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RESUMO

O crescente nimero de infecgdes bacterianas e fungicas, principalmente causadas por
espécies resistentes aos agentes antimicrobianos disponiveis, constitui uma ameaca a saude
publica mundialmente. A capacidade dos microrganismos em formar biofilme, estilo de vida
associado com diferentes mecanismos de resisténcia antimicrobiana, € motivo de preocupacgéo
principalmente em ambientes hospitalares. As lectinas sdo proteinas que se ligam a
carboidratos e exibem diversas atividades bioldgicas, incluindo agdo antimicrobiana. Uma
lectina denominada ApuL foi isolada das bracteas da inflorescéncia de Alpinia purpurata,
uma planta ornamental da familia Zingiberaceae. O presente trabalho teve como objetivo
avaliar a acdo antimicrobiana de ApuL contra microrganismos patogénicos ndo-resistentes e
resistentes a farmacos atualmente utilizados. ApuL apresentou atividade bacteriostatica contra
isolados ndo-resistente (ATCC 6583) e resistente a oxacilina (UFPEDA-672) de
Staphylococcus aureus com valores de concentracdo minima inibitoria (CMI) de 50 e 400
pg/mL, respectivamente. Agdo bactericida foi detectada somente para o isolado ndo-resistente
(concentracdo minima bactericida: 200 ug/mL). A combinacdo Apul-oxacilina apresentou
efeitos sinérgicos sobre dois isolados de S. aureus resistentes a oxacilina (UFPEDA-670 e
671), que ndo foram sensiveis a lectina isoladamente. Analise de curvas de crescimento,
extravasamento de proteinas e alteracdes ultraestruturais (por microscopia de varredura)
demonstraram que ApuL atua através de mecanismos distintos sobre os isolados de S. aureus.
ApuL ndo apresentou a¢do antibacteriana contra isolados de Pseudomonas aeruginosa, porém
efeito sinérgico foi observado para a combinacdo Apul-ceftazidima contra um isolado
multirresistente dessa espécie. Para Candida albicans e Candida parapsilosis, ApuL
apresentou acdo fungistatica (CMI: 200 e 400 pg/mL, respectivamente) e fungicida
(concentracdo minima fungicida: 400 ug/mL para ambas as espécies). A acdo sinérgica da
combinacdo Apul-fluconazol foi detectada contra C. parapsilosis, que foi insensivel a esse
farmaco isoladamente. A analise ultraestrutural das células de Candida tratadas com ApuL
revelou malformagdes com alongamentos e protuberancias. A formagdo de biofilme pelo
isolado ndo-resistente de S. aureus e por C. albicans foi reduzida em aproximadamente 50% e
25%, respectivamente, por ApuL em concentragdes sub-inibitorias. Por outro lado, efeito
antibiofilme fraco foi observado contra C. parapsilosis e ndo foi detectado para o isolado S.
aureus UFPEDA-672. Em conclusdo, ApuL apresentou efeitos diferenciais sobre isolados
bacterianos ndo-resistentes e resistentes a antibioticos, foi ativa contra espécies de Candida e

apresentou acao sinérgica em combinagdo com antibidticos.



Palavras-chave: Resisténcia microbiana. Biofilme. Sinergismo. Lectina. Antibidtico.



ABSTRACT

The increasing number of bacterial and fungal infections, mainly caused by species
resistant to the available antimicrobial agents, constitutes a threat to world public health. The
ability of microorganisms to form biofilm, a lifestyle associated with different mechanisms of
antimicrobial resistance, is concerning mainly in hospital environments. Lectins are proteins
that bind to carbohydrates and exhibit various biological activities, including antimicrobial
action. A lectin named ApuL was isolated from the bracts of the inflorescence of Alpinia
purpurata, an ornamental plant of Zingiberaceae family. The objective of the present study
was to evaluate the antimicrobial action of ApuL against pathogenic microorganisms that are
non-resistant and resistant to drugs currently used. ApuL demonstrated bacteriostatic activity
against non-resistant (ATCC 6583) and oxacillin-resistant (UFPEDA-672) isolates of
Staphylococcus aureus with minimum inhibitory concentration (MIC) of 50 and 400 pg/mL,
respectively. Bactericidal action was detected only for the non-resistant isolate (minimum
bactericidal concentration: 200 pg/mL). ApulL-oxacillin combination showed synergistic
effects on two isolates of oxacillin-resistant S. aureus (UFPEDA-670 and 671), which were
not susceptible to lectin alone. Analysis of growth curves, protein leakage, and ultrastructural
changes (by scanning microscopy) showed that ApuL acts through distinct mechanisms on S.
aureus isolates. ApuL showed no antibacterial action against Pseudomonas aeruginosa
isolates, but synergistic effect was observed for the Apul-ceftazidime combination against a
multiresistant isolate of this species. For Candida albicans and Candida parapsilosis, ApuL
presented fungistatic (MIC: 200 and 400 pg/mL, respectively) and fungicide (minimum
fungicidal concentration: 400 pug/mL for both species) actions. The synergistic action of the
combination ApuL-fluconazole was detected against C. parapsilosis, which was insensitive to
this drug alone. Ultrastructural analysis of Candida cells treated with ApuL revealed
malformations with elongations and bulges. Biofilm formation by the non-resistant isolate of
S. aureus and C. albicans was reduced in approximately 50% and 25%, respectively, by ApuL
at subinhibitory concentrations. On the other hand, weak antibiofilm effect was observed
against C. parapsilosis and was not detected for S. aureus UFPEDA-672. In conclusion,
ApuL presented differential effects on non-resistant and antibiotic-resistant bacterial isolates,
was active against Candida species and presented synergistic action in combination with

antibiotics.

Key-words: Microbial resistance. Biofilm. Synergism. Lectin. Antibiotic.
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1 INTRODUCAO

A capacidade de um microorganismo em causar uma doenga e a gravidade dessa estédo
diretamente relacionadas a multiplos mecanismos denominados fatotes de viruléncia, que
atuam individualmente ou em conjunto nos diferentes estagios da infeccdo (WU et al., 2008).
Os fatores de viruléncia incluem a producéo de toxinas, sistemas de secrecdo especializados,
além da promocdo de mecanismos de adesdo as células e tecidos do hospedeiro através da
producdo de adesinas e da formacdo de biofilme, entre outros (RASKO & SPERANDIO,
2010). Como exemplo desses fatores de viruléncia temos a producdo da piocianina e da
alcalino protease pela cepa PAOL1 de Pseudomonas aeruginosa que induzem estresse ao
reticulo endoplasmético de células epiteliais brénquicas primarias em doengas pulmonares
cronicas (VAN’T WOUT et al., 2015), bem como a produgédo de adesina ligadora ao acido
sialico que desempenha papel fundamental no processo de adesdo e colonizacdo da bactéria
Helicobacter pylori nas células do epitélio gastrico em pacientes com gastrite (KAO et al.,
2016).

Biofilmes sdo comunidades de microrganismos aderidos em superficies naturais ou
sintéticas, formando uma estrutura tridimensional constituida por uma substancia polimérica
extracelular. Essa substancia contém proteinas, lipideos e polissacarideos e confere aos
microrganismos uma maior protecdo e resisténcia contra agentes antimicrobianos, sistema
imunolégico de hospedeiros e estresses ambientais, além de possuirem canais que facilitam o
acesso e transporte de substratos e moléculas sinalizadoras (USHA et al., 2010; PERCIVAL
et al., 2012). Os biofilmes tém sido encontrados em diversos casos de infec¢des crénicas em
pacientes com fibrose cistica, otite média, carie dentaria e prostatite, além de infecgdes
agudas; ainda, estdo relacionados com contaminac¢des nos mais variados dispositivos médicos
(HOOPER et al., 2011).

O fendmeno de resisténcia microbiana a antibioticos pode ser definido como o
aumento no valor da concentracdo minima inibitoria (CMI) de um antibiotico devido a uma
alteracdo permanente no microrganismo, que pode ser decorrente de mutagéo ou transferéncia
horizontal de genes (OLSEN, 2015). Os mecanismos de resisténcia incluem a producgdo de
enzimas que modificam ou destroem o agente antimicrobiano, mecanismos de exportagdo ou
de prevencdo da entrada do antimicrobiano na célula, ou ainda alterag¢fes estruturais nos alvos
dos antimicrobianos (HOLMES et al., 2016). Os mecanismos de resisténcia dos biofilmes

incluem a capacidade da matriz polimérica extracelular em atuar como uma barreira que
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impede a penetracdo dos antibioticos na célula microbiana e também a capacidade dessa
matriz em produzir enzimas hidroliticas que degradam os antimicrobianos como as f-
lactamases, atuam na regulacdo do metabolismo microbiano dimuindo a atividade metabolica
das celulas presentes no biofilme o que aumenta a tolerancia a alguns antibioticos que atuam
no processo de crescimento microbiano, entre outros (OLSEN, 2015). Os microrganismos
presentes em um biofilme possuem cerca de 100 a 1.000 vezes mais resisténcia a
antimicrobianos em comparagdo com as células plancténicas, o que torna as infeccOes
associadas a biofilmes muito mais dificeis de erradicar (HOIBY et al., 2011).

A alta tolerancia dos biofilmes aos antibidticos e a ineficiéncia em diagnosticar
corretamente infecgOes causadas por biofilmes estdo correlacionadas com a gravidade das
condicdes clinicas do paciente. Por conta disso estratégias como o uso de combinacdes de
antibidticos e a busca por novos compostos com atividade antibiofilme tem aumentado
consideravelmente nos ultimos anos (HERRMANN et al., 2010; ROY et al., 2017). Estudos
tém demonstrado a agdo antimicrobiana e antibiofilme de diferentes produtos naturais
(NEGREIROS et al.,, 2016; LOU et al., 2017). Dentre esses, encontram-se as lectinas,
proteinas de origem ndo-imunoldgica, encontradas ubiquamente na natureza e que possuem
um dominio ndo-catalitico com capacidade de se ligar reversivelmente a carboidratos ou
glicoconjugados (LAM et al., 2010; DIAS et al., 2015). Essa propriedade de ligacédo
especifica a carboidratos confere as lectinas a capacidade de atuar nos mais diversos sistemas
e processos bioldgicos, inclusive o crescimento de células microbianas e a formacdo de
biofilmes (CHANDRASEKARAN et al., 2016; DE CARNEIRO et al., 2017a; MOURA et
al., 2017).

