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RESUMO
EDUARDO VICTOR CUNHA DO AMARAL

CARACTERIZACAO DE VESICULAS EXTRACELULARES PRODUZIDAS POR
ISOLADOS CLINICOS DO FUNGO Candida auris

Orientador: Leonardo Nimrichter
Coorientador: Alessandro Fernandes Valdez

Resumo da Monografia apresentada no Instituto de Microbiologia Paulo de Goes da
Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessarios para
obtencdo do titulo de Bacharel em Ciéncias Biologicas: Microbiologia e Imunologia e
aprovacao no RCS Trabalho de Concluséo de Curso.

Os patogenos do género Candida sdo os agentes de infeccGes oportunistas mais comuns ao
redor do mundo. Embora as doencas fungicas mais comuns sejam as infeccdes superficiais de
unha e pele, esses patdgenos fungicos sdo capazes de causar infecces graves, principalmente
em individuos imunocomprometidos em instalacbes médicas. Dentre esses fungos, destaca-se
a espécie Candida auris, um patdégeno emergente de alta relevancia clinica devido a sua
resisténcia a multiplos antiflngicos e capacidade de transmissdo em ambientes hospitalares.
Essa espécie tem sido associada a surtos em unidades de saude, causando infec¢fes invasivas
com elevadas taxas de mortalidade, especialmente em pacientes imunocomprometidos. Diante
deste panorama, investigar e compreender os fatores de viruléncia produzidos por este
patdgeno, como as vesiculas extracelulares (VEs), é de suma importancia para o
desenvolvimento de formas de prevencdo e tratamento de suas infeccdes. As VES sdo estruturas
formadas por uma bicamada lipidica e que podem carrear diversas biomoléculas, com os mais
diversos papéis. Nesse contexto, o objetivo do presente trabalho foi isolar e comparar VEs de
oito cepas clinicas de C. auris, investigando aspectos como tamanho, concentracao, conte(ido
proteico e lipidico, e seu papel na viruléncia do fungo. A caracterizacdo morfoldgica das VES
foi realizada utilizando técnicas como rastreamento de nanoparticulas (NTA) e microscopia
eletronica de transmissdo (MET). Os resultados revelaram que o tamanho das VEs variou de
15 a 600 nm, com maior concentracdo de particulas entre 15 e 200 nm. Analises do contetdo
proteico e lipidico indicaram diferencas entre as cepas refletindo a diversidade das vesiculas
produzidas. Além disso, a relacdo proteina/esterol foi analisada, apresentando variagdes que
podem influenciar a patogenicidade das cepas. Ensaios in vivo em larvas de Galleria mellonella
revelaram que a cepa MMC2 destacou-se pela maior viruléncia, enquanto as demais
apresentaram taxas variadas de sobrevivéncia das larvas. Quando as VEs foram co-injetadas
com as cepas, observou-se aumento significativo na viruléncia da cepa MMC1, mas sem
alteracéo relevante para a MMC2. Esses achados sugerem que as VEs podem desempenhar
papeis distintos na dindmica da infeccao, dependendo da cepa e do momento da interacdo. Os
dados obtidos reforcam o impacto das VEs na viruléncia de C. auris e ressaltam sua
complexidade biologica. As variagbes nos tamanhos, composicdes e efeitos observados
destacam a necessidade de investigacOes adicionais para compreender 0os mecanismos pelos
quais as VEs modulam a patogenicidade. A pesquisa também aponta o potencial das VES como
alvos terapéuticos e sua possivel aplicagdo no desenvolvimento de estratégias vacinais. Embora
os resultados avancem no entendimento do papel das VEs em C. auris, estudos futuros séo
necessarios para aprofundar a compreensdo de suas funcGes bioldgicas e explorar suas
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aplicacdes na prevencdo e tratamento de infeccdes fungicas causadas por esse patdgeno
multirresistente.

Palavras-chave: InfeccOes fungicas; Candida; Vesiculas extracelulares; Viruléncia;



ABSTRACT
EDUARDO VICTOR CUNHA DO AMARAL

CHARACTERIZATION OF EXTRACELLULAR VESICLES PRODUCED BY
CLINICAL ISOLATES OF THE FUNGUS Candida auris

Advisor: Leonardo Nimrichter
Co-advisor: Alessandro Fernandes Valdez

Abstract da Monografia apresentada no Instituto de Microbiologia Paulo de Goées da
Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessarios para
obtencdo do titulo de Bacharel em Ciéncias Biologicas: Microbiologia e Imunologia e
aprovacao no RCS Trabalho de Conclusédo de Curso.

Pathogens of the genus Candida are the most common agents of opportunistic infections
worldwide. Although the most common fungal diseases are superficial nail and skin infections,
these fungal pathogens are capable of causing invasive infections, especially in
immunocompromised individuals in healthcare facilities. Among these fungi, Candida auris
stands out as an emerging pathogen of high clinical relevance due to its resistance to multiple
antifungals and ability of transmition in hospital environments. This species has been associated
with outbreaks in healthcare facilities, causing invasive infections with high mortality rates,
especially in immunocompromised patients. Given this scenario, investigating and
understanding the virulence factors produced by this pathogen, such as extracellular vesicles
(EVs), is of paramount importance for the development of ways to prevent and treat its
infections. Extracellular vesicles are structures composed of a lipid bilayer that can carry several
molecules, with diverse roles for fungi. In this context, the aim of this study was to isolate and
compare extracellular vesicles from eight clinical strains of C. auris, investigating aspects such
as size, concentration, protein and lipid content, and their role in fungal virulence.
Morphological characterization of EVs was performed using techniques such as nanoparticle
tracking analysis (NTA) and transmission electron microscopy (TEM). The results revealed
that EVs ranged in size from 15 to 600 nm, with a higher concentration of particles between 15
and 200 nm. Protein and lipid content analyses indicated differences among the strains,
reflecting the diversity of the vesicles produced. In addition, the protein/sterol ratio was
analyzed, showing variations that may influence the pathogenicity of the strains. In vivo assays
in Galleria mellonella larvae revealed that the MMC2 strain stood out for its greater virulence,
while the others presented varied larval survival rates. When EVs were co-injected with the
strains, a significant increase in the virulence of the MMC1 strain was observed, but no relevant
change for MMC2. These findings suggest that EVs may play distinct roles in the infection
dynamics, depending on the strain and the time of interaction. The data obtained reinforce the
impact of EVs on the virulence of C. auris and highlight its biological complexity. The
variations in sizes, compositions and effects observed highlight the need for further
investigations to understand the mechanisms by which EVs modulate pathogenicity in C. auris.
The research also points to the potential of EVs as therapeutic targets and their possible
application in the development of vaccine strategies. Although the results advance the
understanding of the role of EVs in C. auris, future studies are needed to deepen the
understanding of their biological functions and explore their applications in the prevention and
treatment of fungal infections caused by this multidrug-resistant pathogen.



