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ACAO DE MICOCINAS PRODUZIDAS POR Wickerhamomyces anomalus SOBRE
ISOLADOS de Cryptococcus neoformans AMBIENTAIS

RESUMO

O Cryptococcus neoformans é uma levedura oportunista que pode se alojar no sistema
nervoso central causando meningite, meningoencefalite e encefalite, principalmente em
individuos com algum comprometimento do sistema imune; sendo responséavel por 4,5
% das infeccbes oportunistas que acometem pacientes imunodeprimidos. O uso de
antifangicos pode levar a resisténcia e toxicidade. As micocinas produzidas por
Wickerhamomyces anomalus sdo capazes de inibir o crescimento de microrganismos
eucariotos e procariotos. O objetivo deste trabalho é avaliar a susceptibilidade das cepas
de Cryptococcus neoformans, frente as micocinas produzidas por Wickerhamomyces
anomalus. Os resultados mostraram, pelo teste de microdiluicdo em caldo, que 100%
das cepas de Cryptococcus neoformans testadas foram inibidas quando utilizado o
sobrenadante de cultura contendo micocinas. No teste de producao de proteinases, 50%
das cepas testadas foram fortemente produtoras de proteinases. Todas as cepas que
tiveram a sua atividade enziméatica fortemente positivas foram inibidas quando testadas
em meio de cultura contendo uma concentracdo subinibitoria de p-glucanases. Diante
disso, podemos afirmar que as micocinas possuem um potencial farmacol6gico vasto.

PALAVRAS-CHAVE:

Atividade antifungica; Cryptococcus neoformans; levedura Killer; toxina killer.



ACTION OF MYCOKINES PRODUCED BY Wickerhamomyces anomalus ON
ENVIRONMENTAL ISOLATES OF Cryptococcus neoformans

Abstract

Cryptococcus neoformans is an opportunistic yeast that can lodge in the central nervous
system causing meningitis, meningoencephalitis and encephalitis, mainly in individuals
with some compromised immune system; being responsible for 4.5% of opportunistic
infections that affect immunosuppressed patients. The use of antifungals can lead to
resistance and toxicity. The mycocins produced by Wickerhamomyces anomalus capable
of inhibiting the growth of eukaryotic and prokaryotic microorganisms. The objective of
this work is to evaluate the susceptibility of Cryptococcus neoformans strains against
mycocins produced by Wickerhamomyces anomalus. The results showed, by the broth
microdilution test, that 100% of the Cryptococcus neoformans strains tested were
inhibited when the culture supernatant containing mycocins was used. In the proteinase
production test, 50% of the strains tested were strongly proteinase producers. All strains
that had their enzymatic activity strongly positive were inhibited when tested in culture
medium containing a sub-inhibitory concentration of 3-glucanases. Therefore, we can say
that mycocins have a vast pharmacological potential.

Keywords

Antifungal activity; Cryptococcus neoformans; killer yeast; killer toxin.



SUMARIO

1. INTRODUGAO

1.1 Leveduras killer

1.2 Cryptococcus neoformans

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

2.2 Objetivos especificos

3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Recuperacdo de cepas ambientais de Cryptococcus neoformans
3.2 Wickerhamomyces anomalus

3.3 Produgdo de micocinas de Wickerhamomyces anomalus

3.4 Determinacao da atividade de B-glucanases

3.5 Atividade antimicrobiana em meio sélido

3.6 Atividade antimicrobiana pelo método de microdiluicdo

3.7 Pesquisa de proteinases e inibicdo de proteinases por micocinas
4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.2 Determinacdo da atividade de B-glucanases

4.3 Atividade antimicrobiana em meio sélido

4.4 Atividade antimicrobiana pelo método de microdiluicdo

4.5 Pesquisa de proteinases e inibicdo de proteinases por micocinas
5. CONSIDERACOES FINAIS

6. REFERENCIAS

13
16
16
16
17
17
18
18
18
19
19
20
21
22
22
23
25
29
30



1. INTRODUCAO

1.1 Leveduras killer

Poucas leveduras séo capazes de produzir micocinas, que também sdo conhecidas
como toxinas killer. Elas possuem grande biodiversidade quanto as suas caracteristicas
bioguimicas, genéticas e do seu modo de acdo. Apesar dessa diversidade, todas as
micocinas conhecidas sdo proteinas de baixo peso molecular ou glicoproteinas tdxicas

a micro-organismos eucariotos ou procariotos sensiveis (BUZDAR et al., 2011).

A sua acao ocorre por meio de efeitos letais, apos a ligacdo da micocina a receptores
especificos na parede celular e na membrana plasmatica (PUCHKOV et al., 2001,
GOLUBEV,2006). Em seguida, ocorre a translocacao para o citoplasma, onde causam
aumento da permeabilidade da membrana plasmatica, levando ao extravasamento de
ions potassio, ATP e metabdlitos; inibicao da sintese de DNA, quitina, manoses e de B-
1,3-glucano; interrupcéo da fase G1 do ciclo celular (SANTOS et al., 2002; SANTOS;
MARQUINA, 2004; GOLUBEV, 2006; LIMA et al.,2013).

