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RESUMO

SILVA, LARYSSA PINHEIRO COSTA, M.Sc, Universidade Vila Velha — ES, fevereiro
de 2017. Primeiro relato da biossintese extracelular de nanoparticulas de prata
do fungo nematéfago Duddingtonia flagrans. Orientador: Fabio Ribeiro Braga.

A biossintese de nanoparticulas metélicas, utilizando sistemas biolégicos como
fungos, tem evoluido para se tornar uma importante area da nanobiotecnologia.
Neste estudo, relatamos pela primeira vez a sintese extracelular de nanoparticulas
de prata (AgNP’s) altamente estaveis utilizando o fungo nematéfago Duddingtonia
flagrans (AC001). O fungo foi cultivado em um meio liquido pobre em nutrientes e
enriquecido com uma fonte natural de quitina e incubado a 25 ° C durante 10 dias
sob agitacao orbital (120 rpm). O filtrado isento de células fungicas foi utilizado para
sintetizar as AgNP’s na presenca de uma solugdo de AgNO3; 1 mM. A formacao e
estabilidade das nanoparticulas foram analisadas a partir dos estudos de
espectroscopia UV-Visivel e espalhamento de luz dindmico (DLS). Para obter
medidas quantitativas das particulas, distribuicdo de tamanhos e morfologia das
AgNP’s, imagens por microscopia eletrénica de transmissdo (MET) foram realizadas.
O método de Bradford e técnicas espectroscopicas (UV-Visivel, Infavermelho
acoplada de Fourier - FTIR, espalhamento Raman) foram aplicadas para entender
quais moléculas estariam envolvidas na formacdo destas nanoparticulas. Os
resultados obtidos indicaram que as AgNP’s biossintetizadas sao estaveis e
principalmente de forma esférica. O tamanho das AgNP’s foi afetado pela
concentracdo do filtrado fungico utilizado na sintese coloidal, sendo a solucéo
menos concentrada do filtrado (1:100) com maior quantidade de particulas menores.
Além disso, observou-se que possivelmente a quitinase estaria envolvida no
porcesso de formacao e estabilizacdo das AgNP’s através do revestimento das
particulas. Os nanomateriais sintetizados neste trabalho sdo candidatos promissores
para aplicagbes terapéuticas, tais como no combate a helmintos parasitos
gastrintestinais nocivos a saude humana e animal, uma vez que as AgNP’s
biossintetizadas e funcionalizadas apresentaram boa estabilidade e alto rendimento.
AgNP’s podem apresentar propriedades antibacterianas, antifungicas, antivirais,
anti-inflamatérias e anti-cancer; sendo portanto uma estratégia promissora para o
aplicac6es terapéuticas o que potencializa novos delineamentos experimentais
utilizando o fungo D. flagrans para a sintese destas nanopatrticulas.

Palavras chaves: nanoparticulas, fungos nematéfagos, biossintese, terapia
coadjuvante.



ABSTRACT

SILVA, LARYSSA PINHEIRO COSTA, M.Sc, University of Vila Velha — ES, february
2017. First report of the extracellular biosynthesis of silver nanoparticles of
nematophagous fungus Duddingtonia flagrans. Advisor: Fabio Ribeiro Braga.

The biosynthesis of metallic nanoparticles, using biological systems such as fungi,
has evolved to become an important area of nanobiotechnology. In this study, we
report for the first time the extracellular synthesis of highly stable silver nanoparticles
(AgNPs) using the nematophagous fungus Duddingtonia flagrans (AC001). The
fungus was cultivated in a nutrient-poor liquid medium enriched with a natural source
of chitin, and incubated at 25°C for 10 days under orbital agitation (120 rpm). The
fungal cell-free filtrate was used to synthesize the AgNPs in the presence of a 1 mM
AgNOs; solution. The formation and stability of the nanoparticles was analyzed using
UV-Visible spectroscopy and dynamic light scattering (DLS). To obtain quantitative
measurements of the particles, size distribution and morphology of AgNP, images by
transmission electron microscopy (TEM) were performed. The Bradford method and
spectroscopic techniques (UV-Visible, Fourier Coupled Infrared - FTIR, Raman
scattering) were used to understand which molecules are involved in the formation of
the nanoparticles. The results indicated that AgNPs biosynthesized are stable and
mainly spherical. The AgNPs size was affected by the concentration of the fungal
filtrate used in colloidal synthesis, being a less concentrated solution of the filtrate
(1:100) with more of smaller particles. In addition, it was observed that possibly a
chitinase was possibly involved in the process of formation and stabilization of the
AgNPs through the coating of the particles. The nanomaterials synthesized in this
study promising candidates for therapeutic applications, such as in combatting
gastrointestinal helminth parasites that are harmful to human and animal health,
since as biosynthesized and functionalized AgNP's presented good stability and high
yield. AgNPs may exhibit antibacterial, antifungal, anti-viral, anti-inflammatory and
anti-cancer properties; they therefore represent a promising strategy for therapeutic
applications, which potentiates new experimental designs involving the fungus D.
flagrans for a synthesis of these nanoparticles.

Keywords: nanoparticles, nematophagous fungi, biosynthesis, adjuvant therapy.
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1. INTRODUCAO

As nanoparticulas de prata (AgNP’s) tém sido intensamente estudadas, uma
vez que demostram amplo espectro de atividades antimicrobianas para bactérias (1),
fungos (2) e virus (3); pois penetram facilmente através das membranas celulares e
prejudicam diretamente as funcbes dos componentes vitais dos microorganismos
(4). Além disso, AgNP’s também tem sido utilizadas para administrar farmacos,
como antibiéticos, ao local do processo patolégico (drug delivery) (5).

