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RESUMO

Os fungos fitopatogénicos, como Fusarium jinanense ¢ Colletotrichum tropicale, representam
uma ameaga significativa a agricultura, causando doencas em culturas de importancia
econdmica, como meldo e pitaya, e gerando grandes perdas produtivas. Diante dos desafios
associados ao uso excessivo de fungicidas quimicos, como resisténcia microbiana e impactos
ambientais, a busca por alternativas sustentaveis tem ganhado destaque. Nesse contexto,
proteinas vegetais com atividade antifiingica, como as isoladas de Moringa oleifera, emergem
como candidatas promissoras para o controle desses patdogenos. Este trabalho investigou os
mecanismos de acdo de proteinas ligantes a quitina (Moringa oleifera Chitin Binding Protein —
Mo-CBP), Mo-CBP3 e Mo-CBP4, extraidas de sementes de M. oleifera, contra F. jinanense e C.
tropicale, respectivamente. As proteinas foram purificadas por cromatografia de afinidade e
troca idnica, e sua eficacia foi avaliada por meio de ensaios de concentragdo inibitéria minima
(CIM), integridade da membrana celular, produgdo de espécies reativas de oxigénio (EROs),
vazamento de contetdo intracelular, e analise do conteido de lipideos e ergosterol. Os
resultados demonstraram que Mo-CBP3 inibiu F. jinanense (CIM = 0,25 mg/mL),
enquanto Mo-CBP4 foi eficaz contra C. tropicale (CIM = 0,25 mg/mL). Ambas as proteinas
induziram danos a membrana plasmatica, redugdo de lipideos e ergosterol, e aumento da
permeabilidade celular, corroborando seu potencial como agentes antifingicos multifatoriais.
Apesar de Mo-CBP3 ter induzido moderada producdo de EROs em F jinanense, esse efeito ndo
foi observado para Mo-CBP4 em C. tropicale, sugerindo mecanismos distintos de agdo
dependentes da espécie fungica. O estudo destaca o potencial biotecnoldgico dessas proteinas
como alternativas sustentaveis no controle de fitopatdgenos, com possiveis aplicacdes na

agricultura para a redug@o do uso de fungicidas quimicos.

Palavras-chave: mecanismo de acdo, estresse oxidativo, permeabilizacio de membrana,

antracnose, proteinas vegetais.



ABSTRACT

Phytopathogenic fungi, such as Fusarium jinanense and Colletotrichum tropicale, pose a
significant threat to agriculture by causing diseases in economically important crops, such as
melon and pitaya, leading to substantial production losses. Given the challenges associated with
the excessive use of chemical fungicides, including microbial resistance and environmental
impacts, the search for sustainable alternatives has gained prominence. In this context, plant-
derived proteins with antifungal activity, such as those isolated from Moringa oleifera, emerge
as promising candidates for controlling these pathogens. This study investigated the
mechanisms of action of Moringa oleifera chitin binding proteins (Mo-CBP), Mo-CBP3 and
Mo-CBPq, extracted from M. oleifera seeds, against F. jinanense and C. tropicale, respectively.
The proteins were purified using affinity and ion-exchange chromatography, and their efficacy
was evaluated through assays for minimum inhibitory concentration (MIC), cell membrane
integrity, reactive oxygen species (ROS) production, intracellular content leakage, and analysis
of lipid and ergosterol content. The results demonstrated that Mo-CBP3 inhibited F. jinanense
(MIC = 0,25 mg/mL), while Mo-CBP4 was effective against C. tropicale (MIC = 0,25 mg/mL).
Both proteins induced plasma membrane damage, reduced lipid and ergosterol content, and
increased cellular permeability, confirming their potential as multifactorial antifungal agents.
Although Mo-CBP; induced moderate ROS production in F. jinanense, this effect was not
observed for Mo-CBP4 in C. tropicale, suggesting distinct mechanisms of action depending on
the fungal species. This study highlights the biotechnological potential of these proteins as
sustainable alternatives for phytopathogen control, with possible applications in agriculture to

reduce reliance on chemical fungicides.

Keywords: mechanism of action, oxidative stress, membrane permeabilization, anthracnose,

plant proteins.
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1 INTRODUCAO

1.1 Fungos filamentosos: caracteristicas morfologicas e composicao bioquimica

Fungos filamentosos sdo um grupo de microrganismos eucariéticos caracterizados por sua
diversidade de espécies, ampla distribui¢do, forte capacidade de adaptacdo e versatilidade
metabolica (Li et al., 2025). Os fungos podem produzir estruturas reprodutivas sexuadas e
assexuadas. Conididésporos ou esporangiosporos sao estruturas assexuadas que produzem
propéagulos por divisdo ou redistribui¢do de niicleos sem fusdo nuclear. Dependendo do género,
esses propagulos assexuados podem ser chamados de conidios ou esporos. Em contraste,
estruturas sexuadas como cleistotécios, peritécios, basidios ou zigosporangios produzem
propagulos ap6s a unido de dois nucleos haploides compativeis (Powers-Fletcher et al., 2016).

Os fungos apresentam trés formas morfologicas principais: levedura unicelular, fungo
filamentoso (mofo) e forma semelhante a levedura (pseudohifa). A caracteristica principal
atrelada a fungos filamentosos ¢ a hifa. O crescimento da hifa fornece os meios para a
colonizagdo de substratos, secre¢do de enzimas hidroliticas, assimilagdo de nutrientes,
regulacdo da morfogénese e reconhecimento de sinais ambientais. Podem apresentar diferentes
tipos de hifas, categorizadas como: (1) hifas vegetativas: penetram no meio artificial para
absorver os nutrientes; (2) hifas aéreas: crescem acima da superficie do meio artificial; (3) hifas
reprodutivas (férteis): hifas aéreas que carregam a estrutura reprodutiva (esporo); (4) hifas
cenociticas: hifas ndo septadas que permitem o fluxo ininterrupto de protoplasma e nucleos
através do lumen; (5) hifas septadas com células uninucleadas; (6) hifas septadas com células
multinucleadas (Samanta, 2015; Roberson et al., 2010). Quando as hifas diferenciam estruturas
para reproducdo assexuada ou sexuada ou para mediar interagdes entre espécies, a maquinaria
celular basica das hifas pode ser reprogramada por meio da sintese de novas proteinas e/ou da
modifica¢do da atividade proteica (Riquelme ef al., 2018).

A composicao e a estrutura da parede celular fiungica definem suas propriedades materiais,
que sustentam sua capacidade de proteger as células das hifas e permitir seu crescimento. A
parede celular ¢ tensionada por uma grande pressdo citoplasmatica de varias atmosferas,
chamada turgor, gerada osmoticamente. O turgor atua como um motor mecanico central para
deformar por¢des recém-montadas da parede celular nas pontas das células e, assim,
impulsionar o crescimento celular, mas também acarreta o risco de falha da parede celular e

morte celular (Chevalier et al., 2023).
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Figura 1- Composicio da parede celular externa (A) e membrana plasmatica (B) em fungos

A Cipsula de polissacarideos
Espécies de Cryptococcus ———»

Proteinas
integrais

Colesterol

Fonte: modificado de Brown; Esher; Alspaugh (2019)

A parede celular (Fig. 1A) dos fungos ¢ reconhecida como uma organela protetora
essencial, especialmente para fungos terrestres, que acumulam uma grande concentracdo de
moléculas osmoticamente ativas e estresses ambientais severos (Latgé e Wang, 2022).
Desempenha um papel importante em diferentes funcdes bioldgicas, como controlar a
permeabilidade celular e proteger a célula do estresse osmdtico e mecanico. Localizada fora da
membrana plasmatica (Fig. 1B), ela é o compartimento celular que medeia todas as relacdes da
célula com o ambiente, sendo composta por polissacarideos e proteinas, além de lipideos e
pigmentos (Garcia-Rubio et al., 2020). Apesar da extrema diversidade quimica em nanoescala,
o modelo fisioldgico basico da parede celular, em termos de seu design biofisico, ¢ conservado
em diversos fungos. No entanto, as propriedades arquitetonicas e mecanicas das paredes
celulares fungicas sdo adaptaveis e podem atender as necessidades de uma ampla diversidade
de estilos de vida fungicos comensais, simbioticos e patogénicos (Gow e Lenardon, 2023).

A quitina € o segundo polissacarideo mais abundante na parede celular fingica, depois do

B-1,3-glucano, e aparece como microfibrilas cristalinas na parede celular, desempenhando um
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papel estrutural (Urbar-Ulloa et al., 2019). A quitina ¢ um homopolimero linear de N-
acetilglucosamina ligada a B-1,4 (GlcNAc) e é essencial para a viabilidade celular. E um
componente importante das matrizes extracelulares protetoras ou de suporte que recobrem o
tecido que a produz ou todo o corpo do organismo. As fibras de quitina associam-se entre si
adotando uma das trés possiveis organizagdes cristalinas: a-, - ou y-quitina (Moussian, 2019;
Ibe e Munro, 2021). Embora a quitina fungica seja um homopolimero relativamente simples,
ela possui diversidade estrutural e funcional por meio de variagdes no tamanho e na estrutura
das microfibrilas, bem como no comprimento do polimero e no grau de acetilagdo. Formas
suficientemente desacetiladas de quitina, como a quitosana, sdo quimicamente distintas da
molécula original (Brown; Esher; Alspaugh, 2019).

Os lipideos s@o compostos hidrofobicos e incluem, por exemplo, acilglicerideos, acidos
graxos livres, esterdis e isoprenoides. Sdo compostos de moléculas altamente reduzidas, e o
fator redox que fornece elétrons para sua sintese ¢ o NADPH, produzido principalmente pela
via das pentoses fosfato e pela enzima malica. Os lipideos sdo considerados um dos trés
macronutrientes, além dos carboidratos e das proteinas. Sdo importantes como substincias de
armazenamento de energia e essenciais para a integridade celular, visto que a membrana celular
e todas as membranas das organelas sdo formadas principalmente por lipideos (Passoth, 2017).
Os lipideos da membrana celular geralmente se organizam em bicamadas, e podem participar
diretamente de diversos eventos celulares como mensageiros ou reguladores da transdugao de
sinais. Também desempenham papéis importantes na regulacdo da germinacdo de esporos
assexuados e do crescimento micelial, além de participarem de processos bioldgicos como
crescimento vegetativo, desenvolvimento morfologico e infecgdo do hospedeiro por fungos
filamentosos patogénicos (Peng e Chen, 2024).

As proteinas compdem 30-50% do peso seco da parede fungica em leveduras e 20-30%
do peso seco da parede dos fungos filamentosos. As proteinas estdo firmemente fixadas a parede
celular por meio de ligacdes covalentes entre a fracao de actcar ligada a N e O ou uma ancora
de glicosilfosfatidilinositol (GPI) aos polimeros de quitina e/ou glucana. As proteinas
localizadas na parede celular desempenham uma ampla gama de fungdes e estao envolvidas na
adesdo a superficies, na manuten¢do da forma celular, no transporte de macromoléculas, nas
interacdes célula a célula, na protecdo celular contra diferentes substincias, na absor¢ao de
substancias e na sintese e reorganizacdo de componentes da parede. Cada um desses
componentes da parede celular ¢ vital para o desenvolvimento normal da célula fingica e pode
ser considerado um alvo potencial para agentes antifungicos (Garcia-Rubio, 2020; Hasim e

Coleman, 2019).
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Os esterdis, componentes estruturais e funcionais essenciais da membrana plasmatica,
desempenham um papel crucial na regulacdo da dinamica da membrana, da fluidez e das
respostas celulares ao estresse ambiental. Entre eles, o ergosterol, um esterol C28 encontrado
exclusivamente em fungos, emergiu como um ator central na sobrevivéncia fungica. Sua
biossintese envolve uma via enzimatica complexa que diverge da via de biossintese do
colesterol (esterol C27) em mamiferos, tornando-o um alvo farmacoldgico ideal com o
potencial de interromper a viabilidade fingica. Para além da estrutura da membrana, também
apresenta fungdes relacionadas ao controle da viruléncia fingica, a resisténcia a medicamentos
e a evasdo imunologica (Song et al., 2025). Embora os esterois sejam sintetizados no reticulo
endoplasmatico, a maioria ¢ transportada para outras organelas, notadamente a membrana
plasmatica, que contém até¢ 90% dos esterois celulares. Esse movimento ¢ mediado
principalmente por proteinas transportadoras de lipideos especificas de esterdis, que sao
independentes da via secretora (Choy; Gaylord; Doering, 2023).

A ampla literatura disponivel acerca da composi¢do bdasica dos fungos e suas
caracteristicas morfologicas colaboram com a busca por novas moléculas com capacidade
antifingica, objetivando aplicagdes em diversas areas, como agricultura, clinica e alimentos, e

viabiliza a busca por otimizagao de tratamentos ou até mesmo a erradicagdo de patdogenos.

1.1.1 Fusarium spp.

As espécies de Fusarium sdao os fungos fitopatogénicos e toxicos mais importantes,
distribuidos mundialmente, e seus esporos atuam como propagulos infecciosos que iniciam a
infeccdo. Fusarium sdo fungos filamentosos encontrados no solo, pertencentes a classe
Ascomycetes e a familia Hypocreaceae. Este fungo ¢ encontrado em regides tropicais,
subtropicais e também temperadas (Ajmal et al., 2022). Os fungos desse género sdo conhecidos
por produzirem uma variedade de toxinas com grandes implicagdes para a producao agricola.
Podem causar uma série de doengas tanto em ambientes agricolas quanto naturais, como
podriddes, pragas, cancros e murchas em plantacdes florestais, plantas ornamentais e horticolas.
Podem ser encontrados em plantas e solos em todo o mundo na forma de patogenos, fungos
endofiticos e saprobios (Ejaz et al., 2023).

