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APRESENTACAO

A colecéo “Ciéncias Biol6gicas: Campo Promissor em Pesquisa” € uma obra
composta de dois volumes que tem como foco principal a discussao cientifica atual
através de trabalhos categorizados e interdisciplinares abordando pesquisas, relatos
de casos, resumos ou revisdes que transitam nas diversas areas das Ciéncias
Biologicas.

A grande diversidade de seres vivos e a grande especializacdo das areas de
estudo da biologia, a tornam uma ciéncia muito envolvente, que consegue abranger
todas as relagdes interpessoais e uma grande interdisciplinaridade com outras areas.

O primeiro volume foi organizado com trabalhos e pesquisas que envolvem a
area da Saude em diferentes Instituicdes de Ensino e Pesquisa do Pais. Logo, neste
volume podera ser encontrado pesquisas relacionadas a anatomia humana, plantas
medicinais, arboviroses, atividades antimicrobianas e antifungicas, biotecnologia e
topicos relacionados a seguranca alimentar e cuidados em saude. O destaque desse
volume é para compostos naturais que podem ser utilizados no combate e controle
de diversos microorganismos.

Ja o volume dois, € composto por trabalhos que envolvem o Ensino de Ciéncias
e pesquisas cientificas em Biologia, tendo destaque os trabalhos relacionados a
Ecologia e Conservacao ambiental, e também a divulgacéo da Educacéo Especial.

A crescente preocupacdo com o meio ambiente e 0 consumo sustentavel
trazem reflexdes que atingem nossa fauna e flora; os atuais processos de ensino e
aprendizagem oferecem um plano de fundo as discussdes referentes ao melhoramento
das abordagens educacionais nas diferentes esperas de ensino.

Conteldos relevantes sédo, deste modo, apresentados e discutidos com a
proposta de fundamentar e apoiar o conhecimento de académicos, mestres e
doutores das amplas areas das Ciéncias Biologicas.

Renata Mendes de Freitas
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CAPITULO 17
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RESUMO: Candida spp. s@o parte de um grupo
de patbgenos oportunistas que acometem
principalmente pacientes imunocomprometidos,
aumentando orisco de mortalidade dos mesmos.
Muitos dos antimicoticos usados no controle
de infec¢cdes por Candida spp. apresentam
toxicidade e sao passiveis de desenvolvimento
de resisténcia. Assim, as plantas surgem como
fonte promissora de moléculas com efeito
antimicéticos, com destaque para as proteinas
vegetais. M. oleifera € uma planta bem utilizada
na medicina popular da india, apresentando
efeito antimicrobiano. Neste trabalho esta
sendo relatado o isolamento de uma proteina
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das sementes de M. oleifera com potencial anticandida. Essa proteina, denomina de
Mo-CBP,, foi purificada por meio da combinagao de cromatografia de afinidade e troca
i6bnica. Por SDS-PAGE, apresentou como uma unica banda proteica na faixa de 23,4
kDa. Ensaios in vitro mostraram que esta proteina foi ativa contra Candida albicans,
C. parapsilosis, C. krusei, e C. tropicalis, com um CIM, e CIM,, variando entre 9,45—
37,90 e 155,84-260,29 uM respectivamente. Como avaliagdo do modo de acéo, foi
observado que Mo-CBP, (CIM, ) inibiu a H*-ATPase de membrana de leveduras de C.
albicans, observada pela inibicao da acidificagdo do meio induzida por glicose. Esses
resultados sugerem que Mo-CBP, apresenta potencial para se tornar um possivel novo
farmaco antimicoticos, podendo ser usado como alternativa aos atuais. Também és
sugerido que a atividade da proteina essta relacionada com a inibicdo de H*-ATPase
de membrana.

PALAVRAS-CHAVE: Etnobotéanica. Etonofarmacologia. Biotecnologia. CBP._.
Antimicrobiano.

MO-CBP, PROTEIN PRODUCED INHIBITORY ACTIVITY AGAINST DIFFERENT
SPECIES OF CANDIDA AND INDUCES INHIBITION OF THE PLASMA
MEMBRANE H*-ATPASE

ABSTRACT: Candida spp. they are part of a group of opportunistic pathogens that
mainly affect immunocompromised patients, increasing their risk of mortality. Many
of the antimycotics used to control Candida infections are toxic and may develop
resistance. Thus, plants appear as a promising source of molecules with antimycotic
effect, especially plant proteins. M. oleifera is a well used plant in folk medicine of
India with antimicrobial effect. In this work the isolation of a protein from M. oleifera
seeds with anticandida potential is being reported. This protein, called Mo-CBP,, was
purified by combining affinity chromatography and ion exchange. By SDS-PAGE, it
presented as a single protein band in the 23.4 kDa range. In vitro assays have shown
that this protein was active against Candida albicans, C. parapsilosis, C. krusei, and
C. tropicalis, with an MIC_, and MIC,, ranging from 9.45-37.90 and 155.84-260.29 uM
respectively. . As an evaluation of the mode of action, it was observed that Mo-CBP,
(CIM, ) inhibited C. albicans yeast membrane H*-ATPase, observed by the inhibition
of glucose-induced acidification of the medium. These results suggest that Mo-CBP,
has the potential to become a possible new antimycotic drug and can be used as an
alternative to the current ones. It is also suggested that the activity of the protein related
to membrane H*-ATPase inhibition.

