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Se o conhecimento pode criar problemas, ndo € através da ignorancia
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Resumo

O tratamento fotodinamica (TFD) consiste na foto-oxidacdo de um composto bioldgico
mediada por um fotossensibilizante que sera exposto a luz de comprimento de onda adequado,
resultando na producdo de Espécies Reativas de Oxigénio (EROs) e radicais livres, gerando
estresse oxidativo intracelular, o que pode causar danos e alterar a homeostase. Em fungos
filamentosos, a administragdo do TFD resultou em inibicdo do crescimento de forma dose-
dependente, aumento na sensibilizacdo do fungo para tratamento concomitante com outras
drogas, com pouco sucesso na completa inativacdo dos mesmos. Tendo isso em vista, a
combinacdo de fungos com fotossensibilizantes apresenta potencial para ser usado como um
sistema fotocatalitico em diversas areas, buscando entender a citotoxicidade por vias oxidativas
e possiveis efeitos além da inativacdo. Assim sendo, esse trabalho visou a investigar o potencial
efeito do TFD mediado por cloreto de aluminio-ftalocianina em nanoemulsao (AlPc-NE) em
dois fungos filamentosos produtores de hidrolases, Humicola grisea e Penicillium echinulatum,
principalmente no tocante a producdo de enzimas hidroliticas. Os fungos, em seu estado
vegetativo, foram expostos a diferentes concentracBes de AIPc-NE para avaliacdo da
capacidade de internalizacdo do fotossensibilizante, via espectrofotdmetro e microscopia de
fluorescéncia. Uma vez estabelecido padrdes de retencdo do fotossensibilizante prosseguiu-se
com o TFD mediada por 300 e 600 nM de AlPc-NE e analise de viabilidade. Ap6s TFD, H.
grisea foi crescido em Bagaco de Cana-de-acucar (BCA), Farelo de Trigo (FT) e Glicose e
analises realizadas ap0s 12 e 96 h. Para P. echinulatum utilizou-se 0s mesmos substratos com
adicéo de Celufloc® e analises foram realizadas ap6s 96 e 120 h. Foram avaliadas a quantidade
de proteinas solUveis secretadas, atividade antioxidante total no sobrenadante, e atividade das
enzimas CMCase, xilanase e FPase. Apds irradiagdo ndo houve alteracdo no crescimento e
viabilidade dos fungos. Alteracdes na quantidade total de proteina secretada, atividade
antioxidante total, atividade de CMCase e de xilanase, foram observadas apos TFD, e tais
alteragOes variam de acordo com a concentragdo de fotossensibilizante utilizado, substrato
avaliado e espécie de fungo. Entre as atividades enzimaticas avaliadas, a de xilanase foi a mais
expressiva e a de FPase foi a menos expressiva para ambos 0s fungos estudados. Dessa forma,

foi observado impacto na producao de hidrolases causado pela administracdo do TFD.

Palavras-chave:. Tratamento fotodindmico. Cloreto de aluminio-ftalocianina. Hidrolases.
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Abstract

Photodynamic treatment (PDT) consists on the photooxidation of a biological compound
mediated by a photosensitizer exposed to light in an appropriate wavelength, culminating in the
production of Reactive Oxygen Species (ROS) and free radicals, leading to intracellular
oxidative stress, damage and alteration in homeostasis. In filamentous fungi, the administration
of PDT resulted in inhibition of growth in a dose-dependent manner, increased sensitization of
the fungus for concomitant treatment with other drugs, but their complete inactivation was
poorly achieved. Thereby, the combination of fungi with photosensitizers has the potential as a
photocatalytic system in several areas, stablishing new models to understand cytotoxicity by
oxidative pathways, going beyond inactivation. Therefore, this work aimed to investigate the
potential effect of PDT mediated by aluminum chloride-phthalocyanine nanoemulsion (AlPc-
NE) in two hydrolases-producing filamentous fungi, Humicola grisea and Penicillium
echinulatum, as well as the implication of PDT in the hydrolysis of agroindustrial substrates as
steam exploded sugarcane-bagasse (SCB) and Wheat Bran (WT). Such fungi have well-
characterized hydrolytic capacities, and their enzymes have good biomass conversion capacity
and thermostability. The fungi hyphae in their vegetative state were exposed to different
concentrations of AIPc-NE and photosensitizer internalization was measured by
spectrophotometer and fluorescence microscopy. Once the photosensitizer retention patterns
were established, PDT mediated by 300 and 600 nM AlPc-NE was performed and viability
analyzed. After PDT, H. grisea grow in SCB, WB and Glucose and analyzed after 12 and 96 h.
For P. echinulatum, the same substrates were used with addition of Celufloc® and analyzes
were performed after 96 and 120 h. The amount of soluble secreted proteins, total antioxidant
activity in the supernatant, and CMCase, xylanase and FPase enzymes activity were evaluated.
After irradiation, there was no change in the growth and viability of the fungi. Changes in the
total amount of secreted protein, total antioxidant activity, CMCase and xylanase activity were
observed after PDT, and these changes varied according to the concentration of photosensitizer
used, evaluated substrate and fungus species. Among the enzymatic activities evaluated,
Xylanase had the most altered pattern; meanwhile, FPase remained virtually unchanged in both
fungi species. Thus, an impact was observed in the production of hydrologists caused by the

administration of PDT.

Key words: Humicola grisea. Penicillium echinulatum. Photodynamic therapy.

Aluminum phthalocyanine chloride. Hydrolases.
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1 INTRODUCAO

1.1 Nanociéncia e Nanobiotecnologia

A nanotecnologia é caracterizada pelo desenvolvimento, uso e aplicacdo de materiais
em escala nanométrica, onde as propriedades da matéria divergem significativamente das
apresentadas em escala macro. Uma vez nesse tamanho, a matéria como um todo comeca a se
comportar de forma diferente, apresentando novas caracteristicas magnéticas, Opticas,
eletrbnicas, mecanicas, térmicas, efeitos quanticos e interacdes de superficie (AVOURIS et al.,
2012; HORNYAK et al., 2009). Tais caracteristicas s&éo amplamente investigadas e exploradas
nos campos da saude, biorremediacdo, informatica, farmacéutica e quimica (MIYAZAKI;
ISLAM, 2007).

E na interface entre estudo e aplicacdo que surge a nanobiotecnologia, conceituada como
a aplicacdo das técnicas e conhecimentos usados em nanoescala visando a compreensdo e
transformacdo de biossistemas, assim como o uso de principios e materiais biolégicos para a
criagdo de novos dispositivos e sistemas em nanoescala. Assim sendo, a nanotecnologia fornece
0s meios e plataformas para a modificacdo de componentes bioldgicos para a obtencdo de
conhecimento, desenvolvimento e criagdo de produtos nanobiotecnolégicos (TAKEDA et al.,
2009).

O desenvolvimento de nanoestruturas € cerne na nanobiotecnologia, principalmente no
que tange a funcionalizacdo e aplicacdo de compostos inorgdnicos nanoestruturados, como
nanoparticulas, nanoemulsdes, nanocarreadores, miscelas, nanocapsulas e inimeros outros que
podem ser facilmente preparados em larga quantidade usando métodos relativamente simples
(NIEMEYER, 2006). Tais caracteristicas sdo importantes dentro da nanobiotecnologia
industrial, definida como a aplicacdo de diferentes procedimento de base bioldgica na produgéo
em larga escala de nanomateriais (DORCHEH; VAHABI, 2016).

Uma caracteristica intrinseca da nanobiotecnologia é sua capacidade de transitar entre
areas. Frequentemente uma tecnologia é desenvolvida para uma atividade fim, mas acaba sendo
aplicada e utilizada em campos ndo necessariamente propostos durante seu desenvolvimento

incial.

1.1.1 Tratamento Fotodinamico
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O tratamento fotodindmico (TFD) consiste na fotooxidagdo de um composto biolégico
mediada por um fotossensibilizante que sera exposto a luz de comprimento de onda adequado,
passando para um estado eletronicamente excitado. O resultado dessa reacdo € a interagao do
fotossensibilizante com oxigénio e outras moléculas, culminando produgdo de Espécies
Reativas de Oxigénio (EROs) e radicais livres, gerando estresse oxidativo em locais especificos
dentro da célula, levando a apoptose ou necrose (YANO et al., 2011).

O TFD e formado por trés componentes basicos: fotossensibilizante, luz e oxigénio
(figura 1), sendo este ultimo um fator chave no mecanismo de agdo do TFD. Existem dois tipos
de reacdo envolvidas diretamente com o efeito do TFD, conforme figura 2: reacdo do tipo II,
onde o fotossensibilizante reage diretamente com o oxigénio, gerando EROs; e a rea¢do do tipo
I, onde o fotossensibilizante reage com outras moléculas gerando radicais livres
(HENDERSON; DOUGHERTY, 1992).

Fotossensibilizante U
(Pode estar nanoencapsulado)

%fﬁ o (

Figura 1. Mecanismo e componentes basicos da Terapia Fotodinamica.

O processo fotofisico por trds do TFD envolve a absorcdo de energia da luz pelo
fotossensibilizante, que sai de um estado basal (SO) para um estado excitado (S1). Nessa
primeira parte, o fotossensibilizante se encontra em um estado singleto que dura poucos
nanosegundos e causa pouco dano celular. Em seguida o fotossensibilizante tende a retornar
para um estado menos energético liberando um foton e gerando fluorescéncia, porém, varios
outros processos para liberagéo dessa energia podem ocorrer, sendo um deles um processo ndo
irradiativo conhecido como intersystem crossing (ISC) que leva a formacao do estado triplete
(T1) (DABROWSKI, 2017; YANO et al., 2011). E esse estado o responsavel por eventuais
danos e demais efeitos gerado pelo TFD, ja que diferentemente do estado S1, o T1 dura de
micro a milissegundos, tempo suficiente para a geracéo de reagdes fotodinamicas nas células
(YANO et al., 2011).
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Mecanismo
tipo |

Estado singleto Transferéncia eletrénica
s1 Producio de EROs
ry \ Estado triplet
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Figura 2. Representacdo esqueméatica do mecanismo de acdo do tratamento fotodindmico (TFD). O
fotossensibilizante sai de seu estado basal para um estado excitado apds exposi¢ao a luz em comprimento adequado
podepd_o gerar espécies reativas de oxigénio pelos mecanismos do tipo | t tipo Il. EROs: espécies reativas de
oxigenlo.

Existem diversas classes de fotossensibilizantes disponiveis para TFD, atualmente os
mais utilizados sdo as porfirinas, ftalocianinas e compostos relacionados. Essas moléculas se
destacam pela geracdo de um estado excitado de longa duracdo, além da facil transferéncia de
energia para o oxigénio molecular, levando-o para o estado singleto necessario para um TFD
efetivo (ION; SUICA-BUNGHEZ, 2015). Ftalocianinas sio derivados de porfirinas que
geralmente absorvem no UV entre 300 e 350nm e na faixa de luz visivel entre 600 e 700nm,
sendo essa Ultima faixa a mais utilizada no TFD devido sua alta insercao em tecidos biolégicos
(SPIKES, 1986). O arranjo molecular das ftalocianinas permite absorcdo em maior
comprimento de luz, quando comparado com as porfirinas, colocando-a em vantagem para
potenciais tratamentos e aplicaces biotecnoldgicas. A presenca de metais como o aluminio
permite maior eficiéncia na geracdo de oxigénio em estado singleto, além de estender a
absorcdo para maiores comprimentos de onda na faixa do visivel, como é o caso do cloreto de

aluminio-ftalocianina (AlIPc) (figura 3) (PUSHPAN et al., 2002).
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Figura 3. Representacdo da estrutura do Cloretro de Aluminio-talocianina.

Embora AlPc possua as qualidades desejaveis para um fotossensibilizante, como baixo
custo de producdo, pouca citotoxicidade e absor¢cdo em longo comprimento de onda com alta
producdo de EROs, tal fotossensibilizante em seu estado livre apresenta hidrofobicidade e
baixa solubilidade em &gua, sofrendo agregacdo e consequente modificacdo de suas
caracteristicas fotofisicas, tornando-a pouco atrativa para uso em sistemas bioldgicos
(DARWENT et al., 1982; SPIKES, 1986; VILSINSKI et al., 2015). Visando solucionar esse
problema, abordagens envolvendo a encapsulacdo e complexacdo dessas moléculas em
nanossistemas provam-se uma alternativa eficaz, uma vez que nanoparticulas, micelas,
lipossomas e nanoemulsGes frequentemente conferem caracteristicas de biocompatibilidade,
necessaria para administracdo em organismos vivos (FAKAYODE et al., 2018).

Como revisto por Mason e colaboradores (2006), nanoemulsdes podem ser definidas
como dispersdes homogéneas de dois liquidos imisciveis, com fase dispersa na escala
nanométrica. A interface entre a fase dispersa e a continua é estabilizada com surfactantes, os
quais sdo agentes anfipaticos que visam reduzir a tensdo superficial, permitindo a interacéo
entre os liquidos, formando estruturas com 5 a 200 nm de didmetro. As caracteristicas das
nanoemulsdes sdo derivadas de suas propriedades fisico-quimicas, onde o seu tamanho,
dispersdo e estabilidade conferem as particularidades que permitem seu uso em diversas areas,
como na formulacdo de cosméticos, entrega de farmacos, criacdo de nanoambientes para
reacOes enzimaticas, aumento de solubilidade, liberacdo lenta de farmacos e outros (CHAVDA,;
SHAH, 2017). A sintese de nanoemulsGes contendo fotossensibilizante inicialmente
hidrofébicos vem obtendo sucesso, com uso principalmente voltado para tratamento de
tumores.

Estudos como o de Muehlmann (2011) demonstram que a nanoencapsulagéo do cloreto
de aluminio-ftalocianina foi capaz de mostrou-se eficiente ao gerar um sistema hidrossoluvel,
de facil internalizacdo capaz de produzir espécies reativas de oxigénio quando exposto a luz no

comprimento de onda adequado. Posteriormente em 2014, o mesmo grupo desenvolveu uma
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nanoemulsdo contendo AlPc, obtendo um sistema monodisperso, estavel e novamente com alta

solubilidade.