Key-words: Fungal Infections; Candida; Extracellular Vesicles; Virulence
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RESUMO PARA LEIGOS
EDUARDO VICTOR CUNHA DO AMARAL

CARACTERIZACAO DE VESICULAS EXTRACELULARES PRODUZIDAS POR
ISOLADOS CLINICOS DO FUNGO Candida auris

Orientador: Leonardo Nimrichter
Coorientador: Alessandro Fernandes Valdez

Resumo para leigos da Monografia apresentada no Instituto de Microbiologia Paulo de
Goes da Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessarios
para obtencdo do titulo de Bacharel em Ciéncias Bioldgicas: Microbiologia e Imunologia
e aprovacgdo no RCS Trabalho de Concluséo de Curso.

Os fungos sdo organismos microscopicos que se apresentam em diversos ambientes. Candida
é considerado um género fangico, que pode apresentar diferentes subtipos, classificados como
diferentes “espécies”. Algumas dessas espécies, como por exemplo Candida albicans podem
ser encontradas em diferentes partes dos seres humanos, geralmente sem causar danos. No
entanto, quando ha um desequilibrio nos sistemas de defesa do corpo, estes fungos conseguem
crescer com mais facilidade e sdo capazes de causar doengas. Microrganismos do género
Candida séo os causadores de doencas oportunistas mais comuns ao redor do mundo. Embora
as doencas fungicas mais comuns sejam as infeccdes superficiais de unha e pele, esses
patdgenos fungicos sdo capazes de causar infeccBes graves, principalmente em individuos
apresentando desequilibrio nos sistemas de defesa de seu corpo. Dentro do género Candida, a
espécie Candida auris se apresenta como um grave risco no contexto hospitalar, ja que € de
dificil tratamento, e de dificil remoc&o de superficies. Essa espécie possui diferentes formas de
garantir o sucesso de uma infeccao, prolongando sua sobrevivéncia no ser humano. Um dos
fatores que pode influenciar no decorrer de infecgdes causadas por este patdgeno é a producédo
de vesiculas extracelulares (VES). As VEs sdo compartimentos bem menores do que as células
fangicas e que carregam fatores essenciais para diversos mecanismos realizados pelos fungos,
como por exemplo 0s mecanismos de resisténcia a medicamentos. Os resultados obtidos aqui
revelaram o tamanho das VEs produzidos pela espécie C. auris, parte de seus componentes e
como essas estruturas influenciam a infeccdo causada por este fungo em larvas de mariposa.
Esses achados sugerem que as VEs podem desempenhar papéis distintos na dindmica da
infeccdo. Os dados obtidos reforcam o papel das VEs de C. auris e ressaltam sua complexidade
biologica. As variagcbes nos tamanhos, composicdes e efeitos observados destacam a
necessidade de investigagcdes adicionais para compreender os mecanismos pelos quais as VES
modulam a doenca causada por este fungo. A pesquisa também aponta o potencial das VEs
como alvos terapéuticos e sua possivel aplicacdo no desenvolvimento de estratégias vacinais.
Embora os resultados avancem no entendimento do papel das VEs em C. auris, estudos futuros
s80 necessarios para aprofundar a compreensdo de suas funcgdes bioldgicas e explorar suas
aplicacbes na prevengdo e tratamento de infeccbes fungicas causadas por esse patdgeno
multirresistente.

Palavras-chave: Fungos; Candida; Vesiculas extracelulares;
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1 INTRODUCAO

1.1 Infecgdes fungicas

As infeccOes causadas por patdgenos fungicos tem se mostrado um problema crescente
em relacdo a saude publica mundial, podendo se apresentar como infec¢des superficiais ou
invasivas (Brown et al., 2012; Bongomin et al., 2017). Apesar das infeccdes fungicas
superficiais (IFS) apresentarem alta prevaléncia, estas sdo as menos prejudiciais para o
hospedeiro. Por outro lado, infec¢des fungicas invasivas (IFI) ocorrem em menor frequéncia,
porém estdo relacionadas a altos indices de mortalidade e morbidade, principalmente em
individuos imunocomprometidos (Brown et al., 2012). Além disso, IFI estdo associadas a
frequentes dificuldades de diagndstico e a um espectro restrito de opc¢des de tratamento clinico
(Nett e Andes, 2016; Kischkel et al., 2020; Valdez et al., 2023). E estimado que cerca de 300
milhdes de pessoas sdo afetadas por doencas fingicas todos os anos, das quais 6,5 milhGes de
pessoas correm risco de vida resultando em aproximadamente 3,7 milhdes de mortes, das quais
2,5 milhGes tem sua causa atribuida diretamente aos fungos (Denning, 2024). As infeccdes
fangicas invasivas mais comuns sdo as causadas por fungos dos géneros Aspergillus, Candida,
Cryptococcus e Pneumocystis (Denning, 2024).

As elevadas taxas de incidéncia, mortalidade e morbidade apresentadas ao se analisar
IFI acompanham, em grande parte, 0 aumento continuo da populacdo com fatores de risco. Esse
grupo inclui pacientes acometidos por doengas como a doenca pulmonar obstrutiva cronica,
COVID-19, sindrome da imunodeficiéncia adquirida (SIDA), entre outros (Badiee e
Hashemizadeh, 2014; Fang et al., 2023). Além disso, € importante ressaltar como fatores que
levam a observacdo do aumento da populacdo em risco de contrair alguma infeccdo fungica
invasiva, os recentes avan¢os da medicina moderna e da acessibilidade a procedimentos
invasivos, como o uso do cateter venoso central e terapias que impactam o sistema imune, como
a quimioterapia e imunoterapia para o tratamento de cancer (Badiee e Hashemizadeh, 2014;
Suleyman e Alangaden, 2021; Fang et al., 2023).

Ademais, o surgimento de novas espécies emergentes devido aos recentes impactos
causados pelas mudancas climaticas, como é o caso da especie Candida auris, e 0s desafios em
proporcionar tratamentos adequados, sdo questdes mundialmente reconhecidas (Nnadi e Carter,
2021; Fang et al., 2023; Seidel et al., 2024). Existem 4 classes de substancias antifangicas
normalmente utilizadas para o tratamento de infecc¢Ges flngicas na clinica médica: séo elas o0s
azois (i), Polienos (ii), Equinocandinas (iii) e os analogos de pirimidina (iv), como a 5-

flucitosina (Houst', Spizek e Havlic¢ek, 2020; Fang et al., 2023). Apesar de eficientes, todas
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essas moléculas estdo associadas a sérias limitagdes farmacolodgicas e, além disso, o constante
surgimento de cepas resistentes e multirresistentes a esses tratamentos tem por consequéncia a
diminuicdo da eficacia de tratamento dos pacientes, tornando cada vez mais nitida a necessidade
de desenvolvimento de terapias alternativas (Nett e Andes, 2016; Kischkel et al., 2020; Valdez
etal., 2023)

1.2 Género Candida

Microrganismos do género Candida sdo leveduras que podem fazer parte da microbiota
humana e sdo encontrados colonizando diferentes partes do organismo de individuos saudaveis,
sendo encontrados principalmente na pele, na cavidade oral, no trato gastrointestinal e na vagina
(Sardi et al., 2013; Ordaya, Clement e Vergidis, 2023). No entanto, algumas dessas espécies
sdo capazes de causar infeccdes, que podem apresentar-se de diferentes formas, tais como
infeccbes mucocutaneas, infecgdes do trato urinario, infeccBes sanguineas, sistémicas e entre
outras (Eggimann, Garbino e Pittet, 2003; Sardi et al., 2013). Nesse contexto, 0s casos de
candidiase mais relevantes, devido as taxas de mortalidade e morbidade, sdo os geralmente
relacionados a pacientes imunocomprometidos, que sofreram procedimentos médicos invasivos
Ou que necessitam de tratamentos prolongados em unidades de terapia intensiva (Brown et al.,
2012; Sardi et al., 2013). Estimativas indicam que infec¢fes sanguineas causadas por espécies
do género Candida afetam aproximadamente 626 mil pessoas ao redor do mundo anualmente,
enquanto a incidéncia de casos de candidiase invasiva apresentando hemocultura negativa
atinge anualmente em torno de 939 mil pessoas globalmente (Denning, 2024).

