PROTEINA PRODUZIDA POR FUNGO

FILAMENTOSO ERRADICA BIOFILME
FORMADO POR Cryptococcus
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INTRODUCAO

Cryptococcus neoformans, levedura encapsulada, € um dos agentes causadores da criptococose, infeccdo que acomete o sistema nervoso central e
ocasiona meningite. Anualmente, se estabelecem cerca de 220.000 novos casos de criptococose. C. neoformans é um patdgeno formador de biofilme, estrutura
gue se encontra associada a dispositivos médicos e ao tecido nervoso na forma de criptococoma. Biofilmes sdo comunidades de micro-organismos que se
encontram aderidas a superficies bidticas e abidticas e revestidas por uma matriz extracelular, promovendo aumento da resisténcia frente a terapia
antimicrobiana e ao sistema de defesa do hospedeiro. Neste contexto, esse trabalho tem o objetivo de utilizar metabdlitos produzidos por fungos filamentosos,
isolados de cascas de arvores, na atividade de erradicagéo (remocéo) de biofilme de Cryptococcus neoformans.

MATERIAIS E METODOS RESULTADOS
Linhagem: B3501 (Cryptococcus neoformans sorotipo D). 120 Rastreamento de bioatividade
Fungos filamentosos: 37 espécies de fungos filamentosos foram
previamente isoladas de cascas de arvores. 100
Producdo de metabdlitos: Os fungos isolados foram cultivados em
caldos YES (150 g/L de sacarose e 20 g/L de extrato de levedura) e = g0 = Ermadicagéo de biofime
Sabouraud (20 g/L de glicose e 10 g/L peptona de caseina) por 21 dias a E
28°C para produgdo de metabdlitos bioativos. Testou-se os metabolitos S 60
com C. neoformans B3501 para rastreamento da atividade de @ ‘ o l 1
antiformacéo, dano e erradicagdo de biofilme. a0 I I 1. 1 I 7
Quantificagdo de biofilme — Redugado de XTT em microplaca: Para ' 7 ) I ) l I i
quantificacéo do ensaio, adicionou-se 50 L da solugdo de XTT (2,3-bis-(2- 20 I ) .
metoxi-4-nitro-5-sulfofenil)-2H-tetraz6lio-5-carboxanilida) e 4 pL de | I 1 | I ) i I I I I
menadiona (cofator) em cada pogo. As microplacas foram incubadas a Ry ) —— sssssstosoans
37°C por 5h. A mudanca de cor decorrente da redugdo mitocondrial do §EgegEEzagegssg gg i1g5z29595¢
XTT com formagao do formazan foi medida utilizando leitor de microplacas =
(SpectraMax i3x) em 492 nm. . it idos pelos fungos ttosos isolados
Ensaio de erradicagdo de biofilme: A partir dos dados de Figura 2 - Rastreamento qa atividade de errad)cagao, dano e antlf(}(maq@ dg biofilme fqrmado por
. ) X ~ C. neoformans B3501 apés tratamento das células com os metabdlitos bioativos produzidos pelos
rastreamgnto, selecmnpu-se um dos'fu'ngos filamentosos para realizagéo fungos filamentosos. Destacado em amarelo, o fungo selecionado (I13YES).
do ensaio de erradicagdo de biofime formado por Cryptococcus .
neoformans. - (b)
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2333333 33333333 Figura 3 - (a) Controle C. neoformans B3501. (b) Células tratadas com o filtrado produzido pelo
> b fungo filamentoso selecionado (113YES) com atividade de erradicacéo de biofilme. (460X)
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Figura 1 — Esquema ilustrando o ensaio de erradicagdo, com cultivo dos fungos ‘; o: I I I I I I
isolados, in6culos de C. neoformans em microplacas de 96 pogos, tratamento com os 2 0s
filtrados, lavagem e quantificag&o por XTT. ',, - I I - I I -
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Isolamento do composto ativo de forma bioguiada:
Precipitagdo das proteinas através de precipitagdo isoelétrica 0000000000 )H00 ©CCOODOOHDHOHOTKL
utilizando metanol seguida de centrifugagéo (4000 rpm/ 10 min /4°C). A () © OO0 00060 HHD © C COOOODDHTID OC
separagdo dos metabdlitos produzidos pelo fungo selecionado foi feita em R o
coluna gravimétrica Sephadex G-200.
EM ANDAMENTO:
= |dentificacdo molecular do fungo de interesse;
= Elucidacéo da estrutura do metabdlito ativo (espectroscopia de

Figura 4 — (a) Ensaio de erradicacdo empregando as fra¢des coletadas na separagéao por
gravimetria dos metabdlitos bioativos do fungo selecionado (I113YES). (b) Quantificacéo do ensaio
de erradicagao de biofilme por XTT (leitura em 492 nm).
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massas);
= Microscopia eletronica de varredura do biofilme tratado com a fragio
bioativa.
CONCLUSAO: (a)

O rastreamento de atividade de antiformagédo, dano e erradicagéo de
biofiilme de Cryptococcus neoformans B3501 evidenciou o potencial de
fungos filamentosos na producdo de compostos bioativos. O metabdlito
produzido pelo fungo selecionado (113) foi testado novamente, precipitado
e estd em andlise de identificagdo estrutural do composto, que apresenta
atividade antiviruléncia. Dessa forma, a molécula a ser elucidada segure
uma alternativa eficaz para infecgdes persistentes.
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. Fragoes na dos do fungo (113) por gravimetria (Sephadex G-200)

Concentragdo proteica mg/mL
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