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Figura 1: Esquema simplificado demonstrando a regulagéo do ferro em A. fumigatus,
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HAAS, 2011) 15

Figura 2: Desafios na andlise de vesiculas extracelulares (VES) fungicas. Em fungos, a
presenca de uma parede celular espessa foi considerada como uma barreira fisica para
a liberacdo de substancias, mas evidéncias recentes mostraram que a parede celular
apresenta uma estrutura viscoelastica e diferentes hipdteses foram propostas para
explorar como ela é compativel com o transito de membranas lipidicas (Figura 2 — 1,2).
A diversidade de morfologia, tamanho e contetdo de VEs dificultam uma andlise padréo
para os diversos microrganismos. Além disso, os protocolos atuais utilizados para
purificar VEs ndo evitam a contaminagdo com agregados potencialmente contendo
proteinas, acidos nucleicos e polissacarideos, limitando assim o conhecimento sobre a
estrutura e carga das VEs (Figura 2 — 3). Apesar da sua composicdo complexa,
incluindo acidos nucleicos, glicanos, pigmentos, proteinas, RNA, e diferentes lipidios,
marcadores especificos de EVs flingicos nao foram identificados até o momento (Figura
2 —4). Por fim, pouco se sabe sobre o papel dos VEs flngicas na comunicacao célula-
célula entre diferentes hospedeiros e fungos, mas também entre células flngicas. A
diversidade de VEs poderia estar associada a uma diversidade de fungdes e respostas
das células receptoras na presenca de diferentes tipos de vesiculas. Esta compreenséo
pode trazer aplicabilidade na medicina, incluindo ferramentas de imunomodulacao,
veiculos de distribuicdo de medicamentos e potenciais alvos de vacina (Figura 2 — 5).
Adaptado de RIZZO; RODRIGUES; JANBON, 2020 18

Figura 3: Analise de rastreamento de nanoparticulas das vesiculas extracelulares (VES)
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equipando NS300, mostrando a distribuicdo das VEs produzidas pelo mutante de P.
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Figura 4. Vesiculas extracelulares (VES) produzidas pelo mutante de P. brasiliensis para
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camundongos C57BL/6 foram incubados a 37 °C por 48h com as quantidades indicadas
de VEs (eixo X). O meio e LPS (1ug/mL) mais IFN-y (2ng/mL) foram usados como
controles negativo e positivo, respectivamente. Os sobrenadantes de cultura foram
mensurados para TNF-a (A), IL-6 (B), IL-1B (C), NO (D), IL-10 (E) e TGF-B (F). Os
resultados foram comparados aos niveis das células ndo estimuladas (somente meio).
Diferencas foram consideradas significativas quando p < 0.05 (*) 32

Figura 5. Vesiculas extracelulares (VES) produzidas pelo mutante de P. brasiliensis para
0 gene HapX estimula atividade fungicida por macrofagos derivados de medula 6ssea
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Papel das vesiculas extracelulares produzidas por Paracoccidioides

brasiliensis na homeostase de ferro

O Ferro (Fe) apresenta uma posicao central na interface patégeno-hospedeiro.
Em mamiferos, um sistema altamente especializado atua na captura de Fe dos
patdgenos, e a capacidade dos patdgenos de resistir & privacdo de Fe é
considerado um fator crucial de viruléncia. No contexto da
paracoccidioidomicose, uma doenca causada por membros do complexo
Paracoccidioides, ha um aumento da aquisicdo de Fe em resposta a privacao
deste elemento. Isso inclui a producédo por sideréforos, a captacdo de heme e
ferro extracelular, processos regulados pelo fator de transcricdo HapX. No
entanto, existem poucos estudos em relacdo aos mecanismos de captacdo e
sintese de sideroforos, a via de captacdo de heme da molécula de hemoglobina
e dos genes que controlam a homeostase de Fe em Paracoccidioides. Sabe-se
que vesiculas extracelulares (VEs) desempenham um papel essencial na
interacdo patégeno-hospedeiro durante infeccbes fungicas. Dessa forma,
investigamos o papel de VEs produzidas por P. brasiliensis na captacao de ferro
e mecanismos fisiopatoldgicos associados a infec¢do. Para isso, utilizamos uma
linhagem mutante de P. brasiliensis para o gene HapX, a fim de avaliar a
producdo de VEs e seu impacto na viruléncia fangica. ldentificamos que VEs
produzidas pelo mutante de P. brasiliensis para o gene HapX possuem
propriedades imunomoduladoras, desencadeando a liberagdo de mediadores
pré-inflamatérios, aumentando a capacidade fagocitica e a capacidade de killing
por macréfagos derivados de medula Ossea. Além disso, essas VEs
demonstraram efeito protetivo no modelo in vivo de larvas de Galleria mellonella
contra a infecgdo por P. brasiliensis. Em conjunto, nossos resultados sugerem
uma correlacéo significativa entre a privacéo de Fe e mecanismos de secrecéo
via VEs que contribuem para o sucesso da infec¢cao por P. brasiliensis,

contribuindo para o avango no entendimento da paracoccidioidomicose.

Palavras-chave: Vesicula extracelular, Ferro, paracoccidioidomicose.
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Role of extracellular vesicles produced by Paracoccidioides brasiliensis

in iron homeostasis

Iron (Fe) holds a central position at the pathogen-host interface. In mammals,
there is a highly specialized system for capturing Fe from pathogens, and the
ability of pathogens to resist Fe deprivation is considered a crucial factor of
virulence. In the context of paracoccidioidomycosis, a disease caused by
members of the Paracoccidioides complex, there is an increase in Fe acquisition
in response to the deprivation of this element. This includes the production of
siderophores, the uptake of heme and extracellular iron, processes regulated by
the transcription factor HapX. However, there are few studies regarding the
mechanisms of siderophore uptake and synthesis, the heme uptake pathway
from hemoglobin, and the genes that control Fe homeostasis in Paracoccidioides.
It is known that extracellular vesicles (EVs) play an essential role in the pathogen-
host interaction during fungal infections. Therefore, we investigated the role of
EVs produced by P. brasiliensis in iron uptake and physiopathological
mechanisms associated with infection. To do this, we used a mutant strain of P.
brasiliensis for the HapX gene to assess the production of EVs and their impact
on fungal virulence. We found that EVs produced by the P. brasiliensis mutant
for the HapX gene have immunomodulatory properties, triggering the release of
pro-inflammatory mediators, enhancing phagocytic capacity, and mediating the
killing of bone marrow-derived macrophages. Furthermore, these EVs
demonstrated a protective effect in an in vivo model of Galleria mellonella larvae
against P. brasiliensis infection. Collectively, our results suggest a significant
correlation between Fe deprivation and secretion mechanisms via EVs that
contribute to the success of P. brasiliensis infection, advancing our understanding

of paracoccidioidomycosis.

keywords: Extracellular vesicle, Iron, Paracoccidioidomycosis.
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INTRODUCAO

Nas ultimas décadas, a recorréncia de infec¢des fungicas tem aumentado,
atingindo aproximadamente 4 milhdes de casos anualmente (ALMEIDA,;
RODRIGUES; COELHO, 2019). Sua incidéncia esta intrinsecamente ligada a
uma complexa interac@o de fatores, incluindo caracteristicas socioeconémicas,
geograficas e efetividade do sistema imunolégico (BONGOMIN et al., 2017).

As infeccdes fungicas podem ser manifestar de diferentes formas, como
infecgbes locais e disseminadas, com caracteristicas distintas. As infec¢des
locais sdo restritas a uma area especifica do corpo, que pode incluir infeccdes
de pele, unhas, cabelo, boca, e outros tecidos. Estas infeccbes sdo menos
graves do que as infec¢des disseminadas, que ocorrem quando os fungos se
espalham por todo corpo, afetando mdultiplos érgdos ou sistemas. As infeccbes
disseminadas sao mais comuns em pessoas com sistemas imunoldgicos
vulneraveis, como em pacientes com cancer, HIV/AIDS, ou aqueles que fazem
uso de imunossupressores (BONGOMIN et al., 2017).

Dentre os fungos responsaveis por infeccdes sistémicas, 0s mais
prevalentes na América Latina sdo os do género Paracoccidioides, que figuram
entre as dez principais causas de mortes por doencas parasitarias infecciosas
no pais (SHIKANAI-YASUDA et al., 2017).

1.1 GENERO PARACOCCIDIOIDES

O género Paracoccidioides €& composto por fungos patogénicos
responsaveis por causar infecgdes conhecidas como paracoccidioidomicose
(PCM). Dentro deste género, duas espécies notaveis sdo identificadas como
principais causadoras de PCM: Paracoccidioides brasiliensis e Paracoccidioides
lutzii (TRAVASSOS; TABORDA; COLOMBO, 2008). Estas espécies fungicas
apresentam distribuicdo geografica limitada ao México, a América Central e do
Sul, com maior numero de casos no Brasil, Argentina e Colémbia (SHIKANAI-
YASUDA et al., 2017).

P. brasiliensis e P. lutzii sdo fungos dimorficos pertencentes ao Filo
Ascomycota, Ordem Onygenales, e Familia Onygenacea. Podem estar
presentes no solo e possui dimorfismo morfolégico termo-dependente, os quais

a temperatura de 35°C (in vitro, em meios enriquecidos ou no tecido do
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hospedeiro em condigédo de parasitismo) possui forma de leveduras com multi-
brotamentos, e a 25°C (in vitro ou em ambiente sob condi¢gbes de saprofitismo)
cresce na forma micelial (QUEIROZ-TELLES et al., 2020).

Estratégias moleculares foram utilizadas para diferenciar P. brasiliensis
de P. lutzii. Foram identificadas diversas espécies de P. brasiliensis: 1) P.
brasiliensis sensu stricto (variantes Sla e Slb), que foi isolado no Brasil,
Argentina, Paraguai, Peru e Venezuela; 2) Paracoccidioides americana (também
conhecida como PS2), presente no Brasil, Venezuela, Uruguai e Argentina; 3)
Paracoccidioides restrepiensis (também conhecido como PS3), presente
principalmente na Colémbia; 4) Paracoccidioides venezuelensis (também
conhecido como PS4), encontrado exclusivamente na Venezuela (QUEIROZ-
TELLES et al., 2020; TEIXEIRA et al., 2020). P. lutzii ocorre predominantemente
na regiao centro-oeste do Brasil, com menor incidéncia no sul e norte do Brasil
e no Equador (THEODORO et al., 2012).