Apesar da espécie C. albicans permanecer sendo a mais frequente causadora de casos
clinicos de candidiase, a prevaléncia de casos ocasionados por espécies de Candida néo-
albicans vem crescendo expressivamente nos ultimos anos. O programa de vigilancia “The
SENTRY” analisou aproximadamente 20.800 isolados de candidiase invasiva coletados de 135
centros médicos em 39 paises distintos. Diante disso, foi observado que a frequéncia de
isolamento de C. albicans diminuiu de 57,4% dos casos entre 1997 e 2001 para 46,4% entre
2015 e 2016, enquanto houve um aumento paralelo na frequéncia de isolados de C. glabrata,
C. parapsilosis, C. tropicalis, C. krusei e outras espécies mais raras (Pfaller et al., 2019;
Tortorano et al., 2021; Ordaya, Clement e Vergidis, 2023). A prevaléncia de espécies de
Candida n&o-albicans na maioria das regides € influenciada por diversos fatores, tais como o
perfil de uso de antifungicos na regido, fatores de risco da populacdo (Lockhart et al., 2017;

Thomaz et al., 2018; Riera et al., 2022). Na América do Sul, pesquisas relatam que de 2017 a
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2022, C. albicans permaneceu sendo a espécie de maior prevaléncia, enquanto a espécie de
Candida n&o-albicans mais frequente foi C. parapsilosis, como demonstrado na figura 1 (Riera
et al., 2022). Além disso, comparado a isolados de C. albicans, os quais geralmente sdo
susceptiveis ao antifangico fluconazol, espécies de Candida ndo-albicans apresentam perfis
variados de susceptibilidade a antifingicos. Ademais, o surgimento de isolados capazes de
resistir a maltiplas classes de antifingicos, como € o caso de isolados da espécie C. auris, trazem
a tona a importancia de elucidar novos caminhos para o tratamento ou prevencdo das
complicacdes causadas por esses patdgenos oportunistas (Castanheira et al., 2020; Ostrowsky
et al., 2020; Tortorano et al., 2021; Riera et al., 2022; Ordaya, Clement e Vergidis, 2023).
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Figura 1: Epidemiologia de candidemia na América do Sul (2017-2022) (Imagem adaptada de Riera et al., 2022).

1.3 Candida auris

1.3.1 Surgimento e epidemiologia

Dentre os fungos do género Candida, a espécie C. auris tem se destacado como um
patdgeno emergente de grande importancia clinica nos Gltimos anos e vem sendo associado a
surtos em ambientes hospitalares (Dahiya et al., 2020; Sokou et al., 2024). C. auris apresenta
perfil de multirresisténcia aos antifingicos e esta associado a altas taxas de transmisséo, devido
a sua capacidade de colonizar a pele de pacientes e a sua capacidade de colonizar superficies
abioticas por longos periodos, resistindo aos desinfetantes utilizados nos ambientes hospitalares

(Sexton et al., 2021; Sokou et al., 2024). Além disso, este patdgeno esta relacionado a uma alta
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taxa de mortalidade em casos infecg¢des invasivas. Um estudo realizado por Chen et al. estimou
que a taxa de mortalidade devido a candidemia causada por C. auris era de 39% a 45%,
chegando a 80% em pacientes apresentando outros problemas de saide graves (Chen et al.,
2020).

A primeira descri¢do da espécie C. auris data de 2009, quando esse fungo foi isolado
do canal auditivo de uma mulher de 70 anos em um hospital geriatrico no Japéo (Satoh et al.,
2009). Nesse mesmo ano, Kim et al reportou o isolamento do que seria uma nova espécie de
Candida, filogeneticamente proxima a isolados do complexo C. haemulonii, proveniente do
canal auditivo de pacientes clinicos apresentando otite média crénica (Kim et al., 2009). No
entanto, existem indicios do isolamento deste microrganismo que datam de 1996, sugerindo
que a falta de relatos anteriores aos de 2009 é também devido a dificuldade de identificacdo
desta espécie (Lee et al., 2011).

Embora os primeiros relatos de isolamento de C. auris sejam relativamente recentes e
se concentrem principalmente na Asia, sabe-se que este patogeno foi identificado em diversos
paises ao redor do mundo. Estudos visando o monitoramento epidemioldgico desta espécie
determinaram o aparecimento quase simultaneo de diferentes clados de C. auris em diferentes
paises do mundo (Lockhart et al., 2017; Chow et al., 2020; Santana, Zhao e O’Meara, 2024).
Nesse contexto, ao longo dos anos, foi relatado através de estudos a possivel existéncia de 6
clados geneticamente distintos de C. auris apresentando diferentes origens geograficas ao redor
do mundo e associados a variacdes fenotipicas clinicamente relevantes, como por exemplo,
variacdes de caracteristicas como o perfil de resisténcia a antifingicos, viruléncia e patogénese
em modelos de infeccdo in vivo, colonizagdo de hospedeiros, capacidade de resistir a
desinfetantes hospitalares. Dentre esses grupos, os clados | (Asia Meridional), 1l (Asia
Oriental), 111 (Africa do Sul) e IV (América do Sul) sdo os mais bem descritos na literatura
enguanto pesquisas mais recentes sugerem a existéncia dos clados V (Ird) e VI (Singapura e
Bangladesh) (Chow et al., 2019, 2020; Forgacs et al., 2020; Kurakado, Matsumoto e Sugita,
2023; Lockhart et al., 2017; Santana, Zhao e O’Meara, 2024; Spruijtenburg et al., 2022;
Suphavilai et al., 2023).

1.3.2 Caracteristicas morfoldgicas

As altas taxas de mortalidade e transmissdo associadas a C. auris estdo intimamente
relacionadas a seus fatores de viruléncia e suas caracteristicas morfologicas e fisiologicas.

