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Resumo

Fusarium oxysporum é um fungo conhecido por sua capacidade fitopatogénica e sua
crescente ameaca frente a individuos imunossuprimidos devido seus amplos fatores
de viruléncia. As vesiculas extracelulares (VEs) sdo responsaveis por carrear fatores
de comunicacéao e viruléncia, portanto o presente trabalho teve o objetivo de avaliar
a metodologia de centrifugacao diferencial para isolamento de VEs de F. oxysporum.
Foi realizado um indculo de 1,2 x10” conidios/mL e incubado durante 7 dias. A cada
24 horas foi retirado uma aliquota e realizado uma sequéncia de centrifugacgoes.
Para a analise de concentragao e tamanho das VEs, foi realizada a analise por Nano
Tracking Analysis e microscopia eletrobnica de transmissdo. A metodologia se
mostrou eficaz para isolar populagcdes de VEs de diferentes tamanhos e em altas
concentracdes. Ressaltamos que houve um aumento da concentracdo de VEs ao
longo da cinética de crescimento deste isolado, indicando uma possivel relagdo com
o0 aumento de células fungicas no meio.

Palavras-chave: Vesicula extracelular; Fusarium oxysporum,; centrifugagao
diferencial.

Introducgao

O complexo Fusarium oxysporum (FOSC) é compreendido por fungos filamentosos
onipresentes, conhecido por sua capacidade patogénica em diversas espécies
vegetais, responsavel por importantes prejuizos na produgao agricola (Silva et al.
2021). Além do impacto na agricultura, estudos evidenciam que a espécie F
oxysporum também pode representar uma ameaga a saude humana, com um amplo
espectro de infecgdo, desde micoses superficiais, como onicomicose, até micoses
sistémicas que podem levar o individuo a oébito (Silva et al. 2021). As VEs sao
particulas de dupla camada lipidica, heterogéneas em tamanho, conteudo e funcao
(Rizzo et al. 2020). Nos ultimos anos, tém emergido como importantes mediadoras
de comunicacdo intercelular em uma variedade de organismos, incluindo
protozoarios, bactérias, virus, e fungos (Rizzo et al. 2020; Sabatke et al. 2021).
Diferentes metodologias sao utilizadas para o isolamento de VEs, envolvendo
técnicas de purificagdo e concentragado de amostra, como cromatografia de excluséo
de tamanho (SEC) e ultracentrifugagao. Até o momento, as metodologias presentes
na literatura apresentam vantagens e desvantagens, por isso a necessidade de
novas técnicas para isolamento de VEs provenientes de fungos (Rizzo et al.
2020). As VEs secretadas por patogenos fungicos desempenham um papel crucial
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na modulagdo da resposta imunoldgica do hospedeiro e na promogao da viruléncia
(Rizzo et al. 2020; Peres da Silva et al. 2018). Para a avaliagao do papel das VEs é
necessario uma técnica de isolamento bem definida, simples e econémica. Portanto,
o presente isolou VEs provenientes de F oxysporum ao longo de sua cinética de
crescimento por uma metodologia alternativa de centrifugacgéo diferencial.

Materiais e métodos

Cultura em meio liquido de F. oxysporum

Este estudo foi conduzido com isolado clinico depositado nas Colecbes
Microbiolégicas da Rede Paranaense (CMRP 2925). Foi realizado inéculo de 1,2 x
10" conidios/ml em meio Sabouraud Dextrose Broth (SDB; DifcoTM, Detroit, Ml,
USA) sob agitacao constante de 200 RPM a 30 °C.

Isolamento de VEs por centrifugag¢éo diferencial

A metodologia de centrifugagéo diferencial foi realizada de acordo com Sana A. et al
(2023). Consistindo em uma série de centrifugacdes, sendo estas, 425xg por 5 min,
seguido por 4000xg por 30 min e posteriormente, 15000xg por 1 hora. As VEs foram
quantificadas utilizando o Nanoparticle Tracking Analysis (NTA-LM10 Nanosight,
Malvern, UK) e a morfologia foi determinada por microscopia eletrbnica de
transmissao (MET) utilizando a técnica de contrastacdo negativa de acordo com
Rodrigues et al. (2007).

Resultados e discusséo

A partir da centrifugacao diferencial, fomos capazes de isolar populagées de VEs de
diferentes tamanhos, que variaram de 25 nm a 600 nm e em altas concentragbes
(1,17x10%mL a 4,48x10%mL). Quando comparada a outras técnicas de isolamento
de VEs provenientes de fungos, a metodologia aqui proposta se mostrou mais
simples e econdbmica, sem a necessidade de equipamentos de concentragao de
amostras, ou ultracentrifugas (Rizzo et al. 2020). F. oxysporum durante sua cinética
de crescimento de 7 dias, evidenciou um aumento significativo da concentracao de
VEs a partir de 120h. Nas primeiras 96 horas de crescimento fungico, as
concentracbes e a meédia de tamanhos das VEs ndo apresentaram variagcao
significativa entre si. A partir de 120 horas de crescimento, houve um aumento na
concentragdo (2,18x10%mL) e um pico na média de tamanho das particulas 455 nm.
Ja em 144h, houve um grande aumento quando comparado a 120h, apresentando
uma concentragéo de 3,96x10%mL, com VEs de tamanho menor, com uma média de
220 nm. Em 168h, ultimo tempo de analise das VEs, observamos uma maior
concentragéo (4,48x10°%mL), com a média de tamanho proximo aos dos 4 primeiros
tempos de crescimento (148 nm) (Figura 1).
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Figura 1- Liberagdo de vesiculas ao longo da cinética de crescimento de F. oxysporum. A)
Concentracédo de particulas por mL a cada 24h de crescimento fungico. B) Média de tamanho de
particulas a cada 24h de crescimento fungico. C) Distribuicdo de concentracdo de particulas por
tamanho em nm de cada tempo avaliado. D) Estrutura de VEs de F. oxysporum por Microscopia
Eletronica de Transmissao.

Ao compararmos a concentracdo e tamanho de VEs isoladas de F. oxysporum com
Bleackley, et al. (2023), foi possivel observar uma média de tamanho de VEs
semelhante (155 nm). Entretanto, a concentragao de VEs foi maior pela metodologia
tradicional (1x10" particulas/mL), atribuimos esse fator a utilizagdo de
ultracentrifuga que consegue isolar maior quantidade de vesiculas menores (SEVs).
Apesar de uma concentragdo menor de VEs a centrifugagao diferencial segue sendo
uma alternativa para isolamento de particulas maiores (LEVs).

Conclusoées

O presente estudo foi o primeiro a isolar VEs de F. oxysporum por centrifugagao
diferencial, uma técnica simples e econdmica de ser realizada quando comparada a
outras metodologias de isolamento de VEs provenientes de fungos. Chamamos
atencdo para o aumento da concentragdo de VEs ao longo da cinética de
crescimento deste isolado, indicando uma relagdo com o aumento de células
fungicas no meio. Ressaltamos que o conteudo dessas vesiculas seguem
desconhecidos, necessitando de mais estudos que elucidem o papel das VEs na
relagao patdgeno-hospedeiro.
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