Estruturas nanométricas metdlicas ja demonstraram acao téxica em algumas
células de mamiferos, uma vez que seu tamanho reduzido as permite atingir
mitocéndrias e nucleos celulares, danificando estruturas do DNA (6; 7; 8). A
utiizagdo combinada de nanoparticulas metélicas com antibidticos reduz a
toxicidade de ambos os agentes em relacdo as células humanas, pois melhora
sinergicamente as suas atividades antimicrobianas e assim diminui a necessidade
de dosagens elevadas de prata e antibiético(5).

Varios métodos fisicos e quimicos foram adotados para sintese de
nanoparticulas metalicas. Entretanto, produtos e subprodutos quimicos, prejudiciais
a saude, sao produzidos durante estes processos de sintese, como: ambnia e
aerossol metalico (2, 9, 10).

Métodos bioldgicos para a sintese de nanoparticulas (NP’s) surgiram como
uma opgao simples, rapida, nao téxica e reprodutivel, uma vez que podem produzir
particulas de tamanho e morfologia bem definidos em condigbes otimizadas (10).
Microrganismos (bactérias, leveduras e fungos) sdo utilizados na sintese de NP’s
metalicas, pois sdo capazes de agregar material inorganico dentro ou fora da célula,
além de produzirem bio-extratos, que na sintese podem atuar como agente redutor
de materiais inorganicos e agente estabilizador (11, 14).

Duddingtonia flagrans € um fungo nematéfago é considerado uma espécie
adequada para o controle bioldégico de parasitos gastrintestinais, pois além da
capacidade predatéria e a producdo de estruturas fungicas de resisténcia, que
garantem a propagacdo e sobrevivéncia destes organismos em condigcdes

ambientais, € inofensivo a saude animal, humana e ao meio-ambiente (15,16). No
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extrato bruto do D. flagrans é possivel identificar enzimas extracelulares produzidas
pelo préprio fungo, como proteases e quitinases, capazes de hidrolisar a cuticula do
nematoide, facilitando a predacédo do parasito, ou seja, tem sua aplicabilidade da
extensivamente estudada (17,18). Nesse sentido, Braga et al. (15,17) tem
demonstrado que a utilizacdo de metabdlitos primarios e secundarios deste fungo
pode ser mais explorada no contexto da nanobiotecnologia, sugerindo também o seu
emprego na produgdo de NP’s com vistas a uma aplicabilidade potencial. Essa
“aplicabilidade” poderia ser potencializada no contexto do “ataque” ao organismo
alvo de maneira coadjuvante, no caso os helmintos, justamente no seu habitat
natural, o organismo humano e ou animal (19). Neste estudo, uma nova abordagem
de aplicagéo destes organismos foi avaliada, envolvendo a biossintese de AgNP’s,
uma vez que até o presente momento existem poucos relatos, sobre a utilizacéo

fungos nemato6fagos na sintese de NP’s metalicas (20).
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Nanoparticulas (NP’s)

Pesquisas envolvendo nanoparticulas (NP’s) sdo atualmente uma area de
intensa investigagéo cientifica. Nos ultimos 12 anos, de acordo com o banco de
dados do pubMed, utilizando a palavra chave “nanoparticles’, o numero de
publicacdes cientificas tem ocorrido de forma exponencial, no ano de 2004 foram
1.463 publicacbes e em 2016, 16.752 publicagdes. Isso ocorre devido a grande
variedade de aplicagbes em diversos campos da ciéncia, como: eletrénica, ciéncias
ambientais, biotecnologia, engenharia, biomedicina e agricultura (14, 21- 23).

A producéao, manipulacao e aplicacao de particulas de nano-escala sao areas
em crescimento na ciéncia e na tecnologia de hoje. Como consequéncia das suas
dimensdes que variam de 1 a 100 nanémetros (nm) de diametro, as NP’s exibem
propriedades o6ticas e eletrbnicas Unicas e podem ser facilmente sintetizadas a partir
de diversas matérias-primas (24, 25), como: ouro (26), prata (27), zinco, magnésio e
tidnio (28, 29).

2.1.1 Nanoparticulas de prata (AgNP’s)

Dentre as varias NP’s metalicas, as nanoparticulas de prata (AgNP’s) tém
sido intensamente estudadas, pois além de suas propriedades fisico-quimicas como
condutividade elétrica, comportamento Optico, estabilidade quimica e atividade
catalitica, sdao também uma ferramenta terapéutica em potencial para o tratamento
de diversas doencgas, devido a sua atividade antiplasmodial, antibacteriana,

antifangica, antiviral e anticerigena (9, 13, 30, 31).

A eficacia antimicrobiana destas NP’s ocorre em razao seu tamanho reduzido
e elevada area de superficie, permite que as NP’s tenham uma maior area de

contato com microrganismos. S&o capazes de afetar diferentes estruturas
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bacterianas, podendo prejudicar algumas fungdes das membranas celulares, tais

como permeabilidade e respiragao (5).
2.1.2 Sintese das AgNP'’s
2.1.2.1 Sintese quimica AgNP’s

A sintese de AgNP’s é possivel a partir de diversos métodos: quimico,
eletroquimico, radiacao UV, campos ultra-sbnicos, métodos fotoquimicos,
tecnologias de aerossoOis e técnicas bioldgicas. Sendo a sintese quimica a
abordagem mais explorada para a criagdo de AgNP’s (28). De acordo com Shipway
et al. (24), a preparagcdo quimica mais simples e comumente utilizada para a
formacao das NP’s de metal € uma reacao de redugcdo em meio aquoso, em que 0
citrato de sédio ou borohidreto de sddio é utilizado como agente redutor. Entretanto,
a obtencao de suspensdes coloidais estaveis é uma das principais dificuldades na
sintese de NP’s metalicas, uma vez que estas possuem uma alta energia superficial,

que favorece termodinamicamente a imediata agregacao das nanoestruturas (32).