Assim como outras espécies do género Candida, C. auris é capaz de manifestar diferentes
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fendtipos morfoldgicos, apresentando-se principalmente como leveduras arredondadas, ovais
ou alongadas (Satoh et al., 2009; Kathuria et al., 2015; Vazquez-Munoz, Lopez e Lopez-Ribot,
2020). No cultivo in vitro, coldnias de C. auris apresentam cor branca a creme em &gar
Sabouraud e coloracdo branca com halos azuis no meio cromogénico Chromagar Candida
Plus®, o qual permite diferenciar rapidamente colonias de C. auris de col6nias de C. haemulonii
(Satoh et al., 2009; Kathuria et al., 2015; Watkins et al., 2022; Preda et al., 2024). Em condi¢0es
especificas, esta espécie € capaz de desenvolver pseudohifas, agregados celulares e biofilme
como estratégias de adaptacdo as condigdes do meio em que esta inserida, fatores que podem
contribuir tanto para a transmissao quanto para colonizacéo e infecgdo de hospedeiros. Além
disso, se pensava que esse fungo ndo era capaz de realizar a troca do seu fen6tipo morfologico
para uma forma filamentosa, um processo bem descrito na literatura como um importante fator
de viruléncia para algumas espécies patogénicas de Candida. Porém, estudos demonstraram a
capacidade desta espécie em desenvolver hifas reais ao serem recuperados de infecgdes em
camundongos (Yue et al., 2018; Fan et al., 2021; Watkins et al., 2022; Preda et al., 2024).

1.3.3 Tratamento e mecanismos de resisténcia a antifungicos

A capacidade de apresentar ou desenvolver resisténcia a diferentes antifingicos é uma
das razbes que torna C. auris um problema de saude publica tdo alarmante, uma vez que
possibilita uma reducdo da eficicia dos tratamentos oferecidos. Os antifingicos podem
apresentar diferentes mecanismos de acéo, variando conforme sua classe. As equinocandinas,
como a caspofungina e a micafungina, agem impedindo a formacao da parede celular flngica,
inibindo a producédo de f-1-3-glucana através da inibi¢cdo da enzima f-1-3-glucana sintase, o
qual é um componente crucial para a parede celular deste fungo (Nett e Andes, 2016). Por sua
vez, 0s azobis, como o fluconazol e o itraconazol, agem inibindo a sintese de ergosterol presente
na membrana celular através da inibigdo da enzima Lanosterol C14-a-demetilase, levando ao
acumulo de precursores toxicos e ao comprometimento da integridade da membrana celular
fangica (Nett e Andes, 2016). Os polienos, como a anfotericina B, se ligam diretamente ao
ergosterol presente na membrana celular flngica, causando um estresse oxidativo além de
promover a abertura de poros que comprometem a integridade desta membrana e permitem a
difusdo de ions. Por outro lado, a 5-flucitosina, um medicamento analogo da pirimidina, €

transformada dentro da célula fungica em dois metabolitos, os quais causam a inibicdo da
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sintese de RNA e DNA (Waldorf e Polak, 1983; Wiederhold et al., 2018; Chaabane et al., 2019;
Wiederhold et al., 2018; Preda et al., 2024).

Embora parametros para classificacdo da susceptibilidade a antifungicos desses
patégenos ndo terem sido estabelecidos, profissionais do Centro de Controle e Prevencao de
Doencas (CDC), baseados em tentativas de estabelecer estes parametros, estimaram que 80% a
90% dos isolados apresentaram resisténcia a fluconazol, 20% a 50% exibiram resisténcia a
anfotericina B e 5% a 7% sao resistentes a antifungicos da classe das equinocandinas (CDC,
2024). Nesse sentido, 0 CDC recomenda o uso de equinocandinas para o tratamento inicial de
adultos e criancas com mais de 2 meses de vida e o uso de anfotericina B desoxicolato para
pacientes com menos de 2 meses de vida acometidos por complicacGes causadas por este
patgeno. E importante ressaltar que o perfil de susceptibilidade a antif(ingicos observado nessa
espécie pode variar de acordo com o clado a qual a cepa analisada faz parte (Spivak e Hanson,
2018; Chow et al., 2020; CDC, 2024; Santana, Zhao ¢ O’Meara, 2024). Sdo observados
diversos mecanismos de resisténcia a antifungicos em C. auris. Mutacfes em alvos dos
farmacos, superexpressdo desses alvos ou de bombas de efluxo, ativacdo de vias de resposta a
estresse, modificacbes metabdlicas e formacdo de biofilme sdo alguns deles (Chaabane et al.,
2019; Chybowska, Childers e Farrer, 2020; Preda et al., 2024).

Bombas de efluxo sdo proteinas que podem transportar moléculas através da membrana
celular, tornando possivel expelir moléculas de risco para fora da celula. Duas familias de
bombas de efluxo sdo de importante destaque para o mecanismo de resisténcia a antifangicos,
sdo elas a superfamilia de facilitadores principais (MFS) e os transportadores ABC (ATP-
binding cassette) (Chaabane et al., 2019; Morschhéuser et al., 2007; Retzer-Muehlbauer et al.,
2003). Estudos indicaram a presenca de superexpressao de genes em C. auris homdlogos a
genes de transportadores MFS e ABC antes relatados para C. albicans como importantes
mecanismos de resisténcia a azois (Rybak et al., 2019; Chybowska, Childers e Farrer, 2020).
Além disso, foram observadas mutacdes no gene ERG11, gene que codifica a enzima lanosterol
Cl4-a-demetilase, contribuindo para o aumento de resisténcia a azoéis (Healey et al., 2018;
Chaabane et al., 2019; Preda et al., 2024). Outro mecanismo de importancia ja observado em
C. albicans e outras espécies do genero Candida é a ocorréncia de mutagdes nos genes FKS1 e
FKS2, 0s quais codificam a enzima -1-3-Glucana sintase, alvo das equinocandinas (Preda et
al., 2024).

1.3.4 Biofilme e outros fatores de viruléncia
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Biofilmes sdo comunidades microbianas estruturadas e aderidas em superficies abioticas
ou bidticas envoltas por uma matriz extracelular, composta por proteinas, lipideos,
polissacarideos, acidos nucleicos, minerais e agua (Lopez, Vlamakis e Kolter, 2010; Du et al.,
2020). Em ambientes hospitalares, o biofilme pode ser formado tanto em tecidos humanos,
como a pele de pacientes, quanto em dispositivos médicos, como em cateteres, facilitando a
transmissao e persisténcia de patogenos (Hall-Stoodley, Costerton e Stoodley, 2004; Du et al.,
2020). Além disso, tal estrutura esta relacionada ao aumento de resisténcia a antifingicos e
desinfetantes, uma vez que dificulta a chegada destes compostos nas células. Nesse contexto, a
capacidade de espécies do género Candida de formar biofilme apresenta um grande desafio
para instituicbes médicas (Kihbacher, Burger-Kentischer e Rupp, 2017; Omardien e Teska,
2024).