Alpinia purpurata (Vieill) K. Schum é uma planta nativa das ilhas do Pacifico e
utilizada mundialmente principalmente para ornamentacdo (SANTOS et al., 2012). Porém,
estudos demonstram que a A. purpurata possui diversas atividades biologicas, tais como
antioxidante, antimicrobiana e inseticida (VILLAFLORES et al., 2010; SANTOS et al., 2012;
RAJ et al., 2016). Sua inflorescéncia contém uma lectina, ApulL, que possui propriedades
imunomodulatérias (BRITO et al., 2017).

Dentro do contexto apresentado acima, este trabalho investigou a agdo antimicrobiana
e antibiofilme de ApuL frente a isolados bacterianos e fungicos susceptiveis e resistentes a
antibioticos. Foram analisados também mecanismos envolvidos na atividade antimicrobiana
de ApuL e efeitos de combinacBes da lectina em associagdo a antibidticos comerciais no

crescimento e sobrevivéncia dos microrganismos.
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

Avaliar a atividade antimicrobiana e antibiofilme da lectina da inflorescéncia de

Alpinia purpurata (ApuL) frente a bactérias e fungos.

1.1.2 Objetivos Especificos

a) Purificar a lectina da inflorescéncia de Alpinia purpurata (ApuL) de acordo com protocolo
pré-estabelecido.

b) Investigar a atividade antimicrobiana da lectina contra bactérias e fungos, susceptiveis e
resistentes a antibioticos.

c) Analisar alteracbes da permeabilidade da membrana celular através da avaliacdo do
extravasamento proteico ap6s incubacdo dos microrganismos com a lectina.

d) Avaliar alteracdes estruturais nas células bacterianas e fangicas tratadas com a lectina.

e) Investigar a atividade antibiofilme da lectina frente a biofilmes bacterianos e fungicos.

f) Avaliar os efeitos de combinacGes de ApulL com antibi6ticos/antifungicos comerciais no

crescimento e sobrevivéncia dos microrganismos.
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2 FUNDAMENTAGCAO TEORICA

2.1 FATORES DE VIRULENCIA

Um patogeno pode ser definido como um organismo que causa ou pode causar danos a
um hospedeiro (PIROFSKI & CASADEVALL, 2012). O estabelecimento ou ndo do processo
infeccioso esté diretamente relacionado a viruléncia e patogenicidade do microrganismo, bem
como a condicdo do hospedeiro diante de fatores de risco, tais como idade, estresse, dieta e
estado imunoldgico, que sdo determinantes para a sua susceptibilidade a infeccbes (BECEIRO
etal., 2013).

A patogenicidade de um agente infeccioso corresponde a capacidade de produzir
sintomas em maior ou menor propor¢do dentre os hospedeiros infectados. No caso de agentes
de alta patogenicidade, a maior parte dos infectados apresenta sinais e sintomas. Ja a
viruléncia corresponde a capacidade de um patégeno de produzir efeitos graves ou fatais. Os
denominados ‘fatores de viruléncia’ s3o responsaveis por aumentar tanto a patogenicidade
guanto a viruléncia de um patogeno, estando envolvidos com a capacidade desse de
sobreviver no organismo hospedeiro, estabelecer uma infeccdo e posteriormente causar uma
doenca (CHEN et al., 2012). Esses fatores estdo envolvidos tanto na interacdo direta com as
células do tecido do hospedeiro como no processo de ocultacdo da célula microbiana dos
mecanismos de defesa do hospedeiro (WU et al., 2008).

Os fatores de viruléncia podem ser moléculas, estruturas ou mecanismos, como por
exemplo: proteinas de adesdo (adesinas, fibronectinas); proteinas hidroliticas (toxinas,
enzimas); componentes da membrana celular (capsulas polissacaridicas); alternancia entre as
formas de hifa e filamentosa nos patdgenos flngicos; alteracGes nos componentes da parede
celular em patégenos bacterianos; formacdo de sideroforos, formacdo de biofilme, entre
outros (WU et al., 2008; ZECCONI & SCALLI, 2013). Em consulta realizada em 28 de janeiro
de 2018, o banco de dados virtual Virulence Factors of Pathogenic Bacteria (VFDB) ja havia
compilado 1796 fatores de viruléncia (532 comprovados experimentalmente) de 74 géneros
diferentes de bactérias com o envolvimento de mais de 30.178 genes
(http://lwww.mgc.ac.cn/VVFs). A seguir, na Tabela 1 estdo listados alguns tipos e exemplos de

fatores de viruléncia.
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Tabela 1 - Alguns tipos e exemplos de fatores de viruléncia.

Tipos Exemplo (patogeno)

Fatores de adeséo EbpS (Staphylococcus aureus)
Pili tipo IV (Pseudomonas aeruginosa)

YapE (Yersinia pestis)

Fatores de invaséo Opa (Neisseria meningitidis)
LasA (Pseudomonas aeruginosa)
CiaB (Campylobacter jejuni)

Inibidores de resposta imune SCIN (Staphylococcus aureus)
Antigeno Vi (Salmonella enterica)

Proteina P2 (Haemophilus influenzae)

Toxinas Gliotoxina (Género Aspergillus)
HBL (Bacillus cereus)

CdtB (Salmonella enterica)

Sideroforos Acinetobactina (Acinetobacter baumannii)
Pioverdina (Pseudomonas aeruginosa)

Hemolisina (Candida tropicalis)

Producdo de biofilme PNAG (Acinetobacter baumannii)
BopD (Enterococcus faecalis)

B-glucano (Candida albicans)

Fontes: Virulence Factor Database (www.mgc.ac.cn/VFs/main.htm); Finkel & Mitchell
(2011); Chotirmall et al. (2014); Deorukhkar, et al. (2014).

2.2 MECANISMOS DE RESISTENCIA MICROBIANA

O numero e a frequéncia de infeccOes bacterianas e flangicas ocasionadas por
microrganismos resistentes a multiplos farmacos tém aumentado globalmente, ampliando o
espectro de infecgdes graves denominadas “intrataveis” (WALKER & FOWLER, 2011). Um
microrganismo pode adquirir ou desenvolver resisténcia através de diversos mecanismos que
podem ser: através da diminuicdo da concentracdo intracelular do antibidtico devido a uma

fraca penetracdo no microrganismo ou do efluxo do agente antimicrobiano; inativagédo
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enzimética do antibidtico através de hidrdlise; ou através da modificacdo do alvo do
antibidtico por mutacéo genética ou modificagdes pos-traducdo (BLAIR et al., 2015).

Um exemplo da diminui¢cdo do acesso do antimicrobiano ao seu alvo é através da
reducdo da permeabilidade da membrana. Essa reducdo pode ser intrinseca, Como nos casos
da bactérias gram-negativas, que possuem uma membrana externa e cuja membrana celular
possui menos lipideos aniénicos do que a das gram-positivas, sendo entdo menos susceptiveis
a uma gama de antibioticos tais como o lipopeptideo daptomicina (RANDALL et al., 2013).
A reducdo da permeabilidade também pode ser adquirida como, por exemplo, algumas
enterobacteriaceas que adquirem genes que conferem expressdao diminuida de porinas, 0 que
aumenta significativamente sua resisténcia a carbapenemos e cefalosporinas (WOZNIAK &
WALDOR, 2010; LAVIGNE et al., 2013).

A modificacdo do alvo do antibiotico pode ser exemplificada através da capacidade de
algumas cepas de Streptococcus pneumoniae e Staphylococcus aureus de resistir a acdo da
linezolida através da mutacdo em cdpias idénticas de genes que codificam sua subunidade
ribossomal 23S, modificando-a e assim impedindo a ligacdo da linezolida (GAO et al., 2010;
BILLAL et al., 2011). Outro exemplo é o caso de cepas do género Candida em que mutacdes
pontuais modificam o gene fksl, que codifica a 1,3-B-D glucano sintase, principal alvo dos
antifingicos equinocandinas (PERLIN, 2007).

Em relacdo a inativacdo através da hidrdlise dos antibioticos, ja foram identificados
milhares de enzimas que podem degradar e/ou modificar as mais diferentes classes de
antibidticos, desde os mais antigos como os PB-lactdmicos até 0os mais recentes como 0S
carbapenemos (BLAIR et al., 2015). Diversos estudos ja relatam a existéncia de cepas de
enterobacteriaceas como Klebsiella pneumoniae e Pseudomonas aeruginosa que produzem [3-
lactamases de espectro extendido e carbapenemases, o que lhe confere resisténcia a todos os
B-lactdmicos além de alguns carbapenemos como o imipenem, resultando em sérias
implicagbes para tratamentos de infecgdes graves, sobretudo em ambientes hospitalares
(VOULGARI et al., 2013).

2.3 BIOFILMES MICROBIANOS E INFECCOES ASSOCIADAS

Biofilme é um conjunto homogéneo ou heterogéneo de microrganismos envoltos por
uma matriz autoproduzida formada por uma substancia polimérica extracelular (EPS, do

inglés extracellular polymeric substance), o que lhe confere a capacidade de aderir a
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superficies, tanto bidticas como abidticas (CORTES et al., 2011; HURLOW et al., 2015). A
matriz constitui cerca de 90% do peso seco da maioria dos biofilmes e é diretamente
responsavel pela arquitetura tridimensional e coesdao (FLEMMING & WINGENDER, 2010).
A EPS é constituida principalmente por polissacarideos, mas também contém varias outras
moléculas como proteinas, lipideos e acidos nucléicos (CORTES et al., 2011).