No passado a identificacdo de espécie e a classificacdo do género de
microrganismos eram realizadas de acordo com o fendtipo, ou seja, com as
caracteristicas morfolégicas, assimilacdo de acucares e capacidade de crescimento em
determinados meios. Isso gerava uma série de incertezas e erros na classificacdo dos
microrganismos. Assim, com o surgimento do sequenciamento do DNA, a determinagéo
taxonbmica passou a ser feita por comparacdo genética e, desde entdo, varios
microrganismos vém sendo reclassificados. E o exemplo de Wickerhamomyces
anomalus, antigamente conhecida como Pichia anomala e Hansenula anomala, que
posteriormente foram inseridos no género Wickerhamomyces (KURTZMAN; ROBNETT;
BASEHOAR-POWERS, 2008; KURTZMAN, 2011; RUYTERS et al., 2015).

Wickerhamomyces anomalus foi a primeira produtora de micocinas descoberta a ser
capaz de inibir o crescimento, tanto de organismos eucariotos, quanto de procariotos
patogénicos (POLONELLI et al., 1986; POLONELLI et al., 2011). Pesquisas comprovam
gue algumas cepas de Wickerhamomyces anomalus sdo capazes de produzir altos
niveis de micocinas (CRAY et al., 2013).



Trata-se de uma levedura heterotalica, que pode reproduzir-se das duas formas:
assexuada (por brotamento) e sexuada (formando ascosporos em forma de chapéu).
Esta amplamente distribuida na natureza, podendo ser encontrada em frutas, plantas,
cereais, vegetais, produtos ricos em acucar, solo, intestino de insetos, 4gua e no meio
marinho (WALKER, 2011; SATORA et al., 2014).

Ha muitos anos as leveduras desempenham um papel chave em processos
industriais, como por exemplo, na otimizacao da fermentacdo de massas e inibicao de
fungos contaminantes de frutas e gréos de cereais como Aspergillus flavus (produtor de
aflotoxina) (GORETTI et al., 2009; CODA et al., 2011; LIMA et al., 2014; HUA et al.,
2015).

A maioria das leveduras ndo sdo patogénicas e ndo produzem micotoxinas e/ou
esporos alergénicos, além de se adaptarem facilmente as diversas condicdes
ambientais. Diante dessas vantagens, as leveduras com potencial killer vem sendo
utilizadas para o controle biolégico de alimentos, como alternativa aos fungicidas
quimicos para fungos contaminantes pos-colheita (FREDLUND et al., 2002; OLSTORPE;
PASSOTH, 2011).

Também podem ser aplicadas nos mais diversos processos biotecnoldgicos
como: racles, fermentacdo de produtos lacteos e na otimizacéo da producéo de bebidas
(SCHNEIDER et al., 2012). Na producéo de cervejas e vinhos, as condi¢des de producao
sdo favoraveis a contaminacdo microbiana (rico em nutrientes, temperatura e umidade
adequada). Deste modo, o uso de micocinas auxilia no combate a microrganismos
contaminantes e contribui na qualidade sensorial do produto, conferindo melhor cor,
sabor e aroma a bebida (LAITILA et al., 2011; SWANGKEAW et al., 2011; SATORA et
al., 2014; SCHWENTKE et al., 2014).

Kagiyama et al., (1988) isolaram W. anomalus de shoyu, importante ingrediente
na culinaria oriental, o qual revelou ser capaz de produzir micocinas na presenca de
proteases e alta concentracdo de cloreto de sédio, caracteristicas deste produto. Este
resultado mostra que micocinas de W. anomalus podem auxiliar no controle de
microrganismos contaminantes do shoyu, os quais degradam o produto, como bactérias

produtoras de acido latico e fermentadoras alcéolicas.
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Estudos mostraram a atividade inibitoria de W. anomalus sobre as espécies de
leveduras Candida tropicalis e Candida albicans, as quais possuem importancia clinica
devido a sua capacidade de provocar infecgdes. Desta forma, foi evidenciado o potencial
de W. anomalus para aplicagdo na medicina através do desenvolvimento de produtos
antibioticos a base de micocinas (GUO et al., 2013; TAY; LIM; TAN, 2014).

Micocina semi-purificada de W. anomalus mostrou atividade inibitéria quando
testada por via topica sobre lesées em animais, provocadas por Malassezia furfur e
Malassezia pachydermatis. Este estudo in vivo fundamenta o potencial inibitério de
micocinas, via tépica, no tratamento de microrganismos sensiveis (POLONELLI et al.,
1986).

Para o tratamento de micoses por via sistémica, é necessario um longo tratamento
com antifingicos, os quais causam efeitos colaterais como problemas gastrointestinais
e hepatotoxicidade, além de serem passiveis de interacdo com outros medicamentos.
Portanto, o uso de micocinas no tratamento topico dessas infec¢cdes poderia otimizar o
tratamento destes pacientes, reduzindo a dose do tratamento via oral (IZGU; ALTINBAY;
TURELLI, 2007a).