1.2 Biomassa

1.2.1 Biomassa como fonte de energia

O uso de petroleo como principal fonte energética se mostra ineficiente, limitada e
prejudicial ao ecossistema. Poucos paises sdo responsaveis por suprir a demanda global, a
custos de altas taxas de exportacdo, gerando instabilidade econémica e social (DAY; DAY,
2017). Além disso, os estoques fosseis sdo restritos e modelos preditivos estimam um declinio
acentuado na producdo anual de petroleo e gas para os proximos 20 anos (MICHAELIDES,
2017). Consequentemente, a substituicdo dos combustiveis fosseis por alternativas baratas,
mais eficientes, mais abundantes e sobretudo de baixo impacto ambiental é a Gnica alternativa
para a manutencdo do nosso atual padrao social.

De acordo com a publicagdo da Empresa Brasileira de Pesquisa e Agropecuéria
(EMBRAPA), o termo biomassa pode ser definido como “grupo de produtos energéticos e
matérias-primas renovaveis, originados a partir da matéria organica formada por via bioldgica
[...] (de origem animal ou vegetal) que pode ser utilizado para a produg¢dao de energia”.
(MARAFON et al., 2016). Diferentemente dos recursos fosseis, a biomassa é um recurso
renovavel que pode ser produzida perpetuamente, desde que a fertilidade do solo seja mantida
e os recursos hidricos preservados (SPEIRS; MCGLADE; SLADE, 2015).

Porém, existem complexas implicacbes acerca da producdo de biomassa para fins
energéticos, envolvendo principalmente o uso do solo. O estabelecimento de “crops
energéticas” frequentemente geram conflitos com industria alimenticia e madeireira, causando
debates sobre conservagdo da biodiversidade, urbanizacéo e geracdo de residuos. No Brasil, 0
uso de biocombustiveis é notavel desde a década de 70 e desde entdo o pais deixou de utilizar
2,15 bilhdes de barris de petroleo e evitou a emisséo de 1,34 bilhdes de toneladas de CO2, pelo
uso do etanol (MORANDI, 2019).

Embora a producdo de etanol a partir da cana-de-agucar esteja em notavel expanséo,
existe um déficit no aproveitamento de todo o potencial energético da cana de forma integral.
Um dos subprodutos, o bagaco da cana-de-acucar (BCA) ainda € pouco aproveitado e
subutilizado tendo em vista a quantidade gerada. De acordo com os dados do Balango

Energético Nacional (BEN), a oferta de BCA foi de 157 milhdes de toneladas apenas em 2018
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(BRASIL, 2019). Ainda de acordo com o BEN, 45,3% da matriz energética brasileira é
composta por fontes renovaveis de energia, sendo que 17,4% desse total € provido pela
biomassa da cana de acUcar, percentual que supera o quantitativo da energia hidraulica. No
entanto, segundo Hollanda e colaboradores (2007) “A referida estatistica, subestima a
importancia da cana na matriz energética ao omitir a energia das palhas, que pode ser
transformada em energia junto com o bagaco e que tem um conteddo energético
aproximadamente equivalente ao do caldo e ao do bagaco da cana.”

Os residuos agroindustriais ndo se limitam apenas aqueles provenientes da producéo de
biocombustiveis. Dentro da cadeia agropecudaria existem inimeros subprodutos de origem
vegetal (frutas, oleaginosas, graos, fibras, madeiras, etc) e origem animal (laticinios, avicultura
de corte, aquicultura, etc) que apresentam diferentes constituintes com grande potencial de
agregacdo de valor (ROSA; SANTAELLA, 2011). O farelo de trigo (FT) € um residuo advindo
do processamento do trigo e estima-se que 1 milhdo de toneladas de trigo gere 0,25 milhdo de
toneladas FT (IKRAM-UL-HAQ, 2012). Levando em consideracdo dados da Food and
Agriculture Organization (FAO), a producdo mundial de trigo em 2019 chegou a 2,7 bilhdes
de toneladas, o que significa que aproximadamente um quarto dessa quantidade foi gerada em
residuos de FT.

O farelo de trigo cobre até 14% do grdo e € composto por trés camadas (pericarpo,
camada aleurona e testa) formadas por inimeros tecidos (IKRAM-UL-HAQ, 2012). Em sua
constituicdo encontra-se fibras de interesse dietético, polifendis, fenois, flavonoides e também
polissacarideos ndo-amido, que sdo de grande interesse para a industria (IKRAM-UL-HAQ),
2012; STEVENSON et al., 2012). Em 100 g de FT ndo tratado encontra-se até 25,5 g de glicose
e 20,3 g de xilose (tabela 1), o que naturalmente faz do FT um residuo adequado para a

concepcao de biorrefinarias (REISINGER et al., 2013).
Tabela 1. Composi¢éo do farelo de trigo ndo tratado. Adaptado de Reisinger et al 2013.

Analito g/100 g peso seco
Carboidratos totais 56,9

Amido 9,1

Glicose (total) 25,4

Xilose (total) 20,3

Arabinose (total) 9,3

Galactose (total) 1,9

Proteina Bruta 13,2

Cinzas 7,0

Gordura Bruta 43
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Atualmente, a converséo e o uso de biomassa como fonte de energia visam a reducao
de subprodutos com consequente atenua¢do no impacto ambiental. O aproveitamento de
residuos resulta em agregacéo de valor, gerando novamente matéria prima a partir de processos
essenciais, e garante a reducao de custos de atividades chave, como a producdo de etanol a
partir da cana de agUcar, processamento de milho, soja e trigo. Porém, tais materiais sdo ricos
em celulose, hemicelulose, lignina, xilana e outros polimeros de dificil processamento quimico

e fisico.

1.2.2 Parede celular vegetal

A biomassa vegetal é o recurso mais abundante no planeta e seu principal constituinte €
a celulose. Estima-se que anualmente as plantas produzam 180 bilhdes de toneladas de celulose
por ano. Sua versatilidade e estrutura permitem sua aplicacédo e desenvolvimento em inUmeros
produtos como papel, tecidos, quimicos, bioplasticos, fibrilas e nanomaterias. Segundo o
Instituto Brasileiro de Arvores (IBA), no Brasil em 2018 foram produzidas mais de 20 milhdes
de toneladas de celulose proveniente do plantio de &rvores. Tais dados colocam a celulose como
um recurso importante do ponto de vista econdmico e biotecnoldgico, sendo considerada uma
comoditie.

A celulose é o principal constituinte da parede celular vegetal, junto com a lignina,
hemicelulose, pectina e proteinas. E um polimero formado por unidades de D-glicose, unidas
covalentemente em cadeias lineares conectadas por ligagfes O-glicosidicas do tipo B(1-4)
(KUMAR GUPTA et al., 2019) . As cadeias lineares, quando agrupadas de forma paralela,
formam microfibrilas que se mantém coesas por ligaces de hidrogénio, as microfibrilas
apresentam dominios ordenados, denominados cristalinos, e dominios amorfos. As fibrilas se
sobrepbem formando camadas que interagem com 0s outros componentes que constituem a
matriz da parede celular (DHYANI; BHASKAR, 2019; KHANDELWAL; WINDLE, 2013;
KOVALENKO, 2010). Tal arquitetura resulta em um material resistente, recalcitrante e de alto
poder estrutural cuja hierarquia organizacional pode ser observada na figura 4.

Mais um componente da parede celular, a hemicelulose, ¢ um polimero heterogéneo de
cadeias curtas e ramificadas, formado pela mistura de diversos acucares (hexoses, pentoses e
acido uranico). Este possui menor grau de polimerizacdo do que a celulose e se liga a esta via
ligacOes de hidrogénio, geralmente cobrindo as fibrilas. Devido a estrutura amorfa, sua hidrolise

é relativamente fécil resultando em pentoses xilose e arabinose (HAGHIGHI MOOD et al.,
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2013; ZHAO; ZHANG; LIU, 2012). Outro polimero heterogéneo presente é a lignina. Sua
composicdo é variavel, mas de forma geral encontram-se hidroxifenil, guaicil e alcool-
sinapilico como unidades formadoras. Sua estrutura tridimensional é complexa, de alta
recalcitrancia e esta firmemente ligada na celulose e hemicelulose. A lignina confere a parede
vegetal uma estrutura rigida, impermeavel e resistente a ataque microbiano e estresse oxidativo
(PONNUSAMY et al., 2019).
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Figura 4. Organizacéo da hierarquia da parede celular vegetal. Imagem adaptada
dehttps://public.ornl.gov/site/gallery/detail.cfm?id=181&topic=&citation=&general=Cellulose&restsection=all.

Parte da forca e recalcitrncia da estrutura celul6sica vem de suas ligacOes de hidrogénio
inter e intracadeias (HARMSEN et al., 2010). Longas microfibrilas de celulose com alto grau
de polimerizacdo costumam apresentar densas regides cristalinas que sdo pouco acessiveis
guimicamente, insoltveis em agua e de dificil hidrolise (DHYANI; BHASKAR, 2019). Pré-
tratamentos fisicos e quimicos visam a quebra da recalcitrancia da celulose. Frequentemente se
utiliza de temperatura elevada como forma de fornecer energia o suficiente para a quebra das
ligacdes entre as fibrilas, tornando o polimero mais acessivel para hidrolise (HARMSEN et al.,
2010). Diversos tipos de pré-tratamentos sdo atualmente utilizados na industria (tabela 2), a
depender da origem e do destino da matéria lignocelul6sica. Entretanto, tais tratamentos
envolvem um passo a mais no processamento da biomassa, podendo causar impacto no preco

de um produto derivado.
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Materiais nanoestruturados podem ser obtidos a partir da celulose através de abordagens
top-down resultando em nanocrstais e, nanofibrilas, assim como curtas fibras cristalinas
nanometricas denominadas whiskers. Tais materiais apresentam mudancas significativas nas
suas propriedades elétricas, dpticas, magnéticas, ferromagnéticas e de condutividade. Portanto
sdo extensivamente utilizados como emulsificantes, espessantes, estabilizantes na industria
farmacéutica, alimenticia e cosmética (AZIZI SAMIR; ALLOIN; DUFRESNE, 2005; FATHI;
KARIM; AHMADI, 2019).

Tabela 2. Principais pré-tratamentos utilizados na indUstria de etanol celulésico. Adaptado de Kumar and Sharma
(2017).

Quimico Fisico Fisicoquimico Bioldgico
Extrusdao mecanica Tratamento acido
Moagem Tratamento alcalino Explosdo a vapor
) ) . Degradacdo fungica
Microondas Ozonolise Explosdo com CO2
Degradagdo bacteriana e por
Ultrassom Organosolv Oxidacao
arquea
Pirdlise Liquidos idnicos Oxidagdo dmida
Pulso elétrico Solventes euteticos

1.2.3 A hidrdlise enzimética da parede vegetal

Na natureza a degradacdo de plantas é realizada primariamente por enzimas secretadas
por fungos e outros microorganismos, uma vez que estes usam a biomassa como principal fonte
de carbono. Consequentemente, diversos grupos de pesquisa no Brasil e no mundo buscam nos
fungos filamentosos novas e potentes linhagens capazes de suprir a demanda existente no
mercado. A hidrolise enzimatica de biomassa lignoceluldsica em aglcares mais simples requer
a cooperacdo e a sinergia de enzimas que degradem celulose (endoglucanases (EC 3.2.1.4),
celobiohidrolases (EC 3.2.1.91), B-glicosidases (EC 3.2.1.21)), hemicelulose (endoxilanases
(EC 3.2.1.8), mananases,  —xilosidases (EC 3.2.1.3), B-manosidades e outras) e lignina
(manganés-peroxidase, lignina-peroxidase e lacases) (VALENCIA; CHAMBERGO, 2013).

Entende-se por celulases o complexo enzimatico formado por pelo menos trés tipos de
enzimas que sdo capazes de romper as ligacdes glicosidicas, resultando na liberacdo de
mondmeros de glicose (CHAMPREDA et al., 2019). Como pode ser visto na figura 5,
primeiramente as endoglucanases agem internamente nas fibras de celulose, rompendo ligagdes

de forma aleatéria, produzindo extremidades redutoras e ndo-redutoras que serdo alvo das
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celobiohidrolases que clivam as ligac@es entre os agucares produzindo celobiose (dimero de
glicose com ligacdo B-1,4 ) e monémeors livres. Em seguida, as B-glicosidases (BGL) agem
nos dimeros de glicose, realizando entéo a sacarificacao total da celulose (SINGHANIA et al.,
2016). Sabe-se que muitas BGL provenientes de fungos filamentosos sdo inibidas tanto pelo
substrato (celobiose), quanto pelo seu produto (glicose), o que compromete o uso de tais

enzimas na industria e incentiva a busca por enzimas mais tolerantes.

O Celobiose desidrogenase ou
02 2 doadores ndo-enzimaticos

A

(.} Celobiohidrolase |

[# ] 22 Celobiohidrolase Il
O
o £2 Endoglucanase
o i
© @ clicosa £ B-glicosidase

£ Monooxigenase Lipopolissacaridica litica

Figura 5. Hidrdlise enzimatica da celulose cristalina. Na imagem sdo destacadas a a¢do sinérgica dos trés tipos

de enzimas envolvidos. Primeiramente agem as Endoglucanases, seguidas das celobiohidrolases e por fim [3 -
glicosidases. Efetores ndo enzimaticos como as Monooxigenases Lipopolissacaridicas liticas também sdo
exibidos. Adaptado de Champreda et al 2019.

Além da acdo de hidrolases, o sistema de degradagdo de biomassa necessita do auxilio
de proteinas sinergisticas ndo hidroliticas. Tais proteinas ndo possuem funcdo de
despolimerizacdo direta dos componentes da parede celular, mas realizam modificagdes
estruturais relevantes que permitem maior acessibilidade das hidrolases (figura 6) (KIM et al.,
2014). Pectinases e xilanases também fazem parte do conjunto de enzimas facilitadoras do
processo e sdo frequentemente chamadas de “enzimas acessorio”, € atuam na remocao de
polissacarideos ndo-celulésicos, mas que cobrem as fibras de celulose. Quando tais enzimas
sdo adicionadas a preparados enzimaticos compostos somente por celulases observa-se o
aumento da capacidade hidrolitica com menos proteinas, gerando otimizagdo do processo de
despolimerizacgéo da celulose (BERLIN et al., 2007).
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Figura 6. Acdo de proteinas sinérgicas na degradacdo de celulose. Destaca-se proteinas auxiliadoras, expansinas
e swoleninas, seguida da acdo de endo e exoglucanases. Adaptado de Kim et al (2014).

