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RESUMO

ALTOE, Lorena Souza Castro, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho de 2022.
Obtencao e avaliacao de proteases do fungo nematofago Monacrosporium thaumasium a
partir de nanoparticulas de prata sobre massas ovigeras do molusco Biomphalaria
glabrata e sua analise por pincamento dptico. Orientador: Jackson Victor de Aradjo.
Coorientadores: Fabio Ribeiro Braga e Gabriella Peterlini Tavares.

Fungos nemat6fagos tém sido utilizados amplamente para controle bioldgico, tanto em
helmintos, quanto em hospedeiros intermedidrios. Dentre os agentes envolvidos na dispersao
da doenca esquistossomose, estdo os caramujos aquaticos do género Biomphalaria, que sao
frequentemente acometidos pelo trematédeo Schistosoma mansoni € sdo responsiveis por
grandes danos a satde de animais e humanos, tornando-se um grande fator de importancia
médico-veterindria. Como alternativa para controlar esses helmintos, fungos predadores e
ovicidas sdo considerados oponentes naturais e essenciais para tal controle. Este trabalho,
portanto, tem por objetivo investigar o potencial fungo Monacrosporium thaumasium como
agente de biossintese de nanoparticulas de prata (AgNPs) e interacdo de proteases a nivel
molecular e suas conformagdes na macromolécula de acido desoxirribonucleico (DNA).
Foram testadas as atividades do extrato bruto e da protease parcialmente purificada
provenientes de um isolado de M. thaumasium (cepa NF34) associado com nitrato de prata
(AgNOs3) sobre massas ovigeras de Biomphalaria glabrata, como modelo teste de
embriotoxicidade. O experimento foi edificado em delineamento inteiramente casualizado em
tratamentos contendo as AgNPs (proporgdes entre 0,5 mL e 1:1 mL + massas ovigeras
expostas) e o grupo controle com dgua declorada. Ambos os grupos foram mantidos nas
condi¢des na temperatura de 25 °C durante dez dias. Sobre a molécula de DNA, foi feita a
purificacdo parcial do extrato bruto do fungo e aplicado a técnica de pinga Optica (PO), a fim
de se de estudar sobre as possiveis interagdes dessas proteases a esta molécula. Obteve-se das
caracterizacdes enzimdticas, maior atividade proteolitica até 60 °C em pH 9 durante 25
minutos. As serino-proteases parcialmente purificadas foram verificadas em sistema de gel
SDS-PAGE tricina na massa molecular de aproximadamente 40 kDa e as proteases se ligaram
fortemente ao 4cido desoxirribonucleico, formando o complexo serino protease - DNA. Como
conclusdo, essas proteases, apresentaram uma constante de associacao de ligacdo de equilibrio
~108 M e um comportamento cooperativo positivo na forma de agregados ligados, com

tendéncia a neutralizar cerca de 100% da carga negativa presente no esqueleto fosfato da



dupla hélice, resultando em complexos DNA-proteinas neutras. Os resultados obtidos
evidenciam que M. thaumasium € um organismo satisfatério na producdo de biossintese de
nanoparticulas e ocasionou nas massas ovigeras expostas a inibicdo de 100% dos caramujos.
Logo, as proteases foram importantes nesse tipo de caracterizacio para elucidar os aspectos
moleculares do mecanismo de acdo dessa proteina, que pode trazer pistas sobre seu papel
como agentes antipatdgenos e, assim, contribuir para aprimorar o conhecimento no uso de tais
macromoléculas bioldgicas e possiveis estudos futuros sobre aplicabilidades em programas de

controle bioldgico.

Palavras-chave:  Biotecnologia. Controle biolégico. Gastropodes. Nanomateriais.

Trematodiases. Pinca Optica.



ABSTRACT

ALTOE, Lorena Souza Castro, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, July 2022. Obtention
and evaluation of proteases from the nematophagous fungus Monacrosporium
thaumasium from silver nanoparticles on egg masses of the mollusc Biomphalaria
glabrata and their analysis by optical clamping. Advisor: Jackson Victor de Aratjo. Co-
advisors: Fabio Ribeiro Braga and Gabriella Peterlini Tavares.

Nematophagous fungi have been widely used for biological control, both in helminths and in
intermediate hosts. Among the agents involved in the spread of the schistosomiasis disease,
there are the aquatic snails of the genus Biomphalaria, which are often affected by the
trematode Schistosoma mansoni and are responsible for great damage to the health of field
animals and humans, making it a major factor of medical-veterinary importance consider
alternative and ecologically sustainable measures. As an alternative to control these helminths,
predatory and ovicidal fungi are considered natural and essential opponents for such control.
This work, therefore, aims to investigate the potential fungus Monacrosporium thaumasium
as an agent of biosynthesis of silver nanoparticles (AgNPs) and interaction of proteases at the
molecular level and their conformations in the deoxyribonucleic acid (DNA) macromolecule.
The activities of the crude extract and the partially purified protease from an isolate of M.
thaumasium (strain NF34) associated with silver nitrate (AgNO3) were tested on ovigerous
masses of Biomphalaria glabrata, as a test model for embryotoxicity. The experiment was
built in a completely randomized design with treatments containing AgNPs (proportions
between 0.5 mL and 1:1 mL + exposed ovigerous masses) and the control group with
dechlorinated water. Both groups were kept under the same conditions at 25°C for ten days.
On the DNA molecule, a partial purification of the crude extract of the fungus was performed
and applied to the optical tweezers (OT) technique, in order to study the possible interactions
of these proteases with this molecule. It was obtained from the enzymatic characterizations,
higher proteolytic activity up to 60° C at pH 9 for 25 minutes. The partially purified serine
proteases were verified in a tricine SDS-PAGE gel system at a molecular mass of
approximately 40 kDa and the proteases strongly bind to deoxyribonucleic acid, forming the
serine protease - DNA complex. In conclusion, these proteases showed an equilibrium
binding association constant ~10® M! and a positive cooperative behavior in the form of
bound aggregates, with a tendency to neutralize about 100% of the negative charge present in

the phosphate backbone of the double helix, resulting in neutral protein-DNA complexes. The



results obtained show that M. thaumasium is a satisfactory organism in the production ot
nanoparticle biosynthesis and caused the ovigerous masses exposed to 100% inhibition of the
snails. Therefore, proteases were important in this type of characterization to elucidate the
molecular aspects of the mechanism of action of this protein, which may bring clues about its
role as antipathogenic agents and, thus, contribute to improve knowledge in the use of such
biological macromolecules and possible studies futures on applicability in biological control

programs.

Keywords: Biotechnology. Biological control. Gastropods. Nanomaterials. Trematodiasis.

Optical tweezers.
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1. INTRODUCAO GERAL

A doenga infecto-parasitdria esquistossomose tem como hospedeiros intermedidrios
caramujos aqudticos. No Brasil, os principais moluscos planorbideos que atuam como
hospedeiro do Schistosoma mansoni sao os espécimes Biomphalaria glabrata, B. tenagophila e
B. straminea.

Segundo Medeiros et al. (2014), tais gastropodes estabelecem em édguas estagnadas ou
de cursos Iénticos presentes em dreas neotropicais. Sendo assim, necessita-se de medidas de
controle contra essa doenga, tal como o controle dos hospedeiros intermedidrios que em meio
aquoso e na presenca larval do parasito, favorece a interagdo entre ambos.

De maneira geral, para o controle desses gastropodes, faz-se necessdrio ndo apenas o
tratamento quimico dos animais parasitados, mais também o controle da densidade
populacional de moluscos hospedeiros (WHO, 2002) nao sendo o bastante somente a drenagem
de locais alagados, pois estes organismos entram em estivacdo e conseguem retornar
novamente (TELES; MARQUES, 1989).

O controle das verminoses tem sido feito predominantemente através do uso de anti-
helminticos (KAPLAN, 2020) e ainda existe uma preocupagdo crescente com o surgimento e
reemergéncia de patdgenos resistentes a medicamentos, como parasitas (TENOVER, 2006).
Dentre os estudos envolvidos com controle biolégico, fungos nematéfagos tem se destacado
como promissores no controle de parasitos gastrointestinais (GIN) (BRAGA et al., 2010, 2014;
DA SILVA et al., 2013; FRASSY et al., 2010; SANTOS-AMARAL et al., 2022) e alguns
estudos utilizados em moluscos gastropodes (DUARTE et al., 2015; CASTRO et al., 2019).

Entre todos os biossistemas, os fungos tém muitas vantagens em relacdo aos outros,
devido a sua alta tolerancia aos metais pesados, facilidade de escalonamento, facil manuseio da
biomassa, recuperacdo e viabilidade econdomica (MADAKKA; JAYARAJU; RAJESH, 2018).
Além disto, os fungos produzem diversas proteases que sao alvo de estudos em nematoides e
outros organismos (BRAGA et al., 2011a, 2012b, 2015; SOARES et al., 2012).

