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RESUMO

Moringa oleifera Lamarck (Moringaceae) € uma planta com sementes contendo lectinas
(proteinas que se ligam a carboidratos), dentre elas a lectina soldvel em agua de sementes de
M. oleifera (WSMoL). O objetivo desse trabalho foi avaliar a atividade antifingica e
antibiofilme de WSMoL contra leveduras dos géneros Candida e Cryptococcus, bem como
efeitos subcelulares que possam estar relacionados com essa lectina. WSMoL foi isolada por
cromatografia em coluna de quitina seguindo procedimento previamente estabelecido. A
atividade antifingica foi avaliada através da determinacdo da concentragdo minima inibitdria
(CMI) pelo ensaio de microdilui¢do e a concentracdo minima fungicida (CMF) que foi obtida
apartir da CMI, sendo um inoculado em placa de petri contendo Sabouraud. Foram
estabelecidas as curvas de crescimento na auséncia e presenca da lectina em concentracdes
que variaram entre 4 x MIC, 2 x MIC, MIC, ¥%:MIC, ou “MIC. Através de citometria de
fluxo, utilizando sondas fluorescentes apropriadas, foram investigadas a ocorréncia de morte
celular por apoptose ou necrose, alteracdes no potencial da membrana mitocondrial (A¥m) e
influéncia na integridade lisossomal. Adicionalmente, foi avaliada a atividade antibiofilme de
WSMoL sobre o isolado Cryptococcus neoformans B3501, apenas nessa cepa por ter sido
capaz de formar biofilme. WSMoL apresentou efeito inibitério no crescimento de todas as
espécies de Candida com CMI de 20 pg/mL. Atividade fungicida foi detectada, sendo os
menores valores de CMF para C. glabrata e C. krusei (20 e 40 pug/mL, respectivamente). O
ensaio de cinética de crescimento revelou que o efeito fungistatico se inicia entre nona e a
décima nona hora de incubacdo, dependendo da espécie de Candida. A WSMoL, na CMI,
teve 0 numero de células apoptéticas e necrdticas aumentado ap6s 24 horas de incubacdo em
C. albicans C. glabrata e C. krusei, J& para C. parapsilosis, houve aumento somente no
namero de células apoptéticas. Apos 12 h de incubagdo, WSMoL induziu hiperpolarizacdo da
membrana mitocondrial das células de Candida, seguida por reducdo do A¥m com 24 horas.
Danos a integridade dos lisossomos ndo foram detectados nas células de Candida. Com
relacdo as leveduras do género Cryptococcus, WSMoL apresentou efeito fungistatico (CMI:
6,25 pg/mL) sobre as linhagens B3501 e H99 de C. neoformans e R265 de C. gattii, porém
néo foi detectada acao fungicida. Foi observado que na CMI a cepa H99 apresentou um maior
numero de células necroticas (9,9% das células em comparacdo com somente 3,8% no
controle negativo). Na mesma concentracdo ndo se observou necrose para B3501 e R265. As

curvas de crescimento indicaram efeito inibitério sobre H99 se iniciando por volta de 12 horas



de incubacédo. Para B3501 e R265 WSMoL comecou a apresentar efeito inibitdrio a partir de
16 horas e 20 horas, respectivamente. O tratamento com a lectina resultou em danos na
integridade dos lisossomos de células de B3501 e R265, bem como despolarizacéo
mitocondrial em B3501. WSMoL, em concentragdes entre 25 e 400 pg/mL, inibiu a formacéo
de biofilme por C. neoformans B3501, unico isolado que se mostrou capaz de produzir
biofilme. Em conclusdo, WSMoL apresenta potencial antifingico contra leveduras dos
géneros Candida e Cryptococcus por induzir eventos que comprometem a homeostase celular,
0 que estimula futuros estudos para a caracterizacdo detalhada do mecanismo de acdo dessa

proteina.

Palavras-chave: Leveduras patogénicas; Criptococose; Candidiase; Lectina ligadora de

quitina.



ABSTRACT

Moringa oleifera Lamarck (Moringaceae) is a plant with seeds containing lectins (proteins
that bind to carbohydrates), among them the water-soluble lectin from seeds of M. oleifera
(WSMoL). The objective of this work was to evaluate the antifungal activity of WSMoL
against yeasts of the genera Candida and Cryptococcus, as well as subcellular effects that may
be related to this lectin. WSMoL was isolated by chitin column chromatography following a
previously established procedure. The antifungal activity was evaluated by determining the
minimum inhibitory (MIC) and minimum fungicide (MFC) concentrations ranging from 4 x
MIC, 2 x MIC, MIC, %MIC, or ¥*MIC by the microdilution assay. Growth curves were
established in the absence and presence of lectin in different concentrations. Through flow
cytometry, using appropriate fluorescent probes, the occurrence of cell death due to apoptosis
or necrosis, changes in mitochondrial membrane potential (A¥m) and influence on lysosomal
integrity were investigated. Additionally, the WSMoL antibiofilm activity on the
Cryptococcus neoformans B3501 isolate was evaluated. WSMoL showed an inhibitory effect
on the growth of all Candida species with MIC of 20 pug/mL. Fungicidal activity was
detected, with the lowest MFC values for C. glabrata and C. krusei (20 and 40 pg/mL,
respectively). The growth kinetics assay revealed that the fungistatic effect starts between the
ninth and nineteenth incubation, depending on the Candida species. The WSMoL, at CMI,
had the number of apoptotic and necrotic cells increased after 24 hours of incubation in C.
albicans, C. glabrata and C. krusei. For Candida parapsilosis, there was an increase only in
the number of apoptotic cells. After 12 h of incubation, WSMoL induced hyperpolarization of
the mitochondrial membrane of Candida cells, followed by a reduction in AWm after 24 h.
Damage to the integrity of the lysosomes has not been detected in Candida cells. Regarding
yeasts of the Cryptococcus genus, WSMoL had a fungistatic effect (CMI: 6.25 pug/mL) on
isolates B3501 and H99 of Cryptococcus neoformans and R265 of Cryptococcus gattii, but no
fungicidal action was detected. It was observed that in the MIC the H99 strain had a higher
number of necrotic cells (9.9% of the cells in compared to only 3.8% in the negative control).
The growth curves indicated an inhibitory effect on H99 starting around 12 h of incubation.
For B3501 and R265 WSMoL began to show an inhibitory effect after 16 h and 20 h,
respectively. Treatment with lectin resulted in damage to the integrity of the lysosomes of
B3501 and R265 cells, as well as mitochondrial depolarization in B3501. WSMoL, at

concentrations between 25 and 400 pg/mL, inhibited biofilm formation by C. neoformans



B3501, the only isolate that was shown to be capable of producing biofilm. In conclusion,
WSMoL has antifungal potential against yeasts of the genera Candida and Cryptococcus for
inducing events that compromise cellular homeostasis, which stimulates future studies for the

detailed characterization of the mechanism of action of this protein.

Keywords: Pathogenic yeasts. Cryptococcosis. Candidiasis. Chitin-binding lectin.
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e iodeto de propidio (P1). Nos graficos representativos FL1 vs. FL3,
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1 INTRODUGCAO

Moringa oleifera Lamarck (Moringaceae) é uma planta nativa do Nordeste da india,
Paquistdo e Afeganistdo, largamente cultivada na regido tropical e subtropical. Apresenta
diversas propriedades farmacéuticas, sendo utilizada como remédio para varias doencas na
medicina tradicional (KALPANA et al., 2013). Diversos estudos ja revelaram seu potencial
como fonte de agentes nematicida, tripanocida, imunomodulador, entre outros (MEDEIROS
et al., 2018; CORIOLANO et al., 2018; PONTUAL et al., 2018). Suas sementes possuem
uma lectina (proteinas que se ligam a carboidratos) soltvel em agua (WSMoL; water-soluble
M. oleifera lectin), a qual ja& foi avaliada quanto a diversas propriedades, incluindo acédo
antibacteriana contra espécies patogénicas ou corrosivas (FERREIRA et al., 2011; MOURA
etal., 2015; MOURA et al., 2017; CORIOLANO et al., 2020).

As lectinas se ligam a carboidratos de forma especifica, podendo ser estes
monossacarideos, oligossacarideos e polissacarideos. Lectinas podem reconhecer e interagir
com glicoconjugados e polissacarideos presentes na superficie celular, propriedade que
confere a essas proteinas varias atividades bioldgicas, pois estas sdo capazes de interferir na
integridade das paredes e membrana celulares, bem como desencadear respostas intracelulares
(PROCOPIO et al., 2017). Sdo moléculas onipresentes na natureza, pois podem ser expressas
em animais, plantas e microrganismos (HAMED et al.,, 2017). As lectinas vegetais
desempenham um papel importante nos mecanismos de defesa contra o ataque de
microrganismos (DIAS et al., 2015) e varios estudos ja retrataram atividade antimicrobiana de
lectinas extraidas de plantas (COELHO et al., 2018). Algumas lectinas vegetais sdo ativas
contra fungos por serem capazes de se ligarem a quitina presente nas paredes celulares,
resultando em acdo inibitoria sobre o crescimento e desenvolvimento, dentre outros efeitos
(DIAS et al., 2015).

A candidiase € a infeccdo fungica mais comum entre a populacdo humana, normalmente
decorrente de um desequilibrio da flora natural ou de um comprometimento do sistema
imunoldgico (TALATTOF et al., 2018). A incidéncia de candidemia em hospitais terciarios
em todo o mundo aumentou substancialmente nas Gltimas décadas. Além disso, estas
infeccbes prolongam a permanéncia de pacientes em hospitais, tornando maiores 0s custos
relacionados ao tratamento (NETO et al., 2014). A quitina esta presente na parede celular de
varias espécies de Candida (NOGUEIRA et al 2017; PREECHASUTH et al., 2015), podendo

ser um alvo da acdo das lectinas. Estudos tém sido realizados a fim de avaliar a atividade
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antifungica de lectinas ligadoras de quitina sobre espécies de Candida e seus modos de agéo
sobre essas leveduras (PROCOPIO et al., 2017b; SILVA et al., 2018).

Fungos do complexo C. neoformans/C. gattii sdo leveduras cosmopolitas encapsuladas
capazes de infectar e causar doencas em muitos hospedeiros, incluindo o homem. A doenca
causada por esses microrganismos é denominada criptococose, sendo uma infeccdo sistémica
que pode ser subaguda ou crbnica e potencialmente fatal, afetando principalmente as
meninges (RAMOS et al., 2018). Pode afetar individuos aparentemente imunocompetentes,
entretanto € mais frequente em pacientes imunocomprometidos, sendo uma importante
infecgdo oportunista relacionada & AIDS e em receptores de transplante de 6rgdo solido ou
individuos em uso de corticoides (GUARANA, et al., 2018).

As infeccBes fungicas graves precisam de terapia antifungica apropriada para que o
paciente tenha um resultado bem-sucedido. Sdo utilizadas cinco classes antifungicas
principais: azdis, equinocandinas, polienos, alilaminas e analogos de pirimidina
(FUENTEFRIA et al., 2018). Poucas classes de drogas antiflngicas estdo, portanto,
disponiveis, e 0 surgimento da resisténcia a essas classes de drogas, bem como a resisténcia a
maultiplas drogas dificulta muito o manejo do paciente (PERLIN et al., 2017). Outro agravante
também é o fato que os medicamentos atuais podem ser limitados por interacdes
medicamentosas e graves efeitos adversos /toxicidades que impedem seu uso prolongado ou
aumento da dosagem (WIEDERHOLD, 2017). Como exemplo, tem sido observado o
aumento da resisténcia as equinocandinas, resisténcia aos azois e resisténcia cruzada a duas
ou mais classes de antifingicos principalmente em grandes centros terciarios e oncoldgicos
dos Estados Unidos da América (FARMAKIOTIS e KONTOYANNIS, 2017). Gago et al.
(2016) avaliaram a resisténcia de cepas de Cryptococcus a antifingicos e observaram que
29% das cepas foram resistentes ao fluconazol. Lindberg et al. (2019) avaliaram
medicamentos antifungicos contra leveduras isoladas de amostras de sangue de pacientes com
candidemia e identificaram suscetibilidades reduzidas ao fluconazol e equinocandinas em C.
glabrata e C. parapsilosis, respectivamente.

Diante deste contexto, produtos naturais tém se mostrado uma terapia alternativa para o
tratamento de candidiase e criptococose. O objetivo do presente trabalho foi avaliar as
atividades antifingica e antibiofilme de WSMoL sobre leveduras dos géneros Candida e

Cryptococcus, bem como os efeitos subcelulares desencadeados por essa lectina.
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OBJETIVOS

2.1 Geral

v

Investigar o potencial de WSMoL no crescimento, sobrevivéncia e na capacidade

formadora de biofilme de espécies de Candida e Cryptococcus.

2.2 Especificos

v

Realizar uma revisdo sobre o estado-da-arte em atividade antifingica de lectinas
contra leveduras patogénicas;

Avaliar as atividades fungistatica e fungicida de WSMoL contra espécies de Candida
e Cryptococcus;

Determinar a cinética de crescimento para as leveduras na auséncia e presenca da
lectina;

Investigar a ocorréncia de morte de celular por apoptose ou necrose nas células de
Candida e Cryptococcus tratadas com a lectina;

Investigar a ocorréncia de danos em niveis mitocondrial e lisossomal nas células de
Candida e Cryptococcus tratadas com a lectina;

Avaliar a atividade antibiofilme de WSMoL contra o isolado C. neoformans B5301.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 Lectinas

3.2 Generalidades

O termo lectina vem do latim “legere” que significa escolher ou selecionar (KUMAR
et al. 2018). As lectinas sdo proteinas que reconhecem e se ligam a carboidratos de forma
reversivel e especifica; elas ndo tém origem imune e podem se ligar a agUcares simples
(monossacarideos e dissacarideos) e complexos (oligossacarideos e polissacarideos). A
ligacdo especifica da lectina a carboidratos pode resultar em aglutinacdo celular e precipitacéo
de glicoconjugados. Por isso, as lectinas também sdo chamadas de aglutininas (HAMED et
al.,, 2017). A interacdo entre as lectinas e carboidratos ocorre através de ligacbes néo-
covalentes, tais como pontes de hidrogénio, interacdes de van der Waals e interacdes
hidrofobicas (PAIVA et al., 2012) e elas diferem-se de enzimas por ndo alterarem a estrutura
covalente do carboidrato ligado (HAMED et al., 2017). As lectinas estdo envolvidas no
desencadeamento de sinalizacdo celular e respostas bioquimicas em diversos processos
biolégicos, sendo, portanto, amplamente atuantes no reconhecimento entre as células,
proliferacdo celular, migracdo celular, adesdo a matriz extracelular e interacGes parasita-
hospedeiro (SOUZA et al 2013).