Para evitar este fenbmeno é necessaria a presenca de agentes estabilizadores
poliméricos, como: poli(vinilpirrolidona) (PVP), poli(alcool vinilico) (PVA) e &cido
poliacrilico (PAA), que possuem sitios basicos de Lewis presentes em suas
estruturas, conferindo assim alta afinidade pelas NP’s. Esses agentes
estabilizadores possuem cadeias organicas suficientemente compridas que criam

um impedimento estérico, evitando interagdes entre as NP’s (32).

As vantagem da sintese quimica de NP’s sdo a facilidade de produgao, baixo
custo e alto rendimento; entretanto, produtos e subprodutos quimicos, prejudiciais

aos organismos vivos sdo produzidos, como: aménia e aerosol metalico (2, 10).

2.1.2.2 Sintese bioldgica AgNP'’s

Métodos biolégicos tém surgido como opcgdes viaveis para a sintese de NP’s,
dado a necessidade de uma técnica que supere as deficiéncias dos métodos
quimicos. A sintese biolégica de NP’s tem se demonstrado simples, rentavel,
confiavel e ambientalmente correta. Utilizando varios sistemas bioldgicos, incluindo

extratos de plantas, bactérias e fungos (33, 34, 13, 12, 35, 10).
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A capacidade de fungos filamentosos de crescer em substratos pobres em
nutrientes e de baixo custo, bem como a sua capacidade de produzir uma grande
variedade de metabdlicos comercialmente interessantes, tem atraido um interesse
consideravel para a utilizagdo destes microrganismos na produgédo de NP’s (14).
Além disso, para a sintese em grande escala de NP’s, estes fungos sdo os melhores
agentes para a producao de biomassa, em comparacdo com as algas e bactérias,
uma vez que o micélio fungico pode suportar a pressao de fluxo, agitacéo, e outras
condigdes nos biorreatores (12).

Os fungos filamentosos apresentam caracteristicas importantes para a sintese
das NP’s, uma vez que podem produzir proteinas ou compostos organicos capazes
de atuarem como agente redutor e agente estabilizador na sintese das NP’s,
eliminando a necessecidade de etapas extiras de revestimento para estabilizacédo
das NP’s (11, 36).

A sintese biolégica pode ocorrer via intracelular, quando o material inorganico é
reduzido dentro da célula, e/ou via extracelular, quando a reducao ocorre fora da
célula, por meio da agéao da nitrato redutase ou transporte de elétrons por quinonas

(naftoquinonas e antraquinonas) presentes no fungo (12,14).

A sintese intracelular permite um melhor controle sobre as distribuicdes de
tamanho e forma das NP’s, entretanto a purificacdo do produto é exaustiva e
dispendiosa. Ja a sintese extracelular € mais adaptavel a diversas sinteses de NP’s
e seus produtos sao mais faceis de purificar, podendo ser utilizadas diretamente em
varias aplicacdes (36).

Diferentes espécies de fungos revelaram-se promissores para a producao tanto
intracelular quanto extracelular de NP’s metdlicas, tais quais: Aspergillus sp.,
Verticillium sp., Penicillium sp., Cladosporium sp., Fusarium sp. e cepas de
leveduras (11,14).

A forma e tamanho das NP’s biossintetizadas, fatores importantes para
aplicacées biomédicas, dependem diretamente das espécies biolégicas envolvidas,
entretanto, o tamanho e a taxa de formacdo podem ser manipulados pelo controle
de parametros como: pH, temperatura, concentracdo, agitacdo e tempo de
exposicao ao metal (10,14).
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2.1.3 Caracterizacdo das AgNP’s

Uma etapa muito importante é a caracterizacdo das NP’s formadas, visto que
€ necessario elucidar suas caracteristicas quanto a estrutura, interacdes

interparticulas e funcionalidade.

2.1.3.1 Espectroscopia UV-Visivel

Nanoparticulas de prata exibem forte absorcao de ondas eletromagnéticas na
faixa visivel devido a ressonancia plasmoénica de superficie localizada (LSPR). LSPR
€ quando a frequéncia da luz visivel incidida sobre a particula é igual a frequencia da
onda gerada pela oscilacao coletiva dos elétrons, ap6s a irradiacdo dessa luz visivel
(36). O espectro de absorcao Optica das nanoparticulas metdlicas é sensivel a varios
fatores, como tamanho, forma, interacao particula-particula com o meio e indice de
refracao local ( 37). A cor da prata coloidal é atribuida ao LSPR especifico, portanto,
a monitorizacdo da cinética da reacao é realizada pela espectroscopia UV-Visivel
(36).

2.1.3.2 Microscopia eletrénica de transmissdo (MET)

A microscopia eletrénica de transmissdo (MET) € uma técnica importante e
frequentemente utilizada na a caracterizagdo de nanomateriais, para obter medidas

quantitativas de particulas, distribuicdo de tamanhos e morfologia (10).

