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RESUMO

Com o aumento dos casos de dermatomicose e limitadas opc¢des de antifingicos, faz-se
necessdarias novas pesquisas voltadas para o tratamento de fungos na veterinaria. O
presente trabalho teve como objetivo averiguar se as lectinas purificadas em quitina dos
extratos produzidos pelas sementes das plantas Canavalia brasiliensis, C. maritima e
Dioclea virgata possuiam atividade antifingica contra os fungos Microsporum canis, M.
gypseum, Trichophyton mentagrophytes e Malassezia. Para tal, utilizou-se de discos
estéreis de papel filtro contendo os extratos purificados das referidas plantas nas
guantidades de 5, 10, 20 e 40 pg de proteinas para os testes e Clotrimazola 5 e 10 ug como
controle, distribuidos sobre meios de Agar Sabouraud contendo os fungos supracitados.
Como resultado, nenhum dos extratos testados apresentou inibicdo do crescimento fungico
nas concentracdes testadas. Entretanto, testes adicionais com maiores concentracfes de
proteinas, além de novos repiques para verificar se houve danos a colbnias futuras séo
recomendados para averiguar a possivel atividade antifingica das lectinas em questéo.

Palavras-Chave: dermatomicose; micologia; veterinaria; plantas; quitina.



ABSTRACT

With the increase in cases of dermatomycosis and limited antifungal options, new specific
research into the treatment of fungi in veterinary medicine is needed. The present work
aimed to determine whether the lectins purified in chitin from extracts produced by the seeds
of the plants Canavalia brasiliensis, C. maritima and Dioclea virgata had antifungal activity
against the fungi Microsporum canis, M. gypseum, Trichophyton mentagrophytes and
Malassezia. For that, sterile filter paper discs containing with purified extracts of the
aforementioned plants were used in amounts of 5, 10, 20 and 40 pg of proteins for the tests
and Clotrimazole at 5 and 10 pg as control, distributed on Sabouraud agar medium
containing the aforementioned fungi. As a result, none of the extracts tested showed
inhibition of fungal growth at the concentrations tested. However, additional tests with higher
concentrations of proteins, in addition to new subcultures to check whether there was
damage to future colonies, are recommended to investigate the possible antifungal activity of
the lectins in question.

Keywords: dermatomycosis; mycology; veterinary; plants; chitin.
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1 INTRODUCAO

Fungos sdo organismos eucariontes que podem ser unicelulares, quando em
forma de levedura, ou multicelulares, no caso dos filamentosos, com sua parede
celular composta de quitina e a-glucano (Molinaro, Caputo e Amendoeira, 2009).
Nas ultimas décadas, as dermatomicoses vém ganhando espa¢o na clinica de
pequenos animais, especialmente os causados pelos chamados dermatdfitos,
devido a utilizacéo crescente de terapias imunossupressoras, além do surgimento de
infecgdes retrovirais que debilitam o sistema imune. Isso ocorre tanto em humanos
como animais, 0 que permite que doencas oportunistas, sobretudo as fungicas,

tenham maior incidéncia (Gomes et al., 2012).

A maioria dos casos clinicos de dermatofitose em cées e gatos € causada
pelas espécies Microsporum canis, M. gypseum e Trichophyton mentagrophytes,
com M. canis sendo o principal deles (Medeiros et al., 2009). Os felinos sdo os mais
predisponentes a carrear de forma assintomatica M. canis devido a convivéncia com
outros animais, acesso as ruas e fatores socioecondémicos (Ribeiro et al., 2021). No
geral, os principais reservatorios dos dermatoéfitos sdo: M. canis — gato infectado, M.
gypseum — escavacao do solo em areas contaminas, T. mentagrophytes — contato

direto ou indireto com roedores (Rhodes e Werner, 2014).

Apesar dos dermatofitos serem 0s principais agentes das dermatomicoses,
outros fungos também podem vir a desempenhar este papel. Leveduras do género
Malassezia compdem a microbiota natural da pele e do conduto auditivo externo do
animal, mas podem se tornar agentes da doenca quando o animal apresentar
hipersensibilidade a levedura, realizar um tratamento prolongado com antibiético ou

haja um crescimento excessivo, em virtude de uma doenca primaria (Chaves, 2007).

Atualmente existe um numero de antifingicos no mercado farmacéutico bem
inferior aos antibacterianos, além disso, seu alvo celular é limitado devido a
semelhanca entre as células fangicas e animais. Com a crescente necessidade por
opcOes terapéuticas mais seguras e eficazes, a pesquisa por novas biomoléculas se
torna imprescindivel para o avanco da medicina como um todo, somado a isso, 0
Brasil detém a maior biodiversidade vegetal do mundo, com varias plantas ainda ndo

investigadas sobre seu potencial medicinal (Soares et al., 2016). A vista disto, temos
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a possibilidade de utilizacdo de lectinas presentes em extratos de plantas, como

uma possivel alternativa no tratamento de dermatomicoses.

Lectinas sdo proteinas ou glicoproteinas, encontradas em maior abundéancia
em graos de leguminosas e gramineas, de origem ndo imune que se ligam de forma
especifica e reversivel a carboidratos especificos sem alterar sua estrutura
(Peumans e Van Damme, 1995; Siqueira, 2008). Lectinas ligantes de quitina
apresentam um maior indice de interferéncia contra os fungos, tendo em vista que
prejudicam na sintese e/ou deposicdo desse carboidrato na parede celular fungica
causando deformacdes e instabilidade osmética (Aradjo, 2015). Uma vez que ha
essa interacdo, ela pode passar a interferir em varios eventos biol6gicos, como
infeccdo, diferenciacdo celular, interacdo patdgeno-hospedeiro, metastases e

reconhecimento de células (Klafke, 2013).

Em vista disso, autores constataram atividades antifingicas que lectinas
purificadas em Sephadex-G50 de Canavalia maritima, C. brasiliensis e Dioclea
virgata podem vir a desempenhar. Como a reducdo na producdo de esporos,
inibicdo do crescimento fungico, diminuicdo da dosagem de efeito do antifungico e
dano as hifas que prejudique a formacéo de novas coldnias (Farias, 2013; Fonseca
et al., 2022; Gomes, 2009; Klafke, 2013). Com isso em evidéncia, espera-se que ao
purificar essas lectinas em quitina, possa haver efeitos semelhantes e mais eficazes
aos descritos em Sephadex por ser mais especifica ao carboidrato presente nos
fungos, como também seja mais seguro para uso em animais, uma vez que este

carboidrato ndo em comum nas células animais.

