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RESUMO

Cryptococcus é um género de fungos responsaveis por causar a criptococose, uma
micose sistémica oportunista que pode acometer imunodeprimidos e
imunocompetentes. Os principais agentes etiolégicos responsaveis pela doenca séo

C. neoformans e C. gattii. Devido a sua relevancia clinica, C. neoformans foi
categorizado no grupo critico na lista de patégenos fangicos prioritarios publicada pela
Organizacdo Mundial da Saude (OMS). A Moringa oleifera é uma planta arborea
amplamente utilizada popularmente, inclusive no nordeste brasileiro, devidos aos seus
potenciais biotecnoldgicos. Sementes de Moringa sdo empregadas para o tratamento
da &gua devido a presenca de moléculas coagulantes, tais como a lectina coagulante
cMoL. O presente estudo investigou a atividade antifingica da lectina cMoL contra
espécies pertencentes ao género Cryptococcus. A lectina foi purificada em coluna
cromatografica de gel de guar e eluida com NaCl 1,0 M. A atividade antifangica foi
determinada a partir do teste de microdiluicdo em caldo, onde foi determinada a
concentracdo minima que inibiu 50% ou mais da atividade fungica (CMI50). O potencial
antibiofilme foi testado a partir do ensaio utilizando o corante cristal violeta. cMoL inibiu
o crescimento de C. neoformans cepas B3501 (sorotipo D) e H99 (sorotipo A) e C.
Gattii cepa R265 com valores de CMI50 de 7,45 pg/mL. A lectina inibiu 80% da
formacéo de biofilme por C. neoformans nas concentraces de 30, 60 e 120 pg/mL.
cMoL apresentou alto potencial fungistatico contra C. neoformans (B3501 e H99) e C.
Gattii (R265) e inibiu significativamente a formacao de biofilme por C. Neoformans
(B3501). Mais estudos s&@o necessarios a fim de elucidar os mecanismos de acao

envolvidos na atividade de cMoL contra as espécies de Cryptococcus.

Palavras-chave: cMoL. Biofilme. Cryptococcus neoformans. Cryptococcus gattii.



ABSTRACT

Cryptococcus is a genus of fungi responsible for causing cryptococcosis, an
opportunistic  systemic mycosis that can affect immunosuppressed and
immunocompetent people. The main etiological agents responsible for the disease are
C. neoformans and C. gattii. Due to its clinical relevance, C. neoformans has been
categorized in the critical group in the list of priority fungal pathogens published by the
World Health Organization (WHO). Moringa oleifera is a tree plant widely used
popularly, including in northeastern Brazil, due to its biotechnological potential.
Moringa seeds are used for water treatment due to the presence of coagulant
molecules, such as the coagulant lectin cMoL. The present study investigated the
antifungal activity of the cMoL lectin against species belonging to the genus
Cryptococcus. The lectin was purified on a guar gel chromatographic column and
eluted with NaCl 1.0 M. Antifungal activity was determined from broth microdilution
method where the minimum concentration that inhibited 50% or more of the fungal
activity (MICso) was determined. Antibiofilm potential was tested from the assay using
crystal violet dye. cMoL inhibited the growth of C. neoformans strains B3501 (serotype
D) and H99 (serotype A) and C. gattii strain R265 with MIC50 values of 7.45 ug/mL.
The lectin inhibited 80% of biofilm formation by C. neoformans at concentrations of 30,
60 and 120 pg/mL. cMoL showed high fungistatic potential against C. neoformans
(strains B3501 and H99) and C. gattii (R265), and significantly inhibited biofilm
formation by C. neoformans. More studies are needed to elucidate the mechanisms of

action involved in cMoL activity against Cryptococcus species.

Keywords: cMoL. Biofilm. Cryptococcus neoformans. Cryptococcus gattii.
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1 INTRODUCAO

A Moringa oleifera é uma planta arborea originaria da India que possui como
caracteristicas o crescimento rapido, flores brancas, frutos com trés valvas e
sementes aladas marrons (SCHWARTZ, 2000). Além disso, devido aos potenciais
medicinais e biotecnologicos que possui, apresenta grande relevancia econémica
(BEZERRA; MOMENTE; FILHO, 2004). As sementes de M. oleifera sdo comumente
empregadas para o tratamento da agua devido seu potencial coagulante, o qual esta
relacionado a presenca de lectinas (BRAVO, 2021). Lectinas sado proteinas de origem
nao imunoldgica, capazes de formar ligacdes reversiveis e especificas com acucares
ou glicoconjugados (BELMONTE, 2015). Devido ao seu potencial de reconhecimento
de carboidratos, as lectinas apresentam diversas atividades biologicas, tais como
inseticida (COELHO et al., 2009), antimicrobiana (SUN et al., 2008) e antitumoral
(QUIROGA et al., 2015).