A estrutura do biofilme de C. auris é similar a estrutura observada em outras espécies
de Candida, apresentando grandes quantidades de polissacarideos como glucanas e mananas
(Dominguez et al., 2018, 2019; Omardien e Teska, 2024). Estudos na literatura acerca da
qualidade do biofilme de C. auris apresentam divergéncias. Sherry et al. demonstrou que C.
auris ndo era capaz de desenvolver biofilme equivalente ao de C. albicans (Sherry et al., 2017).
No entanto, um estudo recente realizado no Brasil relatou diversas cepas clinicas de C. auris
capazes de produzir uma carga maior de biofilme do que cepas de C. albicans, a qual € a espécie
de Candida descrita como mais virulenta (Melo et al., 2023). Ademais, Singh et al. analisou
isolados de C. auris provenientes de infeccdo ou colonizacdo em pacientes clinicos e concluiu
que a maioria dos isolados provenientes de sitios de colonizacdo apresentavam fendtipo
agregativo, os quais exibiam uma quantidade de biomassa do biofilme similar ao biofilme de
C. albicans (Singh et al., 2019; Melo et al., 2023).

Outros fatores de grande importancia para a patogenicidade e sobrevivéncia de espécies
de Candida s&o a expressédo e secrecdo de enzimas hidroliticas extracelulares e a producédo de
vesiculas extracelulares. Nesse contexto, as proteases asparticas (Secreted Aspartyl Protease-
SAP) se destacam nesse quesito, uma vez que podem estar envolvidos em diversos processos,
como na aquisicdo de nutrientes, em processos de invasdo e lesdo de tecidos e no escape da
reposta imune do hospedeiro (Naglik, Challacombe e Hube, 2003; Preda et al., 2024). Além
disso, a liberagdo de vesiculas extracelulares contendo diversas moléculas pode modular
mudancas morfoldgicas, interacbes com hospedeiros e mecanismos de resisténcia a
antifangicos (Honorato et al., 2022; Horton, Holt e Nett, 2023). Nesse sentido, é fundamental

a elucidacdo dessas estruturas, uma vez que seu entendimento pode contribuir tanto para a



20

elaboracdo de novos tratamentos, bem como para o desenvolvimento de tecnologias vacinais,

ja que tais vesiculas sabidamente carreiam antigenos fungicos (Zamith-Miranda et al 2018).

1.4 Vesiculas extracelulares fangicas

As vesiculas extracelulares (VES) sdo estruturas liberadas por todos os tipos celulares,
compostas por uma bicamada lipidica e que podem carrear lipidios, fosfolipidios, proteinas,
pigmentos, acidos nucleicos, polissacarideos e outras moléculas associadas com viruléncia e
processos imunobioldgicos (Rodrigues et al., 2015; Zamith-Miranda et al., 2018; Piffer et al.,
2021). A liberagdo de VEs ja vem sendo estudada em bactérias Gram-negativas desde 1967,
porém foram isoladas de fungos pela primeira vez apenas em 2007 (Chatterjee e Das, 1967,
Rodrigues et al., 2007; Zamith-Miranda et al., 2018). Esta grande diferenca de tempo entre a
identificacdo e caracterizacdo de VEs de fungos e bactérias Gram negativas se deve
principalmente a presenca da parede celular em fungos, a qual separa a membrana plasmética
do meio externo, o que indicava que era pouco provavel a existéncia desse mecanismo de
liberacdo de vesiculas em fungos (Zamith-Miranda et al., 2018).

Trés principais hipoteses eram utilizadas para explicar como as vesiculas atravessavam
a parede celular. Na primeira hipétese, a presséo de turgor direcional forcaria a passagem das
vesiculas pela parede celular. Nesse modelo, a espessura da parede e o tamanho de poros
encontrados nesta também funcionariam como reguladores da passagem das VESs. Por outro
lado, a segunda hipdtese seria baseada no remodelamento da parede celular causado por
enzimas de sintese e degradacdo associadas as vesiculas, as quais promoveriam a passagem
para 0 meio extracelular. Por fim, a terceira hipGtese envolve a presenca de poros, permitindo
a passagem das vesiculas extracelulares que seriam impulsionadas pelo crescimento da parede
celular (Rodrigues et al., 2015; Zamith-Miranda et al., 2018). Um estudo recente realizado por
Valdez et al. explorou a segunda hipotese no fungo Histoplasma capsulatum, seus resultados
sugeriram que tal mecanismo esta presente mas que os dados nédo excluem a possibilidade dos
outros mecanismos (Valdez et al., 2023).

VEs ganharam enorme atencdo na pesquisa médica e no entendimento de doencas
infecciosas. Vesiculas fangicas podem transportar uma variedade de moléculas, como o
polissacarideo capsular glucuronoxilomanana (GXM), o qual tem um papel importante durante
a patogénese de Cryptococcus neoformans (Rodrigues et al., 2007; Jnana et al., 2023). Bielska
et al. demonstraram que VEs isoladas de cepas virulentas de C. gatti sdo eficientemente

internalizadas por macrofagos previamente infectados por cepas ndo virulentas da mesma
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espécie. Ademais, VESs provenientes de cepas virulentas poderiam levar ao aumento da
velocidade de crescimento fungico dentro de fagdcitos (Bielska et al., 2018; Honorato et al.,
2022). Além disso, VEs possuem papel fundamental na producéo de biofilmes formados por C.
albicans e na sua resisténcia a antifungicos (Zarnowski et al., 2018, 2021; Honorato et al.,
2022).

Assim como C. albicans, C. auris é capaz de produzir VEs tanto em seu
desenvolvimento plancténico quanto desenvolvendo biofilme. No entanto, o conteddo destes
compartimentos e suas propriedades apresentam diferencas (Zamith-Miranda et al., 2021;
Honorato et al., 2022; Zarnowski et al., 2022; Horton, Holt e Nett, 2023). Uma comparagédo
feita por Zamith-Miranda et al. utilizando vesiculas de C. auris e C. albicans produzidas durante
o0 crescimento plancténico demonstrou que embora ambas as vesiculas contivessem moléculas
de RNA, esterdis, proteinas e lipidios, o conteddo especifico destas apresentava variacdo
significante entre as espécies, indicando que promoviam efeitos diferentes (Zamith-Miranda et
al., 2021; Horton, Holt e Nett, 2023). Além disso, este grupo de pesquisadores demonstrou que
VEs de C. auris sdo capazes de induzir um aumento na adesao a células epiteliais, ao contrario
do observado para VEs produzidas por C. albicans (Zamith-Miranda et al., 2021; Horton, Holt
e Nett, 2023). Uma comparagdo realizada entre VEs extraidas de um isolado resistente a azdis
e um isolado suscetivel a azdis demonstrou diferencas tanto no seu conteldo quanto em sua
funcionalidade, sugerindo que ocorra uma possivel alteracdo destas VES quando este
microrganismo é submetido a compostos antifingicos (Amatuzzi et al., 2022; Horton, Holt e
Nett, 2023). Chan et al. demonstrou que VEs isoladas de uma cepa de C. auris proveniente de
um hospital em Hong Kong, apresentando resisténcia a 4zois e suscetibilidade a anfotericina B,
foram capazes de induzir resisténcia a anfotericina B, porém ndo geravam o mesmo efeito
guando em contato com C. albicans. Da mesma forma, VEs de C. albicans ndo foram capazes
de induzir resisténcia quando em contato com este isolado clinico de C. auris (Chan et al.,
2022).