Dessa forma, faz-se necessario uma pesquisa para investigar se lectinas
ligantes de quitina presentes nos extratos de C. maritima, C. brasiliensis e D. virgata
possuem atividade antifangica contra dermatofitos dos géneros Microsporum e
Trichophyton, além de fungos do género Malassezia. O que podera permitir um
futuro desenvolvimento de um tratamento tépico e/ou sistémico, além de contribuir
com o enriguecimento cientifico a respeito das citadas lectinas, sua purificagdo com

quitina e possiveis propriedades antifungicas.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 FUNGOS

Tradicionalmente os fungos foram divididos em cinco filos, sendo eles
Chytridiomycota, Zygomycota, Glomeromycota, Basidiomycota e Ascomycota
(Santos, 2015). Entretanto, com os recentes estudos filogenéticos utilizando técnicas
moleculares que ddo mais importancia as caracteristicas genéticas que
morfolégicas, houveram modificagdes na classificacdo taxondémica dos fungos,
sendo descritos pelo menos 20 filos de fungos em listas internacionais de

classificagao (https://nmdc.cn/fungalnames/) (Wang et al., 2022). Ainda assim, a

identificacdo morfologica mantém sua importancia, sobretudo para grupos mais
comuns e tradicionais, sendo uma importante ferramenta de diagndstico (Molinaro,

Caputo e Amendoeira, 2009).

2.1.1 Parede Celular Fungica

s

A parede celular fungica € composta principalmente por polissacarideos,
possui uma camada interna mais conservada, formada por 3-(1,3)-glucana, B-(1,6)-
glucana ramificadas e quitina na maioria dos fungos, e uma camada externa mais
heterogénica e espécie-especifica devido aos componentes que se ligam as
moléculas dessa camada (Rochetti, 2019). A quitina € um constituinte comum da
parede celular de fungos responsavel pela integridade celular, € um homopolimero
linear, longo, formado por residuos de N-acetilglucosamina B-(1—4) ligados. Em
leveduras compfe em torno de 1 a 2% de sua parede celular, enquanto que em

fungos filamentosos pode chegar de 10 a 20% (Fukuda et al., 2009).

Deve-se ressaltar que a parede celular fungica confere rigidez e participa de
varios processos biologicos essenciais a ceélula como estabilidade osmdtica,
sinalizacao celular, ades&o e reproducéo, sendo essencial para seu crescimento e
desenvolvimento no ambiente (Klafke, 2013; Quinn, 2007). Sua composi¢cdo quimica
€ bastante complexa e variada entre as diferentes espécies, sendo a quitina,
glucanas, galactomananas e proteinas os compostos mais frequentes (Adams,
2004).


https://nmdc.cn/fungalnames/
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2.1.2 Dermato6fitos

Os dermatofitos pertencem ao filo Ascomycota e possuem como principais
representantes o0s géneros anamorfos, Epidermophyton, Microsporum e
Trichophyton, e teleomorfo Artbroderma (Oliveira, T., 2018). O filo Ascomycota € o
maior do Reino Fungi, nele estdo inclusos fungos septados e algumas leveduras,
sua principal caracteristica € a producdo de ascOsporos, esporos sexuados, durante
sua reproducdo sexuada em sua fase ndo parasitica. Também podem ter
reproducédo assexuada pela producdo de macroconidios e microconidios a partir de
conidiéforos nessa fase, sendo os macroconidios os mais comumente utilizados
para classificacdo dos dermatdfitos (Quadro 1) (Mcvey, Kennedy e Chengappa,
2017; Molinaro, Caputo e Amendoeira, 2009; Tortora, Funke e Case, 2017). Quando
passam a parasitar, sua forma de reproducédo passa a ser assexuada com producao
de artrosporos ou artroconidios que sdo as formas infecciosas mais comumente
associadas a invasao tecidual (Quinn, 2007). Os artrésporos sdo esporos formados
pela desarticulacdo da hifa de fungos filamentosos ou leveduras, através desses
esporos tem-se a infeccdo dos tecidos queratinizados, unhas, pelo e extrato cérneo
(ANVISA, 2013; Xavier et al., 2008).

Quadro 1: Caracteristicas morfoldgicas de macroconidios de Microsporum canis,

Microsporum. gypseum e Trichophyton mentagrophytes

M. canis Fusiforme, rugoso, parede grossa, até 15 septos.
M. gypseum Forma de canoa, rugoso, paredes finas, até 6 septos.
T. mentagrophytes Forma de charuto, liso, parede fina, até 7 septos.

Fonte: adaptado de Quinn, 2007.

Dermatomicose sao as dermatoses causadas por qualquer fungo, enquanto
gue dermatofitose sdo as dermatoses causadas por fungos dermatdéfitos. A
dermatofitose é uma enfermidade zoondética, altamente contagiosa, que se
dissemina por meio do contato direto com animais infectados, ou através da
exposicdo aos esporos fungicos em descamacOes cutaneas, pelos de animais
infectados, no ambiente e em fémites contaminados. Animais assintomaticos sdo um

importante fator na ocorréncia das dermatofitoses em humanos, uma vez que nao
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possuem lesdes aparentes, mas ainda assim podem disseminar a micose, atuando
como fontes constantes de infecgcdo e contaminacdo ambiental (Andrade e Rossi,
2019).

Os sinais clinicos dessa enfermidade sdo evidenciados principalmente nas
areas de face, orelhas, patas e cauda com o aparecimento de uma area circular com
perda de pelo de borda externa alta e avermelhada e pele escurecida como
resultado da reagdo inflamatoria ao fungo. No geral sdo lesdes secas, ndo
pruriginosas que se distribuem focalmente na superficie cutanea, sem causar
transtornos gerais aos animais afetados (Cardoso, Frias e Andreani, 2013). Algumas
de suas principais caracteristicas clinicas sdo a alopecia circular multifocal,
descamacdo, eritema e lesdes de distintas configuragdes (Chaves, 2007; Nogueira
et al., 2013).