2.1.3.3 Espalhamento de luz dindmico (DLS)

O espalhamento de luz dindmico (DLS) é capaz de determinar o tamanho da
nanoparticula, considerando o nucleo metalico da NP e a nuvem de elétrons que a
cerca, além de definir o potencial zeta que permite avaliar a estabilidade das NP’s
(26, 38).
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Meléndrez et al. (39) relatam que o aumento da quantidade de nanoparticulas
em suspensao, reduz a distancia entre as particulas. Isso permite que as forgcas
atraentes prevalecam sobre as forcas repulsivas, que sao responsaveis pela
estabilidade coloidal. Estas forgas atrativas diminuem o potencial zeta e a
mobilidade eletroforética, permitindo assim a interacao entre as NP’s e consequente
formacao de agregados. Sendo assim, a estabilidade coloidal das AgNP’s pode ser
confirmada pela medicao do potencial zeta para estimar a carga na superficie das
NP’s. Em geral, NP’s com potencial zeta maior que +25 mV ou menor que -25 mV
possuem repulsdo eletrostatica suficiente para permanecerem estaveis em solucao
(33).

2.1.3.4 Espectroscopia de infravermelhos transformada de Fourier (FTIR)

Espectroscopia de infravermelhos transformada de Fourier (FTIR) pode
determinar a qualidade ou a consisténcia de uma amostra além de determinar a
quantitativamente os componentes presentes na amostra. Esta técnica detecta a
vibracdo das ligacbes quimicas organicas presentes na superficie das
nanoparticulas, portanto, é utilizada para obter informacbes sobre os grupos
funcionais com os quais as nanopatrticulas sao estabilizadas (37).

2.1.3.5 Espalhamento Raman

O espalhamento Raman e o FTIR s&do técnicas complementares.
Geralmente no (FTIR), as bandas de vibracdo NH, e N- H sdo fundamentais para
elucidar o tipo de amina presente, enquanto que no espectro Raman as bandas
vibratérias sdo muito Uteis nos estudos conformacionais, para a determinagéo da

estrutura secunddria de moléculas bioldgicas (40).

2.1.4 Aplicagées das NP’s metalicas, biossintetizada a partir de fungos

AgNP’s de fungo possuem significativas propriedades antibacterianas contra
microrganismos patogénicos. Ninganagouda et al. (41) demonstraram que AgNP’s
produzidas por Aspergillus niger possuem propriedades antibacterianas que atuam
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sobre as bactérias patogénicas por ancoragem a superficie da célula, onde perfuram
a membrana celular, causando derrame dos componentes intracelulares e
consequente morte do agente infeccioso. Simultaneamente, as AgNP’s podem
estimular a producdo de ROS (espécies reativas de oxigénio), causando assim
diferentes reagdes de oxidagcdao em proteinas especificas da membrana ou no DNA,
provocando dano celular (42).

Ainda que AgNP’s sejam menos toxicas para humanos e animais do que
fungicidas sintéticos, o efeito antifungico de AgNP’s tem recebido menor atencao na
comunidade cientifica, com apenas alguns artigos publicados (14). Fatima et al. (26)
relatam uma atividade antifUngica moderada de AgNP’s de Bipolaris tetramera
contra Aspergillus niger e Trichoderma sp., por meio de lise celular, provocada pela
formacao de compostos insollveis por inativacdo dos grupos sulfidrila na parede
celular fungica e perturbacao de enzimas ligadas a membrana e aos lipideos.

O primeiro estudo com o objetivo de explorar a atividade anti-helmintica das
NP’s metalicas, derivadas de fungos fitopatogénicos, foi Kar et al. (37). Os autores
utilizaram NP’s de ouro biossintetizada a partir de Nigrospora oryzae, em cestoides
(ténia), e verificaram mudancas na arquitetura tegumentar, causando mudancas de
permeabilidade no tegumento do verme. Além disso, as NP’s de ouro afetaram o
funcionamento fisiolégico normal do cestoide, causando paralisia e subsequente

morte.

2.2 Fungos nematofagos

Fungos nematéfagos sado microfungos, que habitam o solo, capazes de
capturar, matar e digerir nematdides. Eles usam estruturas especiais do micélio,
chamadas de armadilhas, para capturar o parasito ou pontas de hifas para atacar
ovos ou cistos dos nematoides. Em seguida eles iniciam a penetracao na cuticula do
nematédide, invasao e digestdo. De acordo com Park et al. (43), existem cerca de

160 espécies de fungos nematéfagos, inimigos naturais de nematéides.

Os fungos nemato6fagos séo divididos em trés grupos principais: fungos
nematofagos que capturam nematdides de vida livre utilizando estruturas

morfolégicas especializadas (ou seja, armadilhas); fungos endoparasitas que
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infectam nematdides utilizando esporos adesivos; e fungos de ovo e de cisto que

infectam estes estagios parasitarios com suas pontas de hifas (43).

A captura do verme é um meio de sustentagao para os fungos e é importante
para o equilibrio ecolégico no ambiente. Muitos dos nematdides visados por estes
fungos sao parasitas e podem infectar culturas ou pecuarias, causando um elevado
impacto econdmico. As opcdes disponiveis para a protecdo contra estes organismos
incluem antibidticos ou pesticidas, os quais tém efeitos secundarios negativos;
portanto, aproveitar as habilidades de um predador natural de nematodides pode
fornecer um meio alternativo para combater este problema (44).