Os mecanismos exatos de todas as proteinas sinérgicas ndo hidroliticas ainda ndo séo
completamente elucidados, mas médulos de liga¢do ao carbohidrato, expansinas, swoleninas e
monooxigenases lipopolissacaridicas liticas (LPMOs) sdo alguns exemplos extensivamente
estudados e descritos (KIM et al., 2014).

1.3 Fungos Filamentosos e sua importancia industrial

Fungos filamentosos sdo organismos eucariéticos, com distribuicao global presente nos
mais diversos ambientes e ecossistemas. Na natureza possuem papel central na decomposicao
da matéria, imobilizacdo e ciclagem de nutrientes. Sua estrutura celular Unica permite a
captacdo de recursos e sua distribuicdo de forma descentralizada, de modo que estruturas
celulares distantes, com pouco acesso a nutrientes consigam manter sua integridade (IN et al
2004). Dentro da Biotecnologia industrial, fungos filamentosos tém sido explorados para a
producdo em larga escala de &cidos organicos, proteinas, pigmentos enzimas e antibi6ticos, com
aplicacdes no mercado de alimentos, bebidas, farmacia, papel e polpa, detergentes, industria
téxtil e de biocombustiveis. (FOUILLAUD et al., 2014; MEYER et al., 2016; SHOW et al.,
2015).



32

Destaca-se 0 uso de diversas espécies do género Aspergillus para a produgéo de acido
ascorbico, tal fungo é capaz de crescer em substratos baratos, possui facil manutencao e produz
grande quantidade de &cido ascorbico por vias fermentativas (SHOW et al., 2015). Estudado
por mais de 50 anos, o sistema celulolitico do fungo filamentoso Trichoderma reesei é
referéncia e suas enzimas sdo comercializadas mundialmente e aplicadas em processos
industriais que envolvem a despolimerizacdo da celulose (KESHAVARZ; KHALESI, 2016).
Além dos organismos modelos, estudos ressaltam inumeros fungos capazes de secretar enzimas
com produtividade, estabilidade e rendimento para o processamento de residuos industriais.
Entre eles, destacamos os fungos Humicola grisea var thermoidea e Penicillium echinulatum
como potenciais fontes enzimaticas que junto com o uso de pré-tratamentos podem ser
aplicados em sistemas de despolimerizacdo para acesso da energia inerente da biomassa,

conforme esquematizado na figura 7.
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Figura 7. Representagdo esquematica da hidrdlise de residuos agroindustriais, nesse caso Bagaco de cana-de-
acucar e Farelo de Trigo, via associacao de tratamentos fisicos com hidrdlise enzimatica utilizando os fungos
filamentosos Humicola grisea var thermoidea e Penicillium echinulatum, para geracdo de produtos com valor
agregado.

1.3.1 Humicola grisea var thermoidea

Primeiramente descrito por Traaen em 1924, o género Humicola possui como principais
caracteristicas morfoldgicas esporos unicelulares pigmentados e com espessa parede celular
(WANG et al., 2019). Atualmente existem registro de mais de 50 espécies dentro do género,
frequentemente isoladas do solo, rizosfera, compostagem e pelo de animais (Referéncia). Em
especial, Humicola grisea var. thermoidea (MB349549), é um termofilico moderado que foi

isolado a partir de compostagem e descrito pela primeira vez por Chaves em 1982. Com
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crescimento 6timo entre 40 e 42°C, tal microrganismo € capaz de produzir hidrolases
termoestaveis. Pelo menos 6 p-glicosidases (TAKASHIMA et al., 1996), celulases
(AZEVEDO et al., 1990; POCAS-FONSECA et al., 1997; POCAS-FONSECA et al., 2000),
xilanases (DA-SILVA et al., 1994; MONTI et al., 1991), amilases (OLIVEIRA et al., 1991) e
trealases (CARDELLO etal., 1994 ; ZIMMERMANN et al., 1990).

Os genes de H. grisea var. thermoidea thermoidea responsaveis pela degradacdo de
biomassa complexa tém sua expressdo promovida na presenca do bagaco de cana de agucar
como substrato (DE-PAULA et al., 1999; MELLO-DE-SOUSA et al., 2011). O isolamento,
caracterizagdo, andlise de regulacdo e expressao heterologa de genes de celulase e xilanase de
H. grisea reforcam o potencial desse micro-organismo para aplicacBes industriais e em
estratégias de conservacdo ambiental ao converter residuos agricolas em produtos Gteis como
adubo, racdo animal e biocombustiveis. Pode-se destacar a endoglucanase (egl2) termoestavel
que foi clonada, sequenciada e expressa em Aspergillus oryzae, demonstrando uma alta
atividade em carboximetilcelulose, temperatura étima de 75°C, e atividade significativa em
avicel e xilana (TAKASHIMA et al., 1997); a xilanase 2, foi expressa sob o promotor de
celobiohidrolase de Trichoderma reesei, e secretada na presenca de Avicel-lactose como fonte
de carbono, onde a atividade enzimatica se mostrou superior com rela¢do a do hospedeiro (DE
FARIA et al., 2002); o gene da B-Glicosidase-4 expresso em Saccharomyces cerevisiae, cujo
proteina obtida, além de resistente a inibicdo por glicose, mostrou-se termoestavel com
atividade otima a 40°C em pH 6,0 podendo ser aplicada em processos de sacarificacdo de
residuos lignoceluliticos (BENOLIEL et al., 2010).

Em H. grisea a regulacdo de celobiohidrolases, edoglucanases e exoglucanases, estao
atreladas aos fatores de transcri¢cdo dependentes de fonte de carbono, pacC e creA. Ambos sao
modulados pelo pH, sendo o pacC induzido em condicdes alcalinas e fortemente reprimido na
presenca de glicose, e 0 creA induzido por glicose e reprimido em condicbes alcalinas
(MELLO-DE-SOUSA et al., 2011) Recentemente, buscando compreender melhor a regulagéo
em niveis moleculares, utilizou-se da droga epigenética 5-aza-2’-deoxicitidina, um inibidor da
atividade de DNA-metiltransferase, durante o crescimento do fungo em residuos agroindustrias,
onde obteve-se aumento da atividade de xilanase ap0s crescimento em farelo de trigo, e
aumento no acumulo de transcritos de celobiohidrolases, endoglucanases, xilanases, na
presenca da droga, mesmo em condi¢Oes em que tais enzimas estdo normalmente reprimidas.
Além disso também houve maior acimulo de transcritos dos genes moduladores creA e pacC
quando o fungo foi tratado com 5-aza (MANFRAO-NETTO et al., 2017).
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1.2.3 Penicillium echinulatum

Distribuido globalmente, o género Penicillium possui mais de 354 espécies descritas,
com alta relevancia para a biotecnologia (VISAGIE et al., 2014). Desde a descoberta da
penicilina em 1929 fungos desse género tém sido amplamente explorados nos mais diversos
produtos e processos: na industria alimenticia, farmacéutica, biorremediacdo, producdo de
gases, pigmentos, quimicos e enzimas lignoceluloliticas (SHARAF et al., 2016). Diversos
metabdlitos secundarios com atividades antimicrobianas, antitumorais, imunomoduladoras,
antiviral, e inseticidas tambem j& foram descritas (FRISVAD et al., 2004).

O complexo celulolitico de Penicillium echinulatum mostra potencial similar ao de
Trichoderma reesei, com semelhante atividade enziméatica em Papel Filtro (FP) e
carboximetilcelulose (CMC), além de atividade 4,3 vezes maior em celobiose (Martins et al
2008). Ademais, suas enzimas hidroliticas possuem boa estabilidade térmica, pH 6timo entre
4,5 e 5,0 e boa proporcao de BGLs, com relacdo a atividade em PF, resultando em boa hidrélise
enzimatica sem necessidade de suplementacdo com outras enzimas (CAMASSOLA et al.,
2004).

A exposic¢do de conidios de P. echinulatum linhagem 2HH a agentes mutagénicos (luz
ultravioleta e peroxido de hidrogénio) revelou-se uma boa estratégia para obtengéo de linhagens
mais eficientes em degradacdo de celulose. De tal abordagem obteve-se P. echinulatum
linhagem 9A0S1 com maior atividade de BGLs em cultura submersa quando comparada com
outras linhagens também provenientes de mutagénese (DILLON et al., 2006). Além de alta de
producdo das mesmas enzimas durante fermentacdo em estado sélido usando como substrato
BCA pré-tratado junto com FT (CAMASSOLA; DILLON, 2007). Outra linhagem de P.
echinulatum obtida via mutagénese teve seu secretoma analisado. Os resultados demonstraram
que glicosil-hidrolases eram as proteinas mais abundantes e que proteinas relacionadas com
degradacdo de lignina também estavam presentes quando o fungo foi cultivado em BCA
(SCHNEIDER et al., 2016).
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2. Justificativa

E evidente que o uso do TFD deve ser explorado em outros campos, buscando
elucidacdo de possiveis efeitos além da inativacéo e citotoxicidade. Assim sendo, esse trabalho
visou a investigar o potencial efeito do TFD sobre aspectos metabdlicos de fungos filamentosos,
dada sua relevancia na biotecnologia, ja que estes sdo um dos principais bioconversores e
bioprodutores da atualidade. Para tanto, foi avaliada a susceptibilidade de dois fungos
filamentosos, H. grisea e P. echinulatum, ao TFD mediado por AlPc-NE, assim como a
implicacdo do TFD na hidrélise dos substratos agroindustriais BCA e FT.
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3. Objetivo Geral

Analisar o efeito do TFD mediada pela nanoemulsdo contendo cloreto de aluminio-
ftalocianina(AlPc-NE) sobre a producédo de hidrolases em Humicola grisea var. thermoidea e

Penicillium echinulatum.

3.1 Objetivos Especificos

e Verificar a capacidade de incorporacdo do AlPc-NE por filamentos de H. grisea var
thermoidea e P. echinulatum.

o Verificar viabilidade dos fungos filamentosos ap6s o TFD mediada por AlPc-NE.

e Auvaliar os possiveis efeitos do TFD mediado por AlPc-NE sobre a secre¢do de proteinas
totais soluveis;

e Verificar a capacidade antioxidante total do sobrenadante de cultura de H. grisea e P.
echinulatum submetidos ao TFD mediado por AlPc-NE.

e Auvaliar os possiveis efeitos do TFD mediado por AlPc-NE sobre a secrecdo de enzimas

hidroliticas, mais especificamente na atividade de endoglucanases, xilaanses e FPases.
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4 Materiais e métodos

4.1 Obtencdo e manutenc¢ao dos microrganismos

Foi utilizada a linhagem de Humicola grisea var. thermoidea, linhagem selvagem
isolada do solo brasileiro (ARAUJO et al., 1983). E a linhagem de Penicillium echinulatum
9A02S1, pertencente a colecdo de microrganismos do Instituto de Biotecnologia da Universidae
de Caxias do Sul (UCS), Rio Grande do Sul. Linhagem cedida pelo Prof. Dr. Aldo J. P. Dillon
(UCS).

Esporos de H. grisea foram obtidos ap6s 5 dias de crescimento em meio sélido agar-
aveia (descrito na secdo seguinte), 42 °C. Os esporos foram removidos da placa, filtrados,
contados em camara de Neubauer e armazenados em 35% de glicerol a 4 °C. Conideos de P.
echinulatum foram obtidos ap6s 5 dias de crescimento em meio agar-dextrose-batata (BDA) a

28 °C, o procedimento de estoque foi 0 mesmo adotado para H. grisea.

4.2 Meios de crescimento e solugbes

Os meios e solucdes descritos a seguir foram sempre preparados utilizando agua
destilada. O pH foi ajustado com acido cloridrico ou hidroxido de s6dio 1 M ou 2 M e em
seguida as solugdes e meios foram esterilizados em autoclave por 120 °C por 20 min. Em todos
0s meios de cultura foram adicionados ampicilina para a concentracdo final de 100 pg/mL

previamente ao in6culo dos microrganismos.
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4.2.1 Solugdes gerais

As solucdes utilizadas foram realizadas de acordo com o descrito na tabela 3. Para
diluicdo dos reagentes foi utilizada agua destilada, a ndo ser quando especificado. Azida s6dica
em concentracgdo final de 0,02% foi utilizada para evitar proliferacdo de microrganismos nos

sobrenadantes coletados.

Tabela 3. Descrigdo das solugdes utilizadas nos experimentos.

Solucgéo Composicao Observacéo
. o . Diluir e esterilizar por filtragéo
Solucéo estoque de Ampicilina (Sigma- -
o @ em membrana Milipore de 0,22
ampicilina Aldrich™) -2g .
um. Manter refrigerado e
100mg/ml Etanol 70% - 20 mL i
protegido da luz.
NaCl-9,0g
Agua destilada (g.s.p.) - 1,0
Salina 0,9% J . @sp)

o Diluir e esterilizar por filtracéo
Azida sodica-10g .
; ] em membrana Milipore de 0,22
] o Agua destilada (g.s.p.) - oo
Azida sodica 10% pum. Usar em concentracdo final

100,0 mL
de 0,02%.




39

4.2.2 Meios e solugdes para Humicola grisea

Os meios de cultura e solucbes para H. grisea foram realizados conforme descrito nas
tabelas 4 e 5. Quando necessario o pH foi ajustado utilizando solucdes de hidréxido de sddio
ou &cido cloridrico 1 M ou 2 M. Os meios de cultura foram esterilizados em autoclave por 120
°C durante 20 min. Em todos os meios de cultura foram adicionados ampicilina para a

concentracdo final de 100 pg/mL previamente ao indculo dos microrganismos.

Tabela 4. Descricao das soluces utilizadas para manutencéo e cultivo de Humicola grisea.