W. anomalus esta naturalmente presente na microbiota intestinal e nas gbnadas
de mosquitos Anopheles stephensi, Anopheles gambiae, Aedes aegypti e Aedes
albopictus, tendo uma relacdo simbidtica com 0s insetos, ou seja, 0 inseto proporciona a
levedura um local para a sobrevivéncia, enquanto ela o oferece nutrientes e protecéo
contra microrganismos patogénicos. Como ja é conhecido, estes insetos sédo o0s vetores
de varias doencas como dengue, febre amarela e maléaria. Estudos feitos por Ricci et al.,
(2011) abordam o interesse sobre W. anomalus no biocontrole de doengas transmitidas

pelos mosquitos citados acima.

Outros estudos mostram que as micocinas produzidas por W. anomalus séao
capazes de inibir o desenvolvimento de outros microrganismos competidores presentes

no meio ambiente e pode ser utilizada em diversos processos ligados a area da saude.

Faz-se necessario o desenvolvimento de novos agentes antimicrobianos devido ao

aumento de microrganismos patogénicos resistentes as drogas antimicrobianas. As
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micocinas apresentam um grande potencial e sdo consideradas fontes naturais de
propriedades antimicrobianas contra agentes patogénicos, devido a sua ampla acéo
inibitéria contra fungos e bactérias, os quais sado causadores de infeccbes em animais e
humanos (MUCCILLI; RESTUCCIA, 2015).

Na busca pelo desenvolvimento de alternativas antimicrobianas para patdgenos
resistentes, faz-se necessario o estudo para a descoberta de substancias minimamente
agressivas e de baixa toxicidade ao organismo humano e que apresentem niveis de
seguranca ideais (PARIS et al., 2016; YU et al.,, 2021). Os antibiéticos disponiveis
atualmente podem ter efeitos criticos no organismo do paciente, como
fotossensibilidade, ototoxicidade, condrotoxicidade, retinopatia e neuropatias. Ainda,
algumas evidéncias mostram que a exposi¢ao crbénica aos antibiéticos desde o inicio da
vida ocasiona efeitos negativos na homeostase intestinal e na barreira epitelial da pele
(YU et al., 2021).

A avaliacdo da toxicidade aguda € a primeira etapa de triagem para ponderacao de
suas propriedades toxicas para um composto bioativo. Os ensaios de toxicidade aguda
simulam e buscam determinar os efeitos adversos de uma substancia em uma Unica ou
multiplas exposi¢cdes durante um curto periodo de tempo. Uma vez que a citotoxicidade
de células de mamiferos a agentes antimicrobianos é uma das limitacdes para a sua
aplicac@o é importante avaliar a potencial toxicidade das micocinas. As micocinas sdo
classificadas tendo nula toxicidade ou quase nula em células humanas (SONG et al.,
2017; SOLTANI et al., 2021).

Paris et al. (2016) avaliaram a toxicidade das micocinas produzidas por W.
anomalus em eritrocitos humanos, concluindo que as micocinas nao foram toxicas para
as ceélulas testadas, apresentando hemdlise de apenas 5,2%, constatando também que
os efeitos téxicos das micocinas foram minimos quando comparados aos efeitos da
Anfotericina B. Junges et al. (2020), evidenciaram a baixa toxicidade em teste de
hemolise. Em ensaio com Artemia Salina constataram mais uma vez que as micocinas
produzidas por W. anomalus ndo séo toxicas, uma vez que ndo apresentaram toxicidade
nos microcrustaceos. Dessa forma, as micocinas sdo consideradas substancias naturais

de baixa toxicidade em células humanas, sendo fortes candidatas ao desenvolvimento
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de novos antimicrobianos com grande potencial de aplicacdo e interesse para a industria
farmacéutica (JUNGES et al., 2020; NASCIMENTO et al., 2020; PARIS et al., 2016).

Levando em consideracdo a resisténcia antimicrobiana, o impacto negativo dos
antifingicos como por exemplo a nefro toxicidade dos mesmos e o pequeno e ineficaz

arsenal farmacolégico disponivel, é relevante propor uma alternativa para o tratamento.

1.2 Cryptococcus neoformans

Cryptococcus neoformans é um fungo dimérfico que causa meningoencefalite
letal principalmente em individuos imunocomprometidos. Diferentes morfotipos
permitem que esse fungo ambiental e patdgeno oportunista se adapte a diferentes nichos
naturais e exiba diferentes niveis de patogenicidade em varios hospedeiros (ZHAQO Y,
LIN X, 2021).

Cryptococcus neoformans tem sido reconhecido como um fungo ambiental e um
patdgeno oportunista desde sua descricdo em 1894 e 1895, quando C. neoformans foi
isolado de uma infeccéo 0ssea e suco de frutas fermentado ( OTTO, 1894 ; SANFELICE,
1895 ). Este basidiomiceto € onipresente no ambiente e é comumente isolado de
excretas de aves, solo e arvores. Consequentemente, a exposi¢cdo assintomatica por
inalacdo de esporos ou células de leveduras dessecadas é comum na populacdo em
geral, mas pode levar a criptococose pulmonar e sistémica em individuos com sistema
imunolégico comprometido. A criptococose sistémica, cuja manifestacdo clinica mais
comum € a meningoencefalite criptococica, causa 15% das mortes relacionadas a AIDS
em todo o mundo (DROMER ET AL., 2011 ; PERFEITO, 2015). No complexo de
espécies patogénicas, C. neoformans geralmente causa criptococose sistémica em
pacientes imunocomprometidos.

