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RESUMO

Lectinas sdo proteinas que possuem sitios de ligagdo a carboidratos, capazes de
interagir reversivelmente e especificamente com esses agucares. As lectinas
isoladas a partir de plantas do género Bauhinia demonstraram variadas
atividades, como por exemplo atividade anticancer, inseticida, e também
antifingica. Bauhinia monandra, espécie conhecida popularmente como pata-
de-vaca, ¢ uma planta ornamental da familia das Fabaceae usada na medicina
popular como hipoglicemiante e da qual também foram isoladas lectinas. O
objetivo deste trabalho foi descrever a atividade antifungica da lectina de folhas
de Bauhinia monandra, BmoLL, bem como sua acdo no tratamento de biofilme
formado por leveduras do género Candida. O método utilizado seguiu as
condi¢gdes descritas no documento do Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI, 2008). A lectina BmoLL foi preparada e utilizada na faixa de
0,96 pg/mL a 492 pg/mL. Para os testes, foram utilizadas placas de
microtitulacao de 96 pocos de fundo plano, nas quais 100 pL. de cada diluicao de
lectina testada estavam nas colunas 1 a 10. Meio RPMI 1640 (100 pL) foram
distribuidos nas colunas 11 e 12, que foram utilizadas como controle de
crescimento e esterilizacao, respectivamente. A leitura foi realizada depois de 24
h para espécies de Candida spp. € 48 h para espécies de Cryptococcus spp. Para
o ensaio de biofilme as leveduras produtoras de biofilme foram cultivadas em
Yeast Extract Peptone (YPD) a 37°C overnight;, em seguida foram suspensas em
meio RPMI tamponado com HEPES e ajustadas para concentragdo de 10°
células/mL. A quantificacao dos biofilmes foi realizada com o ensaio de redugao
de sal tetrazolico, as placas foram entdo incubadas em temperatura de 37°C por
48 h, e a leitura foi realizada com comprimento de onda 540 nm. Apos o periodo
de 48 h de crescimento do biofilme, o conteido dos pocos foi transferido para
uma nova placa e os pogos da mesma foram preenchidos com 180 pL da solucao
contendo a lectina BmoLL diluida em RPMI 1640. Apos 18 h de acdo, a leitura
foi realizada com comprimento de onda 540 nm. Para a anédlise, o teste de
comparagdes multiplas de Tukey foi realizado para todas as médias obtidas com
o nivel de significancia de 5%. A BmoLL apresentou potencial inibitério do
crescimento das leveduras de Candida e Cryptococcus em concentragdes que
variaram de 246 a 492 pg/mL e também foi capaz de inibir a continuagdo da

formagdo e aumento do biofilme de Candida parapsilosis na concentragao de
492 pg/mlL.

Palavras-chave: Bauhinia monandra, Candida, Cryptococcus.



ABSTRACT

Lectins are proteins that have carbohydrate binding sites, capable of reversibly
and specifically interacting with these sugars. The lectins isolated from plants of
the genus Bauhinia demonstrated varied activities, such as anticancer,
insecticidal, and also antifungal activity. Bauhinia monandra, popularly known
as pata-de-vaca (cow’s roof), is an ornamental plant of the Fabaceae family used
in folk medicine as a hypoglycemic agent and from which lectins were also
isolated. The objective of this work was to describe the antifungal activity of
Bauhinia monandra leaf lectin (BmoLL) as well as its action in the treatment of
biofilm formed by yeasts of the genus Candida. The method used followed the
conditions described in the document of the Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI, 2008). BmoLL lectin was prepared and used in the range of 0.96
pg/mL to 492 pg/mL. For the tests, 96-well flat-bottomed microtiter plates were
used, in which 100 pL of each tested lectin dilution were in columns 1 to 10.
100 pL. of RPMI 1640 medium were distributed in columns 11 and 12, which
were used as growth control and sterilization, respectively. The reading was
performed after 24h for Candida spp. and 48h for Cryptococcus spp. For the
biofilm assay, the biofilm-producing yeasts were cultured in Yeast Extract
Peptone (YPD) at 37°C overnight; then they were suspended in HEPES-buffered
RPMI medium and adjusted to a concentration of 10° cells/mL. The
quantification of biofilms was performed using the tetrazolic salt reduction
assay, the plates were then incubated at a temperature of 37°C for 48 h, and the
reading was performed at a wavelength of 540 nm. After a period of 48 h of
biofilm growth, the contents of the wells were transferred to a new plate and the
wells were filled with 180 pL of the solution containing the BmoLL lectin
diluted in RPMI 1640. After 18 h of action, the reading was performed at a
wavelength of 540 nm. For analysis, Tukey's multiple comparison test was
performed for all means obtained with a significance level of 5%. BmoLL
showed inhibitory potential for the growth of Candida and Cryptococcus yeasts
at concentrations ranging from 246 to 492 pg/mL and was also able to inhibit
the continuation of the formation and increase of Candida parapsilosis biofilm
at a concentration of 492 ug/mL.

Keywords: Bauhinia monandr,, Candida,; Cryptococcus.
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1 INTRODUCAO

Os fungos sdo organismos cosmopolitas e ubiquos, capazes de causar
doencas em seres humanos, e ainda que ndo possuam tanta expressividade em
comparagdao com as infecgdes bacterianas resistentes e surtos virais, esse grupo
de organismos representa uma ameaga significativa a saude publica (ALMEIDA
et al., 2019).

Desde os primordios da microbiologia, a micologia foi ofuscada pela
bacteriologia, que reunia quantidade maior de patégenos. Assim, por muito
tempo, os fungos foram considerados contaminantes sem importancia
(LEDERMANN, 2017.) No entanto, nos ultimos anos as doencas fingicas
emergiram em todo o mundo, e junto com elas o uso de drogas antiflingicas na
terapia e profilaxia, resultando no aumento da resisténcia fungica. Candida spp.
¢ o agente causador de infec¢des fungicas mais comum no mundo e as
candidemias sdo responsaveis por elevada mortalidade, principalmente em
pacientes em Unidade de Terapia Intensiva, UTT (CHOWDHARY et al. 2017).

A candidiase ¢ uma infeccdo oportunista causada por fungos do género
Candida. C. albicans ¢ a espécie mais comum causadora da infeccdo no ser
humano, visto que esta levedura faz parte da microbiota; entre outras espécies
causadoras estdo C. glabrata, C. parapsilosis, C. tropicalis e C. krusei. A
infeccdo pode se manifestar nas formas: mucocutanea, cutdnea e sistémica,
podendo esta Gltima ser letal em pacientes imunodeprimidos (PEIXOTO, et al.,
2014).

Da mesma forma, o fungo dimorfico Cryptococcus spp., causador da
criptococose, representa um problema de saude publica no Brasil, visto que ¢
responsavel por formas clinicas que atingem o sistema nervoso central,
causando meningoencefalite, € o pulmonar, induzindo aumento da mortalidade
(SOARES et al., 2019).

A criptococose ¢ uma doenca grave que acomete o ser humano e animais,
cujo principal agente &€ Cryptococcus neoformans, entre suas fontes ambientais
estdo os excrementos de pombos. A infec¢do pode ocorrer por inalagdo de
esporos € a micose se manifesta mais acentuadamente em pessoas € animais com
baixa imunidade celular, sendo considerada a doenca oportunista com maior
morbimortalidade em pacientes portadores de HIV (QUEIROZ, et al., 2008;
GARCIA-RUBIO, 2020).

Nas trés décadas passadas, a resisténcia antimicrobiana se tornou uma
questdo em foco, por isso, tem se intensificado a busca por novas alternativas
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terap€uticas a partir de fontes naturais, a exemplo das plantas medicinais. O uso
de plantas para cura e tratamento de doengas acompanha a historia da civilizagdo
humana, e embora diversos estudos a respeito de produtos naturais derivados de
plantas sejam desenvolvidos a cada ano, ainda permanecem nao identificados
um grande numero de compostos e substancias vegetais que podem ser fontes
promissoras para a base de novas terapias (HOBSON, 2021; MENEZES, 2021;
OZMA, 2021). Nesse cenario, surgem as lectinas.

Lectinas sdo proteinas que possuem sitios de ligacdo a carboidratos,
capazes de interagir reversivelmente e especificamente com esses agucares
através de pontes de hidrogénio, interagdes hidrofobicas e forcas de Van der
Waals. Essas proteinas que ja foram isoladas de plantas, animais,
microrganismos, fungos superiores e de liquens, sdo moléculas com habilidade
de reconhecimento dentro da célula ou entre células, cujas interagdes com
carboidratos fazem parte do sistema de defesa (CAMPOS et al., 2016).