Dentre as proteinas coagulantes encontradas nas sementes de M. oleifera esta
a lectina cMoL (Coagulant M. oleifera Lectin). cMoL apresentou atividade inseticida
contra Anagasta kuehniella, uma praga de importancia econdmica que se alimenta de
produtos armazenados, especialmente graos (DE OLIVEIRA et al., 2011). A lectina
mostrou efeito inibitério sobre a enzima superéxido dismutase de larvas de Aedes
aegypti resistentes (AGRA-NETO et al., 2014). Além disso, apresentou atividade
citotoxica contra a linhagem cancerigena B16- F10 (melanoma murino) (LUZ et al.,
2017). Quando imobilizada, esta proteina foi capaz de remover 30 miligramas de
acido humico, um composto organico de origem bioldgica encontrado em aguas

superficiais, por grama de suporte (SANTOS et al., 2011).

A criptococose € uma micose sistémica oportunista, causada por fungos do
género Cryptococcus, sendo que as principais espécies sdo Cryptococcus
neoformans e C. gatti (PERFECT; BICANIC, 2015). A doenga acomete
principalmente pacientes imunocomprometidos; no entanto, também pode afetar
individuos imunocompetentes (SURAWUT et al., 2019). A criptococose afeta
especialmente os pulmdes, mas em casos graves pode estar relacionada a meningite
ou meningoencefalite (KRYSAN, 2015). As opcdes terapéuticas existentes sao
limitadas a trés medicamentos, a saber, anfotericina B, 5-fluorocitosina (5FC) e

fluconazol (PERFECT et al., 2010). Por isso, a alta toxicidade e o desenvolvimento
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de resisténcia dos tratamentos disponiveis para criptococose aumentam a
necessidade de desenvolver novas estratégias de tratamento para a doenca
(KRYSAN, 2015).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL
Investigar a atividade antifungica da lectina coagulante das sementes de M.
oleifera (cMoL) contra espécies pertencentes ao género Cryptococcus.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
a) Purificar cMoL através dos procedimentos previamente estabelecidos;
b) Acompanhar o processo de purificacdo de cMoL através da dosagem
proteica e da atividade hemaglutinante;
c) Determinar a concentracdo minima inibitéria de cMoL contra espécies de
Cryptococcus;

d) Determinar a atividade antibiofilme contra C. neoformans.
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3 REFERENCIAL TEORICO
3.1. CARACTERISTICAS GERAIS DE Moringa oleifera

A Moringa oleifera (Figura 1) € uma espécie de planta arborea, incluida na classe
Magnoliopsida e pertencente a familia Moringaceae, seu nome faz referéncia ao 6leo
que pode ser extraido das sementes (FARIA, 1991). Também é conhecida por varios
nomes populares, tais como “arvore de cedro”, “rabanete de cavalo”, “quiabo de quina”
ou “acécia branca” (RANGEL., 2003). E originaria do nordeste da india, distribuindo-
se também amplamente por paises da Africa e da América do Sul (SANTOS et al.,
2015). A ampla distribuicdo da planta € devido ao fato dela adaptar-se bem aos climas
quentes, imidos e secos de paises de clima tropical e subtropical, além disso, possui
a capacidade de sobreviver em solos pouco férteis (MAINENTI, 2018; ANWAR et al.,
2007). No Brasil, a planta foi introduzida por volta dos anos 50 e adaptou-se muito bem
na regido Nordeste nos estados do Ceara, Maranhéo, Piaui e Pernambuco (SOBRAL

et al, 2020).

Figura 1. Aspectos gerais de M. oleifera.

Fonte: Barros et al. (2021)


https://link.springer.com/article/10.1007/s13596-020-00468-0#ref-CR77
https://link.springer.com/article/10.1007/s13596-020-00468-0#ref-CR14
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A Moringa é uma arvore de pequeno a médio porte, podendo chegar entre 10 a
12 metros de altura e de rapido crescimento (SILVA et al., 2010). E uma arvore
alongada, de caule fino, ramificado, pouco resistente e com diametro que pode variar
de 20 - 40 cm (SILVA, 2013; RADOVICH.,2011). Suas raizes séo tubérculos, onde o
armazenamento de agua e energia proporcionam para a planta a capacidade de
sobreviver em condi¢cdes adversas (ARAUJO, 2010). Apresentam folhas compostas,
bipinadas e emplumadas com peciolos grandes que se compdem de foliolos de
formato elipticos ou obovados, variando nos tons de verde claro (MORTON, 1991). As
flores sdo brancas, crescem em inflorescéncia axilar do tipo panicula de 10-15 cm e
liberam substancias volateis de um aroma ligeiramente adocicado, motivo pelo qual
séo visitadas por muitas abelhas, tendo bastante expressividade na fungdo apicola
(RADOVICH, 2011; ORWA et al., 2009). Os frutos possuem trés valvas de tom marrom
guando maduros, podendo atingir até 120 cm e abrigar de 10 a 20 sementes
(ARAUJO, 2010). As sementes tém aparéncia triangular, cor marrom e trés asas que
Ilhe conferem disperséo por anemocoria (LORENZI; MATOS, 2002).