Dentro do ambiente, C. neoformans é encontrado de forma ubiqua, geralmente
associado a excrementos de pombos e varias espécies de arvores (por exemplo,
eucalipto) (MAY et al ., 2016 ). Os hospedeiros séo infectados quando esporos ou
células fungicas dessecadas séo inaladas, que posteriormente colonizam 0s espacos
alveolares e proliferam no pulmé&o. Os fungos inalados passam a se disseminar por todo
0 corpo e passam hematogenicamente pela barreira hematoencefalica para invadir o
sistema nervoso central (SNC). Para individuos imunocomprometidos, a incapacidade
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de eliminar a infeccdo promove a disseminacdo de células fungicas para o SNC,
enquanto que em individuos imunocompetentes, a formacéo de granuloma nos pulmdes
previne infec¢ao adicional (SHOURIAN e QURESHI, 2019).

Environmental

Inhalation and

sources .
colonization
L
,"-‘ J U
.
)
Alveolar spaces
Cryptococcal Hematogenous
meningitis dissemination to the CNS
L e T G R
B

Blood-brain barrier
Fonte: Bermas,2020.

Figura 1: Ciclo de infeccéo de Cryptococcus neoformans. Inalacdo de células dessecadas criptocécicas ou
“esporos” de fontes ambientais, incluindo solo, plantas e excrementos de aves. Os fungos inalados colonizam os
espacos alveolares e atravessam hematogenicamente a barreira hematoencefalica, disseminando-se para o sistema

nervoso central (SNC), onde a meningite criptocdcica pode se desenvolver.

Para cumprir a tarefa de infeccédo, C. neoformans produz fatores de viruléncia,
incluindo uma capsula polissacaridica, melanina e enzimas extracelulares, além de
termotolerancia a 37°C. A regulacdo desses fatores de viruléncia € comumente
associada a ativacdo da cascata de sinalizagdo AMPc/Proteina Quinase A, que
desempenha um papel na modulacao direta da viruléncia em C. neoformans. A capsula
polissacaridica envolve o corpo celular de Cryptococcus spp., protegendo a célula da
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dessecacao e estresse oxidativo e interrompendo as respostas imunes do hospedeiro;
CASADEVALL et al ., 2019).

A producdo de melanina fornece protegcdo contra estressores, como estresse
oxidativo, radiacdo ultravioleta e drogas. As células criptocécicas também secretam
enzimas extracelulares para promover a sobrevivéncia dentro de um hospedeiro,
incluindo fosfolipases, proteinases e urease com funcdes importantes no suporte da
integridade da parede celular, desestabilizando as membranas celulares do hospedeiro
e aumentando a capacidade invasiva de fungos apds a infeccdo de um hospedeiro
(ALMEIDA et al ., 2015).

Por fim, C. neoformans sofre um aumento de temperatura ao entrar no
hospedeiro mamifero, tornando a termotolerdncia a 37°C um fator de viruléncia
essencial. Varios genes associados a termotolerancia sdo suspeitos de desempenhar
um papel na manutencdo da integridade da parede celular e no enfrentamento do
estresse (BLOOM et al ., 2019).

As caracteristicas incomuns do envelope da célula criptocdcica atrairam atencéo
consideravel. A capsula polissacaridica esta aderida a parede celular, mas muitas vezes
se desprende copiosamente para 0 meio extracelular. A capsula aumenta a evasao
de Cryptococcus da deteccdo do hospedeiro, inibe a fagocitose e suprime as funcfes
imunoldgicas do hospedeiro. A parede celular criptocécica € enriquecida com quitosana,
a forma desacetilada do componente fungico universal quitina. A quitosana também
contribui para a evasao do hospedeiro criptocécico. A melanina ancorada na camada de
quitina da parede celular protege o fungo de ataques biéticos e abibticos, incluindo
radiacado e espécies reativas de oxigénio. Cryptococcus sintetiza melanina a partir de
varios substratos fendlicos, incluindo o neurotransmissor dopamina. Esses recursos
contribuem coletivamente para Cryptococcus como um patoégeno furtivo (BAHN YS et al,
2020).

Entre os principais artificios para a instalacdo da infeccdo do fungo estéo a
presenca de capsula polissacaridica, que € considerada um fator antifagocitico,
possuindo também um efeito deletério sobre o sistema imune, provocando uma
diminuicdo da liberacdo de citocinas por macrofagos ou mondcitos, além de reduzirem a
migracao de leucocitos para o sitio de inflamacéo (Bose et al., 2003); a capacidade de

sobreviver e se replicar a 37°C, com essa capacidade a temperatura corporal ndo acaba
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sendo um fator limitante para seu crescimento; a capacidade de sintese da melanina,
gue protege o fungo contra o ataque oxidativo; a producdo de fosfolipases, que pode
resultar em desestabilizacdo de membranas, lise celular e liberagcdo de lipideos; a
producédo de proteinases, que sdo enzimas que degradam o colageno, digerem proteinas
de importancia imunolégica e facilitam a adesdo e sobrevivéncia do patdogeno em
superficies mucosas (PEDROSO, 2008).

