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INTRODUCAO

As leveduras patogénicas Cryptococcus neoformans e Cryptococcus gattii sGo 0os agentes causadores da criptococose, uma infeccao que acomete o sistema nervoso central, ocasionando
meningite. Essas leveduras encapsuladas podem se desenvolver na forma de biofilmes aderidos a superficies abioticas. Micro-organismos em biofilmes podem causar infeccOes dificeis de tratar,
devido ao revestimento que protege as ceélulas da acao de antifungicos ou do sistema imunologico do paciente. Biofiimes de Cryptococcus spp. podem estar associados a valvulas cerebrais, tubos de
derivacao (shunts) utilizados para drenar o excesso de liquor e também associados a outros dispositivos médicos.

Nesse contexto, esse trabalho tem o objetivo de utilizar metabalitos produzidos por fungos filamentosos, isolados de cascas de arvores, na modulacao dos biofiimes de C. neoformans e C. gattii. A
modulacao envolve trés estrategias: reducao da atividade metabdlica das células dentro do biofilme (dano ao biofilme), erradicacao do biofilme maduro e inibicdo da formacao de biofilme, foco deste
estudo.

MATERIAIS E METODOS RESULTADOS

Linhagens: As linhagens utilizadas foram R265 (C. gattii), H99 (C. neoformans) e 20 - Rasgﬁi%rlnrfggoedgfygttg’éiiiii?]r;t(')?(')?m;“ni%gggf a0 :gr;trl]t())lczfgrgieoﬁlme ATIVIDADE
B3501 (C. neoformans). . : ANTIBIOFILME
Selecionado:
Fungos filamentosos: Para buscar metabdlitos bioativos, foram isoladas 50 o Filtrado 109SB
espécies de fungos filamentosos associados a cascas de arvores. Os fungos foram 140 - Fusarium
cultivados em dois meios de cultivo liquidos (Sabouraud e Yeast sugar extract) por 21 dias. 120 oxysporum
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Figura 1: Fungos filamentosos isolados 102, 107, 109,111, 140. 7
Biofilme:

31,24%
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Quantificacao de biofilme — Reducao de XTT em microplaca: Apés as 0 |
etapas finais de lavagens, adicionou-se 50uL da solucao de XTT e 4uL de menadiona em
cada poco. As microplacas foram incubadas a 37°C por 5h. A mudanca de cor decorrente da
metabolizacdo do XTT até o derivado formazan foi medida utilizando leitor de microplacas

(SpectraMax i3x) em 492nm. Figura 2: Rastreamento das atividade antibiofilme e dano ao biofilme utilizando os filtrados dos fungos
filamentosos. Linha de corte: 40%.

H

Control
FO2YES
FO4YES |
FO4SB
FOS5YES
FO5SB
FO9SB
F10YES
F10SB
F11SB
I02YES
107SB
IO9YES
I09SB
110SB
I10VARII YES
11YES
117SB
18YES
118SB
I19YES
119SB
I20YES
120SB
I20VARII SB
140SB
146SB
MO3SB
M10SB
A1YES &
A2YES
A2SB
AO4YES
AO7SB
AO9YES
DEG SB

I10VARII SB

Ensalo antibiofilme:

(CEEEERER)) ?\@ »® D @@@@ Tratamento com filtrado - R265 A
M»DDIDODODD 00050606 )
T (132333 Bl (12322228 T .
\ N \ ) -
0.22 um S -0 37°C - 48h 20 000 66 O &
0 00O OO BERIIYXYI R S
e S 2
E 2 -
Aplicagao dos filtrados + celulas Lavagem das microplacas e posterior 3
de Cryptococcus spp. contadas quantificacdo das células aderidas através da E . —
em meio minimo. reducdo de XTT (492nm). E:
2
=
g 0- .
Ensaio de d biofilme : : Control
Nnsalo e dano ao loTIHime . - ontrole mg/m
(e ) “‘ (7 Y Y YT @@@ Figura 3: Avaliacdo do filtrado 109SB em C. gattii R265 (A) Tamanho relativo da capsula apos tratamento com filtrado na
3O O0ODDO . YOO 909 O concentracdo minima inibitoria de biofilme (MBIC). (B) Microscopia optica, controle de inducéo de capsula. (C) Inibicdo da inducao de
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Formacao de biofilme : Celulas de Lavagem das microplacas e posterior
Cryptococcus spp. contadas em Aplicacéo dos filtrados guantificacéo das células aderidas através da ”0-
melo minimo. 37°C - 48h reducdo de XTT (492nm).
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Ensaio de erradicacao: Apods o tratamento dos biofilmes maduros com os filtrados,
as microplacas foram visualizadas com microscopio otico invertido (400x). Analisou-se a
remocao de células aderidas decorrente da atividade de erradicacao de biofilme.
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Tamanho relativo de capsula (Razdo)

Controle 100 mg/mL

Figura 4: Avaliacdo do filtrado 109SB em C. neoformans H99 (A) Tamanho relativo da capsula apdés tratamento com filtrado na
_ - ) _ _ ) concentracao minima inibitéria de biofilme (MBIC). (B) Microscopia optica, controle de inducao de capsula. (C) Inibicao da inducéao de
Avaliacao da capsula: Avaliou-se alteragées na capsula das leveduras decorrentes capsula pelo filtrado.

do tratamento com os filtrados. Células tratadas e controle foram incubadas a 37°C durante
48h em estufa a 10% de CO,. A razao do diametro total da célula e da célula excluindo a
capsula foi determinada utilizando microscopia optica. ~

Imunofluorescéncia utilizando anticorpo anti-GXM e microscopia eletronica de varredura Controle
foram realizadas para confirmar os achados e correlacionar os dados.
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Figura 5: Analise de inibicao da
capsula.

(A) Imunofluorescéncia utilizando
anticorpo anti-GXM 18B7. Células

controle e tratadas.

Microscopia eletronica de
varredura. (B) Celula de C.
neoformans controle. (C) Célula de
C. neoformans tratada com
filtrado. As barras representam o
tamanho relativo a 1um.
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CONCLUSOES

Fungos isolados de cascas de arvores possuem alto potencial na producao de
compostos bioativos; entre eles compostos antibiofilme.

C. neoformans
A inibicao da capsula de Cryptococcus spp., importante fator de viruléncia, corrobora para O
a inibicdo da adeséao a superficie. Esse fato indica que o composto ativo apresenta potencial
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em inibir dois fatores de viruléncia correlacionados, podendo ser uma alternativa no . e
tratamento de infeccoOes persistentes associadas a biofilme. Loomg/mL e D)
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