O fungo predador Monacrosporium thaumasium pertencente ao grupo de fungos
helmint6fagos ou nematéfagos, e possui mecanismos de acdo no controle biolégico de
helmintos (MOTA; CAMPOS; DE ARAIjJO, 2003). Além disso, fungos nematéfagos
quando em contato com larvas ou ovos de helmintos, produzem substancias extra e
intracelulares que permitem seu mecanismo de predacdo (YANG et al., 2014). Embora haja
estudos sobre estruturas e extracdo de compostos enzimdticos, ainda ndo se sabe da

possibilidade dessa producdo natural deste fungo interagir a nivel molecular no DNA e as
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possiveis implicacdes que pode haver entre esta macromolécula a longo prazo em uma célula
ou em um sistema.

Compreendendo suas caracteristicas enzimaticas, o uso de enzimas extracelulares pela
M. thaumasium sendo de um fungo predador, ndo foi verificado a sua viabilidade de
biossintese de nanoparticulas de prata (AgNPs), que poderdo ser utilizadas também como
atividade ovicida, incluindo assim, mais uma medida que poderd ser aplicada ao controle
bioldgico.

Portanto, hd uma necessidade crescente de desenvolver procedimentos de alto
rendimento, baixo custo, ndo toxicos e ambientalmente benignos para a sintese de
nanoparticulas metdlicas (THAKKAR; MHATRE; PARIKH, 2010) do qual existe uma vasta
gama de recursos biologicos disponiveis na natureza, incluindo plantas e produtos vegetais,

algas, bactérias e virus e fungos, podem ser empregados para a sintese de nanoparticulas.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Schistosoma mansoni

O género Schistosoma € composto por trematdédeos com sexos separados, possuindo
diferentes estdgios de desenvolvimentos (helminto adulto, ovos, miracidio, esporocistos,
cercdrias e esquistossdmulos) sendo cada um deles com caracteristicas peculiares (SOUZA et
al., 2011; VITORINO; GOMES, 2011).

Em seu ciclo evolutivo, o helminto alterna fases assexuadas e sexuadas de reprodugao,
sendo heteroxénico (SOUZA et al., 2011). Quando se encontra no hospedeiro vertebrado o S.
mansoni evolui para sua forma adulta no sistema vascular mesentérico macho e fémea
copulam.

Em relacdo a patogénese do S. mansoni sdo importantes a cepa, a fase evolutiva, a
intensidade e o ndmero de infeccdes. O evento patogénico mais importante na
esquistossomose € a formacdo do granuloma hepético e a fibrose hepatica (LINS et al., 2008).

Estima-se que 779 milhdes pessoas estdo em risco de esquistossomose em todo o
mundo e 207 milhdes pessoas podem estar infectadas (GLINZ et al., 2010). Destes, estima-se
que 120 milhdes pessoas sejam sintomdticas € 20 milhdes sofram de complicacdes de longo
prazo (CHITSULO et al., 2000; WHO, 2002). O fato dessa parasitose ser negligenciada por
autoridades politicas constitui forte incentivo para estudos de vdrios aspectos da sua

epidemiologia e controle (WHO, 2008).

2.1.2 Hospedeiros intermediarios

As espécies do género Biomphalaria encontram-se no filo Mollusca, classe
Gastropoda, subclasse Pulmonata, ordem Basommatophora e familia Planorbidae.
(PRESTON, 1910).

Schistosoma spp. possui um ciclo de vida que envolve caramujos de dgua doce do
género Biomphalaria (SOARES et al., 2018). Atualmente, existem dez espécies e uma
subespécie do género Biomphalaria e, destas, trés sao hospedeiras intermedidrias naturais (B.
glabrata, B. tenagophila e B. straminea) (CARVALHO et al., 2018).

Caracterizam-se por apresentarem concha em disco biconcavo planispiral, com lados
aproximadamente paralelos e tltima volta muito larga. A abertura da concha varia de acordo
com a espécie e os giros sdo esculpidos apenas com estrias de crescimento (PARAENSE,

1975). A grande responsdvel pela manutencdo e disseminagdo do S. mansoni, no Brasil, é sem
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davida, B. glabrata, por se mostrar altamente suscetivel, em decorréncia da compatibilidade
entre parasito-hospedeiro, e de sua larga distribuicao.

Sendo hermafroditas, os caramujos desse género preferem a reprodugdo por
fecundacdo cruzada sendo sua maturidade sexual atingida em aproximadamente 35 a 50 dias.
E quando ocorre a oviposicdo destes organismos, os ovos sao protegidos por uma substincia
gelatinosa e glicoproteica e depositados em uma superficie, geralmente folhas de plantas,
pedras ou até na concha de outros caramujos que irdo eclodir aproximadamente dentro de 7 a

9 dias (PARAENSE, 1972; PALASIO et al., 2015).

2.2.3 Medidas de controle sobre moluscos gastrépodes

As aplicacdes de moluscicidas quimicos, tiveram amplo destaque nos programas de
controle da esquistossomose, sobretudo as drogas disponiveis para o tratamento dos casos
diagnosticados, porém de eficiéncia limitada, pois apresentavam efeitos colaterais muito
intensos e graves. Contudo, os métodos mais utilizados além do quimico, sdo através de
drenagem de dgua e catacdo manual que ainda assim, ndo sdo eficientes o bastante (TELES;
MARQUES, 1989; COLLEY, 2010).

Outras medidas de controle se baseiam na utilizacdo do controle bioldgico utilizados
em ovos, fases larvais e hospedeiros intermedidrios (DUARTE et al., 2015; CASTRO et al.,
2022), feitos em sua maioria seguindo o “Teste de Embriotoxicidade de Biomphalaria” (BET),

no qual foi avaliado a eclodibilidade dos caramujos.

2.2.4 Biossintese de nanoparticulas por fungos como controle biolégico

Sabe-se que a maioria dos agentes antimicrobianos utilizados comercialmente,
incluindo a prata, sdo biocidas para grande parte dos microrganismos relevantes a drea médica
incluindo bactérias, fungos e leveduras. A forma de atuacdo destes agentes consiste em
danificar a parede celular ou alterar a permeabilidade da membrana celular, desnaturar
proteinas e inibir a atividade enzimética ou a sintese de lipidios, os quais sd3o mecanismos
essenciais para a sobrevivéncia celular JOVETIC et al., 2010; NEDERBERG et al., 2011).

O mecanismo exato de reducdo das nanoparticulas de prata (Ag* para Ag’) ainda é
pouco conhecido (DURAN et al., 2011). Isto ocorre pelo fato de que diferentes agentes
biolégicos reagem de forma diferente com os fons metélicos que conduzem a formacao das
nanoparticulas de prata (HULKOTI & TARANATH, 2014). O mecanismo intracelular de

biossintese de nanoparticulas de prata envolve o transporte de fons no interior da célula
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microbiana. Na biossintese intracelular de nanoparticulas de prata, a parede celular da célula
microbiana desempenha um papel fundamental. As enzimas presentes na parede celular serdo
as biomoléculas responsdveis pela redu¢ao dos fons de prata, e estas irdo se difundir para o
meio extracelular HULKOTI & TARANATH, 2014).

Esse mecanismo permanece integro e corrobora a proposta definida por Mukherjee et
al. (2001) os quais, em um estudo da biossintese e imobiliza¢do de nanoparticulas de prata,
verificaram que a maioria das nanoparticulas fica claramente aderida a superficie da

membrana citoplasmatica de diversos fungos (ALMEIDA; DE OLIVEIRA; HOTZA, 2017).

2.3.5 Monacrosporium thaumasium

Rubner, (1996), descreveu o género Monacrosporium e classificou as caracteristicas
do género como: hifas septadas, ramificadas, conidi6foros geralmente simples e translicidos.
Alguns isolados de M. thaumasium sao considerados termotolerantes e crescem a 33 °C, seus
conidiéforos possuem entre 150-420 um de altura, com 2-10 pequenos ramos perpendiculares
(principalmente 2-10 um de comprimento). E em seus conidios, medindo 35-42-51 x 15-19-
23 um, sendo na maioria das vezes desigualmente trés septados. Além dessas caracteristicas,
possuem a capacidade de captura de nematoides por meio de redes adesivas (LI et al., 2005;
ARAUJO et al., 2009) .

Trabalhos realizados por diversos pesquisadores demonstram a capacidade predatoria
e enzimdtica de fungos do género Monacrosporium (SOARES et al., 2015b, 2013; DA
SILVA et al., 2013; MOTA; CAMPOS; DE ARAUJO, 2003). As enzimas secretadas por este
fungo sdo importantes agentes capazes de degradar cuticulas de diversos helmintos. Além
disso, M. thaumasium tém se destacado como potencial biotecnoldgico de enzimas
extracelulares e seu fator de viruléncia em nematoides (SOARES et al., 2015, 2012, 2013).

Essas enzimas, classificadas como serino proteases, sdo encontradas em virus,
bactérias e em eucariotos, o que é de extrema participacdo vital no metabolismo desses
organismos, conhecido como uma triade catalitica (BETZEL; PAL; SAENGER, 1988;
BETZEL et al., 2001).