Por fim, Zarnowski et al. analisou VEs produzidas por C. auris durante a formacéo de
biofilme, comparando seu conteido com o de VEs de outras espécies de Candida. Foi
observado uma gquantidade de glucanas e mananas na mesma propor¢éo observada para VEs de
outras espécies de Candida. Além disso, a analise protedmica revelou grande variedade de
proteinas encontradas, porem demonstrou que algumas proteinas eram observadas na maioria

dos conteudos de VEs analisados (Zarnowski et al., 2022).
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2 JUSTIFICATIVA

Nos ultimos anos, infecgdes fungicas sofreram um grande aumento em sua incidéncia,
se caracterizando cada vez mais como um problema em ambientes nosocomiais. Embora a
espécie C. albicans seja o principal agente etioldgico do género Candida relacionado a quadros
de candidiase invasiva em ambientes hospitalares ao redor do mundo, espécies de Candida ndo-
albicans tem se destacado devido ao aumento na frequéncia de infeccdes e a capacidade de
apresentar resisténcia aos principais antifangicos utilizados para o tratamento na clinica médica.
Nesse contexto, a espécie C. auris se destaca como um importante patégeno emergente, capaz
de apresentar um perfil de multirresisténcia aos antifungicos e altas taxas de transmissdo em
instalacGes médicas. Tais caracteristicas sdo influenciadas por seus fatores de viruléncia, como
a producdo de biofilme, a secrecdo de enzimas hidroliticas e na liberacdo de VEs. Estudos
apontam que as VEs apresentam diversos papeéis durante a infeccdo fungica, atuando como
estruturas de comunicacédo e de modulacdo da resposta imunoldgica. Além disso, a chegada de
componentes envolvidos com a viruléncia no meio extracelular pode influenciar de forma direta
ou indireta a sobrevivéncia do fungo. Nesse sentido, entender, elucidar e comparar VES
produzidas por diferentes cepas de C. auris pode ser Util no entendimento do papel desses

compartimentos durante a infec¢do causada por C. auris.
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral

O presente estudo teve como objetivo comparar aspectos fisicos e quimicos das VEs
produzidas por oito cepas clinicas de C. auris (MMC1 a MMC8), além de avaliar o
envolvimento das mesmas durante o desenvolvimento da candidiase in vivo.

3.2 Objetivos Especificos

e Isolar VEs de isolados clinicos de C. auris e quantificar a concentracdo de
proteina e esterol presente nas vesiculas;

e Determinar a quantidade e o tamanho das VEs;

¢ Avaliar o tamanho e a morfologia das VEs de C. auris;

e Avaliar o impacto das VEs durante a infec¢ao por C. auris no modelo in vivo de

larvas de Galleria mellonella
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Microrganismos utilizados e condi¢cdes de crescimento

Os isolados clinicos de C. auris (MMC1 a MMCS8) foram adquiridos do Centro Médico
Montefiore (Montefiore Medical Center — MMC) e gentilmente cedidos pelo Dr. Joshua
Nosanchuk (Albert Einstein College of Medicine). Todas as cepas foram mantidas em estoques
armazenados em meio BHI 20% glicerol na temperatura de -80 °C. Antes do uso, para 0
isolamento de vesiculas extracelulares, cada cepa foi inoculada em placas contendo meio
Sabouraud solido. As placas foram cultivadas por 24 horas e armazenadas na geladeira por um
periodo maximo de 14 dias. Para cada isolamento uma coldnia foi transferida para meio

Sabouraud liquido e incubadas a 30 °C por 24 horas em um agitador a 150 rpm.
4.2 1solamento de vesiculas extracelulares de C. auris

As leveduras cultivadas em meio Sabouraud liquido por 24 h foram contadas e diluidas
para uma densidade final de 3.5x107 células por mL em meio Sabouraud. Aliquotas de 200
uL dessas suspensoes celulares foram distribuidas em placas de Petri contendo meio Sabouraud
solido e foram incubadas por 24 horas a 30 °C para atingir um crescimento confluente. Para
cada isolamento um total de 20 placas de Petri foram utilizadas. As células foram recuperadas
de cada placa utilizando raspadores e transferidas para tubos contendo 20 mL de tampédo PBS
previamente esterilizados através de filtracdo. As células suspensas foram coletadas apos a
centrifugacdo a 4000 rpm por 15 minutos a 4 °C. Apds isso, 0 sobrenadante foi centrifugado
mais uma vez a 15000 rpm por 15 minutos a 4 °C. Ap0s essa etapa, o0 sobrenadante foi filtrado
utilizando filtros de seringa com poros de 0,45 pum e centrifugado a 37000 rpm por 1 hora a 4
°C uma tltima vez. O sobrenadante foi descartado e o pellet suspendido em um volume variando
de 200 a 350 pL de PBS estéril. Por fim, no intuito de verificar a esterilidade das vesiculas
extracelulares isoladas, 5 puL de cada ressuspensdo foram inoculados em placas de petri
contendo meio Sabouraud sélido, as quais foram incubadas por 24 horas.

4.3 Dosagens de proteinas e esterois das vesiculas extracelulares

As dosagens de proteinas foram feitas utilizando o kit comercial BSA Pierce ™ BCA
Protein Assay Kit enquanto as dosagens de esterol foram feitas utilizando o kit Amplex Red

Cholesterol Assay Kit, seguindo as orientac¢des dos fabricantes.
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4.4 Andlise de Rastreamento de Particulas (Nanoparticles Tracking Analysis — NTA)

Os tamanhos e concentracdo de VEs foram medidos usando o analisador de
rastreamento de nanoparticulas ZetaView (NTA,; Particle Metrix GmbH, Inning am Ammersee,
Alemanha). Para medicfes, as amostras foram diluidas entre 1:10000 a 1:20000 em PBS
previamente filtrado (0,22 pm) para uma faixa de concentragdo ideal para o software NTA
(ZetaView Software versdo 8.02.31, Particle Metrix GmbH). Os parametros do software foram
temperatura a 23 ° C, sensibilidade de 30 a 85 quadros por segundo (fps), velocidade do
obturador de 55 e duracdo do pulso do laser igual a duracdo do obturador. Os parametros de
aquisicdo foram definidos para brilho minimo de 20, tamanho maximo de 200 pixels e tamanho
minimo de 5 pixels. Particulas de poliestireno (Microtrac GmbH, Haan, Alemanha) com
tamanho médio de 100 nm foram utilizadas para calibrar o instrumento antes das leituras das
amostras. Os dados foram analisados utilizando o software ZetaView (versdo 8.02.31) e
GraphPad Prism 8 (GraphPad, CA, EUA). Para os graficos de distribuicdo de tamanho, o
nimero de particulas detectadas em cada ponto foi normalizado para o nimero total de
particulas em cada amostra, e os resultados foram expressos como o numero relativo de
particulas/mL. Essa normalizacdo foi realizada para facilitar a visualizagdo da distribuicdo de
tamanhos entre os grupos. A concentracdo de VEs por célula fungica foi calculada dividindo o
namero total de particulas detectadas em cada isolado pelo numero final de células em sua

respectiva cultura de 48 horas.
4.5 Microscopia eletronica de transmissao

A morfologia e o tamanho das VEs foram determinados por microscopia eletronica de
transmissao (MET) usando a técnica de coloracdo negativa. Resumidamente, um volume de 5
uL da suspensédo concentrada de VES foram adsorvidas por 30 segundos em um filme Formvar
em uma grade de cobre de malha 300 revestida com carbono. O excesso da amostra foi
removido com papel filtro. Em seguida, as amostras foram contrastadas com acetato de uranila
2,5% por 30 s. As VEs foram visualizadas usando um microscopio eletrénico de transmisséo
(FEI Tecnai Spirit) operado a 120 kV. O software ImageJ (versédo 1.53K) foi utilizado para
medir o diametro de 150 a 200 VEs para cada cepa. Os dados foram analisados com o software
GraphPad Prism 8 (GraphPad, CA, EUA).