Na agricultura, as espécies de Fusarium desempenham um impactante papel, visto que
alguns fungos podem produzir pragas devastadoras nos campos. Uma das pragas mais
relevantes ¢ induzida por F. graminearum em trigo, cevada, aveia, centeio e triticale, induzindo

a chamada cegueira da cabega de Fusarium (as vezes chamada de cegueira da orelha de
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Fusarium); outras espécies de Fusarium, como F. tricinctum, também sido capazes de
desencadear tais doengas em plantas (Hof e Schrecker, 2024). Em alguns casos, também sao
indiretamente responsaveis pela ocorréncia de disturbios alérgicos e intoxicacdes entre os
consumidores, uma vez que os cereais sao o principal substrato disponivel durante a estacao de
crescimento e a contaminagdo fingica ¢ acompanhada da produgdo de micotoxinas que sao,
posteriormente, ingeridas pelo consumidor (Kursa et al., 2022).

O meldo (Cucumis melo L.) € uma cucurbiticea muito apreciada, cultivada por seus
frutos doces e saborosos. A cultura ocupa uma area consideravel de cultivo em regides tropicais
e subtropicais do mundo (Dhami et al., 2024). O meldo € a terceira fruta mais exportada do
Brasil (Abrafrutas, 2024) com uma produg¢ao anual de 862.387 toneladas (FAO, 2023). A regido
Nordeste ¢ a maior produtora de meldo do pais, representando mais de 90% da producao
nacional (Vieira et al., 2024).

Relatorios de exportadores brasileiros de meldo indicam que 15% dos meldes
exportados apresentam sintomas de doencas pos-colheita ao chegar ao destino e,
consequentemente, sdo descartados (~ 35 mil megagramas; ~ 23 milhdes de dolares), e uma das
principais doengas pds-colheita ¢ a podriddo causada por Fusarium (Arge et al., 2024).
Patoégenos do género Fusarium sdo responsaveis por perdas significativas na producdo de
melao, e novas espécies fungicas do complexo Fusarium incarnatum-equiseti (FIESC) tém sido
descobertas, como Fusarium jinanense Han, Wang & Cai, e também apontadas como capazes
de causar podridao nos frutos, o que pode comprometer a producao nacional (De Freitas ef al.,
2024).

Espécies de Fusarium prejudicam varios aspectos da morfologia, fisiologia e
metabolismo das plantas. Podem causar redu¢do da biomassa vegetal, aumento do estresse
oxidativo, diminui¢do da atividade enzimatica, menor taxa de fotossintese, alteracdes na
condutancia estomatica e niveis mais elevados de H2O», vazamento de eletrolitos, MDA
(malondialdeido), proteina e prolina, que sdo identificados como indicadores de estresse
(Mahmood et al., 2024).

Pesquisadores buscam novas solucdes seguras de proteger as plantacdes contra
patdgenos, e seus esforcos incluem a busca por novos compostos biologicamente ativos com o
objetivo de limitar o desenvolvimento de fungos patogénicos, inibir a producao de micotoxinas
e causar baixo impacto negativo no meio ambiente (Kursa et al., 2022). Por este motivo, o
interesse em explorar a atividade antifingica de moléculas de plantas tem aumentado e

incentivado o surgimento de expectativas da substituicao de antifingicos convencionais.
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1.1.2 Colletotrichum spp.

Os fungos do género Colletotrichum (filo: Ascomycota, classe: Sordariomycetes) sao
amplamente distribuidos em regides tropicais e subtropicais. As espécies do género apresentam
ciclos de vida semelhantes, podendo estar presentes em sementes ou crescendo saprofitamente
em restos vegetais no solo. As epidemias causadas por fungos desse género geralmente sdo
iniciadas a partir de conidios que se dispersam e atingem superficie das plantas, germinando e
penetrando no tecido do hospedeiro em condig¢des favoraveis (Salotti; Ji; Rossi, 2022).

Muitas espécies pertencentes ao género Colletotrichum estdo envolvidas em doencas de
plantas, atingindo uma ampla gama de hospedeiros. Hospedeiros comuns incluem muitas
plantas dicotiledoneas, como morango, maca, frutas citricas e frutas de caroco, além de cereais
importantes como o milho e o sorgo (Talhinhas e Baroncelli, 2021). Considerado um dos 10
principais fungos patogénicos de plantas, Colletotrichum spp. € o agente causador da antracnose
em mais de 3.000 espécies de plantas, levando a reducao consideravel da produtividade de
culturas economicamente importantes (Boufleur et al., 2021).

A infecg¢do por antracnose ocorre comumente nos campos durante as fases de floragdo e
frutificagdo. Os sintomas mais visiveis sdo lesdes afundadas, pretas ou marrom-escuras,
contendo massas de conidios na superficie dos frutos infectados. Pequenas lesdes individuais
podem se fundir e produzir lesdes maiores (Zakaria, 2021). A principal abordagem para o
manejo desta doenca tem sido a resisténcia genética; no entanto, devido ao alto grau de
heterogeneidade na populagdo do patdogeno, a resisténcia especifica do hospedeiro ¢
frequentemente instavel. Os mecanismos subjacentes a resisténcia a antracnose permanecem
pouco compreendidos, apesar de muitas fontes de resisténcia genética terem sido identificadas
(Tsedaley e Alemu, 2025). A pitaya esta inclusa entre as cultivares afetadas por antracnose
causada por espécies do género Colletotrichum. Relatérios foram publicados constatando a
presenca do fungo Colletotrichum tropicale em cultivares de pitaia no Brasil (Souza et al.,
2023; Inokuti et al., 2024) e no México (Nunez-Garcia et al., 2023).

A pitaya, também conhecida como fruta-dragdo, ¢ uma fruta comestivel pertencente ao
género Hylocereus (familia Cactaceae). E nativa do sul do México, Guatemala e Costa Rica, e
amplamente distribuida por regides tropicais e subtropicais (Dos Santos et al., 2025). O alto
teor de compostos nutricionais presentes na pitaya despertou o interesse da industria alimenticia
em relacdo ao seu uso como ingredientes econdmicos, ecologicamente corretos, de origem
vegetal e com “rdtulos limpos”. Os polissacarideos e polifenois da pitaya sdo antioxidantes bem

conhecidos e podem ser usados para enriquecimento prebidtico, bem como como corantes
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naturais (betanina) em produtos alimenticios (Huang et al., 2021). No entanto, com o aumento
da area de cultivo, as doengas da pitaya estdo se tornando um problema importante, resultando
na deterioracdo dos frutos, redugdo da vida util e perdas economicas (Zhang et al., 2024).

Na pitaya, a antracnose ¢ considerada uma doenca muito prejudicial que afeta tanto a
planta quanto o fruto. Por conta disso, varios métodos tém sido sugeridos para o controle da
doenga, especialmente o uso de substancias quimicas, mas a pressao regulatéria em relagdo aos
agroquimicos e seus efeitos na saude humana ¢ no meio ambiente tem se tornado uma
preocupacao crescente (Bello et al, 2022). Desta forma, a busca por novas alternativas

ecologicamente corretas tem sido incentivada de maneira crescente nos ultimos anos.

1.2 Infecgdes fiingicas em plantas

A grande maioria das espécies de fungos conhecidas sdo saprofitas estritas; apenas poucas
espécies (menos de 10% dos fungos identificados) conseguem colonizar plantas. No entanto,
os fungos fitopatogénicos sdo os principais agentes causadores, entre os fitopatdgenos, de
epidemias devastadoras em plantas cultivadas, além de causar perdas persistentes e substanciais
na produtividade agricola anualmente (El-Baky e Amara, 2021). As plantas cultivaveis sao
constantemente atacadas por patdgenos, tanto no pré quanto na pos-colheita, frequentemente
causando reducdo no seu valor nutricional e organoléptico (Kursa et al., 2022).

Os fitopatogenos interagem principalmente com a cuticula da folha ou com a casca do
caule, se infectarem as partes aéreas, ou com exsudatos radiculares antes de penetrar na
epiderme radicular, se infectarem as raizes. Portanto, o tipo de tecido invadido afeta as respostas
de defesa da planta (Cheaib e Killiny, 2025). Basicamente, as plantas lidam com ataques por
dois mecanismos: desenvolvem estruturas fisicas como espinhos, que agem como medidas
preventivas, ou produzem e secretam muitas substancias quimicas em resposta a infeccdo ou
ataque desses patogenos (Jain ef al., 2022).

Ao contrario dos mamiferos, as plantas ndo possuem um sistema imunoldgico adaptativo
somatico com células defensoras méveis. Em vez disso, dependem da imunidade inata exercida
por cada célula, com sinais sistémicos emergindo das células infectadas e da capacidade das
células vegetais de se lembrarem de infec¢des anteriores (Nishad et al., 2020). A primeira linha
de defesa da planta contra o ataque de patdégenos pode envolver respostas imediatas do sistema
imunolégico com imunidade desencadeada por padrdes (PTI). A PTI ¢ desencadeada por
padrdes microbianos conservados (padrdes moleculares associados a patogenos), que sdo

detectados por meio de receptores de reconhecimento de padrdes. Proteinas efetoras secretadas
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por patogenos ativam a imunidade desencadeada por efetores (ETI) quando reconhecidas por
receptores de repeticdo ricos em leucina do dominio de ligacdo a nucleotideos, que estdo
predominantemente localizados dentro da célula vegetal (Honig et al., 2023; Santos ¢ Franco,
2023).

Para infectar e colonizar um hospedeiro com sucesso, os fitopatdogenos precisam superar
um repertério de compostos de defesa vegetal com amplas propriedades antimicrobianas. Esses
compostos sdo frequentemente subclassificados como fitoalexinas, aqueles induzidos em
resposta a infecgdo, e/ou fitoanticipinas, que existem como compostos antimicrobianos pré-
formados no tecido vegetal (Westrick; Smith; Kabbage, 2021). A ativa¢ao de fitoanticipinas
envolve hidrolases (enzimas vegetais) que sdo liberadas somente ap6s a degradagao das células.
Por outro lado, as fitoalexinas sao produzidas pelas plantas em resposta a estresses bidticos e
abiodticos. Elas sao formadas a partir de precursores remotos somente em resposta ao ataque de
patogenos (Tiku, 2020).

A quitinase e a glucanase sdo exemplos de proteinas de resposta a patogénese, ambas
atacando diretamente os componentes estruturais de insetos e fungos. Dependendo da fonte, as
quitinases vegetais podem ser dcidas ou bdsicas. A enzima se expressa continuamente em
diversas partes da planta, como flores, sementes, tubérculos e caules. As quitinases também
podem atuar de forma semelhante as quitosanases (induzidas em plantas como resposta a
interacdo patogénica) e sdo capazes de degradar a quitosana, presente em componentes
estruturais da parede celular de algumas espécies de fungos. As quitinases t€ém acdo eficiente
na degradagdo da quitina, um componente vital da parede celular fingica, um dos motivos
responsaveis pelo seu potencial antifungico (Vaghela ef al., 2022; Dos Santos e Franco, 2023).

Diversas estratégias ja sdo utilizadas na producdo agricola para controlar a acdo de
fitopatogenos. Apesar de os fungicidas sintéticos terem beneficiado a producdo agricola por
décadas, atualmente, o uso desses produtos quimicos € restrito ou desencorajado por diversos
motivos. Sua aplicagdo excessiva ou uso indevido tem levantado sérias preocupagdes, incluindo
seu impacto no meio ambiente, a contaminacao da agua potavel e o efeito na satide humana e
na pecuaria (Seepe; Nxumalo; Amoo, 2021). Devido aos riscos relacionados aos fungicidas
sintéticos, ha uma necessidade urgente de desenvolvimento de métodos alternativos e eficazes
para o controle de doengas de plantas (Sharma et al., 2021).

Um dos problemas consequentes do uso indevido dos fungicidas convencionais € a
resisténcia aos seus mecanismos de agdo. A resisténcia a fungicidas no agroecossistema ¢
considerada uma das ameagas mais sérias  seguranca alimentar. A medida que a resisténcia a

fungicidas se torna mais prevalente, sua eficacia diminui, resultando em maiores perdas nas
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colheitas. Portanto, a resisténcia aos fungicidas pode resultar em impactos econdmicos
substanciais nos lucros dos agricultores e nas receitas comerciais do pais com o Produto Interno
Bruto — PIB (Ceresini et al., 2024). Conforme Yin e colaboradores (2023), os mecanismos
moleculares comuns de resisténcia a fungicidas incluem (1) muta¢des no alvo do fungicida,
levando a uma afinidade diminuida do fungicida a proteina alvo; (2) superexpressdo ou
duplicacdo do gene alvo do fungicida, levando ao aumento da producdo da proteina alvo; (3)
superexpressao do cassete de ligagdo de ATP ou dos principais transportadores da superfamilia
de facilitadores que codificam bombas de efluxo; e (4) alteragdes epigenéticas.

A introducdo de novos fungicidas e a descoberta de moléculas com potencial antifingico
sdo elementos essenciais para o controle sustentado das principais doengas que acometem
cultivares. Com a crescente compreensdo dos processos bioldgicos, tanto em patdgenos
fingicos quanto em plantas hospedeiras, o desenvolvimento de fungicidas seletivos com um
melhor controle de doengas tem aumentado (Thind, 2021). Produtos naturais, com vantagens
como biocompatibilidade, diversidade estrutural e mecanismos de acgdo Unicos, sao

considerados uma fonte importante para o desenvolvimento de novos fungicidas (Zheng ef al.,

2024).

1.3 Mecanismos de acdo de proteinas vegetais contra fungos

As plantas terrestres estdo constantemente sujeitas a multiplas condi¢des ambientais
desfavoraveis ou mesmo adversas. Entre elas, estresses abioticos (como salinidade, seca, calor,
frio, metais pesados, 0zdnio, radiacdo UV e deficiéncias de nutrientes) tém efeitos prejudiciais
ao crescimento e a produtividade das plantas (Mareri; Parrotta; Cai, 2022). Além dos estresses
abioticos, as plantas também estdo sujeitas a bidticos, que consistem no ataque a planta causado
por patdgenos (bacterianos, fingicos, virais). Tanto os estresses bidticos quanto os abiodticos
sao prejudiciais ao crescimento e desenvolvimento das plantas, pois sao conhecidos por causar
diversas disfuncdes metabdlicas e, em casos extremos, podem até causar a morte da planta
(Kaur et al., 2020).