2.5.6 Ligantes e pinca Optica
O 4cido desoxirribonucleico (ADN) ou, como € mais conhecido por sua sigla em
inglés, DNA, € o responsdvel pela transmissdo dos caracteres através das geragdes. As

informacdes transmitidas e presentes no DNA de um novo ser desempenham, cada uma
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dentro de sua prépria célula, um conjunto de func¢des especificas, ligadas as producdes e ao
controle de proteinas. Esta organizacdo designa a estrutura e a funcionalidade das células
(SILVA et al., 2020).

A técnica de pinga Optica foi desenvolvida com o intuito de manipulagdo e
aprisionamento de pequenos dtomos, do qual o nome de pinga Optica, e tem sido de grande
utilidade, dentro da Biologia (ASHKIN; DZIEDZIC, 1987; AVSIEVICH et al., 2020),
incluindo estudos que relacionam proteinas, interagdo DNA-compostos, farmacos e até
microrganismos (ALVES; MESQUITA; ROCHA, 2020).

O DNA tem uma forma mais comum de conformacdo estrutural em solugcdo de
concentracdo de sal fisioldgica (~ pH 7) e em pH neutro, que é a forma conhecida como B-
DNA, usada em nossos experimentos. Esta forma possui giro para a direita e é a forma
descrita pelo modelo de Watson e Crick. Entretanto, duas outras formas de conformacio da
dupla hélice sdo possiveis: elas sdo as formas A-DNA e Z-DNA. Entre as formas ha
diferengas no passo da hélice, no diametro e até no sentido de giro da hélice (ROCHA, 2020).

Segundo Rocha, (2009) o fato da utilizacdo da técnica se baseia na precisdo na
possibilidade de medir as alteracdes mecanicas na molécula de DNA e outros parametros
mecanicos de interesse dos quais sdo: seu comprimento de persisténcia (A) e seu
comprimento de contorno (L). E ligado a rigidez da molécula de DNA, quanto maior o
comprimento de persisténcia, mais rigida € a molécula e mais invidvel de ser dobrada ela é;
entretanto quanto menor for o comprimento de persisténcia, mais maledvel é a molécula. O
segundo € o comprimento da molécula quando esticada de uma ponta a outra, que fornece
uma ideia direta do tamanho linear da molécula de DNA.

As ligacdes de hidrogénio desta macromolécula, sdo relativamente fracas
(ISRAELACHVILI, 2011), e podem, em determinadas situagdes, se romper formando duas
fitas simples (desnaturacdo). Mesmo sendo um efeito coletivo, a desnaturacdo pode ser parcial
ou total e sua causa pode ser a temperatura, o meio no qual o DNA estd inserido ou a agcao de
forcas externas (TESSMER et al., 2003; ROCHA; FERREIRA; MESQUITA, 2007; ROCHA
et al., 2009; REIS; RAMOS; ROCHA, 2013; CRISAFULI; RAMOS; ROCHA, 2015).
Mesmo ap6s a desnaturagdo parcial, as ligacdes de hidrogénio podem se refazer, dependendo
do processo utilizado na desnaturacdo ser reversivel (lento ou quase estdtico) e também do
processo utilizado na renaturacdo (DAUNE, 1999; ROCHA, 2009, 2020).

As conformagdes dependem principalmente do meio onde o DNA ¢é inserido (umidade

e forca i0nica), ou seja, ele pode transitar entre uma conformacio e outra dependendo do
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ambiente, supondo um ambiente com uma quantidade insignificante de proteinas (ALVES;
MESQUITA; ROCHA, 2020).

Os agentes quimicos que de alguma forma interagem com a molécula de DNA dé-se a
designacdo ligante, que podem interagir de forma simplesmente eletrostitica como € o caso de
vérios tipos de proteinas (ALVES; MESQUITA; ROCHA, 2020). Também hé a possibilidade
de interagirem formando: intercalacdo, ligacdo covalente e condensacdo do DNA, podendo

alterar suas propriedades mecanicas (ROCHA, 2020).
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3. JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

O uso irregular de moluscicidas tem promovido a selecdo de espécies de gastrépodes
mais resistentes, atingindo outros organismos além do alvo em questdo. Na atual conjuntura,
vdrios desses pesticidas quimicos sdo proibidos pelas legislacdes sanitdrias por causarem
riscos a saide animal, e humana e ambiental. Entretanto com o advento da biotecnologia e o
controle biolégico por meio de fungos, visa-se a utilizacdo de compostos destes organismos
juntamente com estruturas que possam promover a eficicia do composto bioldgico em

hospedeiros intermedidrios de importancia médico-veterindria. Explicar ideia

3.1 Objetivos gerais

v Promover a biossintese de nanoparticulas de prata (AgNPs), mediada pela utilizacéo
do fungo Monacrosporium thaumasium (cepa NF34);

v’ Avaliar as nanoparticulas de prata (AgNPs) através da a¢do do fungo M. thaumasium
sobre massas ovigeras do caramujo Biomphalaria glabrata;

v" Avaliar as proteases produzidas pelo fungo M. thaumasium na técnica de pinga Gptica.

v" Sintetizar AgNPs utilizando o fungo M. thaumasium e testar seus efeitos sobre massas
ovigeras do caramujo Biomphalaria glabrata.

v' Avaliar as proteases produzidas pelo fungo M. thaumasium na técnica de pinga Optica.

3.2 Objetivos especificos

v" Purificar as proteases produzidas pelo fungo Monacrosporium thaumasium;

v’ Caracterizar a atividade caseinolitica das enzimas produzidas pelo fungo M.
thaumasium em funcao de pH e temperatura;

v' Caracterizar estruturalmente as nanoparticulas de prata sintetizadas pela a¢do do fungo
M. thaumasium via ensaios em espectroscopia UV-Visivel (UV-Vis) e microscopia
eletronica de varredura (MEV);

v’ Avaliar as interacdes das proteases produzidas pelo fungo M. thaumasium na

macromolécula de dcido desoxirribonucleico (A-DNA) através da pinga Optica.



Capitulo 1

On the interactions involving serine proteases obtained from Monacrosporium
thaumasium (Ascomycota: Orbiliomycetes) and deoxyribonucleic acid (DNA): biological

macromolecules in action
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Abstract

The use of force spectroscopy approaches performed with optical tweezers can be very useful
in determining the binding modes and the physical chemistry of DNA interactions with
ligands, from small drugs to proteins. Helminthophagous fungi, on the other hand, have
important enzyme secretion mechanisms for various purposes, and the interactions between
such enzymes and nucleic acids are very poorly studied. Therefore, the main goal of the
present work was to investigate, at the molecular level, the mechanisms of interaction
between fungal serine proteases and the double-stranded (ds) DNA molecule. Extracellular
enzymes of the nematophagous fungus Monacrosporium thaumasium (Isolate-NF34) were
purified and used in typical optical tweezers force spectroscopy experiments. Experimental
assays performed with this single molecule technique consist in exposing different
concentrations of the protease of this fungus to dsDNA until saturation while monitoring the
changes on the mechanical properties of the macromolecular complexes formed, from where
the physical chemistry of the interaction can be deduced. It was found that the protease binds
strongly to the double-helix, forming aggregates and changing the persistence length of the
DNA molecule. The results confirm that the serine proteases are potential candidates for

applications which intend to interfere on the DNA basic functions inside living cells, possibly
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hindering some of these functions. The present work thus allowed us to infer information at
the molecular level on the pathogenicity of these proteins, an important class of biological

macromolecules, when applied to a target specimen.

Keyword: Nematophagous fungi; Biological activity; Biotechnology; Enzymes; DNA;

Biological control.

1. Introduction

The exploratory use of helmintophagous fungi has been a major advance in the area of
biological control of helminths [1-5]. Biological control using nematophagous fungi is a
reality in intestinal helminthiasis control strategies. The dispersion of fungal structures
directly in feces, where the hatching of eggs occurs and larvae become infectants, is one of
the forms used to establish this biological control of parasitic nematodes of animals [6]. It is
extremely important to recognize the problems caused by parasitic nematodes of animals
worldwide, evidencing that parasitic control must, above all, start from knowledge about the
population dynamics and epidemiology of helminths, their characteristics and the main
species present in the most diverse categories of animal husbandry worldwide [2]. The
fungus Monacrosporium thaumasium in the treatment of gastrointestinal nematodes (GIN) of
several domestic animals demonstrated its potential in reducing the free life phases of
parasitic nematodes in the field [1,7—14]. This fungus is classified as a predator of nematodes
and in it is adhesive nets present in hyphae, secrete enzymes capable of degrading cuticles of

various helminths.

In addition, M. thaumasium has stood out as a biotechnological potential of
extracellular enzymes and their virulence factor in nematodes [15-17]. These enzymes,
classified as serine proteases, are found in viruses, bacteria, and although eukaryotes that are
extremely vital participation in the metabolism of these organisms. It is known that these
enzymes function as a catalytic triad and oxyanion in catalysis, clearly established [18,19] of

how these interactions with their substrates occur.