Duddingtonia flagrans é um fungo nematéfago, considerado uma espécie
promissora para o controle bioldégico de parasitos gastrintestinais; uma vez que
produz estruturas fangicas, conidios e clamidosporos, que garantem a propagacao e
sobrevivéncia destes organismos em condicoes ambientais; além de eficiente
crescimento em condi¢cdes de laboratério e, principalmente, capacidade predatéria
(15). No extrato bruto de D. flagrans é possivel observar enzimas extracelulares
produzidas pelo proprio fungo, como proteases e quitinases, capazes de hidrolisar a
cuticula do nematoide; a penetracdo do fungo €, portanto facilitada, provocando

assim a morte do parasito (15, 18).

O controle biolégico de parasitos gastrointestinais por fungos nematéfagos é
uma opcao viavel. Contudo, neste estudo, uma nova abordagem de aplicacao
desses organismos sera avaliada, envolvendo o desenvolvimento de um método

biolégico para a sintese de AgNP’s utilizando o fungo D. flagrans.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1.0btencg&o do filtrado fungico

Foi utilizado um isolado de D. flagrans (AC001), oriundo de solo brasileiro, do
municipio de Vigosa na zona da mata de Minas Gerais, (latitude 20°4520"S,
longitude 42°52’40” W, a 649m do nivel do mar). O fungo foi mantido em tubos de

ensaio a 4°C contendo agar agar 2% (A.A 2%), protegido da luz por 10 dias.

Para preparar a biomassa para os estudos de biossintese, micélios fungicos
foram obtidos através da transferéncia de discos de cultura (cerca de 5mm de
didmetro) dos isolados fungicos mantidos em agar agar 2% (A.A 2%) para frascos
erlenmeyers (250mL) contendo 200mL de meio liquido pobre em nutrientes (LNM),
composto de: peptona bacteriologica, 2g/L; extrato de levedura, 3 g/L; fosfato
bibasico de potassio, 0,1 g/L; sulfato de magnésio hexahidratado, 0,05 g/L; acido
latico 85%, 100puL; pH=9.

Os frascos foram incubados em um agitador orbital (120 rpm) a 25°C. A
biomassa formada foi retirada apds 10 dias de crescimento com o auxilio de uma
peneira inox previamente autoclavada, seguido de lavagem extensiva com agua

ultrapura para remover qualquer componente de meio da biomassa.

Duas condi¢des reacionais foram testadas, a primeira contendo apenas
100mL de agua ultrapura e 10 g (peso umido) da biomassa (Filtrado 1) e a segunda
enriquecida com 0,1g de cascas de carrapato, fonte natural de quitina, (Filtrado 2),
ilustrado na Figura 2. Os frascos foram novamente incubados em um agitador orbital
nas mesmas condicoes anteriormente citadas, durante 15 dias. Apds a incubacéo, o
filtrado celular foi obtido utilizando membranas 0,22um.

3.2. Analise do filtrado fangico — Teor de proteinas

Os dois filtrados fungicos foram analisados quanto ao seu teor de proteinas

totais (PT), por meio do método de Bradford, em triplicata.
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O método de Bradford € um método colorimétrico para quantificacdo de
proteinas, baseado no deslocamento da absorbancia do corante Coomassie Birilliant
Blue G-250.

Coomassie Brilliant Blue G-250 existe em duas formas de cores diferentes,
vermelho e azul. A forma vermelha & convertida na forma azul ap6s ligacao do
corante a proteina. Esta ligacdo provoca uma alteracdo na absorcdo maxima do
corante de 465 para 595 nm. A intensidade de absorcdo em 595nm é relacionado

com a quantidade de proteinas presentes na amostra (45).

Para a curva padrao utilizou-se Albumina sérica bovina (BSA) (98%, Sigma,
Brasill) e as leituras foram realizadas no espectrofotometro UV-Vis

(Espectrofotébmetro Spectramax 190) a 595 nm (Figura 1).

0,30 -
Proteinas totais
< 0,20 -
2
(2]
o]
< y = 0,0004x + 0,1589
R = 0,997
0,1 O T T T 1
0,0 50,0 100,0 150,0 200,0
Concentragédo (ug/mL)

Figura 1. Grafico da curva padrédo realizada com Albumina sérica bovina (BSA)
(98%, Sigma, Brasil).

3.3. Biossintese das AgNP’s a partir do filtrado fungico

A fim de determinar a condicdo necessaria para a formagcao das
nanoparticulas, os filtrados fugicos 1 e 2, foram adicionados a 100 ml de solucéo de
AgNO3; 1TmM, em diferentes temperaturas (30 e 60°C) e em diferentes pH (5 e 10), e
mantidos em um agitador orbital a 120 rpm no escuro. A formacao de nanoparticulas
de prata foi visualizada preliminarmente pela alteracdo na cor da solucao, que foi
ainda confirmada confirmada por espectroscopia UV-Vis.
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Figura 2. Processo de obtencao dos filtrados e biossintese das AgNP’s.

3.4. Caracterizagdo das AgNP’s

A confirmacao da formacao das AgNP’s ap6s a alteracédo de cor da solucéo e
a determinacao da ressonancia de plasmoénica de superficie localizada (LSPR) das
AgNP’s foi realizada pelo espectrofotdmetro UV-Vis (Espectrofotdbmetro Spectramax
190) a 1 nm de resolucdo e varredura de 200 a 600nm. A morfologia das
nanoparticulas foi confirmada a partir de imagens obtidas pela Microscopia
Eletrénica de Transmissao (MET). As AgNP’s foram colocada sobre uma grade de
cobre revestida com Formvar (Ted Pella Inc., EUA), e examinadas por MET
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utilizando um microscépio da JEOL (JEOL, Inc., EUA), modelo JEM1400 operado a

120KV com filamento de hexaboreto de lantanio (LAB6).