A formacgdo de um biofilme (Figura 1) é guiada por processos quimicos, fisicos e
bioldgicos (GUPTA et al., 2015). O primeiro estagio corresponde a ligacdo entre as células
planctonicas e adesdo a superficie através de atracOes fisicas como forcas de Van der Waals,
interacOes estéticas e eletroestaticas, sendo moduladas por fatores como a natureza quimica da
superficie, temperatura e pressdo (GARRET et al., 2008; GUPTA, et al., 2015). O segundo
estagio se da quando as forcas de atracdo entre as ligacdes celulares sdo maiores que as de
repulsdo, consequentemente tornando a interacdo entre as células microbianas irreversiveis
(GARRET et al., 2008). O terceiro estdgio é a fase de maturacdo, onde se inicia a
comunicacdo e a troca de informacgdes entre as células microbianas, a expressdo de genes
especificos para a producdo de sinais autoindutores, e a secre¢do da EPS para promover a
estabilidade e estrutura ao biofilme (RASAMIRAVAKA et al., 2015). No estagio seguinte, ha
um aumento significativo do tamanho das microcolonias pertencentes ao biofilme, onde sua
espessura chega até a 100 um (GUPTA et al., 2015). O ultimo estdgio é onde ocorre a
dispersdo do biofilme, ou seja, as células se separam, se destacam da superficie e retornam ao
seu estado planctonico, podendo agora colonizar e formar biofilmes em outras superficies
(HALL-STOODLEY et al., 2004; GUPTA et al., 2015).

Além da adesdo, o biofilme promove interacbes moleculares entre as células
formadoras, incluindo troca de informacfes genéticas e funciona como uma barreira de
protecdo contra o sistema imune do hospedeiro, bem como oferece resisténcia a agentes
antimicrobianos (FLEMMING & WINGENDER, 2010). Estima-se que a formacdo de
biofilme esteja ligada a cerca de 60 a 80% dos processos infecciosos, e estd muitas vezes
relacionada como a causa da ineficiéncia de agentes antimicrobianos (HALL-STOODLEY et
al., 2004).

As infeccbes associadas a biofilmes (IABs) representam cerca de 80% das infeccgdes
bacterianas em hospedeiros humanos (ROLIMG & BALSALOBRE, 2012; SUN et al., 2013).
Os biofilmes, na maioria das vezes, sdo responsaveis por infec¢bes cronicas, sendo
geralmente resistentes tanto ao sistema imune do hospedeiro quanto a terapia antimicrobiana

(HOIBY et al., 2015). Alguns casos onde a formacdo de biofilme desempenha papel em
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infecgBes agudas também tém sido relatados (HANNAN et al., 2012). Essas infeccGes podem
ser causadas por biofilmes mono ou multiespécies, sendo que interagdes entre espécies
aumentam a persisténcia e resisténcia (ROLIMG & BALSALOBRE, 2012).

Figura 1 - Estagios de formacao de um biofilme.
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Fonte: Adaptado de Gupta et al. (2015).

Biofilmes sdo comumente encontrados em infec¢fes tais como caries dentarias,
periodontite, osteomielite crénica, rinossinusite cronica, infeccbes de feridas crénicas,
infeccBes recorrentes do trato urinario, endocardite e prostatite cronica, e também estdo
presentes em infec¢cdes associadas a doencas inflamatdrias como doenca de Crohn e infeccdo
pulmonar associada a fibrose cistica (BURMOLLE et al., 2010; ZIJNGE et al., 2010). Essas
infeccdes tanto podem ter sua origem da prépria microbiota do hospedeiro (BURMOLLE et
al., 2010) como podem ser derivadas de biofilmes formados em dispositivos médicos como
cateteres venosos e urinarios, proteses auriculares, cateteres de dialise peritoneal, lentes de
contato, valvulas cardiacas mecanicas, entre outros (SUN et al., 2013). Os principais
patdgenos comumente associados a IABs incluem as bactérias gram-positivas do género
Staphylococcus, Streptococcus e Enterococcus, gram-negativas tais como P. aeruginosa,
Escherichia coli e K. pneumoniae, e fungos dos géneros Candida e Aspergillus (MARKS et
al., 2012; SUN et al., 2013).

Classificar e diferenciar uma infeccdo como associada a biofilme ou causada por

microrganismos plancténicos representa um significante desafio para a préatica clinica
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(HALL-STOODLEY et al., 2012). Os critérios de diferenciacdo vao desde a observacéo de
bactérias agregadas em uma infeccdo localizada, ineficacia da resposta imune do hospedeiro
até a presenca de resisténcia a antibidticos; porém, esses critérios muitas vezes necessitam do
suporte de técnicas moleculares e de visualizacdo avancadas para uma deteccdo confidvel
(ROLIMG & BALSALOBRE, 2012).

Os mecanismos de resisténcia antimicrobiana ligados a biofilmes tém sido elucidados
(MAH, 2012). Um desses mecanismos € a capacidade da matriz de impedir o contato dos
antimicrobianos com as células microbianas do biofilme como, por exemplo, a incapacidade
de aminoglicosideos em penetrar biofilmes formados por P. aeruginosa (MAH, 2012). Outro
exemplo é inibir a acdo de antimicrobianos, como enzimas que atuam na entrega do p-1-3
glucano para a formacdo da matrix, que esta diretamente associado ao gene glucano sintase
FKS1 que confere resisténcia a biofilmes de Candida contra antifungicos como os azdis
(TAFF et al. 2012), e o DNA extracelular presente na matriz de biofilmes de Candida que
confere resisténcia ao fluconazol (TAFF et al., 2013). Outra forma efetiva de resisténcia € a
expressao diferencial de genes de resisténcia a antibioticos biofilme-especificos (DE LA
FUENTE-NUNEZ et al., 2013), como exemplo os genes PA185-PA187, que codificam a
formacdo de bombas de efluxo que estdo diretamente ligadas a multirresisténcia de biofilmes
de E. coli (LI & NIKAIDO, 2009).

2.4 ESTRATEGIAS DE COMBATE AOS BIOFILMES PATOGENICOS

Por conta da alta resisténcia aos diversos antimicrobianos, os biofilmes geralmente séo
clinicamente tratados com uma combinacdo de diferentes drogas, geralmente bastante
agressivas, mas que sdo as Unicas alternativas encontradas na préatica clinica (DE LA
FUENTE-NUNEZ et al., 2013). Por conta disso, recentes estudos tém procurado novas
estratégias para prevencdo e erradicacdo de biofilmes (HOWLIM et al., 2015; GUGALA et
al., 2017). Novos agentes naturais, sintéticos ou semi-sintéticos tém sido utilizados como
alternativa para tratamento de 1ABs; o0 uso de misturas de diferentes compostos possui a
vantagem de congregar diferentes modos de acéo, se tornando assim menos favoravel ao
surgimento de resisténcia em comparagdo com o tratamento com antibidticos classicos (SUN
etal., 2013).

Agentes como 0s peptideos antimicrobianos (PAMSs) possuem a capacidade de se ligar

a moléculas negativamente carregadas que compdem a estrutura da membrana microbiana,
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induzindo ou uma falha em larga escala ou pequenos defeitos nessa membrana que dissipam o
potencial transmembranar causando a morte celular; atuando essencialmente em casos de
microrganismos com pouca ou nenhuma taxa de crescimento, como no caso dos
microorganismos presentes nos biofilmes (JORGE et al.,, 2012). Esses compostos sao
formados geralmente por 15 a 30 aminoacidos e fazem parte do sistema imune inato de
animais e vegetais, bem como podem ser produzidos por fungos e bactérias (JORGE et al.,
2012). Adicionalmente, estudos demonstram a capacidade de desenvolvimento de PAMSs
especificos para um ou mais microrganismos (HE et al., 2009). O estudo realizado por Li et
al. (2010) demonstrou a acdo antimicrobiana especifica de um PAM contra biofilmes orais
formados por Streptococcus mutans.

Os bacteriéfagos, virus com capacidade de parasitar bactérias, também tém sido
utilizados como agentes para tratamento de 1ABs por conta do seu potencial de burlar a
protecdo ofertada pelos biofilmes através de mecanismos como a producdo de enzimas
chamada polissacarideo depolimerases, que degradam a matriz do biofilme (HANLON et al.,
2001; DONLAN, 2009;). SETH et al. (2013) demonstraram a capacidade de um sistema
terapéutico com bacteriéfagos no tratamento de infeccBes cronicas de feridas causadas por
biofilmes de S. aureus.

Estudos demonstram a capacidade de combinacdo de métodos fisicos, como o
ultrassom de baixa frequéncia, com antibidticos comerciais para remocao e tratamento de
IABs (CARMEN et al., 2005; DONG et al., 2013). Outra estratégia contra as IABs ¢é a
utilizacdo de inibidores de quorum-sensing, sistema de sinalizacdo bacteriano inter e
intraespécies que tem como fungdo promover a comunicacdo entre as bactérias bem como
modular diversos genes, como 0s responsaveis por expressdo de fatores de viruléncia e
formacéo de biofilme (UROZ et al., 2009). Esses inibidores possuem a capacidade de atenuar
a acdo dos sinais autoindutores e com isso tém sido utilizados como tanto sozinhos como
associados com antibiéticos (SUN et al., 2013). Compostos naturais, como as furanonas
halogenadas e os cinamaldeidos e seus analogos sintéticos, tém demonstrado acdo anti
guorum-sensing contra diversos biofilmes bacterianos (BRACKMAN et al., 2011; HE et al.,
2012).

Compostos naturais derivados de plantas com atividade antibiofilme também tém sido
descritos (NADER et al.,2014; SELIM et al., 2014). Estudo realizado por Jadhav et al. (2013)
demonstrou que o Gleo essencial obtido da Achillea millefolium possui a capacidade de inibir

a formagdo de biofilme de Listeria monocytogenes em superficies de poliestireno.
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MURUGAN et al. (2013) demonstraram que diferentes extratos de Achyranthes aspera
possuem atividade antibiofilme e anti quorum-sensing contra isolados cariogénicos de S.

mutans.

2.5 LECTINAS COM ATIVIDADES ANTIMICROBIANA E ANTIBIOFILME

Lectinas sdo proteinas que podem ser encontadas em plantas, microrganismos e
animais, e apresentam a capacidade de se ligar reversivelmente e seletivamente a carboidratos
ou glicoconjugados através de diversas interagdes como pontes de hidrogénio, interacbes
hidrofobicas e forcas de van der Waals (LAM & NG, 2010; PAIVA et al., 2010). Por conta
dessa capacidade, as lectinas apresentam as mais diversas atividades bioldgicas tais como
imunomodulatéria (BRITO et al., 2017; CORIOLANO et al., 2014), antiviral (AKKOUH et
al., 2015; ZHANG et al., 2017), inseticida (PAIVA et al., 2013; MACEDO et al., 2015) e
anti-inflamatoria (ABREU et al., 2016), entre outras.