O diagndstico é baseado na suspeita clinica e exame laboratorial do pelo para
deteccado de hifas e artrésporos no microscopico com hidréxido de potassio a 10%,
também pode ser utilizada a Lampada de Wood, porém ela apenas detecta a
presenca de M. canis ndo descartando outros dermatdfitos, o confirmatério se da por
meio de cultura fangica dos pelos (Cardoso, Frias e Andreani, 2013; Ribeiro et al.,
2021).

Por serem aerdbios estritos a maioria dos dermatofitos cresce lentamente em
agar dextrose Sabouraud padronizado, poucos necessitam de fatores de
crescimento especiais, podendo ser supridos com adicdo de extrato de levedura ao
meio de cultura. O meio de cultura ideal para o diagndéstico de dermatdfitos é o
Dermatophyte Teste Medium (DTM), composto de Agar Sabouraud, antimicrobianos,
para inibir o crescimento de bactérias e fungos sapréfitos, e de vermelho fenol como
indicador de pH (Macedo, Silva e Junior, 2021; Soares e Sérvio, 2022). As culturas
levam em torno de 5 a 7 dias para serem visualizadas e a identificagdo microscépica
dos agentes responsaveis pela infecgcdo pode ser feita nesse momento, porém a
observacdo é facilitada a partir de 3 semanas de incubacdo, devido a maior
producdo de estruturas reprodutivas (Macedo, Silva e Junior, 2021; Quinn, 2007).
Para sua identificacdo em meio ndo especifico séo utilizados o tipo de macroconidio

produzido e morfologia colonial (Quadro 2).
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Quadro 2: Aparéncia colonial e caracteristicas micromorfolégicas dos principais

dermatofitos em agar dextrose Sabouraud

Anverso: branco a amarelado, com Macroconidios fusiformes,

y : periferia laranja-claro; reverso: multisseptados de paredes rugosas
. canis
laranja-amarelado ou marrom- e mais espessas que a dos septos,
alaranjado. poucos microconidios
Numerosos macroconidios
Anverso: amarelo a castanho, com ) )
o fusiformes, multisseptados, de
M. gypseum bordas brancas e friaveis; reverso:

paredes rugosas e finas, poucos
amarelado a marrom-avermelhado. ] o
microconidios

Anverso: castanho-claro a amarelo e o R
Macroconidios do género,
T. mentagrophytes | pulverulento; reverso: castanho-claro ] o
microconidios redondos numerosos
a marrom-escuro.

Fonte: adaptado de Molinaro, Caputo e Amendoeira, 2009; Quinn, 2007.

2.1.3 Malassezia

Malassezia € uma levedura pertencente ao filo Basidiomycota que possui
como principal caracteristica a producdo de basidios contendo geralmente 4
basidésporos por reproducdo sexuada. A diferenciagdo das espécies do género
Malassezia se da por critérios morfofisiolégicos, sendo cultivadas em meio Dixon
modificado a 32 °C durante 7 dias (Schlottfeldt et al., 2002). Suas colénias em Agar
Sabouraud sdo foscas, com aspecto cremoso e textura macia ou friavel, na
microscopia apresenta-se na forma de células ovais pequenas e possui 0 maior
broto dentre as espécies de Malassezia, geralmente apresentando um colarinho ou

cicatriz devido a sucessivos brotamentos (Schlottfeldt et al., 2002).

A malasseziose é uma micose superficial ndo zoonédtica, comum em cées e
gatos, causada por leveduras lipofilicas do género Malassezia. Essa infeccédo, em

contraste com as dermatofitoses, € comumente secundaria a uma condi¢do

preexistente (Wilkinson e Harvey, 1997). Dessa forma, para que haja dermatite por
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Malassezia, € necessaria uma reacao de hipersensibilidade ao fungo ou crescimento
excessivo sobre a superficie cutanea, em consequéncia de doencas primarias como
dermatite alérgica atopica, hipersensibilidade alimentar, endocrinopatias e distarbios

da queratinizacao (Chaves, 2007).

Malassezia pachydermatis é a espécie mais frequentemente isolada em caes
e gatos sadios ou com lesbGes dermatoldgicas, é considerado um microrganismo
comensal da pele, das orelhas e 4reas mucocutaneas do animal, além de patégeno
oportunista do conduto auditivo externo, ao seu proliferar pode causar dermatite,
gueilite e otite externa (Rhodes e Werner, 2014). Um aumento de sua prevaléncia

pode estar associado a antibioticoterapia prévia prolongada e terapia por
glicocorticoide (Wilkinson e Harvey, 1997).

As principais regides afetadas por esse fungo séo as dobras faciais, pavilhdes
auriculares, regido ventral do pescoco e extremidade dos membros. Os sinais
clinicos causados por essa dermatite incluem areas de eritema, alopecia e
descamacao gordurosa, associadas a prurido moderado ou intenso resistente a
glicocorticoides, podendo em casos cronicos apresentar hiperqueratose,
hiperpigmentacéo e liquenificacdo, com odor desagradavel caracteristico (Chaves,
2007).

Para diagnéstico podem ser feitas a cultura fungica, em agar de Sabouraud
incubada entre 32 e 37 °C por 3 a 7 dias, com as caracteristicas das colénias sendo
a coloracdo amarelo creme, passando a marrom alaranjada quando envelhecidas,
opacas, aspecto seco, friavel, granulosa e de superficie lisa; ou citologia cutanea,
coradas com azul de metileno que evidenciam leveduras em forma de pegadas ou
moringa, resultante de brotos em avancado desenvolvimento ainda ligados a célula
mae (Quinn, 2007; Rhodes e Werner, 2014).

2.1.4 OpcoOes Terapéuticas

Um dos principais alvos dos antifingicos é o ergosterol, um analogo do
colesterol que estad presente na membrana plasmatica dos fungos (Figura 1). A
maioria dos antifingicos atuam diretamente na sintese ou na estrutura desse lipideo

fungico, podendo ocorrer um efeito citotoxico as células animais como consequéncia
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de sua similaridade molecular com o colesterol (Rossi, Peres e Rossi, 2008). Outros
antifingicos agem inibindo a sintese de glucanas na parede celular fungica, inibindo
a sintese de acidos nucleicos ou a divisao celular. Ainda assim, devido a
similaridade entre células fungicas e animais, a possibilidade de toxicidade dessas

drogas néo deve ser descartada (Berto e Hermes, 2023).