Clinicamente, o impacto dessa diversidade genotipica € baixo. Em um
estudo comparativo de 51 pacientes infectados por P. brasiliensis e 16 por P.
lutzzii, ndo foram identificadas diferencas epidemiolégicas, manifestacdes
clinicas e resposta as terapias entre os dois grupos, de forma significativa. A
principal diferenca é que pacientes infectados por P. lutzii podem apresentar
resultados negativos para o teste imunoldgico de deteccéo contra gp43, principal
antigeno utilizado para diagnéstico (BATISTA et al.,, 2010; FLAVIA POPI;
LOPES; MARIANO, 2002).

1.2 PATOGENESE DA PCM

A paracoccidioidomicose, descrita pela primeira vez em 1.908 pelo
cientista brasileiro Adolf Lutz, € uma doenca sistémica, caracterizada pelo
desenvolvimento de lesdes granulomatosas que podem evoluir para lesées no
pulmédo, pele, mucosas e outros tecidos. No Brasil, € a principal micose
sistémica, representando uma das dez principais causas de morte por doencas
infecciosas e parasitarias, crénicas e recorrentes no pais.

A principal porta de entrada das espécies de Paracoccidioides € por
inalacdo pulmonar. Apés sua aspiracdo, células de defesa como neutrofilos e
macrofagos ativados poderao atuar para bloquear e inibir o crescimento flngico,

impedindo sua disseminacéo. Respostas por células T auxiliares tipo 2 (Th2) tem
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sido associada a suscetibilidade de doencgas, enquanto uma resposta tipo 1 (Th1)
tem sido associada ao controle da infeccdo (BENARD et al., 2001; KARHAWI,
COLOMBO; SALOMAO, 2000; MAMONI; BLOTTA, 2005; MARQUES MELLO;
SILVA-VERGARA; RODRIGUES, 2002).

Pacientes expostos aos patdégenos P. lutzzi ou P. brasiliensis podem
formar granulomas locais de infeccdo primaria, com focos metastaticos em
alguns casos, contendo formas viaveis dos fungos. A perda da homeostase
imunologica, permite a progressdo da doenca em sua forma crénica. Menos
frequentemente, a doenca sistémica pode progredir a partir do foco primério de
infeccdo em periodo de laténcia, com rapida deterioracao clinica (PCM aguda ou
subaguda) (TRAVASSOS; TABORDA; COLOMBO, 2008).

1.3 IMPORTANCIA DO FERRO NA VIRULENCIA FUNGICA E MAQUINARIA
DE CONTROLE

O Fe metalico redox € um importante cofator em uma variedade de
processos celulares, como a fosforilacao oxidativa, desintoxica¢do de compostos
e metabdlicos. Paradoxalmente, a mesma propriedade redox torna este metal
potencialmente téxico por aumentar a producao de estresse oxidativo. Portanto,
a homeostase do Fe precisa ser perfeitamente regulada em termos de captacéo
e armazenamento para satisfazer as necessidades celulares, e ao mesmo
tempo, evitar seu excesso toxico (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1984;
HASCHKA; HOFFMANN; WEISS, 2021).

Os mecanismos de homeostase do Fe séo diferentes dentre varios tipos
de infeccdo. Este controle € realizado por fatores de transcrigdo como HapX e
SreS, que além de estarem relacionados a regulacdo da homeostase do Fe,
estdo envolvidos na regulacdo da viruléncia fungica e resposta imunologica do
hospedeiro (JUNG; SANCHEZ-LEON; KRONSTAD, 2021). Em Aspergillus
fumigatus, quando ha quantidade adequada de Fe disponivel, o fator SreA
reprime a captacdo de Fe para evitar efeitos toxicos, através de dois
mecanismos: conversao de Fe em uma forma utilizavel e captura de Fe com a
ajuda de sideréforos; metabolitos secundarios especificos para ions de Fe. Ja
em privacéo de Fe, o fator de transcricdo HapX ativa a captacao de Fe mediada

por sideréforos e reprime as vias de consumo para poupar sua utilizacdo, como
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biossintese do grupamento heme, respiracéo e biogénese do ribossomo (Figura
1) (GSALLER et al., 2014).

Os fatores transcricionais SreA e HapX estdo regulados negativamente,
SreA reprime a expressao de HapX durante a suficiéncia de Fe, enquanto HapX
reprime SreA durante a falta de Fe. Além disso, HapX é essencial para a
desintoxicacao do Fe, ativando o importador de Fe vacuolar CccA sob condigoes
de alto teor de Fe (GSALLER et al., 2012, 2014). Em Aspergillus nidulans, a
inativacdo de ambos os reguladores é sinteticamente letal, sublinhando a
importancia do metabolismo do Fe para a sobrevivéncia celular
(HORTSCHANSKY et al., 2007). Devido ao seu papel central na homeostase do
Fe, o fator de transcricdo HapX demonstrou ser um determinante de viruléncia
em varios patdégenos fangicos humanos, como A. fumigatus, Candida albicans,
Cryptococcus neoformans, bem como no fungo fitopatogénico Fusarium
oxysporum (HSU; YANG; LAN, 2011; JUNG et al., 2010).

Suficiéncia Limitagao Viacd ;
ias de consumo do
Aquisicdo de ferro de ferro de ferro

ferro
(redugdo c.ia ct?ptagao de m (biossintese do heme,
ferro, biossintese, e | SreA+Fe HapX -Fe | ciclo do 4cido citrico e

absorcao de TAFC) '\_yk. respiragao)
Ribotoxina AsF1

Figura 1: Esquema simplificado demonstrando a regulagéo do ferro em A. fumigatus,
focando o papel dos fatores de transcricdo SreA e HapX. Adaptado de (SCHRETTL;
HAAS, 2011).

Conforme ja descrito, o Fe é um nutriente critico para proliferacédo e
patogenicidade de microrganismos, e sua desregulacdo representa um risco
crucial para infecgbes potencialmente invasivas (PETZER et al., 2019). Apos a
infecc@o por patdogenos extracelulares, a acdo de citocinas e proteinas de fase
aguda induz a aquisicéo e retencao de Fe dentro dos macrofagos, tornando o Fe
menos acessivel aos microrganismos circulantes. Em contraste, infec¢des de
macréfagos com micrébios intracelulares causam mobilizacdo de Fe celular,
desregulando sua homeostase (GANZ; NEMETH, 2015; RIEDELBERGER et al.,

2020). Este mecanismo tem sido descrito em espécies fungicas, porém precisa
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ser melhor investigado em Paracoccidioides, ja que sofre regulacdo da
homeostase do Fe durante a infecg&o intracelular.

1.4 VESICULAS EXTRACELULARES

As vesiculas extracelulares (VEs) desempenham papel fundamental na
comunicacéo intercelular e na regulacédo de diversos processos bioldgicos. As
EVs séo liberadas no espaco extracelular e podem variar em tamanho,
geralmente medindo de 50 a 2.000 nm de diametro. As VEs sao constituidas por
uma bicamada lipidica e apresentam composi¢do de membrana, carga e funcdes
biolégicas distintas (XU et al., 2018).

Dentro da categoria das VES, 0S exossomos Sao considerados uma
subclasse menor, com diametros variando de 30 a 150 nm, e s&o produzidos
pela via endossomal. J& as microvesiculas sédo estruturas maiores, de 50 a 2000
nm, formadas por brotamento direto da membrana plasmatica (VAN NIEL;
D’ANGELO; RAPOSO, 2018). Embora as VEs sejam secretadas tanto por
células procaridticas quanto eucariéticas, as produzidas por células eucarioticas
tém sido objeto de investigagdo mais aprofundada. Todos os tipos de células
vivas podem produzir VES, podendo ser encontradas em varios fluidos
biolégicos, como sangue, liquido sinovial, urina e saliva (MATHIEU et al., 2019).

As VEs podem ser liberadas em condi¢des fisioldégicas e patoldgicas.
Diferentes estudos tém demonstrado o importante papel das VEs em varias
doencas, como Alzheimer e cancer, e na fisiopatologia de variados
microrganismos patogénicos. Além disso, tém despertado interesse como
promissores biomarcadores para diagnéstico e como potenciais alvos
terapéuticos. Estratégias terapéuticas direcionadas as VEs visam impedir a
liberacdo de seus contetudos ou a sua captacao por células vizinhas, abrindo
perspectivas na busca por tratamentos eficazes (CHENG; HILL, 2022).

VEs também tém sido descritas como essenciais durante o processo de
infeccdo viral. Ao infectar células hospedeiras, os virus podem injetar seus
proprios componentes via VEs. Uma vez liberadas, as VEs transportam seu
conteudo, podendo afetar tanto células mais proximas como células distantes.
Assim, acidos nucleicos virais, como RNAs nao codificantes de proteinas

expressas em VEs, podem enganar o sistema imunolégico e até influenciar

19



células hospedeiras ndo infectadas, permitindo que os virus consigam sua
permanéncia (PUHM; FLAMAND; BOILARD, 2022). Recentemente, foram
identificados produtos de genes virais que podem promover o silenciamento
epigenético de determinados genomas, aumentando seu potencial como alvo em
infeccdes latentes (MCNAMARA; DITTMER, 2020). Similarmente, herpes virus
também podem utilizar VEs como mediadores de sua patogénese e facilitador
da comunicacéo célula-célula (GRABOWSKA et al., 2020).

Estudos da década de 1970 sugeriram a existéncia de VEs em diferentes
modelos fangicos. Em 1972, foi analisada a ultraestrutura de protoplastos de
Aspergillus nidulans, descrita como uma “regido de plasmalema de protoplastos
exibindo expulsdo”, que leva a producéo de particulas membranosas externas.
Outro exemplo de evidéncia microscépica da existéncia de VEs foi relatado por
Takeo et al, 1973 (TAKEO et al., 1973), demonstrando “invaginacdes esféricas
que secretam as vesiculas da membrana celular’” em C. neoformans. Foi
somente em 1977 que o termo “vesiculas extracelulares” foi utilizado pela
primeira vez na literatura fungica, descrevendo a andlise de estruturas lipidicas
extracelulares produzidas por Candida tropicalis (CHIGALEICHIK et al., 1977).