Solucéo Composicao Observacdes
NaNO; - 6,00 g
KCI-0,50¢
. KH2PO4 - 1,50 g .
Sais de Pontecorvo Ajustar o pH para
MgSO4 7H20 - 0,50 g
1X (Pontecorvo et 6,8
ZnS04-0,01g
al., 1953)
FeSO,-0,01¢

Agua destilada (q.s.p.) - 1,0 L

CeHsO7 H20 (&c. citrico monohidratado) - 5,00 g
ZnS04 7H,O - 1,00 ¢
Fe(NH4)2(S04), 6H,0 - 1,00 g
CuSO;4 H:0-0,25¢
MnSO4 H20 - 0,05 g
H3BOs;-0,05¢9
Na:Mo0;-H,0 - 0,05 g
Agua destilada (q.s.p) estéril - 1,00 L

Solucéo de
Elementos Traco
(2000X)

Acido nicotinico - 0,10 g
Acido para-aminobenzoico - 0,01 g

Biotina - 0,20 mg
Solucéo de

o Piridoxina - 0,05 g
Vitaminas (1000X)

Riboflavina - 0,10 g
Tiamina-0,05¢g
Agua destilada (q.s.p) - 100,00 mL
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Tabela 5. Descricdo dos meios utilizadas para manutencéo e cultivo de Humicola grisea

Meio Composicao Observacao
o _ Aveia (Quacker®) - 40 g _
Meio agar-aveia i o Ajustar o pH para
N Agar bacteriologico - 15 g
para a producao i _ 7,2
Agua destilada (q.s.p.) - 1,0 L
de esporos
_ Ajustar o pH para
Sol. de Sais de Pontecorvo 10X - 100,0 68
mL ]
. ) Autoclavar e ap0os
. Agua destilada (g.s.p) - 1,0 L )
Meio Minimo — esfriar acrescentar:
Fonte de carbono: B
usado para ) Solucgdes de
) . Farelo de Trigo 1% (p/v)
inducéo ) elementos trago para
Bagaco de cana explodido a vapor 0,1% Ix
(p/v)
) Solucgdes de
Glicose 1% (p/v) o
Vitaminas para 1X
) Ajustar o pH para
Glicose 1% - 10,0 g 68
) Solucéo de Sais de Pontecorvo 10X -
Meio Completo Acrescentar:
100,0 mL
para obtencéo de Solucéo de
. Peptona 0,1% (g/v) - 1,0 g
miceélio Elementos Trago 1X
Extrato de levedura 0,25% (g/v) - 2,5 ¢ y
Solucéo de

Agua destilada (g.s.p) - 1,0 L
J (sP) Vitaminas 1X
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4.2.3 Meios e solugdes para Penicillium echinulatum

Os meios de cultura e solugdes para P. echinulatum foram realizados conforme descrito
nas tabelas 6 e 7. Quando necessario o pH foi ajustado utilizando solugdes de hidroxido de
sodio ou acido cloridrico 1 M ou 2 M. Os meios de cultura foram esterilizados em autoclave
por 120 °C durante 20 min. Nos meios contendo glicose, esta foi autoclavada separadamente e
posteriormente adicionada. Em todos os meios de cultura foram adicionados ampicilina para a

concentracdo final de 100 pg/mL previamente ao indculo dos microrganismos.

Tabela 6. Descricao das soluces utilizadas para manuteng&o e cultivo de Penicillium echinulatum.

Solucéo Composicéo Observagao
Na>B4O7 10H20 - 40 mg
CuSO4 5H20 - 400 mg

Solucéo de elementos FeSO4 7H,0 - 800 mg ]
Ajustar pH para 2

tracgo Na:MoOs 2H20 - 8 mg

Agua destilada (g.s.p)

10L
KCI-26g
MgSO4 7H20 - 10 ¢
Solucéo se sais KH2PO4 - 76 ¢

Solucdo de elementos trago 50
mL
Agua destilada (q.s.p) - 1,0 L
Autoclavar por 30min
e incubar em shaker
_ _ Celufloc 200®-5¢ o
Celulose intumescida i ) com agitacdo a 180
Agua destilada (g.s.p) - 60 mL _
(2,5%) ) ) rpm/48 h. Em seguida
Pérolas de vidro - 20 mL o
adicionar 140 mL de
agua destilada estéril e

homogeneizar.
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Tabela 7. Descri¢do dos meios utilizadas para manutencéo e cultivo de Penicillium echinulatum

Meio Composicao Observacao

Meio agar-dextrose- BDA (Sigma-Aldrich®) - 37 g
batata (BDA) para a Agua destilada (g.s.p) - 1,0 L
producéo de conideos
Solucdo de sais 20 mL
Agua destilada (g.s.p) -1,0 L
Fontes de carbono:
Meio minimo — usado Farelo de Trigo 1% (p/v) Ajustar o pH para
para indugao Bagaco de cana explodido a 6,8
vapor 0,1% (p/v)
Glicose 1% (p/v)

Celulose intumescida 1% (v/v)

Extrato de Levedura-5g
) Peptona-2g
Meio completo — para 3 )
Solucéo de Sais - 20 mL
Glicose 3% (m/v)

Agua destilada (g.s.p) - 1,0 L

obtencao de micélio

4.3 Preparo e caracterizacdo da AlPc-NE

A AlPc-NE foi produzida de acordo com o método de emulsificacdo esponténea
previamente descrito pelo grupo (MUEHLMANN et al., 2015). Brevemente, em um preparo
tipico, adicionou-se em um béquer o surfactante, o 6leo e o fotossensibilizante (AlPc) e, na
sequéncia, adicionou-se agua destilada. Em seguida, a mistura foi deixada sob agitacdo
magnética branda a 60 °C por uma hora. Kolliphor EPL® foi utilizado como tensoativo e o 6leo
de ricino como solubilizante, na proporcado de 3:1, respectivamente. A concentracdo de AlPc na
nanoformulacéo final (AlPc-NE) foi de 40 pM.

A mensuracgédo de parametros coloidais das nanoemulsdes, especificamente o diametro
hidrodindmico (DH), o indice de polidispersdo (Pdl) e o potencial zeta, foi realizada com o
equipamento ZetaSizer Nano ZS 90 (Malvern Instruments, Malvern, Worcester-shire, UK) sob
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temperatura ambiente e em 1 h apds incubagdo sob condic¢des de cultivo (25 °C e 42 °C) . As

amostras sempre foram diluidas em salina 0,9% (1:100, v:v) e a leitura realizada em triplicata.

4.4 Microscopia de Fluorescéncia

Micélio, esporos e conidios foram expostos & nanoemulsdo em concentracdes de
equivalentes a 600 nM e 20 uM de AlPc durante 30 min ou 2h. Em seguida, as amostras foram
centrifugadas (15 000 g, 5 min), o pellet celular lavado 3 vezes com Salina 0,9% para remocéo
de fotossensibilizante n&o incorporado. O pellet foi resuspendido para volume original e 10 pL
foram aplicados em laminas que foram observadas em microscopio de fluorescéncia (LEICA,
SP5, BRA).

4.5 Analise de internalizacdo por fluorescéncia

Os fungos foram pré-cultivados em meio sélido até a formacdo de esporos: meio agar-
aveia 42° para H. grisea e BDA 28°C para P. echinulatum. Os esporos entdo foram cultivados
por 24 h em meio liquido completo, em suas respectivas temperaturas e com agitacdo de 150
rpm para a obtencio de micélio. Para cada espécie, 108 esporos e 1 mL micélio foram utilizados
para a internalizacdo. Os microrganismos foram incubados com diferentes concentragdes de
AlPc-NE (300 nM, 600 nM e 20 puM) e a internalizacdo foi acompanhada durante 15, 30, 60,
120 e 180 minutos. Apo6s o tempo de incubacdo, as amostras foram centrifugadas, o pellet
celular foi lavado com salina 0,9% e centrifugado novamente. A lise foi realizada com sulfoxido
de dimetilo (DMSO) e pérolas de vidro por 30 min sob agitacdo em vortex. A fluorescéncia do
lisado foi lida em espectrofotdometro (EspectraMax, Ex: 370nm e Em: 680nm). Como controle
negativo foram utilizadas células lisadas ndo tratadas, e como controle positivo foi empregada
a AlPc-NE diluida em DMSO.

Para quantificacdo de fotossensibilizante internalizado, uma curva padréo foi realizada
utilizando AlIPc-NE diluida em DMSO nas seguintes concentragfes: 50, 100, 150, 200, 300,
600, 900, 1200, 1500 e 20.000 nM. Foi realizada regressao linear e uma equacao foi obtida, tal

equacao foi utilizada para mensurar a concentracdo de AlPc-NE internalizada pelos fungos.
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4.8 Terapia fotodindmica

O TFD foi padronizado e aplicada de forma similar em ambas as espécies. Um esquema

representativo se encontra nas figuras 8 e 9.

Incubagdo apenas com
Pré-indculo crescido em Nanoeumulsdo, sem exposi¢do a

meio completo luz

Meio minimo com BCA, FT — Coleta de
ou Glicose como fontes de ™= < sobrenadante
48h
em 12h e 96h

Ensaios

bioquimicos

carbono

~ t

Exposigdo a luz, sem
nanoemulsdao

Figura 8. Desenho experimental das condicfes definidas para TFD (tratamento fotodindmico) em Humicola
grisea. Esporos foram previamente inoculados em meio completo para obtencao de micélio, este entdo foi pesado
e partes iguais incubadas nos respectivos meios contendo como substrato bagaco de cana-de-agicar (BCA), ou
farelo de trigo (FT) ou glicose nas condicdes experimentais (TFD, exposicao a luz, exposi¢do a nanoemulséo ou
sem nenhum tratamento). Coletas foram realizadas em 12 e 96 h seguidas de ensaios bioquimicos.

Incubagdo apenas com
Pré-inéculo crescido em Nanoeumulsdo, sem exposi¢do a

meio completo luz

Coleta de

Meio minimo com BCA, FT,
sobrenadante

Celufloc ou Glicose como 36h
fontes de carbono

Ensaios

TFD Oh e
em 96h e
120h

bioguimicos

~ 1

Exposicao a luz, sem
nancemulsdao

Figura 9. Desenho experimental das condi¢Oes definidas para TFD (tratamento fotodindmico) em Penicillium
echinulatum. Esporos foram previamente inoculados em meio completo para obtengdo de micélio, este entdo foi
pesado e partes iguais incubadas nos respectivos meios contendo como substrato bagaco de cana-de-agucar (BCA),
ou farelo de trigo (FT) ou glicose, ou celulose intumescida nas condigdes experimentais (TFD, exposi¢do a luz,
exposicdo a nanoemulsdo ou sem nenhum tratamento). Coletas foram realizadas em 96 e 120 h seguidas de ensaios

bioguimicos.

4.8.1 TFD em Humicola grisea

Esporos de H. grisea foram pré-cultivados em meio liquido completo a 42 °C 150 rpm

por 24 h visando a producao de micélio. Utilizaram-se 2,0 g de micélio para cada condicéo.
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Ap0s seco e pesado, o micélio foi reidratado e centrifugado 3000 x g por 5 min e sobrenadante
descartado. Foi adicionada AlIPc-NE para as concentracdes testadas conforme tabela 8. Apds
homogeneizacao, o micélio junto com a nanoemulsao foi incubado protegido da luz a 42 °C
durante 1h e lavado com salina 0,9% logo em seguida. O micélio foi incubado em Erlenmeyers
de 250 mL com os devidos substratos e condicdes controle descritas na tabela 8.

O TFD foi administrado no inicio do crescimento (t=0) e apds o primeiro tempo de
dobra estimado do fungo (t=48 h), conforme desenho experimental esquematizado na figura
10. O tempo de dobra foi calculado levando em consideracéo a fase exponencial das curvas de
crescimento em meio minimo previamente realizadas. Para tanto, o coeficiente angular da fase
exponencial foi considerado como a taxa de crescimento especifico maximo (umax), e aplicado
na equacéo In2/pmax.

O equipamento de LED utilizado foi desenvolvido pelo Prof. Dr. Paulo Eduardo Narciso
de Souza e colaboradores (Laborat6rio de Softwares e Instrumentacdo do Instituto de Fisica da
Universidade de Brasilia, DF), propicia iluminacdo em comprimento de onda especifico de 660
nm e permite a configuracdo da fluéncia, tempo e distancia da exposi¢cdo. O TFD foi realizado
seguindo o0s seguintes parametros: 50 mW/cm?, por 11 min com fluéncia total de
aproximadamente 35 J/cm? a uma distancia de 7cm. A poténcia e distancia foram alteradas
levando em consideracdo a transmissdo de 90% (de acordo com o fabricante) do vidro de
borossilicato utilizado para o crescimento do fungo. Foram removidas 10 mL da cultura apds
12 h e 96 h de crescimento, a biomassa foi separada por centrifugacdo a 3000 g por 10 mine o
sobrenadante mantido congelado com azida sédica em concentragéo final de 0,02%.

Humicola grisea var thermoidea

Pré-indculo
em meio

Coleta
de
sobrenadante

completo ﬁﬁf ﬁﬁ

Pesagem e CondigSes
inéculo em Coleta de « Controle: Sem Led/Sem AlPc-NE
BCA FT e Gli sabrenadante * Somente Led
plFTSEl *  Somente AlPc-NE

* TFD: Led + AlPc-NE

Figura 10. Esquema representativo da linha do tempo experimental para Humicola grisea. Em -24h esporos foram
inoculados em meio completo; em Oh o micélio crescido foi inoculado em meio minimo em seus respectivos
substratos, bagago de cana-de-aglcar (BCA), ou farelo de trigo (FT), ou glicose. Nos pontos de Oh e 48h o fungo
foi exposto ao led no comprimento de 660 nm. Sobrenadantes foram retirados em 12 e 96 h de crescimento. As
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condicBes experimentais envolvem controle sem tratamento, fungo exposto somente ao led, fungo exposto
somente a Nanoemulsdo de cloreto de aluminio-ftalocianina (AlPc-NE).

4.8.2 TFD em Penicillium echinulatum

Uma dispersao de P. echinulatum foi inoculada em meio liquido para concentragdo final
de 10° conidios/mL em completo a 28 °C 150 rpm por 96 h visando a producéo de micélio.
Utilizou-se 1,5 g de micélio para cada condicdo. Apds seco e pesado, o micélio foi reidratado e
centrifugado 3000 G por 10 min e sobrenadante descartado. Foi adicionada AlPc-NE para a
concentracdo de trabalho conforme tabela 8. Ap6s homogeneizacdo, o micélio junto com a
AlPc-NE foi incubado protegido da luz a 28 °C durante 1 h e lavado com salina 0,9% logo em
seguida. O micélio foi incubado em Erlenmeyers de 250 mL com os devidos substratos e
condigdes controle descritas na tabela 8.