O primeiro relato de lectina foi feito em 1888 por Stillmark, que observou que extratos
brutos de mamona (Ricinus communis) continham uma proteina chamada ricina, capaz de
aglutinar alguns glébulos vermelhos de animais (HAMID et al., 2013). Por um longo periodo,
essas proteinas foram denominadas hemaglutininas, devido a sua capacidade de aglutinar
eritrocitos. Foi presumido por Landsteiner, em 1907, que as acfes das hemaglutininas
vegetais eram semelhantes as reacdes de reconhecimento antigeno-anticorpo. Posteriormente,
foi isolada a lectina de sementes de Canavalia ensiformis, denominada como concanavalina A
(ConA), sendo demonstrada a capacidade desta proteina de aglutinar eritrocitos, leveduras,
bactérias e compostos, tais como granulos de amido (SHARON e LIS, 2004). No entanto,
mais tarde descobriu-se que algumas lectinas ndo exibiam atividade aglutinante. Foi também
definido que as lectinas ndo induzem alteragcdes na estrutura dos carboidratos aos quais se
ligam, e nem tém origem imune, ndo podendo ser consideradas como anticorpos (DAN et al.,
2016).
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Com relagdo ao arranjo molecular as lectinas podem variar consideravelmente desde
proteinas monomeéricas a proteinas com diferentes subunidades por molécula. De acordo com
Van Damme et al. (1998), as lectinas podem ser classificadas quanto ao numero e tipos de

sitios de ligacdo, conforme representado na figura 1. Esta lectinas séo classificadas em:

e Merolectinas: lectinas com apenas um dominio de ligacdo a carboidratos,
geralmente pequenos peptideos isolados. Por terem natureza monovalente, esse
grupo ndo pode aglutinar células.

e Hololectinas: apresentam dois ou mais sitios de ligacéo a carboidratos idénticos
ou homélogos podendo aglutinar e/ou precipitar glicoconjugados. A maioria das
lectinas isoladas e caracterizadas pertencem ao grupo das hololectinas.

e Quimerolectinas: inclui todas as lectinas vegetais que possuem pelo menos um
dominio de ligacdo a carboidrato, e um outro dominio com uma
atividade catalitica ou uma outra atividade bioldgica.

e Superlectinas: Lectinas que possuem dois ou mais dominios de ligagcdo a
carboidratos, cada um com uma especificidade diferente.

Merolectinas Hololectinas
) »
( 1'4‘, Carboidrato g \//7
= g Carboidrato
W

Quimerolectinas ; .
g a Carboidrato
\

Carboidrato

( \\ “T’mmm
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Superlectinas

Dominio

) )"\ - catalitico Carboidrato X b
Carboidrato (> - i\ N Carboidrato Y

\

Bezerro, R.F.

Figura 1: Representagdo esquematica de quatro tipos de lectinas, classificadas quanto ao
numero e tipo de sitios de ligacdo em merolectinas, hololectinas, quimerolectinas e

superlectinas. Fonte: Bezerra (2009).
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A especificidade de ligacdo da lectina também pode ser considerada um critério para a
classificacdo. Existem lectinas que se ligam especificamente a monossacarideos e aquelas que
se ligam preferencialmente a oligossacarideos. Um exemplo de classificacdo séo os grupos de
lectinas que se ligam a N-acetilglicosamina e quitina; acidos N-glicurdnico, galacturénico,
xilurénico, L-idurdnico, sidlico e N-acetilmuramico; ligadoras de glicose/ manose; ligadoras
de galactose e N-acetil-D-galactosamina; e ligadoras de L-fucose (SHARON e LIS, 1990;
KUMAR et al., 2012).

As lectinas sdo encontradas em uma grande variedade de organismos, como algas,
microrganismos, plantas, invertebrados e vertebrados (AKKOUH, 2015). Por reconheceram
carboidratos e glicoconjugados em células, tecidos e fluidos bioldgicos, as lectinas sdo
valiosas ferramentas na Biotecnologia, incluindo uso em diagndsticos e como agentes
terapéuticos (COELHO et al., 2017). As lectinas podem ter diversas atividades bioldgicas, tais
como antiviral, antibacteriana, antifungica, antitumoral, antioxidante, imunomoduladora,
inseticida, entre outras (MITCHELL et al., 2017; ZHANG et al., 2015; GOMES et al., 2012;
CATANZARO et al., 2020; FERREIRA et al., 2018).

As lectinas variam em sua solubilidade e estabilidade de acordo com a sequéncia de
aminoacidos na cadeia polipeptidica, podendo essas caracteristicas estruturais serem
exploradas para obtencdo de preparacOes concentradas de lectinas e para purificagdo das
mesmas (PAIVA et al.,, 2011). O isolamento das lectinas pode ser realizado por uma
combinacdo de diferentes técnicas de purificacdo. Para precipitar lectinas podem ser usados
acidos (por exemplo, acido acético), solventes organicos (por exemplo, acetona) ou sal (por
exemplo, sulfato de amonio) (NAAEMM et al., 2007; MEDEIROS et al., 2010; SANTOS et
al., 2021). Métodos cromatogréficos, incluindo cromatografia de afinidade, cromatografia de
troca ibnica, cromatografia de interacdo hidrofobica e cromatografia e filtracdo em gel, podem
ser utilizados (LAM e NG, 2011). As condi¢cbes da coluna utilizadas nas etapas
cromatograficas para lavagem, adsorcdo e dessorcdo (incluindo volume e concentracdo de
proteina da amostra, tamanho do poro e carga da matriz, comprimento da coluna, temperatura,
solugéo usada dessorcéo, a velocidade do fluxo e o volume da fragdo coletada) séo definidos a
fim de aumentar o rendimento e o grau de pureza. A escolha do método cromatografico é
realizada de acordo com as caracteristicas bioquimicas da lectina (PAIVA, P. M. G et al,,
2010).

O metodo mais utilizado para detecgdo de lectinas é o ensaio de hemaglutinacdo (Figura
2). Nesse ensaio, a ligacdo de lectinas a glicoconjugados na superficie do eritrocito forma uma

rede que mantém os eritrécitos aglutinados e suspensos em solucéo, fenébmeno chamado de
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atividade hemaglutinante. Esse ensaio pode ser realizado em placas de microtitulacéo e é de
facil visualizacdo (PAIVA et al., 2012).
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Figura 2: Representacdo esquematica do ensaio de hemaglutinacdo. O primeiro poco da placa
corresponde ao controle (auséncia da lectina), em que ocorre a precipitacdo dos eritrécitos no
fundo da placa. Nos demais pocos é realizada uma diluicdo seriada da amostra a fim de se

detectar a menor concentracdo na qual ainda se forma a malha de aglutinacédo. Fonte: A autora

Para confirmacdo da presenca de lectinas, é necessario realizar o ensaio de inibicdo da
atividade hemaglutinante, uma vez que componentes como taninos, flavonoides, ions e
enzimas sdo capazes de dispersar ou lisar os eritrocitos, o que resulta em aspecto visualmente
similar no ensaio de hemaglutinacdo (pseudo-aglutinacdo). O teste de inibigdo explora a
capacidade especifica das lectinas de se ligarem a carboidratos livres em solucdo, que ocupam
0s sitios de ligacdo a carboidratos e impedem a interacdo da lectina com os glicoconjugados
da superficie dos eritrocitos (PAIVA et al., 2012). O ensaio de hemaglutinacdo também
permite avaliar a estabilidade da lectina a valores de pH e temperatura, podendo assim
determinar as condi¢cdes a serem utilizadas na aplicacdo biotecnoldgica da lectina. Além
disso, o ensaio pode revelar especificidade de carboidratos da lectina, através da definicao
definida pelo carboidrato que inibe mais efetivamente a atividade hemaglutinante (PAIVA et
al., 2010).

O interesse pelas lectinas tem se intensificado devido a sua especificidade para
carboidratos, pois podem ser reagentes valiosos para a investigacao de agucares da superficie
celular, purificacdo e caracterizagcdo de glicoproteinas (SING et al., 2014). Centenas de
lectinas vegetais foram isoladas e caracterizadas em graus variados, principalmente em
sementes. A diversidade estrutural dessas proteinas requer mais estudos para aprimorar a

compreensdo de suas diferentes propriedades, bioquimicas e funcionais (POMPEU et al.,
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2015). E improvavel que todas as funcdes e aplicacdes das lectinas tenham sido identificadas.
Sua ampla ocorréncia e suas propriedades bem definidas de ligagdo a carboidratos sdo
ferramentas importantes no campo da Glicobiologia, Imunologia, Biotecnologia. (NASI et al.,
2009 POMPEU et al., 2015).

Quanto a especificidade de ligacdo a carboidratos, as lectinas podem ser
monospecificas ou poliespecificas. Este ultimo grupo engloba lectinas que podem interagir
com mais de um aclcar (ZUBCEVIC et al., 2018). As lectinas de plantas podem ser
categorizadas em doze familias com base na similaridade estrutural do dominio de
reconhecimento de carboidratos: amarantinas; homdlogas da aglutina de Agaricus bisporus;
aglutininas relacionadas a quitinases; aglutininas da familia Euonymus; cianovirinas; familia
da aglutinina de Galanthus nivalis; lectinas com dominio heveinico; lectinas relacionadas a
jacalina; lectinas de leguminosas; lectinas com dominio LysM; Nictaba; lectinas da familia
ricina-B (JIANG et al., 2015; CHANG-SHAN et al., 2018).

3.1.2. Atividade antimicrobiana de lectinas

Lectinas de plantas com atividades antibacterianas e antifingicas contra
microrganismos causadores de doengas humanas tém sido isoladas de sementes, cerne,
cladodios e folhas (GOMES et al., 2013). A atividade antibacteriana em bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas tem sido explicada pela interacdo das lectinas com residuos de
carboidratos acessiveis da parede celular ou membrana celular incluindo os acidos teicoicos e
teicurénicos, peptideoglicanos e lipopolissacarideos (QADIR et al., 2013). Esta ligacdo pode
desencadear uma cascata de respostas bioldgicas e, consequentemente, inibir a motilidade e
multiplicacdo de micro-organismos (POMPEU et al. 2015).

Devido ao fato de os fungos serem 0s principais patdgenos presentes em culturas
vegetais, subentende-se que as plantas exibam uma variedade de respostas de defesa a
infestacdo por fungos. Dentre estas respostas, estd 0 aumento da expressdo de quitinases,
proteinas inibidoras de proteases e proteinas ligadoras de quitina (dentre essas, as lectinas).
Supostamente, a maioria dessas respostas se desenvolveu para combater infeccdes fangicas,
embora também tem sido demonstrado que lectinas ligadoras de quitina possuem atividade
inseticida (BUETER et al., 2013).

A quitina € um dos polimeros de carboidratos mais abundantes na natureza, ficando
atras apenas da celulose. Apresenta cadeia linear e € composta de unidades de N-acetil-
glicosamina unidas por ligagcbes glicosidicas do tipo P1—4, sendo encontrada nos
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exoesqueletos de insetos, paredes celulares de fungos, ovos de nematddeos, diatomaceas
marinhas e conchas de crustaceos e zooplancton (ZIATABAR et al. 2018; CHANG-SHAN et
al., 2018).

Os peptideos semelhantes a heveina sdo uma familia de peptideos ricos em cisteina e
com capacidade de ligacdo a quitina, consistindo em 29-45 aminoédcidos (KINI et al., 2015).
Sao classificados em um amplo esquema como modulos de ligacdo de carboidratos que
incluem lectinas (WONG, K. H. et al. 2017). Sua propriedade de ligacdo de quitina é
essencial para a defesa da planta contra fungos (KINI et al., 2015). Apesar de se saber que a
heveina apresenta uma afinidade relativamente fraca para quito-oligossacarideos, outras
lectinas ligadoras de quitina tem mdaltiplos dominios de ligacdo a carboidratos e suas
sequéncias de aminoacidos sao significativamente diferentes, incluindo os residuos
aromaticos (ITAKURA et al., 2017). A inibicdo do crescimento fungico pode ocorrer através
da ligacdo da lectina a componentes da parede das hifas e células fungicas, resultando em méa
absorcdo de nutrientes, bem como pela interferéncia nos processos de germinagéo dos esporos
(QADIR et al., 2013).

A atividade antifungica de lectinas, principalmente contra leveduras patogénicas é
abordada em maiores detalhes na secdo 4.1 dessa tese, que apresenta um artigo de revisdo
sobre o0 tema. Maiores detalhes sobre os géneros investigados nessa tese (Candida e
Cryptococcus) também sdo apresentados na mesma secéo.

3.2. Moringa oleifera

Moringa oleifera (Figura 3) € uma planta da familia Moringaceae, que inclui outras 12
espécies. E uma das espécies mais conhecidas e amplamente distribuidas da familia, podendo
crescer em tropicos Umidos ou terras quentes, sendo pouco afetada pela seca (FARES et al.,
2007). No Brasil, esta distribuida amplamente, inclusive por toda regido do semiérido.
(SANTOS et al., 2012; SANTOS et al., 2015). Seu epiteto especifico se refere a quantidade
de 6leo que pode ser encontrada em suas sementes (AYERZA, 2011).

E uma planta comestivel que apresenta grandes potenciais nutricional e medicinal,
atribuidos a suas raizes, casca, folhas, flores, frutos e sementes (SHARIFUDIN et al., 2013).
Nas Filipinas, ¢ conhecida como “melhor amiga da mae” devido a sua utilizagdo para
aumentar a producdo de leite da mulher, sendo também prescrita para anemia (ANWAR, F.
et al., 2007). Altamente valorizada no mundo antigo, a M. oleifera foi bastante utilizada pelos

romanos, gregos e egipcios, que extraiam o 6leo das suas sementes e usavam como perfume e
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locdo para a pele (DIXIT, S. et al., 2016). M. oleifera também é utilizada para purificacéo de
agua e producdo de biodiesel (SAINI et al., 2016). Diversas atividades bioldgicas como
atividades antiproliferativa, antimicrobiana, antioxidante, analgésica e anti-inflamatdria, entre
outras, sdo relatadas para compostos funcionais presentes em variadas partes da planta
(ZAFFER et al., 2014; TILOKE et al., 2016; FITRIANA et al, 2016; MARTINEZ-
GONZALEZ et al., 2017).