A primeira descri¢céo de VEs fungicas foi em 2007 com a identificagéo de
VEs produzidas por Cryptococcus neoformans, demonstrando sua importancia
na exportacao de carboidratos através da parede celular fungica (RODRIGUES
et al., 2007). Em seguida, diversos estudos continuaram a investigar a producéo
de VEs fungicas, como C. gattii (BIELSKA et al., 2018), Histoplasma capsulatum
(ALBUQUERQUE et al., 2008), C. albicans (VARGAS et al., 2015), C.
parapsilosis, Sporothrix schenckii, S. brasiliensis (IKEDA et al., 2018),
Paracoccidioides brasiliensis (VALLEJO et al., 2012), P. lutzii (PERES DA SILVA
etal., 2019), Malassezia sympodialis (GEHRMANN et al., 2011), Saccharomyces
cerevisiae, Pichia fermentans (LEONE et al.,, 2018) e Exophiala dermatitidis
(LAVRIN et al., 2020).

Nosso grupo de pesquisa vem investindo a importancia de VEs para a
patogénese e resposta imune contra infecgcdes fungicas (ALMEIDA et al., 2017;
ALMEIDA; WOLF; CASADEVALL, 2015; BITENCOURT et al., 2018; MARTINS-
SANTANA et al., 2023). Demonstramos que o0 aumento na expressao da lectina
galectina-3 (Gal-3) durante a infec¢éo fungica por C. neoformans, desencadeia

a lise de VEs produzidas por C. neoformans. Este processo desempenha papel
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critico na interferéncia com a resposta imune do hospedeiro, o que abre
perspectivas para terapias direcionadas ao combate de infecgBes fungicas
(ALMEIDA et al., 2017). Em C. albicans, verificamos que a inducéo do estresse
oxidativo pode levar a liberacéo de importantes moléculas lipidicas influenciando
a relagdo patégeno hospedeiro. A analise destas VEs por espectrometria de
massas identificou metabdlitos secundérios relacionadas a diversos processos
biologicos, como o glicerofosfolipideo e vias de esfingolipidios, que podem atuar
em diferentes niveis, favorecendo uma miriade de respostas adaptativas
(TRENTIN et al., 2023).

Os mecanismos fundamentais pelos quais os fungos patogénicos
exportam moléculas por VEs sdo complexos, ja que possuem a capacidade de
carregar fatores de viruléncia e interagir com o ambiente extracelular,
desempenhando papel crucial na patogenicidade e resposta imunologica do
hospedeiro. Embora algumas informacdes sobre VEs ja tenham sido
identificadas e apresentem desafios (Figura 2), pouco se sabe sobre a regulacéo
diferencial na formacdo de VEs fungicas (RIZZO; RODRIGUES; JANBON,
2020).

1) Mecanismo de

regulagdo de % ;
VEs? 2) Mecanismos

celulares de
VEs?

|
/ 3) Diversidade
TR l e composigao
b . de VEs? 4) VEs como

biomarcadores?

5) Fungdes de
VEs e
aplicagbes?

Figura 2: Desafios na analise de vesiculas extracelulares (VES) fungicas. Em fungos, a
presenca de uma parede celular espessa foi considerada como uma barreira fisica para

21



a liberacdo de substancias, mas evidéncias recentes mostraram que a parede celular
apresenta uma estrutura viscoelastica e diferentes hipéteses foram propostas para
explorar como ela é compativel com o transito de membranas lipidicas (Figura 2 — 1,2).
A diversidade de morfologia, tamanho e contetdo de VEs dificultam uma andlise padréo
para os diversos microrganismos. Além disso, os protocolos atuais utilizados para
purificar VEs ndo evitam a contaminacdo com agregados potencialmente contendo
proteinas, acidos nucleicos e polissacarideos, limitando assim o conhecimento sobre a
estrutura e carga das VEs (Figura 2 — 3). Apesar da sua composicdo complexa,
incluindo acidos nucleicos, glicanos, pigmentos, proteinas, RNA, e diferentes lipidios,
marcadores especificos de EVs flngicos nao foram identificados até o momento (Figura
2 —4). Por fim, pouco se sabe sobre o papel dos VEs flungicas na comunicacao célula-
célula entre diferentes hospedeiros e fungos, mas também entre células flngicas. A
diversidade de VEs poderia estar associada a uma diversidade de funcdes e respostas
das células receptoras na presenca de diferentes tipos de vesiculas. Esta compreenséo
pode trazer aplicabilidade na medicina, incluindo ferramentas de imunomodulacao,
veiculos de distribuicdo de medicamentos e potenciais alvos de vacina (Figura 2 — 5).
Adaptado de RIZZO; RODRIGUES; JANBON, 2020.

Neste contexto, estudos envolvendo o papel das VEs produzidas por
Paracoccidioides esta sendo estudado por nosso grupo de pesquisa em
colaboracdo com a Profa. Dra. Celia Maria de Almeida Soares da Universidade
Federal de Goias (UFG). Em 2014, o grupo de pesquisa da Profa. Dra. Celia
Maria de Almeida Soares demonstrou a capacidade de Paracoccidioides spp.
utilizar a hemoglobina como fonte de Fe, indicando a possivel captacédo por meio
de vias mediadas por receptores relacionados a mecanismos patogénicos
(BAILAO et al., 2014). No entanto, para uma compreensio mais aprofundada da
interacdo de Paracoccidioides spp com o hospedeiro durante a infec¢ao, foram
realizadas analises funcionais mais especificas de genes envolvidos na
aquisicao de Fe pelo fungo, conforme supracitado. Sabe-se que o funcionamento
eficaz da imunidade inata, principalmente mediada por macrofagos e neutrofilos,
desempenha um papel crucial na eliminagéo das leveduras de Paracoccidioides,
impedindo a progressao da doenca. Essas células possuem mecanismos para
identificar o fungo e seus produtos, fagocitando e eliminando seus
microorganismos.

Embora a interagéo entre VEs e células do sistema imune tenha sido
descrito para varios fungos, como C. neoformans, C. albicans e H. capsulatum
(JOFFE et al., 2016), P. brasiliensis (DA SILVA et al., 2016) e Trycophyton
Interdigitale (BITENCOURT et al., 2018), o envolvimento das EVs fungicas e a
privacdo de Fe, o conteudo e as funcdes das VEs fungicas ainda ndo foram

completamente elucidadas. Dada a relevancia da infeccdo causada por P.
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brasiliensis, a presente dissertacdo investigou a influéncia das VEs de P.
brasiliensis nos mecanismos de aquisicdo de Fe, bem como sua contribuicdo
para a patofisiologia fungica. Portanto, a avaliacdo e entendimento dos
mecanismos envolvidos pelas VEs produzidas por Paracoccidioides durante a
privacdo de Fe tem o potencial de gerar novas estratégias de tratamento ndo
apenas para a PCM mas também para outras infec¢des fungicas.
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OBJETIVOS
2.1. Objetivo Geral

Identificar e avaliar o papel das vesiculas extracelulares produzidas por
P. brasiliensis em mecanismos fisiopatoldgicos associados a captacéo de Fe.
2.2. Objetivos Especificos

e |Investigar o papel das vesiculas extracelulares produzidas por P.
brasiliensis durante a privacao de Fe;

e Avaliar, in vitro, a producdo de mediadores inflamatérios e atividade
celular de macrofagos estimulados com mutantes de Paracoccidioides
para o gene HapX;

e Comparar a sobrevivéncia de camundongos C57BI/6 e larvas de Galleria

mellonella infectados pelo mutante de P. brasiliensis para o gene HapX.
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METODOLOGIA
3.1 LINHAGENS E CONDIC}()ES DE CULTIVO

A linhagem de Paracoccidioides brasiliensis (Pb18) foi cultivada em meio
BHI (Brain Heart Infusion), suplementado com 4% de glicose a 36° C durante 4
a 7 dias, para obtencdo da forma leveduriforme. Em seguida, as células de
levedura foram coletadas por centrifugagéo a 7000g, 25°C por 8 minutos e lavado

duas vezes com PBS estéril pH 7.2 para os proximos estudos.

3.2 MODELO ANIMAL

Foram utilizados camundongos da linhagem C57BI/6 tipo selvagem,
machos, entre 6 e 8 semanas de idade, provenientes do biotério de criacdo de
animais isogénicos da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto (FMRP-USP).
Todos os procedimentos realizados com 0s animais estdo de acordo com 0s
principios propostos pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal —
COBEA. O projeto esta aprovado pelo comité de ética da FMRP-USP, com

numero de protocolo 100/215.

3.3 PRODUCAO E PURIFICACAO DAS VEs

Foi utilizado leveduras do mutante para o gene HapX de Paracoccidioides
brasiliensis, gentilmente cedido pelo grupo da Profa. Dra. Celia Maria de Almeida
Soares da Universidade Federal de Goids. O mutante foi cultivado por 72 h,
37°C, com agitacdo continua de 150 rpm em meio BHI (VALLEJO et al., 2011).
O isolamento das VEs foi realizado conforme adaptacdes a metodologia descrita
para C. neoformans (DE LEON-RODRIGUEZ et al., 2018). A partir de uma
cultura em meio BHI, as células foram separadas do sobrenadante por
centrifugagéo a 5.000g por 15 minutos a 4°C. O sobrenadante foi transferido para
novo tubo e novamente centrifugado a 15.000xg (4°C) para remocgédo de
particulas menores. ApOGs a centrifugacdo, o sobrenadante foi concentrado
atraves de ultrafiltracao, utilizando o sistema Amicon (100 kDa). Em sequéncia,
o concentrado foi centrifugado a 15.000xg (4°C) e o sobrenadante resultante foi
filtrado (0,45um), descartando-se os pellets. Posteriormente, a amostra foi
ultracentrifugada a 60.000xg, durante 1 hora a 4°C. O sobrenadante foi
descartado e o pellet obtido, foi lavado por cinco vezes consecutivas de agua

ultrapura (ThermoFisher©) e inibidor de protease — PIC (ThermoFisher©), a fim
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de evitar degradacao por proteases remanescentes ao meio. As amostras foram
congeladas a —80°C.