3.1.1. Aplicacdes e propriedades de M. oleifera

Devido aos potenciais usos que apresenta, a Moringa tem sido chamada de
“arvore milagrosa” (FAHEY et al., 2005). Todas as partes da planta como semente,
flor, folha, vagem e casca podem ser consumidas e apresentam diferentes
propriedades medicinais (MOHANTY et al., 2021; MAHMOOD et al.,, 2010). Os
potenciais usos relatados para a M. oleifera estdo apresentados na Tabela 1. O uso
industrial e comercial da M. oleifera envolve a producédo de biodiesel e cosméticos
(GIMENS, 2019; ANWAR et al., 2007). Na agronomia € empregada na cobertura e

protecdo de solos, fertilizante, biopesticida e planta ornamental (GRANDE, 2021).

O conteudo nutricional € tanto que tem sido mencionado como uma alternativa
para o combate a desnutricdo (SINGH et al., 2020; DUARTE, 2017). Testes
fitoquimicos mostraram que a Moringa detém um amplo espectro nutricional com
vitaminas, aminoacidos, proteinas e minerais (LOPEZ- RODRIGUEZ et al., 2020,
MBIKAY, 2012). Além disso, diversos compostos secundarios, tais como o acido
galico tem sido relatado para essa planta e relacionados a diversas propriedades
medicinais (LIMA et al., 2019; KARTHIVASHAN et al., 2015).
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Tabela 1: Potenciais usos de Moringa oleifera

Parte da Usos Parte da Usos

planta planta
* Biomassa;
* Suplemento alimentar animal, * Lenha;
* Alimentacdo humana; » Carvao vegetal;

Folhas = Medicina popular; Madeira | ° Papel,
* Potencializador de + Gomas;
crescimento vegetal; * Medicina popular.
* Biopesticida.
* Alimentacao humana; « Corantes:

Flores | ® Ornamentacao; « Produc&o de cordas;

- ) Casca

* Medicina popular; « Medicina popular.
* Producéo de mel.
+ Carvéo ativado;

Fruto | * Alimentag&o humana; Raiz | * Alimentagdo humana;
* Medicina popular. * Medicina popular.
* Biocombustiveis;

Sementes | * Alimentacdo humana e de outros animais;

* Usos industriais (ex: fabricacdo de cosméticos e lubrificacéo);
» Medicina popular.

Fonte: Adaptado de Pereira (2015)

Em relacdo as aplicacbes das folhas e sementes, a acdo antioxidante € uma
das propriedades da M. oleifera mais mencionadas na literatura e esta relacionada a
prevencdo a doencas que podem ser causadas por radicais livres, como céancer e
reumatismo (MBIKAY, 2012). Outras atividades biolégicas envolvem as propriedades
hepatoprotetora, analgésica, antiinflamatéria, antitérmica, antidlcera, diurética,
antitumoral e hipotensiva (ANWAR et al., 2007). Além disso, apresenta potencial
hipocolesterolémico (GHASI et al., 2000) e propriedades antimicrobianas (LIMA et
al.,, 2019). Estudos tém demonstrado também o0s potenciais anti-inflamatorio,

antitumoral e antimicrobiano das sementes dessa planta (OLIVEIRA et al., 2018;
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ARAUJO et al., 2013).

Apesar de todas as partes da M. oleifera serem bastante utilizadas para
diversas finalidades, as sementes recebem maior destaque, pois sédo utilizadas para
o tratamento da agua em regides onde ndo h& ampla disponibilidade desse recurso
(GIMENS, 2019; ALMEIDA et al., 2017). Esta atividade apresentada pelas sementes
esta relacionada também a presenca de moléculas coagulantes nas sementes, tais
como as lectinas (LUZ et al., 2009). Além disso, o extrato aquoso das sementes de M.
oleifera apresentou atividade antimicrobiana contra microrganismos de relevancia
médica, tais como as bactérias Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa e

os fungos Candida albicans e Microsporum canis (LIN et al., 2019).
3.2. LECTINAS

As lectinas formam um grupo de proteinas ndo imunes e possuem pelo menos
um dominio que se liga reversivelmente e especificamente a carboidratos (COELHO
et al., 2017). Dada essa propriedade, as lectinas possuem a capacidade de aglutinar
células, interagindo com glicoconjugados das membranas celulares por meio de
interacOes fracas, como ligagcdes de hidrogénio, forcas de van der Walls (ELGAVISH
e SHAANAN, 1997). Lectinas sdo proteinas amplamente distribuidas na natureza,
podendo ser de fonte vegetal, animal, fingica e bacteriana (IORDACHE et al., 2015;
PEUMANS et al.,, 1995). Mesmo assim, pesquisas com lectinas tem focado em
plantas devido a facilidade de obten¢éo, uma vez que elas podem ser isoladas a partir
de diversos tecidos, como de folhas (GOMES et al., 2013), flores (CHOLAK et al.,
2016) e semente (CARVALHO et al., 2015).