Figura 3: Aspectos da M. oleifera

(A) Aspecto geral. (B) Flores. (C) Folhas. (D) Sementes. Fonte: SANTOS (2013).

Anadlises fitoquimicas demonstraram que suas folhas sdo ricas em potassio, calcio,
fosfato, ferro, vitaminas A e D, aminoécidos essenciais e conhecidos antioxidantes, como [3-
caroteno, vitamina C, e flavonoides (MBIKAY et al., 2012). Suas sementes contém até 40%
de 6leo, com uma composicdo de acidos graxos de alta qualidade (acido oleico > 70%) e, ap0s
refinacdo, uma notavel resisténcia & degradacdo oxidativa (ANWAR, 2005; LEONE e
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BHANGER, 2016). Suas propriedades tornam o 6leo adequado tanto para consumo humano

quanto para fins comerciais (LEONE et al., 2016).

3.2 Lectina soluvel em &gua de sementes de Moringa oleifera (WSMoL)

As sementes de M. oleifera contém uma lectina solGvel em dgua denominada WSMoL
(do inglés water-soluble M. oleifera lectin) (SANTOS et al. 2005). Essa lectina é proteina
acida com ponto isoelétrico (pl) 4,5 e massa molecular de 60 kDa, capaz de se ligar a quitina
e sua atividade hemaglutinante é inibida por frutose e glicose (COELHO et al., 2009; ROLIM
et al., 2011; MOURA et al., 2016). Além da WSMoL, foram isoladas mais duas lectinas de
sementes de M. oleifera: a cMoL (coagulant M. oleifera lectin) e a MoL (M. oleifera lectin),
as quais sdo proteinas basicas (KATRE et al., 2008; LUZ et al., 2013), diferentemente de
WSMolL.

Diversas atividades bioldgicas ja foram relatadas para WSMoL. Coelho et al. (2009)
relataram a atividade larvicida contra Aedes aegypti e Agra-Neto et al. (2014) mostraram que
essa acao larvicida estd relacionada com o estimulo da atividade de proteases intestinais,
causando danos a homeostase desse 6rgdo. Essa lectina também apresentou atividade ovicida
e efeito repelente de oviposicdo sobre o A. aegypti, tanto em condic¢des de laboratério quanto
de campo simulado (SANTOS et al., 2012; SANTOS et al., 2014). Estudo demonstrou que a
atividade ovicida de WSMoL esta relacionada com o rompimento da rede exocoribnica,
resultando em deformacdo e degeneracdo da superficie dos ovos; também foi demonstrado
que WSMoL é capaz de penetrar no trato digestivo do embrido (ALVES et al., 2020).

A acdo estimulante de oviposicdo de WSMoL estd relacionada com receptores
gustatorios presentes no corpo das fémeas gravidas e ndo com respostas olfativas; foi
demonstrado que essa lectina é capaz de se ligar a proteinas de membrana extraidas das patas
das fémeas de A. aegypti, dentre as quais foram identificadas proteinas com similaridades com
transportadores do tipo ABC (ATP-binding cassettes) (SANTOS et al., 2014; SILVA et al.,
2020). Foi relatado que a irradiagdo de WSMoL com uma dose baixa (10 mGy) de radiagdo
gama aumenta os efeitos deletérios dessa lectina sobre ovos e larvas do A. aegypti (SANTOS
et al.,, 2020). Por fim, outro estudo relatou que fémeas adultas de A. aegypti que se
desenvolvem a partir de larvas tratadas com preparacdo enriquecida de WSMoL apresentam
capacidade reduzida de ingurgitamento apds o repasto sanguineo, com consequente

comprometimento de sua fertilidade e fecundidade (SILVA et al., 2019). Os autores afirmam



28

que esses resultados foram provavelmente devido aos danos a organizacéo do intestino médio
e ao comprometimento do processo de remodelagéo intestinal durante a metamorfose.

WSMoL mostrou ser agente inseticida contra cupins da espécie Nasutitermes corniger
(PAIVA et al., 2011) e foi capaz de prejudicar a fisiologia nutricional de adultos do gorgulho
do milho, Sitophilus zeamais (OLIVEIRA et al., 2020). Uma pesquisa mostrou que essa
lectina é capaz de se ligar a matriz peritréfica de larvas de Anagasta kuehniella, causando um
bloqueio parcial dos poros dessa matriz e interferindo na circulacdo e atividade de enzimas
digestivas, o que levou a reducdo no ganho de peso e extensdo do periodo larval (OLIVEIRA
etal., 2017).

WSMoL causou reducdo na eclosdo dos ovos e inibiu o desenvolvimento larval de
nematodeos gastrointestinais coletados de cabras; o estudo mostrou que WSMoL se ligou a
superficie dos ovos (MEDEIROS et al., 2018). Essa lectina inibiu in vitro a motilidade de
todos os estdgios do parasita Haemonchus contortus e causou alteracbes morfoldgicas,
incluindo alteracGes nas cristas da cuticula, nas estrias longitudinais e na vulva (MEDEIROS
et al., 2020).

Foi revelada a capacidade de WSMoL em promover a reducdo da turbidez de agua,
propriedade que pode estar relacionada com a reducdo da resisténcia elétrica do meio
(MOURA et al., 2016). Essa lectina também se mostrou capaz de remover ions metalicos
(cadmio, chumbo, cobre, zinco, magnésio, manganés e aluminio) do meio aquoso (FREITAS
et al., 2016a). Estudo realizado utilizando agua coletada do Riacho do Cavouco mostrou que
WSMoL apresentou efeito sinérgico junto ao coagulante sulfato de aluminio para promover a
reducdo da turbidez; adicionalmente a presenca da lectina reduziu a quantidade de aluminio
residual sollivel na agua. Os autores ainda demonstraram que o tratamento com a lectina
reduziu a ecotoxicidade da &gua coletada do riacho para sementes de rucula e alface
(FREITAS et al., 2016b).

A acdo citotoxica imunomoduladora de WSMoL e citotoxica em células
mononucleares de sangue periférico - PBMC de WSMoL, também foi investigada e essa
lectina ndo apresentou toxicidade para células normais e foi capaz de ativar linfocitos
humanos in vitro e estimular a liberagdo de TNF-o, IL-2, IL-6, IL-10 e dxido nitrico.
(CORIOLANO et al., 2018, CORIOLANO et al., 2020). Com relacéo as suas propriedades
antimicrobianas, WSMoL apresentou atividade antibacteriana contra diversas espécies de
bactérias corrosivas e patogénicas. Dentre os efeitos descritos estdo atividade bacteriostatica e

bactericida, alteracdo da permeabilidade da membrana plasmética, perda da integridade
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celular, extravasamento do conteddo citoplasmatico e acdo antibiofilme (MOURA et al.,
2015; MOURA et al., 2017; CORIOLANO et al., 2020).

Como uma das etapas necessarias para definir a seguranca de WSMoL, Yurre et al.
(2020) avaliaram os possiveis efeitos cardiotoxicos desta proteina em camundongos. A
administracdo de WSMoL demonstrou um perfil de seguranca cardiaca. Além disso, WSMoL
ndo induziu alteracBes nos niveis de glicose no sangue ou peso corporal quando comparadas

ao controle.
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4 RESULTADOS

Os resultados desta tese sdo apresentados na forma de artigos.

4.1. Artigo de Revisdo

A revisdo de literatura sobre o estado-da-arte na avaliacdo da atividade antifungica de
lectinas foi construida na forma de capitulo submetido para incluséo no livro “Fatores de
viruléncia microbianos e terapias emergentes - Volume 2”, a ser publicado pela Latin

American Publications.
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RESUMO

Muitas espécies de leveduras sdo componentes normais da microbiota humana. Porém, em
determinadas circunstancias como enfraquecimento do sistema imunolégico, algumas
especies de Candida, Cryptococcus, e Trichosporon podem causar doencas. A candidiase é a
causa mais importante de micose oportunista em todo o mundo e a principal causa de infecgédo
nosocomial na corrente sanguinea. A criptococose afeta humanos e diversos animais e, apesar

do pulméo ser o local mais comum de entrada do patdégeno no corpo, a meningoencefalite é a
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manifestacdo clinica mais comum dessa infeccdo. A tricosporonose é uma outra infec¢cdo
oportunista, com taxas de mortalidade de 42% a 90%, sendo relatada como a segunda
infeccdo mais comum por fungemia em pacientes com doengas hematoldgicas malignas. A
resisténcia a antifungicos comerciais tem sido uma das causas para o aumento da mortalidade
causada por infecgdes fungicas invasivas. Nesse cenario, € crescente a busca por novos
agentes antimicrobianos que possam servir como alternativas. Lectinas (proteinas que se
ligam a carboidratos) tém sido descritas como agentes antimicrobianos por inibirem
crescimento e germinacdo e induzirem a morte de células fungicas. Essas proteinas tém se
mostrado como importante alternativas para o combate de infec¢Ges causadas por leveduras,
sendo o maior numero de estudos realizados frente a espécies do género Candida.
Atualmente, constitui um desafio para os pesquisadores a realizacdo de mais estudos visando
a avaliacdo das atividades em modelos in vivo. A disseminacdo da resisténcia a antifungicos
torna urgente o desenvolvimento de alternativas para uso nas terapias contra infeccoes

causadas por esses microrganismos.

ABSTRACT

Many yeast species are normal components of the human microbiota. However, in certain
circumstances such as weakened immune systems, some species of Candida, Cryptococcus,
and Trichosporon can cause diseases. Candidiasis is the most important cause of opportunistic
ringworm worldwide and the main cause of nosocomial infection in the bloodstream.
Cryptococcosis affects humans and several animals and, although the lung is the most
common site of entry of the pathogen into the body, meningoencephalitis is the most common
clinical manifestation of this infection. Trichosporonosis is another opportunistic infection,
with mortality rates from 42% to 90%, being reported as the second most common fungal
infection in patients with malignant hematological diseases. Resistance to commercial
antifungals has been one of the causes for the increase in mortality caused by invasive fungal
infections. In this scenario, the search for new antimicrobial agents that can serve as
alternatives is growing. Lectins (proteins that bind to carbohydrates) have been described as
antimicrobial agents because they can inhibit growth and germination and induce the death of
fungal cells. These proteins have been shown to be important alternatives to fight infections
caused by yeasts, with the largest number of studies carried out against species of the genus

Candida. Currently, it is a challenge for researchers to carry out more studies aimed at
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evaluating activities using in vivo models. The spread of antifungal resistance makes it urgent
to develop alternatives for use in therapies against infections caused by these microorganisms.

INTRODUCAO

Os fungos constituem um grupo de organismos que se caracterizam por serem
eucaridticos, saprofitos ou parasitarios. Sdo produtores de esporos e podem se reproduzir de
forma sexuada ou assexuada. A reproducdo assexuada ocorre por brotamento, fragmentagéo
ou producéo de esporos, enquanto a reproducdo sexuada ocorre através da meiose e da fusdo,
originando nucleos diploides e promovendo a variagdo genética na populacdo dos fungos
(TAN e HSU, 2018). Tanto a quitina quanto a quitosana sdo polissacarideos que estdo
frequentemente incorporados na estrutura da parede celular, ancorando outros componentes
na superficie da célula fangica (BROWN et al., 2020).

H& duas principais formas nas quais os fungos podem se apresentar: leveduras e
bolores. Podem também se apresentar de forma dimorfica, ou seja, variarem sua morfologia
de acordo com fatores ambientais (CARMONA e LIMPER, 2018). As leveduras sdo
unicelulares e se reproduzem por brotamento, enquanto os bolores formam hifas
multicelulares e podem crescer por extensdo apical (TAN e HSU, 2018).

As leveduras podem pertencer aos grupos dos ascomicetos (Saccharomyces e
Candida, por exemplo) ou basidiomicetos (por exemplo, Cryptococcus, Malassezia e
Trichosporon). Dentre 150.000 espécies de fungos estimadas, aproximadamente 10% sdo
leveduras (GUARRO, 2012). Muitas espécies de leveduras sdo componentes normais da
microbiota humana. Algumas leveduras, porém, sdo consideradas patdgenos oportunistas
porque podem causar doencas em determinadas circunstancias, como enfraquecimento do
sistema imunoldgico.

Segundo Kameswaran e Raghunandhan (2009), de acordo com o local de infec¢éo, as
micoses podem ser superficiais, cutaneas, subcutaneas ou sistémicas (profundas). O 6nus
causado pelas infecgdes invasivas por fungos em pacientes nos sistemas de salde € dificil de
mensurar; entretanto, é bem reconhecido que este tipo de infeccdo esta associado a altas taxas
de morbimortalidade e custos elevados de assisténcia médica. Nas ultimas décadas, foi
observada uma maior prevaléncia destas infec¢es devido ao crescente tamanho da populacao

de individuos imunocomprometidos, que inclui pessoas vivendo com o virus da
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imunodeficiéncia adquirida (HIV), receptores de transplante e pacientes com cancer
(CASTANHEIRA et al., 2017).

A resisténcia aos antifingicos comerciais também tem sido uma das causas para o
aumento da mortalidade causada por infec¢Ges fungicas invasivas. Essa resisténcia pode ser
primaria (intrinseca) ou secundaria (adquirida). A resisténcia primaria ocorre sem exposi¢do
prévia ao medicamento. A resisténcia secundaria € gerada apos a exposi¢do a um antifngico
e pode estar associada a uma expressdo génica alterada (MAYR e LASS-FLORL, 2011).

Os farmacos utilizados atualmente também podem ter seu uso limitado devido a sua
toxicidade, como é o caso por exemplo, dos polienos (as formulacbes de anfotericina B). Os
polienos existentes estdo disponiveis apenas por via intravenosa (GUBBINS e
HELDENBRAND, 2009). Seus efeitos adversos estdo relacionados a nefrotoxicidade,
limitadora de dose, o que leva a busca continua de alternativas igualmente eficazes, mas
menos toxicas que poderiam ser administrado tanto por via intravenosa quanto oral (LEWIS,
2011). Nesse cenério, é crescente a busca por novos agentes antimicrobianos que possam

servir como alternativas aos antifangicos atualmente disponiveis.