3.4 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO E TAMANHO DAS VEs

Foi empregado o método descrito por Bitencourt et al.,, 2018 para
Trichophyton interdigitale (BITENCOURT et al., 2018). Foi utlizado um
analisador de nanoparticulas NanoSight NS300 (Malvern Instruments, Malvern,
UK), equipado com software de captura rapida de video e rastreamento de
nanoparticulas. As vesiculas purificadas do mutante HapX de P. brasiliensis
foram diluidas em 1mL de agua ultrapura, desagregadas utilizando seringa e
agulha (1-mL 29-gauge x %2), e cada amostra foi injetada no sistema NanoSight
para analise.

Ambos os parametros de dispersdo e captura de fluorescéncia (como
ajustes de foco, camera e ganho) foram otimizados para permitir a visibilidade
das particulas e, posteriormente, as medidas obtidas em triplicata foram
analisadas pelo software NanoSight (versdo 3.2.16). Os dados referentes ao
tamanho das VEs produzidas pelo mutante HapX de P. brasiliensis foram
expressos como as médias calculadas + DP (Desvio Padrdo da média) da

distribuicdo de tamanho.

3.5. PREPARO E CULTIVO DE MACROFAGOS DERIVADOS DE MEDULA
OSSEA

Foram utilizados macréfagos derivados de medula 6ssea (BMDM),
conforme previamente descrito (BITENCOURT et al.,, 2018). Macrofagos
derivados da medula 6ssea foram cultivados em meio DMEM (Thermo Fisher
Scientific - Gibco™ Cell Culture) suplementado com 10% de Soro Bovino Fetal -
SBF (Sigma-Aldrich) e 1% de penicilina-estreptomicina (Invitrogen). As células
foram mantidas em uma incubadora umidificada a 37°C em uma atmosfera de
5% de CO2 como previamente descrito (MARCIL et al., 2002).

3.6 DOSAGEM DE CITOCINAS
A concentracdo de citocinas foi realizada por ensaio imunoenziméatico
(ELISA) utilizando o Kit OptEIAT™ (Pharmingen, San Diego, CA, USA), conforme

as instrucdes do fabricante. As citocinas dosadas foram: TNF-a, IL-6, IL-1[3, IL-
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10 e TGF-B. As concentracdes de citocinas foram determinadas a partir de
curvas padréo, utilizando citocinas recombinantes murinas. A absorbancia foi lida
a 450 mm no espectrofotometro de microplacas (Power Wave-X; BioTek
Instruments, Inc., Winooski, VT, EUA).

3.7 MENSURACAO DA PRODUCAO DE OXIDO NITRICO (NO)

A producéo de NO foi mensurada conforme descrito (GREEN et al., 1982).
Para analise, 50 pyL do sobrenadante celular foi incubado com o mesmo volume
de reagente de Griess (1,0% sulfanilamida, 0,1% dicloridrato de naftaleno
diamina, 2,5% HsPO4) por 10 min a temperatura ambiente. O contetdo foi
analisado por espectrometro de varredura de microplacas (PowerWave-X;
BioTek Instruments, Inc., Winooski, VT, EUA) com onda a 550nm. A curva
padréo foi gerada usando as concentrac6es conhecidas de NaNO: diluido em
meio RPMI e os dados de absorbancia foram convertidos em valores de

concentracdo de NO.

3.8 ENSAIO DE ATIVIDADE FAGOCITICA POR MACROFAGOS

O ensaio de atividade fagocitica foi realizado conforme previamente
descrito (BITENCOURT et al., 2018). Os BMDMs (bone marrow-derived
macrophage) foram semeados a 2x10° células/pogo em lamelas de vidro de 13
mm e colocadas em placas de 24 pocos. O cultivo foi realizado a 37°C e 5% de
CO2 em DMEM suplementado com 10% de SFB. As células foram tratadas com
VEs (107 particulas/mL) ou apenas o meio DMEM. Os macréfagos foram
desafiados com 2 x 10° P. brasiliensis (macréfagos: P. brasiliensis= 1:1) nas
placas de 24 pocgos por 4h a 37°C, e entdo as laminulas de vidro foram lavadas
com PBS e coradas com Giemsa. Foram contados em média 100 macréfagos
para determinar a porcentagem de macrofagos e o indice fagocitico.

As ceélulas fagociticas foram utilizadas para avaliar a morte de P.
brasiliensis na proporgéo 1:1, com 5x10° cells. As microplacas de 24 pogos foram
centrifugadas por 10 min a 3.500 rpm. Os sobrenadantes foram descartados e
as células foram lavadas com PBS para remover quaisquer células fungicas que
nao tivessem sido facogitadas. Os BMDMs foram lisados com agua fria e os
lisados foram plagueados em meio agar dextrose de batata e incubados a 28 °C

durante 72h. As amostras foram analisadas quanto a presenca de ceélulas
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fungicas viaveis através da determinacdo das Unidades Formadoras de Coldnias
(UFC).

3.9 ENSAIOS DE CARGA FUNGICA E SOBREVIVENCIA DE GALLERIA
MELLONELLA

Os ensaios de carga fungica e de sobrevivéncia de G. mellonella foram
realizados conforme descrito previamente (VARGAS et al., 2015) com pequenas
modificacdes. Resumidamente, foram selecionadas 10 larvas por grupo com
peso semelhante (aproximadamente 275 a 330 mg) e sem marcas de coloragéo
cinza. Em seguida, um volume de 50 uL contendo 107 VEs foi injetado na Gltima
pata esquerda, diretamente na hemocele. PBS foi usado como controle. As
larvas foram mantidas a 37°C no escuro por 48h. Em seguida, foi preparado uma
solucdo de esporos de P. brasiliensis Pb18 (1 x 104 esporos/ml) e inoculado um
volume de 10 pL em todas as larvas selecionadas, totalizando 100
esporos/larvas, no mesmo local de injecdo. A taxa de mortalidade das larvas
(n=6) foi monitorada diariamente durante 15dias e as larvas que néo
apresentaram movimento apos a estimulacdo de toque foram consideradas
mortas. Dois dias apés a infecgéo, as larvas (n =6) foram homogeneizadas em
PBS e a solucéo resultante foi plagueada em PDA (potato dextrose agar)As
placas foram incubadas a 37°C, por 48h, e as contagens de UFC foram

determinadas.

3.10 ANALISE DE SOBREVIVENCIA DE CAMUNDONGOS

A infeccdo foi realizada através da inoculacdo intranasal com células
leveduriformes da cepa selvagem P. brasiliensis Pb18 ou pelo mutante de P.
brasiliensis HapX, cultivadas em meio BHI. Camundongos BALB/c (n =10 para
cada grupo) foram inoculados com 1 x 10° células de levedura, contidas em 20
ML de PBS. Os camundongos foram monitorados diariamente quanto a
ocorréncia de morte por 60 dias ap0s a infeccao.

3.11 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos em média + EPM (erro padrdo da média).
Todas as andlises estatisticas e comparacdes foram realizadas utilizando o
software GraphPad Prism versao 6.0 (GraphPad Software, San Diego, CA). Para
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as andlises entre dois grupos experimentais foi utilizado o teste t-Student. O teste
log rank foi utilizado para comparar as taxas de sobrevida entre os grupos de

estudo. Valor de p< 0,05 foi considerado estatisticamente significativo.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 PRODUCAO DE VEs PELO MUTANTE DE P. BRASILIENSIS

Para verificar a producédo de VEs pelo mutante de P. brasiliensis para o
gene HapX, o sobrenadante foi obtido a partir de cultura das leveduras em meio
BHI e posteriormente purificado. Em seguida, por meio da analise de
rastreamento de nanoparticulas (NTA), foi determinado o tamanho e o perfil de
distribuicdo das VEs dessa linhagem (Figura 3).

A populacéo das VEs obtidas variou em tamanho de 25 a 310 nm, com
tamanho médio de 140 nm. A moda do didmetro da maioria das VEs obtidas foi
de aproximadamente 100 nm. O tamanho e o perfil de distribuicdo estéo
ilustrados na Figura 3A, enquanto o tamanho e o perfil de distribuicdo séo
demonstrados na Figura 3B através de captura de tela do video gravado pelo
sistema NanoSight NS300. Importante destacar que foi obtido perfil semelhante
ao encontrado pelo WT, previamente publicado pelo nosso grupo (DA SILVA et
al., 2016). Ambas as linhagens - WT e mutante - apresentam a moda do perfil de

VEs com tamanho aproximado de 100 nm.

Concentration (particles / ml)

400 500 600 700 800 900 1000
Size (nm)

Figura 3: Analise de rastreamento de nanoparticulas das vesiculas extracelulares (VES)
produzidas por mutante de Paracoccidioides brasiliensis para o gene HapX. VEs foram
purificadas do sobrenadante de cultura de P. brasilisiensis e quantificadas por
NanoSight NS300. (A) Histograma mostrando a distribui¢cdo (VEs x 10%ml vs tamanho
em nandémetros). (B) Captura de tela proveniente do video gravado utilizando o
equipando NS300, mostrando a distribuicdo das VEs produzidas pelo mutante de P.
brasiliensis para o gene HapX.
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Em seguida, verificamos se VEs produzidas pelo mutante de P.
brasiliensis para o gene HapX poderiam induzir mediadores inflamatérios por
BMDM. Conforme demonstrado na Figura 4, as VEs testadas estimularam a
producdo de TNF-a (2A), IL-6 (2B), IL-1B (2C) e NO (2D) por BMDM. Por outro
lado, ndo houve diferenca significativa na producéo de IL-10 (2E) e TGF-B (2F)
por BMDM.

As VEs obtidas foram adicionadas em diferentes concentracdes, variando
de 10%a 107 VEs/ml e incubadas com BMDM por 48h e a determinacédo das
citocinas foi determinada pelo uso do kit RD Sciences, de acordo com as
recomendacdes do fabricante. Os dados apresentados na Figura 4 demostram
um aumento na producao de mediadores pro-inflamatérios apos a exposicao as
VEs obtidas da linhagem mutante HapX. Estes resultados sugerem que as VEs
produzidas pelo mutante HapX de P. brasiliensis estimulam um perfil de
polarizacdo M1 de macréfagos e, corroboram com os dados prévios publicados
pelo nosso grupo, no qual observa-se um aumento expressivo da secrecao de
citocinas pro-inflamatorias, e polarizacéo do perfil M1 dos macréfagos utilizados
guando estimulados com VEs produzidas por P. brasiliensis (DA SILVA et al.,
2016).