Além dessas atividades, as lectinas também tém se destacado como potenciais agentes
antimicrobianos (SAHA et al., 2014; MOURA et al., 2015, 2017; CARNEIRO et al., 2017a).
Chandrasekaran et al. (2016) relataram a existéncia de uma lectina extraida do cogumelo
medicinal Sparassis latifolia com atividade antibacteriana contra E. coli e cepas resistentes de
S. aureus e P. aeruginosa, além de atividade antifingica contra espécies do género Candida e
Fusarium. A lectina da esponja marinha Aplysina lactuca demonstrou capacidade de reduzir
significativamente a biomassa de biofilmes bacterianos de E. coli em todas as concentracdes
testadas e biofilmes de S. aureus com efeito dose dependente em concentragdes que variavam
de 15,6 a 250 pg/mL (CARNEIRO et al., 2017b). Um estudo realizado por Vasconcelos et al.
(2014) demonstrou que lectinas extraidas das plantas e algas Cratylia floribunda, Vatairea
macrocarpa, Bauhinia bauhinioides, Bryothamnion seaforthii e Hypnea musciformis inibem o
crescimento das ceélulas de Staphylococcus epidermidis, S. aureus, Klebsiella oxytoca,
Pseudomonas aeruginosa, C. albicans e C. tropicalis tanto em suas formas planctdnicas como
em biofilmes.

O efeito antibacteriano das lectinas envolve o reconhecimento e interacdo especifica
dessas proteinas com componentes das paredes celulares bacterianas como os acidos teicoicos
e teicurdnicos. Essa interacdo pode levar a inibicdo do crescimento bacteriano através de

alteracdo da permeabilidade celular, o que leva a uma m& absorcéo de nutrientes, e/ou ao
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desencadeamento de respostas intracelulares através da interacdo com os receptores de
membrana (KARNCHANATAT, 2012). Alguns autores também sugerem que as lectinas
possuem a capacidade de formar poros nas superficies celulares bacterianas, o que resulta em
extravasamento do conteddo celular e, consequentemente, morte da célula bacteriana
(MOURA et al., 2015). A interacdo com carboidratos da superficie microbiana também
ocasiona aglutinacdo e consequente imobilizacéo das células, o que facilita a acdo dessas e de
outras moléculas com atividade antibidtica em um ndmero muito maior de células (SAHA et
al., 2014; MOURA et al., 2015).

Segundo Melo et al. (2005) a lectina de Luetzelburgia auriculata foi capaz de inibir o
crescimento da levedura Saccharomyces cerevisae interagindo tanto na superficie da
membrana celular como penetrando na parte interna como observado na microscopia
eletronica de transmissao, onde seus resultados sugeriram que a lectina foi capaz de interferir
no transporte intracelular de protons para o ambiente externo. Chikalovets et al. (2015)
sugeriram que inibicdo do crescimento fungico pelas lectinas ocorre através de ligagcdo com as
hifas, resultando em uma fraca absorcdo de nutrientes bem como interfere na germinacdo dos
esporos. Alguns estudos também sugerem que a variacdo na susceptibilidade dos fungos as
lectinas esta diretamente ligada as diferencas na composicdo da parede celular flngica ou
possui relagdo com o tamanho da lectina e sua consequente capacidade em penetrar nas
células fangicas através da parede celular (ZVEREVA & VYSOTSKAYA, 2005).

Em relacdo a acdo antibiofilme, estudos sugerem que a capacidade das lectinas de se
ligarem a carboidratos bem como a outras moléculas, como proteinas, pode interromper a
polimerizacdo desses componentes, impedindo a formacao de biofilme (SAHA et al., 2014).
A lectina do suco de Punica granatum (PgTel) apresentou intensa atividade antifungica
contra as cepas de Candida krusei e Candida albicans, além de inibir a formacéo do biofilme
de Candida albicans, atuando através da inducdo do desequilibrio osmético e perturbacdo das
membranas celulares, além da formacdo de peroxidos lipidicos, o que levou a diversas
deformidades as estruturas celulares das leveduras, colapso energético e consequente morte
celular por lise (DA SILVA et al., 2018). Procépio et al. (2017) demonstraram que a lectinta
de Calliandra surinamensis (CasulL) apresentou atividade bacteriostatica moderada contra as
cepas resistentes e ndo resistentes a oxacilina de S. aureus e S. saprophyticcus e uma agéo
antifingica contra Candida krusei, contudo sendo capaz de inibir significativamente os
biofilmes formados pela cepa de S. aureus resistente a oxacilina e principalmente contra a S.

saprophyticcus, demonstrando contra esta Gltima uma inibicdo de 72% da formacdo de
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biofilme e um efeito dose dependente. Moura et al. (2017) demonstraram o potencial da
lectina soltvel em &gua de sementes de Moringa oleifera (WSMoL) em impedir a formacéo
de biofilmes de Serratia marcescens e Bacillus sp. em placas de poliestireno, impedindo a
agregacao das células entre si e a aderéncia destas na placa de poliestireno, além de causar
alteracdo na morfologia celular como alongamento das células e multiseptacdo, além disso
WSMoL também foi capaz de erradicar biofilmes pré-formados de Bacillus sp. nas placas de
poliestireno, por conta disso os autores propoem que WSMoL atinge o crescimento e limitam

0 namero de células capazes de formar o biofilme.

2.6 Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus € uma bactéria gram-positiva que habita comensalmente o
epitélio dos seres humanos (TONG et al., 2015). Porém, em algumas situacdes, pode se tornar
um patoégeno oportunista, sendo um dos principais microrganismos encontrados em infeccfes
nosocomiais dos mais diferentes tecidos do corpo humano (DE KRAKER et al., 2011). E um
dos grandes responsaveis por bacteremias em diversas regides do mundo, atingindo cerca de
10-30 individuos a cada 100 mil por ano (LAUPLAND et al., 2013), sendo esses
principalmente pessoas com idade avancada ou com imunodeficiéncias, como os infectados
pelo HIV (LAUPLAND et al., 2013). E o principal causador de endocardites infecciosas,
sendo encontrado em cerca de 16 a 34% dos casos relatados (THUNY et al., 2005; TONG et
al., 2015). Também pode ser encontrado em casos de sepse, infeccbes pulmonares como a
pneumonia, infec¢bes osteoarticulares como osteomielite e artrise séptica, infec¢bes de pele e
do tecido mole, sindrome do choque tdxico, infeccbes do trato urinario, dentre outros
(FOSTER et al., 2014; TONG et al., 2015).

Essa bactéria é capaz de produzir uma gama de fatores de viruléncia (Figura 2) e
desenvolver resisténcia maltipla a diversos antibidticos (STEFANI et al., 2012; FOSTER et
al., 2014). Algumas cepas sdo capazes de adquirir resisténcia a meticilina através de um gene
denominado mecA, que codifica uma forma modificada da proteina ligadora de penicilina que
possui baixa afinidade com os antibidticos B-lactdmicos, 0 que impede assim a atuacdo desses
farmacos (MONECKE et al., 2011). S. aureus meticilina-resistente (MRSA) surgiu
primeiramente em ambientes hospitalares, mas ja foi encontrada em ambientes comunitarios e
também associado ao gado (STEFANI et al., 2012). MRSA € um dos principais causadores de
infeccOes de pele e de infecgdes hospitalares graves, principalmente em casos de infecgdes
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sanguineas e pneumonia associada a ventilacdo (DE KRAKER et al., 2011). Estudos indicam
que infeccBes causadas por MRSA estdo associadas a piores prognosticos quando em
comparagdo com as cepas ndo resistentes (ATHANASSA et al., 2008; GOULD et al., 2012).
Essa espécie tambem esta relacionada a 1ABs, sendo comumente causadora de infeccGes
relacionadas a dispositivos cardiacos e cateteres intravasculares, bem como em menor
proporgdo a infecgOes ligadas a implantes de seios, sendo a capacidade de erradicagdo dessas
infeccbes sem haver a remocdo cirurgica do dispositivo ou material € quase impossivel
(SADOYMA et al., 2006; FELDMAN et al. 2010; SMIT et al., 2010; TONG et al., 2015).

Figura 2 - Fatores de viruléncia de Staphylococcus aureus.
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2.7 Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa € uma bactéria gram-negativa que comumente habita o solo
e locais proximos a superficies aquaticas, porém possui a capacidade de sobreviver em uma
gama de ambientes tanto naturais como artificais atraves da sua consideravel adaptabilidade e
sua resisténcia intrinseca a antibioticos (GELLATLY & HANCOCK, 2013). E um dos
principais patdgenos oportunistas em seres humanos, sendo responsavel por causar uma
variedade de doencas em individuos imunocomprometidos, especialmente infeccdes de tecido
mole em pacientes que sofreram queimaduras e infec¢bes tanto agudas quanto crénicas em
feridas (LI et al., 2005; TURNER et al., 2014). E um dos principais causadores de infecgdes
respiratdrias nosocomiais, especialmente em pacientes com danos ocasionados por intubacdo
ou inalacdo de fumaca, e infeccBes respiratdrias persistentes em pacientes com fibrose cistica,
e estd diretamente relacionada a alta incidéncia de insuficiéncia respiratoria, transplantes
pulmonares e mortalidade desses individuos (FOLKESSON et al.,, 2012; GELLATLY &
HANCOCK, 2013).

