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INTRODUCAO

As leveduras patogénicas Cryptococcus neoformans e Cryptococcus gattii sAo 0os agentes
causadores da criptococose, uma infeccido que acomete o sistema nervoso central, ocasionando
meningite. Essas leveduras encapsuladas podem se desenvolver na forma de biofilmes aderidos
a superficies abidticas. Micro-organismos em biofilmes podem causar infeccdes dificeis de tratar,
devido ao revestimento que protege as células da acao de antifUngicos ou do sistema
iImunologico do paciente. Biofilmes 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 medicos.

Nesse contexto, esse trabalho tem o objetivo de utilizar metabolitos produzidos por fungos
filamentosos, isolados de cascas de arvores, na modulacao dos biofiimes de C. neoformans e C.
gattii. A modulacao envolve trés estratégias: reducao da atividade metabdlica das células dentro
do biofilme (dano ao biofiime), erradicacao do biofilme maduro e inibicao da formacao de
biofilme, foco deste estudo.
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Figura 2: Microscopia eletronica de varredura de biofilme formado por Cryptococcus neoformans.
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Linhagens: As linhagens utilizadas foram R265 (C. gattii sorotipo C), H99 (C

: : : : Selecionado:
neoformans sorotipo A) e B3501 (C. neoformans sorotipo D). RESU LTADOS Filtrado 109SB

Fusarium oxysporum
A atividade de antiformacao de biofilme foi encontrada em 11 sobrenadantes de culturas. Para

Fungos filamentosos: Para buscar metabdlitos bioativos, foram isoladas 37 elucidar o mecanismo de inibicdo de biofilme, foi selecionado o sobrenadante produzido pelo
espécies de fungos filamentosos associados a cascas de arvores. Os fungos foram fungo Fusarium oxysporum. A concentragao minima inibitoria de biofilme (MBIC) fol
cultivados em dois meios de cultivo liquidos (Sabouraud e Yeast sugar extract) por 21 dias. determinada e utilizada para avaliar o efeito deste sobrenadante no tamanho das capsulas de

C. neoformans e C. gattii.

Tratamento com filtrado - R265 A

Figura 1. Fungos filamentosos isolados 102, 107, 109,111, 140.

Quantificacao de biofilme — Reducao de XTT em microplaca: Apés as
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
metabollzagao do XTT ate o derivado formazan fol medida utilizando leitor de mlcroplacas Figura 3: Avaliacdo do filtrado 109SB em C. gattii R265 (A) Tamanho relativo da capsula apds tratamento com filtrado na

(SpectraMax i3X) em 492nm. concentracdo minima inibitéria de biofilme (MBIC). (B) Microscopia optica, controle de inducao de capsula. (C) Inibicao da inducéao de
capsula pelo filtrado.

Tamanho relativo de capsula (Razdo)

Controle 100 mg/mL
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Ensaio de dano ao b|0f|lme ; Figura 4: Avaliacao do filtrado 109SB em C. neoformans H99 (A) Tamanho relativo da capsula apoés tratamento com filtrado na
concentracao minima inibitéria de biofilme (MBIC). (B) Microscopia optica, controle de inducao de capsula. (C) Inibicao da inducéao de
capsula pelo filtrado.
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Ensaio de erradicacao: Apos o tratamento dos biofilmes maduros com os filtrados, Jatado controle e tratadas.
as microplacas foram visualizadas com microscopio otico invertido (400x). Analisou-se a _ | .
~ , : . : ~ - Microscopia eletrbnica de
remocao de celulas aderidas decorrente da atividade de erradicacao de biofilme. varredura, (B) Célula de C.
) neoformans controle. (C) Célula de
Avaliacdo d , 1a: . . X | Corols | O C. neoformans tratada com
vallacao da capsula: Avaliou-se alteragcOes na capsula das leveduras decorrentes filtrado. As barras representam o
do tratamento com os filtrados. Celulas tratadas e controle foram incubadas a 37°C durante — tamanho relativo a 1pm.
48h em estufa a 10% de CO,. A razao do diametro total da célula e da célula excluindo a T

C. neoformans

capsula foi determinada utilizando microscopia optica. L0omgfmL e u":
Imunofluorescéncia utilizando anticorpo anti-GXM e microscopia eletronica de varredura |
foram realizadas para confirmar os achados e correlacionar os dados.
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FRACIONAMENTO BIOGUIADO — ATIVIDADE ANTIBIOFILME

CONCLUSOES A - | "

Inibir dois fatores de viruléncia correlacionados, podendo ser uma alternativa no tratamento de l
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Fungos isolados de cascas de arvores possuem alto potencial na producdo de compostos
bioativos; entre eles compostos antibiofilme e antifungicos.

A inibicdo da capsula de Cryptococcus spp., importante fator de viruléncia, corrobora para a
iInibicdo da adesao a superficie. Esse fato indica que o composto ativo apresenta potencial em
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Fractions

* Isolamento do composto ativo (em andamento), avaliagao toxicologica, estudo in vivo. Figura 6: Fracionamento bioguiado (A) Ensaio antibiofilme das fracdes obtidas em coluna Sephadex; fracdes G e | (antibiofilme), K
antifungica. (B) Perfil das fracbes em CCD.
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