Dessa forma, ao considerarmos os mecanismos de aquisi¢do de Fe e a
contribuicdo destes sistemas, podemos destacar papé€is cruciais para a
viruléncia fangica. Além disso, é preciso levar em consideracdo o papel
imunomodulador das VESs, que tem capacidade tanto de favorecer a adaptacao
e sobrevivéncia do fungo quanto de estimular sua eliminacdo pelas células
hospedeiras. Acreditamos que existe uma correlacdo entre as fungcbes que
contribuem para o desenvolvimento do patdégeno e o sucesso da infec¢cao por P.

brasiliensis.

4.2 AVALIACAO DA CAPACIDADE FAGOCITICA

Resultados preliminares do nosso grupo, demonstram que VEs
produzidas pelo mutante de P. brasiliensis para o gene HapX possuem efeito na
capacidade fagocitica (Figura 5A) e capacidade de killing (Figura 5B) de BMDM.
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Figura 4. Vesiculas extracelulares (VES) produzidas pelo mutante de P. brasiliensis para
0 gene HapX induz a producdo de mediadores pro-inflamatérios por macréfagos
derivados de medula 6ssea (BMDM). BMDM (1.5 x 10%ml) provenientes de
camundongos C57BL/6 foram incubados a 37 °C por 48h com as quantidades indicadas
de VEs (eixo X). O meio e LPS (1ug/mL) mais IFN-y (2ng/mL) foram usados como
controles negativo e positivo, respectivamente. Os sobrenadantes de cultura foram
mensurados para TNF-a (A), IL-6 (B), IL-1B (C), NO (D), IL-10 (E) e TGF-B (F). Os
resultados foram comparados aos niveis das células ndo estimuladas (somente meio).
Diferencas foram consideradas significativas quando p < 0.05 (*).

As VEs fungicas podem afetar a forma como células fangicas sé&o

internalizadas e eliminadas por células de defesa, como macréfagos.
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Previamente, foi demonstrado pelo nosso grupo que células fagociticas pré-
tratadas tanto com VEs de A. fumigatus, quanto VEs de P. brasiliensis eram
capazes de aumentar a eliminacao de conidios desta espécie (DA SILVA et al.,
2016). Semelhantemente, quando analisado por outros grupos de pesquisa, a
exposicdo com VEs de C. albicans potencializaram a atividade fungicida de
macréfagos e VESs produzidas pelas espécies de C. auris e C. albicans induziram
a ativacao de células dendriticas (ZAMITH-MIRANDA et al., 2021) . Além disso,
o pré-tratamento com VEs produzidos pela linhagem mutante de HapX de P.
brasiliensis potencializa uma resposta fagocitica e maior killing contra leveduras

de P. brasiliensis (Figura 6).
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Figura5. Vesiculas extracelulares (VES) produzidas pelo mutante de P. brasiliensis para
0 gene HapX estimula atividade fungicida por macréfagos derivados de medula 6ssea
(BMDM). (A) BMDM foram plaqueados em laminulas e cultivados com VEs (10’
particulas/ml) por 30 min e tratados com leveduras de P. brasiliensis
(macréfagos/levedura = 1:1) por 4 horas a 37 °C, e o indice fagocitico determinado. (B)
BMDM previamente tratados com VEs (107 particulas/ml) por 30 min leveduras de P.
brasiliensis (macréfagos/conidios = 1:1) por 48 horas a 37 °C. As células foram lisadas
e o lisado foi plaqueado para detec¢do dos fungos viaveis por contagem de CFU. Os
dados representam resultados de trés experimentos independentes. Somente meio e
meio contendo IFN-y foram usados com controles negativo e positivo, respectivamente.
Diferencas foram consideradas significativas quando p < 0.05 (*).

Um estudo demonstrou que a incubacdo de VEs produzidas por C.
neformans com macrofagos da linhagem RAW 264.7 resultou em niveis
aumentados de citocinas, tais como, TNF-a, IL-10 e TGF-B. Além disso, as
preparacdes de vesiculas resultaram em uma estimulacdo concentracao-
dependente para producao de 6xido nitrico (NO) pelos fagécitos, sugerindo que
0os componentes da vesicula estimulam a producdo de compostos

antimicrobianos e que mesmo em tempo prolongado, 16 horas ap0s a incubacéao,
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nao houve lise celular. Isso demonstrou que nas condi¢des experimentais
utilizadas neste estudo, os compostos vesiculares ndo causaram toxicidade
aguda a essas células (OLIVEIRA et al., 2010).

Dados sobre o efeito regulatério das VEs durante a incubacdo com
macréfagos RAW 264.7 em C. albicans indicam que ha indugéo da producéo de
NO de forma dose-dependente. Esses resultados sugeriram que a resposta nao
€ idéntica a de células primarias ou culturas de macréfagos em comparacédo com
as VEs de C. albicans (OLIVEIRA et al., 2010). Em complemento, os estudos
demonstram que VEs de C. albicans, C. neoformans e Aspergillus flavus
(BRAUER, et al.,, 2020) foram capazes de aumentar a atividade efetora de

macrofagos em diferentes modelos experimentais.

4.3 AVALIAQAO IN VIVO DA INFECC}AO PELO MUTANTE HAPX DE P.
BRASILIENSIS

Uma vez que VEs produzidas pelo mutante HapX de P. brasiliensis podem
afetar a resposta imune do hospedeiro in vitro, resolvemos analisar a infeccéo
em modelo in vivo de larvas de G. mellonella. Previamente ao desafio, as larvas
foram tratadas com 10’ VEs produzidas pelo mutante HapX de P. brasiliensis ou
com solucdo PBS como controle. Ap6s 48 horas, leveduras de P. brasiliensis
Pb18 foram inoculadas nas larvas. Como mostrado na figura 4A e 4B, a
estimulacéo de VEs resultou em niveis de CFU diminuidos e maior sobrevivéncia
das larvas, respectivamente. Esses resultados sugerem que as VEs produzidas
pelo mutante HapX podem preparar o sistema imunoldgico inato do hospedeiro

para eliminar a infec¢do fungica.
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Figura 6: Vesiculas extracelulares (VEs) produzidas pelo mutante de P. brasiliensis
para o gene HapX induz efeito protetivo no modelo in vivo de larvas de Galleria
mellonella. (A) As larvas de G. mellonella (n = 6 larvas por grupo) foram estimuladas
com VEs de P. brasiliensis Pb18, ou com o0 mutante de P. brasiliensis para o gene HapX
ou com PBS como controle por 48 horas apés a infeccdo por células leveduriformes de
P. brasiliensis. As larvas foram homogeneizadas e os niveis de carga de CFU
determinados apés 48 horas apoés a infeccao. (B) A curva de sobrevivéncia (n = 6 larvas
por grupo) foi realizada durante 13 dias pés infeccdo. Os dados representam 0s
resultados de dois experimentos independentes. Os testes de One-way ANOVA e de
comparacado multipla de Bonferroni foram usados para analisar a carga fungica e o teste
de Mantel-Cox foi utilizado para as analises da curva de sobrevivéncia. *. P<0.05.
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Por dltimo, considerando que VEs produzidas pelo mutante HapX de P.
brasiliensis podem afetar a resposta imune do hospedeiro in vitro, bem como
afetar a infeccdo em modelo in vivo de larvas de G. mellonella, resolvemos
investigar o papel de HapX no curso da infeccdo por paracoccidioidomicose
experimental em camundongos. Assim, comparamos a sobrevivéncia de
camundongos BALB/c a infec¢do por mutante de Paracoccidioides para o gene
HapX (Figura 7). Nossos resultados ndo apresentaram diferencas significativas
na curva de sobrevivéncia quando comparado a infeccdo de camundongos
BALB/c pela cepa selvagem de P. brasiliensis Pb18 com o mutante de
Paracoccidioides para o gene HapX.
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Figura 7. Curva de sobrevivéncia de camundongos machos BALB/c infectados com P.
brasiliensis Pb18 ou pelo mutante de P. brasiliensis HapX (Pb HapX) (1 x 107 células
leveduriformes por animal). Os animais foram monitorados diariamente para ocorréncia
de morte durante um periodo de 60 dias apds a infeccdo. Os dados representam 0s
resultados de dois experimentos independentes.

Os mecanismos envolvidos na relacdo entre VEs e 0 sistema imunolégico
ainda ndo estdo claros. As VEs transportam um enorme conteudo de
biomdleculas, incluindo moléculas que interagem com o0s receptores de
reconhecimento padréo expressos em ceélulas do sistema imunologico (por
exemplo, receptores da familia das lectinas do tipo C), resultando na ativagéo de
respostas inatas e/ou adaptativas e prote¢ao de o hospedeiro contra a infeccéo
(PATIN; THOMPSON; ORR, 2019; PERES DA SILVA et al., 2015). Assim, VEs

podem atuar como moduladores chave da resposta imune para diferentes
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infec¢des fungicas, demonstrando assim o potencial dessas estruturas como
possiveis alvos para intervencdes imunes (FREITAS et al., 2019).