Durante a interagcdo planta-patogeno, a planta libera vérios tipos de elicitores. Esses
elicitores sdo reconhecidos por genes de resisténcia da planta e desencadeiam diversas
alteragdes bioquimicas e fisioldgicas nas plantas (Kaur ez al., 2022). Nos estagios iniciais da
infec¢do, as plantas produzem proteinas que se acumulam, e muitas dessas proteinas tém
atividade antimicrobiana e podem induzir a producdo de compostos estruturais. Essas proteinas

podem atuar na reacdo de hipersensibilidade, acelerando a morte celular, limitando a
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propagacao de fitopatdgenos. Dentre essas proteinas, destacam-se as proteinas relacionadas a
patogénese (PR), capazes de induzir o sistema imunoldgico inato da planta (Dos Santos e
Franco, 2023).

As proteinas PR sdo componentes-chave da resisténcia sistémica adquirida, que ¢ uma
resposta imune induzivel da planta que previne novas infecgdes da por¢do nao infectada do
hospedeiro. O termo "proteina PR" refere-se a um conjunto de diferentes proteinas induzidas
por agentes fitopatogénicos, bem como moléculas sinalizadoras relacionadas a defesa (Chen et
al.,2022). Sao membros de uma grande familia de proteinas em plantas relacionadas a estresses
abidticos e bioticos, € a superexpressdao dessas proteinas torna as plantas tolerantes a esses
estresses. Com base na estrutura primdria, composi¢ao de aminoacidos, atividades bioquimicas
e relacionamento soroldgico, as proteinas PR foram classificadas em 17 familias: B-1,3-
glucanases (PR-2), quitinases (PR-3, 4, 8 e 11), proteinas semelhantes a taumatina (PR-5),
proteinas inativadoras de ribossomos (PR-10), defensinas (PR-12), tioninas (PR-13) e proteinas
de transferéncia de lipideos (PR-14) (Manghwar e Hussain, 2022).

Os respectivos mecanismos de a¢do disponiveis na literatura acerca das proteinas
mencionadas serdo abordados nos subtdpicos posteriores, como complementacdo tedrica

alinhada ao objetivo do presente trabalho.

1.3.1 p-1,3-glucanases

A parede celular vegetal ¢ uma estrutura composta dinamica com diversas fungdes,
incluindo suporte mecanico e estrutural para o crescimento da planta. As plantas desenvolveram
mecanismos complexos para montar, modificar e desmontar os diversos componentes da
parede. B-glucanas, incluindo celulose, calose, xiloglucana e glucana de ligagdo mista, sdo
constituintes estruturais predominantes da parede na maioria dos tipos de células vegetais
(Perrot; Pauly; Ramirez, 2022). A B-1,3-glucanase (E.C.3.2.1.39) ¢ uma classe de enzimas que
tipicamente catalisa a clivagem de ligacdes P-1,3-D-glucosidicas. Em plantas, as B-1,3-
glucanases constituem familias proteicas altamente complexas e diversas e desempenham
papéis importantes em diversas funcdes fisiologicas e atividades de defesa. Pesquisas anteriores
sobre B-1,3-glucanase concentraram-se principalmente em seu papel como uma proteina PR,
devido aos transcritos de [-1,3-glucanase serem induzidos por infecgdes causadas por
patdgenos (Fang et al., 2024).

As B-1,3-glucanases foram agrupadas na familia PR-2 e, em sua maioria, sdo proteinas

de baixo peso molecular (aproximadamente 6-43 kDa). Foram subdivididas em dois subgrupos,
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incluindo as B-1,3-glucanases acidas e as -1,3-glucanases basicas. As B-1,3-glucanases acidas
sdo geralmente secretadas para o espaco extracelular, enquanto as -1,3-glucanases basicas sao
normalmente transportadas para o vacuolo por meio de um peptideo sinal localizado na
extremidade N-terminal. As B-1,3-glucanases pertencem a diferentes familias de glicosideos
hidrolases devido as sequéncias de aminoacidos conservadas em seus sitios ativos. Sao
categorizadas em exo- ou endo- tipos, com base no seu mecanismo de acdo sobre o substrato.
As exo-B-1,3-glucanases clivam unidades de glicose das extremidades nao redutoras, enquanto
as endo-PB-1,3-glucanases dividem aleatoriamente a cadeia de glucana, produzindo
monossacarideos e oligossacarideos (Taif et al., 2020; Jiang et al., 2024).

As B-1,3-glucanases estdo envolvidas em varios processos vegetais, como hibernagao,
alongamento da inflorescéncia, desenvolvimento do gametdfito masculino, polinizacdo,
desenvolvimento e germinacdo de sementes, fisiologia dos frutos, defesa contra estresses
bidticos e abidticos e absor¢do de nutrientes de organismos heterotroficos. B-1,3-glucanases
extracelulares especificas ligam-se a superficie dos cristais de gelo, limitando seu crescimento
no apoplasto e proporcionando crioprote¢do (Rajninec et al., 2021).

Algumas quitinases e B-1,3-glucanases de plantas demonstram apresentar atividade
antifingica. Isso se deve ao fato de que as paredes celulares fungicas contém quitina, quitosana,
B-1,3-glucana, B-1,6-glucana, p-1,3-/B-1,4-glucana mista, o-1,3-glucana, manana,
manoproteina e melanina como constituintes principais (Takashima et al., 2023), o que faz com
que as B-1,3-glucanases possam interagir e degradar diretamente a parede celular de alguns
patdgenos, além de serem capazes de estimular a producgdo de outros compostos antifingicos
como consequéncia da liberacdo de substancias derivadas da parede celular, funcionando

também como um indutor de respostas de defesa (Gao et al., 2023).

1.3.2 Quitinases

A quitina estd presente na parede celular dos fungos e demonstrou participar dos
fendmenos de reconhecimento planta-patdogeno e da ativacdo de mecanismos inatos de defesa
vegetal. A presenca de receptores em plantas que reconhecem quitina e oligossacarideos de
quitina tem sido amplamente demonstrada na literatura (Garcia et al., 2021). A quitina ¢ um
biopolimero de N-acetil-D-glucosamina com ligagdo B-1,4 e € o principal componente dos
exoesqueletos de artrépodes e das paredes celulares de muitos fungos. O conteudo de quitina

na parede celular de fungos difere de acordo com a fase morfologica, representando apenas 1—
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2% do peso seco da parede celular em leveduras, mas atingindo até 10—20% do peso seco da
parede celular dos fungos filamentosos (Kozome et al., 2022; Gong; Zhang; Liu, 2023).

As quitinases vegetais (endo-quitinases, EC 3.2.1.14) sdao hidrolases glicosidicas que
decompdem as ligacdes [B-1,4-N-acetil-D-glucosamina da quitina. Como as plantas nado
possuem quitina, o verdadeiro substrato das quitinases em plantas vasculares ¢ desconhecido
(Zielinski et al., 2021). A massa molecular das quitinases vegetais, conforme demonstrado pelos
estudos de purificagdo, varia de 20 a 60 kDa, com pontos isoelétricos acidos e basicos. Com
base no mecanismo catalitico e na similaridade nas sequéncias de acidos nucleicos, as quitinases
vegetais sdo classificadas nas familias glicosil hidrolases (GH), GH18 ¢ GH19 (Khan et al.,
2024). Essa enzima ¢ expressa continuamente em diversas partes da planta, como flores,
sementes, tubérculos e caules. A deteccdo de quitinases vegetais comega nos estagios iniciais
de crescimento, € sao encontradas principalmente em monocotiledoneas e dicotiledoneas
(Vaghela et al., 2022).

Como parte da resposta de defesa da planta, as quitinases podem lisar patogenos direta
ou indiretamente, enfraquecendo suas paredes celulares. Ao quebrar a quitina, as quitinases
inibem o crescimento de fungos e causam a liberacdo de nutrientes essenciais que as plantas
podem usar para seu crescimento e desenvolvimento (Shobade; Zabotina; Nilsen-Hamilton,
2024). As quitinases vegetais geralmente contém uma regido peptidica de sinal N-terminal, um
dominio de ligagdo a quitina rico em cisteina, uma regido de ligagdo cruzada variavel
(dobradiga) e um dominio catalitico C-terminal, que sdo altamente conservados. Além disso,
com base nas relacdoes de estrutura, evolucdo, reacdo catalitica, funcdo e substratos das
quitinases, elas sdo classificadas em sete classes distintas (Classe I-VII). A familia de enzimas
GH18 contém quitinases de Classe I1I e Classe V, e GH19 inclui as classes I, 11, IV, VI e VIIL.
Ao contrario das quitinases GH19, que sdo encontradas majoritariamente em plantas superiores,
as da familia GH18 estdo amplamente dispersas entre diversos organismos (Chen ef al., 2024;

Xuan et al., 2024).

1.3.3 Proteinas semelhantes a taumatina e osmotina

As proteinas semelhantes a taumatina (PSTs) constituem uma familia proteica complexa
e evolutivamente conservada que participa da defesa do hospedeiro e de diversos processos de
desenvolvimento em plantas, fungos e animais. As PSTs sdo proteinas de defesa do hospedeiro
vegetal que pertencem a familia PR-5, e evidéncias crescentes demonstram que elas estdo

envolvidas na resisténcia a uma variedade de doencas fingicas em muitas plantas cultivadas,
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particularmente leguminosas (Feng; Wei; Li, 2024). Em plantas, as PSTs sdo diferenciadas em
dois tipos com base em seu peso molecular: tipo L (variando de 22 a 26 kDa) e tipo S (menos
de 18 kDa). Essas proteinas sdo caracterizadas pela presenca de 10 residuos de cisteina nas
PSTs do tipo S e 16 residuos de cisteina nas PSTs do tipo L, formando ligagdes dissulfeto que
promovem estabilidade em condigdes estressantes, como pH, calor e degradacao por proteases.
Além disso, as PSTs compartilham dois motivos conservados: o motivo REDDD (contendo
arginina, acido glutamico e trés residuos de acido aspartico) € o motivo-assinatura da taumatina,
G-X-[GF]-X-C-X-T-[GA]-D-C-X(1,2)-G-X-(2,3)-C. O motivo REDDD esta envolvido na
ligacdo ao receptor para sua agdo antifungica (Zhao et al., 2024). O mecanismo de agdo das
PSTs na resisténcia a fungos ¢ ambiguo. Presume-se que essas proteinas atuem por degradacao
e permeabilizagdo das paredes celulares dos fungos. Além disso, sabe-se que as PSTs também
estdo envolvidas na acdo anticongelante e na resisténcia ao estresse abidtico em plantas. Ha
relatos de que também estdo envolvidas em varios processos de desenvolvimento, como, por
exemplo, floracdo, amadurecimento de frutos e germinagao de sementes (Sharma et al., 2022).

Proteinas semelhantes & osmotina (PSOs), originalmente isolada de células de tabaco
sob estresse osmotico, pertencem ao grupo PR-5, com peso molecular de 24 a 26 kDa. As PSOs
exibem diversas atividades bioldgicas, como antifungica, antibacteriana, antiviral,
anticongelante, antiestresse osmotico, atividade da [-1,3 glucanase, fungdes de
desenvolvimento e aquelas funcionalmente semelhantes a adiponectina de mamiferos,
envolvidas na resisténcia sistémica adquirida e hipersensibilidade em plantas (Deng ef al.,
2024). A osmotina atua como antifingico impedindo a germinag¢do de esporos, inibindo o
crescimento de hifas, aumentando a lise e reduzindo a viabilidade dos esporos. Seu efeito
citotoxico ¢ aumentado em fungos suscetiveis, iniciando vias de transducao de sinal intercelular
através dos genes STE7, a fim de enfraquecer a parede celular fungica. Em seguida, a cascata
de proteina quinase ativada por mitégeno, que aumenta a permeabilidade da membrana
plasmatica defensiva, permite que a osmotina penetre na membrana, levando a formagdo de
poros transmembranares, 0 que causa vazamento na membrana e, por fim, resulta em sua
ruptura. Um experimento com esferoplastos, fungos e leveduras (Saccharomyces cerevisiae)
mostrou que a membrana plasmadtica ¢ o principal alvo da proteina osmotina (Bashir et al.

2020).

1.3.4 Proteinas inativadoras de ribossomos
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As proteinas inativadoras de ribossomos (PIRs) s3o enzimas toxicas que inibem
irreversivelmente o processo de traducdo ribossomal, removendo seletivamente um residuo de
adenina do componente 28S da subunidade ribossomica 60S. As PIRs sdo produzidas
predominantemente por plantas e certas bactérias (Sharma et al., 2023). A maioria das PIRs
apresenta atividade contra os ribossomos de bactérias, leveduras, animais e plantas, atuando
também como quitinases, lipases e desoxirribonucleases (Jain et al., 2022).

As PIRs sao classificadas em trés tipos com base na estrutura de seus dominios
proteicos. As PIRs do tipo I sdo proteinas de cadeia unica com peso molecular de
aproximadamente 30 kDa que possuem atividade enzimatica de RNA N-glicosidase. As PIRs
do tipo II possuem uma cadeia A com atividade de RNA N-glicosidase e uma ou mais cadeias
B ligadas por uma ponte dissulfeto. A cadeia B ¢ um peptideo semelhante a lectina com alta
afinidade por residuos de galactose na superficie celular, o que facilita a translocagdo através
da membrana plasmatica; assim, a cadeia B permite que a cadeia A entre na célula. As PIRs do
tipo III compreendem um dominio amino-terminal semelhante as PIRs do tipo I, com uma
regido carboxi-terminal com fun¢do incerta. Algumas das PIRs bem estudadas, como ricina,
abrina e saporina, permitem o funcionamento do rRNA homologo e a tradugdo nas células, pois
permanecem inibidos no citosol ou compartimentados nos vactiolos e apoplastos. Além disso,
sua alta especificidade para ribossomos permite a inibigdao seletiva do rRNA heterologo e
protege a planta de pragas de insetos ou fungos, inibindo a tradu¢do. Na maioria dos casos, as
PIRs sdo responsaveis pela remoc¢do de uma adenina especifica localizada na al¢a a-
sarcina/ricina (a-SRL) do rRNA. Isso resulta na inibi¢do da ligacdo do fator de alongamento.
Como a alca a-SRL foi despurinada, o sitio de ligacdo do GTP perde sua capacidade de
estimular a hidrdlise do GTP, resultando na inibicdo da sintese proteica (Mishra; Mishra;

Shamra, 2022; Kocyigit et al., 2023).