As lectinas isoladas a partir de plantas do género Bauhinia demonstraram
variadas atividades, como por exemplo atividade anticincer e inseticida
(CAGLIARI et al., 2018). Bauhinia monandra, espécie conhecida popularmente
como pata-de-vaca, ¢ uma planta ornamental da familia das Fabaceae usada na
medicina popular como hipoglicemiante ¢ da qual também foram isoladas
lectinas, tendo sido comprovada atividade inseticida frente a Nasutitermes

corniger ¢ também a atividade antifungica frente a fungos do género Fusarium
de uma lectina isolada da raiz de B. monandra (SOUZA et al., 2011).

Tal atividade antifingica foi ainda relatada em lectinas isoladas em outras
espécies do género, como a lectina isolada da raiz de B. ungulata que
demonstrou sua atividade frente a fitopatogenos dos géneros Aspergillus e
Fusarium; a lectina foi capaz de inibir o crescimento micelial dos fungos em
ensaios in vitro (SILVA et al., 2014).

Dentro desse contexto, o presente trabalho descreve a atividade
antifungica da lectina de folhas de B. monandra, BmoLL, bem como sua a¢ao no
tratamento de biofilme formado por leveduras do género Candida.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA
2.1 CANDIDIASE

A candidiase ¢ uma infec¢do fingica causada por leveduras do género
Candida, sendo o seu representante mais comum e disseminado a espécie
Candida albicans. O género Candida pertence ao Filo Deuteromycota, Classe
Blastomycetes, Ordem Cryptococcales e Familia Cryptococcaceae.
(DEORUKHKAR, 2015).

Os fungos deste género apresentam estrutura celular que composta pela
parede celular quitinosa, caracteristica comum aos fungos, € a membrana
citoplasmatica fosfolipidica, constituida por proteinas, as quais agem como
enzimas, ¢ também o ergosterol, o qual possui funcdes semelhantes as do
colesterol em células animais. As leveduras t€ém como estrutura primdria células
de forma ovalado-arredondada que se reproduzem através de brotamento, Ginico
ou multiplo, sdo esporos de origem assexual denominado blastoconidios.
(ROCHA, 2021).

Essas leveduras colonizam normalmente a pele e cavidades corporais,
como boca, garganta e vagina, sem causar doengas. No entanto, podem provocar
infecgdes, caso seu crescimento se torne desordenado ou entrem em contato com
a corrente sanguinea e Orgaos internos. As espécies de Candida sdo a causa
nimero de infec¢des oportunistas fungicas em todo o mundo, um trago marcante
da sua patogenicidade ¢ sua capacidade de crescer tanto nas formas de levedura,
quanto pseudo-hifas e hifas. (DABAS, 2013).

A candidiase pode acometer pacientes imunocompetentes, bem como
aqueles individuos imunodeprimidos ou imunossuprimidos, porém os casos da
micose t€ém maior incidéncia nos hospedeiros imunocomprometidos. Por causa
disso. Por causa disso, muitas vezes é chamada de a “doenga dos doentes”
(DEORUKHKAR, 2015). Devido ao avan¢o da medicina, que permite que
pacientes acometidos de doengas graves tenham maior sobrevida, e também pela
ascensdo de algumas infeccdes, a populagdo de pacientes imunocomprometidos
tem aumentado no mundo, muitos dos quais sofrem procedimentos invasivos,
precisam conviver com sondas e cateteres ou ainda fazem uso de medicamentos
corticoides, este também ¢ um dos fatores que contribui para ocorréncia de
infeccoes deste tipo, implicando na sua maior incidéncia e prevaléncia (SARDI
et al., 2012).
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Além do estado do hospedeiro, um elemento importante para o
acontecimento da transi¢ao de colonizagdo para infeccdo ¢ o potencial de
viruléncia da cepa, decorrente, entre outros, da capacidade de alteragdo
morfoldgica, a depender das condigdes do ambiente no momento da invasao.
Cada uma das formas difere na sua habilidade de infectar. Essas frequentes
transformacdoes morfoldgicas acabam contribuindo para a modificagdao
antigénica por conta das alteragdes frequentes na superficie da célula
(MODRZEWSKA, 2013). A figura 1. mostra micro ¢ macromorfologia de
exemplares de Candida spp.

Figura 1. Aspecto micro e macromorfologico de espécies de Candida spp.
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Legenda: A — Pseudohifas de Candida albicans; B — Culturas de C. albicans em Agar Sabouraud; C —
Culturas de C. glabrata em Agar Sabouraud.
Fonte: A autora.

2.1.1 Manifestacoes clinicas

As formas pelas quais a candidiase se manifesta podem ser abarcadas em
trés tipos principais: a forma cutdnea, mucocutanea e sistémica. A candidiase
cutanea pode acometer areas da pele mais propensas ao acimulo de umidade,
como 0s espagos interdigitais, a regido inframamaria, axilas, regido das virilhas
¢ debaixo das unhas. J4 a candidiase mucocutanea acomete a cavidade oral,
vulva e canal vaginal, enquanto que a forma disseminada, apesar de rara,
acomete orgaos internos e tecidos (PEIXOTO, 2014).

A candidiase cutanea ocorre comumente quando ha condi¢des de umidade
e temperatura, mais acentuadamente em localidades de climas tropicais ou
durante os meses de verdo. Dentre as formas nas quais pode se apresentar estao:
intertrigo, que atinge as dobras da pele como axilas, virilha, sulco intergluteo,
prega submamaria, ¢ em individuos obesos pode ocorrer na prega suprapubica;
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onicomicose, que resulta em unhas quebradigas, espessas e sem brilho; e
paroniquia, uma inflamac¢dao da pele ao redor da unha, com destaque para
individuos cuja ocupagao laboral envolve imersdo frequente das maos na agua
(BARBEDO, 2010). Formam-se lesdes satélites eritematosas com bordas bem
delimitadas de aspecto descamativo, que causam prurido, produzindo eritema
intenso, edema, exsudato purulento e pastulas (BARBEDO, 2013).

A sua forma mucocutanea tem duas representagdes marcantes: a oral, cuja
ocorréncia pode ser influenciada pela presenga de saliva dcida, xerostomia e uso
de préteses dentdrias, além do tabaco (RAO, 2012) e que se subdivide em trés
categorias, (1) aquelas com manifestacdes agudas, (2) manifestagdes cronicas e
(3) a sindrome de candidiase mucocutanea cronica, que podem ocorrer
isoladamente ou em conjunto, em diversos sitios da cavidade oral ao mesmo
tempo; as neste caso sdo caracterizadas por placas espessas e difusas de aspecto
esbranqui¢ado de tamanho varidvel que podem ser removidas com raspagem,
eritema difuso da mucosa, hiperplasia da mucosa e quelite angular (VILA,
2020).

A outra representacdo, talvez a mais conhecida, ¢ a candidiase
vulvovaginal, a maioria das mulheres alberga Candida na vagina em algum
momento da vida, hd& um equilibrio entre estas leveduras e mecanismos de
defesa contra elas, resultando na permanéncia das espécies de Candida como
comensais, dessa forma, a presenga das leveduras na vagina ndo indica
necessariamente candidiase, no entanto, mudang¢as no ambiente vaginal do
hospedeiro podem perturbar este equilibrio e levar a uma infeccao
(GONCALVES, 2016).

Esta ¢ a segunda causa mais comum de infec¢des vaginais, ficando atras
somente das vaginoses bacterianas, os sinais e sintomas sao inespecificos, porém
manifestacoes clinicas mais corriqueiras envolvem, prurido, hiperemia,
queimacao, irritacdo, eritema, dor e desconforto vaginal, dispareunia, disuria,
leucorréia, além de edema e fissuras (MTIBAA, 2017).

A candidiase disseminada ou sistémica, ainda chamada de invasiva
compreende as candidemias e a candidiase tecidual profunda, que podem
ocorrer concomitantemente ou isoladamente, esta ultima surge a partir de
disseminacao hematogénica ou inoculacao direta das leveduras em sitios estéreis
do corpo, nos paises desenvolvidos a candidiase invasiva ¢ a infecgdo
nosocomial fingica mais comum entre os pacientes hospitalizados, tem
inclusive altas taxas de mortalidade, chegando até a 40%, mesmo em pacientes
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diagnosticados e que recebem o tratamento antifungico (KULLBERG, 2015;
CLANCY, 2018).