O fendtipo M1 produzido por macréfagos desempenha um papel crucial
na eliminacdo de fungos. Tanto o desenvolvimento de um perfil M1 quanto a
inibicdo do fendtipo M2 sdo descritos como protetores contra infecgdes por A.
fumigatus, C. neoformans e H. capsulatum (BROWN; BROWN, 2012; LEOPOLD
WAGER; WORMLEY, 2014; MOREIRA et al., 2010). Assim, nossos dados
sugerem a hipotese de que a polarizacdo M1 estimulada por VEs de A. flavus
pode favorecer a eliminacdo fungica. Aproveitando o modelo de G. mellonella,
qgue imita funcionalmente o sistema imunol6gico inato de mamiferos e exibe
funcdes importantes, como fagocitose e producdo de espécies reativas de
oxigénio (PEREIRA et al., 2018; TREVIJANO-CONTADOR; ZARAGOZA, 2018),
demonstramos que VEs de A. flavus foram capazes de estimular respostas de
G. mellonella a infeccdo por A. flavus. Este modelo j4 havia sido usado
anteriormente para analise de patogenicidade de diferentes espécies de fungos,
como A. fumigatus (ALCAZAR-FUOLI et al., 2015), C. albicans (SANTOS et al.,
2019) e C. neoformans (MYLONAKIS et al., 2005), incluindo os efeitos de fungos
VEs em C. albicans e C. neoformans (COLOMBO et al., 2019; VARGAS et al.,
2015). Corroborando nossos resultados, a pré-estimulacéo de G. mellonella com
VEs de C. albicans também resultou em diminuicdo dos niveis de CFU e
aumento da sobrevivéncia das larvas (VARGAS et al., 2015). Esses dados
sugerem que a pré-estimulacdo de G. mellonella com VEs pode estimular o
sistema imunoldgico e favorecer a eliminacao do fungo. Por outro lado, a injecao
intramuscular in vivo em camundongos BALB/c de VEs de Sporothrix brasiliensis
seguida de infeccdo fungica subcutanea resultou em maior carga fangica e
lesbes cutédneas maiores do que as observadas em camundongos que nao
receberam VEs, sugerindo que VEs podem favorecer a estabelecimento da
infeccdo por S. brasiliensis (IKEDA et al., 2018). Apesar do uso de diferentes
modelos experimentais, os dados corroboram coletivamente a visdo de que as
VEs produzidas por espécies fungicas sao bioativas, desempenhando funcbes

imunomoduladoras e influenciando a patogénese da infecgao.
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CONCLUSAO

As VEs produzidas pelo mutante de P. brasiliensis para o gene HapX
induzem mediadores pro-inflamatorios, aumentam a capacidade fagocitica e a
capacidade de killing por macrofagos derivados de medula. Ainda, estas VEs
induzem efeito protetivo no modelo in vivo de larvas de Galleria mellonella contra
a infecgao por P. brasiliensis. Por outro lado, ndo houve diferenga significativa
na curva de sobrevivéncia de camundongos infectados pelo mutante de P.
brasiliensis para o gene HapX quando comparado com o0s camundongos
infectados pela cepa selvagem Pb18. Em conjunto, nossos resultados sugerem
a existéncia de determinada correlacao entre a privacao de Fe e mecanismos de

secrecao via VEs para o sucesso da infeccdo por P. brasiliensis.
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Abstract: Candida albicans is a commensal fungus in healthy humans that causes infection in im-
munocompromised individuals through the secretion of several virulence factors. The successful
establishment of infection is owing to elaborate strategies to cope with defensive molecules secreted
by the host, including responses toward oxidative stress. Extracellular vesicle (EV) release is con-
sidered an alternative to the biomolecule secretory mechanism that favors fungal interactions with
the host cells. During candidiasis establishment, the host environment becomes oxidative, and it
impacts EV release and cargo. To simulate the host oxidative environment, we added menadione
(an oxidative stress inducer) to the culture medium, and we explored C. albicans EV metabolites by
metabolomics analysis. This study characterized lipidic molecules transported to an extracellular
milieu by C. albicans after menadione exposure. Through Liquid Chromatography coupled with Mass
Spectrometry (LC-MS) analyses, we identified biomolecules transported by EVs and supernatant.
The identified molecules are related to several biological processes, such as glycerophospholipid
and sphingolipid pathways, which may act at different levels by tuning compound production in
accordance with cell requirements that favor a myriad of adaptive responses. Taken together, our
results provide new insights into the role of EVs in fungal biology and host—pathogen interactions.

Keywords: Candida albicans; extracellular vesicles; virulence factor; metabolomics; biomolecules

1. Introduction

Fungal infections are responsible for over 1.6 million deaths per year [1,2]. Candida spp.
are the main etiologic agents of systemic fungal infections, with C. albicans being the most
prevalent species [3]. C. albicans is a commensal and dimorphic fungus that may cause
infection in immunocompromised individuals [4,5].

C. albicans infection is characterized by morphogenetic transitions, in which sapro-
phytic fungal cells convert themselves to parasitic hyphae [4,6]. This transition process,
associated with the employment of several virulence factors, allows the establishment of
C. albicans in the host and the development of candidiasis. As an immune defense response
to invasion, phagocytes attack several reactive chemicals in an attempt to kill invading
microorganisms [7,8]. The production of Reactive Oxygen Species (ROS) by phagocytes re-
sults in oxidative stress, stimulating a respiratory burst [8,9]. In host-pathogen interactions
and as an adaptive response, C. albicans employs biomolecules and metabolic pathways to
attenuate oxidative damage [10,11].

Biomolecule secretory mechanisms are associated with virulence events that lead to
the breakdown of physical barriers, host cell adhesion, and immune defense evasion. Taken
together, these events allow for the establishment of an infection [2,6,12,13]. Identification
of these virulence-associated molecules is a key to understanding pathogenic processes
and establishing strategies to design new drugs [2,6].
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Extracellular vesicles (EVs) are spherical bilayered compartments secreted by all live
cells [12,14]. EV production was reported in several fungal species, such as Aspergillus
flavus [15], Aspergillus fumigatus [16], C. albicans [12], Candida parapsilosis [12], Cryptococ-
cus gattii [17], Histoplasma capsulatum [12], Malassezia sympodialis [18], Sporothrix brasilien-
sis [19], Sporothrix schenckii [12], Saccharomyces cerevisiae [20], Paracoccidioides brasiliensis [21],
Trichophyton interdigitale [22], and several other fungi. EVs are composed of proteins,
polysaccharides, lipids, RNA, and pigments, and these structures may be associated with
pathogenesis during fungal infection [6,12,13,23-25]. The C. albicans EVs play an essential
role during candidiasis establishment, and the virulence-associated molecules have been
identified [6,12,24,26]. These systematic characterizations allow for a better understanding
of fungal physiopathology [15]. However, the molecules induced by oxidative stress have
not yet been characterized.

During oxidative stress, the ROS overproduction triggers damage to several cellular
components and process [9]. Specifically, lipids are susceptible to lipids peroxidation by
ROS attack, leading to structural modifications, which affects membrane integrity [27,28].
Since the EVs may be plasma-membrane-derived, and lipids play a crucial role in EV
biogenesis [29,30], any plasma membrane injury may alter EV production. EV cargo and
production reflects the cell state [31]. The oxidative stress response alters the fungal cells’
metabolism [9] and may also affect the EVs’ release and content [32]. The impact of oxida-
tive stress over Candida albicans extracellular vesicles is still poorly understood. This study
reports the presence of metabolites in C. albicans EVs after menadione exposure. We charac-
terized the metabolites using Liquid Chromatography coupled with Mass Spectrometry
(LC-MS) analyses. The identified molecules may be a component of EVs’ membrane and
associated with oxidative stress response.

2. Materials and Methods
2.1. Growth Conditions

C. albicans strain ATCC 64548 was used in all experiments performed in this study.
Yeast cells were cultivated in Sabouraud solid medium (Oxoid, Basingstoke, UK) for 72 h
at 30 °C, as previously described [6].

2.2. Susceptibility Test

The susceptibility of C. albicans strain ATCC 64548 towards menadione was evaluated
by the determination of Minimum Inhibitory Concentrations (MIC), as described by the
Clinical Laboratory Standard Institute [33]. Menadione (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA) was tested in the range of 2500 uM to 4.8 uM. The microtiter plates were incubated
for 48 h at 30 °C. Then, MIC;(y was determined as the lowest concentration that inhibited
the growth of C. albicans. The assay was performed in three biological replicates. Then,
we determined the minimal fungicidal concentration (MFC) by inoculating the MIC;g
concentration and two higher concentrations on Sabouraud plates at 30 °C for 48 h.

2.3. Extracellular Vesicle Isolation, Characterization, and Quantification

EVs were isolated as previously described [34] with slight modifications. We com-
pared the two conditions (control and oxidative stress conditions). Under the oxidative
stress condition, we added 46.8 uM of menadione to 20 mL Sabouraud solid medium.
Sabouraud medium alone was used as the control. Ten isolated colonies were inoculated
in 10 mL Sabouraud dextrose liquid medium (Oxoid, Basingstoke, UK) and cultivated
under agitation (200 rpm) at 30 °C for 48 h. The fungal cells were counted and calculated
to a final concentration of 3.5 x 10° cells/mL, and they were spread onto Sabouraud solid
medium and incubated for 24 h at 30 °C [34]. Yeast cells were harvested from solid medium
and transferred to a centrifuge tube containing 30 mL of sterile phosphate-buffered saline.
Fungal cells were separated from the supernatant using centrifugation at 5000x g for
15 min. The supernatant was harvested and centrifuged at 15,000x g for 15 min. The
resulting supernatant was concentrated using an Amicon ultrafiltration system (100 kDa
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cutoff). The liquid (EV-free) from the ultrafiltration system was collected and stored at 4 °C.
The concentrate was then centrifuged again at 15,000x g for 15 min. The EV suspension
was ultracentrifuged at 100,000 x g for 60 min. The pellet (only EVs) was resuspended
in 1 mL sterile nuclease-free water (Sigma Aldrich). All steps were conducted at 4 °C.
Characterization and quantification of EV preparation was performed using nanoparticle
tracking analysis (NTA) in NanoSight NS300 (Malvern Instruments, Malvern, UK), as
previously described [22]. The experiments were performed in triplicate.

2.4. Liquid Chromatography—Mass Spectrometry (LC-MS) Analyses

The metabolites in the EV and supernatant samples were extracted with methanol
in an ultrasonic bath for 40 min and further dried under inert conditions, as previously
described [35]. The dried extracts were diluted in 100 uL. methanol, filtered, and loaded in
a mass spectrometer. UHPLC-MS/MS analyses were performed using a Thermo Scientific
QExactive®hybrid Quadrupole-Orbitrap mass spectrometer. The chromatographic condi-
tions were as follows: as the stationary phase, we used a Thermo Scientific Accucore C18
2.6 um (2.1 mm x 100 mm) column. Mobile phases were 0.1% (v/v) formic acid in water (A)
and acetonitrile (B). Eluent profile (A:B) 0-10 min, gradient from 95:5 up to 2:98; held for
5 min; 15-16.2 min gradient up to 95:5; held for 8.8 min. The flow rate was 0.2 mL min~!
with an injection volume of 3 pL. For the Mass Spectrometry analysis, we used electrospray
ionization in positive mode, the capillary voltage at +3.5 kV; the capillary temperature at
250 °C; S-lens of 50 V and m/z range of 133.40-2000.00. MS/MS was performed using
normalized collision energy (NCE) of 30 eV, and 5 precursors per cycle were selected.
Stationary phase: operation and spectra analysis were conducted using Xcalibur software
(version 3.0.63) developed by Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, USA).