Optical tweezers (OT) is a single molecule technique which, in turn, consists of a laser
beam focused by a high numerical aperture microscope objective, capable of exerting forces

and trapping dielectric particles (e. g. microspheres) close to the focus of the lens [20-22].
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Some of its applications consist of capturing and manipulating macromolecules like RNA and
DNA, thus allowing several important studies on their interactions with ligands such as drugs
[23] and proteins [24]. In addition, the technique has also been used to study parasites [25],

cells [26,27] and other biological systems.

Until now, little is known about the interactions among enzymes produced by
nematophagous fungi and dsDNA, as well as the possible consequences of these interactions.
In addition, because of the wide range of studies focused on these enzymes, our goal here was
to characterize the behavior of serine proteases from M. thaumasium when interacting with
dsDNA using optical tweezers, unveiling the binding mode and the physical chemistry of the
interaction. In summary, it was found the serine proteases significantly interact with dsSDNA
molecules at a very a low concentration range (nM), which is probably related to their

efficiency as antipathogen agents.

2. Materials and methods
2.1 Fungus and serine protease production

The nematophagous fungus isolate Monacrosporium thaumasium (Strain NF34) from
Brazil soil was kept in a solid corn-meal-agar medium 2% (CMA 2%) at 4° C in the dark in
the mycoteca of the Parasitology Laboratory of the Veterinary Department of the

Universidade Federal de Vigosa.

The production of proteases was made from small discs (8 mm) of NF34 fungal mycelium,
transferred to previously sterilized 250 mL vials, containing a culture medium prepared with 8
g of wheat bran, 16 ml of minimum mineral medium containing in g/liter: KH>POs, 1.5;

K>HPOg4, 1.0; MgSO4 7H20, 0.2; CaCl> ; 2H>0, 0.2; NaCl, 0.2 and glucose, 1.0 adapted [28]:

The semi-solid fermentation was obtained in six days of incubation in a darkroom at 28° C.
Then, 80 mL of distilled water was added to this medium, manually stirred and filtered in a
glass funnel with gauze, to remove the solid medium from the wheat bran. Therefore, this

material was called crude enzymatic extract and was stored at 4° C until use.
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2.2 Partial purification

An aliquot of the crude extract obtained was previously centrifuged (5000 g — 5 min.),
and subsequently subjected to ultrafiltration using a membrane system (Pellicon® XL
Cassette Durapore® - Millipore membrane 0.45 pm) according to the manufacturer's
specifications. After this procedure, the retained fraction was used for partial purification of
the serine protease produced by the fungus.

For this, four mL was applied to a DEAE-Sepharose™ (Amershan Biosciences®)
column (5 x 2 cm) equilibrated with glycine phosphate buffer 50 mM (pH 9). The column
was eluted with a linear gradient de 0 to 1M of NaCl in the balance buffer at 1 mL/min. and
flow rate of 2 mL. The proteins were detected by monitoring by protein content, measured by
the method of Bradford (1976), and assayed for proteolytic activity, using casein as a

substrate .
2.2.1 Electrophoresis SDS- PAGE

The homogeneity of the fractions obtained in the first purification stage was evaluated
by electrophoresis in polyacrylamide gel (SDS-PAGE), tricine system [30]. The gels were

stained with Coomassie Brilliant Blue R-250 and silver nitrate solution [31].
2.3 Enzymatic assay and characterization of serine protease

The precharacterization tests were performed in triplicates in three independent
experiments at a temperature of 50° C for 15 minutes and later according to the results
obtained from the analyses. The volumes of solution used were: 50 pl of the enzyme (crude
extract), 450 pl glycine-NaOH buffer 50 mM (pH 8) and 500 pl casein 1% (pH 8) and
paralyzed the reaction with 1 mL of trichloroacetic acid (TCA 10%). The supernatant was
collected, and the absorbance was measured at 280 nm using a spectrophotometer (Thermo
Scientific Multiskan GO). A standard tyrosine curve was constructed by varying tyrosine (U)
concentrations. Still, later the characterization and quantification tests were monitored by

enzymatic assay and measurement of the protein content [29] was done.
2.4 Effect of pH, temperature and reaction time on serine protease activity

Different pH values were used with the following buffers: citrate phosphate 50 mM
(pH 3.0 to 7.0) and glycine-NaOH (pH 7.0 to 10). The temperature values used in the thermal
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bath were: 20° C to 80° C and as for the enzyme activity concerning time, were 2.5; 5; 10; 15;

20; 25; 30; 40 minutes.
2.5 Experimental assays with optical tweezers

The optical tweezers assays performed to study DNA-serine protease interaction at the

single molecule level were done with the following details.
2.5.1 Sample preparation and optical tweezers setup.

The samples consist of a phosphate buffer saline (PBS) with pH = 7.4 and [Na] = 150
mM containing biotin-labeled A-DNA molecules (New England Biolabs). One end of these
molecule is attached on a coverslip coated with streptavidin protein, while the other end is
attached to a 3um diameter polystyrene microsphere also coated with streptavidin (Bangs
Labs). Thus, using such a configuration, one can trap the microsphere with the optical

tweezers in order to manipulate and stretch the tethered DNA molecules.

The optical tweezers setup consists of a solid-state laser (CNI Lasers) with a
wavelength of 1,064 nm operating in the TEMoo mode. The laser enters an inverted
microscope (Nikon Ti2) and is focused on the sample by an objective lens with numerical
aperture of 1.4, creating the tweezers inside the sample chamber. A piezoelectric (PiNano,
Physik Instrumente) is coupled to the microscope stage, allowing one to move such stage and
to stretch the tethered the DNA molecule. Details on the sample preparation and experimental

setup can be found in previous works [32].
2.5.2 Experimental procedure

The first step was to obtain the force-extension curves of the DNA molecule and the
DNA-serine protease complexes under various protein concentrations. Optical tweezers were
used to capture a microsphere bound to DNA. The biopolymer was then stretched by moving
the microscope stage while the microsphere is maintained trapped by the tweezers. The
microsphere displacements inside the optical potential were measured using videomicroscopy,
and the applied force can finally be calculated by multiplying the bead displacement by the

previous measured trap stiffness of the apparatus, a standard procedure in the field [22].

Through this procedure, the force-extension curve of the biopolymer and the

complexes formed with the serine protease can be determined, which allows one to infer how
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the binding of these proteins affect the elastic behavior of the single tethered DNA. It is worth
mentioning that the experiments were carried out in the entropic regime, that is, the maximum
forces applied to the DNA-serine protease complexes were below 5 pN. This regime of low
forces ensures that the complexes were close to the equilibrium conditions and the
physicochemical parameters of the interaction were basically independent on the applied

forces [33,34].

The analysis of the obtained force-extension curves was performed using the Marko-
Siggia Worm-Like Chain (WLC) model [34] to fit the experimental data, and from such
fittings the basic mechanical parameters, contour length (L) and persistence length (A) of the
DNA- serine protease complexes, were extracted for each protein concentration used. Finally,
the data of the persistence length as a function of the protein concentration was analyzed and
fitted to a quenched-disorder statistical model of ligand binding previously developed [24,34].
Such analysis allows the determination of the physicochemical (binding) parameters that
characterize the interaction. Complete details of the model and fitting analysis procedure can

be found in a previous work [24].
2.5.3 Gel electrophoresis assays

Agarose gel electrophoresis assays were performed to complement and confirm the
conclusions about the DNA-serine protease interaction obtained in the optical tweezers
experiments. The samples contained in the case 3 kbp DNA molecules, serine protease at
different concentrations [0.5 to 15 nM], bromophenol blue (dye), GelRed [35] and the PBS
buffer. The electrophoretic runs of the DNA-serine protease complexes were analyzed in
1.5% agarose gels. Each run was performed under a voltage of 60 Volts in a horizontal vat
containing TAE buffer (Tris+ acid + EDTA) for 30 minutes. Images were obtained using a
UV-transilluminator with an ultraviolet light excitation and an appropriate bandpass filter to

collect fluorescence at (605 + 10) nm.

3. Results and discussion

3.1 Protein characterization

The effect of the pH on enzymatic characterization (Fig.1) was previously described in

the literature [36]. Here, the effect of pH (Fig.1a) on the enzymatic activity was to increase
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such activity from pH 6 until its optimization at pH 9. The temperature (Fig.1b) reached up to
70°C for activity optimization, and the results from 40 to 60°C are basically constant,

exhibiting a good activity.

Serine proteases are probably one of the most investigated enzymatic systems and are
involved in many biological processes. Its catalytic triad function, develops electrostatic
stability of charges (charge retransmission), promoting interactions, this also highlights some

unknown characteristics that go beyond catalysis, being, therefore, interesting to explore other

attributions of its use.
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Fig. 1 - Evaluation of the variation of the effects of pH, temperature and reaction time on the
protease activity. a) Variation of pH values - citrate phosphate 50 mM (3.0 to 7.0) and
glycine-NaOH (7.0 to 10). b) Variation of temperature values from 20° C to 80° C.