1.3.5 Defensinas

O grupo de peptideos antimicrobianos de defesa abundantemente disponivel em todo o
reino vegetal ¢ o das defensinas vegetais. As defensinas vegetais sdo constitutivamente
expressas no espaco extracelular da maioria dos tecidos vegetativos e reprodutivos de plantas e
podem ser induzidas especificamente sob condi¢gdes de estresse causado por patdogenos. Sao
pequenas proteinas cationicas soliveis, com tamanho de 45 a 54 residuos de aminodcidos,
exibindo oito residuos de cisteina conservados (C1 a C8) com um padrdo de espagamento

conservado. A estrutura tridimensional das defensinas compreende trés folhas  antiparalelas e
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uma a-hélice paralela as folhas . A estabilidade das defensinas vegetais ¢ mantida por quatro
ligacdes dissulfeto que incluem um motivo Csaf} cisteinico (Chiu; Poucet; Li, 2022; Ghosh e
Roychoudhury, 2024). As defensinas possuem diferentes mecanismos de agdo antifiingica, seus
alvos sendo, na maioria das vezes, os componentes da membrana celular. A carga positiva total
das defensinas vegetais proporciona interacao eletrostatica inicial com componentes carregados
negativamente da parede celular e da membrana fungica (Finkina ef al., 2024).

As defensinas vegetais t€m como alvo diferentes lipideos da membrana de leveduras e
fungos filamentosos. A glicosilceramida (GlcCer) € o glicoesfingolipideo mais simples, do qual
deriva uma grande diversidade de glicolipideos da membrana plasmatica de fungos, plantas e
animais. A defensina RSAFP2 do rabanete, por exemplo, interage com a GlcCer na membrana
plasmatica de Candida albicans e Komagataella phafi suscetiveis, e essa interacdo leva a
subsequente permeabilizagdo e a interrupcao do crescimento celular (Manzanares et al., 2024).
Algumas defensinas vegetais apresentam alto grau de especificidade de ligacdo a lipideos. No
entanto, outras defensinas capazes de permeabilizar a membrana ndo s3o conhecidas por
apresentarem especificidade para nenhum componente especifico da membrana; a contribui¢ao
exata da ligacdo lipidica para a atividade antifungica ainda ¢ majoritariamente desconhecida
(Shahmiri ef al., 2023).

Além de atuar se ligando a membrana, as defensinas e peptideos semelhantes também
sdo capazes de induzir a formagdo de espécies reativas de oxigénio (EROs), resultando em uma
explosdo oxidativa, perda de funcionalidade mitocondrial e retragdo citoplasmatica no fungo
causador de antracnose Colletotrichum scovillei, conforme relatado por Resende e
colaboradores (2024). A indu¢do da permeabilizacdo da membrana plasmatica e a producao de
EROs também sdo caracteristicas de outras defensinas vegetais relatadas na literatura, como
PvD1, AFP1, So-D2 de espinafre, CaDef2.1 e CaDef2.2 de Capsicum annuum (Finkina et al.,
2024).

1.3.6 Tioninas

As tioninas sdo peptideos antimicrobianos encontrados apenas em plantas. Sao
inicialmente produzidas como pré-pro-proteinas e, em seguida, processadas para produzir o
peptideo tionina basico, geralmente de 5 kDa, com trés ou quatro pontes dissulfeto. As tioninas
sdo encontradas, majoritariamente, em algumas familias de plantas de angiospermas (Hong et
al.,2021). O nome “tionina” representa uma familia de peptideos homdlogos. Estruturalmente,

as tioninas sao descritas como um peptideo anfipatico basico com duas hélices a antiparalelas,
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uma folha B antiparalela de duas fitas e trés a quatro pontes dissulfeto. A estrutura secundaria
conservada se organiza em um padrao de Bl-al-a2-B2, que, por fim, resulta em uma estrutura
terciaria semelhante a letra grega I' (Azmi e Hussain, 2021). Com base nas semelhangas na
sequéncia e estrutura das proteinas, as tioninas vegetais podem ser divididas em dois subtipos
principais: as o/p-tioninas e as y-tioninas, que compartilham apenas cerca de 25% de
similaridade de sequéncia. Como as y-tioninas se assemelham as defensinas tanto na sequéncia
quanto na estrutura, as y-tioninas podem ter sido identificadas como defensinas ou confundidas
com elas em alguns estudos (Liu et al., 2023).

Conforme relatado por Das (2024), a maquinaria envolvida na atividade antimicrobiana
desses peptideos ainda ¢ desconhecida, podendo estar associada a formacao de poros. Suspeita-
se que as tioninas, altamente carregadas positivamente, interajam com as membranas celulares
carregadas negativamente e criem poros. O lado esquerdo da haste helicoidal e a parte inferior
da molécula contém principalmente componentes hidrofobicos, enquanto a curva interna entre
a haste helicoidal e o brago B ¢ predominantemente hidrofilica. Quando esses peptideos
interagem com as membranas, eles tendem a formar agregados, formando ainda mais poros,
permitindo que as regides hidrofobicas interajam com o grupo polar das caudas, enquanto as
regides hidrofilicas se estendem em direcdo a fase aquosa. A formagdo de poros resulta na
ruptura da membrana e no vazamento do conteudo intracelular, finalmente ocasionando a

destrui¢ao das células.

1.3.7 Proteinas de transferéncia de lipideos

Também conhecidas como proteinas de transferéncia de lipideos ndo especificas ou
proteinas de transferéncia de lipideos vegetais (PTLs), os peptideos deste grupo compreendem
uma cavidade hidrofobica em forma de tunel, capaz de acomodar lipideos e outros ligantes,
dependendo de sua natureza quimica. Acredita-se que muitas das fun¢des desempenhadas pelas
PTLs estejam associadas a sua capacidade de se ligar e transportar lipideos e outras moléculas
hidrofobicas (Amador et al., 2021). A maioria dos lipideos celulares ¢ sintetizada no reticulo
endoplasmatico e, como os lipideos ndo conseguem se difundir eficientemente pelo ambiente
citosolico aquoso, sdo transportados para outros compartimentos celulares por transporte
vesicular ou ndo vesicular. O transporte ndo vesicular de lipideos € realizado pelas PTLs (Kang
et al.,2025).

As PTLs sdo pequenas proteinas (pesos moleculares variando de 6,5 a 10 kDa) que

existem em todas as plantas terrestres. Elas possuem oito motivos de residuos de cisteina que
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formam quatro pontes dissulfeto conservadas, que ajudam a estabilizar a estrutura terciaria do
peptideo, e muitas a-hélices com uma cavidade hidrofobica central capaz de se ligar a uma
variedade de lipideos. Quase todas as PTLs carregam um sinal N-terminal que localiza a
proteina no nivel subcelular (Gao et al., 2022). As PTLs de plantas possuem atividade
antimicrobiana altamente especifica contra patdgenos especificos. As PTLs isoladas de
sementes de cebola exibiram forte atividade antifiingica contra diversos patogenos fungicos,
enquanto uma PTL de semente de rabanete demonstrou apenas um efeito moderado contra
fungos. Ja as PTLs de sementes de milho e trigo foram relatadas como ineficazes contra
infecgdes fungicas. Assim como outras classes de peptideos antimicrobianos vegetais, a
atividade antimicrobiana das PTLs também diminui na presenca de solucdes idnicas e seu nivel
de patogenicidade varia com o tipo de PTL (Igbal et al., 2023).

O estudo realizado por Liu e colaboradores (2025) sugeriu que as PTLs sdo capazes de
inibir a germinagdo de esporos e retardar o alongamento das hifas em fungos fitopatogénicos
sem induzir distor¢des morfoldgicas. As PTLs sdo capazes de realizar ligacdo reversivel com
diversos lipideos como esterdis, derivados acil da coenzima A, acidos graxos e outros. Essas
caracteristicas permitem que as PTLs atuem no transporte de lipideos através das membranas,
0 que pode estar associado a permeabilizacdo de membranas de fitopatogenos. No entanto,
ainda nao ha esclarecimento acerca dos detalhes do mecanismo de acao envolvido na atividade

antimicrobiana (Maximiano e Franco, 2021).

1.4 Moringa (Moringa oleifera) e seu potencial biotecnologico

A Moringa oleifera ¢ uma arvore de rapido crescimento e resistente a seca, pertencente a
familia Moringaceae. E amplamente cultivada para o uso diversificado de suas vagens jovens
e folhas verdes como vegetais e na medicina popular. E conhecida como a “arvore milagrosa”
devido as suas diversas propriedades benéficas como, por exemplo, 10 vezes mais vitaminas
do que cenouras, 7 vezes mais vitamina C do que laranjas, 17 vezes mais célcio do que leite e
15 vezes mais potassio do que bananas (Islam et al., 2021). A moringa prospera globalmente
em quase todas as regides tropicais e subtropicais, mas acredita-se que seja nativa do
Afeganistdo, Bangladesh, India e Paquistdo. A familia da moringa engloba 13 espécies (M.
oleifera, M. arborea, M. rivae, M. ruspoliana, M. drouhardii, M. hildebrandtii, M. concanensis,
M. borziana, M. longituba, M. pygmaea, M. ovalifolia, M. peregrina, M. stenopetala), das quais
a M. oleifera tornou-se bem conhecida por seu uso em nutri¢do, producdo de biogas,

fertilizantes etc. (Pareek et al., 2023).
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As abundantes propriedades bioativas e nutricionais desta planta a tornam util em diversas
areas da vida, incluindo as industrias da saude, cosmética, agricola e alimenticia. Pesquisas
constataram que a presenca de proteinas, carboidratos, lipideos, vitaminas, minerais,
flavonoides, fendis, alcaloides, &cidos graxos, saponinas, Oleos essenciais, folato,
hidrocarbonetos aromaticos, esterois, glucosinolatos e glicosideos, entre outros, caracterizam o
perfil nutricional da moringa e, como resultado, ddo origem aos seus efeitos terapéuticos em
feridas, alergias, obesidade, diabetes, inflamacgdes, asma e assim por diante (Jikah e Edo, 2023).
Além de ser uma espécie de arvore ornamental, a moringa possui um valor econdmico
significativo, visto que praticamente todas as suas partes, incluindo folhas, raizes e sementes,
podem ser utilizadas como alimento. Devido a sua abundancia de componentes ativos, ela
também possui uma variedade de fungdes farmacoldgicas, como antioxidante, hipolipemiante,
anticancerigena e antibacteriana (Cao et al., 2023).

Devido a disponibilidade de nutrientes, aminoacidos essenciais e minerais como ferro,
calcio e potassio, as folhas sdo o componente mais estudado da arvore. Por conterem um
numero relativamente baixo de calorias, as folhas sdo um excelente complemento a dieta de
individuos obesos (Gharsallah et al., 2023). Além de serem utilizadas como alimento e racao,
suas folhas também apresentam potenciais aplicagdes como alimentos funcionais nutracéuticos,
devido aos fitoquimicos inatos, como acidos fendlicos, flavonoides, carotenoides e
glucosinolatos. Acido criptoclorogénico, isoquercetina e astragalina sdo os fitoquimicos
significativos presentes nas folhas de moringa, aos quais sdo atribuidas atividades
antioxidantes, anti-hipertensivas e anti-inflamatorias (Kashyap et al., 2022).

As sementes de moringa tém recebido muita atengdo da comunidade cientifica, pois os
graos de moringa possuem um teor significativo de 6leo (at¢ 40%), uma alta propor¢ao de
acidos graxos (acido oleico > 70%) e uma notavel resisténcia a degradacao oxidativa. Esse rico
perfil de dleo torna as sementes de moringa ideais tanto para ingestdo humana quanto para uso
comercial (Gharsallah ef al., 2021). As sementes de moringa sdo uma alternativa promissora
para suplementacdo alimentar. O uso da farinha de sementes de moringa como fortificante da
farinha de trigo na produgdo de paes, biscoitos e bolachas, e também do extrato da semente
como agente espessante na producdo de iogurte de leite, sdo conhecidos por melhorar as
qualidades nutricionais e reologicas dos alimentos (Gautier; Duarte; Sousa, 2022).

As sementes de moringa contém proteinas funcionais com atividade purificadora de dgua
turva e atividade antimicrobiana, sendo utilizadas na purificagdo de agua de rios e na producao
de 4gua potavel e doméstica. Além disso, as sementes de moringa contém uma proteina de

ligacdo a quitina de estrutura tnica, com atividade antifungica contra Candida spp., género de



28

microrganismos causadores da candidiase. Apesar das sementes de moringa serem conhecidas
por conter altos niveis de proteinas e lipideos, ndo sdo tdo estudadas e exploradas quanto a soja

(Aoki et al., 2023).

1.4.1 Proteinas Ligantes a Quitina de Moringa oleifera

As proteinas de ligacdo a quitina (CBPs) sdao moléculas geralmente relacionadas a
defesa de plantas. Elas sdo compostas de uma cadeia polipeptidica pequena (3,8—4,6 kDa) e
uma grande (7,9-8,4 kDa) ligadas por ligagdes dissulfeto e pertencem a classe de proteinas
relacionadas a patogénese da familia PR-4, apresentando atividade antifungica. As CBPs
antifungicas perturbam a sintese e/ou a deposi¢do de quitina na parede celular, afetando
negativamente o crescimento e o desenvolvimento dos fungos (Garcia et al., 2019).