Um fator determinante para a elevada viruléncia e patogenicidade dessa espécie é seu
arsenal intrinseco de mecanismos de resisténcia, como alteracdo na permeabilidade celular,
inimeras bombas de efluxo multidrogas, producdo de enzimas como metaloproteinases, além
de uma complexa rede de sinalizacdo que detecta e reage as mais diversas moléculas, sejam
enddgenas do hospedeiro ou sintéticas, provocando mudancas significativas na sua expressao
génica, 0 que a torna adaptavel e resistente aos mais diversos ambientes e agentes
antimicrobianos (BREATHNACH et al., 2012; JIMENEZ et al., 2012). Por exemplo, estudos
com cepas que apresentavam mutacBes no gene ftsK, responsavel pela divisdo celular,
demonstravam que por conta dessa mutacdo elas adquiriam resisténcia intrinseca a
ciprofloxacina e antibioticos B-lactamicos (ALVAREZ-ORTEGA et al., 2010). Além disso, a
capacidade de P. aeruginosa em formar biofilme também esta diretamente relacionada a sua
alta viruléncia em diversos tipos de infeccdes que ela pode causar, incluindo formas mais
graves de infeccOes pulmonares ligadas a fibrose cistica, otite médica cronica e prostatite
médica cronica, e infec¢bes ligadas a dispositivos médicos principalmente cateteres urinarios
e intravasculares, préteses mamarias e implantes cocleares (TOLKER-NIELSEN, 2014). Na

Figura 3 estdo apresentados alguns fatores de viruléncia de P. aeruginosa.
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2.8 GENERO Candida E INFECCOES ASSOCIADAS

O género Candida compreende um grupo de fungos ascomicetos que possui o formato
leveduriforme e sdo amplamente distribuidos na natureza, vivendo saprofitamente na
microbiota humana normal; no entanto, podem ser tornar patdgenos oportunistas transitando
de uma forma comensal para uma forma patogénica dependendo das condigdes do hospedeiro
(PAPON et al., 2013). As espécies de Candida raramente causam infec¢bes em individuos
saudaveis, mas se aproveitam de alguns fatores que comprometem o sistema imune do
individuo (tais como doencas imunossupressoras como HIV, cirurgias, queimaduras,
tratamentos intensivos com antibiéticos, uso de imunossupressores, entre outros) para se
proliferar no organismo do hospedeiro e causar processos infecciosos denominados
“candidiases” (PAPON et al., 2013; SPAMPINATO & LEONARDI, 2013). Podem causar
infeccbes superficiais na pele e nas mucosas (principalmente orofaringea e vulvovaginal),
infeccOes sistémicas como candidemia (PFALLER & DIEKEMA, 2007).

Figura 3 - Fatores de viruléncia de Pseudomonas aeruginosa.
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Flagelos e pili sdo as principais estratégias de adesdo e, juntamente com o lipolissacarideo, sdo estruturas
altamante inflamatdrias. Uma vez que ocorre o contato com o epitélio do hospedeiro, o sistema secretor tipo 3
(T3SS) ¢é ativado, sendo capaz de injetar citotoxinas (ExoU, ExoT, ExoY, por exemplo), diretamente dentro da
célula do hospedeiro. As proteases secretadas podem degradar proteinas do sistema complemento e mucinas,
bem como romper as jungdes entre as células, facilitando a disseminacdo da bactéria. Fosfolipases atacam 0s
lipidos nos surfactantes e nas membranas das células do hospedeiro. Piocianina, um pigmento de cor verde, é

capaz de interferir com as vias de transporte de elétrons e com o ciclo redox na célula do hospedeiro. Pioverdina
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é capaz de capturar Fe®** aumentando as chances dessa bactéria em um ambiente de competicdo onde houver
escassez de ferro. Autoindutores (homoserina lactonas, HSL, e proteinas quorum sensing, PQS) sdo secretados

para iniciar a formacdo de biofilmes. Fonte: Gellatly e Hancock (2013)

Dentre as espécies desse género, C. albicans é a mais encontrada em infecgdes
oportunistas, porém outras espécies como Candida glabrata, Candida krusei, Candida
parapsilosis e Candida tropicalis também tém sido isoladas clinicamentes em hospitais ao
redor do mundo (PFALLER et al., 2010; NAGLIK et al., 2011). Esses cinco microrganismos
sdo responsaveis por mais de 90% dos casos de infeccdes invasivas causadas pelo género
Candida, onde as taxas de mortalidade podem chegar a 45%, devido a métodos de
identificacdo ineficientes e tratamentos antifingicos iniciais inapropriados (MACCALLUM,
2012; SPAMPINATO & LEONARDI, 2013). Além desses fatores, os mecanismos de
resisténcia a antifangicos também contribuem para os agravamentos dessas infeccBes. Esses
mecanismos incluem: reducdo do acimulo intracelular da droga, diminui¢do da afinidade do
alvo pela droga, mecanismos de contra-ataque contra o efeito da droga e a formacdo de
biofilme (SPAMPINATO & LEONARDI, 2013). Skiest et al. (2007) descreveram que cepas
de C. albicans resistentes a azois, como o fluoconazol, sdo frequentemente encontradas em
pacientes HIV positivos com candidiase orofaringea. Casos de resisténcia a equinocandinas
por cepas de C. glabrata e C. tropicalis tém sido relatados, além da emergéncia de isolados
clinicos de C. glabrata resistentes tanto a equinocandinas quanto a azois (GROSSET et al.,
2016; HEALEY et al., 2016).

2.9 Alpinia purpurata

Alpinia purpurata (Vieill) K. Schum é uma planta herbacea perene nativa das ilhas do
Pacifico e cultivada em larga escala no Brasil e na India, sendo reconhecida
internacionalmente como uma planta ornamental para vasos e paisagens (SABU, 2006;
SANTOS et al., 2012). Apesar de ser usada principalmente para ornamentacao, séo relatados
usos como planta medicinal para algumas enfermidades como o uso das flores pela
comunidade para tratamento de tosse na Venezuela (BERMUDEZ & VELAZQUEZ, 2002).
Além disso, estudos ja relatam algumas atividades biologicas desta planta, tais como a
atividade vasodilatadora in vitro (VICTORIO et al., 2009), inseticida (SANTOS et al., 2012)
e antioxidante (RAJ et al., 2016), além de atividades antibacteriana contra Mycobacterium
tuberculosis e anti-inflamatéria (VILLAFLORES et al., 2010). Oleo essencial foi extraido das
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folhas e seus componentes quimicos majoritarios identificados, sendo o maior deles o B-
pineno (VICTORIO et al., 2010). SANTOS et al. (2012) identificaram os constituintes do
Oleo essencial das inflorescéncias de A. purpurata e detectou que esses 6leos possuem
atividade larvicida e contra Aedes aegypti, bem como atividade antibacteriana contra cepas
susceptiveis e resistentes de diversas bactérias, com valores de concentra¢gdo minima inibitoria
(CMI) variando de 10 a 1000 pg/mL.

Figura 4 - Inflorescéncia de Alpinia purpurata (A) e Alpinia purpurata (B).
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Uma lectina foi isolada a partir de inflorescéncias de A. purpurata (ApuL). ApuL é
uma proteina acidica e oligomérica, com massa molecular nativa de 34 kDa, e atividade
hemaglutinante resistente ao aquecimento e estimulada na presenca de ions célcio e magnésio.
Essa lectina apresentou acdo imunomoduladora sobre células mononucleares de sangue
periférico humano, sendo capaz de induzir a liberacdo de 6xido nitrico, citocinas pertencentes
aos perfis Thl (IFN-gama, TNF-alfa e IL-6) e Th17 (IL-17A), e da citocina regulatoria I1L-10
(BRITO et al., 2017).
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Abstract

In the present work, we evaluated the antimicrobial action of Alpinia purpurata inflorescence
lectin (ApuL) against human pathogens. ApuL showed bacteriostatic activity against non-
resistant and an oxacillin-resistant isolate (UFPEDA-672) of Staphylococcus aureus with
minimal inhibitory concentrations (MICso) of 50 and 400 pg/mL, respectively, and
bactericidal effect on non-resistant isolate (minimal bactericidal concentration: 200 pg/mL).
ApulL-oxacillin combination showed synergistic effects on two other oxacillin-resistant
isolates (UFPEDA-670 and 671), which were not sensitive to lectin alone. Analysis of growth
curves, protein leakage, and ultrastructural changes supported that ApuL acts through distinct
mechanisms on S. aureus isolates. Synergism was also detected for ApulL-ceftazidime against
a Pseudomonas aeruginosa multidrug-resistant isolate. For Candida albicans and Candida
parapsilosis, ApuL showed fungistatic (MICso: 200 and 400 pg/mL, respectively) and
fungicidal (minimal fungicidal concentration: 400 pg/mL) effects. Synergistic action of
ApulL-fluconazole was detected for C. parapsilosis, which was insensitive to the drug alone.
Ultrastructural analysis of ApulL-treated Candida cells revealed malformations with
elongations and bulges. Biofilm formation by S. aureus non-resistant isolate and C. albicans
was remarkably inhibited by ApuL (sub-inhibitory concentrations). In conclusion, ApuL
showed differential effects on non-resistant and resistant bacterial isolates, was active against

Candida species, and showed synergistic action in combination with antibiotics.

Keywords: Staphylococcus aureus; Candida; oxacillin; multi-drug resistance; fluconazole.
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1. Introduction

Pathogenic microorganisms represent a growing concern in public health since the
overuse and misuse of antibiotics have led to the rapid emergence of resistant isolates [1].
This situation has stimulated the search for new molecules for controlling pathogens to be
used alone or as additive or synergistic agents in combined therapies together with the
currently available antibiotics [2].

Resistance to antimicrobials is an important survival mechanism that favors
microorganisms in the infection process. In bacteria, some of the molecular and biochemical
mechanisms of resistance involve inactivation or modification of drugs by enzymes,
development of efflux pumps, alterations in membrane permeability, and structural changes to
barriers and antibiotic targets [3, 4]. The tolerance that some pathogens develop against
antimicrobial drugs leads to acute, persistent, chronic, and relapsing human infections [5].

The degree of pathogenicity of a microorganism depends directly on its virulence
factors, which correspond to mechanisms that increase the ability to cause an infection [6].
These mechanisms include structures, strategies, or production of substances that aid the
microorganism in tissue invasion and in evading the immune system defenses. For example,
the formation of biofilms is a notorious strategy by which microorganisms improve their
resistance [7]. Biofilms are complex microbial communities with higher resistance to adverse
conditions and commercial drugs than planktonic forms. In addition, this lifestyle facilitates
host colonization [8, 9].

The pathogenic gram-negative bacterium Pseudomonas aeruginosa has an intrinsic
resistance to penicillin and cephalosporin, conferred mainly by the overproduction of (-
lactamases [4, 10]. This species commonly cause nosocomial infections, the most frequent
cause of respiratory infections, in immunocompromised patients [11]. Staphylococcus aureus
IS a gram-positive bacterium that causes several types of infections such as bacteremia;
endocarditis; and infections in bone, respiratory, and endovascular tissue [12]. Currently,
there are reports on the occurrence of isolates resistant to -lactams such as methicillin and
oxacillin (MRSA/ORSA isolates, respectively) [13], fluoroquinolone [14], and vancomycin
[15]. In addition, biofilms have direct importance in the pathogenicity of P. aeruginosa and S.
aureus [16].