35

Each fraction obtained in chromatography was used to perform different serine
protease activity tests in order to obtain a peak of maximum activity. After performing the
tests with the fractions, the resulting graphs revealed the occurrence of four significant peaks
of serine proteases (Fig. 2) in numbered microtubes, well defined for each activity tested.
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Fig. 2 - Elution profil showing the purification of serino protease from Monacrosporium
thaumasium. lonexchange chromatography of four mL fraction from DEAE-Sepharose (5 x 2
cm), equilibrated with 1 mM phosphate buffer (pH 9). Elution was performed with linear

gradient of NaCl (0 - 1 M) glycine phosphate buffer at pH 9 and fractions of 2 mL. Content
measured by the Bradford method fractions with proteolytic activity.

Regarding the electrophoretic patterns analyzed (Fig. 3), the total protein systems,
which were saline precipitation at 0.15M, 0.30M and 0.50M showed more pronounced bands,

demonstrating an approximate size of 40 kDa corroborating with Soares [37].
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Fig. 3 - Profile of extracellular proteins of M. thaumasium. in SDS-PAGE gel (10%)
electrophoresis stained with Coomassie (A) and Silver Solution (B). M - markers (Precision
Plus Protein™) - mixture of ten blue-stained recombinant proteins (10-250 kD); EB — crude
extract; PO.15 — protein pool 0.15 M; P0.30 — protein pool 0.30 M; protein pool 0.50 M.

Studies using serine proteases from other predatory fungi were also effective in
helminth control, such as Pochonia chlamydosporia in parasite eggs [38,39] and
Duddingtonia flagrans [40] in larval phases. Soares [41] using the same fungal isolate,
purified and attributed protease as Mtl, and demonstrated its molecular mass of
approximately 40 kDa, thus confirming by gel, results similar to this work. When comparing
the similarities between proteases and other nematophagous fungi, a high degree of similarity
is evidenced, and PII protease (Arthrobotrys oligospora) is more similar to the proteases of

fungi that capture nematodes than opportunistic proteases.
Optical tweezers results

The results obtained from the optical tweezers assays have shown that serine proteases
do not induce any change on the DNA contour length, but considerably changes its

persistence length upon binding.

In fact, in Fig. 4 show the contour length of the DNA-serine protease complexes (L) as
a function of the protein concentration in the sample (Cr). Observe that this mechanical

parameter remains constant within the error bars as more protein is added.
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Such a behavior allows one to conclude that, if the protein interacts with DNA, it does
not change the average interspace between consecutive base-pairs along the double-helix

upon binding.
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Fig. 4 - Contour length of the DNA-serine protease complexes as a function of the protein
concentration in the sample. Observe that such mechanical parameter remains constant within
the error bars as more protein is added.

In Fig. 5 we show the corresponding persistence length of the DNA-serine protease
complexes, which presents a non-monotonic behavior increasing for low protein
concentrations (< 6 nM) and then decreasing for higher concentrations. Such behavior
confirms that the interaction occurs, and that the protein modifies the bending flexibility of

the double-helix upon binding.
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Fig. 5 - Corresponding persistence length of the DNA-serine protease complexes, which
presents a non-monotonic behavior increasing for low protein concentrations (< 6 nM) and
then decreasing for higher concentrations. The red solid line is a fitting to the quenched-
disorder statistical model, from where the physicochemical (binding) parameters of the
interaction can be extracted.

The red solid line is a fitting to the quenched-disorder statistical model using the Hill
binding isotherm [24], from where the physicochemical (binding) parameters of the
interaction can be extracted. Such fitting returns the following results for the binding
parameters: the equilibrium binding association constant K = (3.2 + 0.6) x 103 M!, the Hill
exponent n = 4.4 + 0.3, the average radius of the bound protein aggregates R = (4.6 = 0.4) nm
and the fraction of neutralized charges on the double-helix at bound protein saturation f = 1.0

+0.1.

The value found for the equilibrium association constant is on the order of ~108 M,
which shows that the serine proteases bind strongly to dsDNA at least under the experimental
conditions used here. Such a result confirms that the serine proteases are potential candidates
for applications which intend to interfere on the DNA basic functions inside living cells,

possibly hindering some of these functions.



39

The value found for the Hill exponent (4.4 = 0.3), on the other hand, gives the
important information that the interaction is positively cooperative, i. e., the binding of a
protein molecule facilitates the subsequent binding of other protein molecules. Also, they tend
to bind along the double-helix forming aggregates of at least 4 to 5 molecules (considering the

error bar of the Hill exponent).

The result found for the average radius of the bound protein aggregates, R = (4.6 £ 0.4)
nm, suggests that the average size of the serine proteases is between 1 to 3 nm, which is in

excellent agreement with its known molecular weight (40 kDa).

Finally, the result found for the fraction of neutralized charges on the double-helix at
bound protein saturation /= 1.0 = 0.1 says that at bound protein saturation about 100% of the

DNA charge is neutralized by the positive domains of the bound proteins.

These results combined give a very insightful overview of the physical chemistry of
the serine proteases interaction with dsDNA: they bind strongly presenting a positive
cooperativity behavior in the form of bound aggregates and tend to neutralize about 100% of
the negative charge present in the phosphate backbone of the double-helix, resulting in neutral

DNA-protein complexes.
Gel electrophoresis

The electrophoresis gels indicate that in all cases there is a systematic decrease in the
concentration of intercalated GelRed with the increase of the used protein concentration A
significant example is shown in Fig. 6, upper panel, in which one can see a systematic
decrease of the band intensity for higher protein concentrations. This result suggests that the
protein interaction with the double-helix competes with GelRed intercalation, which is
reasonable because GelRed is a bis-intercalant formed by attaching two ethidium bromide
(EtBr) molecules using a large linker that accommodates outside the double-helix when the
intercalation of the aromatic parts (EtBr) occurs [35]. Therefore, with the protein previously
bound to the double helix, it is reasonable to assume that it interferes on the regular
accommodation of the GelRed molecule, especially the linker, explaining the result obtained

in the electrophoresis assays.
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Fig. 6 - Upper panel: Exemplifying gel with various different serine protease concentrations
used (indicated below the bands in nM), maintaining the DNA, GelRed and all other
parameters constant. A systematic decrease of the band intensity can be seen for higher
protein concentrations. Bottom panel: band intensity analysis, from where one can estimate
the equilibrium binding association constant of the interaction.

The graph shown in the bottom panel is the band intensity analysis performed. The
bound fraction () of protein is proportional to /-1/Ip, where I is the measured intensity of each
band on the gel and Iy is the intensity corresponding to pure DNA (first band). The Scatchard
binding isotherm [34] was used as a first approximation to fit the experimental curve, and an
equilibrium constant of (2.9 + 0.8) x 10® M"! was found, in excellent agreement with the

optical tweezers result.



41

One of the advantages of using the optical tweezer technique is because of its ability to
test macro and micromolecules alone, using a system without interference of organelles that
are present in a cell. Effectively, this type of approach may eventually contribute to new

methodologies that can assist in the biocontrol of helminths.

4. Conclusion

In the present study we analyzed the molecular interactions between extracted and
purified serine proteases and double-stranded (ds)DNA using single molecule force
spectroscopy performed with optical tweezers. These assays allowed a robust characterization
of the physical chemistry of the interaction. In particular, we were able to conclude that these
proteins bind strongly to ds DNA, presenting an equilibrium binding association constant on
the order of ~ 103 M. In addition, they present a positively cooperative behavior in the form
of bound aggregates and tend to neutralize about 100% of the negative charge present in the
phosphate backbone of the double-helix, resulting in neutral DNA-protein complexes. Finally,
the average size of these proteins was also estimated from the experiments (1 — 3 nm), being
compatible to their measured molecular weight (40 kDa). This type of characterization is
important to elucidate the molecular aspects of the mechanism of action of this type of protein,
which can bring clues to their role as antipathogen agents and thus contribute to improve the

knowledge in the use of such biological macromolecules for this purpose.
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Capitulo 2

Biossintese de nanoparticulas de prata pelo fungo nematéfago Monacrosporium
thaumasium e sua a¢ao sobre massas ovigeras de molusco Biomphalaria glabrata




RESUMO

Fungos nemat6fagos possuem propriedades no controle bioldgicos de parasitos. O uso de seus
produtos provenientes de seu metabolismo pode ser explorados através da producdo de
nanoparticulas, que sdo utilizados em diversos setores industriais. Sendo assim, o principal
objetivo deste trabalho foi verificar e e obter a biossintese de nanoparticulas de prata através
do fungo Monacrosporium thaumasium (cepa NF34) e aplicar em massas ovigeras de
caramujos Biomphalaria glabrata. As analises experimentais foram performadas em tubos de
ensaios feitos em triplicata durante 10 dias sob fotoperiodo ambiente, content grupos expostos
as nanoparticulas com &4gua declorada e grupo controle, apenas com &4gua declorada. Os
resultados obtidos deste andlise pode-se inferior que 100% das massas do grupo exposto as
nanoparticulas, correspoderam a letalidade e inviabilidade dos embrides. Portanto, o trabalho
possui resultados satisfatérios quanto a producido de nanoparticulas, do qual foi promovido
pelo fungo em questdo e a letalidade no embrionamento dos caramujos. Este estudo mostrou
que o fungo utilizado pode ser promissor no controle da densidade populacional do caramujo

vetor da esquistossomose.