4.6 Ensaios de viruléncia em Galleria mellonella

Para investigar o impacto das VEs de C. auris durante a infeccéo, dois protocolos foram
testados usando larvas de G. mellonella como modelo. Foram utilizados 10 insetos (0,3 g cada)



26

por condi¢do experimental. As larvas foram inoculadas com 10 pL de suspensdes fungicas
contendo 2 x 10% leveduras/mL em PBS (2 x 10° leveduras/inseto) na hemocele através do
ultimo proleg usando uma seringa de insulina de 0,3 mL (31 G). As leveduras foram lavadas
com PBS, enumeradas e imediatamente utilizadas para infectar as larvas. Somente PBS foi
usado como controle negativo. A mortalidade dos insetos foi acompanhada durante 10 dias. Em
uma segunda estratégia experimental, para avaliar o impacto das VEs na patogénese, as
leveduras de C. auris foram co-injetadas com VEs obtidas de C. auris cultivada em meio
Sabouraud solido e a sobrevivéncia do inseto foi acompanhada por 10 dias. Todas as larvas
foram colocadas em placas de Petri estéreis e mantidas no escuro a 37 °C. A morte foi avaliada
pela falta de movimento em resposta a estimulacéo. Os dados foram analisados com o software
GraphPad Prism 8 (GraphPad, CA, EUA). Para tal. o teste log-rank Mantel-Cox foi utilizado

para realizar a andlise estatistica, onde *p < 0,05; **p<0,01; ****p<0,0001.
5 RESULTADOS
5.1 Caracterizacdo morfoldgica e composicdo das vesiculas extracelulares

Para comparar o perfil morfologico das VEs isoladas das diferentes cepas clinicas de C.
auris, foram realizadas duas técnicas, NTA e MET. Através dos dados obtidos, foi possivel
observar que as diferentes VEs possuem perfis de tamanhos variados de acordo com cada cepa
analisada, conforme mostrado nas figuras 2 e 3. A partir da analise de NTA, foi visto que as
VEs isoladas possuem tamanhos que variam entre 15 e 600 nm e a maior quantidade de
particulas liberadas possui tamanho de 15 a 200 nm (Tabela 1 e Figura 2). Além disso, foi
possivel observar pequenas diferencas nos perfis de distribui¢do de tamanho das VEs de cada
cepa quando comparadas entre si, ao se analisar os dados obtidos por NTA. Os perfis de
distribuicdo de tamanho das VESs e as concentracdes de particulas por mL, analisados através
de NTA, podem ser observados na Figura 2.

Quando analisados através das imagens de microscopia, foi possivel observar que 0s
valores de tamanho médio das VEs de cada cepa apresentaram maior diferenca quando
comparados entre as cepas do que os valores obtidos através do NTA (Tabela 1). Além disso,
as imagens de microscopia mostraram que as VEs das cepas MMC1 e MMC2 apresentaram 0s
menores perfis de distribuicdo de didmetro entre os isolados analisados (Tabela 1). As

informagdes observadas nas figuras 2 e 3 foram resumidas na tabela 1.
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Figura 2: Distribui¢fes de tamanho e concentragdo (particula/mL) das vesiculas extracelulares. Os dados foram
obtidos através de NTA. MMC 1 a MMCS8 correspondem aos diferentes isolados utilizados. (M-Tamanho médio

das vesiculas encontradas).
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Figura 3: Analise de VEs dos oito isolados clinicos através de microscopia eletronica de transmissao.
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Tabela 1: Distribuigdo dos tamanhos médios de VEs de diferentes cepas de C. auris.

29

Intervalo de Média de Intervalo de
Cepa Média de tamanho tamanho tamanho
b tamanho (NTA) (NTA) (MET) (MET)
nm nm nm nm

MMC1 114.,6 15-375 66,4 20-300
MMC2 114,6 15-585 40,3 17-150
MMC3 119,3 15-375 105,5 35-370
MMC4 118,8 15-465 90,5 20-300
MMC5 135,7 15-375 95,7 30-375
MMC6 154,8 15-400 110,7 30-300
MMC7 135,7 15-405 120,9 45-280
MMCS8 130,7 15-525 141,7 45-450

Em conjunto com a analise do tamanho relativo das VEs isoladas de diferentes isolados

clinicos de C. auris, também foi possivel analisar a quantidade de particulas liberadas pelas

diferentes cepas utilizadas. Conforme mostrado na Figura 3 e na Figura 4A, pudemos notar

um perfil similar de quantidade de VEs secretadas pelos isolados estudados, sendo as cepas

MMC4, MMC6 e MMC7 as que mais tiveram particulas liberadas. Apos isso, foi realizada a

dosagem do conteudo total de proteinas e lipideos das VEs isoladas, que revelou apresentarem

diferencas entre as cepas analisadas, com destaque a cepa MMCL1.
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Figura 4: Perfil de producdo de VEs pelas diferentes cepas de C. auris. Concentracdo de particulas liberadas
analisadas pela técnica de NTA (A). Razdo entre as quantidades de proteina e esterol presentes em VEs (B).
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5.2 Ensaios de viruléncia em Galleria mellonella

Com o intuito de investigar o impacto das VEs na infec¢do por C. auris, primeiro foi
realizada a inoculacao de cada isolado clinico em grupos de larvas de G. mellonella. De acordo
com os resultados obtidos, foi observado que as larvas inoculadas com a cepa MMC2 e MMC3
apresentaram a menor taxa de sobrevivéncia, apresentando diferengas significativas quando
comparadas com as larvas infectadas com as cepas MMC1, MMC4 e MMCS5 (Figura 5A). Em
sequida, foi realizada a inoculacdo de vesiculas isoladas das cepas MMC1 e MMC2, as quais
foram escolhidas por serem, respectivamente, resistente a fluconazol e sensivel a fluconazol,
em larvas de G. mellonella em conjunto com a infec¢do por esses isolados clinicos. Com base
nos dados analisados, foi possivel notar um aumento significativo da viruléncia da cepa MMC1
guando co-injetada tanto com VEs préprias quanto com VEs isoladas da cepa MMC2. No
entanto, quando analisadas curvas de sobrevivéncia de infeccdo por MMC2 co-injetadas com
VEs previamente isoladas, ndo foi possivel notar diferenca significativa comparado a infeccéo

por MMC2 sem a inoculacdo das VEs.
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Figura 5: Curvas de sobrevivéncia em modelo de larvas de Galleria mellonella ap6s a inoculagdo de diferentes
cepas de C. auris (A) e ap6s a co-injecdo com VEs isoladas previamente (B). Anélise estatistica realizada através
do teste log-rank Mantel-Cox, *p<0,05, **p < 0.01, ****p < 0,0001.