The Candida genus is a heterogeneous group of yeasts that cause opportunistic

infections in immunocompromised hosts; among the infections involving this genus,
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approximately 90% are caused by Candida albicans, Candida parapsilosis, Candida
tropicalis, Candida glabrata, and Candida krusei [17, 18]. Candida species resistant to
diverse antifungals, such as azoles, echinocandins, and polyenes, have been reported [19], and
the mechanisms involved include the decrease of intracellular drug concentration by the
action of efflux pumps, drug target alterations and metabolic bypasses [20]. The relevance of
biofilm formation in Candida infections has also been described [21].

Natural products comprise a diversity of bioactive molecules that have been evaluated
as potential innovative therapeutic agents, playing an extremely important role in the
discovery and development of new drugs [22]. Lectins are carbohydrate-binding proteins
widely distributed in plants and exhibiting diverse biological activities, including
antimicrobial action [23-25]. A lectin termed ApulL was isolated from the inflorescence bracts
of Alpinia purpurata (Viell.) K. Schum. [26], which is an ornamental plant of the
Zingiberaceae family, native to the Pacific islands, but currently cultivated on a large scale in
several countries owing to its ability to bloom continuously throughout the year and the
exuberance and durability of the flowers [27].

ApuL is an acidic and oligomeric protein of 34 kDa whose hemagglutinating activity
is resistant to heat and is stimulated in the presence of calcium and magnesium ions. Brito et
al. [26] reported that this lectin showed an interesting immunomodulatory effect with its
ability to induce the release of nitric oxide and cytokines belonging to Thl (IFN-y, TNF-a,
and IL-6) and Th17 (IL-17A) profiles; in addition, ApuL stimulated the differentiation and
activation of both CD8* and CD4" T lymphocytes.

This work aimed to evaluate the antibacterial activity of ApuL against S. aureus and P.
aeruginosa (standard and antibiotic-resistant isolates) as well as its antifungal activity toward
Candida species. Growth curves, protein leakage, and changes in cell ultrastructure were
evaluated. In addition, we determined the effects of combinations of lectin and antibiotics on

microbial growth and the ability of ApuL in inhibiting biofilm formation.

2. Materials and methods

2.1. Lectin isolation

Inflorescences were collected at the campus of the Universidade Federal de
Pernambuco (UFPE), with authorization (number 36301) of the Instituto Chico Mendes de
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Conservacdo da Biodiversidade (ICMBio) from the Brazilian Ministry of Environment. A
voucher specimen was deposited under number 53,376 at the herbarium UFP Geraldo Mariz
from the Centro de Biociéncias of the UFPE. ApuL was purified according to the protocol
described by Brito et al. [26].

2.2. Protein concentration and hemagglutination assay

Protein concentrations of the samples were determined according to Lowry et al. [27]
using bovine serum albumin as standard (31.25-500 pg/mL). The hemagglutinating activity
(HA) was evaluated using a 2.5% (v/v) suspension of glutaraldehyde-treated rabbit
erythrocytes [28]. The erythrocytes were collected through a protocol approved by the Ethics
Committee on Animal Experimentation from UFPE (process 23076.033782/2015-70). In the
HA assay, the sample (50 pL) was diluted two-fold in 0.15 M NaCl in 96-well microplates
and then 50 pL of the erythrocyte suspension was added to each well. Erythrocytes incubated
with 0.15 M NaCl were used as controls. After 45 min, the HA was recorded as the reciprocal
of the highest sample dilution that promoted hemagglutination. Specific HA corresponded to
the ratio between the HA and the concentration of protein (mg/mL). A HA inhibitory assay
was performed by incubating (15 min, 28°C) the lectin with 0.2 M fetuin or 0.2 M ovalbumin
solution prior to the addition of the erythrocyte suspension.

2.3. Preparation of microbial inocula

Standard isolates of Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) and Staphylococcus
aureus (ATCC-6538) were provided by the culture collection (WDCM 114) of the
Departamento de Antibidticos from UFPE. Multidrug-resistant isolates of P. aeruginosa
(UFPEDA-261 and UFPEDA-262) and oxacillin-resistant S. aureus isolates (UFPEDA-670,
UFPEDA-671 and UFPEDA-672) were also obtained from this collection. The isolation sites
and resistance profiles of these isolates are shown in Table 1. Clinical isolates of the yeasts
Candida albicans (URM 5901) and Candida parapsilosis (URM 6345) were obtained from
the ‘University Recife Mycologia’ (URM) culture collection from the Departamento de
Micologia of UFPE.

The stock cultures were maintained at -20°C in sterile nonfat milk powder with 10%

(v/v) glycerol. Bacteria were cultured in Mueller Hinton Agar (MHA) overnight at 37°C and
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yeasts were cultured in Sabouraud Dextrose Agar (SDA) overnight at 28°C. For experimental
use, the density of microorganism cultures was adjusted turbidimetrically at a wavelength of
600 nm (ODsoo) to 10° or 108 colony forming units (CFU) per mL in sterile saline solution
(0.15 M NaCl).

2.4. Determination of minimal inhibitory (MIC), minimal bactericidal (MBC) and minimal

fungicidal (MFC) concentrations

MIC values for ApuL were determined using a microtiter assay, as proposed by the
Clinical and Laboratory Standards Institute [29]. The assays were performed in 96-well
microplates, where 80 pL of sterile Milli-Q water was added from the third until the twelfth
well of a row. Next, 80 uL of ApuL (at 1000 pg/mL) was added to the fourth well and a two-
fold serial dilution was performed until the end of the row. Then, 40 pL of culture medium
[Mueller Hinton Broth (MHB) for bacteria or Sabouraud Dextrose Broth (SDB) for yeasts]
was added to all wells of the microplate row except the first, which was filled with 200 pL of
the culture medium and served as sterility control. Antibiotics [ampicillin, tetracycline,
oxacillin and ceftazidime (8 pg/mL) for bacteria, and fluconazole (64 pg/mL) for yeasts],
obtained from Sigma-Aldrich (USA), were used as reference drugs in the second well.
Finally, the microorganism suspension (80 pL; 10° CFU/mL) was added from the second until
the twelfth well. The third well (containing microorganism in the absence of the lectin)
corresponded to the 100% growth control. The microplates were incubated at 37°C or 28°C
for bacteria and yeasts, respectively. The ODgoowas measured at time zero and after 24 h
using a microplate reader. The MICsowas defined as the lowest ApuL concentration able to
promote a reduction of >50% in the optical density, in comparison with the 100% growth
control. MICso values were also determined for oxacillin, ceftazidime, and fluconazole.

For determination of the MBC and MFC, aliquots (10 pL) from the wells containing
lectin concentrations >MICso were inoculated into petri plates containing MHA or SDA,
which were then incubated for 24 h at 37°C or 28°C, respectively. The MBC and MFC
corresponded to the lowest concentration able to reduce the number of CFU by 99.9%
regarding the initial inoculum. Each assay was conducted in triplicate and three independent

experiments were performed.

2.5. Microbial growth curves
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The six-hour growth curves of the bacteria and yeasts, when exposed to different
ApuL concentrations (0.25 to 2 x MICs) or in the absence of lectin (negative control), were
established in a 96-well microtiter plate according to Gaidamashvili and Van Staden [30]. To
each 80 pL of inoculum (10° CFU/mL) was added during the exponential growth phase plus
80 pL of ApuL at the cited concentrations and 40 pL of MHB or SDB. The plates were

incubated at 37°C or 28°C and the ODgoowas measured every hour.

2.6. Evaluation of protein leakage

The leakage of proteins from microbial cells was evaluated according to Ogundare
[31]. The concentration of ApuL was adjusted to the MICsgvalue for the respective isolate in a
total volume of 1 mL corresponding to 900 pL of the medium (MHB or SDB) containing the
lectin and 100 pL of the inoculum (10° CFU/mL). For negative controls, the lectin was
replaced by distilled water. The assays were maintained in a shaking incubator at 37°C or
28°C for 24 h. After this period, the samples were centrifuged (300 x g; 10 min, 25°C) and
the supernatants were evaluated for protein concentration [27]. The amount of leaked protein
was calculated by subtracting the protein content at time zero from the content at the end of
assay. The assays were performed in quadruplicate.

2.7. Microscopy analysis

Three-dimensional images of the structure of microbial cells treated or not with ApuL
were obtained by scanning electron microscopy (SEM). The microbial cells (1.2 mL; 108
CFU/mL) were incubated with MHB or SDB (0.6 mL) and ApuL (0.4 mL) at the respective
MICso in Milli-Q water. The negative control was performed by adding Milli-Q water instead
of lectin. After incubation (24 h at 37°C or 28°C), the samples were centrifuged (300 x g; 10
min, 25°C) and the precipitated cells were washed three times in 0.1 M cacodylate buffer and
fixed in 2.5% glutaraldehyde/4% paraformaldehyde/5 mM CaCl, in 0.1 M cacodylate buffer
pH 7.2 for 30 min at 28°C. After washing with the same buffer, the cells were allowed to
adhere to stubs (@ 12.7 mm, 9 mm length; Ted Pella Inc., Redding, CA, USA) and post-fixed
for 1 h with 1% osmium tetroxide/0.8% potassium ferricyanide/5 mM CaClz in 0.1 M

cacodylate buffer, pH 7.2. The cells were dehydrated in graded acetone, critical-point-dried
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with CO», coated with a 20 nm-thick gold layer, and observed with a Quanta 200F (FEI
Company, Hilsboro, OR, USA) scanning electron microscope. Cells without treatment were

used as controls.

2.8. Synergism assay

The synergistic effects between ApuL and antibiotics were evaluated using the method
described by Pillai and Moellering [32]. Combinations of ApuL and oxacillin or ceftazidime
were tested against antibiotic-resistant and standard S. aureus and P. aeruginosa isolates,
respectively, and with fluconazole against Candida species. The assay was performed in order
to obtain a range of concentrations of ApuL and commercial drugs that would allow
simultaneous detection of synergism, addition, indifference or antagonism. Each experiment
corresponded to two rows of a 96-well microplate, where the antibiotic was added (80 pL at 8
x MICsp) to the fourth well of the first row and serial two-fold dilution in sterile Milli-Q water
was performed until the penultimate well of the second row. Next, ApuL was added (80 pL at
4 x MICsp) to the penultimate well of the second row and two-fold serial dilution was carried
out in the opposite direction until the fourth well of the first row. The third well of the first
row contained only the drug (4 x MICsp) and the last well of the second row contained only
ApuL (4 x MICsp), while the intermediate wells contained mixtures of the two agents at
different ratios. MHB or SDB (40 pL) was added to all wells of the plate and to the first well
which contained 200 uL of culture medium and corresponded to a sterility control. The
second well corresponded to the 100% growth control. Each plate was inoculated with
microbial suspension (80 pL at 10 CFU/mL) and incubated at 37°C or 28°C for 24 h.