Palavras-chave: Controle bioldgico. Nanomateriais. Hospedeiros intermedidrios.



ABSTRACT

Nematophagous fungi have properties in the biological control of parasites. The use of its
products from its metabolism can be explored through the production of nanoparticles, which
are used in various industrial sectors. Therefore, the main objective of this work was to verify
and obtain the biosynthesis of silver nanoparticles through the fungus Monacrosporium
thaumasium (NF34 strain) and apply it to ovigerous masses of Biomphalaria glabrata snails.
The experimental analyzes were performed in test tubes made in triplicate for 10 days under
ambient photoperiod, containing groups exposed to nanoparticles with dechlorinated water
and control group, only with dechlorinated water. The results obtained from this analysis can
be lower than 100% of the masses of the group exposed to nanoparticles, corresponding to the
lethality and inviability of the embryos. Therefore, the work has satisfactory results regarding
the production of nanoparticles, which was promoted by the fungus in question and the
lethality in the embryonation of the snails. This study showed that the fungus used may be

promising in controlling the population density of the schistosomiasis vector snail.

Keywords: Biological control. Nanomaterials. Intermediate hosts.
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1. INTRODUCAO

O controle bioldgico utilizando fungos tem sido vastamente pesquisado e utilizado
contra vdrios agentes etioldgicos (BRAGA et al., 2008; BRAGA; ARAUJO, 2014b:;
MINGUETTO et al., 2021) e hospedeiros intermedidrios (CASTRO et al., 2019, 2022). Além
da utilizacdo de estruturas de propagacdo destes, hd ainda o emprego de compostos
extracelulares provenientes desses organismos.

Os fungos expressam diversas proteases em determinados meios ou quando em contato
com outros organismos que os auxiliam na sua nutricdo e toxicidade (BRAGA et al., 2012a;
SOARES et al., 2015c). Ademais, estes organismos estdo naturalmente presentes no solo e
tém se destacado pelo seu potencial biolégico contra as helmintoses (ARAUJO et al., 2021).
Contudo, existem mecanismos em que o fungo consegue produzir nanoparticulas (NPs)
viabilizando a estabilidade de compostos que podem auxiliar no combate a parasitos.

Existem diversos microrganismos que estdo envolvidos na produg¢do biogénica de
nanoparticulas, que incluem desde bactérias, fungos e leveduras capazes de participar na
sintese desses compostos a partir de seu proprio metabolismo, ou seja, secre¢do de enzimas
extracelulares (MOHANPURIA; RANA; YADAV, 2008). Apesar disto, casos em que a
sintese ocorre apenas em elementos quimicos e geralmente inorganicos, sao necessarios trés
componentes principais, dentro os quais estdo um sal de prata (geralmente AgNO3); um
agente redutor responsdvel pela transformacdo quimica do ion prata (geralmente boro-hidreto
de s6dio) e um agente para controlar e prevenir sua agregacao (SI et al., 2011). Entretanto, a
sintese também pode ser oriunda de microrganismos, onde, o agente redutor e o estabilizador
sdo substituidos por moléculas produzidas pelo proprio organismo (LEDWITH; WHELAN;
KELLY, 2007).

Diante disto, existem fungos predadores de destaque, como Duddingtonia flagrans
(COSTA SILVA et al., 2017) que foi possivel estabelecer esta biossintese de nanoparticulas
de prata (AgNPs). Dentre outros, o Monacrosporium thaumasium, fungo nematéfago, ainda
nao foi elucidado o seu mecanismo de biossintese de AgNPs em teste de toxicidade
embriotéxica (BET).

No presente estudo, foi realizada a biossintese de AgNPs mediada pelo fungo
Monacrosporium thaumasium (cepa NF34) ap6és sua caracterizacdo as AgNPs foram testadas

sobre massas ovigeras de Biomphalaria glabrata visando sua acdo em caramujos.
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2. MATERIAIS E METODOS

O trabalho consistiu em promover a biossintese de nanoparticulas de prata (AgNPs) por
intermédio do fungo Monacrosporium thaumasium proveniente do laboratério de
parasitologia do Departamento de Veterindria da Universidade Federal de Vigosa (DTV/UFV)
no Laboratério de Doengas Parasitérias.

Em seguida algumas caracteriza¢des do produto a fim de se determinar suas propriedades
quimicas e bioldgicas. Os principais materiais € organismos utilizados no método envolvendo

a biossintese das nanoparticulas de prata estdo listados na tabela 1.

Tabela 1 — Informacdo sobre os materiais, quantificagdes, microrganismos e procedéncia,

utilizados na execugdo da biossintese de nanoparticulas de prata (AgNPs).

Concentracao Quantidade utilizada Procedéncia
utilizada
Microrganismo
Monacrosporium -- 10 g Departamento de
thaumasium (cepa Medicina Veterindria -
NF34) UFV (Laboratério de
Parasitologia)
Meio de cultivo
Batata Dextrose Agar 2,3% m/v 23¢g Sigma-Aldrich
(BDA)
Extrato de levedura 0,5% m/v 05¢g MicroMed
Extrato de malte 2% m/v 2g Biobras diagndsticos
Reagente analitico
para formacao das
AgNPs
Nitrato de prata 1 mM 0,017 g Vetec
(AgNO3)

2.1 Meios de cultura para o fungo

O protocolo empregado, foi a sintese de nanoparticulas de prata pelo método bioldgico,

utilizando-se fungo. Para o crescimento do fungo, foram utilizados meio sélido de cultura de
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Batata Dextrose Agar, extrato de malte e extrato de levedura e incubados em demanda

bioquimica de oxigénio (BOD) durante cinco dias a 28°C.

2.2 Sintese das nanoparticulas (AgNPs) mediada pelo fungo Monacrosporium
thaumasium

A sintese das AgNPs foi realizada no Laboratério de Metabolismo e Fermentacio
(LMF). Os protocolos foram seguidos de acordo a Almeida (2017).

Ap6s o periodo de crescimento de 5 dias da cepa fingica, 10 + 0,5 g da biomassa do
isolado NF34 foi transferida para um frasco Erlenmeyer contendo 100 mL de dgua destilada
por meio de raspagem do micélio formado pela cepa flingica sobre o meio s6lido BDA. Em
seguida, mantido durante 72 h a 28 °C em suspensdo aquosa em incubadora horizontal a 120
rpm no escuro.

Ap6s o periodo de 72 h, a biomassa foi separada do meio por filtragdo utilizando filtro
de papel quantitativo de porosidade 25 pm (12,5 cm). Apds a filtracdo, ao filtrado fingico
adicionou-se 1 mM (107 M ou 0,017g/100 mL) de AgNO3 (nitrato de prata). Posteriormente,
a suspensdo contendo o filtrado fiingico com o nitrato de prata foi mantido durante cinco dias
sob incubadora no escuro a 28° C sob os mesmos procedimentos anteriores.

A avaliagdo da eficiéncia da biossintese foi observada posteriormente através da
alterac@o do tom de cor do meio reacional. O aparecimento de uma coloracdo castanha escura
do filtrado de células fungicas indica a formacdo das AgNPs.

Ao final dos processos da biossintese, a suspensdo foi armazenada em temperatura a

4° C no escuro para as caracterizagdes do meio reacional.

2.3 Espalhamento de luz dinamico
A medi¢do do tamanho das nanoparticulas de prata foi determinada por espalhamento

de luz dinamico (Fig. 7).



53

Fig. 7 - Equipamento de espalhamento de luz Brookhaven Co., localizado no Laboratério de
Microfluidica e Fluidos Complexos do Departamento de Fisica da Universidade Federal de
Vigosa (DPF/ UF\Q._

Fonte: Pagina do Laboratdrio de Microfluidica e Fluidos Complexos acessado
por http://www.Imffc.ufv.br/.

Para a execucdo experimental da medicao do tamanho das AgNPs via DLS, cerca de 2
mL das amostras coloidais contendo as nanoparticulas de prata foram transferidas para um
tubo de ensaio. Em seguida, o componente contendo a fonte de luz a laser foi imerso na
amostra. A andlise da frequéncia da luz incidida sobre as particulas foi executada pelo
software do equipamento gerando um histograma contendo os percentuais dos diferentes

tamanhos das nanoparticulas.