Figura 1 - Estrutura molecular plana do Colesterol (1), presente na membrana
plasmética de animais e Ergosterol (2), presente na membrana plasmatica dos

fungos
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Fonte: Andrade e Coutinho, 2016.

O tratamento das dermatomicoses é relativamente dificil, devido aos fungos
estarem protegidos pelas hastes e foliculos pilosos, dessa forma, o ideal é associar
a terapia topica, para remover os esporos fungicos da haste dos pelos, e terapia
sistémica, em casos graves e reincidentes, para agir no foliculo piloso (Andrade e
Rossi, 2019). Alguns medicamentos utilizados na terapia topica incluem: terbinafina
1%, clorexidine, clotrimazol 1%, cetoconazol 2% ou miconazol 1 a 2%, a tosa
também é indicada para reduzir a liberacdo de pelos infectados e de esporos no
ambiente. No caso de otites o clotrimazol a 1% é o tratamento de escolha para

Malazessia (Gomes et al., 2012).

Ja na terapia sistémica o itraconazol na dose de 10 mg/kg/dia € o mais
indicado por ter menos efeitos adversos e poder ser utilizado em gatos com
imunodeficiéncia felina (FIV). Quando combinadas as terapias topica e sistémica
deve-se prolongar o tratamento de 2 a 4 semanas apoés cura clinica e apos confirmar
duas ou mais culturas fungicas negativas. A desinfeccdo do ambiente deve ser feita
com desinfetantes a base de iodo, cloro ou fendis (Macedo, Silva e Junior, 2021).
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O uso irracional de antifungicos propicia o aparecimento de dermatéfitos
resistentes a essas classes de medicamento, sendo um problema de Saude Publica
(Coelho et al., 2020). Aléem disso, os antifungicos utilizados na veterinaria acabam
por ficar restritos aos aprovados para uso humano pela falta de pesquisas voltadas
exclusivamente para veterinéria, sendo os mesmos utilizados ao longo das ultimas
décadas, dessa forma evidenciando a necessidade de pesquisas de novas

substancias com atividade antifungica (Gomes et al., 2012).

2.2 LECTINAS E SUAS PROPRIEDADES ANTIFUNGICAS

Lectinas sdo todas as proteinas de plantas que possuem no minimo um
dominio nado catalitico que se ligue de forma reversivel a carboidratos especificos. Ja
foram encontradas em diferentes partes de plantas, como folhas, frutos, raizes,
tubérculos, rizomas, bulbos, cascas, caules, tendo sua predominancia nas
sementes. Elas fazem parte de compostos metabdlicos secundarios, sendo
utilizadas pelas plantas como defesa contra ataques de bactérias, fungos e insetos,
podendo ser encontras principalmente em leguminosas, como soja, feijao e
amendoim (Barbosa, 2014). Algumas vantagens que essas proteinas possuem sao
sua estabilidade em condi¢cdes desfavoraveis como manter-se viavel em amplas
faixas de pH, elevadas temperaturas e sob proteases animais e de insetos (Siqueira,
2008).

As lectinas podem ser subdivididas em trés classes levando em consideracao
sua estrutura e funcdo biol6gica: merolectinas, hololectinas e quimerolectinas. As
merolectinas possuem apenas um dominio ligante a carboidratos e sdo incapazes
de precipitar glicoconjugados ou aglutinar células, ja as hololectinas também
possuem dominios ligantes a acucares contendo pelo menos um ou dois de tais
dominios idénticos ou homologos, além de possuirem multiplos sitios de ligagéo,
sendo, portanto, capazes de aglutinar células ou precipitar conjugados, a maioria
das lectinas de plantas pertencem a essa classe; por fim, temos as quimerolectinas
gue além de possuirem o dominio ligante a carboidratos, possuem um segundo
dominio com atividade catalitica ou outra atividade biolégica bem definida, nao
dependendo do dominio carboidrato ligante para exercer sua funcéo (Povineli e
Filho, 2002).
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As lectinas sdo capazes de interagir com glicoconjugados na superficie de
organismos invasores, dessa forma, interferindo em seu pleno funcionamento.
Apesar dos efeitos antifungicos das lectinas serem encontrados em menor numero
guando comparado aos efeitos antibacterianos, lectinas como Dviol, DRL, ConBr e
CasuL se mostraram promissoras contra cepas de Candida (Oliveira, J. 2018).

A lectina de germe de trigo ligou-se a hifa de Trichoderma viride e inibiu o
crescimento e germinacdo dos esporos do fungo, aparentemente pela interferéncia
na sintese de quitina de sua parede celular (Povineli e Filho, 2002). Ja a lectina de
Cladonia verticillaris (ClavelLL) foi testada contra alguns dermatéfitos e apenas inibiu
o crescimento de Tricophyton rubrum em torno de 35% na concentracao de 170 pg
(Ramos et al., 2014). Supde-se que essa inibicdo ocorreu pela ligacao da lectina a
parede celular do fungo, resultando em sua ruptura, ou pela ligacdo da lectina as
hifas resultando em uma ma absorcéo de nutrientes e interferéncia no processo de

germinacao de esporos.

Dessa forma, ao testar as lectinas ligantes de quitina das sementes de C.
maritima, C. brasiliensis e D. virgata espera-se que elas possam inibir o crescimento
fungico, interferir no processo de geragdo de esporos ou prejudicar a sintese e/ou
deposicdo de quitina na parede celular fingica, que possa vir a comprometer

colbnias futuras.

2.2.1 Canavalia maritima

Canavalia maritima (sinbnima de Canavalia rosea) é popularmente conhecida
como “feijdo de praia” no Brasil, uma planta rasteira, perene de ampla distribuicdo
nas linhas costeiras tropicais (Figura 2). Suas folhas sdo compostas, trifoliadas
alternadas e de formas circulares e peciolos curtos, com flores pequenas, réseas,
zigomorfas e com uma pétala mais larga do que as outras dispostas em cachos.
Seus frutos sdo vagens robustas contendo de 3 a 7 sementes de cor marrom
marmorizado, e sao resistentes a altas salinidades, temperatura, enterro na areia e

podem sobreviver mesmo com poucos nutrientes (Araujo, 2015).
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Figura 2 — Canavalia maritima em seu habitat natural: (a) esteiras densas crescendo

na praia, (b) inflorescéncia, (c) vagem verde e (d) sementes ejetadas das vagens

Fonte: Sousa, 2022.