Com relacédo a estrutura, as lectinas podem ser classificadas em merolectinas,
gue possuem apenas um dominio de ligacdo aos carboidratos e ndo aglutinam ou
precipitam glicoconjugados; hololectinas, que apresentam dois ou mais dominios
idénticos para ligacdo a carboidratos e podem aglutinar e/ou precipitar
glicoconjugados; quimerolectinas, que sédo formadas pela fusdo de duas cadeias
diferentes, com uma cadeia exibindo atividade catalitica ou biologica diferente da
propriedade de ligar-se a carboidratos; e superlectinas, que possuem pelo menos
dois dominios de ligagéo a carboidratos distintos e podem reconhecer carboidratos
diferentes (FIGUEIROA et al., 2017). Além disso, as lectinas podem ser classificadas

de acordo com o tipo de monossacarideo ligante, podendo ser ligadoras de manose,
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galactose/N- acetilgalactosamina, N-acetilglicosamina, fucose ou acido N-
acetilneuraminico (KUMAR et al., 2012).

Diversas técnicas podem ser empregadas na obtencdo e purificacdo de
lectinas. O inicio de toda preparacdo € a obtencdo do extrato bruto, através do
rompimento das células e extravasamento do conteudo celular, podendo ser
realizado pelo uso de diversos tipos de solventes, dependendo da proteina desejada,
como solugdo salina, agua destilada ou solucdo tampdo, sob agitacdo
(LEHNINGER., 2006; KAWAGISHI et al., 2001). Em seguida, o extrato é submetido
ao fracionamento protéico salino, adicionando sulfato de amonio afim de precipitar
as proteinas desejadas, seguido de didlise para retirada do sal da amostra
(YEASMIN et al., 2001; COELHO; SILVA, 2000). Ap6s a obtencéo dos extratos e
fracOes protéica, as preparacdes sdo submetidas a cromatografia para separacao
das proteinas. As técnicas mais usadas sdo a cromatografia de afinidade,
cromatografia por exclusdo molecular, gel de filtracdo e cromatografia por troca
ibnica (SOUZA et al, 2015; COELHO; SILVA, 2000). Porém, a técnica mais utilizada
na purificagdo de lectinas € a cromatografia por afinidade em colunas contendo uma
matriz de glicoproteinas ou polissacarideos na fase estacionéaria, onde € aplicada a
amostra, fase mével, em que as lectinas se ligam reversivelmente e podem ser
eluidas da matriz através da competi¢do do eluente com os sitios de ligacéo da matriz
(SUN et al., 2007).

E fundamental a realizac&o do teste hemaglutinante para deteccdo de lectinas
na amostra. Neste teste, a amostra € misturada com uma suspensao de eritrocitos e
a aglutinacao € visualmente observada apos alguns minutos (SANTOS,2013). Para
a realizacdo da atividade hemaglutinante (AH), uma suspensdo de eritrécitos
tratados em glutaraldeido € incubada com diferentes concentragbes da amostra
obtidas através de diluigbes sucessivas e o resultado é positivo quando € visualizada
a formacédo de uma malha (Figura 2), resultante da interacdo das lectinas com os
carboidratos da superficie celular (GUIMARAES-GOMES et al., 2004).

Diversas técnicas podem ser empregadas para detectar a presenca das
lectinas em amostras. Unido a atividade hemaglutinante, o Método de Lowry é
bastante utilizado para determinar concentracbes de proteinas e é baseado na
reacao de proteinas com reagentes de folin - Ciocalteu, o qual forma um complexo

com os residuos de tirosina e triptofano presentes na cadeia proteica (ZAIA et al.,
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1998). A partir da curva padréo construida com solucdes proteicas de concentracdes

conhecidas € possivel calcular a concentracéo proteica (LOWRY et al., 1951).

Figura 2: Deteccéo de lectinas através do ensaio de hemaglutinacéo.

Controle & | cctina
1' ® Eritrocito

Atividade Hemaglutinante

Fonte: Adaptado de Queiroz (2017)

Devido a capacidade de interacdo com os componentes de membranas e
paredes celulares, as lectinas apresentam grande potencial antimicrobiano. O estudo
conduzido por Silva etal. (2021) revelou que alectina purificada de folhas de Portulaca
elatior (PeLL) foi ativa sobre diferentes isolados do género Pectobacterium reduzindo
crescimento com CMI (Concentracdo Minima Inibitéria) de 0,185 pug/mL e CMB
(Concentracdo Minima Bactericida) de 0,74 pg/mL. A lectina isolada das folhas de
Myracrodruon urundeuva (MuLL) apresentou efeito antibacteriano contra isolados
clinicos de Staphylococcus aureus néo resistentes e multirresistentes com valores de
CMI de 25 e 50 pg/mL, respectivamente (MOURA et al., 2021). A lectina das folhas
de Schinus terebinthifolia (SteLL) também apresentou potencial antibacteriano contra
bactérias de interesse clinico com os maiores efeitos bacteriostaticos detectados para
Salmonella enteritidis (CMI = 0,45 pg/mL) (GOMES et al., 2013). PgTeL lectina
purificada da sarcotesta das sementes de roma (Punica granatum) apresentou
atividade antifangica contra Candida albicans com CMI de 25 ug/mL e CMF
(Concentracdo Minima Fungicida) de 50 pg/mL, e Candida krusei (CMI e CMF de
12,5 pg/mL) (SILVA et al., 2018). Um estudo rescente conduzido por Santos (2021)
revelou a atividade antibiofilme e antifingica da lectina WSMolL isolada da M. oleifera
contra espécies do género Cryptococcus, além e atividade fungiostatica e fungicida
para o género Candida. No género Candida, WSMoL apresentou CMIso de 20 ug/mL