O neurotropismo € em parte explicado devido as propriedades singulares do
cérebro e barreira hematoencefélica (BHE), tornando esta localizacdo privilegiada ao
escape imunoldgico, comparativamente aos outros 6rgaos. O C. neoformans atravessa
a BHE e entra no Sistema Nervoso Central e, como ndo esta sob uma resposta
imunoldgica tdo vigorosa, vai se proliferando e crescendo (PINCER, 2012).

No imunocompetente, a criptococose pode ser assintomatica em 1/3 dos casos, e
o achado radiolégico mais comum € o nodulo pulmonar, resultado de granuloma
pulmonar periférico ou de pneumonia granulomatosa. Os nodulos sao tipicamente de
localizacao subpleural podendo ser solitarios ou multiplos, variando em didmetro de 0,5
a 4,0cm (KON. et al, 2008).

Considerando que o Cryptococcus neoformans é uma levedura oportunista que pode
se alojar no sistema nervoso central causando meningite, meningoencefalite e encefalite,
principalmente em individuos com algum comprometimento do sistema imune; o uso de

antifangicos pode levar a resisténcia e toxicidade.

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar a susceptibilidade das cepas de Cryptococcus neoformans, frente as
micocinas produzidas por Wickerhamomyces anomalus.

2.2 Objetivos especificos

e Obter sobrenadante contendo micocinas de Wickerhamomyces anomalus
(WA92);
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e Avaliar a atividade das micocinas presentes no sobrenadante da cultura de
Wickerhamomyces anomalus (WA92) e a inibicdo de Cryptococcus neoformans em
meio solido;

e Avaliar, pela metodologia de microdiluichio em caldo, se as cepas de
Cryptococcus neoformans sdo susceptiveis a acdo do sobrenadante contendo
micocinas Wickerhamomyces anomalus (WA92);

e Avaliar a producdo de proteinases por Cryptococcus neoformans e,
posteriormente, a inibicdo de sua atividade por micocinas de Wickerhamomyces
anomalus (WA92).

3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Recuperacéo de cepas ambientais de Cryptococcus neoformans

Cepas de isolados de Cryptococcus neoformans ambientais encontram-se
congeladas no Laboratério de Micologia do Laboratério de Andlises Clinicas, Ensino,
Pesquisa e Extenséo (LACEPE), e para recuperacao das mesmas foi utilizado um meio
contendo 1,2% de agar agar, 1% de peptona, 1% de glicose, 1% de BHI (Brain Heart
Infusion) e 1% de extrato de malte. Esse meio foi esterilizado na autoclave e disposto
em placas de Petri estéreis. Apos foi semeado cada uma das 23 cepas, e armazenado
em estufa a 32° C por sete dias. Desses ao final, depois de cinco tentativas de

recuperacdo das cepas, foi recuperado um total de 16 cepas.
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Figura 2:Cepa de Cryptococcus neoformans recuperada

3.2 Wickerhamomyces anomalus

A levedura de W. anomalus (WA92) produtora de micocinas molecularmente
identificada (depositada no GenBank numero de acesso: KT580792 - Disponivel em:
www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST) foi coletada do solo, as margens do Lago de Itaipu, na
cidade de Foz do Iguacu, localizado no estado do Parana, Brasil. Atualmente, essa

levedura faz parte da micoteca do LACEPE.

3.3 Producéo de micocinas de Wickerhamomyces anomalus

Para a producéo das micocinas, a cepa WA92 foi semeada em Agar Sabouraud
Modificado (2% agar, 1% de peptona, 2% de glicose, 1,92% de &cido citrico, 3,48% de
fosfato de potassio dibasico), pH 4,7 + 2, incubado a 32 °C por 48 horas. Apos 48 horas,
essa cepa foi inoculada em garrafas de Roux contendo 200 mL de caldo Sabouraud
Modificado (1% de peptona, 2% de glicose, 1,92% de &cido citrico, 3,48% de fosfato de
potéssio dibasico), pH 4,7 £ 2, incubado a 25 °C por 5 dias. Apos, o caldo foi centrifugado
a 6000 rpm/10 minutos, obtendo o sobrenadante, que entdo foi esterilizado por

membrana filtrante 0,22 um e armazenado a 4 °C.

3.4 Determinagao da atividade de B-glucanases

Para a determinagédo da atividade de [(-glucanases presente no sobrenadante
contendo as micocinas de W. anomalus WA92 foi realizada de acordo com a metodologia
descrita por Miller (1959), com adaptacfes, utilizando a laminarina 1% (Laminaria
digitata), tampéo acetato 50 mM, em pH 5,0. Foi preparada uma solucéo contendo 62,5
ML do sobrenadante com as micocinas de W. anomalus WA92 e 125 pL de laminarina
1%; em seguida, a soluc¢éo foi incubada a 37 °C durante 10 minutos. Apos a incubacéo,
foram retirados 100 yL da solucédo e adicionados 100 uL de acido 3,5-dinitrosalicilico
(DNS). Em seguida, as solugbes foram incubadas em agua fervente por 5 minutos, e,
apo6s esse periodo, foram adicionados 500 pyL de agua destilada estéril, e realizada a
leitura do produto da reagdo (agucar reduzido) em 550 nm. A leitura do branco foi
realizada utilizando a mesma solucéo do teste, porém, sem a adi¢cdo de laminarina. Ao
final, foi definido que uma unidade de enzima (U) foi determinada como a quantidade de