LEVEDURAS PATOGENICAS

Nesse topico, apresentaremos informacdes sobre trés géneros de leveduras para os

quais tem sido descrita atividade antifingica de lectinas.

CANDIDA

A candidiase é uma infeccdo causada por fungos do género Candida, a qual continua
sendo a causa mais importante de micose oportunista em todo 0 mundo e a principal causa de
infeccdo nosocomial na corrente sanguinea (NUCCI et al.,, 2010). As candidemias sdo
infeccdes sistémicas causadas por diferentes espécies de Candida, que séo responsaveis por
80% dos casos de infecgBes nosocomiais causadas por fungos. Entretanto, nem todas as
espécies desse género sdo responsaveis por causar infeccdo em humanos. Leveduras do
género Candida sdo comensais e naturalmente fazem parte da microbiota na mucosa oral,
trato gastrointestinal e trato génito-urinario. O género Candida inclui cerca de 150 espécies,
sendo mais de 17 espécies conhecidas por serem agentes etioldgicos de infeccdo humana; no

entanto, mais de 90% das infeccOes invasivas sdo causadas por Candida albicans, Candida
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glabrata, Candida parapsilosis, Candida tropicalis e Candida krusei (MORIS et al., 2008;
SARDI et al., 2013).

A parede celular de Candida é composta em sua regido externa por glicoproteinas
altamente manosiladas (GOW et al., 2017). C. albicans € um comensal e um patégeno que
pode exibir morfologia de leveduras, hifas ou pseudo-hifas. Estas transi¢des morfoldgicas
promovem colonizagdo e invasdo em diferentes locais anatdmicos e também ocorrem em
outras espécies de Candida. A forma de levedura estd associada a disseminacdo e a forma
hifal a adesdo, invasdo tecidual e atividade proteolitica (ACHKA e FRIES, 2010). A
capacidade de produzir hifas verdadeiras € uma relevante caracteristica em termos de
epidemiologia e viruléncia, encontrada em C. albicans, Candida dubliniensis e C. tropicalis
(ZUZA-ALVES, 2017).

Candida pode crescer associada a superficies, incorporadas em uma matriz
extracelular composta de carboidratos e proteinas, que se caracteriza como biofilme. Os
biofilmes se formam rapidamente em superficies, como cateteres e dispositivos intrauterinos,
tornando-se resistentes a agentes antifungicos, especialmente azois. Biofilmes também podem
se formar nas superficies mucosas e promover a persisténcia de infeccéo por fungos (ACHKA
e FRIES, 2010). C. albicans apresenta uma capacidade de infectar variados nichos no
hospedeiro, caracteristica que se deve a uma ampla gama de fatores de viruléncia. Dentre eles
se inclui as transi¢cbes morfoldgicas ja mencionadas, a formacao de biofilmes, a expressao de
adesinas e invasinas, trigmotropismo, troca fenotipica e secrecdo de enzimas hidroliticas
(MAYER et al., 2013).

Em uma pesquisa realizada em um hospital terciario brasileiro, foi avaliada a
incidéncia de espécies de Candida, sendo observado que a espécie de Candida ndo-albicans
mais incidente foi C. glabrata (37,62%), geralmente considerada uma espécie de baixa
viruléncia, mas com uma taxa de mortalidade mais alta que C. albicans. C. parapsilosis
(25,74%) e C. tropicalis (16,86%) foram a segunda e terceira espécies mais comumente
isoladas (SAVASTANO et al., 2016). C. tropicalis é particularmente relevante nas infecgdes
do trato urinario, enquanto C. parapsilosis é frequentemente encontrada como agente
causador de infecgdes relacionadas a cateteres (CAVALHEIRO, 2018).

Az06is e equinocandinas sdo drogas antifingicas usadas globalmente para tratar
infec¢Bes por Candida (PRISTOV e GHANNOUM, 2019). As equinocandinas tém seu sitio
de acdo na enzima glucana sintase, responsavel pela biossintese de polimeros da parede
celular (PERLIN, 2015). Antifungicos azdlicos (como o fluconazol) atuam inibindo a sintese

de ergosterol e sédo mais frequentemente utilizados para o tratamento, pois séo baratos, exibem
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toxicidade limitada e disponiveis para administragdo oral (WHALEY, 2017). A resisténcia de
Candida a esses antifungicos tem aumentado (PRISTOV e GHANNOUM, 2019) e sera

abordada em mais detalhes no topico 3.

CRYPTOCOCCUS

Cryptococcus € um género de fungos basidiomicetos com mais de 30 espécies
amplamente distribuidas. Sao leveduras com capsulas polissacaridicas, saprobias no ambiente,
sendo isoladas principalmente de excreta de aves e vegetais em decomposi¢cdo (PESSOA et
al., 2012; MAZIARZ e PERFECT, 2016). S&o causadores da criptococose, uma importante
infeccdo fungica que afeta humanos e diversos animais, tais como mamiferos, passaros,
répteis e invertebrados. A meningite criptococécica causa 15% das mortes relacionadas a
AIDS em todo mundo (RAJASINGHAM et al., 2017).

Duas espécies sdo comumente conhecidas por causarem doencgas em seres humanos:
Cryptococcus neoformans e Cryptococcus gattii. Historicamente, o género foi classificado em
3 variedades, 5 sorotipos (baseados em diferencas estruturais na capsula de polissacarideo) e 8
subtipos moleculares (MAZIARZ e PERFECT, 2016). C. neoformans dos sorotipos A e D
infectam principalmente hospedeiros imunocomprometidos. Entretanto, C. gattii infecta tanto
imunocomprometidos quanto imunocompetentes. Os sorotipos A, D e AD sdo geralmente
encontrados em todo o mundo, enquanto o C. gatti € encontrado principalmente em regides
tropicais e subtropicais. As infec¢bes do sorotipo tipo D sdo mais encontradas na Europa
Ocidental (JONES et al., 2017). Entretanto, ha relatos de prevalescéncia de Cryptoccocus até
mesmo em regides subpolares (BUZZINI et al., 2017).

A parede celular de patégenos do género Cryptococcus é composta por uma camada
rica em quitina préxima a membrana, cercada por uma rede de polissacarideos compostas por
B-1,3- ¢ B-1,6-glucanas, xilomananas e galactomananas (JONES et al., 2017). A cépsula
polissacaridica de Cryptococcus é um dos mais importantes fatores de viruléncia, sendo
formada por repeticbes de dois  polissacarideos, glucuronoxilomanano e
glucuronoxilomanogalactano e pode incluir manoproteinas, acido hialurdnico e acido sialico
(CASADEVALL et al.,, 2019). Outros atributos de viruléncia bem caracterizados sdo a
capacidade de crescer na temperatura corporal dos mamiferos e a producdo de melanina,
urease e fosfolipase B (ESHER et al., 2018). A melanina desempenha um importante papel
protetor contra o estresse ambiental (EISENMAN e CASADEVALL, 2011). J& a funcédo da

urease, bem como da fosfolipase B, esta associada a desestabilizacdo de membranas, lise
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celular, liberacdo de segundos mensageiros lipidicos (COX et al., 2001) e disseminacdo de
fungos do pulméo para o cérebro (SHI et al., 2010).

A infeccdo por Cryptococcus ocorre através da inalacdo da levedura, sendo o pulmao o
principal local da infeccdo. Apesar do pulméo ser o local comum de entrada do patdégeno no
corpo, a meningoencefalite é a manifestacdo clinica mais comum de infeccdo. As
caracteristicas clinicas da meningite criptococdcica geralmente se manifestam em 1 a 2
semanas e incluem febre, mal-estar, cefaleia, rigidez da nuca, fotofobia, nauseas e vomitos
(MADA et al., 2020). A anfotericina B tem sido a base do tratamento da meningite
criptococécica. O uso de um regime & base de polieno foi associado a reducdo significativa da
carga de levedura no sistema nervoso central e esta correlacionado a uma melhor sobrevida
(MOURAD e PERFECT, 2018). A flucitosina tem seu efeito apenas sobre as células fungicas,
ndo havendo acdo nas células de mamiferos. Porém, seu uso ndo é recomendado como
monoterapia sendo utilizado normalmente com outro antifingico como a anfotericina B.
Ainda, este medicamento depende fortemente da funcéo renal de um individuo, pois ndo sofre
metabolismo no corpo e, em 24 h, 85 a 95% da flucitosina é excretada na urina sem alterar
sua forma original (PADDA e PARMAR, 2020). A resisténcia de Cryptococcus a

antifungicos sera abordada no tdpico 3.

TRICHOSPORON

Trichosporon spp. sdo organismos anamorficos basidiomicetos semelhantes a
leveduras, com capacidade de crescimento filamentoso, sendo, portanto, dimdrficos
(MARINE, et al., 2015). Sua distribuicio geografica é bem variada sendo encontrados tanto
em areas tropicais quanto em areas temperadas. Podem colonizar seres humanos em diferentes
regibes do corpo, incluindo o trato gastrointestinal, cavidade oral, trato respiratério, pele e
vagina. Recentemente, baseado em mudltiplas analises sequenciais de genes, a taxonomia de
Trichosporon foi reavaliada e novos géneros foram propostos para os clados monofiléticos,
que incluem Trichosporon, Cutaneotrichosporon e Apiotrichum (ALMEIDA-JUNIOR et al.,
2017).

Cinquenta espécies de Trichosporon foram descritas em diferentes regides do globo,
incluindo 16 especies com relevancia clinica (COLOMBO et al., 2011). Trichosporon €
considerado uma importante causa de varios tipos de infec¢fes incluindo piedra branca e
onicomicose, podendo também causar infec¢bes profundas, associadas & mucosa (BENTUBO

et al 2014). Tricosporonose ¢ o nome atribuido a forma invasiva das doengas causadas por
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Trichosporon spp., sendo uma infeccdo oportunista e com taxas de mortalidade de 42% a
90%, apesar da terapia antifingica. Foi relatada como a segunda infecgdo mais comum por
fungemia, excetuando-se aquelas causadas por Candida, em pacientes com doencas
hematoldgicas malignas (MICELI et al., 2011). Micoses emergentes também podem ser
causadas por Trichosporon, documentadas em pacientes com neoplasias hematoldgicas ou
outras condigdes associadas a imunossupressao (TAVERNA et al. 2014).

O perfil de susceptibilidade de Trichosporon spp. é capaz de variar de acordo com a
espécie sendo importante para fins epidemiolégicos, a fim de definir melhor a associacao
clinica de espécies melhorando o tratamento antifingico (TAVERNA et al., 2014).
Trichosporon asahii possui uma capacidade de invadir a pele e outros tecidos que requer
diversas caracteristicas de viruléncia, que inclui a transicao de levedura para hifa, formacéo de
biofilme, atividade de lipases e proteases e a composicdo dindmica da parede celular
(DUARTE-OLIVEIRA et al., 2017).

RESISTENCIA A ANTIFUNGICOS

A terapia antifungica é um componente central no tratamento de pacientes com
micoses agudas e cronicas. Entretanto, devido ao nimero escasso de classes de medicamentos
antifungicos, as opcbes de tratamento sdo restritas (COWEN et al., 2015). Além disso, a
resisténcia antifungica esta se tornando uma grande preocupacao, reduzindo as possibilidades
de tratamento, principalmente no contexto da necessidade de assisténcia a pacientes de alto
risco com micoses invasivas (WIEDERHOLD, 2017).

A resisténcia a medicamentos pode ser classificada como microbioldgica ou clinica. A
resisténcia microbioldgica é identificada através da determinacdo de concentracdes minimas
inibitérias (CMI) in vitro para um determinado antifungico e interpretacdo desse valor de
acordo com os pontos de corte clinicos (MORIO et al., 2017). Ja a resisténcia clinica refere-se
a persisténcia de uma infeccdo fungica, mesmo com o tratamento. Embora a resisténcia
microbiologica possa contribuir para o desenvolvimento da resisténcia clinica, outros fatores
também podem estar envolvidos, como funcdo imunolégica comprometida, doenca
subjacente, biodisponibilidade reduzida do medicamento e aumento do metabolismo do
medicamento (SANGUINETTI et al., 2015). O aumento da resisténcia antifingica pode ser

devido ao uso de terapias seletivas com doses inadequadas ou ao uso frequente do mesmo
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medicamento na profilaxia de infec¢Bes fungicas em humanos e animais (KONTOYIANNIS,
2017).

Varios sdo 0os mecanismos de resisténcia de Candida contra azéis e variam desde a
ativacdo de bombas de efluxo capazes de promover a exocitose do farmaco, bem como
alteracdo ou diminuicdo da expressdo de proteinas-alvo. Em relagdo as equinocandinas, 0s
mecanismos de resisténcia baseiam-se na ocorréncia de mutagdes pontuais adquiridas nos
genes que codificam as glucana sintases, levando a uma diminuicdo da sensibilidade ao
farmaco (VIEIRA e NASCIMENTO, 2017).

Numa avaliagdo realizada por Bongomin et al. (2018) acerca da resisténcia de
Cryptococcus spp. em estudos de 1988 a maio de 2017, foi observada uma prevaléncia média
de resisténcia ao fluconazol de 12,1%. Também observou-se que cepas de C. neoformans e C.
gattii que apresentaram resisténcia a antifngicos apresentaram uma superexpressao de genes
responsaveis pela bomba de efluxo. O mecanismo de resisténcia de Cryptococcus a fluconazol
ainda n&o foi totalmente elucidado (ZAFAR et al., 2019).

Estudos afirmam que o tratamento antifingico das doencas de pele associadas a
Malassezia ndo é clinicamente eficaz em até um terco dos pacientes (SAMAREI et al., 2017).
Leong et al. (2017) testaram a susceptibilidade de 52 cepas de 13 espécies de Malassezia a 11
antifingicos comumente utilizados. Os menores valores de CMI foram encontrados para 0s
azois itraconazol, posaconazol e voriconazol e todas foram resistentes a equinocandinas e
griseofulvina. Algumas espécies também apresentaram altos valores de CMI para
cetoconazol, que é um antifangico topico amplamente recomendado para infec¢fes cutaneas
por Malassezia.

O manejo terapéutico de infec¢Bes causadas por Trichosporon também é desafiador,
uma vez que espécies desse género exibem uma resisténcia intrinseca as equinocandinas e
uma baixa suscetibilidade aos polienos (ALMEIDA-JUNIOR e HENNEQUIN, 2016). Além
disso, as espécies de Trichosporon podem mostrar suscetibilidade limitada a anfotericina B e
fluconazol (SANTQOS, et al., 2016).