em todas as espécies testadas. Além disso, WSMoL presentou efeito fungistatico
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(CMI = 6,25 pg/mL) sobre C. neoformans (B2501 e H99) e C. gattii (R265). A
avaliacdo da acdo da lectina de Helianthus annuus contra C. albicans no estudo de
Del Rio et al. (2019) demonstrou a capacidade desta proteina em provocar a reducéo
de 82% na viabilidade celular e de 80% na formacao de biofilme.

3.2.1. Lectina Coagulante das Sementes de M. oleifera (cMoL)

No estudo conduzido por Santos et al. (2009) foi apresentada uma nova
lectina purificada a partir das sementes de M. oleifera, a qual foi denominada cMoL
(Coagulant M. oleifera Lectin). cMoL foi isolada ap6s extracao salina e cromatografia
em coluna de gel de guar, composto por N-galactose, foi ativa na faixa de pH 4,0 —
9,0 e termoestavel a 100 °C durante 7 h. A eletroforese em gel de poliacrilamida em
condicdes reduzidas revelou uma banda polipeptidica principal de 26,5 kDa. Além
disso, o nome da lectina faz referéncia ao fato da atividade coagulante da proteina
ser semelhante a do sulfato de aluminio, o coagulante mais utilizado no tratamento
de agua. Estudos estruturais revelaram que cMoL possui 101 aminoacidos, ponto
isoelétrico tedrico de 11,67 e 81% de similaridade com uma proteina floculante de M.
oleifera (LUZ et al., 2013).

Vérias atividades bioldgicas tém sido reveladas para cMoL, evidenciando o
alto valor biotecnol6gico que essa lectina possui. cMoL apresentou atividade
inseticida contra Anagasta kuehniella, uma praga de importancia econémica que se
alimenta de produtos armazenados, especialmente graos (OLIVEIRA et al., 2011). A
lectina inibiu as enzimas superdxido dismutase de larvas de A. aegypti resistentes a
organofosforados (AGRA-NETO et al.,, 2014). cMoL (500 pg/mL) interferiu na
motilidade das larvas de Haemonchus contortus, um parasito hematéfago que causa
prejuizos a producdo de ruminantes em todo o mundo (MEDEIROS et al., 2020).
Quando imobilizada, cMoL removeu 30 miligramas de acido humico, um composto
organico de origem biologica encontrado em aguas superficiais, por grama de suporte
(SANTOS et al., 2011).

cMoL reduziu a viabilidade e causou a morte celular de células de melanoma
murino (B16-F10) com um Clso (concentracao que inibiu 50% da viabilidade celular)
de 9,72 uM, induzindo necrose e apoptose tardia nas células em concentracdes nao
citotoxica para células normais (LUZ et al., 2017). cMoL(6,25 pg/mL) exibiu atividade

anti-inflamatéria em macréfagos murinos estimulados por lipopolissacarideo,
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regulando a produc&o de 6xido nitrico, TNF- a e IL-1B (ARAUJO et al., 2013). cMoL
prolongou significativamente 0 tempo necessario para a coagulacdo do sangue,

agindo como uma proteina anticoagulante in vitro (LUZ et al., 2013).
3.3 Cryptococcus

Cryptococcus € um género de fungos responsaveis por causar a criptococose,
uma doenca sisttmica que afeta hospedeiros imunocompetentes e
imunocomprometidos (MAY et al., 2016). Das diversas espécies conhecidas, duas
sdo clinicamente significantes: C. neoformans e C. gatti (KWON, 2014). C.
neoformans encontra-se amplamente distribuido no meio ambiente e esta associado
a fezes de aves, como de pombos (MITCHELL et al.,, 2010). C. gattii pode ser
encontrado principalmente de arvores em regides tropicais e subtropicais e em paises
de clima temperado como Canada e Estados Unidos (HERKERT et al., 2017). Na
Figura 3 esta representada a distribuicdo do complexo de espécies de C. gattii em

paises em desenvolvimento.

Figura 3. Distribuicdo ambiental e clinica de Cryptococcus gattii.