Este tipo de infeccdo condicdo associada ao progresso, tem se tornado
cada vez mais presente no cotidiano dos servicos de cuidados de saude,
previamente seu principal agente era a Candida albicans, no entanto vem
ocorrendo uma mudan¢a na sua epidemiologia e a prevaléncia espécies de
Candida spp. ndo-albicans como C. glabrata, C. tropicalis, C. parapsilosis e C.
krusei tem crescido atualmente, ademais o advento da C. auris multidroga
resistente, causadora de surtos com rdpida disseminagdo ¢ uma realidade
alarmante, em razdo da sua capacidade de persistir em ambientes hospitalares e
causar surtos prolongados e propensao para adquirir mecanismos de resisténcia,
a C. auris se tornou uma possivel ameaca global (McCARTY, 2016; PAPPAS,
2018).

2.1.2 Fatores predisponentes

A infec¢do ndo ¢ comum em individuos imunocompetentes, mas pode ser
facilitada pelo uso de esteroides inalatdrios, presenca de doenca pulmonar
obstrutiva, realizacdo de cirurgias prévias, uso de drogas intravenosas, uso de
acessos Intravenosos, nutrigdo parenteral, presenca de diabetes mellitus,
gravidez e uso de anticoncepcionais € exposi¢ao sist€émica a antifingicos
(MIMIDIS, 2004; GRIGORIOU, 2006; CHEN, 2009; BRETAGNE, 2014).

Grupos vulneraveis a infeccdo abrangem os imunossuprimidos, pacientes
em terapia contra o cancer, terapia com corticosteroides ou drogas citotoxicas,
em terapia imunossupressora para doencas autoimunes, e os infectados por HIV,
além de pacientes hospitalizados em unidades de terapia intensiva, pacientes
com doengas hematologicas, receptores de transplantes de células-tronco
hematopoéticas e receptores de transplantes de 6rgaos, aqueles com uso prévio
de antibioticos, com atencdo para os de amplo espectro, a ocorréncia de sepse,
bem como o proprio trauma fisico (TANGUAY, 1994; CHOCARRO
MARTINEZ, 2000; SINGH, 2001; CERQUEIRA, 2010; BARONIA, 2014).

Especificamente sobre a candidiase das mucosas e trato gastrointestinal
existem intimeros fatores que contribuem para a infeccdo, como secregdes
digestivas diminuidas, que além de suas fungdes principais, previnem o
supercrescimento de Candida e sua penetragdo nas mucosas, por outro lado
dietas ricas em acucares refinados e sacarose, sucos de frutas, mel, leite e
derivados, o consumo de alcool e a deficiéncia de nutrientes favorecem o
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crescimento, bem como funcao hepatica comprometida, estresse cronico e niveis
altos de cortisol e capacidade antioxidante reduzida (MARTINS, 2014;
AKIMOTO-GUNTHER, 2016).

2.1.3 Tratamento

O tratamento da candidiase varia de acordo com sua apresentagdo, a
nistatina, um dos antifungicos mais antigos € de amplo espectro ¢ o antifingico
mais utilizado tanto para profilaxia quanto para tratamento, em se tratando de
candidiase cutanea e terapia topica, ela e clotrimazol e miconazol, sdo as
primeiras escolhas, pode citar também o sulconazol, e ha ainda o tratamento oral
com o derivado azolico fluconazol, a uma opg¢ao disponivel para o abordagem
sisttmica da forma cutdnea, assim como o cetoconazol oral, outras vertentes
incluem ainda combina¢des com anti-inflamatérios corticosteroides e
antimicrobianos como gentamicina € neomicina (EVANS, 2003; KASSEM,
2016; TAUDOREF, 2019).

Passando para a micose na sua forma mucocutéa, por muito
nistatina e anfotericina B constituiram a primeira escolha por sua eficacia e
também por serem mal absorvidos pelo intestino, o que reduz a
hepatotoxicidade, mas aspectos como gosto desagradavel e reacoes
gastrointestinais levaram a busca por outras opgoes, assim observou-se que uso
o oral do fluconazol supera a nistatina em termos de erradicacdo de Candida,
principalmente em criangas e portadores de HIV e que ¢ tao eficaz quanto a e
anfotericina B, com a vantagem de ser melhor aceito pelo paciente (GARCIA-
CUESTA, 2014; LYU, 2016). Vale acrescentar que em casos mais raros como
da candidiase mucocutianea cronica autossomica dominante, vém sendo
exploradas inclusive novas terapias imunomodulatorias, focadas em inibidores
de enzimas e citocinas (VAN DER VEERDONK, 2016).

O tratamento da vulvocandidiase depende do quadro: se ndo complicado
ou complicado, no primeiro caso terapia curta (inferior a uma semana) com
azo6licos como clotrimazol, butoconazol, e miconazol de aplicagdo local ¢
efetivo em mais de 80% dos casos, uma outra opc¢ao ¢ fluconazol oral em dose
unica; por outro lado para casos complicados, além de maior duragdo do
tratamento incluem combinag¢des medicamentosas, como fluconazol oral com
derivados azolicos topicos, foi demonstrado também que a associagdo com o0s
suplementos de lactobacilos probidticos pode aumentar a eficacia do fluconazol
na cura de vaginites por leveduras. (MARTINEZ, 2008; DOVNIK, 2015).
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Ja o tratamento da candidiase invasiva mudou muito nos anos recentes,
nos ultimos vinte anos, foram desenvolvidos diversos novos antifingicos com
novos mecanismos de acao eficazes contra infecgdes graves, a recomendacao de
tratamento profilatico para pacientes com fatores de risco mesmo sem sinais €
sintomas clinicos permanece, o que ¢ um desafio pra o controle da geracdo de
novas espécies resistentes, outra vertente recente e pouco explorada ¢ o das
vacinas contra candidiase testada em modelos animais e também em ensaios
clinicos, através dos quais se confirmou sua eficacia e seguranca (WANG, 2015;
BASSETTI, 2018).

Figura 2. Linha do tempo do desenvolvimento de agentes fingicos
2006
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Fonte: CHAPMAN, 2008.

Como essa ainda € uma realidade distante, a abordagem farmacologica da
candidiase invasiva, sua forma mais grave, inclui azdis como fluconazol,
itraconazol, posaconazol e voriconazol, a anfotericina B, outrora um pilar no
tratamento, mas que perdeu espaco devido a sua toxicidade e ao surgimento das
equinocandinas como anidulafungina, caspofungina e micafungina, muito
potentes, mas ainda seguras para uso clinico, por isso a maioria das espécies de
Candida spp. sdo suscetiveis a essas drogas, mas nao todas, por causa de
mudangas nos padrdes de susceptibilidade, existéncia de resisténcia intrinseca e
ainda o desenvolvimento de resisténcia adquirida a drogas as quais forma
expostas previamente (FLEVARI, 2013; BOTERO-CALDERNO, 2015; BEM-
AMI, 2018).
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2.1.4 Resisténcia

Entre as classes de antifingicos, sdo encontrados diferences mecanismos
de agdo, fungicida ou fungistatica, os azdis, como cetoconazol fluconazol,
itraconazol, miconazol e voriconazol, e as alilaminas, como a terbinafina,
capazes de bloquear a biossintese de ergosterol pela inibicdo de enzimas; os
polienos, como nistatina, anfotericina B e pimaricina, ligam-se as moléculas de
ergosterol, resultando em poros na parede celular, dessa forma aumentando
permeabilidade e vazamento do contetido citoplasmatico; a 5- fluorocitosina, um
antimetabdlitos que inibe a funcdo do RNA e interfere na sintese de proteinas
dentro da célula (SILVA, 2011; RODRIGUES, 2013).

No entanto, uso massivo antimicrobianos na medicina e¢ na
agricultura € quase sempre acompanhado pelo desenvolvimento da resisténcia a
estes agentes, com os antifingicos numericamente restritos, ainda mais quando
comparados a antibacterianos, nao ¢ diferente; a chave para ocorréncia da
resisténcia esta na variabilidade genética, posto que uma mutacdo que confere
resisténcia surge no patdégeno e seu futuro ¢ determinado por processos como
deriva genética, migracdo, selecdo e recombinagdo que permitem ao patdogeno
evadir-se de, remover ou inativar o medicamento (COWEN, 2002).