ATIVIDADE DE LECTINAS CONTRA LEVEDURAS
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As lectinas sdo proteinas amplamente distribuidas na natureza que apresentam pelo
menos um dominio capaz de reconhecer e se ligar a carboidratos ou glicoconjugados com alta
especificidade e de forma reversivel (DIAS et al., 2015). Desempenham na natureza papeis
nos fendmenos de reconhecimento biolégico e podem proteger plantas e animais contra
patdégenos (BUUL e BROUNS, 2014). As lectinas estdo envolvidas no reconhecimento entre
células, proliferacdo celular, migracdo celular, adesdo a matriz extracelular e interacoes
parasita-hospedeiro. Tém sido relatadas diversas atividades biologicas das lectinas, tais como
inseticida (NAPOLEAO et al., 2019), antimicrobiana (EL-ARABY et al., 2020), antiviral
(SUBRAMANIAM et al., 2020) e antitumoral (GOMES et al., 2021).

A acéo antimicrobiana das lectinas inclui bloqueio de invasao e infeccéo, inibigédo de
crescimento e germinacdo, regulacdo de adesao e migracdo de células microbianas, e inducgédo
da morte da célula microbiana. A morte de células microbianas por lectinas pode envolver a
formacdo de poros, seguida por alteracdes na permeabilidade celular, e também interacdes
com os componentes da parede celular, tais como a quitina (COELHO et al., 2018). A Tabela
1 lista as lectinas que apresentaram atividade antifungica contra leveduras.

Silva et al. (2018) relataram que a lectina da sarcotesta de Punica granatum (PgTeL)
apresentou efeito inibitdrio sobre o crescimento de C. albicans e C. krusei, com CMI de 25 e
12,5 pg/mL, respectivamente, e causou morte das células com concentragdo minima fungicida
(CMF) de 50 e 12,5 pg/mL, respectivamente. Além disso, o tratamento dessas leveduras com
essa lectina resultou em diminuicdo do conteddo intracelular de ATP e induziu a peroxidacao
lipidica. PgTeL também foi capaz de danificar a integridade da parede celular fungica de
ambas as espécies. Uma lectina oriunda de foliololos de Calliandra surinamensis,
denominada CasuL, foi avaliada contra C. albicans, C. glabrata, C. krusei e C. parapsilosis.
Essa lectina foi ativa apenas contra C. krusei, apresentando valores de CMI e CMF de 125 e
250 pg/mL, respectivamente. CasuL promoveu alteracbes drasticas na morfologia dessa
levedura, com retracdo do contetdo citoplasmatico e ruptura celular (PROCOPIO et al.,
2017). Silva et al. (2019) isolaram uma lectina de raizes de Portulaca elatior (PeRoL), que
apresentou atividade antifangica contra C. albicans, C. parapsilosis, C. krusei e C. tropicalis
com CMI de 16 pg/mL.

Recentemente, Santos et al. (2021) descreveram os efeitos da lectina soltvel em agua
de sementes de Moringa oleifera (WSMoL) no crescimento e sobrevivéncia de espécies de
Candida. WSMoL inibiu o crescimento de C. albicans, C. glabrata, C. krusei e C.

parapsilosis com CMI de 20 pg/mL. Menor valor de CMF (20 pg/mL) foi detectado para C.
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glabrata e o mais alto (80 pg/mL) para C. albicans e C. parapsilosis. Essa lectina induziu
apoptose e necrose nas células fungicas e causou hiperpolarizagdo da membrana mitocondrial.

Também foram avaliadas as atividades das lectinas DvioL, DRL e ConBr, obtidas das
sementes das plantas leguminosas Dioclea violacea, Dioclea rostrata e Canavalia
brasiliensis, frente a leveduras dos géneros Candida e Trichosporon isoladas de secrecdes
vaginais. A lectina DRL mostrou atividade antifingica contra Candida guilliermondii (CMI:
128 pg/mL), Candida shehatae (CMI: 4 ug/mL) e Candida membranaefaciens (CMI: 64
ug/mL). DvioL mostrou atividade antifingica em onze cepas do género Candida, com CMI
variando de 8 a 256 pg/mL. A ConBr apresentou atividade antifingica contra oito isolados do

género Candida, e Trichosporon cutaneum CMI entre 2 e 256 pg/mL (GOMES et al., 2012).

Tabela 1. Lectinas com acéo antiflingica sobre espécies de trés géneros de leveduras.

Género Lectinas
Nome Fonte

Candida ApuL Inflorescéncia de Alpinia purpurata
BVL Semente de Bauhinia variegata
C-25 Semente de Cicer arietinum
CasuL Foliololo de Calliandra surinamensis
CFAL Semente de Clitoria fairchildiana
ConBr Semente de Canavalia brasiliensis
ConBr 11 Semente de Canavalia brasiliensis
DdeL Semente de Dypsis decaryi
DRL Semente de Dioclea rostrata
DvioL Semente de Dioclea violacea
DVL Semente de Dioclea virgata
Helja Semente de Helianthus annuus
PeRoL Raiz de Portulaca elatior
PgTeL Sarcotesta de Punica granatum
StelLL Folha de Schinus terebinthifolia
WSMoL Semente de Moringa oleifera
Semente de Archidendron jiringa
Hemolinfa de Portunus pelagicus

Cryptococcus Citovirina Cianobactérias
WGA Gérmen de trigo

Trichosporon ConBr Semente de Canavalia brasiliensis

Klafke et al. (2013) estudaram a acdo de seis diferentes lectinas oriundas de plantas
sobre oito espécies de leveduras. Essas lectinas foram extraidas de folhas de Abelmoschus
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esculentus, sementes de Canavalia brasiliensis, Mucuna pruriens, Clitoria fairchildiana,
Dioclea virgata e Bauhinia variegata. Atividade inibitéria foi observada apenas para C.
parapsilosis com CMI entre 0,97 a 125 pg/mL e CMF de 3,9 a 500 pg/mL. Charungchitrak
et al. (2010) avaliaram a atividade antimicrobiana da lectina de sementes de Archidendron
jiringa contra C. albicans obtendo uma CMI de 0,0567 mg/mL.

Del Rio et al. (2019) avaliaram a ac¢do da lectina de Helianthus annuus, denominada
Helja, contra C. albicans, explorando também sua capacidade de inibir a producdo de
biofilme. Foi detectada uma reducao de 82% na viabilidade celular e de 80% na formacdo de
biofilme. As inflorescéncias de Alpinia purpurata conttm uma lectina (ApuL) que foi
avaliada contra C. albicans e C. parapsilosis, apresentando CMI de 200 ¢ 400 pg/mL,
respectivamente (FERREIRA et al., 2018). Gomes et al. (2013) avaliaram a acdo da lectina de
folha de Schinus terebinthifolia (SteLL) contra C. albicans encontrando uma CMI de 6,5
pg/mL e uma CMF de 26 pg/mL. Lectinas de sementes de Cicer arietinum (C-25) foram
avaliadas contra C. krusei, C. tropicalis e C. parapsilosis, apresentando valores de CMI entre
1,56 e 12,5 ug/mL. Apo6s 30 min de incubacdo com C-25, foi observada a ruptura da parede
celular e o vazamento citoplasméatico (KUMAR et al., 2014). Torres et al. (2019) avaliaram a
atividade antimicrobiana de sementes de Dypsis decaryi, denominada DdeL, contra Candida
albicans, detectando uma CMI de 2,06 pg/mL.

Fonseca et al. (2013) avaliaram os efeitos do bloqueio do principal componente
capsular do Cryptococcus neoformans, o quitooligbmero glucuronoxilomanano, pela lectina
de gérmen de trigo (WGA). O estudo sugeriu que as células de leveduras tratadas com WGA
tiveram um atraso de 3 a 5 dias na promocdo dos sintomas da criptococose, quando
comparado ao controle. Também observou-se que o tratamento com WGA foi associado com
uma deficiéncia severa na capacidade das células de levedura colonizarem o cérebro dos
animais, sugerindo que as estruturas bloqueadas pela WGA possam estar envolvidas na
disseminacdo desses fungos. Além disso, as determinacBes visuais e quantitativas
demonstraram que WGA causou uma clara inibi¢do na formagéo da capsula.

Lectinas extraidas de outros organismos diferentes de plantas também apresentaram
atividade antifungica. Jayanthi et al. (2017) demonstraram a atividade antibiofilme contra C.
albicans de uma lectina purificada a partir da hemolinfa do caranguejo nadador (Portunus
pelagicus) revestida com nanoparticulas de prata metalica. Jones et al. (2017) avaliaram uma
lectina extraida de cianobactérias denominada citovirina, a qual se mostrou eficaz contra C.

neoformans sorotipos A e D (com valores de CMF de 1 mM para o sorotipo D e entre 50 e 20
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mM para o sorotipo A) e C. gattii (CMF de 500 nM). Também observou-se que para o

sorotipo D, a citovirina inibiu a liberagcdo de polissacarideos capsulares.

CONCLUSAO

Lectinas tém se mostrado como importante alternativa para o combate de infeccdes
causadas por leveduras, sendo o maior nimero de estudos realizados frente a espécies do
género Candida. Atualmente, constitui um desafio para os pesquisadores a realizacdo de mais
estudos visando a avaliacdo das atividades em modelos in vivo. A disseminacao da resisténcia
a antifungicos tem aumentado nas ultimas décadas o0 que torna mais urgente o
desenvolvimento de alternativas para uso nas terapias contra infecgdes causadas por esses

microrganismos.
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4.2. Artigo Experimental 1

Os resultados da avaliacdo da atividade antifingica de WSMoL sobre fungos do
género Candida foram incluidos em artigo publicado no peridédico Journal of Medical
Mycology (Journal de Mycologie Médicale), podendo ser acessado pelo link:
https://doi.org/10.1016/j.mycmed.2020.101074.
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Introduction

Lectins are proteins that bind to free carbohydrates or to
glycoconjugates attached on cell surfaces. This property confers to
these proteins the ability of triggering cellular responses, resulting
in several biological activities [1]. Plant lectins play an important
role in defense mechanisms against the attack of microorganisms
[2]. Thus, many studies have been performed to evaluate the
biotechnological and biomedical potentials linked to the antimi-
crobial action of these proteins [3 4].

Moringa oleifera Lamarck is a plant native to Northeast India,
Pakistan and Afghanistan, widely cultivated in tropical and
subtropical regions; in Brazil, it is distributed throughout the
semi-arid region [5]. This plant is considered a multipurpose tree
due to a variety of uses in Medicine and Biotechnology. For
example, the seeds can be employed for water treatment and
biofuel production while leaves, seeds and flowers are used as
food and with medicinal purposes [6]. M. oleifera seeds contain a
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water-soluble lectin (WSMolL) that has antibacterial activity
against Bacillus cereus, Bacillus pumillus, Bacillus megaterium,
Escherichia coli, Pseudomonas stutzeri, Pseudomonas fluorescens,
Micrococcus luteus, Serratia marcescens and Staphylococcus aureus
[7-9]. In addition, nematicidal, insecticidal, and immunomodula-
tory properties of WSMoL have been reported [10-12].

Yeasts of the genus Candida are able to cause infections (called
candidiasis) in different tissues of human body, such as mouth,
eyes, and genital mucosa [13]. Candidiasis is the most common
fungal infection and is usually associated to an imbalance of the
natural microbiota or an impairment of the immune system; in this
last case, it can become a systemic infection (candidemia), whose
incidence has increased substantially in hospitals [14]. Increased
resistance to the currently available antifungal agents and the
toxicity of these drugs have reduced the effectiveness of the
treatments; in this scenario, natural products have been evaluated
as alternative therapy for the treatment of candidiasis [15].

The anti-Candida activity of lectins has been studied and some
insights into their mechanisms of action have been reported. For
example, the lectin from Calliandra surinamensis pinnulae (Casul)
showed antifungal activity on Candida krusei, causing cytoplasm
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Fig. 1. Effects of WSMoL on growth of Candida species. Growth curves of C. albicans (A), C glabrata (B), C. krusei (C) and C. parapsilosis (D) in absence or presence of WSMoL at
4 x MIC, 2 x MIC, MIC, ¥2MIC, or %MIC. The optical density (0.D.) at 600 nm was determined every hour during 24 h. Negative control cells were cultured in a lectin-free
medium. Data are expressed as the mean + standard deviation (SD). MIC: minimal inhibitory concentration.

Table 1
Evaluation of the viability of Candida cells treated with the water-soluble lectin from Moringa oleifera seeds (WSMoL).
Treatment Cells Fungi
C albicans C. glabrata C. krusei C. parapsilosis
Control Viable (%) 89.60 +0.52 9963 +041 9843+ 051 9470+ 1112
Apoptotic (%) 6.20+078 0.03 +£0.05 0.10 +0.10 1.20 +£0.34
Necrotic (%) 1.93+051 0.30 +0.36 1.33 +£0.31 2.80+040
Late apoptosis/necrosis (%) 2234051 0.00 +0.00 0.13+0.23 1.33 +0.81
WSMoL (MIC) Viable (%) 81.03 +1.00° 58.06+ 2.68" 7033+ 2.01° 8253+22°
Apoptotic (%) 9404027 2.90 +1.10° 1275+ 0.75% 9.90 +0.60*
Necrotic (%) 470+034° 3022+ 2517 9.16 +£0.15% 4.83 £0.61°
Late apoptosis/necrosis (%) 490+125° 7.86 +£0.15° 6.93 +0.11° 1.83+115

MIC: minimal inhibitory concentration.
* Indicates significant difference (P < 0.05) in comparison with control.

retraction and cell rupture, with damage or even complete
disintegration of the cell wall [16]. In tum, the lectin from Punica
granatum fruit sarcotesta (PgTel) inhibited the growth and
induced the death of Candida albicans and C. krusei cells. It was
observed loss of cell wall integrity, shrinkage of cell body, lipid
peroxidation and energetic collapse in C albicans and C. krusei cells
treated with PgTeL [17].

In this work, we aimed to evaluate the effects of WSMoL on
growth and survival of Candida species, as well as to investigate
cellular events involved in the antifungal activity of this protein.

Materials and methods
Obtention of WSMoL
Moringa oleifera seeds were collected in Recife, Brazil and stored

at —20 °C. A voucher specimen (no. 73,345) is archived at the
herbarium Dardano de Andrade Lima (Instituto Agrondmico de

Pemmambuco, Recife, Brazil). The plant collection was performed
with authorization (no. 36301) of the Instituto Chico Mendes de
Conservacdo da Biodiversidade (ICMBio) and the access was
recorded (A97CBDF) in the Sistema Nacional de Gestdo do
Patrimonio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado.