Suas folhas, caules e sementes possuem um alto teor proteico e outros
ingredientes bioativos, sendo utilizada na medicina popular (Mendoza-Gonzalez,
Martinez e Lightgow, 2014). As lectinas da C. maritima sdo isoladas a partir de sua
semente e sao denominadas Concanavalia M ou apenas ConM, possuindo afinidade
por glicose e manose (Delatorre et al., 2013).

A lectina de sementes de C. maritima inibiu o crescimento de leveduras
encapsuladas de Candida neoformans na concentracéo de 32 pug/mL, como também
ao ser associada com fluconazol reduziu a dosagem necessaria do farmaco pela
metade para inibir o crescimento de C. albicans (Farias, 2013; Fonseca et al., 2022).
Dessa forma, demonstrando seu potencial em ser utilizado associado a outros
antifangicos potencializando seus efeitos e consequentemente necessitando de

menores doses do antifingico.
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2.2.2 Canavalia brasiliensis

Canavalia brasiliensis € popularmente conhecida como “feijao bravo do
Ceara”, € uma planta trepadeira, caracterizada por ser uma leguminosa herbacea
fragil, perene e prostrada com folhas trifolioladas, foliolos ovados com &pice agudo,
além de possuir flores roxas e sementes castanho claro a castanho (Figura 3)
(Santos, 2018).

Figura 3 — Vagens, sementes e flor de Canavalia brasiliensis

Fonte: Tropical Forages.

A lectina isolada da C. brasiliensis denomina-se ConBr e possui afinidade
para manose/glicose. Alguns efeitos biologicos relatados sobre a lectina ConBr séo:
estimula a liberacdo de histamina pelos mastdcitos, estimula a producédo de oxido
nitrico em macréfagos, ativa apoptose em linfocitos, efeito anti-tumoral, efeito
neuroprotetor contra excitotoxidade do glutamato, efeito antidepressivo, atividade
antifingica, dentre outros (Pereira e Silva, 2019).

Lectinas de C. brasiliensis apresentaram um efeito fungicida promissor contra
Candida parapsilosis, C. albicans, C. tropicalis, Trichosporon cutaneum, dentre
outros fungos do género Candida, necessitando de baixas concentragbes para ter
seu efeito (Gomes, 2009; Klafke, 2013).
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2.2.3 Dioclea virgata

Dioclea virgata é uma trepadeira baixa conhecida popularmente como
“cipdpixuma”, encontrada na regido Nordeste, possui sementes oblongas,
fortemente compressas, lisas e de cor marrom escura de onde € extraida sua

lectina, denominada Dvir (Figura 4) (N6brega et al., 2012).

Figura 4 — Flores de Dioclea virgata

Fonte: Queiroz, 2020.

Sua lectina é dependente de Ca*? e Mn*? para exercer sua atividade, além de
possuir especificidade pela glicose, atividades imunologicas, inseticida e mostra ser
eficiente na producdo de O6xido nitrico, molécula esta que pode modular o
relaxamento vascular dependente do endotélio, induzir a citotoxicidade mediada por
macrofagos, inibir a ativacdo, adeséo e agregac¢ao plaquetaria, bem como regular a
pressdo sanguinea basal (Cavada et al.,, 1996; NoObrega et al., 2012; Nobrega,
2011).

3 METODOLOGIA

A obtencédo das lectinas e de seus hidrolisados foi realizada no Laboratério de
Protedbmica (LAPROTE) e no Laboratério de Quimica de Proteinas e Peptideos
(LQPP), a producdo dos discos de papel filtro contendo as proteinas teste foi
realizada no Laboratério de Microbiologia (LGM), todos situados no Departamento
de Biologia Molecular (DBM)/CCEN da Universidade Federal da Paraiba (UFPB),

campus | — Jodo Pessoa.
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A cultura dos fungos dermatofitos e Malassezia foi previamente isolada e
cedida pelo orientador desse projeto e professores da Universidade Federal da
Paraiba (UFPB) e Universidade Federal de Pelotas (UFPel), sendo repicados em
meio especifico DTM e Agar Sabouraud, respectivamente. Em caso de resultado
positivo, eram reavaliados microscopicamente em objetiva de 4, 10 e 40, a fim de
avaliar se estavam condizentes com as caracteristicas do género e espécie
necessarias. Os testes confirmatoérios e de propriedade antifingica contra os fungos
citados foram realizados no Laboratorio de Microbiologia do Departamento de
Biociéncias da UFPB, campus Il - Areia.

3.1 PREPARO DO MATERIAL VEGETAL

No presente estudo foram utilizadas sementes das leguminosas C.
brasiliensis, C. maritima e D. virgata, que foram trituradas em moinho elétrico do tipo
Willey, obtendo-se uma farinha fina que foi estocada em recipientes hermeticamente

vedados. As farinhas foram cedidas pelo LQPP e processadas posteriormente.

3.2 OBTENCAO DAS LECTINAS

A coleta e processamento do material vegetal até o pico nado retido da
Sephadex-G50 foi realizado e cedido pelo LQPP através de outros projetos em

andamento.

3.2.1 Cromatografia da Lectina em Quitina

Cada pico nao retido na matriz Sephadex G-50 de cada planta do trabalho,
em torno de 150 a 200 mL, foi recromatografado em coluna de afinidade em matriz
de quitina - polimero natural de N-acetilglicosamina-GIcNAc (23 cm x 3,6 cm),
equilibrada com NaCl 0,15 M. A amostra foi colocada em refluxo por 3h. O pico n&o
retido foi eluido com a mesma solugéo de equilibrio da coluna e o pico retido, com
glicina 0,1 M com NacCl 0,15 M - pH 2,6 (Farias, 2013).

O pico retido eluido de cada extrato foi coletado em pelo menos 40 tubos com

3 mL cada e analisados quanto a absorbancia medida a 280 nm. Os tubos que
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possuissem absorbéancia maior que 0.250 foram dialisados contra dgua destilada e

liofilizada para conservacao até seu posterior uso.