proteina necessaria para produzir 1 ymol de agucar redutor por minuto (U/min/ml). Esse
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teste foi realizado em duplicata. Foi realizada a quantificacdo de proteinas presentes no
sobrenadante de WA92 contendo as micocinas. Utilizou-se a metodologia de Bradford
(1976), empregando a Albumina Bovina como curva padrao, e a equacao da reta foi
aplicada para o calculo da concentracdo total de proteinas em mg/ml. Essa atividade
especifica de B-glucanases foi calculada por meio da razédo da concentracéo de atividade

enzimatica pela concentracdo de proteinas.

3.5 Atividade antimicrobiana em meio solido

Foi utilizado dois meios de culturas em agar Sabouraud modificado (peptona
bacteriana 1%, glicose 1%, extrato de malte 1%, extrato de levedura 1%, agar 1,2%) pH
4,7 £ 2, um teste e outro controle. O meio de cultura teste foi constituido de agar
Sabouraud modificado diluido com o sobrenadante contendo micocinas de W. anomalus
WA92, e o controle € constituido de agar Sabouraud modificado, sem a adicdo de
micocinas. Ambos 0s meios, controle e teste, foram vertidos em placa de Petri dividida
ao meio, homogeneizados e, ap6s a solidificacdo, foi semeada uma cepa de
Cryptococcus neoformans no lado teste e no lado controle; posteriormente, incubou-se
a 35 °C por 48 horas

3.6 Atividade antimicrobiana pelo método de microdilui¢céo

Para os testes de microdiluicdo, utilizou-se o método M27-A3 - Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI, 2008), com algumas modificacfes, conforme
relatado nos trabalhos de Einchenberg et al. (2018) e Nascente et al. (2003). Utilizaram-
se microplacas contendo 96 pocos, dispostos em colunas (enumeradas de 1 a 12) e
linhas (com letras alfabéticas, de A a H). As suspensdes de células de Cryptococcus
neoformans foram ajustadas a 10° UFC/mL em espectrofotdmetro no comprimento de
onda de 530 nm com leitura de absorbéncia que variava de 0,420 a 0,430
(PIETSCHMANN et al., 2009). Essas suspensdes foram preparadas em 5 mL de caldo
Sabouraud 1% e distribuidas (100 pL) nas colunas. Cada coluna correspondeu a uma
cepa teste de Cryptococcus neoformans. O sobrenadante contendo micocinas foi diluido
em agua destilada, obtendo as seguintes concentragdes de B-glucanases: 3,8; 1,9;0,95;
0,48;0,24 U/mg. Em seguida, 100 pL de cada diluicdo foi adicionada nos respectivos

pocos adicionados na linha A a F. Nas linhas G e H, foram realizados os controles,
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positivo (contendo caldo Sabouraud 1% e Cryptococcus neoformas) e negativo
(contendo somente caldo Sabouraud 1% estéril e sobrenadante de micocinas),
respectivamente. Apds o término do procedimento, a placa foi incubada a 35 °C durante
48 horas. A leitura foi realizada visualmente na placa, observando a menor concentracao
de B-glucanases que foi capaz de impedir o crescimento de Cryptococcus, a qual foi
definida como a concentracdo inibitéria minima. Realizou-se o teste com 16 cepas de

Cryptococcus neoformans.

3.7 Pesquisa de proteinases e inibicdo de proteinases por micocinas

Na pesquisa da producdo das enzimas proteinases, foram utilizadas 16 cepas de
Cryptococcus neoformans, por meio da técnica descrita por Price et al. (1982). O meio
de cultura utilizado para a pesquisa de proteinases foi constituido por um meio base
contendo agar 1,8%, previamente esterilizado por autoclavacéo, e outro meio de cultura
contendo albumina (albumina bovina fracdo V 2% e Yeast Carbon Base 1,17%). Esse
meio foi previamente esterilizado por filtragdo em membrana 0,22 um; em seguida, os
meios de cultura foram misturados e distribuidos em placa de Petri. ApGs a solidificacéo,
cepas de Cryptococcus foram semeadas em pontos equidistantes no meio de cultura e
incubadas por 6 dias, com leitura diaria da atividade enzimética (Pz). A presenca da
enzima foi observada pela forma¢édo do halo translicido de degradacdo da albumina
presente no meio de cultura, ao redor da colbnia da levedura. A leitura do Pz foi realizada
utilizando a razéo entre o diametro da colbénia (dc) e o diametro da colénia, somado a

zona de degradacéo.
Pz=dc/ddc
Sendo:
Pz: atividade enzimatica
dc: diametro da colbnia
ddc: diametro da colénia +zona de degradacao

Os resultados obtidos foram classificados em trés indices:

indice 1 indice 2 indice 3
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Pz=1 1,0<Pz>0,64 Pz <0,64