2.5. Molecular Networking and Metabolomic Analyses

The metadata and data from Xcalibur software were converted to .mzML using the
MSConvert software (http:/ /proteowizard.sourceforge.net (accessed on 1 October 2020).
A molecular network for C. albicans (EVs and supernatant metabolites) was created using
the online workflow (https://ccms-ucsd.github.io/ GNPSDocumentation/networking /
(accessed on 1 October 2020) on the Global Natural Products Social (GNPS) molecular
networking website platform (http://gnps.ucsd.edu) using the Classical Molecular Net-
working (CMN) tool. For CMN, the data were filtered by removing all MS/MS fragment
ions within £17 Da of precursor m/z. MS/MS spectra were window-filtered by choosing
only the top six fragment ions in the £50 Da window throughout the spectrum. The
precursor ion mass tolerance was set to 0.02 Da and an MS/MS fragment ion tolerance
of 0.02 Da. A network was then created where edges were filtered to have a cosine score
above 0.5 and more than five matched peaks. Furthermore, the edges between two nodes
were retained in the network, if and only if each of the nodes appeared in each of the
top 10 most similar nodes. Finally, the maximum size of a molecular family was set to
100, and the lowest scoring edges were removed from the molecular families until the
molecular family size was below this threshold. The spectra in the network were then
searched against the GNPS spectral libraries. The library spectra were filtered in the same
manner as for the input data. All matches kept between network spectra and library spectra
were required to have a score above 0.5 and at least 5 matched peaks [36]. The resulting
molecular network is available at https://gnps.ucsd.edu/ProteoSAFe/status.jsp?task=92
af3c25e2d147c5af0e619b52bb0667 (accessed on 1 October 2020). Other studies using Net-
work Annotation Propagation (NAP) and MolNetEnhancer tools were carried out on the
GNPS platform. The nodes (compounds) originating from Sabouraud media and solvent
analyses (methanol) were excluded from the original network to enable visualization of
metabolites derived from control and oxidative stress conditions [37]. Finally, the final
spectral network (.cys) was uploaded to Cytoscape 3.8 to obtain better visualization and
editing. To improve the data visualization, GNPS Dashboard was used in ‘feature finding’
process using MZMine 2. The parameters used were precursor tolerance: 10 ppm; noise
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level: 10 x 10% minimum and maximum peak width: 0.05-1.5 min; and retention time
tolerance: 0.3 min. The quantification table data were submitted to MetaboAnalyst 5.0
(https:/ /www.metaboanalyst.ca/ (accessed on 1 October 2020) to enhance univariate and
multivariate statistical analyses. Semiquantitative evaluations were performed based on
Feature-Based Molecular Networking (FBMN), according to the GNPS workflow (https:
/ /ccms-ucsd.github.io/ GNPSDocumentation /feature-based /molecular /networking/ (ac-
cessed on 1 October 2020).

3. Results
3.1. C. albicans Extracellular Vesicle Profile

During the infection process, host cells use high levels of oxidative chemical com-
pounds to counteract fungal invasion. To mimic the oxidative stress environment in the
host milieu, we added menadione to Sabouraud medium (an oxidative stress condition)
and compared the EV metabolite content in this condition with the EV metabolite content
in Sabouraud medium (control). We inoculated the MIC;q (156 uM) in Sabouraud plates
and observed insignificant growth. We needed an expressive growth to isolate EVs, and for
that reason, we used MICjzq (46.8 uM).

We isolated and concentrated EVs from C. albicans yeast cells under control (with no
treatment) and oxidative stress conditions from C. albicans yeast cells. NTA analysis for
control revealed EV heterogeneous size ranging from 70 to 400 nm (Figure 1A), with an
average size of 136.4 nm (£58.5 nm) and mode diameter of approximately 100.3 nm. The
EVs under oxidative stress showed a different range size (36 to 294 nm), with an average of
160.6 nm (£51.6 nm) and a mode diameter of approximately 158.7 (Figure 1B). A screenshot
of C. albicans EVs was obtained from a video recording generated using the Nanosight
NS300 system (Figure 1C).

A B
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Figure 1. Nanoparticle tracking analysis (NTA) of extracellular vesicles (EVs) released by Candida
albicans: EVs were isolated from C. albicans solid media analyzed through NTA. (A) The histogram
showing C. albicans EV profile distribution (EVs x 10'°/mL versus size distribution (nm)) in control.
(B) The histogram showing Candida albicans EV profiles distribution (EVs x 10!!/mL versus size
distribution (nm)) in stress oxidative condition. (C) Screenshot obtained from a video recording
generated in Nanosight NS300 showing EVs from C. albicans.
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3.2. Statistical and Molecular Networking Analyses in C. albicans EV's

Principal Component Analysis (PCA) of the comparison between metabolites pro-
duced under oxidative stress (EVs and supernatant) and control conditions (EVs, super-
natant, and culture media) was performed to evaluate the grouping tendencies. According
to the PCA, the samples did not form a distinct cluster. Both principal components (PC1
and PC2) were responsible for 33.7% of the total data variance and did not show a clear
separation between the main groups of control and samples under oxidative stress. For this
reason, Partial Least Square (discriminant analysis) (PLS-DA) (Figure 2) was performed.
The PLS-DA principal components were responsible for 31.11% of the total data variance
(16.8% for PC1 and 14.3% for PC2) and exhibited a clear separation between the conditions
evaluated. Discriminant analyses revealed validated parameters (p < 0.01, R2 = 0.99, and
Q2 = 0.71). The culture media control was performed to remove Sabouraud medium
interferents and show the particular behavior of culture control clusters. To analyze the
chemical composition (EVs and supernatant) under control and stress conditions, a classic
molecular network based on MS data was generated using the GNPS platform [37]. In both
conditions, Molecular Networking consisted of 2940 nodes, in which each node indicated
an MS spectrum. Some chemical families detected included sphingolipids and glycerophos-
pholipids, which were annotated by the spectral library. Other chemical superclasses were
also annotated, e.g., fatty acyls, steroids, benzene, and derivatives.
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Figure 2. Statistical Analysis of LC—MS/MS data of the C. albicans EVs in oxidative stress and control
conditions: Partial Least Square (Discriminant Analysis) (PLS-DA) of samples (EVs and supernatant)
from control/oxidative stress and culture medium control.
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3.3. Metabolites Annotation

During C. albicans infection, the fungus copes with defensive mechanisms triggered by
host cells, such as oxidative stress caused by phagocytes [9]. From the menadione MIC;g
determination, we set the MIC3; concentration to be used for EV isolation to 46.8 uM of
menadione. During the isolation process, we hypothesized the occurrence of canonical
(transporter) and noncanonical (via EVs) metabolite secretions. For this reason, filtered
EVs were collected to investigate the possible presence of metabolites. To rule out any
interference from Sabouraud medium, the ions present in the control were subtracted
during LC-MS/MS analysis.

As we isolated C. albicans EVs under both conditions, we aimed to identify whether
metabolite content could be differentially produced by oxidative stress stimuli. Therefore,
metabolites were extracted from these EVs under both conditions and compared. EV
isolation yielded approximately 1019 EVs/mL (control) and 101! EVs/mL (oxidative stress
conditions). The different yields obtained among the analyzed conditions were expected
because of the reduced yeast growth upon menadione exposure. We predefined MIC3g
concentration of menadione exposure as a concentration to promote stress and, in the
meanwhile, to allow yeast growth enough for EV extraction for downstream application.
The purified EVs were further extracted, and their chemical composition was analyzed
by Liquid Chromatography—Mass Spectrometry (Figure S1). The data obtained were
submitted to the GNPS platform for metabolite annotation. Metabolite fragmentation
profiles were compared and annotated as hits in the GNPS database (Supplementary
material). Six metabolites were annotated in the network (Figure 3). The nodes represent
each chemical and the lines the similarity between them.

oA~

]
9 ° HO™

o0 0‘;1 NOSRANEDNE N . =N A~
On|

‘ e P - 8
- @< @ oyi2in
i 1-palmitoyl-2-linoleoyl-glycerol
) ' i [M+H]* miz 610.5399
1-palmitoyl-2-linoleoyl-glycero-3-phosphoethanolamine A OH

(C) / [M+H]* m/z 302.3050
1-oleoyl-glycero-3-phosphoethanolamine é) g

[M+NH,_]* m/z 480.3080

[M+H]* m/z 716.5209

N @ P b a P at e T '\/\/\)\r‘\on
[
NH,
~ - (D) ’
on Dihydrosphingosine

OH

i P @06
NN o o o™~ G AN NN N Yo
([m ¢ . Jm lu.
1-oleoyl-gcherog?phosphocholine g G O Phytos (:i)n osine
[M+H]* miz 522.3552 ® 0 @ @ [M+¥,]. i fled
e ec° ¢ e
Oxidative Stress Control g O QG GG
Supernatant Supernatant O .
Extracellular Vesicles Extracellular Vesicles

Figure 3. Molecular network and chemical structure obtained for Candida albicans super-
natant/extracellular vesicles through LC-MS/MS analysis: A GNPS molecular network of six metabo-
lites were identified. The GNPS grouped the metabolites according to their structural functions,
percentage in supernatant or EVs, and their similarity. The glycerophospholipid compounds were
grouped in clusters (A-C,F), whereas the sphingolipids were grouped in clusters (D,E).

Compounds A-F (Table 1) were divided according to their metabolic functions: glyc-
erophospholipid metabolic pathways and sphingolipid biosynthesis. Compounds (A)
(Figure 3A) and (B) (Figure 3B) were identified in the supernatants of EV isolation. Regard-
ing compounds related to glycerophospholipid metabolism identified in the supernatant,
we detected the precursor ion [M + H]* m/z 716.5220, annotated as 1-palmitoyl-2-linoleoyl-
glycero-3-phosphoethanolamine (A), present in control and oxidative stress conditions,
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which yielded the main fragments at m/z 575.5100, characteristic of phosphoethanolamine
moiety loss, and m/z 95.0860, both matching the spectral library on GNPS (Figure S2) [38].
Compound 1-palmitoyl-2-linoleoyl-glycerol (B) was induced under oxidative stress con-
ditions and annotated with the precursor ion [M + NHy]" at m/z 610.5400. Most of the
main fragments of compound (B) matched the fragmentation patterns found in the GNPS
database (Figure S3). The product ions at m/z 313.27 and 337.27 correspond to the loss of
palmitic and linoleic acid [39], respectively.