3.2.2 Teor de proteinas soluveis

O teor de proteinas sollveis presentes nos extratos da farinha de sementes
de C. brasiliensis, C. maritima e D. virgata foi determinado segundo o método
descrito por Bradford (1976), 100 uL de amostra diluida em diferentes concentragées
de NaCl 0,15 M, foi adicionado 2,5 mL de reagente de BRADFORD. Apos a
homogeneizacdo e repouso por 10 minutos, a leitura foi feita a 595 nm em

espectrofotdmetro. Como padrao, utilizou-se Albumina Sérica Bovina (BSA).

3.2.3 Eletroforese em gel de poliacrilamida

Para verificar o grau de pureza e estimar o peso molecular das lectinas
realizou-se a eletroforese em gel de poliacrilamida na presenca de SDS (Laemmli,
1970). O gel de aplicacéo foi preparado na concentracéo de 3,5% de poliacrilamida
em tampao Tris-HCI 0,5 M, pH 6,8 e SDS a 1%, enquanto que o gel de separacéao a
12,5% de poliacrilamida em tampé&o Tris-HCI 3 M, pH 8,8 e SDS a 1%. As amostras
oriundas dos extratos proteicos e dos picos cromatograficos foram dissolvidos em
tampdo Tris-HCI 0,625 M, pH 6,7, contendo SDS a 2%, glicerol a 10% e b-
mercaptoetanol 5% e aquecidas em estufa a 100 °C durante 10 min., centrifugadas
por 5 min, e em seguida adicionado 10 mL de azul de bromofenol 0,02%. A corrida
foi sob amperagem constante (25 mA) e ao final da corrida, o gel foi retirado da
placa e fixado em TCA 12,5% por 1h, sendo entdo corado com Coomassie brilliant
blue R-250 a 0,005%. A remoc¢ao do excesso de corante foi realizada com o auxilio

de uma solugéo descorante de metanol, acido acético e agua (1:3,5:8, viv/v).
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3.3 TESTE DE ATIVIDADE BIOLOGICA EM FUNGOS DERMATOFITOS E

Malassezia
3.3.1 Preparo das solucdes de lectina

As lectinas quitina especificas semi purificadas das sementes de C. maritima,
D. virgata e C. brasiliensis foram pesadas em balanca analégica e diluidas em agua
destilada estéril para a obtencdo de uma solucdo contendo 1000 pg/mL de cada
uma das proteinas. Posteriormente, as solu¢gdes contendo as lectinas foram filtradas
em filtros bacterioldgicos de 0,22 um e submetidas a uma diluicdo seriada em agua
destilada estéril originando quatro concentracfes de solucdes, sendo elas 125, 250,

500 e 1000 pg/mL. As solucdes foram mantidas congeladas até 0 momento do uso.

3.3.2 Preparo dos discos

Foram cortados discos de papel de filtro de aproximadamente 5 mm, os quais
foram esterilizados a 121 °C por 15 min. Posteriormente os discos foram embebidos
com 40 pL de cada uma das solucdes de lectina produzidas anteriormente. Os
discos foram alocados em placas de Petri estéreis e mantidos em estufa a 37 °C até
a completa absorc¢éo do volume, resultando em discos contendo 5, 10, 20 e 40 pg de
proteinas. Posteriormente os discos foram refrigerados até o momento do uso. Para
o controle, discos de 5 mm foram embebidos com 5 ou 10 pL de uma solucéo de

Clotrimazol a 1000 pg/mL, gerando discos com 5 e 10 pg de antifungico.

3.3.3 Preparo dos in6culos

Os fungos foram plaqueados em agar Sabouraud e deixados a 37 °C por 7 a
14 dias. Posteriormente, foi realizada a observacdo microscoépica das col6nias nas
objetivas de 10 e 40 vezes para avaliar a presenca de esporos. As colonias foram
coletadas através de um swab umedecido e diluidas em 3 mL de solu¢do salina
estéril. As solucdes remanescentes foram submetidas a contagem de esporos
através da camara de Neubauer e, posteriormente, as concentracdes finais foram
ajustadas entre 1 e 5 x 10° esporos/mL (Nweze, Mukherjee e Ghannoum, 2010). As

solucdes foram mantidas refrigeradas até o momento do uso.



29

3.3.4 Ensaio da Atividade Antifungica

O ensaio de atividade antifingica foi realizado conforme o preconizado por
Nweze, Mukherjee e Ghannoum (2010) com algumas adaptacfes. Para o teste,
foram utilizados meios de cultura Sabouraud, os quais receberam 100 pL do in6culo
das soluc¢des fangicas, que foi espalhado na placa com o auxilio de swabs estéreis.
Posteriormente, cada placa recebeu quatro discos de papel de filtro distribuidos de
maneira equidistante com diferentes quantidades de cada uma das proteinas a
serem testadas. Como controle, foram utilizadas placas contendo dois discos de
diferentes concentragcbes de Clotrimazol. As placas ficaram incubadas durante 120
horas a 35 °C em BOD. A cada intervalo de 24h, foi avaliado o crescimento flngico e
se houve formacdo de halo de inibicdo do crescimento fungico. Os halos obtidos

pelos extratos foram comparados com o halo obtido pela substancia controle.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 ISOLAMENTO E CARACTERIZACAO DAS LECTINAS C. brasiliensis, C.

maritima E D. virgata
4.1.1 Cromatografia de afinidade

A fim de averiguar se as lectinas utilizadas nos testes diferiam das
comumente encontradas na literatura em coluna de Sephadex, foi realizado o gréafico
cromatografico das colunas de quitina. Sendo assim, confirmou a existéncia de uma
segunda lectina com afinidade por N-acetil-D-glicosamina, nos extratos de proteinas
de sementes de C. brasiliensis e C. maritima, conforme descritas previamente por
Barbosa (2013) e Farias (2013) respectivamente; bem como, de uma segunda nova
lectina com afinidade a quitina de D. virgata (Figura 5) que ndo havia sido reportada
na literatura cientifica. Dessa forma, com a analise do grafico cromatogréafico da
coluna de quitina (Figura 5) evidencia-se um padrao tipico de cromatografia de
afinidade, uma vez que possui pico nao retido (PI) e pico retido (PIl), sendo este
altimo eluido com solucdo Glicina 0,1 M, pH 2,6 contendo NaCl 0,15 M. Esses
resultados diferem daqueles descritos anteriormente em coluna de Sephadex G-50
por Moreira et al. (1993), Cavada et al. (1990) e Cavada et al. (1996).
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Figura 5 - Representagcao dos Picos | e Il da cromatografia de Dvir em coluna de

Quitina
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Fonte: autoral.