Sem atividade enzimatica | Moderadamente positiva Fortemente positiva para

para atividade enzimatica atividade enziméatica

As cepas com producao fortemente positivas para proteinases (indice 3) foram
testadas quanto a inibicdo de sua atividade. Sendo assim, uma concentracdo
subinibitéria (0,48 U/mg) de B-glucanases presente no sobrenadante de WA92 foi
adicionada ao meio base agar, juntamente com o meio de cultura contendo albumina.
Em seguida, as placas foram homogeneizadas e, apos sua solidificacdo, as leveduras
de Cryptococcus foram semeadas em pontos equidistantes. As placas foram incubadas
a 32 °C, por um periodo de 6 dias, com leitura diria do Pz. Foi considerado teste positivo,
ou seja, inibicdo da atividade enzimatica, quando ndo houve a formacédo do halo de

degradacédo da albumina.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Producao de Micocinas de Wickerhamomyces anomalus

Apés a producdo da micocina, o sobrenadante foi armazenado em garrafa e
mantido em geladeira & 4 °C.
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Figura 3: Sobrenadante da micocina WA92.

4.2 Determinagao da atividade de B-glucanases

A parede celular dos microrganismos é constituida por polissacarideos, como 0s
B-glucanos. As B-glucanases podem ativar um sistema de lise celular, degradando a
parede do microrganismo, causando a sua morte (BIELECKI; GALAS, 1991). Um estudo
de Tay et al. (2014) confirmou a presenga de B-glucanases em micocinas produzidas por
W. anomalus, por isso, a determinacdo da sua atividade confere na sua capacidade em
destruir as células de microrganismos patogénicos.

Neste estudo, foi encontrada, no sobrenadante de cultura de W. anomalus, a
atividade especifica de 3,8 U/mg de B-glucanases. Lima et al. (2013) obtiveram, com o
mesmo estudo, a quantidade de 0,071 U/mg. Calazans et al. (2021) relataram 0,40 U/mg
de atividade especifica em micocinas produzidas por W. anomalus. Essa diferenca na
producao de B-glucanases pode estar relacionada a algumas variacbes do meio de

cultura, temperatura e pH.

4.3 Atividade antimicrobiana em meio sdlido

O teste do meio sélido foi realizado para avaliar a atividade antifungica das
micocinas produzidas por W. anomalus. No lado controle, foram semeadas cepas da
levedura Cryptococcus neoformans no meio de cultura sem a adigdo de micocinas,
havendo o crescimento da levedura (lado A); no lado teste (lado B), houve a adi¢cao do
sobrenadante contendo micocinas de WA92 no meio de cultura, verificando, dessa

forma, a inibicdo total de Cryptococcus neoformans.
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Lado A Lado B

Figura 4: Atividade antimicrobiana de micocinas em meio soélido. Lado A: Controle, crescimento de
Cryptococcus neoformans em meio de cultura. Lado B: Teste, sem crescimento de Cryptococcus
neofarmas em meio de cultura contendo adi¢cdo de micocinas.

O teste de atividade antimicrobiana em meio sélido é um método muito efetivo,
onde oferece uma leitura visual da atividade das micocinas sobre 0 microrganismo que
estd sendo testado, que é o que mostra o trabalho de Junges et al. (2020), que
verificaram a inibicdo total de cepas multirresistentes de Acinetobacter baumannii
isoladas de amostras biol6gicas humanas. Na pesquisa de Calazans et al. (2021),
demonstrou a inibicdo de cepas de Staphylococcus aureus isolados de carnes. Essas
respostas se deram por causa da presenca de micocinas de W. anomalus no meio de

cultura.

4.4 Atividade antimicrobiana pelo método de microdilui¢céo

O teste de microdiluicdo foi realizado para determinar a concentragao inibitoria
minima de B-glucanases presente no sobrenadante de W. anomalus WA92, que é capaz
de impedir o crescimento de Cryptococcus neoformans. A inibicdo se deu quando usada

a concentracao de 0,95 U/mg de B-glucanase, concentracao que inibiu 100% das cepas.

Paris et al. (2016) relatam que as micocinas apresentaram atividade antifungica,
por meio do teste em microdiluicio em caldo, quando testadas sobre leveduras de
Candida albicans.
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MICOCINAS (dilui¢bes sobrenadantes)

Micro-organismo

Cryptococcus neoformans 133
Cryptococcus neoformans 129
Cryptococcus neoformans 139
Cryptococcus neoformans 91
Cryptococcus neoformans 157
Cryptococcus neoformans 65
Cryptococcus neoformans 99
Cryptococcus neoformans 01
Cryptococcus neoformans 66
Cryptococcus neoformans 164
Cryptococcus neoformans 158
Cryptococcus neoformans 678
Cryptococcus neoformans 167
Cryptococcus neoformans 169
Cryptococcus neoformans 122

Cryptococcus neoformans 02

WA92

P 12 1:4 118 1116 1:32

+ o+ o+ - - -
+ o+ o+ - - -
+ o+ o+ - - -

+ o+ o+ - - -
+ o+ o+ - - -
+ o+ o+ - - -
+ o+ o+ - - -
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Legenda: P(pura) + (ndo crescimento) - (crescimento). WA 92: micocinas do sobrenadante da cepa de W. anomalus
92

Tabela 1: Acdo inibitéria pelo método de microdiluicdo da micocina do sobrenadante da cepa WA92 frente
as cepas de Cryptococcus neoformans.