WSMoL was isolated following the procedure described by
Coelho et al. [18]. The seed powder (10g) was suspended in
distilled water (100 mL) and homogenized for 16 h at 25 °C. After
filtration and centrifugation, the extract was treated with
ammonium sulphate (60% saturation) and the precipitated fraction
was collected, dialyzed against 0.15M NaCl, and loaded (2 mL;
80 mg of protein) onto a chitin column previously equilibrated
with 0.15 M NaCl. WSMoL was eluted with 1.0 M acetic acid. The
yield of the chromatography step is about 3.5 mg of WSMoL per
column.

Protein concentration was determined according to Lowry etal.
[19]. The sample (0.2 mL) was incubated (10 min) with 1 mL of an
alkaline copper solution [1 mL of 0.5% (w/v) copper sulfate in 1%
(w/v) sodium citrate added to 50 mL of 2% (w/v) sodium carbonate
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Fig. 2. Investigation of cell death induced by WSMoL on Candida isolates after incubation for 24 h at the minimal inhibitory concentration (MIC). Cell death was assessed by
flow cytometry using annexin V (AnnV) and propidium iodide (PI). In the representative FL1 vs. FL3 dot plots, events corresponding to apoptotic (Ann + ) and necrotic cells
(PI+ ) can be seen in the quadrants LR and UL, respectively. Cells in late apoptosis or necrosis ( AnnV+/PI + ) are represented in quadrant UR. Viable cells are in the quadrant LL

Isopropyl alcohol was used as positive control.

solution in 0.1% (w/v) sodium hydroxide]. After incubation, 0.1 mL
of the Folin-Ciocalteu reagent (diluted 1:1 in water) was added
and, after 30 min, the absorbance was measured at 720 nm. A
standard curve was established using bovine serum albumin
(31.25-500 pg/mL).

The carbohydrate-binding ability of WSMoL was checked by the
hemagglutinating activity (HA) assay [ 16] using rabbit erythrocytes.
The Ethics Committee on Animal Use of the Universidade Federal
de Pernambuco approved the method that was used to collect
erythrocytes (process 23076.033782/2015-70). The sample (50 p.L)
was serially two-fold diluted in 0.15 M NaCl in a row of a 96-well
microtiter plate and then 50 p.L of the erythrocyte suspension were
added to each well. Erythrocytes incubated only in 0.15M NaCl
were used as control. The HA was determined as the reciprocal of

the highest dilution of the lectin that promoted full agglutination of
rabbit erythrocytes. The specific HA was calculated as the ratio
between the HA and the protein concentration (mg/mL). WSMoL
showed a specific hemagglutinating activity of 3202, assuring the
functionality of the carbohydrate-binding sites.

Fungal isolates

Stored cultures of Candida albicans (URM 5901), Candida
parapsilosis (URM 6345), Candida glabrata (URM 4246) and Candida
krusei (URM 6391) were obtained from the University Recife
Mycologia (URM) culture collection, Departamento de Micologia,
Universidade Federal de Pernambuco (Recife, Brazil). The fungi were
cultured in Sabouraud Dextrose Agar (SDA) at 28 °C overnight. For
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Fig. 3. Evaluation of the effects of WSMoL on the mitochondrial membrane potential {( AWm) of Candida isolates after incubation for 12 h (A) or 24 h (B) with the minimal
inhibitory concentration (MIC) of the lectin. The overlay histograms shows the fluorescence of rhodamine 123 in FL1 channel. VI: vanation index.
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use in the assays, the density of the cultures was adjusted
turbidimetrically (optical density at 600 nm, ODggo) to 5 x 10°
colony forming units (CFU) per mL in sterile saline solution
(150 mM Nadl).

Determination of minimal inhibitory (MIC) and fungicidal (MFC)
concentrations

Each antifungal assay corresponded to a row of a flat-bottomed
96-well microtiter plate. First, 90 pL of Sabouraud Dextrose Broth
(SDB) were added to each well and then WSMoL (90 p.L in distilled
water)was added to the third until the twelfth well in order to reach
final lectin concentrations between 640.0 and 1.25 pg/mL after
addition of the microorganism. Next, allwells (except the first) were
inoculated with 20 pL of the fungal culture. In the second well
(100% growth control), sterile distilled water (90 p.L) was added
instead of WSMoL. The first well received 110 p.L of distilled water
and corresponded to the sterility control. The ODgop was measured
(time zero) and the assay was incubated at 28 °C for 24 h. After this
period, the ODggop was recorded again. Fluconazole (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, USA) was used as positive control. The minimal
inhibitory concentration (MIC) was determined as the lowest
WSMol concentration able to promote a reduction of ODggp higher
or equal to 50% in comparison with the 100% growth control. Each
assay was performed in triplicate and two independent experiments
were carried out. To determine the minimal fungicidal concentra-
tion (MFC), inoculations (10 p.L) from the wells containing WSMoL
at concentrations higher or equal to the MIC were transferred to
SDA plates, which were incubated at 28 °C for 48 h. The MFC
corresponded to the lowest WSMoL concentration able to reduce
the number of CFUin 99.9% in comparison with the initial inoculum.

Growth curves

Growth curves of the yeasts incubated with WSMoL at 4 x MIC,
2 x MIC, MIC, 2MIC, and MIC were established. The assay was
performed in 96-well microtiter plates as described in section
2.4. The first well corresponded to the sterility control; the second
well corresponded to the 100% growth control; the third to seventh
wells corresponded to treatments with WSMoL at final concen-
trations corresponding to 4 x MIC, 2 x MIC, MIC, ¥2MIC, and %MIC.
The microtiter plate was incubated for 24 h at 28 “C and the ODgpo
was determined every hour. Each assay was performed in triplicate
and two independent experiments were carried out.

Cell death evaluation

The yeasts were cultured for 24h in absence (control) or
presence of WSMoL at the MIC and cell death was evaluated using
the FITC Annexin V Apoptosis Detection Kit 1 from BD Biosciences
(San Jose, CA, USA), according to manufacturer's instructions.
Isopropyl alcohol (20%, v/v) was used as positive control. The data
were acquired in the BD Accuri C6 cytometer (BD Biosciences). A
minimum of 20,000 events was collected per sample. Cells stained
only with annexin were considered apoptotic; those stained only
with propidium iodide were recorded as necrotic cells; those
stained with both probes were considered to be in late apoptosis or
undergoing necrosis; unstained cells were considered viable. Each
assay was performed in triplicate and two independent experi-
ments were carried out.

Evaluation of mitochondrial membrane potential (AWm)
The effects of WSMoL (MIC) on the mitochondrial membrane

potential (AWm) of Candida cells were also evaluated. The
untreated and WSMolL-treated cells (12-h and 24-h incubation)
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were washed with PBS and stained with 250 pL of 10 pg/mL
rhodamine 123 inthe dark for 10 min. After incubation, yeast cells
were washed and analyzed by flow cytometry (FL1 channel). A
minimum of 20,000 events were analyzed. Changes in the
fluorescent intensity of rhodamine 123 were quantified using
the variation index (VI) obtained by the formula:vi — MEZMC
where MC is the mean fluorescent intensity in control and MT
the mean in test. Negative values of VI correspond to membrane
depolarization of mitochondria, while positive values indicate
membrane hyperpolarization. Each assay was performed in
triplicate and two independent experiments were carried out.

Evaluation of lysosomal membrane damage

The cells were treated for 24 h with WSMoL at MIC. Next, the
cells were washed with PBS and stained with 1 pg/mL acridine
orange (lysosomal dye) in the dark for 20 min. After the incubation,
yeast cells were washed and analyzed by flow cytometry (FL3
channel). A minimum of 20,000 events were collected. Each assay
was performed in triplicate and two independent experiments
were carried out.

Statistical analysis

The data were expressed as the mean or the percent
mean + standard deviation (SD) and statistical differences were
determined using Tukey's range test; a P-value < 0.05 was considered
statistically significant. In the growth kinetic assay, the statistical
analysis was carried out for every time point and the comparison was
made regarding the negative control.

Results and discussion

WSMol is one of the lectins found in M. oleifera seeds and can be
distinguished by the following characteristics: pl 5.5, molecular
mass of 60 kDa and ability to bind chitin, glucose, and fructose
[20]. This lectin showed inhibitory effect on Candida growth with a
MIC of 20 pg/mL for all the species tested. The lectin also showed
fungicidal activity and the MFC values were 80, 20, 40, and 80 p.g/
mL for C. albicans, C. glabrata, C. krusei and C. parapsilosis,
respectively.

The C surinamensis leaf lectin (Casul) was active against C
krusei with MIC and MFC values of 125 and 250 p.g/mL, respec-
tively [16], higher than those detected for WSMoL. Regente et al.
[21] reported that a lectin from Helianthus annuus (Helja), at
200 pg/mL, inhibited in 50%, 45% and 98% the growth of
C. tropicalis, C. albicans and C parapsilosis, respectively. The
P. granatum sarcotesta lectin (PgTel) showed a higher efficacy
than WSMol against C. albicans (MIC: 25 p.g/mL; MFC: 50 p.g/mL)
and C. krusei (MIC and MFC: 12.5 pg/mL) [17]. On the other hand,
the lectins from Abelmoschus esculentus, Canavalia brasiliensis,
Mucuna pruriens, Clitoria fairchildiana, and Dioclea virgata showed
to be remarkably more active than WSMolL on C. parapsilosis since
they showed MIC values ranging from 0.97 to 3.9 pg/mL [22].

The growth curves of the Candida species in absence and
presence of WSMoL were established in order to follow the kinetics
of the inhibitory and fungicidal effects. The fungal growth in
negative controls (absence of lectin) started between 8-10h
of incubation for all species. At 24 h, no significant reduction
(P > 0.05) in ODgqy was detected in the treatments of C glabrata
(Fig. 1B) at sub-inhibitory concentrations (% x MIC and %2 x MIC).
On the other hand, no growth was detected during all the period
evaluated in the assays at concentrations > MIC, corroborating the
results of the microdilution assay (MIC=MFC). For C. albicans
(Fig. 1A), C krusei (Fig. 1C), and C. parapsilosis (Fig. 1D), significant
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inhibitory effect at 24h (P<0.05) was detected since the
treatment at % x MIC. At the MIC, the inhibitory effect
(P < 0.05) started since the ninth, fifteenth, and nineteenth hour
for C krusei, C. albicans, and C. parapsilosis, respectively; absence of
growth was detected at 4 x MIC, 2 x MIC, and 4 x MIC for these
species, respectively, values that corresponded to the MFC values.

Flow cytometry analysis showed that incubation of all yeasts
with WSMoL at MIC reduced the cell viability (P < 0.05) in
comparison with control (Table 1 and Fig. 2). Highest reduction
was observed for C. glabrata while lowest reductions were found
for C. albicans and C. parapsilosis, which is in line with the MFC
results and confirms that WSMoL has different effects on the
Candida isolates. This lectin induced necrosis in cells of all isolates,
but the effect was more pronounced on C. glabrata (Table 1).
Apoptotic cells were also higher among those treated with WSMoL
than in controls, being the highest value detected for C krusei. The
number of double stained cells (late apoptosis or necrosis) was also
higher than in control for all isolates except C. parapsilosis (Table 1)
indicating the presence of strongly damaged cells.

The induction of apoptosis may be linked to mitochondrial
dysfunction, involving depolarization of the transmembrane
potential (AWm), release of apoptogenic factors and impairment
of oxidative phosphorylation. The results described above stimu-
lated us to verify the occurrence of changes in mitochondrial
function induced by WSMolL (at the MIC), which was evaluated
through mitochondrial membrane potential (AWm). The A¥m
was checked after 12-h incubation, since the inhibitory effects of
WSMol started around this time point for all the Candida species
(Fig. 1), and at the end of the assay (24 h). The data obtained for a
12-h incubation period (Fig. 3A) showed that the fluorescence of
rhodamine 123 was higher when incubated with the cells treated
with WSMolL, in comparison with control, resulting in positive VI
values and indicating a hyperpolarization of the mitochondrial
membrane; the highest VI was detected for C. albicans, followed by
C. glabrata. When cells incubated for 24 h were analyzed (Fig. 3B),
depolarization was detected in C krusei cells and hyperpolarization
was still detected for C. glabrata, C. albicans and C. parapsilosis cells,
but in very lower degree than for 12 h, as indicated by VI values.
This datum indicates that the inhibitory effects of WSMoL
treatment initially leads to a hyperpolarization and then there is
a reduction in the AWm, reaching values similar to those in control
cells.

The AWm results from redox transformations associated with
Krebs cycle activity and serves as an intermediate form of energy
storage that is used by ATP synthase to produce ATP [23]. According
to Perl et al. [24], studying T lymphocytes, mitochondrial
hyperpolarization is an early step in apoptosis, occurring before
activation of caspases and phosphatidylserine externalization, and
then AWm disruption. Curcumin (a polyphenol from Curcuma
longa roots) caused an increase in AWm of HepG2 cells challenged
with this compound for 1 h, increasing respiration and oxygen
consumption. This response was transient and followed by
cytochrome c release into the cytosol and loss of AWm after 6 h
exposure. The authors suggested that mitochondrial hyperpolari-
zation is a prerequisite for curcumin-induced apoptosis [25]. The
increase of AWm was also demonstrated to be an event that
precedes the apoptosis of Jurkat human cells induced by
camptothecin [26].

It has been demonstrated that mitochondrial dysfunction also
disrupts the structure and function of lysosomes [27]. The acridine
orange dye was used to evaluate possible damages caused by
WSMol in the lysosome of the Candida cells (Fig. 4). However,
control and treated cells showed similar fluorescence emission in
the case of C glabrata and C. krusei, suggesting intact lysosomes.
In the cells of C. albicans and C. parapsilosis, there were shifts in
the staining peaks regarding controls, but the mean fluorescence
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values were not significantly different (P > 0.05), which also
indicates no lysosomal damage.

Conclusion

WSMol is a fungistatic and fungicide agent against Candida by
inducing apoptosis, necrosis, and alteration in the mitochondrial
membrane potential, acting differently on the species evaluated.
The results correspond to the first report of antifungal activity of
this lectin (which is already known for its antibacterial properties)
and stimulate more studies on the cellular alterations caused by
this lectin on Candida cells.
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4.3. Artigo Experimental 2

Os resultados da avaliacdo da atividade antifingica de WSMoL sobre fungos do

género Cryptococcus estdo apresentados no artigo a seguir, a ser submetido para publicacéo.

