

Adicionalmente, nao foram observadas diferengas significativas no comportamento
imunomodulador das VEs obtidas em condi¢des de suficiéncia ou privagao de ferro,
sugerindo que a disponibilidade desse nutriente ndo afeta drasticamente a composicao
funcional das vesiculas. Isso levanta questdes sobre outros possiveis fatores que possam
influenciar a funcionalidade das VEs e aponta a necessidade de investigagdes adicionais.

Dessa forma, este trabalho destaca o impacto das VEs no contexto da
paracoccidioidomicose e reforca a importancia de citocinas como o IFNy no controle da
infeccdo. Esses achados contribuem para um melhor entendimento dos mecanismos de
interagdo patdgeno-hospedeiro e podem orientar o desenvolvimento de novas estratégias
terapéuticas, seja pela potencial inibicdo das VEs ou pelo uso de moduladores imunologicos
como o IFNy. Além disso, a auséncia de diferengas funcionais nas VEs sob diferentes
condi¢des ambientais sugere que estudos futuros devem explorar com maior detalhe os
determinantes moleculares de sua fungdo imunomoduladora, ampliando o conhecimento sobre

a fisiopatologia do P. [utzii e da paracoccidioidomicose.
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