C. bacillisporus (AFLPS/VGIII)
C. terragattit (AFLP7/VGIV)

C. gami (AFLP4/VGI)
C. deuterogattii (AFLP6/VGII)
Molecular type VGIV/AFLP genotype unknwon

Fonte: Herkert et al. (2017)
Anteriormente classificadas como uma mesma espécie, C. neoformans e gatti

diferem entre si pela morfologia e atributos sequenciais moleculares e bioquimicos
(KWON etal., 2002). As duas espécies possuem variados tipos moleculares, hibridos

e outras citadas na literatura na classificacdo das duas espécies. C. gatti apresenta
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4 subtipos moleculares (VG I, VG II, VG lll e VG IV) e sorotipos B e C (GONZALEZ et
al., 2016). VG Il é apontado pela capacidade de infectar pulmdes de
imunocompetentes, e VG | como a variante que mais provoca doencas no Sistema
nervoso central e lesbes no pulméo (ANDREOU, 2019). C. neoformans se agrupa
em subtipos VN I, VN 1l (sorotipo A) e VN Il e VN IV (sorotipo AD/D), a qual
predominantemente afeta pessoas com AIDS (Sindrome da Imunodeficiencia
Adquirida) (TRILLES et al., 2008).

A infeccdo oportunista criptococose geralmente afeta pessoas
imunossuprimidas, como pacientes que contém o virus HIV (Virus da
imunodeficiéncia Humana), pacientes transplantados, com cancer, idosos e criancas
(KWON et al., 2014; PERFEITO et al., 2010). As vias de infeccdo podem se dar
guando o individuo adquire os propagulos infecciosos ou leveduras dissecadas do
Cryptococcus pelas vias aéreas (Figura 4) (QUEIROZ., 2008.). Com o potencial de
comprometer ndo somente os pulmdes, C. neoformans e gattii podem também se
espalhar no organismo afetando outros 6rgaos, como cérebro, causando a meningite
fungica, chamada de meningite criptocécica (LI; MODY., 2010). As manifestacbes
clinicas de meningite criptocdcica podem variar de acordo com a gravidade e incluem
febre, dor de cabeca, rigidez na nuca, confusdo mental, sensibilidade a luz, nausea
e vomito, alteracdes visuais, auditivas e convulsées (KON., 2008). O diagndstico
pode ser feito a partir da anamnese do paciente pelo médico e por analise da
presenca de elementos flngicos no liquor ou fluidos corporais ou avaliagdo
imunologica (SOUZA., 2013).

Embora a infec¢cdo por Cryptococcus seja principalmente uma manifestagéo
de deficiéncia imunoldgica, até 25% dos casos relatados nos Estados Unidos
ocorrem em pacientes sem problemas imunoldgicos reconheciveis, indicando que
esse fungo pode desenvolver mecanismos que lhe permitem escapar das defesas
imunoldgicas e persistir em hospedeiros ndo imunocomprometidos (OLSZEWSKI;
ZHANG; HUFFNAGLE, 2010). Cryptococcus spp. tem sua viruléncia associada a
parede celular composta quitina, manoproteinas e quitosana; a capacidade de
producdo de uma capsula polissacaridica ao redor de sua célula que auxilia na
protecdo quando fagocitado; termotolerancia; capacidade de transi¢cdes
morfoldgicas, se transformando de leveduras haploides a células poliploides;
presenca de proteases (ZARAGOZA.,2019, OKAHAKI et al, 2010). Outra
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caracteristica importante para a viruléncia de C. neoformans e gattii € o fato deles
serem patdgenos intracelulares facultativos capazes de persistir dentro da célula
hospedeira (GOULART., 2009).

Figura 4: Mecanismo de contaminacgéo por Cryptococcus
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Fonte: Kwon (2014)

As infecgBes por Cryptococcus se mostram dificeis de tratar devido as
caracteristicas do género, plasticidade na expressdo de genes envolvidos na
resisténcia e adaptabilidades fisiologicas (IYER et al., 2021). O tratamento da
criptococose pode empregar medicamentos que envolvem farmacos antifiUngicos
como fluconazol, anfotericina B, flucitosina e itraconazol, administrados por via oral
ou intravenosa (KWON et al., 2014).
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4. MATERIAL E METODOS
4.1. Purificacdo de cMoL

cMoL foi isolada de acordo com o procedimento previamente estabelecido por
Santos et al. (2009) com algumas adaptacdes. Primeiramente, foi obtido o extrato
aquoso a partir da homogeneizacao das sementes (10 g) em 100 mL de NaCl 0,15
M durante 6 horas a 28° C. Posteriormente, a mistura foi filtrada e centrifugada e o
sobrenadante correspondeu ao extrato. As proteinas do extrato foram precipitadas
com 60% de sulfato de amonio e o precipitado obtido foi solubilizado com a solugao
salina. Em seguida, a fracéo proteica foi dialisada (4h, 28° C) com trés trocas de agua
destilada e a ultima troca de NaCl 0,15 M. O precipitado obtido do fracionamento
salino dialisado, foi submetido a uma coluna de gel de guar (10 x 1 cm). A coluna foi
previamente equilibrada com uma solucdo de NaCl 0,15 M a um fluxo de 20mL/h. A
proteina foi eluida da matriz com NaCl 1,0 M e as fra¢cBes coletadas foram avaliadas
em espectrofotdbmetro em um comprimento de onda de 280 nm. Todo processo de
purificagdo foi acompanhado pelo teste de atividade hemaglutinante e dosagem
proteica.