KEYWORDS: Ethnobotany. Etonopharmacology. Biotechnology. CBPs. Antimicrobial.

11 INTRODUGCAO

Nos ultimos anos, o uso prologado e indiscriminado de antimicrobianos tem
levado ao surgimento constante de microrganismos resistentes. Semelhantemente,
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os fungos desenvolvem elevada resisténcia aos antimicoticos comumente usados,
principalmente pela pouca variedade de drogas disponiveis e mutacdes sofridas
pelos fungos (Abdelrahmman et al., 2018). Fungos do género Candida séao
naturalmente encontrados em varias partes do corpo humano. Dentre as espécies
mais isoladas se destacam C. albicans, C. tropicalis, C. krusei e C. parapsilosis.
Sao fungos oportunistas que ocasionam infeccbes conhecidas como candidiases,
principalmente em pacientes imunocomprometidos. (Garcia et al., 2018).

Os antimicéticos usados atualmente ndo sao totalmente efetivos, pois os fungos
apresentam mecanismos de resisténcia (Sanglard et al., 2016) e os farmacos exibem
certo nivel de toxicidade para o ser humano (Dimopoulou et al., 2017). Na busca por
novos antimicéticos, as plantas se destacam, principalmente como fonte de proteinas
biologicamente ativas. Moringa oleifera Lamarck (Moringaceae) € uma planta natural
da india que é comumente usada na medicina tradicional e como fonte de alimento
(Freitas et al., 2016). Dela ja foram isoladas proteinas com atividade frente a fungos
fitopatogénicos. Essas proteinas sédo denominadas Mo-CBP, e Mo-CBP, (Pereira et
al., 2011; Gifoni et al., 2012). Neste trabalho é destacado a purificagédo de Mo-CBP,
uma nova proteina ligante a quitina de M. oleifera, bem como a avaliagcado de seu
efeito anticandida e determinacé&o de seu modo de acéo.

2| METODOLOGIA

2.1 Purificacao de MO-CBP,

Neste trabalho foi utilizado a proteina pura Mo-CBP, obtida ap6s a fragéo
albumina das sementes M. oleifera ser submetido a processo cromatogréafica de
afinidade e em seguida de troca i6nica. Depois de isolada, a proteina foi observada
em SDS-Page (Laemmli, 1970) para determinar o seu grau de pureza. As proteinas
soluveis foram quantificadas pelo método de Bradford (1976) e lidas a 280 nm para
o0 acompanhamento dos processos cromatograficos.

2.2 Atividade anticandida

Nesta pesquisa foram utilizadas cepas padrao de C. albicans (ATCC 10231), C.
parapsilosis (ATCC 22019), C. krusei (ATCC 6258) e uma cepa de isolado clinico de
C. tropicalis. O teste de atividade antifungica seguiu a metodologia descrita pela CLSI.
Inicialmente, uma solucao estoque de leveduras foi incubada em placas contendo
meio de cultura batata-dextrose-agar e incubado por 24 horas, 37° C. Em seguida,
uma colbnia isolada da placa foi dissolvida em meio caldo batata-dextrose ficando
com DO (densidade o6pitica) a 620 nm de 0,1. Essa solugao foi diluida 1.000 vezes
em caldo batata-dextrose, gerando o indculo final (2,5 x 10° UFC/mL). Mo-CBP,,
(0,1-1.346,46 puM), nistatina (0,085-1.067,04 uM) e itraconazol (0,088-2.832,50 yM)
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foram preparados em NaCl 150 mM. Uma aliquota de 100 pyL de cada antifungico
foi incubado com 100 pL de in6culo final por 24 horas, 37° C. O crescimento foi
observado a 620 nm apds 24 horas ap0s inicio do ensaio. A concentracéo inibitoria
minima foi definida como a menor concentragao necessaria para inibir o crescimento
fungico em 50 e 90% respectivamente.

2.3 Inibicao da acidificacao do meio externo estimulada por glicose

Esse ensaio foi realizado para observar o efeito de Mo-CBP, na inibigéo de H*-
ATPase de membrana de leveduras de C. albicans. Assim, 7989 L de suspencéo de
leveduras (2,5 x 10° UFC/mL) foram misturadas com 20 yL de Mo-CBP, ou albumina
sérica bovina (BSA). A solucado foi incubada por 1 hora, 37° C, sobre agitacao
leve. Em seguida, glicose 5 M (300 pL) foi adicionada ao meio reacional e o pH
foi mensurado apés 30 minutos. Mo-CBP,, BSA, glicose e indcuo final de células
foram preparados em tampéao Tris-HCI, pH 7,2, 50 mM. A quantidade de inibicao foi
calculada em comparacéo com o grupo do controle negativo (tampao tris-HCI) (Monk
et al., 1994).