O TFD foi realizado no inicio do crescimento (t=0) e apds o primeiro tempo de dobra
estimado do fungo (t=36h) conforme desenho experimental esquematizado na figura 11. O
tempo de dobra da massa fungica foi calculado levando em consideracédo a fase exponencial
das curvas de crescimento em meio minimo previamente realizadas. Para tanto, o coeficiente
angular da fase exponencial foi considerado como a taxa de crescimento especifico méaximo

(umax), e aplicado na equacgéo In2/umax.

Penicillium echinulatum 9A0251

Pré-indculo Coleta
em meio de

completo ﬁ@ ﬁ sobrenadante

Condicoes i ’PeTagemBeCA Coleta de
« Controle: Sem Led/Sem AlPc-NE inoculo em )
« Somente Led FT, Celufloc e Gli e

+ Somente AlPc-NE
* TFD: Led + AlPc-NE

Figura 11. Esquema representativo da linha do tempo experimental para Penicillium echinulatum. Em -64h esporos
foram inoculados em meio completo; em Oh o micélio crescido foi inoculado em meio minimo em seus respectivos
substratos, bagaco de cana-de-agucar (BCA), ou farelo de trigo (FT), ou celufloc, ou glicose. Nos pontos de Oh e
36h o fungo foi exposto ao led no comprimento de 660 nm. Sobrenadantes foram retirados em 96 e 120 h de
crescimento. As condi¢des experimentais envolvem controle sem tratamento, fungo exposto somente ao led, fungo
exposto somente & Nanoemulsdo de cloreto de aluminio-ftalocianina (AIPc-NE).
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Tabela 8. Substratos utilizados para o crescimento e inducéo de hidrolases, concentracdo de AlPc-NE utilizada
no TFD e condicBes experimentais em Humicola grisea e Penicillium echinulatum.

Fungo Substrato AlPc-NE (nM) LED (~J/cm2)
0
300
600
20 000

FT 1%

H. grisea e BCA explodido a
300

600 Oou
20 000 35

P.echinulatum vapor 1%

Glicose 1% 300
600

P.echinulatum Celufloc 1% 300
600

O equipamento de LED utilizado foi desenvolvido pelo Prof. Dr. Paulo Eduardo Narciso
de Souza e colaboradores (Laboratorio de Softwares e Instrumentacdo do Instituto de Fisica da
Universidade de Brasilia, DF), propicia iluminagdo em comprimento de onda especifico de 660
nm e permite a configuracdo da fluéncia, tempo e distancia da exposigéo.

O TFD foi realizado seguindo os seguintes pardmetros: 50 mW/cm?, por 11 min com
fluéncia total de aproximadamente 35 J/cm? a uma distancia de 7 cm. A poténcia e distancia
foram ajustadas levando em consideracdo a transmisséo de 90% (de acordo com o fabricante)
do vidro de borossilicato utilizado para o crescimento do fungo. Foram removidas 10 mL da
cultura ap6s 12 h e 96 h de crescimento, a biomassa foi separada por centrifugacdo a 3000 g
por 10 min e o sobrenadante mantido congelado com azida sddica em concentracéo final de
0,02%.
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4.9 Crescimento e viabilidade apds TFD

A andlise de crescimento de fungos filamentosos em microplaca foi adaptada de
Meletiadis e colaboradores (2001). 10 Conidios e Esporos de P. echinulatum e H. grisea,
respectivamente, foram crescidos em 200 pL de meio minimo ou completo, em microplaca de
96 pocos, e a germinacdo acompanhada periodicamente via microscopia. Na formacdo das
primeiras hifas, os fungos foram expostos a 20 uM de AlPc-NE durante 1 h, seguida de lavagem
com salina 0,9%. Posteriormente as culturas foram irradiadas com LED no comprimento de
onda de 660 nM, 50 mW/cm?, por 10min com fluéncia total de aproximadamente 35 J/cm? a
uma distancia de 7 cm. Apos irradiacdo, as placas foram lidas em espectrémetro (Shimadzu
UV-1800) no comprimento de onda de 405 nM a cada 30 min, durante 96 h para H. grisea e
192 h para P. echinulatum.

4.10 Ensaios Enzimaticos

4.10.1 Solucles para ensaios enzimaticos
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Tabela 9. Descricao das soluces utilizadas para realizacdo dos ensaios enzimaticos

Solucéo

Composicéo

Observacao

Solucdo de DNS
(MILLER, 1959)

Tampado acetato de
sodio 0,05M

Solucgéo Xilana 1%

Solucéo de
Carboximetil-celulose (CMC)
4 %.

Acido dinitrosalicilico (DNS) -
10g
NaOH 2 M - 200 mL
Tartarato de sodio e potassio -
3009

Acetato de Sédio - 2,06 ¢
Agua destilada (q.s.p) - 500

mL

Xilana Beechwood - 1 g
NaOH 1 M —20 mL
HCI 1M — 20mL
Tampdo acetato de sédio 100
mM —qg.s.p 100 mL

CMC baixa viscosidade — 4 g
Tampao acetato de sédio -
0,05M (g.s.p) 100 mL

O DNS deve ser diluido sob
agitacdo e aquecimento, em
seguida dissolver o tartarato de
sodio e potassio em 500 mL de
agua destilada ou miliQ.
Adicionar o DNS dissolvido na
solucéo com tartarato de sodio
e potassio e deixar em agitacdo
sob aquecimento até a
completa dissolucdo dos
reagentes. Completar para 1000

mL com 4gua destilada.

Ajustar o pH para 5,0

Ajustar pH para 5. A solucéo
deve ser centrifugada de 15 a
20 minutos a 10 000 G para
separacao da parte soltvel. O
sobrenadante deve ser utilizado

e o pellet removido.

Deixar em agitacdo até a

completa dissolucdo do CMC

4.10.2 Medidas de atividade enzimatica

A atividade hidrolitica dos sobrenadantes foi determinada por ensaio colorimétrico de

deteccdo de acucares redutores gerados pela hidrdlise do substrato, utilizando o reagente DNS
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(MILLER, 1959), com adaptacGes para microplaca (CHUNDAWAT; BALAN; DALE, 2008;
YU etal., 2016).

A determinagdo da atividade de xilanases (endoxilanases e B-D-Xilosidase) foi feita
usando xilana como substrato. Os ensaios enziméticos foram realizados com incubagéo de 50
uL da amostra enzimatica e 450 pL do substrato xilana beechwood 1% por 30 minutos a 50 °C.
Para os controles as amostras enzimaticas foram adicionadas apds o banho. Depois do tempo
da incubacdo as amostras foram submetidas a um choque térmico em agua com gelo por 5
minutos para inativagdo das enzimas do substrato. Em sequéncia foram adicionados 750 pL de
DNS e os tubos foram imersos em banho fervente durante 5 minutos. As atividades descritas
acima foram medidas espectrofotometricamente (Shimadzu UV-1800) a 540 nm e o resultado
foi expresso em pmol de xilose formado por minuto e por mL de solugdo enzimatica (Ul/mL)
(Ghose, 1987). Para conversao das medicOes de espectrofotometria em quantidade equivalente
de xilose foi realizada uma curva de calibracdo obtida pela leitura da absorbancia de diferentes
concentracdes (100 pg a 500 pg/mL) desse monossacarideo com o reagente DNS.

A determinacdo da atividade de CMCase foi feita usando CMC como substrato. Os
ensaios enzimaticos foram realizados com incubacéo de 250 pL da amostra enzimética e 250
UL do substrato CMC 4% (Sigma-Aldrich®) por 60 minutos a 50 °C. Para os controles as
amostras enzimaticas foram adicionadas ap6s o banho. Em seguida foram adicionados 750 pL
de DNS e os tubos imersos em banho fervente durante 5 minutos. As atividades descritas acima
foram medidas espectrofotometricamente a 540 nm e o resultado foi expresso em pmol de
glicose formado por minuto e por mL de solu¢do enzimatica (Ul/mL) (Ghose, 1987). A curva

de calibracéo foi realizada com diferentes concentracgdes de glicose (100 pg a 500 pg/mL).

4.11 Quantificacao de proteinas solUveis

Para a analise qualitativa de proteinas foi utilizado o método de Bradford (BRADFORD,
1976) seguindo-se o principio de ligacdo proteina-corante. Utilizou-se o reagente de Bradford
(Merck® B6916), segundo orientagdes do fabricante. Uma curva padrdo foi realizada com
soroalbumina bovina (BSA), e a equacdo obtida foi usada para mensuracao da quantidade de

proteina solUveis nos sobrenadantes obtidos.

4.12 Atividade Antioxidante total
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O ensaio de capacidade antioxidante total por fosfomolibdénio foi adaptado de Prieto e
colaboladroes (1999). A soluco reagente foi composta por Acido sulfdrico a 0,6 M, molibdato
de amonio 4 mM e fosfato de sodio 28 mM.

100 ul de amostra contendo as espécies redutoras, neste caso o sobrenadante obtido,foi
misturada com 900 mL da solugéo reagente. Incubada a 95 °C por 90 min, em seguida resfriada
até temperatura ambiente. Absorbancia foi medida a 696 nm. Para o branco foi utilizada 1 mL
da solucéo junto com 0,1 mL do solvente utilizado na amostra. Uma curva padrdo com acido
ascorbico (estoque de 10 mg/mL) foi realizada e a equacao da reta usada para mensuragdo da
atividade antioxidante total do sobrenadante. O resultado foi expresso em porcentagem de

Potencial de Reducao do Fosfomolibdénio.

4.13 Analise Estatistica

Os resultados apresentados referem-se a média + desvio padrdo. Todos os dados foram
obtidos em triplicata e experimentos realizados de forma independente. Para anélise estatistica
foi utilizado analise de variancia (ANOVA two-way), seguida de pos-teste de Tukey e para
dados ndo normais foi realizado o teste de Kruskal-Wallis. Para todas as analises, o nivel de
significancia (o) utilizado foi de 0,05. Os graficos e as analises estatisticas foram realizados
com o software GraphPad Prism 8.0.2 para Windows, San Diego, California USA,

www.graphpad.com

5 Resultados



52

5.1 Caracterizagao fisico-quimica da nanoemulséo
As caracteristicas coloidais da AlPc-NE diluida em solucgéo salina estdo apresentadas na
tabela 10 A analise dos dados revela a estabilidade da nanoemulsdo em 42 °C, utilizada para o

cultivo de H. grisea.

Tabela 10. Propriedades coloidais da AlPc-NE dispersa em salina 0,9% em temperatura ambiente e em 42 °C,
sendo esta a temperatura de crescimento do fungo Humicola grisea

Diametro indice de Potencial Zeta (mV)
hidrodindmico (nm) Polidisperséao
Temperatura Ambiente 25,85+0,28 0,162+0,02 -0,04+0,08
(~25°C/1h)
42 °C/1h 26,95+0,50 0,164+0,01 -2,00+0,54

5.2 Internalizacéo de AlPc-NE

Com o objetivo de observar a capacidade de internalizagéo da ftalocianina pelos fungos
filamentosos H. grisea e P. echinulatum, foi utilizada a microscopia de fluorescéncia (figuras
12 e 13). A capacidade de internalizacdo de nanoemuls6es é amplamente descrita para células
de mamiferos e leveduras, no entanto, registros para fungos filamentosos sdo escassos. Deste
modo, diferentes concentracfes da AlPc-NE foram utilizadas, buscando a observacdo da
internalizacdo da mesma pelos fungos em estado vegetativo. Em H. grisea observou-se que
quando exposta & AlPc-NE na concentracdo de AlPc de 20 uM durante 30 min, foi possivel
observar a internalizacdo do fotossensibilizante, com pico de internalizacdo em 2 h de exposic¢éo
(figuras 12C, D).
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Figura 12. Micrografia de fluorescéncia de filamentos de H. grisea ap0s incorporacdo AlPc em nanoemulséo.
Imagens da esquerda correspondem a sobreposicdo do campo claro com o canal vermelho (633 nm). Imagens a
direita correspondem somente ao canal vermelho. A — Controle ndo exposto. B — Exposicéo & 600 nM por 2h. C
— Exposi¢do a 20 uM por 30 min. D - Exposi¢do a 20 uM por 2 h. AlPc: cloreto de aluminio-ftalocianina.

Em P. echinulatum foi possivel observar o fotossensibilizante apenas apos 2 h de
exposicdo na concentragdo de 20 UM (figura 13C). Em seguida, foi utilizada uma concentragao
menor: 600 nM por 2h, a qual permitiu observar a visualizagdo do fotossensibilizante nos

filamentos de ambos os fungos (figuras 12B e 13B).
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Figura 13. Micrografia de fluorescéncia de filamentos de Penicillium echinulatum apds incorporacdo AlPc em
nanoemulsdo. Imagens da esquerda correspondem a sobreposi¢do do campo claro com o canal vermelho (633 nm).
Imagens a direita correspondem somente ao canal vermelho. A — Controle ndo exposto. B — Exposi¢do a 600 nM
por 2 h. C — Exposic¢éo a 20 uM por 2 h. AlPc: cloreto de aluminio-ftalocianina.

Para verificar a quantidade de AlPc internalizada pelos fungos, foi tracada uma curva
de intensidade de fluorescéncia em fungdo da concentracdo de AlPc. Conforme observado na
figura 14, ha uma correlagéo linear entre a intensidade de fluorescéncia e a concentragéo de
AlPc-NE em solucdo salina. A partir da equacdo da reta obtida foi estimada, de forma
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quantitativa, o total de AlPc internalizada pelos filamentos ap6s exposi¢do a AlPc-NE seguida

de lise das células.

2000

Fluorescéncia relativa

0 1 1 T 1
0 500 1000 1500 2000

AlPc-NE (nM)

Figura 14. Grafico da correlacgao entre fluorescéncia relativa e concentragdo de AlPc-NE (nM) livre em DMSO R
=0,9617. AlPc-NE: Nanoemulséo de cloreto de aluminio-ftalocianina. Curva obtida Y = 1,114*X - 5,666.