Existem trés rotas pelas quais um paciente pode encontrar-se um
organismo resistente: um organismo ¢ inicialmente suscetivel, mas sofre
mutacao e se torna resistente (resisténcia adquirida ou secundéria); o paciente €
colonizado ou infectado com multiplos cepas ou espécies e delas, uma
inerentemente resistente, ¢ selecionada; ou o paciente € inicialmente colonizado
ou infectado com uma espécie inerentemente resistente (ambas resisténcia
intrinseca ou primadria) ; no caso dos azdis, o surgimento de resisténcia vem se
destacando conforme aumenta o seu uso, e entre os mecanismos ja identificados
incluem alteragdes no gene que codifica a enzima-alvo ERG11 (o alvo dos azois
¢ o ergosterol) e superexpressao de genes da bomba de efluxo (a qual expulsa as
drogas) incluindo CDR1, CDR2 e MDRI (REX, 1995; WHITE, 2002;
KLEPSER, 2006; BERKOW, 2017).

O grupo de antiflingicos mais recente, as equinocandinas, anidulafungina,
caspofungina e micafungina, tem como tem como alvo a parede celular,
interferindo na atividade da enzima b-1,3-D-glucano sintetase, desse modo o
mecanismo de resisténcia a equinocandina envolve alteracdes dos aminoacidos
nas regioes de Aot spots das subunidades codificadas pelo gene FKS da enzima,
contudo a resisténcia as equinocandinas segue relativamente baixa, o
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desenvolvimento da resisténcia requer exposi¢do prolongada ou repetida a
droga, cepas recuperadas de tratamentos falhos com equinocandinas
demonstraram aumento das CIMs em relagao ao inicio da terapia, mesmo assim
C. glabrata, a maior responsavel pela resisténcia em ambientes hospitalares, tem
demonstrado um comportamento diferente, no qual sua resisténcia a estas drogas
esta relacionada a uma exposi¢do prévia a azois, em especial fluconazol
(PERLIN, 2015; PRISTOV, 2019).

Um ultimo ponto preocupante € a ascensdo da resisténcia em espécies de
Candida nao-albicans, como C. glabrata, C. tropicalis e C. parapsilosis que
costumavam ser mais susceptiveis as drogas quando em comparacao com C.
albicans e finalmente a espécie C. auris cujos isolados apresentam um perfil
multidorga resistente e rapida disseminacdo (SILVA, 2011; DU, 2020).

2.1.5 Biofilme

Os biofilmes sao definidos como comunidades microbianas estruturadas
que estdo afixadas em uma superficie e compreendidas por uma matriz de
material polimérico produzidas pelo proprio microrganismo, a formagdao de
biofilme por Candida constitui fator de viruléncia, uma vez que confere
aumento da resisténcia as drogas antifingicas, e também dificulta a acdo das
células do sistema imune frente as leveduras englobadas pela matriz
(RAMAGE, 2001; 2005).

Na natureza sdo uma forma comum de crescimento microbiano, no meio
hospitalar, biofilmes microbianos entraram em evidéncia devido a propagacao
do uso dispositivos médicos a exemplo de acessos venosos como cateteres
centrais, de hemodidlise e didlise peritoneal, cateteres urindrios, dispositivos
intrauterinos, dispositivos intracardiacos, tubos endotraqueais e shunts cerebrais,
nos quais o biofilme pode causar até interrup¢ao da fungdo, isso mostra que
essas c€lulas sdo capazes de se aderir a uma ampla gama de materiais, ¢ além de
tudo ainda h4 a possibilidade da formagdo de dois tipos de biofilme, os
monoespécies e os espécies-mistas (MUKHERJEE, 2005; RAMAGE, 2006).

A formagao do biofilme segue de quatro etapas: primeiro, as leveduras
precisam se aderir a uma superficie; segunda, leve crescimento da coldnia e
organizacgao celular; terceiro, secre¢ao de substancias extracelulares poliméricas,
as EPS; e quarto, a disseminacao dessas células formadoras de biofilme; essa
adesao inicial ¢ mediada por interacdes nao especificas, como forgas
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hidrofébicas e eletrostaticas da superficie celular e por interagdes especificas
como das adesinas na superficie da levedura, outro mecanismo importante ¢ a
secrecdo de moléculas quorum-sensing, podendo-se citar dodecanol, farnesol e
tirosol, responsaveis pelas transi¢des morfoldgicas destes fungos (CHEN, 2004;
TEN CATE, 2009; SENEVIRATNE, 2008).

Apesar de tudo, os mecanismos da formacdo de biofilme de Candida nao
foram completamente esclarecidos ainda, a diversidade de adesinas entre as
diferentes espécies permite a adaptabilidade e crescimento em condi¢cdes muito
variadas, por exemplo, apenas refor¢ando a complexidade desta interagcdo, que
ainda ¢ influenciada pelo tipo do substrato, as fontes de carbono, a
disponibilidade de oxigénio e a presenca de saliva, e todas essas condi¢oes ainda
podem variar de acordo com a espécie ou mesmo a cepa, por isso nao ha ainda
uma abordagem totalmente eficaz contra o problema (CELLULAR-CRUZ,
2012; TSUI, 2016; CAVALHEIRO, 2018).

2.2 CRIPTOCOCOSE

Os primeiros casos desta doenca no Brasil foram relatados na década de
40, causada por Cryptococcus spp., leveduras encapsuladas, a criptococose ¢
uma micose sistémica de carater oportunista cujo agente principal C.
neoformans ¢ dividido em duas variedades, C. neoformans var. neoformans e C.
neoformans var. gattii, as quais tém aspectos clinicos diferentes, normalmente a
infec¢do pela primeira estd associada ao estado imune do hospedeiro, enquanto
que a segunda infecta mesmo individuos imunocompetentes, dessa forma fatores
como o estado imunoldgico, a viruléncia da cepa e a quantidade de indculo ¢
que definem o decorrer da infec¢ao (PEFECT, 2000; PAPPALARDO, 2003;
LUI, 2006; ). A Figura 3 exibe culturas de Cryptococcus.
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Figura 3. Culturas de Cryptococcus neoformans var. neoformans em Agar Sabouraud.

Fonte: A autora.

Entre as fontes saprofiticas do fungo estdo as fezes passaros, notadamente
pombos, por isso foi popularmente apelidada de “doenca do pombo” e também
material vegetal em decomposi¢cao, como cascas de arvores, folhas e futos secos,
nos quais podem permanecer vidveis por mais de dois anos, tem distribuicao
mundial, predominado a variagdo gatti nas regides tropicais e subtropicais, € sua
incidéncia cresceu dramaticamente apos a epidemia de HIV/AIDS, sendo grande
parte dos casos clinicos registrados nos continentes americano ¢ africano
(NEGRONI, 2012; MAZIARZ, 2016; ZAVALA, 2020).

Na América Latina, sdo realizados cada vez mais estudos sobre a micose,
visto que a morbidade e mortalidade atribuidas a ela sdo expressivas, somente a
meningite criptococica soma mais de cinco mil casos por ano, sem contar suas
outras manifestagdes, dos quais quase a metade leva a morte, o Brasil e a
Colombia s3o os paises com os numeros mais alarmantes de infeccdo em
imunocomprometidos, principalmente os portadores de HIV, cuja mortalidade
mundial gira em torno de 15% devido a este tipo de meningite, € mesmo para os
pacientes recuperados ha ainda um alto risco de morbidade a longo prazo, que
incluem sequelas fisicas e cognitivas (FIRACATIVE, 2018; GUSHIKEN,
2021).
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2.2.1 Manifestacoes clinicas

A infecgdo ocorre principalmente por inalagdo de uma fonte ambiental das
leveduras ou esporos que entdo se alojam nos alvéolos pulmonares, e
posteriormente podem  permanecer localizados em individuos
imunocompetentes, causando uma infec¢do autolimitada que se resolve
espontaneamente, ou a infeccdo pode se agravar e se disseminar por via
hematogénica para qualquer parte do corpo, principalmente o sistema nervoso
central (SNC) nos pacientes imunocomprometidos; outras formas de infec¢do
mais raras como a inoculagdo traumatica também ja foram relatadas (SEVERO,
2009; LINGEGOWDA, 2011). A figura 4. mostra o ciclo da infecgao:

Figura 4. Ciclo da infeccdo por Cryptococcus
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Disponivel em: https://cientistasfeministas. wordpress.com/2017/09/13/criptococose-uma-
doenca-fungica-que-precisa-de-atencao/