4.1.1. Atividade hemaglutinante

Apés cada etapa de purificacdo, o teste de atividade hemaglutinante,
utilizando eritrocitos de coelho (coleta autorizada pela Comisso de Etica no uso de
Animais da UFPE, processo n° 23076.033782/2015-70). A AH foi determinada a partir
dos procedimentos descritos por Paiva e Coelho (1992). O teste foi realizado em
placas de microdilugdo de 96 pocos, na qual o primeiro pog¢o correspondeu ao
controle negativo. Nos demais pocos foi realizada uma diluicdo seriada da amostra
(50 pL) com NaCl 0,15 M (50 pL). Em seguida, uma suspenséo de eritrocitos
previamente tratados com glutaraldeido (50 pL) foi adicionada a cada poco e o ensaio
foi incubado por 45 min a 28 °C. A unidade de hemaglutinacao foi definida como a

maior diluicdo da amostra que promoveu aglutinacao eritrocitaria completa.
4.1.2. Dosagem proteica
A dosagem de proteinas foi determinada utilizando uma curva padrdao de

albumina sérica bovina (BSA) (31,25 a 1000 mg/mL), de acordo com o método

descrito por Lowry (1951).
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4.2. Microorganismos

As cepas de Cryptococcus neoformans H99 (Sorotipo A) e B3501 (sorotipo D)
e Cryptococcus gattii, R265 (Sorotipo B) foram obtidas da Cole¢ao de Culturas
do Laboratério de Fungos de Importancia Médica e Biotecnoldgica da

Universidade Federal do Rio Grande do Sul (Porto Alegre, Brasil).

4.2.1. Atividade antifungica

A concentracdo minima inibitoria (CMI) de cMoL foi determinada pelo ensaio
de microtitulacdo proposto pelo Instituto de Normas Laboratoriais e Clinicas (CLSI,
2018). Em placas de microtitulacdo de 96 pocos, a amostra foi adicionada (80 pl) no
terceiro e quarto poco a partir do qual foi diluido seriadamente em agua destilada
estéril até o décimo segundo poco da mesma fileira. Posteriormente, 40 pl do meio
Sabouraud Dextrose foi adicionado em todos 0s po¢os, exceto no primeiro, que sera
preenchido com 200 upl do meio de cultura, correspondendo ao controle de
esterilidade. A suspensédo flngica (80 pl; 3 x 10® UFC/ml) foi acrescentada do
segundo poco até o ultimo poco da fileira. O segundo pogo (microrganismos na
auséncia da amostra) correspondeu ao controle de crescimento de 100%. As placas
foram incubadas a 30°C e a densidade 6ptica a 600 nm (DOso0) foi medida no tempo
zero e apoés 48h de incubacdo usando um leitor de microplacas. A concentracao
minima inibitoria (CMI) correspondeu & menor concentracdo da amostra capaz de
promover a redugdo =50% na densidade Optica, em comparacdo ao controle de
crescimento 100%. Para a determinacéo da concentracdo minima fungicida (CMF),
aliquotas (10 ul) dos pogos contendo concentracbes das amostras =CMI foram
inoculados em placas de petri contendo meio SDA, e incubados a 30 °C por 48h. A
CMF correspondeu a menor concentracdo da amostra capaz de reduzir o nimero de
UFC em 99,9% em relacdo ao inoculo inicial. Cada ensaio serd realizado em

triplicata.

4.2.2. Potencial antibiofilme

O ensaio foi realizado de acordo com os procedimentos descritos por Silva et al.
(2018). A cultura de C. neoformans (B3501) foi cultivada em meio SDB durante
overnight a 37 °C e entdo suspensa em solucéo salina estéril (0,9%, p/v, NaCl) para
obter uma suspenséao flingica equivalente a 108 UFC/mL. A cada pogo de uma

microplaca de 96 pocos, foi adicionado meio SDB (40 uL), a suspenséo fangica (80
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bL), bem como 80 pL de agua Milli-Q ultrapura (controle) ou 80 pL de cMoL (0,23 —
120 pg/ mL, em agua Milli-Q). A ODsoo foi registrada no tempo zero e a microplaca foi
incubada a 30 °C por 48 h. Apés esse periodo, a ODeoo foi lida novamente, o meio
de cultura foi removido e os pocos da placa foram lavados trés vezes com solucao
salina. As demais células fungicas aderidas foram fixadas a 60 °C por 40 min e a
camada de biofilme aderente foi corada com cristal violeta 0,4% (p/v) por 15 min a
25 °C. ApOs lavagem com agua, o corante ligado ao biofilme foi solubilizado com
etanol (15 min de incubacdo) e a absorbancia foi medida a 570 nm. Dois
experimentos independentes foram realizados em triplicata. Os resultados foram
representados como porcentagem de inibicdo em relagdo ao controle néo tratado
(crescimento de 100%).