As analises de fluorescéncia em fungos expostos a AIPc-NE mostraram que houve
pouca varia¢ao na quantidade de fotossensibilizante internalizado em funcdo da concentracéo
inicial utilizada ap6s o tempo de exposi¢cdo de 1 h. Em H. grisea, excetuando a concentracao
de 20 uM de NeAlFtc quando comparada com 300 e 1200 nM, todas as outras concentragoes
tiveram a mesma quantidade internalizada, sob anélise estatistica (figura 15A). O similar
ocorreu em P. echinulatum, neste caso, todas as concentragcdes possibilitaram a mesma

incorporacdo quando analisadas por vias estatisticas (figura 15B).
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Figura 15. Quantidade cloreto de aluminio ftalocianina incorporada pelos filamentos fungicos apés 1h de
exposicdo a diferentes concentracdes de AlPc-NE (nM). A - Humicola grisea; “a” e “b” representam diferenga
estatistica (p<0,005). B - Penicillium echinulatum. AlPc-NE: Nanoemulséo de cloreto de aluminio-ftalocianina.

Na sequéncia, foi verificado o perfil de internalizacdo de AlPc-NE em diferentes tempos
de exposicdo. Os filamentos foram expostos a concentragfes de 300 nM, 600 nM e 20 pM,

conforme exposto na figura 13. Em H. grisea, notou-se que apds 30 min houve uma estagnagéo
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na incorporagdo de fotossensibilizante quando as células foram tratadas com 300 nM ou 600

nM (figuras 16A e B). Ja ao se utilizar 20 uM de AlPc-NE o tempo com maior retencéo foi o

de 180 min (figura 13C).
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Figura 16. Analise da quantidade de cloreto de aluminio-ftalocianina internalizado com o passar do tempo,
expresso em porcentagem do total exposto. A - Humicola grisea exposto a 300 nM. B - Humicola grisea exposto
a 600 nM. C - Humicola grisea exposto a 20 uM. D — Penicillium echinulatum exposto a 300 nM. E - Penicillium
echinulatum exposto a 600 nM. F - Penicillium echinulatum exposto a 20 pM. Asteriscos indicam diferenca
estatistica entre os tempos de incubagdo. (*) p < 0,05. AlPc-NE: Nanoemulséo de cloreto de aluminio-ftalocianina.

Em P. echinulatum foram observados resultados similares aos obtidos para H. grisea
nas concentracdes de 300 e 600 nM , com retenc¢do constante apds 30 min de exposicao (figura
16D e E). J& o perfil de retencdo obtido em P. echinulatum com 20 uM foi diferente do
observado com H. grisea.

Levando em consideracédo os resultados obtidos e a viabilidade para o estabelecimento
de um protocolo eficaz de TFD, o melhor tempo de exposicao a AlPc-NE foi definido como o
de 1 h, tanto para H. grisea quanto para P. echinulatum, ja que ndo houve diferenca significativa
para exposi¢édo prolongada, nas concentragdes de trabalho de AlPc-NE de 300 nM, 600 nM e

20 uM para H. grisea, e 300 nM, 600 nM para P. echinulatum.
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5.3 Viabilidade apds TFD

Tendo em vista o potencial fungicida de eventos oxidativos, foi avaliada a viabilidade
dos fungos submetidos ao TFD mediado por AlPc-NE. A figura 17 demonstra esse protocolo
de TFD néo alterou nem taxa nem o padrdo de crescimento de ambas as espécies testadas.
Ainda, ndo houve mudangca significativa no padrdo de crescimento de ambos os fungos apds
exposicdo somente a nanoemulséo ou a luz de maneira isolada. Diferencas foram encontradas
apenas nos padrdes de crescimento obtidos com diferentes meios — minimo, ou completo —

como esperado.
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Figura 17. Curvas de crescimento de Humicola grisea em meio completo (A), e meio minimo (B), e de P.
echinulatum em meio completo (C), e meio minimo (D). Em verde controle submetido apenas as condig¢Ges
normais de cultivo. Em azul, fungo exposto somente a 20 uM de AIPc-NE; em vermelho exposi¢do a luz no
comprimento de onda de a TFD, e seus respectivos controles. AlPc-NE: Nanoemulsdo de cloreto de aluminio-
ftalocianina. TFD: tratamento fotodinamico. C: Controle.

5.4 Efeitos da TFD

Uma vez estabelecido os parametros do protocolo de TFD, foram definidos os substratos
para crescimento flngico. As seguintes analises tém como objetivo avaliar os possiveis efeitos
do TFD na capacidade de secregdo de proteinas, capacidade antioxidante total em sobrenadante

e atividade de hidrolases nos fungos H. grisea e P. echinulatum.
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5.4.1 Quantificac@o de proteinas sollveis totais para H. grisea e P. echinulatum

Quando o TFD foi realizado com 300 nM ou 600 nM de NeAlFtc, tendo BCA como
substrato, foi observado um aumento significativo na quantidade de proteinas sollveis
presentes, com relacdo ao controle, apds 96 h de cultivo (Figuras 18A, D). O mesmo foi
observado quando o fungo foi exposto somente a AIPc-NE. Com relacdo aos fungos expostos
ao FT como substrato, obteve-se aumento da quantidade de proteinas, quando comparado com
o0 controle, na presenca somente do fotossensibilizante a 300 nM, na presenga somente da luz e
apo6s TFD, em 12 h de crescimento (figura 18B). Apo6s 96 h de crescimento ndo houve diferenca
entre as condicdes testadas com relacdo ao controle. Ja quando os fungos foram expostos a 600
nM do fotossensibilizante, ndo foi observada diferenca quanto a quantidade de proteina
secretada durante as primeiras 12 h de crescimento, em 96 h houve redugéo no total quando na
presenca de fotossensibilizante e do TFD (figura 18E). Quando comparado ao crescimento com
outras fontes de carbono, o crescimento em glicose resulta em pouca proteina secretada para o
meio extracelular. A presenca de fotossensibilizante na concentracdo de 300 nM reduziu ainda
mais o total secretado apds 12 h de crescimento (Figura 18C), e quando em 600 nM, apés 96 h
de cultura, houve reducéo significativa em todas as condigdes testadas (figura 18F).
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Figura 18. Quantificacdo de proteinas sollveis totais para Humicola grisea crescido em diferentes substratos apds
exposicdo ao TFD com diferentes concentracfes de fotossensibilizante. A — Bagaco de Cana-de-agUcar (0,1%) +
300 nM de AlPc-NE. B — Farelo de Trigo (1%) + 300 nM de AlPc-NE. C - Glicose(1%) + 300 nM de AlPc-NE.
D - Bagago de Cana-de-agucar (0,1%) + 600 nM de AlPc-NE. E — Farelo de Trigo (1%) + 600 nM de AlPc-NE.
F — Glicose (1%) + 600 nM de AlPc-NE. Asteriscos indicam diferenca estatistica em relagdo ao respectivo
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controle. (*) p <0,05; (**): p <0,01; (***): p <0,001. AlPc-NE: Nanoemulséo de cloreto de aluminio-ftalocianina.
TFD: tratamento fotodindmico. C: Controle.

Em P. echinulatum apds 96 h de crescimento em BCA observou-se um aumento na
concentracdo de proteinas secretadas quando houve exposicdo ao fotossensibilizante na
concentracdo de 300 nM, a luz e ao TFD. Apds 120 h de crescimento o mesmo resultado foi
observado, excetuando-se pela aplicacdo do TFD que néo demonstrou diferenca com relagéo
ao controle (Figura 19A). No mesmo substrato, quando a concentracdo de AlPc-NE foi de 600
nM, houve aumento significativo ap6s TFD, tanto em 96 h quanto em 120 h de crescimento
(Figura 19E). No crescimento em FT, a exposicdo do fungo a 300 nM de AlPc-NE
isoladamente, levou a reducdo na quantidade de proteinas nos dois tempos analisados. A
exposicdo do fungo a luz também levou a reducdo, porém menos drastica com relacdo ao
supracitado. O TFD aumentou a concentracdo total de proteinas secretadas apds 120 h de
crescimento (Figura 19B). Quando aos fungos expostos a AlPc-NE 600 nM, os resultados
significativos foram reducdo da concentracdo de proteinas presentes no sobrenadante apos
exposicao somente a luz, e apos TFD (figura 19F).

Usando Celufloc® como substrato o TFD causou aumento no total de proteinas
secretadas, apds 96 h e 120 h, nas duas concentragdes de AlPc-NE utilizadas (figuras 19C, G).
Além disso, observou-se que a presenca de 300 nM de AlPc-NE, unicamente, foi capaz de
aumentar a concentragdo de proteina ap6s 120 h de crescimento. Quanto ao crescimento em
glicose, notou-se aumento na secre¢do de proteinas quando na presenca de 300 nM de AlPc-
NE, apds 120h de crescimento (fgura 19D). Ainda em glicose como substrato, quando utilizado
600 nM de AlPc-NE nao foram observadas alteracGes estatisticamente significativas em todas

as condicdes testadas (figura 19H).
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Figura 19. Quantificacdo de proteinas solUveis totais para P. echinulatum crescido em diferentes substratos apds
exposicao a TFD com diferentes concentracdes de fotossensibilizante. A — Bagago de Cana-de-agucar (0,1%) +
300 nM de AlPc-NE. B — Farelo de Trigo (1%) + 300 nM de AlPc-NE C — Celofloc (1%) + 300 nM de AlPc-NE.
D - Glicose (1%) + 300 nM de AlPc-NE E — Bagago de Cana-de-agucar (0,1%) + 600 nM de AlPc-NE. F — Farelo
de Trigo (1%) + 600 G — Celofloc (1%) + 600 nM de AlIPc-NE. H — Glicose (1%) + 600 nM de AlPc-NE.
Asteriscos indicam diferenca estatistica em relagdo ao respectivo controle. (*) p < 0,05; (**): p < 0,01; (***): p <

0,001; (****): p < 0,0001. AlPc-NE: Nanoemulsdo de cloreto de aluminio-ftalocianina. TFD: tratamento
fotodindmico. C: Controle.

5.4.2 Atividade antioxidante total para H. grisea e P. echinulatum

Apos 12 h de crescimento foi observada reducdo da atividade antioxidante total em H.
grisea submetido ao TFD com 300 nM de fotossensibilizante. Nas outras condicdes testadas
(presenca somente de AIPc-NE ou somente exposicao a luz), foi observado um aumento com
relacdo ao controle sem nenhuma condicdo experimental. Ap6s 96 h ndo houve diferenca
estatistica entre as condi¢es testadas (figura 20A). Quando realizada com 600 nM de AlPc-
NE, o TFD causou aumento na atividade antioxidante total apenas ap6s 96 h de crescimento
(figura 20). Em FT, o TFD causou reducao da atividade com relacdo ao controle apds 12 e 96
h de crescimento (figura 20B). No mesmo experimento, observou-se 0 aumento da atividade
apos exposicao somente a luz (12 h de crescimento), e reducdo nas condi¢des de exposicdo a
AlPc-NE e luz, individualmente. Com 600 nM de fotossensibilizante, ndo houve diferenca
significativa nas condicdes experimentais apds 12 h de crescimento em FT, porém em 96 h
observou-se aumento com relagdo ao controle em todas as condicdes, inclusive TFD (figura

20E). A atividade antioxidante em glicose foi alterada na presenca de 300 nM de AlPc-NE e
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apos TFD, resultando em reducdo com relagdo ao controle, apos 12 h de crescimento. Apo6s 96
h, observou-se reducdo nas condicdes de exposicdo a AlPc-NE e luz, individualmente, mas
nenhuma diferenca apos TFD (figura 20C). Ainda em glicose, quando realizado TFD com 600
nM houve reducdo nos dois tempos testados. Além disso, também se observou redugdo na
atividade antioxidante ap6s exposi¢do somente a AlPc-NE ou luz depois de 96 h de cresimento
(figura 20F).
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Figura 20. Capacidade antioxidante total do sobrenadante de Humicola grisea crescido em diferentes substratos
apos exposi¢do a TFD com diferentes concentragOes de fotossensibilizante. A — Bagaco de Cana-de-agtcar (0,1%)
+ 300 nM de AlPc-NE. B — Farelo de Trigo (1%) + 300 nM de AlPc-NE. C — Glicose(1%) + 300 nM de AlPc-NE.
D — Bagago de Cana-de-agucar (0,1%) + 600 nM de AlPc-NE. E — Farelo de Trigo (1%) + 600 nM de AlPc-NE.
F — Glicose(1%) + 600 nM de AlPc-NE. Asteriscos indicam diferenca estatistica em relagdo ao respectivo
controle. (*)p < 0,05; (**): p<0,01; (***): p<0,001. AlPc-NE: Nanoemulséo de cloreto de aluminio-ftalocianina.
TFD: tratamento fotodindmico. C: Controle.

Para P. echinulatum, usando BCA como substrato, a atividade antioxidante total ndo foi
alterada quando se aplicou TFD usando 300 nM de AlPc-NE, nos dois tempos analisados
(figura 21A). J& quando utilizada a concentracdo de 600 nM em BCA, a atividade apresentou
aumento no tempo de 96 h de crescimento (figura 21E). Em FT, houve aumento na atividade
tanto na presenca apenas do fotossensibilizante quanto no TFD no tempo de 96 h. Em 120 h o
TFD também resultou em aumento da atividade antioxidante do sobrenadante (figura 21B). Ja
ao utilizar 600 nM de fotossensibilizante ndo houve nenhuma alteracdo em 96 h, mas se obteve
reducéo, com relagio ao controle, em 120 h (figura 18F). Usando Celufloc® como substrato foi

observado o0 aumento apo6s aplicacdo do TFD, tanto em 96 h quanto em 120 h, quando usado
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300 nM de fotossensibilizante (figura 21C). Ja ao utilizar 600 nM de AIPc-NE, ndo foram
observadas mudancas significativas (figura 21G). A atividade em glicose néo foi alterada com
TFD usando 300 nM de fotossensibilizante, ja ao utilizar 600 nM houve aumento ap6s 96 h de

crescimento e reducdo apds 120 h (figura 21D, H).
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Figura 21. Capacidade antioxidante total do sobrenadante para Penicillium echinulatum crescido em diferentes
substratos apds exposicdo ao TFD com diferentes concentracGes de fotossensibilizante. A — Bagacgo de Cana-de-
acucar (0,1%) + 300 nM de AlPc-NE. B — Farelo de Trigo (1%) + 300 nM de AlPc-NE C — Celofloc (1%) + 300
nM de AlPc-NE. D — Glicose (1%) + 300 nM de AlPc-NE E - Bagaco de Cana-de-agucar (0,1%) + 600 nM de
AlPc-NE. F — Farelo de Trigo (1%) + 600 G — Celofloc (1%) + 600 nM de AlPc-NE. H — Glicose (1%) + 600 nM
de AlPc-NE. Asteriscos indicam diferenca estatistica em relago ao respectivo controle. (*) p < 0,05; (**): p <
0,01; (***): p < 0,001; (****): p < 0,0001. AlPc-NE: Nanoemulsdo de cloreto de aluminio-ftalocianina. TFD:
tratamento fotodindmico. C: Controle.