A criptococose  pulmonar ¢  relevante = em  individuos
imunocomprometidos, mas tem sido gradualmente mais relatada em individuos
imunocompetentes, pode se desenvolver em uma pneumonia grave com
insuficiéncia respiratoria, porém € geralmente assintomatica, e quando apresenta
sintomas, eles sdo inespecificos e incluem tosse, falta de ar, dor toracica e febre,
e por conta dessa inespecificidade, a investigacdo para criptococose ¢ preterida
em relagdo as outras causas de pneumonia, o que leva a um diagnoéstico tardio e
subdiagnostico (BRIZENDINE, 2011; CHANG, 2015; SETIANINGRUM,
2019).
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J& a criptococose do sistema nervoso central pode se apresentar na forma
de encefalite, meningite ou meningoencefalite, ¢ a manifestacdo clinica mais
severa da micose, a maior parte dos casos ocorre em hospedeiros
imunossuprimidos, incluindo pacientes com HIV/AIDS, em terapia
imunossupressora € receptores de transplante de orgdos, mas também afeta
imunocompetentes, a etapa chave para esta infec¢do € o cruzamento da barreira
hematoencefalica, entre os sintomas comuns estao dor de cabeca, convulsoes,
perda de memoria, confusdo mental, febre, paraparesia e hemiparesia, ataxia,
tremores e déficit motor, porém apesar da etiologia bem descrita, nao se
compreende totalmente que mecanismos elas usam para esta invasdo, uma vez
que as leveduras de Cryptococcus sao muito maiores do que os virus e bactérias
que usualmente causam meningite (LIU, 2012; FRANCO-PAREDES, 2015;
KOSHY, 2016; STOTT, 2021).

Uma outra manifestagdo ¢ a criptococose cutanea que ¢ classificada com
base na rota de infec¢do em: primaria, que advém de uma inoculacao traumatica;
e secundaria, da disseminagdo hematogénica, se divide ainda em ser cutaneo-
difusa ou cutaneo-localizada, sendo esta ultima mais comum, tem a capacidade
de causar uma ampla gama de lesdes, tais como pdpulas, maculopépulas,
ulceras, noédulos, lesdes acneiformes, pustulas e abscessos (SUN, 2010;
NOGUCH]I, 2019; NOWAK, 2020). Ha ainda formas mais incomuns como a
ocular, a 6ssea ¢ a gastrica (EYER-SILVA, 2019; MATSUKI, 2020; FLORES-
HERRERA, 2021).

2.2.2 Tratamento

As alternativas de tratamento para criptococose sao restritas a trés drogas,
usadas 1soladamente ou associadas: a anfotericina B, reservada a casos mais
graves por causa de sua toxicidade, o fluconazol, recomendado nos casos nao-
graves, ¢ a 5-fluorocitosina/flucitosina, ja a classe de drogas mais recente, as
equinocandinas ndo ¢ empregada pois sua a atividade antifingica frente a estas
leveduras € irrisoria, visto que Cryptococcus spp. sao intrinsecamente resistentes
as equinocandinas (BRATTON, 2013; PERFECT, 2015; IYERI1, 2021).

A primeira linha se compde na associacdo anfotericina B e flucitosina,
podendo ser empregadas as varri¢des lipossomal (menos toxica) e desoxicolato
da anfotericina, caso ndo haja disponibilidade de flucitosina, a anfotericina B
pode se associada a fluconazol, da mesma forma se a anfotericina B estiver
indisponivel ou ndo for tolerada pelo paciente, o fluconazol pode ser combinado
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com flucitosina, lembrando que esta ultima ¢ bastante onerosa e seu uso nao ¢
autorizado em alguns paises (RAJTASINGHAM, 2012; HENAO-MARTINEZ,
2018).

Adicionalmente cabe mencionar tratamento da meningite criptococica
especificamente, que embora use as mesmas drogas citadas anteriormente,
consiste em trés fases: a inducdo, a consolidagdo e a manutencdo, enquanto as
duas primeiras duram semanas, a ultima pode levar meses, em vista disso a
busca por novas moléculas antifingicas ou moléculas ja existentes cujas
propriedades antifiingicas ainda ndo sdo conhecidas ¢ de suma importincia, e
alguns exemplos de estudos que vem sendo realizados a esse respeito sao o uso
de interferon gama (IFN-y) para modular o sistema imune, o uso de anticorpos
recombinantes € monoclonais, de drogas como o antidepressivo sertralina € o
tamoxifeno que se mostraram capazes de inibir o crescimento de Cryptococcus
em ensaios in vitro, além de moléculas de carecem mais investigagdo, como o
fosmanogepix (droga em fase de testes), o derivado da arilamidina, T-2307, e o
derivado do celecoxibe AR-12, além miltefosina, uma droga usada no
tratamento da leishmaniose, mas que demonstraram atividade inibitoria contra o
fungo (MAKADZANGE, 2014; SANTOS-GANDELMAN, 2018; SPADARI,
2020;).

2.3 LECTINAS DE PLANTAS

Lectinas sdo proteinas que possuem a capacidade de se ligar
reversivelmente a carboidratos com alta especificidade e afinidade, foram
chamadas também de hemaglutininas devido a sua capacidade de aglutinar
eritrocitos, outras células e precipitar glicoconjugados através da ligagdao a
monossacarideos e oligossacarideos especificos, no entanto, posteriormente
foram identificadas lectinas que ndo conservavam esta caracteristica. Essas
proteinas ndo apresentam atividade enzimatica e t€m origem ndo-imunoldgica,
assim como ndo modificam os carboidratos aos quais se ligam, dois aspectos
que as diferenciam dos anticorpos ligantes de carboidratos (SHARON, 2003;
VAN DAMME, 2008; LAN & NG, 2010).

As lectinas sdo amplamente encontradas na natureza, ja foram isoladas de
plantas, fungos e células de animais, inclusive humanas, desde entdo, as lectinas
foram detectadas em mais de mil espécies de plantas e muitas destas foram
isoladas, a maioria foi obtidas de sementes, especialmente as sementes de
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legumes, pois nessa parte da planta sdo acumuladas durante a maturagao, podem
constituir 10% do total de proteinas da semente, apesar de as concentracoes
isoladas serem geralmente mais baixas, e sua localizagdo nas sementes difere
dentre as familias de plantas. (SHARON, 2008; HAMID, 2013).

Enquanto j& se demonstrou que algumas lectinas animais tanto ligam a
carboidrato, quanto tém uma segunda fun¢do biologica, os papéis especificos
das lectinas nas plantas ainda requerem mais esclarecimento, pelo grande
numero de lectinas isoladas dos tecidos de armazenamento das plantas,
especula-se que as lectinas podem servir como proteinas de armazenamento para
as plantas, visto que muitas delas também apresentam comportamento
semelhante a outras proteinas deste tipo, mesmo assim elas também
desempenham uma funcao vital na resisténcia das plantas e foram considerados
mortais para virus, bactérias, fungos, insetos e animais (KOMATH, 2006;
HIVRALE, 2013).

Muitas lectinas de plantas demonstram especificidade para agucares
presentes em organismos de fora do reino vegetal que sao pouco encontrados
nas plantas ou totalmente ausentes, e tais aglcares ausentes nas plantas
constituem os principais carboidratos de determinadas glicoproteinas de origem
animal, além disso foi demonstrado que diferentes estruturas de carboidratos
presentes em organismos como virus, fungos, e insetos interagem com lectinas
de plantas, frequentemente as lectinas estdo presentes em maiores quantidades e
concentragdo em Orgaos e sementes mais vulneraveis a patdogenos, outro ponto
que ajuda a sustentar o papel de defesa das lectinas vegetais ¢ sua estabilidade
sob condicdes de pH e temperatura desfavordveis e resisténcia a proteases de
animais e insetos (PEUMANS, 1995; VANDENBORRE, 2011).