Trés proteinas ligantes a quitina de sementes de M. oleifera, eluidas de uma matriz de
troca catiénica com NaCl 0,4, 0,5 e 0,6 M, respectivamente, foram identificadas e denominadas
Mo-CBP;, Mo-CBP3 e Mo-CBP4 (Mo: M. oleifera; CBP: “Proteina de Ligagdo a Quitina”),
ambas de natureza glicoproteica. Foi relatado que a Mo-CBP3 apresentou atividade antifungica
in vitro contra Fusarium solani, F. oxysporum, Colletotrichum musae e C. gloesporioides,
fungos fitopatogénicos de culturas econdmica e nutricionalmente importantes, enquanto a Mo-
CBP4 apresentou atividades anti-inflamatdria e antinociceptiva em ratos (Neto ef al., 2017).
Todas essas proteinas pertencem a familia da albumina 2S, um dos trés principais grupos de
proteinas de armazenamento em sementes, juntamente com as prolaminas e as globulinas. As
proteinas da albumina 28 sdo catidnicas, tém estruturas secundarias de a-hélice e sdo essenciais
para as sementes da planta (Coelho; Pereira; Tavares, 2024). As albuminas 2S sdo geralmente
proteinas heterodiméricas cuja estrutura € estabilizada por ligagdes dissulfeto estabelecidas
através de um padrao Cys altamente conservado, o que lhes confere alta resisténcia a
tratamentos térmicos e enzimaticos (Bueno-Diaz ef al., 2021).

Mo-CBP; ¢ uma proteina antifungica termoestavel de 14 kDa capaz de inibir o
desenvolvimento do ascomiceto F. solani e de outros fungos. O mecanismo antifingico da Mo-
CBPs contra F. solani envolve ligacdo a parede celular, desorganizacdo da membrana
plasmatica e inducdo de espécies reativas de oxigénio (EROs), causando inibicao da
germinacdo de esporos e do crescimento micelial. Essa proteina apresenta grande potencial na
busca e no desenvolvimento de novos medicamentos antiflingicos ou culturas transgénicas com
maior resisténcia a fungos fitopatogénicos (Freire et al., 2015; Freire et al., 2019). E relatado

na literatura que Mo-CBPj3 pertence a familia de proteinas da albumina 2S, caracterizada por
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uma dobra compacta devido a presenca de uma cadeia pequena e uma cadeia grande ligadas
por quatro pontes dissulfeto, o que confere estabilidade a sua estrutura. Essa proteina é capaz
de permanecer ativa para coagulagdao e/ou atividades antifingicas mesmo apoOs serem
submetidas a condi¢des consideradas desnaturantes para outras proteinas gragas a sua
estabilidade estrutural, ndo havendo mudancas na sua estrutura secundéria apos tratamento
térmico ou variagao de pH (Moulin et al., 2019).

A Mo-CBP4, por sua vez, ¢ uma proteina basica com ponto isoelétrico (pI) de 10,55, massa
molecular de 11,78 kDa e que apresenta atividade antinociceptiva e anti-inflamatéria. Além
disso, também apresenta potencial antimicrobiano a partir da formagao de poros na membrana
plasmatica de microrganismos e da induc¢do da producao em excesso de EROs (Lopes et al.,
2020). A Mo-CBP4 ¢ estavel em diferentes pHs e temperaturas, € comporta-se como uma
glicoproteina, com 2,85% de teor de carboidratos, e é resistente a protedlise. E relatado,
também, que a proteina demonstra capacidade de inibir a migragao de leucécitos em modelos
de cistite e pancreatite, bem como regular citocinas como IL-18, TNFa e IL-10 em um modelo
de ferida cutanea (Ferreira et al., 2024).

A literatura disponivel acerca das Mo-CBPs serviu como base para a criacdo da hipotese
de que as proteinas Mo-CBP3; e Mo-CBP4 podem apresentar grande potencial no combate aos
fungos fitopatogénicos Fusarium jinanense ¢ Colletotrichum tropicale, causadores de
antracnose e responsaveis por grandes perdas econdmicas associadas as cultivares de melao e
pitaya. Além disso, o presente estudo também objetivou esclarecer quais os mecanismos de
acdo dessas proteinas contra os fungos mencionados, com o intuito de fornecer maior amparo

tedrico para pesquisas futuras.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Investigar o potencial antifungico das proteinas Mo-CBP3 e Mo-CBP4, isoladas das
sementes de Moringa oleifera, contra os fungos fitopatogénicos Fusarium jinanense e
Colletotrichum tropicale, causadores de doengas em meldo e pitaya, e investigar seus

respectivos mecanismos de agao.

2.2 Objetivos Especificos

1. Purificar e caracterizar as proteinas Mo-CBP3; e Mo-CBP4 a partir de sementes
de Moringa oleifera utilizando técnicas cromatograficas e eletroforese SDS-PAGE;

2. Determinar a concentragdo inibitéria minima (CIM) das proteinas Mo-CBP3 e Mo-
CBP4 contra Fusarium jinanense e Colletotrichum tropicale;

3. Avaliar a integridade da membrana plasmatica dos fungos apds tratamento com as
proteinas, utilizando ensaios de permeabilizacdo com iodeto de propideo;

4. Investigar a produgdo de espécies reativas de oxigénio nos fungos tratados com as
proteinas, utilizando o fluor6foro DCFH-DA;

5. Quantificar o vazamento de proteinas e acucares intracelulares nos fungos submetidos
aos tratamentos proteicos;

6. Analisar o efeito das proteinas no conteudo total de lipideos e ergosterol da membrana

plasmatica dos fungos, elucidando possiveis alvos moleculares.
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3 METODOLOGIA

3.1 Material

As sementes de Moringa oleifera foram coletadas de arvores situadas no Campus do
Pici da Universidade Federal do Ceard (UFC). A exsicata da espécie esta depositada no Herbario
Prisco Bezerra (UFC) sob o numero EAC34591. Os isolados de Fusarium jinanense e
Colletotrichum tropicale foram cedidos pelo Grupo de Pesquisa em Biotecnologia,
Espectrometria de Massas e Ressonancia Magnética Nuclear (bioMASSNMR) do
Departamento de Quimica Organica e Inorganica da Universidade Federal do Ceara (UFC),
Brasil. Todos os produtos quimicos e meios de cultura foram adquiridos da Sigma-Aldrich Co.

(St. Louis, EUA).

3.2 Purifica¢ao das proteinas Mo-CBP3 e Mo-CBP4

A purificacdo das proteinas foi realizada seguindo protocolo estabelecido por Pereira et
al. (2011) e Gifoni et al. (2012). As sementes da moringa foram destegumentadas manualmente
e suas améndoas foram submetidas a trituracdo em liquidificador. A farinha resultante foi
delipidada usando n-hexano na propor¢ao de 1:10 (m/v). O processo de extragdao de proteinas
foi realizado utilizando 30 g de farinha delipidada, que foram homogeneizados em 300 mL de
tampao de extracao Tris-HC1 0,05 M, pH 8,0, acrescido de NaCl 0,15 M e mantidos sob agitacao
por 4 horas, a 4 °C. A suspensao foi filtrada em tecido de nylon, e em seguida foi centrifugada
a 15.000x g, 4 °C, por 30 minutos. O sobrenadante obtido foi filtrado em papel filtro, e o filtrado
foi chamado de extrato total. O extrato total foi dialisado contra dgua destilada por 2 dias, com
4 trocas didrias, e centrifugado a 15.000 x g, por 30 minutos, a 4 °C, em dias alternados, até a
completa separacdo das por¢des insoluvel (globulina) e solavel (albumina). Ap6s remogao
completa da porcao insoluvel, a albumina foi congelada e liofilizada. Uma amostra de 1,0 g de
albumina foi solubilizada em 30 mL de tampao Tris-HCI 50 mM, pH 8,0, contendo NaCl 0,15
M e foi submetida a cromatografia de afinidade em matriz de quitina, previamente equilibrada
com o mesmo tampao de solubilizacdo da amostra. As proteinas ndo retidas foram eluidas da
matriz usando tampao de equilibrio em um fluxo continuo de 30 mL/hora. As proteinas
adsorvidas na matriz foram eluidas com solu¢do de acido acético 50 mM, em fluxo de 60

mL/hora, e fragcdes de 5,0 mL foram coletadas. A elui¢do das proteinas foi monitorada por
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espectrofotometria no comprimento de onda de 280 nm. O pico proveniente da elui¢do com
acido acético foi dialisado contra agua, liofilizado e denominado Pac.

Uma amostra de 600 mg de Pac foi solubilizada em 30 mL de tampao acetato de sédio
50 mM, pH 5,2, e aplicado em matriz de troca idnica CM Sepharose™ Fast Flow previamente
equilibrada com o tampao de solubilizacdo da amostra. A eluicdo das proteinas que nao
interagiram com a matriz foi realizada utilizando o tampao de equilibrio. As proteinas Mo-
CBP2, Mo-CBP3 e Mo-CBP4 foram eluidas com o tampao de equilibrio acrescido de NaCl 0,4
M, 0,5 M e 0,6 M, respectivamente. A cromatografia foi realizada em fluxo continuo de 45
mL/hora, e foram coletadas fragcdes de 4,5 mL. As amostras correspondentes as proteinas foram

dialisadas contra adgua, liofilizados e utilizadas nas proximas etapas experimentais.

3.3 Quantificacio de proteinas soldveis

A dosagem de proteinas soluveis foi realizada pelo método de Bradford (1976), que ¢
baseado na interagdo entre o corante Coomassie Brilliant Blue G-250 e as macromoléculas de
proteinas que contém os aminoacidos de cadeias laterais basicas ou aromaticas (cadeias
polipeptidicas). Na reacao, 100 uL. de cada amostra diluida em agua foram adicionados em
diferentes tubos de ensaio contendo 2,5 mL de solucdo de Bradford. Os brancos foram
preparados utilizando 100 pL de cada proteina purificada e 2,5 mL da solu¢ao de Bradford. Os
tubos foram, entdo, agitados em vortex por 10 s e a reagdo ocorreu ao longo de 10 min. O ensaio
foi realizado em triplicata. Foram realizadas leituras em espectrofotdmetro UV-VIS a 595 nm
utilizando cubetas de plastico. A concentragdo proteica foi mensurada a partir de curva padrao

com concentragdes conhecidas de albumina sérica bovina (BSA).

3.4 Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

O grau de pureza das proteinas foi avaliado através de eletroforese em condicgoes
desnaturantes (SDS-PAGE). A metodologia descrita por Laemmli (1970), com adaptagdo para
placas de 10,0 x 8,0 cm, foi utilizada para anélise do grau de pureza da proteina. O gel de
aplicagdo foi preparado em tampao Tris-HCI 1,0 M, pH 6,8, contendo acrilamida 3,5% e SDS
10%. O gel de separagao foi preparado em tampao Tris-HCI 1,5 M, pH 8,8, contendo acrilamida
15% e SDS 10%. Aliquotas de 10 pL, contendo 1 pg de proteina (Mo-CBP3 ou Mo-CBPy),
foram preparadas adicionando tampao de amostra (Tris-HCI 0,0625 M, pH 6,8, acrescido de
SDS 10%, glicerol 20% e azul de bromofenol 0,1%), na proporc¢ao 1:2 (v/v). A amostra foi
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agitada e centrifugada a 5.000 x g por 10 minutos, a 25 °C, e aplicada nos pocos da placa. A
corrida eletroforética foi realizada em sistema vertical, em condi¢des de 200 V, 20 mA ¢ 10 W,
por um periodo de 60 minutos. A massa dos marcadores moleculares utilizados variou de 116,0
a 14,4 kDa. A visualizacdo das bandas proteicas foi realizada através de coloragdo por
Coomassie Brilliant Blue R-250 0,025%, dissolvido em uma solu¢ao de metanol, acido acético
e agua (1,0: 3,5: 8,0 v/v/v), durante a noite. Por fim, o gel foi descorado com solug¢ao de metanol,

acido acético e agua (1,0: 3,5: 8,0 v/v/v).

3.5 Atividade antifungica

3.5.1 Concentragdo Inibitoria Minima (CIM)

O fungo foi inicialmente cultivado em placas contendo o meio Agar Batata Dextrose
(ABD) e incubado a 30 °C por 5 dias. A suspensdo fungica foi preparada em solucdo salina
0,9% estéril, e padronizada em 10° conidios/mL em cadmara de Neubauer. Foram distribuidos
uniformemente 50 pL de indculo em cada um dos 24 pogos das placas. As proteinas foram
diluidas em meio ABD. Os pocos A1 — C2, A3 — C4 e A5 — C6 apresentaram as concentragdes
proteicas que variaram de 1,0 - 0,01562 mg/mL. Os pocos D2, D4 e D6 foram usados para
controle de crescimento, apresentando apenas meio de cultivo e inoculo. As placas foram
incubadas por 72 h a 30 °C. A concentragdo minima de proteina capaz de inibir o crescimento
micelial foi determinada qualitativamente, definida como concentracdo inibitdéria minima
(CIM). As placas para determinacdo da CIM foram organizadas de forma que a concentragdo

proteica nos pogos fosse decrescente.

3.5.2 Integridade da membrana

A integridade da membrana celular foi avaliada conforme descrito por Silva Neto (2015)
por meio da utilizagdo do reagente iodeto de propideo (IP), adaptando a metodologia para
fungos. Inicialmente, uma suspensdo fiingica padronizada em 10° conidios/mL foi submetida a
tratamento com proteina em concentragdes equivalentes ao valor da CIM, por um periodo de
24 h. Ao fim do periodo de incubagdo, as amostras foram centrifugadas a 3.000 x g por 5
minutos, a 4 °C. O sobrenadante foi descartado e o pellet foi ressuspenso em solugdo salina
0,85% estéril. As amostras foram centrifugadas novamente, nas mesmas condi¢des descritas
anteriormente. O procedimento foi repetido 2 vezes para a lavagem das células. Por fim, 10 pL

de IP (0,001 M) foram adicionados ao pellet. As amostras foram protegidas da luz e incubadas
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por 30 min, 27 °C, com agita¢do constante. Em seguida, foram preparadas laminas para analise
em microscopio de fluorescéncia Olympus System Microscope BX 60 (comprimento de onda
de excitagao, 400 — 500 nm; comprimento de onda de emissdao, 600 — 700 nm). As imagens

foram obtidas com camera digital acoplada ao microscopio, com ampliagao de 400x.