5.4.3 Determinacdo da atividade de CMCase nos sobrenadantes para H. grisea e P.

echinulatum

O TFD mediada por 300 nM de AIPc-NE ndo alterou a atividade de CMCase nas
primeiras 12 h, mas reduziu essa variavel ap6s 96 h de crescimento, conforme figura 22A. Ja o
TFD com 600 nM resultou em aumento apds 96 h de crescimento no mesmo substrato (figura
22D). Em FT, apds 12 h de crescimento foi observada uma reducéo na atividade apds exposicao
o TFD (figura 22B), posteriormente, em 96 h, ndo foi observada mudanca significativa. No
mesmo substrato, aplicando-se TFD com 600 nM de fotossensibilizante, no entanto, foi
observado aumento da atividade de CMCase ap6s 96 h de crescimento (figura22E). Usando

glicose como substrato, o TFD com 300 nM de fotossensibilizante reduziu consideravelmente
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a atividade de CMCase apds 12 h, e apds 96 h ndo houve alteracéo (figura 22C). Ao aplicar
TFD com 600 nM de AlPc-NE nao foram observadas alteracdes na atividade enzimatica quando

o fungo foi cultivado com glicose (figura 22F).
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Figura 22. Determinacdo da atividade de CMCase de Humicola grisea crescido em diferentes substratos apds
exposicdo a TFD com diferentes concentracdes de fotossensibilizante. A — Bagago de Cana-de-agucar (0,1%) +
300 nM de AlPc-NE. B — Farelo de Trigo (1%) + 300 nM de AlPc-NE. C — Glicose(1%) + 300 nM de AlPc-NE.
D — Bagaco de Cana-de-acucar (0,1%) + 600 nM de AlPc-NE. E — Farelo de Trigo (1%) + 600 nM de AlPc-NE.
F — Glicose(1%) + 600 nM de AlPc-NE. Asteriscos indicam diferenca estatistica em relacdo ao respectivo
controle. (*)p <0,05; (**): p<0,01; (***): p<0,001. AIPc-NE: Nanoemulsdo de cloreto de aluminio-ftalocianina.
TFD: tratamento fotodindmico. C: Controle.

Em P. echinulatum ndo foram observadas mudancas significativas apés TFD com 300
nM ao se utilizar BCA ou FT como fonte de carbono, conforme figuras 23A, B. Nessa mesma
concentracédo de fotossensibilizante, o TFD alterou a atividade de CMCase quando o fungo foi
crescido em Celufloc (Figura 23C), onde a atividade foi mais elevada com relacdo ao controle
apos 96h de crescimento e reduzida em 120h. O uso de 600 nM de fotossensibilizante causou
aumento na atividade apresentada apds crescimento em BCA, porém ndo foram observadas
mudancas ap6s TFD em nenhum dos tempos analisados (figura 23E). Jaem FT, o TFD causou
reducdo da atividade com relacdo ao controle apds 120 h de crescimento (figura 23F). Ao se
utilizar Celufloc® ou glicose como substrato, ndo foram observadas mudancas significativas
ap6s TFD com 600 nM de AlPc-NE (figura 23G, H), embora um aumento ap6s exposicao
somente a nanoemulsdo em 120 h de crescimento em Celufloc® tenha sido observado.
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Figura 23. Determinacdo da atividade de CMCase de P. echinulatum crescido em diferentes substratos apds
exposicao ao TFD com diferentes concentracoes de fotossensibilizante. A — Bagaco de Cana-de-agtcar (0,1%) +
300 nM de AlPc-NE. B — Farelo de Trigo (1%) + 300 nM de AlPc-NE C — Celofloc (1%) + 300 nM de AlPc-NE.
D - Glicose (1%) + 300 nM de AlPc-NE E — Bagago de Cana-de-agucar (0,1%) + 600 nM de AlPc-NE. F — Farelo
de Trigo (1%) + 600 G — Celofloc (1%) + 600 nM de AlIPc-NE. H — Glicose (1%) + 600 nM de AlPc-NE.
Asteriscos indicam diferenca estatistica em relagdo ao respectivo controle. (*) p < 0,05; (**): p < 0,01; (***): p <
0,001; (****): p < 0,0001. AlPc-NE: Nanoemulsdo de cloreto de aluminio-ftalocianina. TFD: tratamento
fotodindmico. C: Controle.

5.4.4 Determinacdo da atividade de Xilanase nos sobrenadantes para H. grisea e P.

echinulatum

Em H. grisea, utilizando BCA como substrato, houve aumento na atividade de xilanase
em relacdo ao controle nos dois tempos analisados (figura 24A, D). Além disso, a atividade de
xilanase foi alterada ndao somente com TFD, mas com as demais condi¢cdes experimentais
analisadas em tal substrato. Resultados similares foram observados em FT apds exposicédo do
fungo ao fotossensibilizante na concentracdo de 600 nM, exposi¢cdo somente a luz ou ao TFD,
onde todas as condicdes resultaram em aumento na atividade (figura 24E). O mesmo ndo foi
observado quando se utiliza 300 nM de fotossensibilizante, quando s6 a reducédo da atividade
apos 12 h de crescimento foi observada (figura 24B). Em glicose como substrato, o0 TFD causou
aumento na atividade ap6s 96 h de crescimento nas duas concentragdes testadas (figura 24C,
24F). Reducdo significativa também foi observada em 12 h apés TFD com 600 nM de

fotossensibilizante.
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Figura 24. Determinacdo da atividade de Xilanase de Humicola grisea crescido em diferentes substratos apds
exposicao ao TFD com diferentes concentracoes de fotossensibilizante. A — Bagaco de Cana-de-agtcar (0,1%) +
300 nM de AlIPc-NE. B — Farelo de Trigo (1%) + 300 nM de AlPc-NE. C — Glicose(1%) + 300 nM de AlPc-NE.
D — Bagago de Cana-de-agucar (0,1%) + 600 nM de AlPc-NE. E — Farelo de Trigo (1%) + 600 nM de AlPc-NE.
F — Glicose(1%) + 600 nM de AlPc-NE. Asteriscos indicam diferenca estatistica em relacdo ao respectivo
controle. (*)p <0,05; (**): p<0,01; (***): p < 0,001. AlPc-NE: Nanoemulsédo de cloreto de aluminio-ftalocianina.
TFD: tratamento fotodindmico. C: Controle.

A atividade de xilanase de P. echinulatum ndo foi alterada ap6s TFD com 300 nM de
fotossensibilizante ao se utilizar BCA como substrato, conforme figura 25A. Nesse mesmo
substrato, 0 TFD com 600 nM de fotossensibilizante e o fotossensibilizante sozinho causaram
aumento na atividade de xilanase ap6s 120 h de crescimento (figura 25B). Em FT, o TFD
resultou em aumento da atividade dessa enzima quando realizada com 300 nM e redugdo
quando em 600 nM de AlIPc-NE, tanto em 96 h quanto em 120 h (figura 25B, F). Em Celufloc®
como substrato, ndo houve diferenca com o uso de TFD com 300 nM de fotossensibilizante,
mas com 600 nM observou-se redugdo no tempo de 120 h, conforme figuras 25C e 25G. J& ao
se utilizar glicose como substrato, o0 TFD com 300 nM de AlPc-NE resultou em reducgéo da
atividade xilanolitica em 96 h e 120 h de cresimento, conforme figura 25D. O contrério se
observou com 600 nM, resultando em aumento da atividade de xilanase com relacdo ao

controle, apds 96 h e 120 h de crescimento (figuras 25H).
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Figura 25. Determinagdo da atividade de Xilanase de Penicillium echinulatum crescido em diferentes substratos
apds exposicdo ao TFD com diferentes concentraces de fotossensibilizante. A — Bagago de Cana-de-agucar
(0,1%) + 300 nM de AlPc-NE. B — Farelo de Trigo (1%) + 300 nM de AlPc-NE C — Celofloc (1%) + 300 nM de
AlPc-NE. D - Glicose (1%) + 300 nM de AlPc-NE E — Bagago de Cana-de-agUcar (0,1%) + 600 nM de AlPc-NE.
F — Farelo de Trigo (1%) + 600 G — Celofloc (1%) + 600 nM de AlPc-NE. H — Glicose (1%) + 600 nM de AlPc-
NE. Asteriscos indicam diferenca estatistica em relagéo ao respectivo controle. (*) p < 0,05; (**): p <0,01; (***):
p < 0,001; (****). p < 0,0001. AlPc-NE: Nanoemulséo de cloreto de aluminio-ftalocianina. TFD: tratamento
fotodindmico. C: Controle.

5.4.5 Determinacdo da atividade de FPase nos sobrenadantes para H. grisea e P.

echinulatum

A atividade de FPase de H. grisea em BCA néo foi alterada ao se aplicar TFD com 300
nM de fotossensibilizante (figura 26A). Ao se aplicar com 600 nM, observou-se 0 aumento na
atividade apds 96 h de crescimento (figura 26D). Em FT, uma elevacdo na atividade em 12 h
foi observada ap6s TFD com 300 nM, conforme figura 26B, elevacdo também foi notada ao
expor o fungo somente a AIPc-NE ou somente a luz. Ao se utilizar 600 nM de
fotossensibilizante nenhuma alteracéo devida ao TFD foi observada. Observou-se aumento na
atividade com exposicdo somente a AlPc-NE (figura 26E). J& em glicose, 0 TFD reduziu
drasticamente a atividade de FPase em ambas as concentracfes reduziu drasticamente a
atividade apds 12 h de crescimento. A exposi¢do somente a AIPc-NE ou somente a luz também
reduziram a atividade dessa enzima (figuras 26C e 26F). Reducdo significativa também foi
observada no tempo de 120 h quando se exp6e o fungo ao TFD com 600 nM de

fotossensibilizante.
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Figura 26. Determinacdo da atividade de FPase de Humicola grisea crescido em diferentes substratos apds
exposicao ao TFD com diferentes concentracoes de fotossensibilizante. A — Bagaco de Cana-de-agtcar (0,1%) +
300 nM de AlIPc-NE. B — Farelo de Trigo (1%) + 300 nM de AlPc-NE. C — Glicose(1%) + 300 nM de AlPc-NE.
D — Bagago de Cana-de-agucar (0,1%) + 600 nM de AlPc-NE. E — Farelo de Trigo (1%) + 600 nM de AlPc-NE.
F — Glicose(1%) + 600 nM de AlPc-NE. Asteriscos indicam diferenca estatistica em relacdo ao respectivo
controle. (*)p < 0,05; (**): p<0,01; (***): p<0,001. AlPc-NE: Nanoemulséo de cloreto de aluminio-ftalocianina.
TFD: tratamento fotodindmico. C: Controle.

Quanto a atividade de FPase de P. echinulatum, o TFD com 300 nM de
fotossensibilizante causou elevacdo da atividade quando o fungo foi crescido em FT durante
120h (figura 27B). Nas demais condi¢Ges e substratos empregados ndo houve alteragdo

significativa (figura 27).
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Figura 27. Determinacéo da atividade de FPase de Penicillium echinulatum crescido em diferentes substratos ap6s
exposicao ao TFD com diferentes concentracoes de fotossensibilizante. A — Bagaco de Cana-de-agtcar (0,1%) +
300 nM de AlPc-NE. B — Farelo de Trigo (1%) + 300 nM de AlPc-NE C — Celofloc (1%) + 300 nM de AlPc-NE.
D - Glicose (1%) + 300 nM de AlPc-NE E — Bagago de Cana-de-agucar (0,1%) + 600 nM de AlPc-NE. F — Farelo
de Trigo (1%) + 600 G — Celofloc (1%) + 600 nM de AlIPc-NE. H — Glicose (1%) + 600 nM de AlPc-NE.
Asteriscos indicam diferenca estatistica em relagdo ao respectivo controle. (*) p < 0,05; (**): p < 0,01; (***): p <
0,001; (****): p < 0,0001. AlPc-NE: Nanoemulsdo de cloreto de aluminio-ftalocianina. TFD: tratamento
fotodindmico. C: Controle.

A sumarizacdo das alteragfes obtidas por consequéncia da submissdo dos fungos ao
TFD esta representada na tabela 11 para H. grisea e 12 para P. echinulatum. Tal abordagem
visual permite a verificacdo de que, de forma geral, os efeitos mais notaveis do TFD em H.
grisea foram: aumento na quantidade de proteina soltvel secretada ap6s TFD mediada por 300
nM de AlPc; reducdo na atividade antioxidante total, na maioria dos substratos, apds TFD
mediada por 300 nM de AlPc; alteracdo na atividade de CMCase a depender do substrato e
concentracdo de fotossensibilizante; aumento em ao menos duas vezes na atividade de xilanase,
ap6s TFD mediada por 600 nM de AlPc em todos os substratos, excetuando-se por glicose nas
primeiras 12 h; alteracdo na atividade de FPase a depender do substrato e concentragdo de
fotossensibilizante.

Na mesma analise comparativa para P. echinulatum observou-se: aumento na
quantidade de proteina soltvel secretada apds TFD mediada por 600 nM de AlPc; alteracdo na
atividade antioxidante total a depender do substrato e concentracdo de fotossensibilizante;
poucas alteracBes na atividade de CMCase, com destaque apenas para Celufloc® ; alteragdo na

atividade de xilanase, a depender do substrato e concentracdo de fotossensibilizante; pouca
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alteracéo na atividade de FPase com reducdo somente ap0s exposi¢do ao TFD mediada por 600
nM de AlPc e uso de FT como substrato durante 120 h.