Atividade antifungica de lectina de sementes de Moringa oleifera (WSMoL) sobre
Cryptococcus neoformans e Cryptococcus gattii
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Resumo

As sementes de Moringa oleifera contém uma lectina solvel em agua chamada WSMoL com
potencial antimicrobiano. Neste trabalho foi avaliada a atividade de WSMoL contra trés
linhagens dos microrganismos patogénicos Cryptococcus neoformans (B3501 e H99) e
Cryptococcus gattii (R265). A atividade antifingica foi avaliada através da determinacdo da
concentracdo minima inibitéria (CMI). Através de citometria de fluxo utilizando sondas
fluorescentes apropriadas, foram investigadas a ocorréncia de morte celular por apoptose ou
necrose, alteragdes no potencial da membrana mitocondrial (A¥m) e influéncia na integridade
lisossomal. Adicionalmente, foi avaliada a atividade antibiofilme de WSMoL sobre o isolado

Cryptococcus neoformans B3501. WSMoL apresentou CMI de 6,25 pg/mL para todas as
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linhagens, porém ndo foi detectada acdo fungicida. Foi observado que na CMI a cepa H99
apresentou um maior nimero de células necroticas (9,9% das células em comparacdo com
somente 3,8% no controle negativo). O tratamento com a lectina resultou em danos na
integridade dos lisossomos de células de C. neoformans B3501 e C. gattii R265, bem como
reducdo do potencial de membrana mitocondrial de C. neoformans B3501. WSMoL, nas
concentragOes entre 25 e 400 pg/mL, inibiu a formacdo de biofilme por C. neoformans
B3501, unico isolado que se mostrou capaz de produzir biofilme. Em conclusdo, WSMoL
apresenta potencial antifungico contra Cryptococcus por inibir o crescimento e a formacao de

biofilme.

Introducéo

A criptococose é uma infec¢do fangica invasiva distribuida globalmente causada por
espécies de leveduras do género Cryptococcus. Apesar de sua transmissao natural ndo ocorrer
por entre humanos, apresenta desafios terapéuticos substanciais, uma vez que esta relacionada
com multiplos mecanismos de viruléncia que permitem infectar e causar a morte do
hospedeiro humano (MAY et al., 2015).

Criptococos estdo frequentemente presentes no solo e infectam o hospedeiro através
da inalacdo de esporos, com disseminacdo subsequente dos pulmdes para o cérebro. A
disseminacdo para o sistema nervoso central, que causa a meningoencefalite, € a forma mais
comum de criptococose humana (VELA-DUARTE e HENAO-MARTINEZ, 2018). Sua
capacidade de se estabelecer no Sistema Nervoso Central, em individuos imunossuprimidos,
causa uma infeccdo de meninges avassaladora bem como do tecido cerebral, que é
frequentemente acompanhada por pressdo intracraniana elevada; sem tratamento rapido e
eficaz, infeccdo do SNC é invariavelmente fatal (MAY et al., 2015). C. neoformans e C. gattii
sdo os dois agentes etioldgicos da criptococose, pertencentes ao filo Basidiomycota, podendo
ser facilmente distinguidos de outras leveduras patogénicas pela presenca de uma capsula de
polissacarideo, capacidade de producdo de melanina e atividade da urease (OLIVEIRA et al.,
2011).

As lectinas sdo proteinas que reconhecem e se ligam a carboidratos de forma
especifica e reversivel. Podem se ligar a acUcares simples (mono ou dissacarideos) e
complexos  (oligossacarideos, presentes em glicoconjugados e polissacarideos)
(GHAZARIAN et al., 2011; SINGH et al., 2012). As lectinas podem ser encontradas em

microrganismos, animais e plantas. Nas plantas s&o mais comumente encontradas nas



59

sementes (LAGARDA-DIAZ et al., 2017). A atividade de lectinas de plantas contra fungos
tem sido relatada. Os mecanismos antimicrobianos das lectinas incluem a capacidade de
formacdo de poros, seguida de alteracbes na permeabilidade celular, por exemplo. Além
disso, a atividade antifingica das lectinas esta associada a propriedade de ligacdo da quitina,
resultando na desintegracdo da parede celular do fungo (COELHO et al., 2018).

Moringa oleifera é uma planta da familia Moringaceae, nativa do Nordeste da india,
Paquistdo e Afeganistdo e atualmente cultivada em todas as areas tropicais e subtropicais do
mundo (ROLIM et al., 2016). Dentre varios estudos, foi descrita a atividade antioxidante de
extrato alcoolico de folhas de M. oleifera (WANG et al., 2017) e atividade imunomoduladora
de extrato metanolico de folhas em ratos albinos Wistar (NFAMBI et al., 2015). Extrato de
semente de M. oleifera também foi avaliado como possivel alternativa para tratamento de
agua potavel, demonstrando potencial antimicrobiano contra bactérias (DASGUPTA et al.,
2016).

As sementes de M. oleifera contém uma lectina sollvel em &gua chamada WSMoL, que
€ uma proteina ligadora de quitina, com massa molecular de 60 kDa e ponto isoelétrico (pl)
5,5, sendo uma das proteinas das sementes de moringa com acdo coagulante, reduzindo a
turbidez da &gua (MOURA et al., 2016). WSMoL também é capaz de remover metais da agua
e apresenta atividade inseticida contra 0 mosquito Aedes aegypti (COELHO et al., 2009;
SANTOS et al., 2012; FREITAS et al., 2016; ALVES et al., 2020). A atividade antibacteriana
de WSMoL ja foi relatada contra bactérias patogénicas e corrosivas (MOURA et al., 2015;
MOURA et al., 2017; CORIOLANO et al., 2020). Recentemente, foram descritos os efeitos
de WSMoL no crescimento e sobrevivéncia de espécies de Candida. WSMoL inibiu o
crescimento de C.. albicans, C. glabrata, C. krusei e C. parapsilosis, sendo capaz de induzir
apoptose e necrose nas células fangicas e causar hiperpolarizacdo da membrana mitocondrial
(SANTOS et al., 2021). Esses resultados estimularam a realizacdo do presente trabalho, que
teve como objetivo avaliar os efeitos de WSMoL no crescimento e sobrevivéncia de espécies

de leveduras patogénicas de Cryptococcus bem como investigar os modos de ac¢ao envolvidos.

Materiais e métodos

Purificacdo de WSMoL

Sementes de Moringa oleifera foram coletadas em Recife e estocadas a -20 °C. Um

exemplar esta arquivado (n° 73.345) no herbario Dardano de Andrade Lima (Instituto
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Agrondmico de Pernambuco, Recife, Brasil). A coleta da planta foi realizada com autorizagado
(n®36301) do Instituto Chico Mendes de Conservacédo da Biodiversidade (ICMBIo) e 0 acesso
foi registrado (A97CBDF) no Sistema Nacional de Gestdo do Patrim6nio Genético e do
Conhecimento Tradicional Associado. WSMoL foi isolada seguindo o procedimento descrito
por Coelho et al. (2009). A concentragdo de proteina foi determinada de acordo com Lowry et
al. (1951) e a capacidade de ligagéo de carboidratos de WSMoL foi verificada pelo ensaio de
atividade hemaglutinante (PAIVA e COELHO, 1992) usando eritrécitos de coelho. O Comité
de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE) aprovou o
método de coleta de eritrocitos (processo 23076.033782 / 2015-70).

Fungos

As linhagens H99 (sorotipo A) e B3501 (sorotipo D) de C. neoformans e R265 de C.
gattii (sorotipo B) foram cultivadas em meio Saboraud-Dextrose, incubadas a 30 °C por 48 h.

Agar a 1,5% (p/v) foi adicionado quando foi necessério o uso do meio sélido.

Teste de microdiluicdo

A concentracdo minima inibitéria (CMI) foi determinada utilizando o método proposto
pelo Comité Europeu de Testes de Susceptibilidade Antimicrobiana (EUCAST). WSMoL foi
diluida em agua destilada estéril em placas de 96 pocos. As culturas de C. neoformans (cepas
H99 e B3501) e C. gattii (cepa R265) foram ajustadas turbidimetricamente (DOeoo) para 1 x
10° unidades formadoras de coldnia por mL (UFC/mL) em NaCl 0,15 M, sendo adicionadas
em todos os pocgos da placa. As placas foram incubadas a sob agitacdo durante 48 h. A
densidade oOptica a 600 nm (DOsoo) foi determinada no tempo zero e no tempo final e os
valores de concentracdo minima inibitéria (CMI) foram definidos como a menor concentracao
da lectina capaz de inibir em no minimo 50% o crescimento fungico em comparagdo com o
controle. Para determinacdo da concentragdo minima fungicida (CMF), in6culos (10 pL) dos
pogos contendo WSMoL em concentragcdes maiores ou equivalentes a CMI foram transferidos
para placas de Sabouraud Dextrose Agar as quais foram incubadas a 28 °C por 24 h. A CMF
corresponde a menor concentracdo capaz de reduzir o numero de unidades formadoras de

coldnia em 99,9% em comparagdo com o inoculo inicial.

Curvas de crescimento
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As curvas de crescimento das leveduras incubadas com WSMoL a 4 x CMI, 2 x CMI,
CMI, %2 CMI e ¥ CMI foram estabelecidas. O ensaio foi realizado em microplacas de 96
pocos, conforme descrito na se¢do anterior. O primeiro poco correspondia ao controle de
esterilidade; o segundo poco correspondeu ao controle 100% de crescimento; o terceiro ao
sétimo pogos corresponderam a tratamentos com WSMoL. A microplaca foi incubada por 36
h a 28 °C e a DOsoo determinada a cada hora. Dois experimentos independentes foram

realizados em triplicata.
Avaliagédo da morte celular

As leveduras foram cultivadas por 36 h na auséncia (controle) ou na presenca de
WSMoL na CMI e a morte celular foi avaliada usando o FITC Annexin V Apoptosis Detection
Kit I da BD Biosciences (San Jose, CA, EUA), de acordo com as instru¢des do fabricante.
Alcool isopropilico (20%, v/v) foi usado como controle positivo. Os dados foram adquiridos
no citbmetro BD Accuri C6 (BD Biosciences). Um minimo de 20.000 eventos foram
coletados por amostra. As células coradas apenas com anexina foram consideradas
apoptéticas; aquelas corados apenas com iodeto de propideo foram registradas como células
necroéticas; aquelas coradas com ambas as sondas foram consideradas em apoptose tardia ou
em necrose; células ndo coradas foram consideradas vidveis. Cada ensaio foi realizado em

triplicata e dois experimentos independentes foram realizados.
Avaliacgéo do potencial de membrana mitocondrial (A¥m)

Os efeitos do WSMoL (CMI) no potencial de membrana mitocondrial (A¥m) de
células de Cryptococcus também foram avaliados. As células ndo tratadas e tratadas com
WSMoL (incubagdo por 36 h) foram lavadas com PBS e coradas com 250 pL de 10 pg/mL de
rodamina 123 no escuro por 10 min. Apds a incubacéo, as células de levedura foram lavadas e
analisadas por citometria de fluxo (canal FL1). Um minimo de 20.000 eventos foram
analisados. Mudangas na intensidade fluorescente da rodamina 123 foram quantificadas

usando o indice de variacao (V1) obtido pela formula:
MT — MC

IV =
MC
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onde MC é a média da intensidade da fluorescéncia no controle e MT a média no teste.
Valores negativos de VI correspondem a despolarizacdo da membrana da mitocéndria,
enquanto valores positivos indicam hiperpolarizacdo. Cada ensaio foi realizado em triplicata e

dois experimentos independentes foram realizados.

Avaliacéo da ocorréncia de dano lisossomal

As células foram tratadas por 24 h com WSMoL em concentracdes correspondentes a
CMl e 2 x CMI. Em seguida, as celulas foram lavadas com PBS e incubadas com laranja de
acridina 1 pg/mL (corante lisossomal) no escuro por 20 min. Apds a incubagdo, as células
foram lavadas e analisadas por citometria de fluxo. Um minimo de 20.000 eventos foi
coletado. Cada ensaio foi realizado em triplicata e dois experimentos independentes foram

realizados.

Atividade antibiofilme

Os fungos foram cultivados em meio YPD (2% de glicose, 2% de peptona e 1% de
extrato de levedura) por 24 h a 30 °C com agitagdo. As células foram centrifugadas a 5.000
rpm durante 3 min, lavadas trés vezes com PBS, suspensas em Meio Minimo e ajustadas para
uma densidade de 107 células/mL. Os ensaios foram realizados em quadruplicata na presenca
ou auséncia das lectinas (em concentragdes na faixa de 1 pg/mL a 1024 pg/mL), em placas de
poliestireno de 96 pocos. Anfotericina B (2 pg/mL) foi utilizada como controle antifingico.
Nos controles negativos, 0s pogos continham apenas meio. Apos incubacdo a 37 °C durante
48 h, os pocos foram lavados trés vezes com PBS. A formacéao de biofilme foi quantificada
pelo método do cristal violeta (2%) e a atividade metabolica do biofilme foi quantificada pelo
2,3-bis (2-metoxi-4-nitro-5-sulfofenil)-5-[(fenil amino) carbonila]-2H-tetrazolio hidrdxido
(XTT) + menadiona (MESHULAM et al., 1995).

Andlise estatistica

Os dados foram expressos como a media + desvio padrdo (DP) e as diferencas
estatisticas foram determinadas pelo teste de intervalo de Tukey; um valor de p <0,05 foi
considerado estatisticamente significativo.

Resultados e discussao
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WSMoL apresentou atividade inibitoria sobre o crescimento das trés cepas de
Cryptococcus com CMI de 6,25 pg/mL. WSMoL foi mais eficiente quando comparado as
lectinas de folhas de Abelmoschus esculentus e de sementes de Canavalia brasiliensis (ConBr
I1), que apresentaram CMI > 500 pg/mL contra C. neoformans e gattii (KLAFKE et al.,
2012). Por outro lado, WSMoL né&o apresentou efeito fungicida nas concentracfes testadas,
ndo sendo possivel determinar valores de CMF. Jones et al. (2017) avaliaram uma lectina
denominada citovirina, extraida da cianobactéria Scytonema varium, contra C. neoformans de
sorotipos A e D e C. gattii. A citovirina apresentou valores de CMF de até 1 mM para o
sorotipo D, sendo o sorotipo A mais fracamente inibido, com CMF entre 50 e 20 mM. J& para
C. gattii, apresentou CMF de 500 mM.