As lectinas de ConBr, ConM e Dvir séo lectinas isoladas de sementes de C.
brasiliensis, C. maritima e D. virgata, respectivamente, essas que compartilham
entre si e com outras lectinas de plantas leguminosas do género Canavalia e
Dioclea, muitas caracteristicas, dentre elas a especificidade pelos acucares D-
Glicose de D-Manose, caracteristica marcante das lectinas pertencentes a subtribo
Diocleinae (Gondim, 2014).

4.1.2 Dosagem de proteinas sollveis das lectinas obtidas do pico Il da coluna

de Quitina

Foi verificada em qual solucéo as lectinas apresentavam melhor solubilidade,
e consequentemente, maior teor de proteinas ativas, em NaCl 0,15 M ou agua
destilada, com o intuito de determinar a solugcéo de diluicdo para o teste de atividade

antifangica.

De acordo com as Tabelas 1 e 2, nota-se teor de proteinas e a solubilidade da
ConM Il e Dvir Il foram maiores em agua destilada, podendo observar que isso
também ocorreu com a lectina ConBr Il. Com intuito de manter um padrdo e como as
diluicbes em agua da ConBr Il e ConM Il estavam parecidas, ndo foi realizada a

estimativa de solubilidade em NaCl 0,15 M da ConBr Il. Podemos observar que a



31

ConM Il apresenta 60,1% de solubilidade em agua destilada, enquanto que a Dvir |l
somente 24,1% sendo, portanto, aproximadamente 1/3 da solubilidade da ConM II. A
solubilidade das proteinas depende de seu método de extracéo, purificacdo e meio

de diluico.

Tabela 1 — Teor de Proteina Soluvel das lectinas ConBr Il, ConM Il e Dvir Il

Lectina / Quitina Solucéo NaCl 0,15 M Agua destilada

ConBr I N&o realizado 0,572 mgP/mL
ConM I 0,225 mgP/mL 0,601 mgP/mL
Dvir Il 0,107 mgP/mL 0,241 mgP/mL

Fonte: autoral.

Tabela 2 — Percentual de Solubilidade das Lectinas

Lectina / Quitina Solucéo NaCl 0,15M Agua destilada
ConBr I N&o realizado 57,2%
ConM I 22,5% 60,1%

Dvirl 1l 10,7% 24,1%

Fonte: autoral.

4.1.3 Eletroforese PAGE-SDS

Outro método utilizado para constatar a diferenca entre as lectinas presentes
na coluna de quitina entre si e as de coluna de Sephadex, foi a eletroforese PAGE-

SDS, que busca estimar a massa molecular das moléculas testadas.

De acordo com a Figura 6, nota-se que a Dvir Il (Fig. 6 D) possui uma massa
molecular em torno de 20 kDa em sua banda maior, ndo evidenciando outras
subunidades. J& a ConBr Il (Fig. 6 E) mostrou um padrao de banda maior em torno
de 35 kDa e subunidades entre 20 e 24 kDa, e a ConM Il (Fig. 6 F) possuia entre 32

a 36 kDa em sua banda maior e em torno de 20 kDa suas subunidades menores.
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Figura 6 — Eletroforese em Gel de Poliacrilamida na presenca de SDS e f-
mercaptoetanol das lectinas obtidas de colunas de Sephadex e Quitina
respectivamente. A: DVir, B: ConM, C: ConBr, D: DVir Il, E: ConBr Il, F: ConM Il e
M: Marcador de Peso Molecular.

kDa g
~94

-

W45

-

Fonte: A — Cavada et al., 1996; B e C — Gondim, 2014; D, E, F — autoral.

Conforme a literatura, a lectina Dvir (Fig. 6 A) apresenta trés subunidades
com 30, 16 e 1 kDa (Cavada et al. 1996), jA a ConBr (Fig. 6 C) apresenta trés
subunidades com 30, 16 e 12 kDa (Grangeiro et al., 1997), e a ConM (Fig. 6 B)
possui em torno de 25, 14 e 12 kDa (Gondim, 2014).

Dessa forma, ao serem comparadas as massas moleculares das lectinas
encontradas em coluna de Sephadex com as de quitina, confirmam que as fracoes
proteicas trabalhadas no presente estudo séao diferentes daquelas estudadas em
estudos prévios por Cavada et al. (1996), Farias (2013) e Grangeiro et al. (1997)

com essas plantas.
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4.2 TESTE DE VIABILIDADE E IDENTIFICACAO DOS FUNGOS RECEBIDOS
4.2.1 Teste fungos dermatéfitos em meio DTM

Os fungos enviados pela UFPB foram recebidos identificados como T.
mentagrophytes e M. canis, e os da UFPel recebidos e identificados como T.
mentagrophytes, M. canis e M. gypseum. Cada amostra foi repicada e submetida ao

meio DTM, mantidos a 28 °C por no minimo 5 dias como instruido pelo fabricante.

Os resultados das amostras advindas da UFPB testaram como positivo para
T. mentagrophytes, evidenciada pela mudanca na coloracdo para avermelhada do
meio e colonia branca (Fig. 7 A), e negativa para M. canis uma vez que a colonia

nao cresceu e 0 meio ndo mudou de cor permanecendo amarelado (Fig. 7 B).

Figura 7 — Teste em meio DTM fungos UFPB

Fonte: autoral.

Ja as amostras advindas da UFPel tiveram como resultado, positivo para M.
canis e M. gypseum, pela presenca de colbnias esbranquicadas e mudanca da cor
do meio para avermelhada, e negativo para T. mentagrophytes que apesar do
crescimento colonial ter sido esbranquicado, também possuia pontos esverdeados

na colonia e ndo houve mudanga de cor do meio (Figura 8).
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Figura 8 — Teste em meio DTM fungos UFPEL

M. gypseum

T. mentagrophytes

Fonte: autoral.

Dessa forma, foram utilizadas a colonias de T. mentagrophytes da UFPB e M.
canis e M. gypseum da UFPel.

4.2.1.1 Observacao de fungos dermatofitos pds positivamento em meio DTM

Apos os repiques e crescimento das colbnias dos fungos positivados em meio
Agar Sabouraud, M. canis, M. gypseum e T. mentagrophytes, foram feitas laminas

pelo método de fita adesiva para observagdo em microscopio.