O potencial zeta e a distribuicio de tamanho das particulas e foram
determinados utilizando o espalhamento dindmico de luz (DLS) combinada com a
interacdo de movimento browniano aleatério e 0 movimento de campo elétrico das

suspensoes de particulas (NPA152 Zetatrac, Microtrac Instruments, York, EUA).

O formato esférico das AgNP’s foi determinada com base na razdo de
aspecto (Diametro maior / Didmetro menor) utilizando os valores de diametros
obtidos pelo software Imaged 1.51i (n = 500 NP’s). Para a analise da diferenca de
esfericiade das AgNP’s sintetizadas em diferentes condi¢des reacionais, foi aplicado
a analise da variancia ANOVA (BioEstat 5.3).

Apés a sintese das AgNP’s, as amostras foram centrifugadas a 15.000 rpm
durante 30 min e o pellet formado foi utilizado para a andlise de infravermelho
acoplada a transformada de Fourier (FTIR). O FTIR foi realizado no modo ATR (FT-
MIR FTLA 2000 Bomem) para investigar quais compostos organicos poderiam estar
associados as AgNP's. As AgNPs foram caracterizadas por espalhamento Raman
(Espectrdmetro Raman Confocal ALPHA 300R) na regido de 500-3000 cm™ a uma
comprimento de onda de 532 nm.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os microrganismos possuem um grande potencial para a producdo de
AgNP’s para diversas aplicagcbes. Este estudo demonstrou que é possivel
a biossintese de AgNP’s a partir de compostos secretados pelo fungo nematéfago D.
flagrans. Wang et al. (20) descreveram a possibilidade da formacédo natural de NP’s
a partir do fungo nematéfago Arthrobotrys oligospora com “vistas” a aplicabilidade
terapeutica como imunomodulador, entretanto, ndo foi descrita a presenca de
possiveis agentes redudores presentes no fungo ou em seu filtrado, capazes de
reduzir metais, e consequentemente formar NP’s metdlicas. Neste trabalho, pela
primeira vez, relatamos uma maneira biolégica simples para a sintese de AgNP’s
extracelular utilizando um filtrado livre de células do fungo D. flagrans.

A quantidade de proteinas totais presente no filtrado fungico, de acordo com
os resultados obtidos pelo método de Bradford, foi influenciada pelo o tipo de meio
no qual a biomassa foi mantida, uma vez que a concentragdo de proteinas totais do
Filtrado 2 (PT= 0,62 mg/mL), foi cerca de 77% maior do que no Filtrado 1 (PT= 0,35
mg/mL), como pode se observado na Figura 3 A. Isso ocorre pois o fungo D.
flagrans pode ser estimulado a produzir enzimas hidroliticas como protease,
pectinase, fosflipase e quitinase, conforme os constituintes do meio (18, 46, 47).
Neste estudo, o meio foi enriquecido com uma fonte natural de quitina (casca do
carrapato), com o objetivo de aumentar a producédo de quitinase. Braga et al. (48),
relataram que a quitinase produzida pelo fungo D. flagrans possui peso de 34kDa e

atividade maxima em pH 8-10 a 60°C.

A cor da prata coloidal é atribuida ao LSPR (ressonéncia plasménica de
superficie localizada) especifico, portanto a formacdo de nanoparticulas foi
estabelecida pela espectroscopia UV-Vis. Os resultados da Figura 3B e 3C, apontam
que a condicdo necessaria para esta sintese de AgNP’s € pH 10 a 60°C, uma vez
que apresentou um pico entre 380-450nm no UV-vis, faixa de comprimento de onda
caracteristico da LSPR de AgNP’s (41). A principio a formacdo das nanoparticulas
foi observada devido a alteracdo da cor da solugcdo, que passou a ser marrom
amarelada, 24h apds a adicdo da solucao de AgNO; ao filtrado fungico. Dentre os
dois filtrados utilizados na sintese, o que apresentou melhor espectro das NP’s, foi o
filtrado da biomassa mantida em meio eriquecido com quitina (Figura 3, C).
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Figura 3. A) Concentracdo de proteinas totais presente no filtrado fungico obtido a
partir da biomassa mantida em &agua ultrapura sem quitina (Filtrado 1) e agua
ultrapura enriquecida com quitina (Filtrado 2). B e C) Absorcao 6ptica (UV-Vis) da
solucdo 1:100, apds 24h, com variacao de pH e temperatura nos Filtrados 1 e 2,
(respectivamente).

A fim de determinar a melhor condicdo para a sintese das NP’s, foi estudado
trés misturas reacionais, 1:100, 1:50 e 1:25 (filtrado fungico : sol. AQNOz 1mM).
Estas solugdes foram monitoradas nos intervalos de tempo 1, 2, 3, 4, 5, 10, 20 e 30
dias, utilizando espectroscopia UV-Visivel. As AgNP’s sintetizadas mostraram a
média do pico maximo de absorbancia em 414, 406 e 413 nm para as solucdes
1:100, 1:50 e 1:25, respectivamente, e o rendimento foi analisado durante 30 dias
(Figura 4, A-C) . A intesidade do pico no UV-Visivel é diretamente proporcional ao
rendimento da sintese das NP’s, sendo assim, na Figura 4 D foi possivel observar
que o melhor redimento das solugdes 1:100 € em 20 dias, 1:50 em 1 dia e 1:25 em
30 dias. A amostra 1:50, foi a que apresentou menor regularidade dos picos durante
os 30 dias analizados, sugerindo assim uma variacdo quanto ao rendimento da
reacao (Figura 4, B).