Lectinas, incluindo WSMoL, tém apresentado acdo antifungica contra outras leveduras
patogénicas. Os valores de CMI de WSMoL para Cryptococcus foram menores que 0S
encontrados no estudo de Santos et al.,, 2021, que avaliaram WSMoL contra Candida
albicans, Candida glabrata, Candida krusei e Candida parapsilosis (CMI = 20 pg/mL para
todas as espeécies). Porém, conforme os mesmos autores, WSMoL teve acdo fungicida contra
Candida (CMF entre 20 e 80 pg/mL), o que ndo foi observado para os isolados de
Cryptococcus neste estudo. Essas diferencas podem estar relacionadas com a composicao da
parede celular entre esses géneros de leveduras. A quitina esta presente em todas as leveduras,
geralmente representando de 1 a 2% da matéria seca da parede celular, assim, tanto a parede
celular de Candida quanto a de Cryptococcus sdo estruturas em bicamadas. Porém, sabe-se
que a quitina estd presente em quantidades menores na parede de C. neoformans em
comparagdo com outras leveduras. Ainda, -1,6-glucana é o componente mais abundante e 3-
1,3-glucana é o menos abundante na parede celular de Cryptococcus, ao contrario de outras
leveduras (GARCIA-RUBIO et al., 2020).

A cinética da acdo fungistatica de WSMoL sobre os isolados de Cryptococcus foi
acompanhada e os resultados podem ser vistos na Figura 1. Para C. neoformans B3501
(Figura 1A), observou-se que ndo houve efeito inibitorio na concentracdo de ¥2 CMI. No
tratamento com a CMI, o efeito fungistatico foi observado até por volta de 24 horas de
incubacéo, quando entdo comegou a haver um declinio da densidade Optica. Na concentracéo
de 2 x CMI, néo foi observado crescimento da col6nia, permanecendo a mesma DOsoo média
ao longo do ensaio. Efeito inibitério foi observado para a C. neoformans H99 nas trés
concentragdes (Figura 1B). Na concentracdo de % CMI, observou-se que apesar do

crescimento ser menor que no controle, houve uma tendéncia de as células continuarem se
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multiplicando. Com relagdo a CMI e 2 x CMI, o crescimento da colOnia parou por volta de 12
horas. Por fim, para C. gattii R265 (Figura 1C), observou-se a auséncia do efeito inibitério no
tratamento a %2 CMI, ocorrendo inclusive maior crescimento que no controle negativo. Na
CMl e 2 x CMI, o efeito inibitorio da WSMoL se tornou aparente a partir de 16 h e 20 h de

incubacdo, respectivamente, quando entdo comegou a haver o declinio da densidade Optica.

A Figura 1. Crescimento de Cryptococcus
neoformans B5301 (A) e H99 (B) e de
Cryptococcus gattii R265 (C) na auséncia
ou presenca de WSMoL na ¥2 CMI, CMI
ou 2 x CMI. A densidade éptica (O.D.) a

600 nm foi determinada a cada hora

0.D (600nm)

durante 36 h. Os dados estdo expressos
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Cryptococcus incubadas com WSMoL na CMI por 36 horas foi avaliada por citometria de
fluxo (Figura 2). Com relacdo ao controle negativo, ndo foi detectada inducdo de apoptose
para nenhum dos trés isolados, indicando que a lectina ndo ativou mecanismos
desencadeadores de morte celular programada. Para C. neoformans H99, foi detectado um
namero significativamente maior (p < 0,05) de células em necrose no tratamento com
WSMoL (9,9%) que no controle negativo (3,8%), 0 que pode estar relacionado com danos na

parede e membrana celulares.

Negative control Positive control WSMolL (MIC)
T2-UR] g
0.3% E
RE
¥
294
E . 4o
Soau QLR S QLR
s Q1% - Aitow A
-1 TTITIC T T T T T T T -1 TTII T TTI TTTIW TTTTe TTrme
o o T o o o7 2 1
FL1-H FL1-H
OZUR s darul O7UR  "sdorUL TR
5% Si5% 35% Si6% 0.5%
RE
>
H99 %
gt‘gé
% d . '
QLR Soru QIR QLR
-3 . - A7 e %
-1 [T TTI T T TTTITET T T T -1 [T TTTT TTI TTTIWT T T k1 [T TTTI TTI T TTIm T
o o 2 o . Wz o e
FL1-H FL1-H FL1-H
" JoT U0 T2UR] QIUR
T 0.3% 0.3%
RE
¥
R265 %
gt‘gé
4q
. S QIR QLR
T Slql%;%llllll.l TTTm TTTITHT ||||||16||||||l '_3 |2||9|;%|||||" |.||||| TTTITHT ||||||§5||ﬁ|% '_3 |||E|3|;%|“|.|" TTTI TTTITHT T T |||||II_
o o IS o 7 o o W2
FL1-H FL1-H FL1-H

Figura 2. Investigacdo da morte celular em Cryptococcus neoformans B5301 ou H99 e
Cryptococcus gattii R265 ndo-tratadas (controle negativo) ou tratadas com WSMoL por 36 h
na concentragéo inibitoria minima (CMI) ou alcool isopropilico a 20% (controle positivo). A
morte celular foi avaliada por citometria de fluxo usando anexina V (AnnV) e iodeto de
propidio (PI). Nos gréficos representativos FL1 vs. FL3, eventos correspondentes a células
apoptoticas (Ann+) e necroticas (Pl+) podem ser vistos nos quadrantes LR e UL,
respectivamente. As células em apoptose tardia ou necrose (AnnV+/Pl +) séo representadas

no quadrante UR. As células viaveis estdo no quadrante LL.
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Os resultados descritos acima estdo de acordo com as demais evidéncias de que
WSMoL tem efeito fungistatico, mas ndo fungicida sobre os isolados de Cryptococcus nas
concentracdes testadas. O declinio da densidade Optica observado no ensaio de cinética de
crescimento em alguns dos tratamentos com WSMoL provavelmente se deve a auséncia de
replicacdo celular suficiente para repor a morte celular de células que ocorre normalmente,
inclusive no controle negativo. Santos et al. (2020), avaliando o efeito da WSMoL sobre
especies de Candida, observaram que esta lectina induziu apoptose e necrose nas células de
C. albicans, C. krusei, C. parapsilosis e C. glabrata, diferentemente do observado com as
células de Cryptococcus, em mais uma indicacdo de modos de agdo diferentes sobre leveduras
desses dois géneros.

No presente estudo, também foi avaliado a integridade dos lisossomos das células de
Cryptococcus quando incubadas com WSMoL. Para C. neoformans B3501 e C. gattii R265,
houve reducdo significativa (p <0,05) da fluorescéncia média no controle positivo e no
tratamento com WSMoL, indicando danos a integridade dos lisossomos (Figura 3). J& para C.
neoformans H99, ndo foi observada reducéo significativa da fluorescéncia quando comparada
ao controle negativo.

Os lisossomos, também denominados como vacuolos em células de leveduras e plantas,
sdo conhecidos como estagdes terminais de degradacdo. Sdo também centros de sinalizacdo
sofisticados que governam o crescimento, divisdo e diferenciacdo celular. Eles fazem
interface fisica com outras organelas e permitem a autofagia (LAWRENCE e ZONCU, 2019).
Manter a integridade e funcdo lisossomal é, portanto, crucial para a homeostase celular.
Diferentes formas de estresse podem induzir a permeabilizacdo da membrana lisossomal
(LMP), resultando na translocacdo para o citoplasma de componentes intralisossomais, como

catepsinas, induzindo a morte celular dependente de lisossoma (WANG et al., 2018).
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Figura 3. Avaliacdo do efeito de WSMoL na integridade de lisossomos de Cryptococcus
neoformans B3501 ou H99 e Cryptococcus gattii R265 apds incubacdo por 36 h com a
concentracdo inibitéria minima (CMI) da lectina. As curvas mostram a fluorescéncia do
laranja de acridina no canal FL1. As linhas vermelha, verde e azul correspondem a controle

negativo (NC), WSMoL e controle positivo (PC), respectivamente.

Alteracdes a nivel mitocondrial também foram analisadas. WSMoL foi capaz de causar
despolarizacdo da membrana mitocondrial de células de C. neoformans B3501 (Figura 4),
como indicado pelo negativo de IV. Tanto as células de C. neoformans H99 quanto de C.
gattii R265 ndo apresentaram diferencas significativas quando comparadas ao controle.

A viabilidade celular esta relacionada com a atividade mitocondrial, danos ao DNA e
excesso de espécies reativas de oxigénio. O potencial de membrana mitocondrial (A¥Ym)
gerado pelas bombas de protons (complexos I, 11l e 1V) é um componente essencial no
processo de armazenamento de energia durante a fosforilagdo oxidativa. A producéo de ATP
é realizada a partir do potencial transmembrana juntamente com o gradiente de prétons.
Entretanto a queda ou o aumento nos niveis do AWYm pode induzir a perda da viabilidade

celular (ZOROVA et al., 2018).
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Figura 4. Avaliacdo dos efeitos de WSMoL no potencial de membrana mitocondrial (A¥m)
de isolados de células de Cryptococcus neoformans B3501 ou H99 e Cryptococcus gattii
R265 ap6s incubagdo por 36 h com a concentracdo inibitoria minima (CMI) da lectina. Os
histogramas de sobreposicdo mostram a fluorescéncia da rodamina 123 no canal FL1. VI:

indice de variacao.

A despolarizacéo indicada pela reducéo da fluorescéncia média da rodamina observada
no tratamento de C. neoformans B3501 parece ndo ter sido suficiente para induzir a morte das
células, mas pode estar relacionada com a acdo fungistatica da lectina. As mitocéndrias tém
um papel central na regulagdo da proliferacdo celular, uma vez que as células “tomam” a
deciséo de se dividir somente quando preparadas metabolicamente para suportar a demanda
energética imposta pela proliferagdo (ARCIUCH et al., 2012).

Biofilmes sdo comunidades multimicrobianas encerradas em matrizes poliméricas auto-
sintetizadas e que se fixam em superficies bidticas ou abidticas. O estado de biofilme,
composto de células sésseis, € predominantemente encontrado na natureza e corresponde a
80% da biomassa microbiana mundial (MIQUEL et al, 2016). Varias moléculas
antimicrobianas sdo incapazes de penetrar profundamente no biofilme ficando aprisionadas na
matriz polimérica extracelular. Além disso, sob pressdo antibiotica, as células no biofilme

podem expressar mecanismos de resisténcia, tornando-as recalcitrantes a um namero
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consideravel de antibidticos (FUENTE-NUNEZ et al., 2013; PROCOPIO et al., 2017).
Compostos naturais, como as lectinas, tém sido avaliadas devido a sua capacidade de inibir a
formacéo de biofilmes por microrganismos patogénicos (HASAN et al., 2014).

Dentre os isolados de Cryptococcus avaliados, somente C. neoformans B3501 se
mostrou capaz de formar biofilme. WSMoL foi capaz de inibir a formagéo de biofilme nas
concentragOes entre 25 e 400 pug/ml (Figura 5). Abaixo de 12,5 pg/mL, houve um acréscimo
significativo na formacéo de biofilme pelos isolados de Cryptococcus.

Ferreira et al. (2018) avaliaram a capacidade de ApuL em prejudicar o desenvolvimento
do biofilme por C. albicans e C. parapsilosis. Para C. albicans, o desenvolvimento do
biofilme foi inibido em todas as concentracfes avaliadas (12,5 a 200 pg/ml), obtendo uma
inibicdo de até 70%. Para C. parapsilosis a atividade inibitéria foi minima, ndo ultrapassando
25% de inibicdo apds o tratamento com ApuL. Silva et al. (2018) observaram o efeito de
PgTeL sobre a formacgdo de biofilme por C. albicans; esta lectina apresentou atividade

antibiofilme apenas quando estava em baixas concentragdes (0,195 e 0,39 pg/mL).
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Figura 5. Formacdo de biofilme e crescimento de Cryptococcus neformans B3501 na
auséncia (controle) e presenca de WSMoL em diferentes concentracdes. O crescimento foi
avaliado pela densidade Optica a 600 nm). Letras diferentes indicam diferencas significativas
(p <0,05) entre os tratamentos. Letras minusculas foram usadas para comparagdo de formacao

de biofilme e letras mailsculas para crescimento.
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Concluséao

O presente estudo demonstrou que WSMoL apresenta potencial antifngico contra
Cryptococcus apresentando efeito fungistatico, que pode estar associado a alteracdes celulares
a niveis lisossomal e/ou mitocondrial. A lectina também induziu a inibi¢cdo da formacéo de

biofilme por C. neoformans B3501.
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5 CONCLUSOES

v Leveduras patogénicas do Género Candida, Cryptococcus e Trichosporon sdo de
grande relevancia clinica visto que espécies desse género tem apresentado grande
numero de infeccdo e/ ou mortalidade, bem como resisténcia a antifungicos.

v A acdo antiflginca das lectinas ainda esta sendo pouco explorada, sendo estas mais
avaliadas sobre o género Candida.

v" WSMoL apresentou efeito inibitorio sobre o crescimento e acdo fungicida sobre C.
albicans, C. glabrata, C. krusei e C. parapsilosis.

v' A lectina induziu apoptose, necrose e alteracdo do potencial de membrana da
mitocdndria das espécies de Candida avaliadas.

v WSMoL apresentou potencial inibitério sobre o crescimento das linhagens de
Cryptococcus neoformans e Cryptococcus gattii, porém ndo foi detectada acédo
fungicida.

v O tratamento com a lectina resultou em inducéo de necrose em C. neoformans H99,
danos na integridade dos lisossomos de células de C. neoformans B3501 e C. gattii
R265, bem como reducdo do potencial de membrana mitocondrial de C. neoformans
B3501.

v" WSMoL foi capaz de inibir a formacdo de biofilme pela cepa de C. neoformans
B3501.

v" WSMoL apresenta potencial antifingico contra leveduras dos géneros Candida e
Cryptococcus por induzir eventos que comprometem a homeostase celular, o que
estimula futuros estudos para a caracterizacdo detalhada do mecanismo de agédo dessa

proteina.
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