6 DISCUSSAO

Com base em dados da literatura, o tamanho das VEs produzidas por fungos pode variar
entre 20 e 1000 nm de diametro (Vargas et al., 2015; Reis et al., 2019; Karkowska-kuleta et al.,
2020; Honorato et al., 2022; Medeiros et al., 2024). Nesse sentido, estudos especificos
investigando VEs produzidas por C. auris sugerem tamanhos que variam de 20 a 800 nm
(Rocha et al., 2021; Zamith-Miranda et al., 2021; Amatuzzi et al., 2022; Chan et al., 2022).
Uma vez que o tamanho das VEs pode estar relacionado com a fungdo ou o tipo de biogénese,
nossos objetivos pretendiam investigar e caracterizar os aspectos morfologico de VEs isoladas

de oito cepas clinicas de C. auris (Bielska et al., 2018; Rizzo, Rodrigues e Janbon, 2020).
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Seguindo as recomendacdes do MISEV (Minimal information for studies of extracelular
vesicles), utilizamos as técnicas de MET e NTA, consideradas como técnicas padrdo para a
analise de VEs (Welsh et al., 2024). Nossas analises confirmaram a variacdo da VEs de C. auris
entre 15 e 600 nm, coerentes com os resultados observados por Rocha et al (Rocha et al., 2021).
Por outro lado, a analise de um nimero maior de cepas nos possibilitou observar que diferentes
cepas podem apresentar VES de tamanhos distintos, com as VEs menores sendo prevalentes.
Apesar das VEs estudadas apresentarem variacdo do tamanho entre 15 e 600 nm, observamos
um ndmero maior de particulas entre os tamanhos de 15 e 200 nm, corroborando com 0s
resultados observados na literatura (Amatuzzi et al., 2022). Esses resultados foram ainda mais
significativos quando a analise foi realizada utilizando a técnica de MET, o que sugere que a

analise do tamanho através de MET pode refletir melhor o tamanho real das VEs.

Assim como o tamanho das VESs, a razao entre as concentracdes totais de proteina e
esterol pode refletir em diferencas na viruléncia de cada cepa flngica, uma vez que tal medida
pode sugerir quais sdo 0s principais componentes presentes nas VES. Nesse contexto, n0ssos
dados mostraram que todas as cepas utilizadas tiveram razdes entre 20 e 60 ug/mL, ao contrario
dos resultados observados por Zamith-Miranda et al., 0s quais mostraram concentracGes de
proteina por esterol mais baixas (Zamith-Miranda et al., 2021). Tal diferenca nos resultados

analisados pode ser devido a diferencas nos métodos de isolamento das VEs.

Em seguida, realizamos a anélise da viruléncia de cada uma das cepas utilizadas. Para
tal, utilizamos o modelo in vivo de infecdo em larvas de G. mellonella. As larvas de G.
mellonella se destacam como excelentes modelos para experimentos in vivo devido as
semelhancas funcionais e anatdmicas de seu sistema imune inato em relacdo a outros
organismos mais complexos (Asai et al., 2021; Garcia-Bustos et al., 2021). Além disso, este
modelo oferece outras vantagens, tais quais baixos custos de aquisicdo e gerenciamento,
capacidade de tolerar incubacdo a 37 °C, auséncia de limitacGes éticas e facilidade de
manipulacdo, sem a necessidade de treinamento rigido (Asai et al., 2021). Tal modelo ja foi
amplamente utilizado para investigar a viruléncia de C. auris. Nossos resultados se mostraram
coerentes quando comparados com os dados observados na literatura para a curva de
sobrevivéncia deste microrganismo no modelo de G. mellonella (Carvajal et al., 2021; Garcia-
Bustos et al., 2021; Hernando-Ortiz et al., 2021). Além disso, nossos dados mostraram curvas
de sobrevivéncia distintas para cada cepa, sendo a cepa MMC 2 a mais virulenta. Tal diferenca

na viruléncia das cepas poderia ser explicado por uma possivel diferenca dos clados de origem
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desses isolados clinicos (Welsh et al., 2019; Chow et al., 2020). No entanto, sdo necessarios

mais estudos acerca dos clados de origem destas cepas para confirmar tal observacéo.

Uma vez que as VEs podem estar intrinsicamente ligadas a viruléncia desses
microrganismos, nos decidimos averiguar como tais estruturas produzidas por essas cepas
seriam capazes de impactar na infeccdo em larvas de G. mellonella. Estudos na literatura
apontam que a imunizacao de larvas com VEs é capaz de causar um efeito protetivo quando
submetidos a infeccao por patdgenos fungicos (Colombo et al., 2019; Vargas et al., 2021; Aor
et al; 2024). No entanto, nossos resultados mostraram que a co-inje¢do de VEs pode alterar a
viruléncia de células fangicas de forma distinta. Nossos dados mostraram um aumento na
viruléncia da cepa MMCL1 e auséncia de diferenca significativa em relacdo a cepa MMC2
guando co-injetadas com VEs. Tais resultados contrastam com os resultados obtidos por
Honorato et al., onde células fungicas tratadas com VEs apresentam uma diminui¢do da
viruléncia (Honorato et al., 2022). Mais estudos sdo necessarios para elucidar como as VES
alteram o curso da infeccdo, visto que o0 momento de inoculacdo das VES, seja antes, durante

ou ap6s o comeco da infeccdo pode alterar no seu resultado.

7 CONCLUSAO

No decorrer deste trabalho, foi possivel identificar que as VEs isoladas das 8 cepas de
C. auris possuem tamanho de 15 a 600 nm e tem seu tamanho médio na faixa de 15 a 200 nm.
Além disso, foi observado como a concentragdo de particulas e a composicéo proteica e lipidica
pode variar entre os isolados clinicos estudados. Por fim, foi possivel investigar o perfil de
viruléncia das cepas utilizadas e como as VEs podem alterar este perfil quando co-injetadas.
Nesse sentido, a cepa MMC 2 apresentou a maior viruléncia dentre as cepas analisadas
enquanto a cepa MMC 1 foi a cepa que menos levou a morte das larvas. Ademais, a co-injecédo
de células fangicas e VEs foi capaz de aumentar a viruléncia da cepa MMC1, evidenciando que
as VEs podem ser um fator essencial na infeccdo causada por este fungo. No entanto, a co-
injecdo de C. auris e VEs ndo causou diferenca para a cepa MMC 2. Diante desse panorama,
muito ainda precisa ser elucidado quanto as caracteristicas funcionais e estruturais das VEs e

seus impactos em infec¢Ges causadas por estas cepas.
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