2.4 Caracterizacio via espectroscopia na regiao ultravioleta visivel (UV-Vis)

As aliquotas contendo as nanoparticulas foram periodicamente removidas e
submetidas a analise em espectroscopia UV-Vis, em um espectrofotdmetro (Shimadzu UV—
Vis-1501), as medicdes de emissdo de fluorescéncia foram realizadas usando um Coherent
Cube Laser de 378nm como fonte de excitacdo e espectrometro Ocean Optics USB4000 para
coletar o sinal de todas as amostras e referéncias. Cerca de 2 mL das amostras contendo as
nanoparticulas de prata coloidais foram analisadas em cubetas de quartzo. Todas as andlises
em UV-Vis foram realizadas no Laboratério de Preparacio de Amostras (Producdo de

Nanoestruturas Semicondutoras e Nanocompdsitos) - UFV.

2.5 Caracterizacio via Microscopia eletronica de varredura (MEV)
As andlises em microscopia eletronica de varredura das nanoparticulas de prata foram

realizadas com a finalidade de avaliar a forma, o tamanho e os aspectos de disposi¢c@o espacial
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e de superficie das nanoparticulas. Os ensaios com ambos 0s equipamentos foram realizados
no Laboratério de Microscopia Eletronica de Varredura (DPF/ UFV).

A preparacdo das amostras de nanoparticulas de prata para visualizagdo no MEV foi
conduzida a partir do gotejamento destas sobre pequenos suportes de aluminio previamente
limpos e esterilizados denominados “stubs”. Apds o gotejamento, os stubs foram levados a
um dessecador com silica gel onde permaneceram por um periodo de 48 h para promover a
secagem da amostra gotejada (Fig.8). As andlises em MEV foram realizadas em um

equipamento (JEOL, modelo JSM-6010LA).

Fig. 8 - Stubs onde foi depositada uma gota da suspensdo contendo as nanoparticulas de prata
(AgNPs).

2.6 Obtencao das massas ovigeras de Biomphalaria glabrata

Os caramujos foram obtidos do Laboratério de Helmintologia Veterindria, localizados no
Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG). Geragdes
ja mantidas em condi¢des laboratoriais foram acondicionados em aquérios de vidros em 4gua
declorada e aeracdo artificial, temperatura e fotoperiodo ambiente. Tais organismos foram
alimentados com folhas de alface (Lactuca sativa) ad libitum. Para a obten¢cdo das massas
ovigeras (Fig. 9), foram utilizadas placas de poliestireno (+ 4 cm?) colocadas no interior dos

aqudrios para servirem como substratos para oviposi¢ao.
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Fig. 9 - Massas ovigeras de Biomphalaria glabrata, depositadas na placa de poliestireno.

2.7 Teste embriotéxico de Biomphalaria (BET)

As massas ovigeras foram coletadas suavemente com auxilio de alca de semeadura
estéril e transferidas para uma placa de vidro com 4dgua declorada (nova dgua, porém na mesma
condi¢do da dgua do aqudrio, onde ha os caramujos adultos). Em seguida, foram inseridos em
trés tubos de ensaios para o grupo controle - respectivamente dgua declorada e as massas
ovigeras; e o grupo de tratamento - respectivamente dgua declorada, massas ovigeras e AgNPs

nas proporcoes (Tab. 2):

Tabela 2 — Propor¢des das concentragdes de aliquotas de dgua (H>O) e nanoparticulas (AgNPs)
dos grupos de tratamentos utilizando respectivamente, dgua declorada, massa ovigera e
AgNPs biossintetizados pelo isolado de Monacrosporium thaumasium NF34.

H20 AgNPs
500 uL 1000 uL
2000 puL. 500 uL

1000 uL 1000 uL
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3. Anilises estatisticas

O experimento foi esquematizado em delineamento inteiramente casualizado (DIC),
constando de trés grupos controles (C1, C2 e C3 — dgua declorada + massas ovigeras) e trés
grupos de tratamentos (4gua declorada + massas ovigeras + AgNPs) em triplicatas, mantidos
nas condi¢cdes de ambiente, luz e temperatura. Os resultados obtidos foram expressos como
média + desvio-padrdo e submetidos aos testes de one-way ANOVA com um fator:

eclodibilidade x tratamentos, e para a comparagdo das médias no Minitab Statistical Software

®.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

O fungo Monacrosporium thaumasium crescido em BDA + Extrato de Malte e Extrato
de Levedura, apds cinco dias de incubagdo, foi possivel evidenciar o crescimento do micélio

(Fig. 10) para prosseguir para as etapas de biossintese das nanoparticulas de prata (AgNPs).

Fig. 10 — Placa de cultivo contendo o fungo Monacrosporium thaumasium cultivado em meio
de cultura BDA + Extrato de Malte e Extrato de Levedura a 28 °C apds cinco de incubacdo e
no escuro.

Posteriormente os micélios obtidos do cultivo em BDA, foram pesados e raspados
levemente com laminas de bisturi (aco inox) em ambiente estéril e inoculados em frascos
Erlenmeyers de 250 mL contendo 100 mL de dgua ultrapura que foram submetidos novamente
nas mesmas condicdes de temperatura e incubacdo durante 72h para um novo crescimento em

meio liquido (Fig.11 e 12).
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Fig. 11 — Frasco de vidro de 250 mL contendo 10g do micélio fingico de Monacroporium
thaumasium em 100 mL de 4dgua destilada ultrapura.

Fig. 12 —Erlenmeyer de 250 mL contendo filtrado fungico de Monacrosporium thaumasium
ap6s 72 h de incubacio a 28 °C e no escuro.
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4.1 Caracterizacao de amostra das AgNPs

Apoés o processo de biossintese das AgNPs, as nanoparticulas foram submetidas a
determinac¢do parcial das caracteristicas dessa suspensdo, para posteriormente serem utilizadas
como agente no BET. A biossintese das AgNPs foi promovida por meio da adi¢do do sal de
prata (AgNOs) no filtrado fungico, permitindo assim que as proteinas e demais biomoléculas
biossintetizadas pelo Monacrosporium thaumasium atuem no mecanismo de biorredugdo dos
fons de prata bem como no processo de estabilizacdo das nanoparticulas.

Com relacdo a eficiéncia da biossintese mediada pelo fungo, foi evidente a alteracdo

na cor do meio de reacdo (Fig. 13) quando comparado com o filtrado fingico (Fig. - 13A).

Fig. 13 - Alteracdo reacional das suspensdes obtidas através do fungo Monacrosporium
thaumaisum. A) Filtrado fungico de NF34 com dgua destilada. B) Filtrado fingico com
nitrato de prata (AgNO3).

A evidéncia da formagdo das AgNPs, como demonstrado apds a adi¢dao do nitrato de
prata (1 mM) no frasco contendo o filtrado flingico, é demonstrada pela mudanga de cor do
meio que passou para uma tonalidade marrom-amarelado apds 5 dias da adi¢do do sal de prata.
O aparecimento desta coloracdo sugere a formacdo das nanoparticulas de prata em suspensao
(DURAN et al., 2005; AHMAD et al., 2003). Estudos envolvendo outros fungos, realizados
por Basavaraja et al., 2008 verificaram que a mudanga de cor ocorre devido a reducdo dos
fons Ag+ para Ag°® de acordo com a liberagdo de enzimas extracelulares. De modo que, o
fungo segrega uma enzima extracelular que provavelmente vai promover a reducio dos ions

de prata, acarretando na formacao das nanoparticulas de prata metélica (GADE et al., 2010).
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4.2 Espectroscopia UV-Visivel
Os espectros em UV-Vis foram registados a partir das amostras contidas nas cubetas
(Fig. 14) com o filtrado fingico com e sem apds adicio de AgNO; (I mM) e depois foi

submetido a medigdes Opticas por espectrofotometro UV-Vis.

Fig. 14 - Fluorescéncia das amostras do meio reacional. A) Suspensdo de nanoparticulas de
prata pelo fungo Monacrosporium thaumasium (cepa NF34). B) Filtrado fingico de M.

thaumasium sem adi¢ao do AgNOs.

A andlise mostrou que o pico de ressonancia de superficie encontra-se fortemente
acentuada em torno de 500 nm (Fig. 15). Esse resultado se aproxima da biossintese por
Duddingtonia flagrans (COSTA SILVA et al., 2017), fungo também com atividade

nematdfaga que promoveu a biossintese de nanoparticulas.
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Fig. 15 - Espectros em UV-Visivel registrados de biossintese de nanoparticulas de prata

mediados por Monacrosporium thaumasium.
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Olhando os espectros da figura 15 vé-se que os espectros sdao praticamente iguais e se
sobrepdem. A intensidade do pico no UV-Vis foi diretamente proporcional ao rendimento da
biossintese das NPs. Assim, embora ainda ndo seja totalmente esclarecida, a teoria mais aceita
atualmente para o mecanismo exato da biossintese de AgNPs implica que os fons de prata
gerados pela adicdo de AgNOs ao filtrado fungico requerem a enzima nitrato redutase
dependente de NADPH para a sua reduciio (Ag+ a Ag®) (MATTHIAS et al., 2000). Diante
disto, o complexo enzimético responsavel pelo processo de biorredugao de ions de prata foi

sintetizado e liberado pelo fungo Monacrosporium thaumasium.
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4.3 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

As andlises em MEV foram utilizadas para determinar o formato e o tamanho das

nanoparticulas de prata. As imagens em MEV estdo apresentadas na Figura 16.