The evaluation of the interaction between the different treatments was performed by
determining the fractional inhibitory concentration index (FICI), as follows: FICI = (MICso of
ApuL in combination/ MICs of ApuL alone) + (MICsg of antibiotic in combination/ MICs of
antibiotic alone). The combinations were classified as synergistic (FICI < 0.5), additive (0.5 <

FICI < 1), indifferent (1 < FICI <2) or antagonistic (FICI > 2).

2.9. Antibiofilm assay

Biofilm formation was assessed in sterile 96-well microplates by the crystal violet

method [33] and the ability of ApuL in preventing or reducing the biofilm formation was
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determined. In the assay, 80 puL of microbial suspension (108 CFU/mL in 0.15M NaCl), 80 pL
of ApuL (at different concentrations based on MICso for each microorganism) in Milli-Q
water, and 40 pL of MHB or SDB were added to each well. Milli-Q water was used in place
of ApuL in 100% biofilm formation controls (non-treated cells). Bacterial growth was
assessed by following the increase in ODeoo after 24 h of incubation at 37°C or 28°C. Next,
non-adherent cells were removed from the wells by washing three times with 0.15 M NaCl.
The biofilms were fixed with absolute methanol solution for 20 min, heat-fixed at 50°C for 60
min, and then stained with 0.4% (w/v) crystal violet for 25 min at 25°C. The unbound crystal
violet was removed with distilled water, the dye that bound to the biofilm was solubilized
with absolute ethanol (15 min), and absorbance was measured at 570 nm. All experiments
were performed in triplicate. Ampicillin, oxacillin, and fluconazole (at MICso value) were

used as reference drugs.

2.10. Statistical analysis

The data were expressed as the mean or the percent mean * standard deviation (SD)
and statistical differences were determined using Tukey’s range test; a p value <0.05 was
considered statistically significant.

3. Results and discussion

In view of the increasing need for new antimicrobial agents, plant lectins have been
evaluated for antibacterial and antifungal activities; in addition, the mechanisms of action
have been studied. The present work reports the investigation of antimicrobial action of the
lectin ApuL against non-resistant and drug-resistant pathogens as well as possible synergistic
effects with antibiotic supplementation.

ApulL was isolated by gel-filtration chromatography on Sephadex G-75 columns and
showed specific HA of 195 with a purification factor of 12.4. The HA ability of ApuL was
inhibited by the glycoproteins fetuin and ovalbumin. All of these results corroborate with data
previously reported by Brito et al. [26].

ApuL showed bacteriostatic activity against the non-resistant (ATCC-6538) and one
(UFPEDA-672) of the three oxacillin-resistant isolates of S. aureus (Table 2). A lower MICsg

value was obtained for the non-resistant isolate, which was also the only one for which
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bactericidal activity was detected (MBC of 200 pg/mL). For P. aeruginosa isolates, ApuL did
not present bacteriostatic or bactericidal effects at the tested concentrations. The lectin
showed fungistatic activity against C. albicans and C. parapsilosis (Table 1) and was also
able to kill both yeasts with MFC of 400 pg/mL.

The antimicrobial effects of lectins may involve their interaction with microbial cell
wall components such as teichoic and teicuronic acids, peptidoglycans and
lipopolysaccharides present in gram-positive and gram-negative bacteria [34]. These proteins
may also bind to chitin, chitin oligomers, cellulose and other saccharides in fungal cell walls
[35]. The binding of lectins to these components and the access of them to membrane surfaces
may trigger several effects such as growth inhibition, damage to cellular integrity, alteration
to membrane permeability and nutrient uptake, induction of oxidative stress, and damage to
respiratory processes, for example [25, 36]. Additionally, lectins can also enter fungal cells
and block enzymes involved in the synthesis of wall polymers [37].

ApuL showed differential action on the gram-positive and gram-negative species
evaluated, as well as exerting distinct effects on non-resistant and resistant isolates of the
same species. This may be explained because, as mentioned above, the antibacterial activity
of lectins is linked to their interaction with carbohydrates at microbial surfaces, which may be
different among distinct isolates of the same bacterium [38]. Indeed, the amplitude of the
spectra of action differs among lectins. ClavelLL, a lectin isolated from Cladonia verticillaris
lichen, presented antibacterial activity against both gram-positive and gram-negative bacteria
(Bacillus subtilis, Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, and S.
aureus) [39] and lectin from Eugenia malaccensis showed high bacteriostatic and bactericidal
effects against several species, being more effective against S. aureus [40]. On the other hand,
the lectin from Calliandra surinamensis leaf pinnulae (CasulL) showed bacteriostatic activity
against gram-positive Staphylococcus saprophyticcus and S. aureus but was not active on
gram-negative E. coli [36].

Klafke et al. [41] reported the antifungal activity of six plant lectins against C.
parapsilosis, with MIC and MFC ranging from 0.97 to > 500 pg/mL. The lectin from
Helianthus annuus seedlings showed significant inhibitory effects against C. tropicalis, C.
parapsilosis, C. albicans and Pichia membranifaciens [42]. The lectin CasuL was active
against C. krusei with MIC and MFC of 125 and 250 pg/mL, respectively [36]. The values

detected for ApuL are within the range of active concentrations reported in these studies.
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As mentioned previously, ApuL demonstrated different bacteriostatic efficacy for
standard and resistant (UFPEDA-672) S. aureus isolates. Therefore, we studied the growth of
microbial cells in MHB over 6 h, in the absence and presence of lectin, and the growth curves
are shown in Figure 1. For both isolates, there was no significant difference in the optical
density for Apul-treated and untreated cultures in the first four hours after incubation.
Growth inhibition by ApuL (not so clearly a dose-dependent effect) was detectable after 5 h.
The growth rate of S. aureus standard cells was reduced by 30-40% after six hours of ApuL
treatment (0.25 to 2x MICs values; Figure 1A). The same concentrations of ApuL exhibited
lower activity against S. aureus UFPEDA-672, with 20-25% reduction after 6 h (Figure 1B).
Based on these results, we can conclude that the bacteriostatic effect of ApuL against both
isolates cannot be evidenced within a few hours of incubation. For Candida isolates, a low
growth level was detected over the six hours of incubation, but this period was sufficient in
revealing initial evidences of the fungistatic effect of ApuL (Figure 1C and 1D).

Moura et al. [43] suggested that lectin pore-forming mechanisms are involved in the
antibacterial activity of lectin from Moringa oleifera seeds, based on the detection of protein
leakage and cell membrane damage. We investigated a possible effect of ApuL at the
membrane level by evaluating protein leakage. ApuL at MICso promoted protein leakage from
S. aureus UFPEDA-672 (Figure 1B, inset), C. albicans (Figure 1C, inset) and C. parapsilosis
(Figure 1D, inset) cells after 24 h in comparison to the negative control cells. However, for
the non-resistant S. aureus isolate (Figure 1A, inset), there was no significant difference
between treatments (negative controls and ApuL-treated cells), in spite of the fact that this
bacterium was the most sensitive microorganism. These results suggested different modes of
action of the lectin against the tested isolates.

Three-dimensional structures of bacterial and fungal cells treated with ApuL at MICs
were studied by SEM (Figure 2). The images obtained for non-resistant S. aureus isolate cells
showed almost no differences between the controls (Figure 2A) and the cells after treatment
(Figure 2B). However, we can observe that ApuL may have induced bacterial cell-cycle
arrest, since some cells appear not to have completed cell division. Against the resistant
isolate UFPEDA-672, the lectin also did not cause serious damage to the bacterial structure,
but the treated cells presented prominences on their surfaces without alteration of cell
morphology. These results reinforced the idea that ApuL acts in different ways on S. aureus

isolates: there was no protein leakage and structural damage on non-resistant cells, but cell
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division seemed to be impaired, whereas for the UFPEDA-672 isolate, changes involving cell
surfaces and membranes occurred, with structural alterations and protein leakage.

For Candida species, damage occurred in almost all cells when compared to the
control (Figure 2E and 2G). All treated-cells of C. albicans (Figure 2F) and C. parapsilosis
(Figure 2H) exhibited malformations with elongations and bulges, with the presence of
cellular fragments. These alterations revealed a probable loss of cellular integrity, which may
have affected the cellular growth and development.

Studies have proposed that the antibacterial effect of lectins includes the ability to
promote changes in cell membranes, such as pore formation that leads to alterations in
permeability [43, 44]. A recent study showed that CasuL at MIC caused cell wall damage to
C. krusei with the presence of ruptured cells and cellular debris. Additionally, the authors also
observed incomplete cell division [36]. Cell wall discontinuities and prominences were also
observed by Santi-Gadelha et al. [44] studying the antibacterial action of Acacia farnesiana
lectin against Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae and reported action at the membrane
level.

The results from our investigation of the combinatorial effects of ApuL with standard
drugs are shown in Table 2. Oxacillin and ceftazidime were chosen for this test according to
the resistance profile of the isolates of S. aureus and P. aeruginosa. Fluconazole, an
antifungal drug commonly used for the treatment of candidiasis, was selected for assays with
C. albicans and C. parapsilosis. For the isolates in which bacteriostatic effects were not
detected, a MIC value > 400 pug/mL was considered in the calculations. The combination of
ApulL-oxacillin displayed synergism against resistant S. aureus UFPEDA-670 and UFPEDA-
671, revealing that ApuL alone was not able to inhibit their growth, and was highly effective
in reducing the MICs of the oxacillin. An additive effect was detected for the non-resistant S.
aureus isolate, with the antibiotic potentiating the lectin effect. For the isolate UFPEDA-672,
the combination showed an indifferent effect, since there was a potentiating of lectin activity
but, conversely, the antibiotic action was impaired.