Ao serem observados sob a Optica de 4, 10 e 40, os achados microscépicos
corroboravam com as caracteristicas microscopicas descritas por Quinn (2007),
como macroconideos fusiformes presentes nas laminas de M. canis (Figura 9),
macroconideos em forma de canoa presentes nas laminas de M. gypseum e

macroconideos em forma de charuto presentes nas laminas de T. mentagrophytes.

Figura 9 — Macroconidio de M. canis retirado de placa de DTM

Fonte: autoral.
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4.2.2 Viabilidade e Identificagcdo Malassezia

Malassezia foi previamente identificada por MALDI-TOF estava preservada e,
apos repique, apresentou bom desenvolvimento em Agar Sabouraud, comprovando
sua viabilidade para utilizacdo nos testes. Com caracteristicas macro e
microscoépicas que corroboravam com as descricdes de Quinn (2007) e Rhodes e
Werner (2014) do género. Possuindo coldnias de coloragdo amarelo creme (Figura
10) e microscopia contendo leveduras em formato de “pegada” ou moringa.

Figura 10 — Cultura de Malassezia

Fonte: autoral.

4.3 TESTE ATIVIDADE ANTIFUNGICA DAS LECTINAS EM DERMATOFITOS E

Malassezia

Apesar dos testes realizados contra os fungos dermatoéfitos, M. canis, M.
gypseum e T. mentagrophytes, e Malassezia, utilizando as lectinas ConBr Il, ConM Il
e Dvirl 1l ndo resultarem em halo de inibicho em nenhuma das concentragbes
mesmo apos 5 dias de observagdo (Fig. 11), ndo se pode confirmar sua falta de

atividade antifingica.
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Figura 11 — Teste da lectina Dvir Il em suas diferentes concentragdes contra T.

mentagrophytes

Fonte: autoral.

Algumas hipéteses foram levantadas, como pela lectina testada ser uma
hololectina, pode ter se ligado a algum carboidrato analogo a quitina e nao
desempenhado a funcdo esperada, devendo ser feito um teste de afinidade a quitina
com fluoresceina para verificar se a ligagdo foi mesmo a quitina. Sua concentracao
foi insuficiente para desencadear o efeito antifingico necessitando ser testada em
maiores concentracdes até definir a concentracao inibitéria minima. Além disso, nao
foram feitas laminas e nem repiques para constatar se houve dano significativo as
hifas, ou interferéncia na producdo de esporos e/ou sintese de quitina na parede

celular que pudesse vir a comprometer colbnias futuras e reduzir sua contaminagao.

Sendo assim, mesmo sem a formacédo dos halos de inibicdo nos testes, nédo
se pode concluir com certeza de que ndo causaram alguma alteracdo nas estruturas
fungicas que podem vir a comprometer coldnias futuras. Segundo Cardoso et al.
(2013), a depender da fase de crescimento do fungo ndo ha hidratos de carbono, a
nivel micelar, que a lectina possa reconhecer. Mas que lectinas ligantes de quitina
possuem o potencial de afetar o desenvolvimento e crescimento fungico uma vez
gue podem interferir na sintese e deposicao de quitina na parede celular do fungo,
interagir com as hifas dos fungos causando uma ma absorcdo de nutrientes, bem
como causar alterac6es morfologicas que tornam o fungo susceptivel a condicdes

de estresse, como aumento da sensibilidade ao choque térmico (Cruz, 2023).
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O Clotrimazol, antifangico de controle para os testes, nas concentracdes de 5
Hg e 10 ug apresentou formacdo de halos apos 48h, que também foi o tempo
minimo para o crescimento das primeiras colénias de todos os fungos testados.
Apés os 5 dias de teste (Fig. 12), o diametro dos halos de inibicdo referente ao
antifangico de controle e os fungos teste foram os constatados no Quadro 3, com o
halo do M. canis na concentragdo de 10 pg sendo o maior possuindo 75 mm de
diametro e Malassezia na concentracdo de 5 pg o menor, possuindo 42 mm de

diametro.

Figura 12 — Teste do Clotrimazol em suas diferentes concentracdes contra T.

mentagrophytes

Fonte: autoral.

Quadro 3 — Diametro dos halos de inibicdo em milimetros do Clotrimazol e suas

diferentes concentracdes em seus respectivos fungos teste apos 5 dias

Fungos Teste 10 pg 5 ug
M. canis 75 mm 65 mm
M. gypseum 52 mm 45 mm
T. mentagrophytes 60 mm 52 mm
Malassezia 50 mm 42 mm

Fonte: autoral.
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No trabalho de Nweze, Mukherjee e Ghannoum (2010) os halos de inibicdo de
antifingigos da classe dos azois contra M. canis e T. mentagrophytes variou entre 0
e 68 mm, compativel com os resultados encontrados no presente estudo contra
Clotrimazol. Ha de se ressaltar, que ndo had um ponto de corte definido para
determinar a sensibilidade ao antifiungico nesse teste, ndo sendo o método
adequado para definir a sensibilidade antifiungica pelos institutos internacionais de
testagem antimicrobiana, como CLSI e EUCAST (Dogra et al., 2019). Entretanto, é
um 6timo teste para a triagem de substancias com potencial antifingico, por ser
simples, barato e possuir alguma correlacdo com os testes oficiais (Dogra et al.,
2019; Nweze, Mukherjee e Ghannoum 2010). O presente estudo demonstra que,
nas concentracbes testadas, as lectinas nédo possuem efeito inibitério no

crescimento dos dermatofitos testados e de Malassezia.

5 CONCLUSAO

Sugere-se que as lectinas ConBr 1l, ConM Il e Dvir Il obtidas por
cromatografia de Quitina, diferem das lectinas obtidas por coluna de Sephadex-G50.
Dentre as lectinas estudadas, ConM Il foi a que apresentou 0 maior teor de
proteinas soluveis com 60,1% de solubilidade em &gua. As lectinas testadas ndo
apresentaram atividade contra as linhagens de fungos nas concentracdes testadas.
Novos testes devem ser realizados para verificar se em concentrac6es maiores
podem vir a apresentar atividade. Além disso, o crescimento do fungo pode ter
ocorrido, porém as lectinas podem té-los danificado ao ponto de prejudicar a

formacao de novas coldnias apods os repiques.
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