Essa atividade inseticida ¢ potente e de ocorréncia natural e amplamente
utilizada pela indtstria de biotecnologia para produzir culturas agricolas
tolerantes a insetos, enquanto algumas lectinas possuem atividade inseticida para
um determinado inseto em especifico, varias lectinas t€m uma ampla atividade
inseticida incluindo insetos pertencentes a ordens distantes, levando em
consideragdo que cada lectina possui sua propria caracteristica especificidade de
ligagdo de carboidratos, diferentes lectinas irdo interagir com diferentes
estruturas-alvo no inseto, dessa forma, as lectinas das plantas podem ser toxicas
para diferentes estagios de desenvolvimento do inseto, porém, o mecanismo de
acao preciso através do qual essas proteinas conferem essa atividade inseticida
permanece desconhecido (PUSZTAI, 2008; VANDENBORRE, 2011;
MACEDO, 2015).
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Um grande numero de proteinas com atividade antibacteriana e/ou
antiviral tem sido isoladas de plantas diferentes, essas proteinas podem interferir
diretamente no crescimento, multiplicagdo e disseminacdo de agentes
microbianos por diferentes mecanismos, como aglutinagdo e/ou imobilizagao de
microrganismos, mas mesmo que muitas lectinas mostrem atividade
antimicrobiana, ensaios clinicos sdo necessdrios para estabelecer a eficacia
terapéutica, para otimizar a dosagem, e avaliar a biodisponibilidade e possiveis
reagOes alérgicas; aquelas com potencial antiviral j4 demonstraram atividade
frente ao virus da imunodeficiéncia humana (HIV), retrovirus que tem uma
superficie coberta por glicoproteinas, dessa forma, lectinas podem fazer ligagdes
cruzadas de glicanos virais de superficie e, assim, prevenir interacdes com
outros co-receptores ¢ alterar também as interagdes entre o hospedeiro e as
proteinas do envelope viral, essa agdo antiviral das lectinas vegetais varia,
dependendo da sua especificidade para carboidratos, tal como os coronavirus,
que sdo altamente suscetiveis a lectinas especificas de manose que interferem
com a ligacdo viral nas fases iniciais do ciclo de replicagdo e suprimem o
desenvolvimento por ligagdo no final do ciclo de infec¢ao viral (KEYAERTS,
2007; DIAS, 2015; LAGARDA-DIAZ, 2017).

Por varias décadas as lectinas de plantas foram consideradas substancias
toxicas para células e animais, assim anteriormente foram usadas somente como
ferramentas de reconhecimento para tumores malignos, porém estudos mais
recentes demonstraram um importante papel antineoplasico, no qual sua
capacidade antiproliferativa tem grande peso, a base para a terapia do cancer
usando lectinas advém da capacidade dessas proteinas de atingir varios
componentes celulares permitindo uma ampla gama de abordagens em potencial
contra o cancer, as lectinas vegetais podem se envolver nas vias de sinalizagdo
apoptotica e autofagica através de mecanismos de indug¢do de apoptose e
autofagia, principalmente através de trés maneiras as lectinas: inativando
ribossomos de células cancerosas; localizando seletivamente organelas em
células cancerosas, como mitocOndrias; ligando certos receptores contendo
acucar na superficie da célula cancerosa, por isso, as lectinas vegetais sdo
capazes de lidar com muitos tipos de células cancerosas diferentes. (LIU, 2010;
FU, 2011; JIANG, 2015; YAU, 2015).

Ainda que menos explorada, cada vez surgem estudos apontando a
atividade antifingica de lectinas de plantas, entre os mecanismos para tal estao
sua capacidade de inibicdo da germinacdo de esporos € do crescimento hifal,
inibicdo da respiracdo celular, inducdo de estresse oxidativo no meio, sua
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interacdo com os componentes da parede celular flingica que pode provocar uma
alteracdo estrutural e alteracdo na permeabilidade celular (MIYAKAWA, 2014;
REGENTE, 2014; GAUTAM, 2018; CARNEIRO, 2021). As Tabelas 1. e 2.
sumarizam lectinas isoladas de plantas com capacidade de inibir crescimento
fungico.
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Tabela 2. Lectinas com atividade inibidora frente a leveduras e/ou fungos filamentosos
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Fonte Fungos inibidos Apenas Leveduras e Referéncia
leveduras Filamentosos
Talisia esculenta Colletotrichum X Freire, 2002
lindemuthianum; Fusarium
oxysporum; Saccharomyces
cerevisiae
Caesalpinia ferrea Aspergillus niger; Candida X Ximenes, 2004
albicans; Colletotrichum
gloeosporioides;
Trichoderma viride
Artocarpus incisa; A. Fusarium moniliforme; X Trindade, 2006
integrifdlia Saccharomyces cerevisiae
Abelmoschus Candida parapsilosis X Klafke, 2012
esculentus; Canavalia
brasiliensis; Mucuna
pruriens; Clitoria
fairchildiana; Dioclea
virgata; Bauhinia
variegata
Canavalia brasiliensis ~ Candida albicans; C. X Gomes, 2012
guilliermondii; C.
membranaefaciens; C.
parapsilosis; C. shehatae; C.
tropicalis; Kloeckera
apiculata; Trichosporon
cutaneum
Dioclea rostrata Candida guilliermondii; C. X Gomes, 2012
membranaefaciens; C.
shehatae; Kloeckera
apiculata
Dioclea violacea Candida albicans; C. X Gomes, 2012
guilliermondii; C.
membranaefaciens; C.
obtusa; C. parapsilosis; C.
shehatae; C. tropicalis;
Kloeckera apiculata;
Rhodotorula glutinis
Canavalia maritima Cryptococcus neoformans X Farias, 2013
Helianthus annuus Candida albicans; C. X Regente, 2014

parapsilosis; C. tropicalis;
Pichia membranifaciens
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2.4 Bauhinia monandra

A B. monandra ¢ uma planta da familia das Fabaceae, ¢ popularmente
conhecida como pata-de-vaca ou pluma de Napoledo, tem ampla distribuigdao
nas regioes tropicais, onde € usada como planta ornamental, também cresce em
solos pobres e seu uso na medicina popular inclui chés, infusdes e extratos para
diabetes, com intuito de controlar ¢ diminuir a glicemia, além do tratamento de
infec¢des e como analgésico (MENEZES, 2007; SOUZA et al., 2011).

Figura 5. Folhas e flores de Bauhinia monandra.

Disponivel em: https://ciprest.blogspot.com/2020/02/bauhinia-rosa-pintada-monandra-bauhinia.html

Esse efeito hipoglicemiante foi comprovado tanto a partir das proteinas
isoladas de folhas da planta, quanto a partir do extrato da mesma, que além da
citada ainda apresenta atividade antioxidante, considerada potente quando
comparada com de outros extratos de plantas, € a qual se atribui a presenga de
compostos esteroidais e flavonoides, os quais ja foram isolados de B. monandra,
ademais a planta possui também potencial antinociceptivo, em vista dessas
evidéncias se torna mais compreensivel a sua ampla difusdo no uso popular
(ARGOLO, 2004; FERNANDDES, 2012; CAMPOS, 2016; OLIVEIRA, 2020).

Suas aplicacdes se estendem também para o campo da agricultura, visto
que foi comprovada a sua atividade inseticida e anti-larvas, e além disso o 6leo
extraido das suas sementes tem propriedades que o tornam um bom candidato a
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matéria-prima para producdo de biodiesel um combustivel biodegradavel e
renovavel, que ¢ uma fonte de energia alternativa ao uso de combustiveis fosseis
e muito importante para reducdo do impacto ambiental (MACEDO, 2007,
AKINTUNDE, 2015; BETIKU, 2016).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o potencial antifingico da lectina BmoLL frente a leveduras das
espécies Candida spp. e Cryptococcus spp., bem como seu potencial inibidor na
formacao de biofilme fungico.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar, por meio de ensaios de susceptibilidade, a atividade antifiingica da
lectina BmoLL frente a leveduras;

- Confirmar a produgao de biofilme fuingico;

- Avaliar a atividade da lectina na formacao de biofilme por leveduras;

- Inferir dados para o desenvolvimento de novas alternativas terapéuticas a partir
da lectina BmoLL.
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Resumo

As infecgdes fingicas constituem um problema de saide grave e a cada vez mais disseminado
mundialmente. Diante disso ¢ imprescindivel a busca por novas alternativas terapéuticas e as
plantas, ha muito utilizadas pela humanidade como tratamento para doengas, sdo uma grande
fonte de substadncias medicinais. Assim, o objetivo desse trabalho foi avaliar a atividade
antifingica da lectina de folhas de Bauhinia monandra (BmoLL) frente a leveduras de
Candida spp. e Cryptococcus neorformans, através da avaliacao da capacidade de inibi¢ao do
crescimento e da sua atividade antibiofilme. BmoLL se mostrou capaz de inibir o crescimento
das células de leveduras das espécies testadas e também demonstrou atividade antibiofilme
frente a Candida parapsilosis.