4.3. Andlise de dados

Para a atividade antibiofilme foi realizada analise de variancia de uma via
(ANOVA), conduzida pela anédise dos dados realizada no Sofftware Prism Graphpad
7.0, seguido pelo teste de Tukey. Um valor de p < 0,05 foi considerado significativo.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Diversos potenciais biotecnoldgicos tém sido referidos na literatura para a
lectina cMoL, tais como hemostatico, anticancer e anti-inflamatério (LUZ et al., 2017;
ARAUJO et al., 2013; LUZ et al., 2013). Devido a capacidade de reconhecimento a
carboidratos, as lectinas tém se mostrado bons agentes antimicrobianos (MOURA et
al., 2021; SILVA et al., 2021). Além disso, vale ressaltar que a lista de patégenos
fungicos prioritarios recentemente publicada pela Organizacdo Mundial da Saude
(OMS) categorizou C. neoformans no grupo critico de maior importancia para a saude
publica (OMS, 2022). Desta forma, o potencial antimicrobiano de cMoL foi testado

contra espécies de Cryptococcus.

Os dados relacionados a atividade antifungica de cMoL contra Cryptococcus
estdo representados na Tabela 1. cMoL inibiu o crescimento das espécies de
Cryptococcus com valores de CMI 7,45 ug/mL (Tabela 2), no entanto a lectina ndo
foi fungicida para as espécies testadas. A atividade antifingica das lectinas pode
estar relacionada a interacdo dessas proteinas com 0s componentes da parede

celular dos fungos, levando a inibicdo do crescimento, reducdo da absorcdo de
nutrientes, alteragéo da germinacgéo dos esporos e morte celular (CHIKALOVETS et
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al., 2015). Em estudo desenvolvido por Jones et al. (2017), a lectina recombinante
citovirina apresentou alto potencial antifungico contra C. neoformans e C. gattii (CMF
=500 nM) a partir da interacdo com a parede celular, afetando o tamanho e a liberagéo
da cépsula fungica. A lectina do gérmen de trigo (WGA) foi capaz de bloquear os
quitoligdmeros de superficie de C. neoformans em um modelo in vivo, o que inibiu a
formacéao da capsula fungica e diminuiu os niveis de transcricdo dos genes que estao
envolvidos na formacgéo da capsula. Além disso, o tratamento com WGA tornou as
células de levedura menos eficientes em sua capacidade de se associar aos
fagécitos e retardou a mortalidade dos camundongos em relacdo a animais
infectados com células fungicas nao tratadas (FONSECA et al., 2013). A interacdo
das lectinas com componentes presentes na parede celular de Cryptococcus
também foi evidenciada no estudo conduzido por Silva et al. (2021) com a lectina
PgTeL acoplada a pontos quanticos, no qual os autores demonstraram que a
proteina marcou intensamente C. neoformans a partir da interacdo com componentes

da superficie celular fangica.

Tabela 2. Atividade antifungica de cMoL contra espécies de Cryptococcus expressa coOmo

Concentragdo Minima Inibitéria (CMlsg) e Concentragdo Minima Fungicida (MFC).

Microorganismo CMilso (ug/mL) CMF (ug/mL)

Cryptococcus neoformans
B3501 7.45 ND
H99 7.45 ND
Cryptococcus gattii
R265 7.45 ND

ND: Nao detectado.

Dentre as espécies testadas neste estudo, a Unica capaz de formar biofilme é
C. neoformans, por isso os estudos antibiofilme foram conduzidos apenas com essa
espécie. Biofilmes séo associa¢cdes complexas de microrganismos que aumentam a
resisténcia e tolerancia a antibidticos (KUMAR, 2017). cMoL apresentou efeito
inibitério na formagé&o do biofilme de C. neoformans, exibindo valores de até 80% de

inibicdo nas concentragdes de 30, 60 e 120 pg/mL (Figura 5). Conforme demonstrado
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com outras lectinas, a capacidade do cMoL de inibir a formacdo de biofilmes pode
estar relacionada a interferéncia no arranjo e na integridade estrutural da associacéao,
como a interacdo com moléculas quorum sensing ou com a matriz polimérica
(MOURA et al., 2017).

Figura 5. Formacao de biofilme de C. neoformans (B3501) na presenca de cMoL em

diferentes concentracdes.
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NC: controle negativo (crescimento 100%). Barras com letras iguais indicam que ndo houve
diferenca significativa (p > 0,05).
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6. CONCLUSAO

cMoL apresentou alto potencial de inibi¢do contra C. neoformans B3501 (sorotipo
D) e H99 (sorotipo A) e C. gattii R265 (sorotipo B), espécies fungicas de alto
interesse médico. A proteina foi capaz de inibir significativamente a formacao de
biofilme por C. neoformans (B3501) na concentracdo do CMIso e de maneira dose
dependente. O presente estudo destaca o potencial antifigico de cMoL e estimula a
conducdo de mais estudos a fim de elucidar os mecanismos envolvidos com as
atividades relatadas, bem como o efeito sinérgico da lectina com antibiéticos

comerciais.
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