Concentracao de 3-glucanase para inibicao Cryptococcus
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Concentracido def-glucanases em U/mg

Gréfico 1: Teste de susceptibilidade de Cryptococcus neoformans frente &asas micocinas de

Wickerhamomyces anomalus presentes no sobrenadante de WA92, em diferentes concentragdes de -
glucanases.

4.5 Pesquisa de proteinases e inibicdo de proteinases por micocinas

Para a realizacdo desse teste, foram selecionadas 16 cepas de Cryptococcus
neoformans. Os resultados demonstram a formacdo de um halo translicido
representando positividade para a producdo de proteinases, e a auséncia do halo
descreve as cepas sem atividade. Em relacdo a producéo de proteinases, verificou-se
gue 8(50%) das 16 cepas apresentaram atividade fortemente positiva para a producao
da enzima, apresentando o indice 3. No indice 2 mostrou que 3(18,75%) das cepas
encontram-se nesse nivel, possuindo atividade moderadamente positiva, enquanto que
as outras 5(31,25%) cepas foram classificadas como indice 1, sem atividade enzimatica,

como mostra tabela e gréafico abaixo:
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Classificacao indice enzimatico

Micro-organismo indice 1 | indice 2 | indice 3
Cryptococcus neoformans 133 X
Cryptococcus neoformans 129 X
Cryptococcus neoformans 139 X
Cryptococcus neoformans 91 X
Cryptococcus neoformans 157 X
Cryptococcus neoformans 65 X
Cryptococcus neoformans 99 X
Cryptococcus neoformans 01 X
Cryptococcus neoformans 66 X
Cryptococcus neoformans 164 X
Cryptococcus neoformans 158 X
Cryptococcus neoformans 678 X
Cryptococcus neoformans 167 X
Cryptococcus neoformans 169 X
Cryptococcus neoformans 122 X
Cryptococcus neoformans 02 X

Tabela 2:Classificagcao quanto ao indice enzimatico das cepas de Cryptococcus neoformans.
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indice enzimatico

» indice 1 =Indice2 =indice3 =

indice 1 indice 2 indice 3
Sem atividade enzimética Moderadamente positiva para atividade Fortemente positiva para atividade
enzimatica enzimatica

Gréfico 2: FregiénciaFrequéncia de indice enzimético de proteinase em amostras de
Cryptococcus neoformans.

Todas as cepas de Cryptococcus neoformans que apresentaram atividade
fortemente positiva para proteinases, ou seja, apresentaram o indice 3, tiveram sua
atividade enzimética reduzida ao indice 1 (sem atividade), quando foram semeadas em
meio de cultura para pesquisa de proteinases, com a adicdo de uma concentracdo
subinibitéria (0,48 U/mg de B-glucanases) do sobrenadante de cultura de W. anomalus.

Sendo assim, 0 uso de substancias que promovam a inibicdo das proteinases
pode reduzir o seu potencial de viruléncia e ser uma alternativa terapéutica para
microrganismos produtores dessa enzima (ASENCIO et al., 2005; MUNRO; HUBE,
2002).

Vidotto et al (2005) avaliaram 151 cepas de C. neoformans de portadores de HIV,
em S&o Paulo - Brasil. Todas apresentaram producéo de proteinase, sendo a maioria
fortemente produtora no 8°dia de incubacéo a 37°C, com valores de Pz entre 0,399 e
0,00 (80,79%).
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No estudo de Pereira, 2006; todas as 56 amostras de Cryptococcus analisadas
demonstraram-se produtoras de proteinases. Deste total evidenciaram-se que 96%
foram classificadas como fortemente produtoras de proteinase.

Dessa forma, o uso de substancias que promovam a inibicdo das proteinases
pode reduzir o seu potencial de viruléncia e ser uma alternativa terapéutica para
microrganismos produtores dessa enzima (ASENCIO et al.,, 2005; MUNRO; HUBE,
2002).

Assim sendo, acredita-se que as micocinas sdo uma alternativa na reducao da

patogenicidade causada por Cryptococcus neoformans.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Cepas de Cryptococcus neoformans foram susceptiveis & agcdo das micocinas
produzidas por W. anomalus (WA92). Os resultados mostraram, pelo teste de
microdiluicdo em caldo, que 100% das cepas de Cryptococcus neoformans testadas
foram inibidas quando utilizado o sobrenadante de cultura contendo micocinas. No teste
de producédo de proteinases, 50% das cepas testadas foram fortemente produtoras de
proteinases. Todas essas cepas que tiveram a sua atividade enzimatica fortemente
positivas foram inibidas quando testadas em meio de cultura contendo uma concentragéo
subinibitoria de B-glucanases.

Diante disso, podemos afirmar que as micocinas possuem um potencial
farmacoldgico, podendo ser um promissor agente no controle e tratamento de infeccfes

causadas por Cryptococcus neoformans.
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