Palavras-chave: Bauhinia monandra, Candida, Cryptococcus.
1. INTRODUCAO

As infecgdes graves por fungos se tornaram um problema de satde publica a
nivel global, constituindo uma das principais causas de mortalidade relacionadas
a doengas infecciosas. Porém as op¢des disponiveis de tratamento sdo limitadas
a poucas classes de antifingicos, cuja eficicia varia de acordo com a espécie
infectante [1-2]. Espécies de Candida estio entre as causas mais comuns de
infeccdo sistémica nosocomial, com Candida albicans prevalecendo como a
principal causa de candidiase invasiva, seguida de C. glabrata, que provocam
uma elevada incidéncia de infec¢des invasivas em pacientes sob cuidado
intensivo, além disso o surgimento de espécies multirresistentes, como C. auris,
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que sobrevive a diversos desinfetantes e pode persistir em superficies inertes
mesmo apos limpeza [3-5]. O comportamento de outras espécies de interesse
clinico também vem se modificando, a exemplo de Cryptococcus neoformans,
cuja incidéncia também vem crescendo, bem como a deteccdo de cepas
resistentes em pacientes [6-8]. Dessa forma ¢ imperativa a busca por novas
alternativas terapéuticas para o enfrentamento dessas doencas; nesse sentido, o
objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade antifungica de uma lectina isolada
das folhas de Bauhinia monandra (BmoLL).

2. MATERIAIS E METODOS

2.1Purificacao da Lectina

No preparo da coluna de cromatografia de afinidade, utilizou-se 10 mL do
suporte insoluvel da goma guar, o qual foi equilibrado com tampao citrato de
sodio 10 mM pH 6,5 em 15 mM de NaCl até alcancar a absorbancia zero a 280
nm. Adicionou-se entdo 11 mg da fracdo de 0-60% das folhas de B. monandra
na coluna e se procedeu uma lavagem com o mesmo tampao até a absorbancia
zero a 280 nm. Para eluicao foi usada uma solucao de 50 mM de galactose em
tampao citrato de sédio 10 mM pH 6,5 em 15 mM de NaCl (Coelho e Silva,
2000). Foram coletadas aliquotas de 2 mL das fragdes e separando as que
tiveram maior pico de absorbancia 280 nm, seguido de dialise com tampao
citrato fosfato (pH 6,5) nas seguintes proporcoes: para cada 1 mL da aliquota de
maior pico se usou 100 mL de tampao por 1 h.

2.2 Obtencao dos Isolados Fungicos

Os isolados foram obtidos a partir da Cole¢do de Culturas Micoteca URM e da
Colecao de Culturas do Laboratéorio de Imunodiagnostico das Micoses
Sistémicas, ambos do Departamento de Micologia da Universidade Federal de
Pernambuco. Foram selecionadas cepas de leveduras das espécies Candida spp.
e Cryptococcus spp. As mesmas foram purificadas transferindo-se fragmentos
de colonia para o meio Agar Sabouraud e posteriormente as leveduras foram
mantidas no mesmo meio.
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2.3Determinacio da Atividade Antifingica

O método utilizado seguiu as condi¢des descritas no documento do Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI, 2008). O meio de cultura foi o RPMI
1640 (Sigma-Aldrich, EUA) com L-glutamina e sem bicarbonato de sédio, pH
7,0 £ 0,1, com acido morfolino propanossulfonico (MOPS, 0,165 mol/L, Sigma-
Aldrich). O meio de cultura foi esterilizado em membranas de 0,22 pum
(Millipore, Darmstadt, Alemanha). A lectina BmoLL foi preparada e utilizada
na faixa de 0,96 pg/mL a 492 pg/mL, diluida no proprio meio. Isolados das
leveduras foram semeados em tubos de meio Sabouraud e incubados overnight
(18-24h) a 35°C. Sequencialmente, as suspensoes dos isolados foram preparadas
em solucdo salina (0,85 g/L), e padronizadas numa faixa de 88 a 90% de
transmitancia utilizando um espectrofotdmetro a 530 nm de acordo com a escala
0.5 de MacFarland. O volume do indculo foi posteriormente diluido para dar
uma concentragdo final de cerca de 0,4 x 10* a 5 x 10* CFU/mL. Para os ensaios
foram utilizadas placas de microtitulagdo de 96 pogos de fundo plano (TPP,
Trasadingen, Suiga), nas quais 100 pl. de cada diluicdo de lectina testada
estavam nas colunas 1 a 10. Em seguida, 100 pLL de meio RPMI 1640 foram
distribuidos nas colunas 11 e 12, que foram utilizadas como controle de
crescimento e esterilizagdo, respectivamente. Posteriormente, 100 pl. do inoculo
padronizado foi adicionado aos pogos das colunas 1 a 11 e as microplacas foram
incubadas a 35 ° C por 24 h para espécies de Candida spp. € 48 h para espécies
de Cryptococcus spp. para determinar a Concentracao Inibitoria Minima (CIM),
definida como a menor concentragdo de antifiingico capaz de inibir pelo menos
50% do crescimento.

2.4 Avaliacao da Formacao de Biofilme

As leveduras produtoras de biofilme foram cultivadas em Yeast Extract Peptone
(YPD) a 37°C overnight; em seguida foram suspensas em meio RPMI
tamponado com HEPES e ajustadas para concentracio de 10° células/mL.
Posteriormente 100 pL. foram adicionados em pocos das placas de poliestireno
de 96 pogos e entdo incubadas durante 2 h em agitador a 37°C para adesdo;
depois disso o sobrenadante foi desprezado e adicionado mais 180 puL. do meio
RPMI-HEPES e entdo incubado 48 h a 37°C para posterior avaliacdo. A
quantificacdo dos biofilmes foi realizada com o ensaio de redugdo de sal
tetrazolico, onde 20 pL, na propor¢ao de 5 pL para 1 mL de tampao PBS,
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esterilizado por filtragdo em membrana (Millipore, poros 0,22 pL) foi
adicionado a cada pogo da placa de microtitulacdo, inclusive nos controles; as
placas foram entdo incubadas na auséncia de luz em temperatura de 37°C por 18
h. Posteriormente, o corante foi aspirado e entdo adicionado 200 uL de
isopropanol (Berridge et al., 2005; Krom et al., 2007). As placas foram mantidas
em repouso por 15 min e em seguida foram transferidos 100 uL do conteudo de
cada pogo para uma nova placa de microtitulacdo a fim de proceder leitura em
leitor de microplacas com 540 nm de comprimento de onda (Ramage et al.,
2002; Krom et al., 2007; Pierce et al., 2008).

2.5 Tratamento do biofilme

Apds o periodo de 48 h de crescimento do biofilme, o contetido dos pogos foi
transferido para uma nova placa e os pocos da mesma foram preenchidos com
180 uL da solugdao contendo a lectina BmoLL diluida em RPMI 1640. Seis
horas ap0s a adi¢ao foi realizada a quantificacao dos biofilmes com o ensaio de
reducdo de sal tetrazdlico, onde 20 pL, na propor¢ao de 5 puL para 1 mL de
tampao PBS, esterilizado por filtragdo em membrana (Millipore, poros 0,22 uL),
foi adicionado a cada pogo da placa de microtitulagao, inclusive nos controles.
As placas foram incubadas na auséncia de luz a temperatura de 37°C por 18 h.
Posteriormente, o corante foi aspirado e entdo adicionado 200 pL de
isopropanol. As placas foram mantidas em repouso por 15 min e em seguida
foram transferidos 100 puL. do contetdo de cada pog¢o para uma nova placa de
microtitulacdo a fim de proceder a leitura em leitor de microplacas com 540 nm
de comprimento de onda.

2.6 Analise estatistica

Para a analise, o teste de comparagdes multiplas de Tukey foi realizado para
todas as médias obtidas com o nivel de significancia de 5%.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Atividade antifungica

Foram obtidos 35 isolados fungicos, sendo 29 espécies de Candida spp. e seis de
Cryptococcus neoformans var. neoformans. A Tabela 1. mostra as concentragdes



41

inibitorias minimas (CIM) em pg/mL necessarias para inibir no minimo 50% do
crescimento fungico, que varia de 246 a 492 pg/mL. Outras duas lectinas
ligadoras de galactose do género Bauhinia demonstraram atividade antifingica,
porém contra fungos fitopatogénicos, como a lectina das raizes de B. monandra
que inibiu 30% do crescimento de espécies de Fusarium na concentracao de 120
pg/mL [9] e a lectina de semente de B. ungulata que inibiu de 30 a 40% do
crescimento de Fusarium solani e F. moniliforme na concentragdo de 160
ug/mL [10]. Ja as lectinas de Phaseolus vulgaris e e Glycine max foram capazes
de inibir F. oxysporum e Rhizoctonia solani, também fitopatdégenos, em
concentracdes variando de 3617 a 5058 ug/mL e 5465 a 6786 pg/mL,
respectivamente [11].