Os valores de pontencial zeta médio obtido para as amostras 1:100, 1:50 e
1:25 foram -49,205mV, -28,655mV e -61,935mV, respectivamente (Figura 4, E).
Estes valores indicam uma boa estabilidade dos colbides; sendo a solugao 1:25 a
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mais estavel, uma vez que apresentou o maior valor negativo do potencial zeta. Esta
estabilidade pode estar atribuida a presenca de proteinas fangicas que

funcionalizaram as NP’s.
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Figura 4. Espectro UV-Visivel em funcado do tempo de reacao da solu¢ao aquosa de
AgNO3; 1TmM com o filtrado da biomassa fungica, solugédo 1:100 (A); 1:50 (B) e 1:25
(C). D) Média da absorbancia maxima das solucées. E) Pontencial zeta das AgNP’s
biosintetizadas em diferentes concentragdes do filtrado fungico.

O espalhamento de luz dindmico (DLS) é capaz de determinar o tamanho da
NP, considerando o nucleo metalico da NP e a nuvem de elétrons que a cerca, além
de definir o potencial zeta (26,38). De acordo com o DLS, o tamanho das AgNP’s
1:100 biosintetizadas encontram-se entre 36-486nm, as AgNP’s 1:50 entre 30-
409nm e as AgNP’s 1:25 entre 12-409nm (Figura 5). A solucdo 1:25 foi que
apresentou maior monodispersao.



26

A B
100 5 T T T 100 5
B0 F-- oot e - B0 F-- oot e -
B0 F--1-t--HARE oAb T TR Rl S B0 F--1-t--HARE - T TR 1-- -
FLE R R R e R LR R et R FL R R R e R EE Rl b EER R R et Rl
2 B0 it R yonoo E:IE REESERSEAE S R s 4e-q--
B spd--ioiiolilil B spd--ioaolilinosoin L
L R S a1 N R 1 S it R et
3EI-I-----------:“----------‘: ------ 3EI-I-----------:“----------‘: --------
2EI-I-----------:*----------*:--- 2EI-I-----------:*----------*: --------
1|:|-:-----------:r----------'i--- 1EI-I-----------:r----------w: --------
I:I- T T IIIIII: 1 T IIIIII: I:I- T T IIIIII: 1 T IIIIII: T
IR 1 10 100 IR 1 10 100
Size{Hanometers) Size{Hanometers)
C
100 ; ; ; ; 20
1 L A KL
B0 -~ - bbb
{1 S B R LA 0y o AR R FEU R
T SR RN SV HERE RO . SRR I
Esu- --------------------- nE
& ogpdolnii g
C/IE BEPRERSCPEIPRPRRRIICRRRGREREY | | | | NOPEFRCRRP R RN
/K BEPPERSSPEI DRPRRRISICRRRGREGY( | | TEPLCCRRRRERERE
LIIE EEERERAAE PRPPRRNARGEEEIT.. <1 | CELE PRRRRRRGRS
04— H0
01 1 10 100 1,000 10,000

Size(Hanometers)

Figura 5. Distribuicao de tamanho de particula de AgNPs 1:100 (A), 1:50 (B) e 1:25
(C).

Utilizando as imagens obtidas pelo MET (Figura 6) no programa Imaged 1.51i,
foi possivel realizar o calculo do didametro das NP’s (n=500) e assim avaliar o

tamanho, a monodispersao e a forma esférica das AgNP’s.

As AgNP’s sintetizadas na condicdo 1:100 revelaram menor tamanho e
particulas dispersas (média do didametro = 10,29 £7,18) ( Figura 6, B-D), ja as NP’s
da amostra 1:50 sdo maiores e mais aglomeradas (média do didmetro = 12,17
15,94) (Figura 6, E-G). As AgNP’s mais dispersas foram as sintetizadas na condi¢ao
1:25 (média do diametro = 11,69 +8,49) (Figura 6, H-J).

As NP’s da solucdo 1:50 por estarem mais aglomeradas, indicaram menor
estabilidade, o que confere com os resultados do potencial zeta (Figura 4 E).
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Figura 6. A) Absorbancias das AgNP’s apds 24h e suas imagens por MET (B, C e
D) 1:100, (E,Fe G) 1:50 e (H, 1 e J) 1:25.

No histograma construido a partir dos valores de didmetro das NP’s, foi
possivel concluir que as NP’s da solucdo 1:25 possuem maior variacao de tamanho
e as da solugdo 1:50 menor variacdo de tamanho, portanto, maior
monodispesividade (Figura 7, A), o que confirma os resultados obtidos pelo DLS
(Figura 5, B). As AgNP’s nédo sao totalmente esféricas, sendo necessario o calculo
da razao de aspecto (RA), realizado através da razao entre o didmetro maior (DM) e
do didmetro menor (Dm) de cada NP metélica (n=500). A partir da RA das AgNP’s
foi possivel observar que as particulas produzidas sao particulas esféricas e que nao
h& diferenca estatistica quanto a esfericidade das AgNP’s produzidas pelas solucbes
1:100, 1:50 e 1:25 (ANOVA, p>0,005) (Figura 7,B).
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Figura 7. Histograma do diametro (A) e razao de aspecto (B) das AgNP’s. Calculos
realizados a partir da imagens das obtidas pelo MET.