3.5.3 Producgao de espécies reativas de oxigénio (EROs)

A avaliacao da producdo de EROs foi realizada utilizando o fluoroforo diacetato de 2',7'-
diclorofluoresceina (DCFH-DA). Inicialmente, uma suspensio fungica padronizada em 10°
conidios/mL foi submetida a tratamento com proteina em concentragdes equivalentes ao valor
da CIM, por um periodo de 24 h. Ao fim do periodo de incubagdo, as amostras foram
centrifugadas a 3.000 x g por 5 minutos, a 4 °C. O sobrenadante foi descartado e o pellet foi
ressuspendido em solugdo salina 0,85% estéril. As amostras foram centrifugadas novamente,
nas mesmas condi¢des descritas anteriormente. O procedimento foi repetido 2 vezes para a
lavagem das células. Por fim, 10 uL. de DCFH-DA, na concentracdo de 0,5 mg/mL, foram
adicionados ao pellet. As amostras foram protegidas da luz e incubadas por 30 min a 27 °C,
com agitacdo. Em seguida, foram preparadas laminas para andlise em microscopio de
fluorescéncia Olympus System Microscope BX 60 (comprimento de onda de excitagdo, 485
nm; comprimento de onda de emissdo, 530 nm). As imagens foram obtidas com camera digital

acoplada ao microscopio, com ampliagao de 400x.

3.6 Vazamento de proteinas e agticares intracelulares

O vazamento de proteinas e agUcares intracelulares foi realizado com base na
metodologia descrita por Elsherbiny, Dawood e Safwat (2021). O fungo foi cultivado em meio
ABD por 5 dias a 30 °C. O micélio foi coletado com o auxilio de um bisturi estéril, transferido
para um tubo de ensaio e submetido a tratamento com solucdo proteica preparada na
concentragdo equivalente a CIM. O controle foi preparado substituindo a solu¢@o proteica por
dgua deionizada estéril (ddH>0O). Foram preparados tubos de ensaios separados para a retirada
de amostras ao longo de 4 dias. Todos os tubos foram incubados a 30 °C. Em cada dia, o
respectivo tratamento foi filtrado através de uma membrana com poros de tamanho 0,22 pm
para separacdo de micélio e sobrenadante, e os sobrenadantes foram usados para quantificar o
vazamento de proteina solivel e aglcar. A proteina soluvel foi determinada pelo método de

Bradford com Albumina de Soro Bovino (BSA) como padrdo, enquanto a concentragdo de
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acucares soluveis foi determinada com base em uma curva padrao de glicose pelo método fenol-
sulfurico (Dubois, 1956). Os valores para proteinas e agucares soliveis foram expressos como

mg por mL do sobrenadante. O ensaio foi realizado em triplicatas.

3.7 Efeito no conteudo total de lipideos

A extragdo de lipideos foi conduzida conforme metodologia descrita por Thongdet e
colaboradores (2024), adaptada para fungos. Inicialmente, o fungo foi cultivado em ABD por 5
dias a 30 °C sendo, posteriormente, transferido para tubo de ensaio e submetido a tratamento
proteico em meio Caldo Batata Dextrose (CBD) na concentracao equivalente a CIM, por 4 dias
a 30 °C. Micélio ndo tratado foi utilizado como controle. Todos os tubos de ensaios utilizados
foram pesados antes e apos os procedimentos. O micélio foi transferido para um novo tubo de
ensaio contendo 1,5 mL de solu¢do cloroférmio-metanol 2:1 (v/v). Os tubos foram agitados em
vortex por 2 min. Posteriormente, as amostras foram incubadas em temperatura ambiente por
24 h. As amostras foram centrifugadas a 3.000 x g por 10 min, a 25 °C. Por fim, os
sobrenadantes foram transferidos para tubos previamente pesados e identificados, ¢ levados
para estufa de secagem a 70 °C até atingirem peso constante. O conteudo total de lipideos em
cada amostra foi medido em mg por 100 mg de micélio seco, e calculado utilizando a seguinte

equacao:

(P2 — P1) x 100
P

Conteudo Total de Lipideos =

Onde P se refere ao peso do micélio seco; P1 € o peso inicial do microtubo; e P2 ¢ o peso

constante do microtubo apds secagem.

3.8 Efeito no contetiido de ergosterol da membrana plasmatica

O contetdo de ergosterol na membrana plasmatica do fungo foi detectado com base no
método de Zhou e colaboradores (2018). O fungo foi cultivado em meio ABD por 5 dias a 30
°C. Cem microgramas de micélio foram coletados com o auxilio de um bisturi estéril e
transferidos para um microtubo, sendo submetidos a tratamento com solugdo proteica em meio
CBD preparada na concentragdo equivalente a CIM, por 4 dias, a 30 °C. O controle foi

preparado apenas com meio CBD e micélio. Ao fim do periodo de incubagado, o conteudo nos
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tubos foi filtrado em tecido de nylon e o sobrenadante foi descartado. Foram adicionados 3,0
mL de solucdo alcodlica de hidroxido de potassio 25% ao micélio de cada tratamento e
incubados em banho maria a 85 °C por 60 min. Ao fim da incubagao, foram adicionados 1,0
mL de ddH,O estéril e 3,0 mL de éter de petroleo a cada amostra para a extragao do ergosterol.
As amostras foram misturadas por 2 min em vortice e repousadas 1 h em temperatura ambiente
para a separacdo das fases. A fase de éter de petroleo foi medida em espectrofotdometro na faixa
de absorbancia 200 - 300 nm. O conteudo de ergosterol foi calculado usando a seguinte
equacgao: % Ergosterol = [(A280 / 290) - (A230 / 518)] / peso do micélio. Os valores 290 e
518 sdo os valores E (porcentagens por centimetro) determinadas para ergosterol cristalino e

desidroergosterol, respectivamente. O experimento foi realizado em triplicata.

3.9 Analises estatisticas

Todos os ensaios foram realizados em triplicata e os valores foram expressos como

média + desvio padrao.
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4 RESULTADOS

4.1 Purificacio das proteinas Mo-CBP3 e Mo-CBP;4 e eletroforese SDS-PAGE

O extrato total obtido a partir da farinha delipidada apresentou um teor de proteinas de
201,83 + 2,34 mgP/gF (proteina/farinha). Apds a separagdo da por¢ao soluvel e insoluvel, foi
obtido um teor de albumina de cerca de 102,54 = 1,73 mgP/gF, correspondendo a 50,80% das
proteinas presentes no extrato total. O cromatograma resultante da aplicacdo da fragao
albuminica em matriz de quitina, equilibrada com tampao Tris-HCI 0,05 M + NaCl 0,15 M, pH
8,0, estd representado na Figura 2. O primeiro pico cromatografico corresponde ao pico nao
retido, contendo proteinas que ndo se ligaram a matriz e que foram eluidas pelo proprio tampao.
O segundo pico cromatografico (Pac) foi obtido a partir da aplicacdo da solu¢do de 4cido acético
50 mM na coluna, o que resultou na elui¢do das proteinas que estavam ligadas a matriz através
da mudanga de pH no meio, da conformagao proteica e, consequentemente, da desestabiliza¢ao
da ligagdo entre a proteina e a matriz. O rendimento da fracdo de Pac foi de 60,44 + 3,16
mgP/gF, representando cerca de 29,94% das proteinas presentes no extrato total.

Figura 2 - Cromatografia de afinidade em matriz de quitina
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Fonte: a autora. Albumina (1 g) extraida das sementes de moringa foi aplicada em coluna
cromatografica contendo matriz de quitina previamente equilibrada com tampao Tris-
HC1 0,05 M + NaCl 0,15 M, pH 8,0. O primeiro pico representa o material nao retido na
matriz. O segundo pico (Pac) corresponde a fra¢io proteica eluida com a solucio de acido
acético S0 mM. A cromatografia foi realizada em fluxo de 60 mL/hora.



38

A fragdo referente ao pico Pac foi dialisada, liofilizada e solubilizada em tampao acetato
de so6dio 50 mM (pH 5,2), sendo posteriormente aplicada em uma coluna de troca i6nica CM
Sepharose™ Fast Flow. O cromatograma obtido ao fim do ensaio estd demonstrado na Figura
3. O primeiro pico cromatografico representa as proteinas que nao interagiram com a matriz,
sendo eluidas pelo proprio tampao. O segundo pico cromatografico, obtido ao acrescentar NaCl
0,4 M ao tampao de elui¢do, corresponde a Mo-CBP», proteina descoberta e caracterizada por
Neto e colaboradores (2017). O terceiro e o quarto picos cromatograficos foram obtidos ao se
acrescentar NaCl 0,5 e 0,6 M ao tampao e correspondem, respectivamente, as proteinas Mo-
CBP3 ¢ Mo-CBP;4. A partir da fragdo Pac, foi possivel obter 6,31 + 2,28 mgP/gF de Mo-CBP3 e
8,0 + 2,43 mgP/gF de Mo-CBP4, equivalentes a cerca de 3,12% e 3,96% do extrato total.

Figura 3 - Cromatografia de Troca Idnica em matriz CM Sepharose™ Fast Flow
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Fonte: a autora. Pac (600 mg) foi aplicado em coluna cromatografica contendo matriz de
troca ionica CM Sepharose™ Fast Flow previamente equilibrada com tampao acetato de
sodio 50 mM, pH 5,2. O primeiro pico representa o material nlo retido na matriz, eluido
pelo proprio tampéao. O segundo pico (Mo-CBP:) foi obtido ao se acrescentar NaCl 0,4 M
ao tampao. O terceiro e o quarto picos correspondem, respectivamente, as proteinas Mo-
CBP3 e Mo-CBP4, eluidas ao se acrescentar NaCl 0,5 e 0,6 M ao tampao. A cromatografia
foi realizada em fluxo de 45 mL/hora.
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Figura 4 — Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

Fonte: a autora. Amostras das fracdes obtidas da cromatografia de troca ionica aplicadas
em gel de poliacrilamida 15%, em condicdes desnaturantes, referentes as proteinas Mo-
CBP3 e Mo-CBPs4.

4.2 Concentrac¢ao Inibitoria Minima (CIM)

Os fungos F. jinanense e C. tropicale foram incubados com as proteinas Mo-CBP3 e Mo-
CBP4 por 72 h a 30 °C, para que sua capacidade inibitdria fosse avaliada. A proteina Mo-CBP3
foi capaz de inibir o isolado de F. jinanense nas concentracdes iguais ou acimas de 0,25 mg/mL,
mas nao apresentou atividade inibitoria contra o isolado de C. tropicale em nenhuma das
concentragdes testadas. A proteina Mo-CBP4 foi capaz de inibir o isolado de C. tropicale na
concentragdo iguais ou acima de 0,25 mg/mL, mas ndo apresentou atividade inibitoria contra o
isolado de F. jinanense em nenhumas das concentracdes testadas. Desta forma, com a
capacidade inibitéria de cada proteina definida, os proximos experimentos foram realizados
apenas com os pares: Mo-CBPs x F. jinanense e Mo-CBP4x C. tropicale, onde os tratamentos

proteicos foram preparados com concentragdes aos valores de CIM obtidos.
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4.3 Integridade da membrana

A integridade da membrana celular dos fungos apds o tratamento proteico foi avaliada
por fluorescéncia utilizando iodeto de propideo. O iodeto de propideo ¢é capaz de se ligar aos
acidos nucleicos que compdem o material genético da célula. Os resultados obtidos para ambos
os tratamentos estdo demonstrados nas Figuras 5 e 6. Fluorescéncia nao foi detectada no
controle negativo de ambos os fungos, que foram mantidos nas suas condi¢des ideais de cultivo
durante 24 h. A falta de fluorescéncia indica que o iodeto de propideo nao foi capaz de entrar
nas células fingicas, o que indica que nao houve danos na sua membrana plasmatica. Quanto
aos tratamentos proteicos, também realizados ao longo de 24 h, em ambos ¢é possivel visualizar
intensa emissao de fluorescéncia na cor vermelha apdés mudar do campo claro para o campo
escuro. Isso indica que Mo-CBP3 e Mo-CBP4 foram capazes de causar danos na integridade da
membrana dos fungos F. jinanense e C. tropicale, respectivamente. Esses resultados confirmam
a hipdtese de que essas proteinas sdo capazes de atuarem como agentes fungistaticos através de

interagdes entre as proteinas e os componentes da membrana plasmatica desses fitopatdgenos.
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Figura 5 — Avaliacio da integridade da membrana celular de F. jinanense ap0s tratamento
proteico com Mo-CBP3

A

Fonte: a autora. As imagens A e B representam o controle negativo das células de F
jinanense, sem qualquer tipo de tratamento. As imagens em C e D representam as células
apos tratamento proteico com Mo-CBP3 na concentracio de 0,25 mg/mL. Campo claro: A
e C. Campo escuro: B e D.
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Figura 6 — Avaliacio da integridade da membrana celular de C. tropicale apds tratamento
proteico com Mo-CBP4

Fonte: a autora. As imagens A e B representam o controle negativo das células de C.
tropicale, sem qualquer tipo de tratamento. As imagens em C e D representam as células
apos tratamento proteico com Mo-CBP4 na concentracio de 0,25 mg/mL. Campo claro: A
e C. Campo escuro: B e D.