Synergistic action was observed for the combination of ApuL and ceftazidime against
P. aeruginosa isolate UFPEDA-262, and this combination also revealed additive action
against the non-resistant isolate, potentiating the action of lectin (Table 2). Conversely, for P.
aeruginosa isolate UFPEDA-261, the combinatorial effect could not be calculated since the
MICso for both compounds in combination could not be determined, indicating the high

resistance of this bacterium to both ApuL and ceftazidime. The combination of ApulL-
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fluconazole exhibited additive and synergistic properties against C. albicans and C.
parapsilosis, respectively (Table 2). The synergic effect on C. parapsilosis corresponded to a
reduction greater than 8-fold of the MICsq for fluconazole, which is very interesting.

Combination therapy is the most commonly recommended treatment against microbial
infections in intensive care units, since not all pathogens are sensitive to monotherapy [45].
The use of natural products and synthetic antibiotics combined has increased for strategic
control of resistant microorganisms [46]. A study developed by Knezevic et al. [47] using
essential oils from Eucalyptus camaldulensis in combination with the antibiotic polymixin B
showed synergistic effects against some multi-drug resistant isolates of Acinetobacter
baumannii. Blesson et al. [48] demonstrated a strong synergistic activity of aqueous leaf
extract from Colocasia esculenta in combination with gentamicin against methicillin-resistant
S. aureus (MRSA). Curcumin, a natural polyphenolic flavonoid isolated from the rhizome
of Curcuma longa, reduced the MIC of several antibiotics, including oxacillin, ampicillin,
ciprofloxacin and norfloxacin against MRSA [49]. The synergistic effects involving alkaloids
and fluconazole against resistant Candida species have also been reported [50, 51].

Biofilm formation is involved in several types of human infections, such as urinary,
endocarditis, cystic fibrosis, dental plaque and many others disorders [52]. The biofilm
development phases include attachment of cells to a surface, formation of microcolonies,
development of nascent biofilm, differentiation of structured mature biofilm, and dispersal of
mature biofilm [53]. The eradication of mature biofilms with conventional antibiotic therapy
in vivo is almost impossible due to the high drug concentration necessary for effectiveness,
increasing the toxicity and side effects on human health [53, 54]. In this way, the first stage of
biofilm development, which involves the adhesion and formation of microcolonies, is the
most attractive to control biofilm-associated infections [9, 55]. In this sense, we investigated
the capacity of ApuL to impair biofilm development by the microorganisms for which we had
determined the MICso (S. aureus non-resistant and oxacillin-resistant UFPEDA-672 isolates,
C. albicans and C. parapsilosis).

Growth and biofilm formation by non-resistant S. aureus cells were significantly (p <
0.05) reduced by 32-85% and 50-60%, respectively, after ApuL treatment in a range of 1.56-
50 pg/mL, in comparison to non-treated cells (Figure 3A). ApuL (12.5 to 400 pg/mL) and the
antibiotic agent (0.031 pg/mL) did not present any inhibitory effect against biofilm formation
by S. aureus UFPEDA-672 (Figure 3B). Significant inhibition of biofilm development was

observed for C. albicans at all concentrations evaluated (Figure 3C). This inhibition was up to
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70%. On the other hand, for C. parapsilosis, this activity was minimal, not exceeding 25%
inhibition after ApuL treatment (Figure 3D). Fluconazole (0.25 pg/mL) presented a strong
(76%) capacity to block biofilm formation by C. albicans but, at 128 pug/mL, presented only
weak ability to prevent biofilm formation by C. parapsilosis, similar to that which was
observed for the lectin. The antibiofilm activity of lectins may involve the ability of these
molecules to alter cell viability, interact with constituents present in the exopolymeric matrix
of the biofilm, interrupting polymerization, and inhibiting quorum-sensing signals [9, 56].

Other natural products have already been tested and presented the capacity of blocking
biofilm development [24, 25, 55]. The lectin CasuL impaired biofilm formation by S. aureus
(non-resistant and oxacillin resistant isolates) and S. saprophyticcus after 24 h of treatment
[36]. Jayanthi et al. [57] described that the lectin from hemolymph of blue swimmer crab
Portunus pelagicus and its Ag-nanoparticles-conjugated form decreased the quantity of
extracellular polymeric substances produced by biofilm cells, disturbing the biofilm
architecture and inhibiting the growth of Proteus vulgaris, P. aeruginosa, Enterococcus
faecalis and Bacillus pumilus in a dose-dependent manner.

In summary, the present study showed that ApuL presents different effects against
non-resistant and oxacillin-resistant isolates of S. aureus, as well as antifungal activity against
Candida. Evaluation of growth curves, protein leakage and ultrastructural changes suggested
distinct mechanisms of action by ApuL. This lectin also exhibited synergistic action in
combination with oxacillin and fluconazole toward oxacillin-resistant S. aureus isolate and C.

parapsilosis, respectively. In addition, antibiofilm effects were detected for certain isolates.
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Figure captions

Figure 1. Growth curves (6 h incubation) and protein leakage (insets) from cells of
Staphylococcus aureus non-resistant isolate ATCC-6538 (A) and oxacillin-resistant isolate
UFPEDA-672 (B) as well as of the yeasts Candida albicans (C) and Candida parapsilosis
(D), in the absence (negative control) and presence of Alpinia purpurata inflorescence lectin
(ApuL). Leakage of proteins was evaluated after 24 h of incubation. Data are expressed as the
mean + standard deviation (SD) of three independent experiments in triplicate. (*) indicates

statistically significant difference (p < 0.05).

Figure 2. Scanning electron microscopy of microbial cells after exposure to ApuL at the
MICso. Control (a, c, e, g) and ApuL-treated (b, d, f, h) cells of Staphylococcus aureus non-
resistant isolate (a, b), Staphylococcus aureus oxacillin-resistant isolate UFPEDA-672 (c, d),
Candida albicans (e, f) and Candida parapsilosis (g, h) can be observed. S. aureus non-
resistant cells showed almost no difference between the control and treatment, but some
treated cells appear not to have completed cell division, as indicated by arrows (b). The
resistant isolate 672 presented prominences on cell surfaces without alteration of morphology
(d). Treated C. albicans (f) and C. parapsilosis (h) cells exhibited malformations with

elongations (arrow) and bulges (arrowhead), and presence of cellular fragments.

Figure 3. Antibiofilm activity of ApuL against Staphylococcus aureus non-resistant (ATCC-
6538) and oxacillin-resistant (UFPEDA-672) isolates, Candida albicans and Candida
parapsilosis. The cells were treated for 24 h with sub-inhibitory concentrations until the
MICso for each isolate. The bacterial growth and biofilm formation were determined by
measuring optical density at 600 nm and by the crystal violet method, respectively. Non-
treated cells corresponded to the negative control. (*) indicates statistical difference (p < 0.05)

between the treatments and negative control, as analyzed by Student’s t-test.
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Table 1. Isolation sites of the bacterial clinical isolates used in this work and commercial

antibiotics to which they are resistant.

Species Isolate Isolation site Resistance profile
Pseudomonas aeruginosa UFPEDA-261  Operative wound  Aztreonam, gentamicin,
imipenem, ceftazidime,
ticarcillin + clavulanic
acid, piperacillin +
tazobactam, and
cefepime
UFPEDA-262  Ulcer secretion Meropenem, imipenem
and ceftazidime
Staphylococcus aureus UFPEDA-670  Uroculture Oxacillin
UFPEDA-671  Uroculture Oxacillin
UFPEDA-672  Blood culture Oxacillin
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Table 2. Evaluation of antimicrobial activity of ApuL and reference drugs (separated or in combination) against Staphylococcus aureus,

Pseudomonas aeruginosa, Candida albicans and Candida parapsilosis.

Staphylococcus aureus MICso MICsg in combination FICI? Effect of combination®
ApuL Oxacillin ApuL Oxacillin

ATCC-6538 50 0.031 6.6 x 10 0.031 1 Additive

UFPEDA-670 >400 0.25 50 7.7 x10° 0.12 Synergism

UFPEDA-671 >400 0.25 0.125 0.003 0.5 Synergism

UFPEDA-672 400 0.031 7.63 x10% 0.062 2 Indifferent

Pseudomonas aeruginosa MICso MICsg in combination FICI? Effect of combination®
ApuL Ceftazidime ApuL Ceftazidime

ATCC-27853 >400 2 0.002 2 1 Additive

UFPEDA-261 >400 >32 ND ND NC

UFPEDA-262 >400 4 0.003 2 0.5 Synergism

Candida species MICso MICso in combination FICI? Effect of combination®
ApulL Fluconazole ApuL Fluconazole

Candida albicans 200 0.25 0.003 0.25 1 Additive

Candida parapsilosis 400 >128 0.004 16 0.12 Synergism

MICso: minimal inhibitory concentration, expressed in pg/mL. FICI: fractional inhibitory concentration index. ND: not determined. NC:

calculated.

not
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4. CONCLUSAO

o Efeito bacteriostatico de ApuL foi observado frente isolados de Staphylococcus aureus
ndo resistente e resistente a oxacilina, com menor CMlso obtido frente a cepa nédo
resistente, para a qual a lectina também apresentou efeito bactericida.

e ApuL ndo apresentou acéo frente a isolados de Pseudomonas aeruginosa.

e Ac0es fungistatica e fungicida da lectina foi observada frente espécies de Candida (C.
albicans e C. parapsilosis).

e ApuL promoveu o extravasamento de proteinas intracelulares de S. aureus resistente a
oxacilina, C. albicans e C. parapsilosis.

e Imagens de microscopia de varredura revelaram que ApuL causou modificagfes
morfoldgicas nas células de S. aureus e Candida.

e A combinacdo ApuL-oxacilina apresentou efeito sinérgico frente S. aureus resistente a
esse antibidtico e aditivo frente S. aureus néo resistente.

e A combinacdo Apul-ceftazidima apresentou efeito sinérgico frente P. aeruginosa
multirresistente e aditivo frente P. aeruginosa ndo-resistente.

e A combinacdo ApuL-fluconazol apresentou efeito aditivo frente C. albicans e
sinérgico frente C. parapsilosis.

e ApuL apresentou efeito antibiofilme in vitro frente células de S. aureus néo resistente.

e O desenvolvimento de biofilmes por C. albicans e C. parapsilosis foi inibido apos

tratamento com a lectina.
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