Table 1. C. albicans metabolites identified and their metabolic pathways.

D Componn T R —
APt Cnor e ow  Spgpat pmodwe T Ghophahnd
B 1-palmitoyl-2-linoleoyl-glycerol C37HesOs 610.5399 15.94 Supernatant Stris’;)sn(éﬁiicive Glycf;(;{)a};)%slr;::ghp id
c ieigmnt  cuoor waw  sn ma  Soldie Ghompopind
D Dihydrosphingosine C15H3NO, 302.3050 7.94 EVs chi’é‘;l"‘}eazfnjfsz; sﬂg{;%‘(’)lligﬁs

E Phytosphingosine CisHzoNO; 318.3001 7.74 EVs Oc)(i’é‘at;ovlea?jnfﬁgf; S:;\l:tr;%zlliil;igs

P Tmelmemt cuaor mew  om m Smoibe Grompopin

In EVs under oxidative stress conditions, compound (C) was induced, and the precur-
sor ion [M + H]" at m/z 480.3080 was annotated with high similarity to the spectral library
(Figure S4) of the metabolite 1-oleoyl-glycero-3-phosphoethanolamine (Figure 3C). The ion
at m/z 339.2910 is a major fragment that corresponds to dehydrated oleoyl (18:1) glycerol,
which was predicted by the HMDB database and previously described [40].

In both conditions, compounds (D) (Figure 3D) and (E) (Figure 3E) were identified in
EVs. Compound dihydrosphingosine (D) with a precursor ion at m/z [M + H]* 302.3050.
(D) shows the ions at m/z 254.2850, 95.0860, 81.0710, and 60.0450 as the main fragments [41].
The loss of the moiety [H,NCHCH,OH]* is known for compound (D) as the ion at m/z
60.0450 and the base peak according to the HMDB spectral and GNPS database (Figure
S5). In addition, the ion [M + H]* at m/z 318.3000 was annotated in the GNPS database
(Figure S6) as phytosphingosine (E), and the MS/MS experiment yielded major fragments
at m/z 282.2780 and 60.0450, which corresponded to di-dehydration and to the fragment
[HoNCHCH,OH]*, as expected for compound (E) and experimentally found in the HMDB
database [42].

The metabolite 1-oleoyl-glycero-3-phosphocholine (F) (Figure 3F) was also induced
in EVs during oxidative stress and was annotated with the precursor ion [M + H]" at m/z
522.350. MS/MS indicated the main fragments at m/z 86.10, 184.0730, and 104.1080, corre-
sponding to choline fragmentation, phosphocholine, and choline ions, respectively [43].
These fragments were related to the amino-phosphate moiety loss and the cleavage between
the oxygen—phosphorus bond, respectively, as can be seen in the spectral library in GNPS
(Figure S7) and predicted in the HMDB spectral database. Spectral matches are available in
the Supplementary Materials.

4. Discussion

Previously, we described the role of EVs during yeast-to-hypha transition and fungal
cell communication in C. albicans strain (ATCC 64548) [44]. Zang et al. measured ROS
production in the same strain [45]. Herein, we demonstrated that EVs from C. albicans
present different metabolite contents, according to environmental changes. The oxidative
stress condition was designed to simulate one of the events that occurs during the estab-
lishment of C. albicans infection. These changes were triggered by menadione addition
to mimic the overproduction of ROS caused by a phagocytic milieu [46]. Menadione (or
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vitamin K3) is a quinone class compound [47,48]. This compound has been used as a model
to study damage related to oxidative stress [47,48]. Menadione induced by the semiquinone
redox process stimulates ROS production [47,48]. High levels of ROS alter cellular redox
homeostasis [49]. Moreover, oxygen forms are highly harmful to cellular integrity, affecting
cell growth and physiological functions [46,50]. The yields of EVs were greater for Candida
albicans cells exposed to menadione (10" EVs/mL) than control condition (10'° EVs/mL).
We attribute this behavior to yeast cell response to oxidative stress. The stress response
may regulate the vesicle traffic [51]. In this respect, we compared the EV metabolite content
under oxidative conditions with the EV metabolite content in the control condition (a
nonstress stimuli condition). We also collected the supernatant and evaluated the possible
presence of metabolites regardless of the EV loading molecules. EV content is regulated by
oxidative stress.

We suggest the possible metabolites release via canonical (transporter), noncanonical
(EVs), or both pathways in C. albicans. The presence of metabolites in supernatant and
in the EVs supports our hypothesis of canonical /noncanonical transport (Figure 4). The
traffic of fungal biomolecules is coordinated in response to environmental changes [52,53].
In addition, communication mediated by C. albicans EVs has been reported, demonstrating
the vital role of EVs in environmental stress.

% oo 'g

Legend

Extracellular Vesicles ]J Transporter ){\& Menadione exposure

& Reactive oxygen species Metabolites identified in supernatant
v

Figure 4. Metabolites can influence fungal mechanisms and alter the infection process. The Candida
albicans EVs are involved in fungal pathogenesis and transport specific metabolites after mena-
dione exposure. These metabolites may influence biological processes and affect several fungal
adaptive responses.
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The presence of 1-palmitoyl-2-linoleoyl-glycero-3-phosphoethanolamine in the su-
pernatant and EVs under both conditions suggests that the release of these molecules is
independent of cell redox homeostasis. On the other hand, the high amount of ROS leads
to lipid peroxidation by a free radical chain reaction and may cause plasma membrane
injure, affecting its physical propriety and dynamism [9,32]. Some membrane polyun-
saturated fatty acids are the most susceptible to ROS attack [32]. Biomolecules react to
ROS exposure, and previous studies have reported the release of metabolites by fungi
during oxidative stress [54-56]. Furthermore, some fungal species try to avoid ROS attack
through glycerophospholipid hydrolysis [57], which may justify the presence of com-
pounds 1-palmitoyl-2-linoleoyl-glycerol, 1-oleoyl-glycero-3-phosphoethanolamine, and
1-oleoyl-glycero-3-phosphocholine in the supernatant and EVs from the menadione culture.
These glycerophospholipids are likely to be involved in oxidative stress pathways. Under
oxidative conditions, glycerophospholipids undergo structural modifications that affect the
membrane integrity [58]. In addition, our data corroborate the occurrence of metabolite
transport in other vias, as previously shown in A. fumigatus [59].

In yeasts, sphingolipid biosynthesis initiates with an enzymatic conjugation of ser-
ine and fatty acyl-CoA, yielding 3-ketodihydrosphingosine [60]. The next step produces
dihydrosphingosine (or sphinganine) dihydrosphingosine, which may be converted to
phytosphingosine through hydroxylation at carbon 4 [61]. The same mass fragment pattern
obtained in our data was previously described for dihydrosphingosine and phytosphin-
gosine in analyses of pathogenic strains of Candida albicans and Cryptococcus spp. [62,63].
Previous studies also evaluated the metabolome of C. albicans under different growth
conditions or exposed to antifungals and identified similar classes of metabolites, such as
glycerophospholipid metabolism and sphingolipid metabolism [62,64,65].

The compounds 1-oleoyl-glycero-3-phosphoethanolamine (Lyso-PE [18:1]) 1-oleoyl-glycero-
3-phosphoethanolamine and 1-oleoyl-glycero-3-phosphocholine (Lyso-PC [18:1]) may also be
related to glycerophospholipid pathways [66]. These compounds are classified as lysophos-
phatidylethanolamines (LysoPE) and lysophosphatidylcholines (LysoPC), respectively, and the
same mass fragment pattern obtained in our data was previously described for 1-oleoyl-glycero-
3-phosphoethanolamine and 1-oleoyl-glycero-3-phosphocholine [43]. Intermediates of these
pathways are the building blocks for most subcellular membranes [67]. A recent study iden-
tified LysoPE and LysoPC compounds in the pathogenic fungal Histoplasma capsulatum [68].
In addition, the characterization of glycerophospholipids and phospholipids in EV content
has been described for the pathogenic phase of Paracoccidioides brasiliensis, C. albicans, and
Candida auris [69,70]. The induction of these metabolites during oxidative stress in EVs may
reflect an imbalance in glycerophospholipid and phospholipid homeostasis caused by high
ROS levels [71,72]. Furthermore, some lysophospholipids are directly linked to leukocyte
activity and may act as virulence factors during infection [69,73,74]. A previous study
reported that the integrity of fungal EVs is crucial for transmitting virulence [17]. To ensure
cell-to-cell information delivery, EVs may be internalized by the acceptor cell; however,
these mechanisms are not completely characterized [44,75]. The exclusive presence of
LysoPC and LysoPE compounds in C. albicans EVs reflected the response to oxidative stress
caused by menadione, and C. albicans cells may take up these EVs, transmitting the oxida-
tive stress information. Accurate lipidomic analysis should be conducted in an attempt
to attribute the exact locale of the identified metabolites (EVs membrane or cargo). The
identified molecules have their particular pathways’ biosynthesis and may not participate
in central metabolism, which is involved in energy generation.

The EVs can assist in environmental sensing, showing alterations in their sorting of
molecules in accordance with cellular requirements [14], which was reinforced by our data,
highlighting the occurrence of specific metabolites after menadione exposure. Unveiling the
metabolites content within C. albicans EVs may be useful to generate more information about
the mechanisms underlying EV communication that may favor the fungal infection process.
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Supplementary Materials: The following supporting information can be downloaded at: https://
www.mdpi.com/article/10.3390 /microorganisms11071669/s1, Figure S1. Schematic representation
of molecular network creation from tandem mass spectra data. Figure S2. GNPS data and extracted
ion chromatograms for compound (A). Figure S3. GNPS data and extracted ion chromatograms of
compound (B). Figure S4. GNPS data and extracted ion chromatograms of compound (C). Figure S5.
GNPS data and extracted ion chromatograms of compound (D). Figure S6. GNPS data and extracted
ion chromatograms for compound (E). Figure S7. GNPS data and extracted ion chromatograms for
compound (F).
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