4.4 Producao de espécies reativas de oxigénio (EROs)

A producao de EROs nas células tratadas foi realizada utilizando DCFH-DA. O DCFH-
DA nio apresenta fluorescéncia e consegue entrar facilmente na célula, sendo posteriormente
hidrolisado por uma esterase intracelular. Apos a hidrdlise, o DCFH ¢ oxidado por EROs para
produzir 2',7'-diclorofluoresceina, que emite fluorescéncia esverdeada. Os resultados obtidos
apds os tratamentos proteicos estdo demonstrados nas Figuras 7 e 8. Nas células usadas para
controle negativo de F. jinanense, ndo foi observada emissao de fluorescéncia, indicando que
ndo houve a reagdo de formagao do composto fluorescente no interior das células. No controle
negativo de C. tropicale, foi possivel observar emissao de fluorescéncia, mas com intensidade

inferior ao tratamento. Esses resultados indicam que EROs nao foram produzidas com o fungo
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mantido nas suas condi¢des ideais de cultivo para o fungo F. jinanense. Ja para C. tropicale, ¢
possivel que o fungo tenha sofrido estresse durante o cultivo ou durante as etapas de preparo
para analise. O tratamento com Mo-CBPj3 realizado nas células de F. jinanense resultou em
poucas cé¢lulas fluorescentes, que confirmaram a influéncia da proteina. O tratamento com Mo-
CBPs4 realizado nas células de C. tropicale resultou em imagem com intensa emissdo de
fluorescéncia, indicando que EROs foram produzidas em grandes quantidades. Esses resultados
indicam que as proteinas utilizadas no presente trabalho sdo capazes de induzir a formagao de

EROs no interior das células desses fitopatdgenos.

Figura 7 — Producio de espécies reativas de oxigénio em F. jinanense apo6s tratamento
proteico com Mo-CBP3

A

Fonte: a autora. As imagens em A e B representam o controle negativo das células de F.
jinanense, sem qualquer tipo de tratamento. As imagens C e D representam as células apos
tratamento proteico com Mo-CBP3 na concentracio de 0,25 mg/mL. Campo claro: A e C.
Campo escuro: B e D.
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Figura 8 — Producao de espécies reativas de oxigénio em C. tropicale apés tratamento
proteico com Mo-CBP4

A

Fonte: a autora. As imagens em A e B representam o controle negativo das células de C.
tropicale, sem qualquer tipo de tratamento. As imagens C e D representam as células apos
tratamento proteico com Mo-CBP4 na concentracgio de 0,25 mg/mL. Campo claro: A e C.
Campo escuro: B e D.

4.5 Vazamento de proteinas e acucares intracelulares

O acompanhamento do vazamento de proteinas e agucares intracelulares das amostras
sob tratamento proteico foi acompanhado ao longo de 4 dias. Os resultados obtidos referentes
aos teores de proteinas estdo representados nas Figuras 9 e 10. O teor de agucares foi
indetectdvel em todos os tratamentos realizados (Mo-CBP3; e Mo-CBP4) e controle, ao longo
dos 4 dias. Quanto ao teor de proteinas, nenhuma das amostras do primeiro dia apresentou
quantidades detectaveis de proteinas no seu sobrenadante. O controle negativo de F. jinanense
apresentou nos dias 2, 3 e 4, respectivamente, 0,113 £ 0,006, 0,137 £ 0,003 ¢ 0,273 + 0,005 mg
de proteina/mL. Os valores apds tratamento proteico obtidos para o mesmo fungo nos dias 2, 3

e 4 foram, respectivamente, 0,327 + 0,021, 0,343 £+ 0,006 ¢ 0,624 + 0,003 mg de proteina/mL.
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Para as amostras de controle negativo de C. tropicale, os teores de proteinas obtidos para os
dias 2, 3 e 4 foram de, respectivamente, 0,136 + 0,001, 0,228 = 0,016 ¢ 0,334 + 0,005 mg/mL.
Por fim, em relagdo aos tratamentos proteicos de C. tropicale, os valores obtidos foram de 0,411
+ 0,007, 0,685 = 0,005 ¢ 0,762 + 0,008 mg/mL. Esses valores demonstram que houve um
aumento na quantidade de proteinas soliveis nas amostras tratadas e que, ao longo dos dias, a
diferenga entre elas e os controles se tornou mais perceptivel. Esses valores corroboram com a
hipotese de que as proteinas sdo capazes de causar danos as celulas fingicas, uma vez que €

possivel observar vazamento de contetdo intracelular.

Figura 9 — Teor de proteinas soluveis do sobrenadante das amostras de F jinanense
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Fonte: a autora. O grafico apresenta o teor de proteinas soliveis detectadas no
sobrenadante do controle negativo e das amostras de F. jinanense tratadas com Mo-CBP3
na concentracio de 0,25 mg/mL, ao longo de 4 dias.
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Figura 10 — Teor de proteinas soliveis do sobrenadante das amostras de C. tropicale
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Fonte: a autora. O grafico apresenta o teor de proteinas soliveis detectadas no
sobrenadante do controle negativo e das amostras de C. tropicale tratadas com Mo-CBP4
na concentracio de 0,25 mg/mL, ao longo de 4 dias.

4.6 Efeito no contetdo total de lipideos

O conteudo total de lipideos presente nas amostras tratadas e ndo tratadas com as
proteinas foi determinado para definir se elas foram ou ndo capazes de degradar lipideos
presentes na membrana plasmatica dos fungos. Os valores obtidos estdo representados nas
Figuras 11 e 12. O conteudo de lipideos na amostra de controle negativo do isolado de F.
Jjinanense foi de 1,216 + 0,351 mg/100 mg. Quanto ao tratatamento realizado com a proteina
Mo-CBP3, o valor obtido foi de 0,95 £+ 0,045 mg/100 mg. O contetudo de lipideos na amostra
de controle negativo do isolado de C. fropicale foi de 1,3 £ 0,172 mg/100 mg. O tratamento
realizado com a proteina Mo-CBP4 resultou em um valor de 0,173 + 0,035. O resultado de
ambos os tratamentos demonstrou uma queda na quantidade total de lipideos das amostras em
relagdo ao controle, o que indica que as proteinas foram capazes de interagir com os lipideos

da membrana plasmatica dos fungos e degradé-los.



47

Figura 11 - Conteudo total de lipideos do isolado de F. jinanense com e sem tratamento
proteico
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Fonte: a autora. A primeira coluna representa o controle negativo, onde o micélio de F.
jinanense niao recebeu tratamento e foi mantido em meio CBD. A segunda coluna
representa o tratamento do micélio fiingico com a proteina Mo-CBP3 na concentracio
equivalente a CIM (0,25 mg/mL).

Figura 12 - Contetdo total de lipideos do isolado de C. tropicale com e sem tratamento
proteico
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Fonte: a autora. A primeira coluna representa o controle negativo, onde o micélio de C.
tropicale nao recebeu tratamento e foi mantido em meio CBD. A segunda coluna
representa o tratamento do micélio flingico com a proteina Mo-CBP4 na concentracio
equivalente a CIM (0,25 mg/mL).
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4.7 Efeito no conteudo de ergosterol da membrana plasmatica

O conteudo de ergosterol presente nas amostras tratadas e nao tratadas com as proteinas
Mo-CBP3 e Mo-CBP4 foi determinado para definir se elas foram ou ndo capazes de degradar o
ergosterol presente na membrana plasmatica dos fungos. A porcentagem de conteudo de
ergosterol obtida para o controle negativo de F. jinanense foi de 0,3426 = 0,0120, maior do que
a quantidade obtida para o tratamento do micélio fingico com a proteina Mo-CBP3, que foi de
0,3001 = 0,0009. Em relagao ao fungo C. tropicale, o valor obtido para o controle negativo foi
de 0,3543 £ 0,0061 e o valor referente ao tratamento do micélio fingico com a proteina Mo-

CBP4 foi de 0,3099 + 0,0115. Os resultados estdo representados nas Figuras 13 e 14.

Figura 13 — Conteudo de ergosterol na membrana plasmatica de F. jinanense
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Fonte: a autora. A primeira coluna representa o controle negativo, onde o micélio de F.
jinanense nao recebeu tratamento e foi mantido em meio CBD. A segunda coluna
representa o tratamento do micélio de F jinanense com a proteina Mo-CBP3 na
concentracao de 0,25 mg/mL.
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Figura 14 - Conteudo de ergosterol na membrana de C. tropicale
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Fonte: a autora. A primeira coluna representa o controle negativo, onde o micélio de C.
tropicale nao recebeu tratamento e foi mantido em meio CBD. A segunda coluna
representa o tratamento do micélio de C. tropicale com a proteina Mo-CBPs na
concentracao de 0,25 mg/mL.
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5 DISCUSSAO

A purificacao das proteinas Mo-CBP3 e Mo-CBP; foi realizada seguindo protocolo ja
estabelecido por Pereira e colaboradores (2011) substituindo a etapa de precipitagdo com sulfato
de amodnia por cromatografia de troca idnica, modificacdo ja relatada em outros trabalhos
(Freire et al., 2015; Freire et al., 2019; Lopes et al., 2020). A partir da farinha delipidada de
moringa, foi possivel obter 6,31 + 2,28 mgP/gF de Mo-CBP3 ¢ 8,0 = 2,43 mgP/gF de Mo-CBPa4,
equivalentes a cerca de 3,12% e 3,96% do extrato total. Posteriormente, foi realizada uma etapa
de eletroforese em condigdes desnaturantes para a verificagao do grau de pureza das proteinas.
Como demostrado na Figura 4, foram detectadas bandas indesejadas e as proteinas nao
demonstraram o padrdo esperado, além de sofrer um longo arraste ao final do gel. Esse
resultado indica a presenca de contaminantes na amostra, sugerindo a necessidade de uma etapa
cromatografica adicional para a retirada dos contaminantes ou uma nova etapa de purificagdo.

A capacidade inibitoria das proteinas foi avaliada contra dois isolados de fungos
fitopatogénicos: Fusarium jinanense e Colletotrichum tropicale. A proteina Mo-CBP; foi capaz
de inibir o isolado de F. jinanense nas concentracdes iguais ou acima de 0,25 mg/mL, mas ndo
apresentou atividade inibitoria contra o isolado de C. tropicale em nenhuma das concentragdes
testadas. Ja a proteina Mo-CBP4 foi capaz de inibir o isolado de C. tropicale na concentragdo
iguais ou acima de 0,25 mg/mL, mas ndo apresentou atividade inibitoria contra o isolado de F.
Jjinanense em nenhumas das concentragdes testadas. Gifoni e colaboradores (2012) relataram
que Mo-CBP; na concentracdo de 0,05 mgP/mL apresenta forte atividade inibitoria contra os
fungos fitopatogénicos F. solani, F. oxysporum, C. musae ¢ C. gloeosporioides, todos de
relevancia econdmica. Os autores afirmam também que a proteina se comporta tanto como
agente fungicida quanto agente fungistatico, dependendo da concentragdo utilizada. Batista e
colaboradores (2014) selecionaram um isolado de F. solani para estudar os mecanismos de acao
e o efeito da temperatura e do pH na atividade antifungica da Mo-CBPs. Os autores relataram
que, mesmo apo6s aquecimento a 100 °C por 60 min, a proteina mantém sua capacidade
antifungica. Garcia e colaboradores (2019) também demonstraram que os isolados de F.
oxysporum, F. pallidoroseum e F. solani foram inibidos quanto tratados com Mo-CBP3 e Mo-
CBP4 na concentracao de 0,1 mg/mL. Lopes e colaboradores (2020) também relataram
atividade antifungica da Mo-CBP4 contra Trichophyton mentagrophytes, espécie causadora de
dermatofitose, na concentracao de 45 pM. A falta de atividade inibitéria de cada proteina contra
um dos isolados fingicos pode estar associada a diversos fatores. Karim e colaboradores (2024)

investigaram a sensibilidade de 39 isolados de C. fructicola e 41 isolados de C. siamense a
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alguns fungicidas comumente utilizados, como carbendazim, iprodiona, fluopiram e
propiconazol., e demonstraram que organismos da mesma espécie isolados de locais diferentes
podem apresentar diferentes niveis de resisténcia ao mesmo fungicida, afirmando que isso pode
ser consequéncia de mutagdes induzidas por fatores associados ao ambiente em que o fungo se
desenvolve. Além disso, e apesar das proteinas utilizadas no presente estudo pertencerem a
mesma familia e apresentarem certo nivel de similaridade, a falta de atividade antifingica
contra um dos isolados pode estar associada a algum aspecto estrutural inerente a proteina, o
que nao pode ser confirmado pelos resultados apresentados e requer uma investigacao mais
aprofundada.

A integridade da membrana celular e a producdo de EROs apos tratamento proteico
foram avaliadas. A integridade da membrana foi avaliada por fluorescéncia utilizando iodeto de
propideo. O iodeto de propidio (IP) ¢ um corante fluorogénico de ligacdo ao DNA, e ¢
impermeavel as membranas celulares quando estdo intactas. A permeabilizacdo das membranas
¢ necessaria para que IP consiga adentrar na célula e interagir com o DNA microbiano (Gan et
al., 2025). A presenca de EROs foi avaliada utilizando o fluor6foro DCFH-DA. O DCFH-DA
ndo possui fluorescéncia e pode penetrar livremente na membrana celular. Uma vez na célula,
o DCFH-DA ¢ hidrolisado pela esterase intracelular para produzir diclorodihidrofluoresceina
(DCFH). O DCFH ¢, entdo, oxidado por EROs para produzir 2',7'-diclorofluoresceina (DCF)
fluorescente. A intensidade da fluorescéncia do DCF ¢ usada para quantificar o nivel de EROs
Yuet al., 2021).