Tabela 1. Concentragdo inibitéria minima da lectina frente aos isolados

Isolado Espécie CIM (pg/mL)
Al Candida parapsilosis 492
A2 C. parapsilosis 492
A3 C. glabrata c*
Ad C. albicans 492
A5 C. parapsilosis 246
A6 C. glabrata 492
A7 C. tropicalis 492
A8 C. tropicalis c*
URMA4124 C. albicans c*
URM4261 C. parapsilosis 492
B1 C. albicans 492
B2 C. albicans c*
B3 C. glabrata 492
B4 C. parapsilosis 492
B5 C. tropicalis 492
B6 C. glabrata 492
URM6902 Cryptococcus neoformans 246
URM6905 C. neoformans 492
URM6906 C. neoformans 492
URM6907 C. neoformans c*
URM®6909 C. neoformans 492

Com relacdo a lectinas vegetais capazes de inibir fungos de interesse clinico,
uma lectina de sementes de Helianthus annuus provocou inibicao de 45 a 98%
do crescimento de Candida albicans, C. tropicalis e C. parapsilosis na
concentracdo de 200 pg/mL [12], enquanto que uma lectina de folhas de
Calliandra surinamensis foi testada frente a C. albicans, C. glabrata, C.
parapsilosis e C. krusei, porém foi capaz de inibir apenas a ultima, na
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concentracdo de 125 pg/mL [13]. Além dessas a lectina isolada de Punica
granatum demonstrou ser capaz de inibir o crescimento de C. albicans e C.
krusei em concentragdes entre 12,5 ¢ 25 ug/mL [14], bem como a lectina de
sementes de Moringa oleifera que inibiu o crescimento de quatro espécies do
género: C. albicans, C. glabrata, C. krusei e C. parapsilosis com CIM de 20
ug/mL [15]. Concentragdes ainda menores foram alcancadas com lectinas de
seis plantas diferentes: Abelmoschus esculentus, Canavalia brasiliensis, Mucuna
pruriens, Clitoria fairchildiana, Dioclea virgata e Bauhinia variegata, que
foram testadas frente a Candida albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis,
Cryptococcus neoformans e C. gatti, porém somente C. parapsilosis teve o
crescimento inibido nas concentragdes de 0,97 a 125 ug/mL, sendo a CIM mais
elevada de Bauhinia variegata [16], além dessas uma lectina de folhas de
Portulaca elatior demonstrou potencial inibitorio nas concentragdes 0,74 a 1,48
ug/mL frente a Candida albicans, C. krusei, C. tropicalis e C. parapsilosis [17],
sendo essas mais efetivas e com CIMs menores do que a BmoLL.

Entre os mecanismos relatados para esta atividade estdo o aumento da
permeabilidade da membrana, aumento do nimero de células sofrendo apoptose
e necrose, a indugdo do estresse oxidativo e formacao de espécies reativas de
oxigénio, colapso energético, dano a parede celular e ruptura das células de
leveduras, hiperpolarizagdo da membrana mitocondrial, peroxidacao de lipideos,
e ligacdo a quitina da parede celular fungica [14,15,17,18]. Quanto as leveduras
de Cryptococcus, uma lectina das sementes de Moringa oleifera obteve CIM de
6,25 pg/mL frente as espécies C. neoformans e C. gatti, bastante inferiores ao
da BmmoL [19], os mecanismos de acdo da lectinas incluem aumento no
numero de células necrdticas, danos na integridades de organelas, como
lisossomos, reducdo do potencial de membrana, além da interferéncia na
formagdao da capsula através da inibicdo da producdo do seu principal
componente, a glucuronoxilomanana (GXM), a ligagdo ndo ocorre a capsula,
mas sim a parede celular, porém a morte celular ocorre por causa da interrupgao
da liberagao dos componentes capsulares [20-21].

3.2 Producao de biofilme

Os biofilmes sdao comunidades microbianas complexas fixadas em uma
superficie e formadas por uma matriz polimérica produzida pelo préprio
microrganismo. No caso da Candida, a formacao de biofilme constitui fator de
viruléncia, uma vez que confere aumento da resisténcia as drogas antifingicas, e
também dificulta a acdo das células do sistema imune frente as leveduras
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englobadas por esta matriz [22-23]. Esses complexos sdo capazes de aderir a
uma ampla gama de materiais, ¢ dessa forma tem se tornado colonizantes
comuns no meio hospitalar. Biofilmes microbianos tém sido relatados em
diversos dispositivos médicos como acessos venosos e catéteres e dispositivos
de hemodialise, nos quais o crescimento do biofilme pode causar obstrugao e
interrup¢ao da fungao [24-25]. A Figura 1 mostra a formacao do biofilme dos
isolados de Candida.

Figura 1. Indugéo da formacdo de biofilme em isolados de Candida spp.
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-Os isolados 9; 18; 19; 26; 43 e 6391 se referem a isolados de C. tropicalis, C.
parapsilosis, C. albicans, C. albicans, C. glabrata e C. cruzei. A especificacao
dos demais esta descrita na Tabela 1. Todos os quinze isolados testados
exibiram a capacidade de produzir biofilme. Os dados representam a média e o
desvio padrao (SD) da absorbancia do MTT durante a producao de biofilme por
leveduras do género Candida com trés repeticoes. Diferentes letras indicam
diferenca significativa na produ¢ao de biofilmes entre os isolados de Candida. A
formagdo de biofilme variou entre as espécies, ndo havendo espécie que
produzisse essencialmente mais biofilme que outra; isolados de C. parapsilosis
produziram tanto o maior percentual de biofilme (18), quanto o menor (A2).

3.3 Tratamento do biofilme

A Figura 2 mostra o efeito do tratamento do biofilme com a lectina BmoLL. os
dados representam a média e o desvio padrio (SD) da absorbancia
do MTT durante o tratamento de biofilme com BmoLL de leveduras do
género Candida com trés repetigdes. Letras maitisculas e mindsculas indicam
diferenca significativa no tratamento do biofilme. A lectina foi capaz de
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diminuir a formagdo de biofilme de um isolado de C. parapsilosis na
concentracdo de 492 pg/ml, os demais tratados ndo exibiram diferenca
significativa em relagdo ao controle.

Em relagdo a atividade antibiofilme de lectinas, os biofilmes bacterianos sdo
mais estudados, por exemplo, a mesma lectina de Calliandra surinamensis
mostrou essa atividade frente ao biofilme de Staphylococcus saprophyticus na
concentracao de 800 ug/mL [13], no entanto mais estudos vém sendo realizados
a respeito de biofilme fingico. Uma lectina de Machaerium acutifolium inibiu a
formagao do biofilme de C. parapsilosis na concentracao de 36 uM, porém nao
teve efeito sobre a degradacao do biofilme [26].

Figura 2. Tratamento do biofilme de isolados de Candida spp. com BmoLL.
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J& uma lectina de Alpinia purpurata teve efeito no desenvolvimento do biofilme
de C. albicans e C. parapsilosis em concentragdes entre 12,5 a 400 ug/mL [27];
outras lectinas de plantas também foram avaliadas frente a biofilmes de C.
albicans e C. tropicalis, sendo essas isoladas de Bauhinia bauhinioides,
Bryothamnion seaforthi, Cratylia floribunda, Hypnea musciformis e Vatairea
macrocarpa, das quais apenas a de Cratylia floribunda diminuiu o numero de
células viaveis do biofilme de C. albicans, porém ndo foi capaz de alterar a
quantidade de biomassa ou matriz do mesmo, sobre o biofilme de C. tropicalis;
nenhuma lectina mostrou efeito [28]. No entanto, tais estudos se referem a
inibi¢ao da formacao ou desenvolvimento do biofilme, e ndo ao tratamento da
matriz madura, um estudo que aborda o tratamento de biofilme foi realizado nao
com biofilme de espécies de Candida, mas com Cryptococcus neoformans e



45

demonstrou atividade com concentracdes entre 24 ¢ 400 png/mL [19], semelhante
a BmoLL, cuja concentracdo que apresentou efeito foi de 492 pg/mL, que indica
que nesta concentracdo a lectina foi capaz de interromper a continuagdo da
formag¢ao e aumento do biofilme.
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5 CONCLUSOES

A lectina extraida das folhas de B. monandra (BmoLL) foi capaz de inibir
o crescimento de leveduras do género Candida, entre elas: C. albicans, C.
glabrata, C. tropicalis e C. parapsilosis, bem como o crescimento de
leveduras da espécie Cryptococcus neoformans var. neoformans,
demonstrando seu potencial antifingico.

Além disso, BmoLL também demonstrou atividade antibiofilme frente a
um isolado de Candida parapsilosis.
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