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foi observado que a proteina pura se apresentou como apenas uma banda
proteica com massa molecular aparente de 23,4 kDa kDa (Figura 1). Mo-CBP, foi
purificada com éxito e ndo apresentou contaminantes.

kDa M 1

97
66
45
30
20 -—

(1l

14 -

Figura 1. Perfil eletroforético da proteina Mo-CBP,. M = Marcadores de massa molecular. 1=
Mo-CBP, (2 ug).

Mo-CBP, foi purificada da fragdo albumina das sementes de M. oleifera,
caracterizando-a como um possivel membro da familia das albuminas. Na literatura
a varios relatos de albuminas vegetais com atividade antifungica (Candido et al.,
2011; Ribeiro et al., 2012).

Os ensaios de atividade anticandida demonstraram que Mo-CBP, apresenta
grande espectro de agao contra Candida spp., sendo capaz de inibir todas as 4
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cepas testadas. CIM, de Mo-CBP, variou entre 9,45 — 37,90 yM. Ja o CIM,, variou
entre 155,84 — 260,94 yM. A cepa mais sensivel a presenca de Mo-CBP, foi C.
krusei. Interessantemente, C. krusei é reconhecidamente resistente a fluconazol e
apresenta sensibilidade diminuida a anfotericina B (Sharifzadeh at al., 2017; Silva et
al., 2018).

Foi observado também que o tratamento com Mo-CBP, ocasionou uma forte
reducéo na acidificacdo do meio induzido por glicose (Figura 2). Esse resultado
sugere que houve atividade ensaio de acidificagdo média induzida por glicose foi
observado que sua proteina possui atividade inibitéria da H*-ATPase de membrana
plasmatica. A H*-ATPase fungica é uma enzima transmembranar que apresenta
varios papéis no metabdlicos, mantendo a fisiologia celular e o gradiente de protons
eletroquimico transmembranar necessario para a absor¢cdo de nutrientes. Devido
a sua grande relevancia, a H*-ATPase surge como um alvo para a acéo de novos
agentes antifungicos (Kongstad et al., 2015; Orie et al., 2017).

Mo- . .

Cepas CBP, Itraconazol Nistatina
C. albicans ATCC 10231
CIM,, (uM)° 18,900  11,33" 11,11¢
CIM, (uM)° 169,50* 67,988 55,55°¢
C. krusei ATCC 6258
CIM,, (uM) 9,454 22,678 11,11¢
CIM,, (uM) 155,844 136,028 55,55¢
C. parapsilosis ATCC
%?&1 g(yM) 37,900 11,338 22,23¢

50 A B C
CIM., (uM) 260,294 67,98 133,38
C. tropicalis®
CIM,, (uM) 18,904  22,67° 22,23¢
CIM,, (uM) 180,98* 136,028 133.38¢

Tabela 1. Atividade antifungica® de Mo-CBP,, nistatina e itraconazol contra Candida spp.

ag atividade antifungica foi avaliada ap6s 24 horas de incubagéo,37 °C.
¢ Concentracdo inibitéria minima que inibiu 50% e 90% de crescimento flngico.
dIsolado clinico.

ABCD Diferenca significativa entre CIMs de Mo-CBP,, itraconazol e nistatina para mesma espécie. A analise
estatistica foi realizada através de ANOVA a Tukey test. (P<0,05).

Foi observado também que o tratamento com Mo-CBP, ocasionou uma forte
reducdo na acidificacdo do meio induzido por glicose (Figura 2). Esse resultado
sugere que a proteina Mo-CBP, possui atividade inibitoria para a H*-ATPase de
membrana plasmatica. A H*-ATPase fangica € uma proteina transmembranar que
apresenta varios papéis metabolicos, mantendo a fisiologia celular e o gradiente de
prétons eletroquimico transmembranar necessario para a absor¢cado de nutrientes.
Devido a sua grande relevéncia, a H*-ATPase surge como um alvo para a acéao de
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novos agentes antifungicos (Kongstad et al., 2015; Orie et al., 2017).

Yo medium acidification

NaCl 150 mM

E3 BSA(18.9 uM)
E Mo-CBP, (18.9 uM)

Figura 2. Influéncia de Mo-CBP, e BSA na acidificagido do meio induzida por glicose. Letras
diferentes representam diferenca significativa entre médias por meio do Tukey test. (P<0,05).

41 CONCLUSAO

Com os resultados descritos neste trabalho fica evidente que o processo de
purificacdo descrito previamente, foi satisfatorio, resultando em uma proteina pura e
integra. Também ficou evidenciado o potencial biotecnolégico de Mo-CBP, como um
antimicéticos, sendo demonstrado isso através de seu amplo de espectro de acao
frente a diferentes espécies de Candida. Sua atividade inibitoria, como demonstrado,
parece estar associada com a inibicdo de H*-ATPase de membrana plasmatica destas
leveduras. Mais estudos devem ser realizados visando melhor determinar o modo
de acao desta molécula e seus eventuais efeitos toxicos em células de mamiferos.
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