Nos resultados do presente estudo, fluorescéncia nao foi ou foi fracamente detectada
nos controle negativos de ambos os fungos tanto para o ensaio de integridade da membrana
quanto para o ensaios de EROs, o que indica que nao houve danos na membrana plasmatica e
inducdo de producdo de EROs nas condig¢des ideais de cultivo. Os resultados de integridade de
membrana apos tratamento proteico demonstrou que nas amostras tratadas de ambos os fungos
¢ possivel visualizar células fluorescentes avermelhadas apds mudar do campo claro para o
campo escuro, o que indica que ambas as proteinas foram capazes de causas danos na membrana
celular nos seus respectivos tratamentos. Os resultados do ensaio de EROs apo6s tratamento
proteico demonstrou que houve producdo de EROs em ambos os tratamentos proteicos, mesmo
com apenas poucas c¢lulas fluorescentes sendo detectadas nas amostras de F. jinanense. 1sso
indica que houve a producao de EROs, mas em baixa quantidade, o que pode ou nao estar
relacionado ao tratamento proteico. Lopes de colaboradores (2020) relataram que a proteina
Mo-CBP4 na concentragdo de 45 uM contra 7. mentagrophytes promoveu um grande acumulo

de EROs detectado pela formagao de granulos escuros dentro e ao redor dos microconidios,
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além de induzir a formacao de poros na membrana. Batista e colaboradores (2014) avaliaram a
interagdo eletrostatica da Mo-CBP3; com a membrana do fungo F. solani e a indugdo da produgao
de EROs. Observaram também se, apoOs essa ligacdo inicial aos componentes da membrana
fingica, houve efeitos secundarios induzidos internamente na célula. Com tratamento proteicos
na concentragdo de 0,1 mg/mL, os autores relataram que Mo-CBP3 induziu a producio de
EROs, revelada pela presenca de um pellet marrom-avermelhado dentro dos esporos de F.
solani, em contraste com os controles negativos (agua e BSA). Os autores também afirmaram
que na membrana de F. solani as interagoes eletrostaticas da Mo-CBP3, uma proteina catidnica,
provavelmente ocorrem com o fosfolipidio fosfatidilinositol, que € carregado negativamente.
Nao ha registro do uso de Mo-CBP4contra espécies de Colletotrichum, mas outras substancias
de origem vegetal ja sdo investigadas para uso contra o fungo. Pereira e colaboradores (2021)
utilizaram extrato vegetal de pimenta (Capsicum annuum L.) para inibir o crescimento de C.
scovillei, relatando que alguns dos extratos provenientes de folhas e raizes na concentracao de
200 pg/mL foram capazes de inibir 100% do crescimento do fungo, e que na concentracdo de
100 pg/mL induziram a superproducdo de EROs, o que poderia estar associado a
permeabilizacdo da membrana e a eventual morte celular.

A permeabilizagdo da membrana celular ocasiona o vazamento do conteudo intracelular
para o exterior da célula. A quantificacdo dos compostos vazados pode ser usada para a
corroborar os resultados referentes aos danos causados a membrana celular, € até mesmo o
aumento da quantidade de células mortas. Com base nisso, o presente trabalho incluiu
metodologias para quantificacdo do vazamento de proteinas e de agucares das células fingicas
apos os tratamentos proteicos. Levando em consideracdo que os tratamentos foram feitos com
proteinas e a sua deteccdo poderia afetar os resultados obtidos utilizando o protocolo
experimental de Bradford, as proteinas foram utilizadas como branco. O teor de actcares foi
indetectdvel em todos os tratamentos realizados ao longo dos 4 dias. Quanto ao teor de
proteinas, nenhuma das amostras do primeiro dia apresentou quantidades detectaveis de
proteinas no seu sobrenadante. Quanto aos dias 2, 3 e 4, os valores obtidos das amostras de F.
Jjinanense e C.tropicale tratadas foram 2x maiores do que os valores obtidos nas amostras de
controle negativo. Esses valores corroboram com os resultados apresentados anteriormente, e
confirmam que as Mo-CBPs foram capazes de causar danos a membrana fungica.

Tanto lipideos quanto proteinas (e suas moléculas de carboidratos associadas) sao
constituintes importantes da membrana celular. O contetido de lipideos das células ¢ essencial
para o funcionamento celular, especialmente por serem flexiveis e influenciarem na fluidez da

membrana plasmatica (Das, 2021). Sabe-se que, para bactérias, alteragdes nos lipidios da



53

membrana celular afetam a suscetibilidade aos antibidticos por meio da carga de superficie,
permeabilidade, fluidez e estabilidade da membrana bacteriana (Nikolic e Mudgil, 2023). Para
os fungos, a homeostase da membrana celular ndo estd apenas intimamente relacionada as
proteinas da membrana, mas também depende dos lipidios da membrana, que apresentam
importante papel na modulagdo da patogenicidade dos fungos (Peng e Chen, 2024). Por conta
disso, os lipideos presentes nas membranas celulares de fungos tem se tornado moléculas-alvo
de antifingicos. O conteudo total de lipideo presentes nas amostras tratadas e nao tratadas foi
avaliado no presente trabalho. O contetido de lipideos na amostra de controle negativo do
isolado de F. jinanense foi de 1,216 £ 0,351 mg/100 mg, enquanto o valor obtido apos
tratatamento proteico com Mo-CBP3 foi de 0,95 £+ 0,045 mg/100 mg. Referente ao isolado de
C. tropicale, o conteudo total de lipideos quantificados no controle negativo foi de 1,3 + 0,172
mg/100 mg, enquanto as amostras tratadas com Mo-CBP4 apresentaram um valor de 0,173 +
0,035. Esses resultados mostram uma redug@o no conteudo total de lipideos em relagdo aos
controles negativos no tempo de incubacdo determinado, apés ambos os tratamentos. Esses
resultados indicam que as proteinas sdo capazes de interagir com lipideos presentes no meio.
Essa interacdo pode ocorrer por conta da carga positiva total das proteinas, proporcionando
interacdo eletrostatica inicial com componentes carregados negativamente da parede celular e
da membrana fingica. Essa interagdo pode estar diretamente ligada a degradagao lipidica pelas
proteinas, ou pode ser indiretamente responsavel ao desencadear respostas celulares
secundarias. Além disso, a redu¢do nos valores obtidos pode estar associada a peroxidagdo
lipidica. As EROs conseguem interagir com diferentes componentes celulares, como DNA,
proteinas e lipideos. Os acidos graxos poli-insaturados sao muito vulnerdveis ao ataque de
radicais livres de oxigénio, o que leva a peroxidacdo lipidica que, por sua vez, degrada
diretamente os fosfolipidios de membrana e ¢ usada como um sinal de morte celular (Wang et
al., 2023). No entanto, para a confirmagdo se esses fatores estdo relacionados, sugere-se que
pesquisas futuras incluam uma etapa experimental para quantificagdo da peroxidacao lipidica
usando como base o malondialdeido, um produto gerado pela peroxidagdo lipidica e que
geralmente ¢ utilizado como biomarcador de estresse oxidativo.

O ergosterol ¢ um componente integral da membrana celular que desempenha um papel
fundamental na manutenc¢ao da integridade e fluidez da estrutura da membrana, e tem sido um
alvo importante dos fungicidas quimicos comuns, uma vez que reduzir o conteudo de ergosterol
resulta em uma funcionalidade anormal da membrana (OuYang et al, 2021). O presente
trabalho também analisou o conteudo de ergosterol nas amostras tratadas e ndo tratadas. A

porcentagem de contetido de ergosterol obtida para o micélio de F. jinanense tratado com Mo-
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CBP; foi 14,16% menor em relagdo a quantidade obtida para controle negativo. Em relagdo ao
fungo C. tropicale, o valor obtido para o tratamento do micélio fungico com a proteina Mo-
CBP4 foi 14,32% menor que o valor obtido para o controle negativo. Os resultados, no geral,
indicaram uma redugdo do contetido de ergosterol nas amostras tratadas, o que pode resultar
em danos irreversiveis para a membrana celular fingica. O trabalho desenvolvido por Uwineza
e colaboradores (2024) ¢ um dos diversos trabalhos que objetivam o uso de produtos vegetais
utilizados para alvejar o contetido de ergosterol na membrana fingica. Nele, os autores testaram
o efeito do extrato das flores de urtiga-branca (Lamium album) contra um isolado de Fusarium
culmorum, o contetido de ergosterol como um indicador de biomassa fungica, demonstrando
nas mudas ndo infectadas, o controle sem tratamento com o extrato apresentou o maior nivel de
ergosterol nas folhas e raizes, contrario as mudas tratadas com 5 e 10% do extrato, que
apresentaram valores significativamente menores, indicando que fungos endofiticos estavam
presentes no tecido vegetal. Em ambos os casos (raizes e folhas), o extrato inibiu o
desenvolvimento fingico dentro da planta. Um outro trabalho encontrado na literatura,
desenvolvido por Yuan e colaboradores (2024), utiliza o 6leo essencial de alecrim contra
Colletotrichum gloeosporioides, o patdogeno causador da antracnose em nozes. Os autores
relataram que apds o tratamento com o Oleo essencial, o teor de ergosterol em C.
gloeosporioides diminuiu, € demonstraram que quanto maior a concentracao do 6leo, menor o
teor de ergosterol. Em comparagdo com o grupo controle, o teor de ergosterol reduziu em

18,75%, 40,63% e 65,63% apds os tratamentos com o dleo essencial nas concentragdes de
%CIM, CIM e 2CIM, respectivamente. Os resultados obtidos pelos autores sugeriram que o 6leo

essencial foi capaz de reduzir o teor de ergosterol na membrana plasmatica de C.
gloeosporioides e 1sso pode estar ligado diretamente com mudangas causadas na integridade da
membrana plasmatica.

Os resultados obtidos no presente estudo evidenciaram que as proteinas Mo-CBP3 e Mo-
CBP4 exibiram, respectivamente, significativa atividade antifingica contra os isolados fungicos
Fusarium jinanense e Colletotrichum tropicale, reconhecidos como importantes fitopatdgenos
que infectam cultivares de meldo e pitaya, ocasionando substanciais perdas na produgao
agricola e impactos econdmicos relevantes. A analise dos mecanismos de acdo demonstrou que
essas proteinas apresentam multiplos efeitos sobre a fisiologia fingica. Observou-se que ambas
as proteinas sdo capazes de: (1) induzir alteragdes estruturais na integridade da membrana
plasmatica, comprometendo sua fungdo de barreira seletiva; (2) causar estresse oxidativo,

resultando na producdo excessiva de EROs; (3) promover redugdo nos teores de lipidios
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estruturais e ergosterol, componente essencial da membrana fungica; e (4) desencadear
processos de morte celular programada. Esses resultados sugerem que o mecanismo de acao
dessas proteinas ¢ multifatorial, no qual a interacdo das proteinas com componentes da
membrana celular desestabiliza a homeostase fungica, resultando em danos estruturais

irreversiveis e, consequentemente, na inibi¢ao do crescimento microbiano.
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6 CONCLUSAO

As proteinas Mo-CBP3 (CIM = 0,25 mg/mL) e Mo-CBP4(CIM = 0,25 mg/mL)
demonstraram atividade antifungica especifica contra Fusarium jinanense ¢ Colletotrichum
tropicale, respectivamente. Seus mecanismos de acao incluiram danos a membrana plasmatica,
reducdo do contetido de lipideos e ergosterol, e produgdo de EROs. Os resultados destacam o
potencial dessas proteinas como alternativas sustentaveis aos fungicidas quimicos para o
controle de doencas em culturas economicamente importantes. Estudos adicionais sao
necessarios avaliar sua eficacia em condigdes de campo. Em suma, este trabalho contribui para
o avanc¢o do conhecimento sobre proteinas vegetais com atividade antifingica, abrindo caminho
para futuras pesquisas e aplicagdes praticas dessas proteinas no manejo de doengas agricolas

causadas por fungos.
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Abstract

Candida spp. are opportunisiic fungi capable of forming biofilms. a key factor contributing to their resistance (o conventional
antifungals. This highlights the need for novel compounds with distinct mechanisms of action to combat fungal infections.
This study aimed to evaluate the antifungal activity of Me-CBP.. a chitin-binding lectin from Morirga oleifera seeds, against
Candida albicans and Candida rropicalis, with a specific focus on its effects on planktonic cells and biofilms, and to inves-
tigate its mechanism of action. Mo CBP, was purified via affinity and ion-exchange chromatography. Antifungal activity
was assessed using microdilution, CFU counts, and MTT assays for planktonic cells, and crystal violet staining for biomass
guantification in both early-stage and mature biofilms. Mechanistic studies included aggregation assays, sorbitol protection
tests, and ergosterol quantification. Against plankionic cells, Mo-CBP, exhibited polent antifungal activity, with MICz,
values ranging from 20435 pM, reducing metabolic activity and CFUs by up to 90%. Additionally. it promoted aggregation
of fungal cells, indicating interaction with cell wall components, and showed a fungistatic profile. Regarding biofilms, Mo-
CBP, significantly inhibited biomass formation in both initial adhesion and mature stages (CIBsy =20 pM), with greater
efficacy than mystatin. Mechanistic assays revealed that its antibiofilm effect is independent of ergosterol biosynthesis or cell
wall synthesis pathways. as no alterations were observed in the presence of sorbitol or in sterol content. Mo-CBP, presents
strong antifungal and antibiofilm activities against Candida spp., acting through a novel. non-conventional mechanism.

Keywords Candidiasis - Plant lectins - Fungistatic - Alternative mechanism - Cellular interaction - Fungal resistance -
Emerging therapeutics

Introduction

Infections caused by fungi, mainly yeasts of the genus Can-
dida, can place an enormous burden on healthcare systems
worldwide [1-2]. Candida spp. are commensal yeasts in the
natural human microbiota. but in some cases. they can cause
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infections {superficial or systemic) [5-8]. Risk factors for
developing these infections include the presence of diabetes
[9. 10], immunosuppression (due to disease or medical treat-
ment) [11-13]. skin lesions. among others [14-16].

Several species of the Candida genus are responsible for
human infections, including C. albicans. C. mopicalis. C. par-
apsifosis, C. krusel, C. glabrata and, more recently, C. quris
[17-22]. The distribution and frequency of these species can
vary considerably according to peographical, epidemiologi-
cal and population factors, with no single species being pre-
dominant worldwide. Despite these variations, all of these
species are clinically relevanl being associated with severe
manifestations, resistance (o antifungal drugs and having a sig-
nificant impact on immunocompromised patients. Addition-
ally, each species exhibits unigue characteristics pertaining to
pathogenicity mechanisms, mesistance profiles, susceptibility
to treatments and tropism for distinct Gssues [23-27]. Yeasts
of the genus Candida, as well as other yeast-like fungi, have
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