Para a melhor compreensao das NP’s biosintetizadas, técnicas como FTIR e
Raman foram utilizadas para caracterizar as moléculas que possam estar adsorvidas
na superficie destas AgNP’s.

De acordo com Stuart (49), os espectros FTIR de proteinas exibem bandas
de absorcado associadas ao seu grupo amida caracteristico. As bandas do grupo
amida das proteinas sao semelhantes as bandas de absorcao exibidas pelas amidas
secundarias (amida A, amida B e amida I-VIl). Todas as amidas mostram uma
banda de absorcdo de carbonila, mais conhecida como banda de amida |, que
ocorre entre 1680-1640cm™". Sua posicdo depende do grau de ligagdo hidrogénio e
do estado fisico do composto. O numero de ligacées N-H em uma amida é igual ao
namero de bandas de deformacao N-H observado no espectro, sendo assim, amidas
secundarias apresentam apenas uma banda de deformacgéo axial entre 1560 e 1530
cm’’, chamada de banda de amida Il (49,50).

O FTIR das AgNP’s (Figura 8) mostrou a presenca de duas bandas: 1640 e
1540 cm™, identificadas como amida | e amida Il, respectivamente, e surgem devido
a vibracdes de deformacdo axial C=O e vibragbes de deformacgédo angular de N-H
nas ligacbes amida das proteinas. Também foi possivel observar a presenca de
banda de deformagéo axial O-H de &cido carboxilico em 2665 cm™ (49) e bandas de
estiramento em 730 cm™ (CH»-S-S, possivelmente referente a ligagdes cruzadas de
dissulfeto entre o aminoacido cisteina) (40), 1000 cm™ (C-O) (51), 1811 cm™ (C=0
de anidrido) (49), 2100 cm™ (C=0) (51), 2326 cm™ (NHJ) (40) e 2665, 3600 e 3751
cm™ (O-H) (383, 52).
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Figura 8. Espectro FTIR das AgNP’s biossintetizadas.

Basavaraja et al. (36) confirmaram com estudo de espectrometria no
infravermelho, que o grupo carbonila presente em residuos de aminoacidos e
peptideos de proteinas possuem maior capacidade de ligar metal, de modo que as
proteinas podem formar um revestimento que cubra as nanoparticulas de metal para
evitar a aglomeracao das particulas e estabiliza-las no meio. Essa evidéncia sugere
que as moléculas bioldgicas poderiam possivelmente desempenhar a fungao para a
formacao e estabilizacdo das nanoparticulas de prata em meio aquoso.

Geralmente no FTIR, as bandas de vibracdo NH, e N- H sdo fundamentais
para elucidar o tipo de amina presente, enquanto que no espectro Raman as bandas
vibratérias sdo muito Uteis nos estudos conformacionais, para a determinagdo da
estrutura secundaria de moléculas biolégicas (40). Portanto, a partir dos resultados
obtidos pelo Raman (Figura 9), foi possivel verificar que a molécula —C(=0)-NHR
que esta adsorvida na superficie metalica da NP possui uma conformacéao cis,
devido ao pico em 1440 cm™. Tanto na amostra de AgNP’s, quanto no filtrado, foi
possivel observar a presenca da banda 1600 cm™, Stuart (49) relata que vibragdes
do anel benzénico em 1600 e 1602 cm™, podem indicar a presenca de amino&cidos
essenciais com cadeias laterais aromaticas, como: fenilalania e tirosia,

respectivamente. Yamagami et al. (53) relatou a presenca de aminoacidos como
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aspartato, alanina, cisteina, fenilalanina, tirosina, arginina, entre outros, na

composicao da quitinase.
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Figura 9. Espectro do Raman das AgNP’s biossintetizadas.

Os resultados obtidos pelo FTIR e Raman corroboram com a hipétese de que
a molécula responsavel para a reducao e estabilidade da nanoparticula de prata,
seria a quitinase, uma vez que, foi confirmada a presenca de aminoacidos que
pertencem a sequéncia de aminoacidos desta proteina na superficie das AgNP’s e
por fim, a reducédo da prata sé foi possivel em condi¢cdes ideais para atividade desta
enzima, tendo o melhor rendimento na sintese que utilizou o filirado da biomassa

enriquecida com quitina.
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5. CONCLUSAO

Neste trabalho relatamos um processo biolégico simples para a biosintese
extracelular de AgNP’s utilizando o fungo nematéfago D. flagrans.

Dentre as diferentes concentracdes do filtrados testados, observamos que a
condigao que apresentou maior numero AgNP’s com dimensdes reduzidas e
estaveis, foi a solugao 1:100.

As AgNP’s da solucao 1:25 apesar de serem as mais estaveis, apresentam
maior variacao de tamanho.

Técnicas espectroscopicas (UV-Vis, FTIR, Raman) e testes para
quantificacado de proteinas (método de Bradford) indicaram que proteinas
presentes no filtrado fungico, possivelmente a quitinase, desempenham um
papel importante na formagdo e estabilizacdo de AgNP’s através do
revestimento destas NP’s.

AgNP’s podem apresentar propriedades antibacterianas, antifungicas,
antivirais e anti-cancer; sendo portanto uma estratégia promissora para o
aplicagbes terapéuticas, o que potencializa novos delineamentos
experimentais utilizando o fungo D. flagrans (AC001) na biossintese dessas
NP’s.
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