Fig. 16 - Micrografia em MEV das nanoparticulas de prata biossintetizadas por intermédio do
fungo Monacrosporium thaumasium: A) aumento em 2000x; B) aumento em 5000x; C)

Histograma de componentes inorganicos e organicos da amostra AgNPs.
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A partir dos resultados obtidos pelo MEV, pode-se observar a presenca das AgNPs
com morfologia varidvel. Contudo, pode-se concluir que as NPs possuem formato e tamanho
variavel, descrito por Bhainsa ¢ D’Souza (2006), onde foi possivel observar essas NP em

formas agrupadas ou dispersas.

4.5 Espalhamento dinamico de luz

A técnica de espalhamento dindmico de luz (Dynamic Light Scattering, DLS) é uma
técnica que estuda a correlagao da intensidade de luz espalhada pela amostra apds a mesma
ser atingida por uma onda eletromagnética. O raio hidrodindmico, considerando que as
particulas sdo esféricas.

O equipamento fornece a funcdo de autocorrelacio, g(*)(t). Foram realizadas medidas

para os angulos de detecc¢ao 30°, 40°, 60° e 90° as quais estdo mostradas na Fig. 17.

Fig. 17 - Fungao de autocorrelacdo da amostra para os angulos de espalhamento 30°, 40°, 60°
e 90° do meio reacional obtido através da biossintese de nanoparticulas de prata (AgNPs) pelo

fungo Monacrosporium thaumasium.
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Com o ajuste das fungdes observadas na Figura 17, notou-se duas populacdes de

estruturas com diferentes tamanhos em suspensao.
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Através do ajuste da equacdo, obtemos os /7 e [> para as duas populacdes com
diferentes tamanhos em suspensdo. Através da Fig. 18, o gréfico de I'xg?, é possivel obter o

coeficiente de difusdo através de um ajuste linear.

Fig. 18 - Grafico do I' pelo vetor de espalhamento ao quadrado para os angulos de
espalhamento de 30°, 40°, 60° e 90° do meio reacional obtido através da biossintese de
nanoparticulas de prata (AgNPs) pelo fungo Monacrosporium thaumasium. As retas sao

ajustes lineares para a obtencdo do coeficiente de difusdo.
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Os valores dos coeficientes de difusao obtidos estao mostrados na Tab. 3. Obteve-se o0s
valores de raio hidrodindmico que também foram mostrados na Fig. 18, sendo a # = 0.891 cP,

n=1.331e4A=632nm.
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Tabela 3 - Valores de coeficiente de difusdo na amostra do meio reacional obtido através da
biossintese de nanoparticulas de prata (AgNPs) pelo fungo Monacrosporium thaumasium.

Verifica-se 0 menor e maior tamanho encontrado.

Menor tamanho Maior tamanho
Coeficiente de difusdo (m?%/s) 1.6431x10’ 1.5683x10°
Raio hidrodinamico (nm) 14.93 156.45

As estruturas com menor tamanho podem ser associadas a proteinas e ja as particulas

possuem um raio hidrodindmico médio de nm. Foi notado que as particulas ndo possuem uma
forma totalmente esférica e, sim, possuem um pequeno alongamento (Fig. 19). No entanto,

por ser pouco este alongamento, o sinal emitido ndo favoreceu a caracterizagdo, sendo

possivel fazer medidas para baixos angulos de espalhamento 30°.

Fig. 19 - Funcdo de autocorrelacdo para o angulo de espalhamento de 30° e com a posi¢ao do

polarizador orientado na horizontal.
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Esta medida foi realizada utilizando o polarizador na posi¢do horizontal, logo s6

havera sinal se as particulas ndo forem perfeitamente esféricas.

4.6 Testes embriotéxicos em Biomphalaria (BET)

Apoés as caracterizagdes, foram realizados os testes de toxicidade das AgNPs em
massas ovigeras de Biomphalaria glabrata.

A suspensdo contendo AgNPs promoveu uma taxa de inibicdo da eclosdo de 100%
(Fig. 20) dos caramujos durante os 10 dias de exposi¢ao.
Fig. 20 - Taxa de eclodibilidade dos caramujos. C1, C2, C3 — Grupo controle com 4gua
declorada e massas ovigeras (ndo expostas as nanoparticulas de prata). T1, T2, T3 —
Tratamento de exposi¢do com as AgNPs nas massas ovigeras de Biomphalaria glabrata

durante dez dias a 25 °C.
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O desvio padrio combinado fol usado para calcular os intervalos,

Pode-se observar que para todas as massas ovigeras contendo a suspensdo de AgNPs
foram sensiveis ao teste quando comparados ao grupo controle. As triplicatas do grupo
controle, apenas um grupo por fatores naturais da propria espécie em questdo, nao foi

verificado a eclosio dos caramujos. No entanto em todos os tratamentos com o0s
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nanomateriais, foi perceptivel e possivel a visualizacdo das estruturas que abarcavam 0s ovos

(Fig. 21).

Fig. 21 - Aspecto externo das alteracdes de massas ovigeras de Biomphalaria glabrata. (A, B
e C) Grupo controle — dgua declorada; A — s — caramujo (snail); B, C mo — massa ovigera. (D,
E e F) Grupo tratado — D — dgua declorada e E, F- AgNPs; F) Estdgio do caramujo em fase
trocéfora (t). Escala = 500 um.

Os resultados sdo satisfatérios para os tratamentos a base de AgNPs em massas
ovigeras, visto que ndo houve eclosdo de nenhum caramujo, nem desenvolvimento completo

das fases desse organismo.
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Estes tamanhos variados de AgNPs provaram uma capacidade potencial de se aderir e
serem absorvidos pela superficie de agentes alvo (caramujos) que induzem a mortalidade
desses caramujos que sdo hospedeiros intermedidrios da esquistossomose. Estes estudos
corroboram com Mansur (2010) que se refere a combinag¢do do baixo volume com a elevada
area superficial presente nas nanoparticulas, que proporciona uma elevada 4rea de contato
aliada a uma quantidade maéssica (AgNPs) reduzida e fendmenos quanticos associados aos
materiais quando se encontram em escala nanométrica. Com isto, a membrana dessas massas,
sofreram permeabilidade que indicam o ocasionamento de morte das células, o que revelou
que AgNPs funcionassem como atividade moluscicida contra B. glabrata.

Compreende-se que o fungo M. thaumasium nao € ovicida e atua como predador de
namatoides através de redes adesivas (ARAUJO et al., 2009). Contudo, o uso das enzimas
extracelulares de fungos e outros microrganismos (COSTA SILVA et al., 2017; MADAKKA;
JAYARAJU; RAJESH, 2018), podem ser capazes de atuarem como biorredutores na sintese
de AgNPs. Dentre os fungos utilizados como controle biolégico, o isolado de Duddingtonia
flagrans também foi utilizado como NPs e testado em nematoides (COSTA SILVA et al.,
2017), mostrando resultados promissores como controle bioldgico.

De acordo com Almeida et al. (2017), a quantidade de biomassa desempenha um papel
fundamental no mecanismo de biorreducdo dos fons Ag* para Ag’. O aumento da quantidade
de biomassa no meio reacional permite uma liberagdo mais elevada das enzimas redutase e de
outras proteinas responsaveis tanto pelo processo de biorreducdo como também pelo processo
de estabilizagdo das nanoparticulas de prata. Sendo, portanto, neste presente trabalho o uso
dessas enzimas como suposicdo para inviabilizacdo e toxicidade nas massas ovigeras e
consequentemente nos ovos, através dos fons de Ag. Entretanto, os mecanismos de

caracterizacdo dessas enzimas e sua toxicidade necessitam de estudos futuros.

5. Conclusao

O fungo Monacrosporium thaumasium promoveu e viabilizou a biossintese de
nanoparticulas de prata. A utilizacdo destas AgNPs envolvendo massas ovigeras como
modelo de embriotoxicidade foram satisfatérios, comprometendo a eclosdo dos caramujos

Biomphalaria glablata.
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5. CONCLUSOES GERAIS

CAPITULO 1

V' As serino-proteases se ligaram fortemente ao dcido desoxirribonucleico, formando o
complexo serino protease - DNA pela técnica de pinga dptica.

v Essas proteases, se associaram numa ligagdo de equilibrio com tendéncia a neutralizar cerca

de 100% da carga negativa presente no esqueleto fosfato da dupla hélice,

resultando em complexos DNA-proteinas neutras

CAPITULO 2

v/ As enzimas extracelulares do fungo Monacrosporium thaumasium do isolado (NF34)
mostraram-se promissoras em suas acoes na biossintese de nanoparticulas de prata.

v Os testes de toxicidade com nanoparticulas envolvendo massas ovigeras como modelo de

embriotoxicidade foram satisfatérios, comprometendo a eclosdao dos caramujos Biomphalaria

glablata.
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