Tabela 11. Efeito do tratamento fotodindmico (TFD) mediado por AlPc-NE nas concentragdes de 300 nM e 600 nM.
Efeitos observados na quantidade de proteinas sollveis totais, atividade antioxidante, atividade de CMCase, Xilanase
e FPase de Humicola grisea ap0s 12 e 96 h. Os dados apresentados correspondem a diferenca percentual em relagéo ao
controle ndo tratado ((X - controle) x 100/controle). Em colorido encontra-se as alteracfes que foram estatisticamente

Proteinas soluveis

. Atividade antioxidante CMCase Xilanase FPase
tempo de totais
cultivo (h) Substrato AlPc-NE (nM)
300 600 300 600 300 600 300 600
BCA 2,7% 108,2% -49,3% 11,4% -15,6% -15,0%
12 FT 17,5% 16,5% -17,8% 25,2% -36,3% -1,5%
Gli -44,5% -18,1% -22,0% -94,8%
BCA 18,5% 25,4% 0,5% -32,4% 76,1% 10,4% 20,9%
96 FT 4,3% -19,1% -14,8% 11,8% -27,8% 52,2% 61,6% -21,3% 17,3%
Gli 20,4% -36,2% 2,3% -14,9% -13,0% -36,6% 62,8% 5,2% -41,7%

Tabela 12. Efeito do tratamento fotodindmico (TFD) mediado por AlPc-Ne nas concentragdes de 300 nM e 600 nM.
Efeitos observados na quantidade de proteinas solUveis totais, atividade antioxidante, atividade de CMCase, Xilanase
e FPase de Penicillium echinulatum apds 96 e 120 h. Os dados apresentados correspondem a alteracdes percentuais
com relacgdo ao controle ndo tratado ((X - controle) x 100/controle). Em colorido encontra-se as alteracdes que foram

tempo de
cultivo (h) Substrato

Proteinas soluveis

Atividade antioxidante

CMCase

Xi

lanase

FPase

96 FT
Celufloc
Gli
BCA
FT
Celufloc
Gli

120

totais
AlPc-NE (nM)
300 600 300 600 300 600 300 600 300 600
60,7%  79%  265% -194%  61%  -0,1%  60,7%  252%  119%
140%  67%  393%  43%  170%  -174%  70,0% 34%  160,8%
90,7%  71,3%  52,8%  257%  304%  -88%  58%  260% -21,7%  -4,0%
-183%  97,8%  14,1%  492%  16,1%  -16%  -164%  737%  161%  563%
1154%  71,5%  151%  132%  48%  -54% _ 01%  884%  65%  -61%
20,9%  -303%  10,0% -7,3% 5,0% -25,5% 47,8% -2,4%
78,6% 18,1%  -18,6%  -40,6% 8,1% -44,3%  -18,2% -5,5% -5,1%
1,70%  -340%  48%  -384%  69%  2,9%  -244% [JIOSIO%M 6,9%  14,0%
50 - 100%

1-350%

Sem variagdo

-1 até -50%

-50 até -100%
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6. Discussao

O TFD vem ganhado notoriedade principalmente pelo grande potencial como
tratamento de diversos tipos de tumores devido sua baixa toxicidade, seletividade relativa e
baixa invasdo (YANO et al., 2011). Usos ndo-oncoldgicos também vém ganhando destaque
como sua aplicacdo para o tratamento de dermatoses, psoriase, verrugas e tratamentos
cosméticos, como revisto por Nayak (2005). Além disso, o TFD pode ser usada para a
inativagcdo de microrganismos, estudos in vitro demonstraram que leveduras patogénicas como
Cryptococcus sp. tiveram proliferacdo inibida e danos na viabilidade celular provocadas por
TFD mediado por AlPc-NE (MORAIS et al., 2020). Fungos filamentosos dermatofitos também
foram alvos de estudos buscando inativacdo via TFD, conforme revisto por Calzavara-Pinton e
colaboradores (2012). Os efeitos em fungos filamentosos sdo variados, e sdo observados a
inibicdo do crescimento de forma dose-dependente, aumento na sensibilizacdo do fungo para
tratamento concomitante com outras drogas e reducdo de lesdes. No entanto, raramente se
obteve completa inativacédo de fungos filamentosos (CALZAVARA-PINTON; VENTURINI;
SALA, 2005; LIANG et al., 2016). Tendo isso em vista, a combinacdo de fungos com
fotossensibilizantes apresenta potencial para ser usado como um sistema fotocatalitico em
diversas areas, como producdo industrial de enzimas, biorremediacdo de residuos urbanos e
estabilizacdo de nanocompostos para bioadsor¢do (PRIKRYLOVA et al., 2017; YANG et al.,
2018).

Primeiramente, foram avaliadas a estabilidade da AIPc-NE nas condi¢des experimentais
propostas. A estabilidade de sistemas nanoestruturados afeta sua interacdo com superficies
bioldgicas. Diversos fatores como a composicdo, condi¢cdo de homogeneizacdo, dispersantes,
temperatura, pH e concentracdo de sais podem afetar a estrutura e a estabilidade das
nanogoticulas presentes (Oca-Avalos et al 2017; Cinar et al 2017; Mei et al; 2011). Portanto, a
avaliacdo da estabilidade na temperatura de 42 °C, exibidas na tabela 3, foi importante nesse
trabalho para verificar se as caracteristicas da AIPc-NE eram mantidas nas condi¢des de cultivo
dos fungos. Os resultados obtidos evidenciaram boa estabilidade da nanoemulsdo em
temperaturas mais elevadas. Conforme previamente descrito, a AIPc-NE possui DH por volta
de 25,08 nm, PDI de 0,131 e carga superficial levemente negativa. Tais parametros se
mantiveram sem variagOes significativas a 42°C, e demonstram que a nanoemulsdo manteve
sua monodispersividade, tamanho e carga durante os procedimentos experimentais em tal

temperatura e tempo. Estudos anteriores com a mesma nanoemulsdo analisaram sua
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estabilidade por até 4 anos, ndo encontrando mudangas significativas nos parametros coloidais
(MUEHLMANN et al., 2015; RODRIGUES et al., 2020). Tais resultados demonstram que o
nanosistema desenvolvido apresenta grande vantagem quanto a estabilidade a longo prazo e em
diferentes condi¢bes ambientais.

Em seguida, foi observado por microscopia de fluorescéncia que ocorreu a
internalizacdo de fotossensibilizante pelas hifas fungicas. No entanto, o0 mecanismo pelo qual
nanoemulsdes sdo internalizadas sd@o pouco elucidativos. Para células de mamiferos séo
descritos mecanismos passivos, como a fusdo das nanogoticulas com a membrana celular via
interacdo lipidica, e mecanismos ativos como a fagocitose, macropinocitose e endocitose,
seguidos de acumulo em lipossomas, vacuolos intracelulares ou citoplasma (GANTA et al.,
2014). Os resultados da quantificacdo do total retido pelos filamentos demonstram que, embora
diferentes concentracfes tenham sido utilizadas para internalizacdo, foi registrada pouca ou
nenhuma diferenca estatistica na quantidade internalizada pelos fungos. Na analise de
internalizacdo com o passar do tempo, observou-se a saturacao de internalizacdo apds 30 min
ou 1 h em todos os cenarios avaliados. As imagens provenientes de microscopia confocal
permitiram a visualizagdo de AlIPc no interior das hifas de ambas as espécies fungicas. A partir
das imagens obtidas ndo foi constatada localizacdo subcelular especifica, portanto, admite-se a
difusdo citoplasmatica do fotossensibilizante. Tais resultados parecem apontar para a saturacéo
da internalizacdo de AlPc pelas hifas. Estudos de cinética de retencdo sugerem que a saturacao
na captagdo de fotossensibilizante € um fendmeno comum. Chwilkowska, Roberts e seus
respectivos colaboradores (2003; 1989) relataram a estagnacdo na quantidade de
fotossensibilizante internalizado com o passar do tempo em diferentes linhagens de células de
mamiferos. Além disso, concluiu-se que a cinética de retencdo esta diretamente relacionada
com o tipo de célula e de fotossensibilizante.

A suscetibilidade de alguns fungos filamentosos ao TFD ja foi descrita na literatura.
Smijs e colaboradores (2004) verificaram que o TFD mediada por porfirinas in vitro apresentou
apenas um efeito fungistatico contra o fungo filamentoso e dermatéfito Trichophyton rubrum.
Posteriormente, 0 mesmo grupo, em 2007, ao avaliar um tratamento ex vivo constatou que, apos
48 h de pré-incubacao dos esporos, 0 TFD mediada por porfirinas ndo apresentou nenhum efeito
fungicida, quando realizada em meio DMEM (SMIJS et al., 2007). Corroborando a hip6tese
dos estudos citados, de que a susceptibilidade de fungos filamentosos é dependente do estagio
de crescimento do fungo, o presente estudo demonstrou que H. grisea e P. echinulatum com
crescimento vegetativo ja estabelecido ndo tém seu crescimento ou viabilidade alteradas pela

aplicacdo do TFD,
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A auséncia de efeito do TFD no padrdo de crescimento dos fungos aqui estudados
também pode estar relacionada a presenca de pigmentos como a melanina nas células de H.
grisea. Estudos que aplicaram o TFD em Paracoccidioides brasiliensis demonstraram que
celulas melanizadas foram menos suscetiveis a inativacdo devido a acdo da melanina como
antioxidante (BALTAZAR et al., 2015). Em diversas espécies do género Penicillium,
pigmentos soltveis vermelhos, azuis e amarelos ja foram descritos como antioxidantes, tendo
inclusive suas intensidades de biossintese alteradas pelo substrato utilizado (DHALE; VIJAY-
RAJ, 2009; GUNASEKARAN; POORNIAMMAL, 2008; ROBINSON et al., 1992).
Fotossensibilizantes ideais possuem a caracteristica de serem atoxicos quando ndo irradiados
(GOMER 1988). Nesse cenario, vale ressaltar que os fungos expostos somente a AIPc-NE néo
tiveram alteracfes em sua viabilidade.

Na literatura, os efeitos bioldgicos do TFD sdo em geral descritos em um contexto de
inducdo proposital de citotoxicidade decorrente da producdo de O, e EROs, a qual resulta em
oxidacdo de lipideos, proteinas e acidos nucleicos, com eventuais danos a diferentes organelas
celulares (NAYAK, 2005). O presente trabalho apresenta uma abordagem inovadora, visto que
seu objetivo foi avaliar o efeito do TFD sobre alguns parametros de interesse biotecnoldgico,
quais sejam quantidade de proteinas sollveis secretadas, atividade antioxidante total no
sobrenadante, e atividade das enzimas CMCase, Xilanase e FPase.

Primeiramente foram observados efeitos positivos e negativos do TFD sobre a
quantidade de proteinas sollveis secretadas. Notou-se que tanto H. grisea quanto P.
echinulatum cultivados na presenca de BCA apresentaram aumento no total de proteinas
secretadas em algum momento ap6s TFD. Paralelamente, o TFD néo foi capaz de alterar a
secrecdo de proteinas em ambos os casos quando os fungos sdo cultivados em meio
suplementado com glicose. Estudos correlacionam o montante de proteina produzida por
fungos com a complexidade do substrato, principalmente no tocante aos niveis de expressdo de
enzimas relacionadas com a hidrolise da parede celular. (MELLO-DE-SOUSA; SILVA-
PEREIRA; POCAS-FONSECA, 2011). Assim, os resultados obtidos no presente trabalho
sugerem que substratos mais complexos mobilizam maquinarias proteicas também mais
complexas, aumentando a probabilidade de alteracdes na quantidade de proteinas promovidas
pela TFD serem evidenciadas experimentalmente. Testes usando substratos mais simples além
de glicose, como glicerol, e frutose, por exemplo, poderiam auxiliar na corroboracdo de tal
hipotese. Por outro lado, sabe-se que & comum a presenca de proteina na composi¢do de
substrato, principalmente no FT, que naturalmente é uma fragdo com consideravel teor proteico,

aproximadamente de 13,3%, seguindo Reisinger e colaboradores (2013). Tais proteinas devem
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ser levadas em conta ao se mensurar o total presente no sobrenadante apds crescimento flngico.
Portanto, estratégias de desproteinizacdo de fonte de carbono complexas, ou comparacao do
total obtido ap0ds crescimento com relacéo ao total previamente disponivel, sdo estratégias de
otimizacao para se estabelecer o total de proteinas de fato obtidas pela secre¢do fungica.

Outros fatores, além da fonte de carbono, afetam o desenvolvimento e o metabolismo
fangico. Dentre esses, pode ser citado o pH, a temperatura, eventos epigenéticos e, também, a
presenca de espécies oxidantes (GESSLER; AVER’YANOV; BELOZERSKAYA, 2007).
Eventualmente, fungos expostos a um ambiente oxidativo podem sofrer alteragdes na expressao
de enzimas e pequenas moléculas que, em conjunto, formam seu sistema de defesa
antioxidante(BELOZERSKAYA; GESSLER, 2007). Assim, a atividade antioxidante total foi
mensurada no sobrenadante apos crescimento e aplicacdo do TFD. Conforme os resultados
obtidos, diferentes concentragdes de fotossensibilizantes na auséncia ou na presenca de luz —
TFD — alteraram positivamente ou negativamente a capacidade antioxidante extracelular. Nos
resultados evidencia-se que H. grisea submetido ao TFD com 300 nM de AlPc teve reducéo de
sua capacidade oxidante nos sobrenadantes, enquanto que P. echinulatum exibiu aumento de
tal capacidade nas mesmas condicdes. A reducdo na capacidade antioxidante pode ser
justificada pela degradacao e consumo dos compostos antioxidantes durante a neutralizacao de
radicais livres e agentes pré-oxidantes gerados pelo TFD. Por outro lado, estudos com
diferentes linhagens de Mucor circinelloides demonstraram que situacdes de estresse, como
deplecédo de nutrientes, sdo capazes de induzir a producéo de antioxidantes (HAMEED et al.,
2017). Embora fungos filamentosos tenham mecanismos comuns para lidar com estresse
oxidativo, aspectos intrinsecos da fisiologia de cada espécie afetam a resposta a estresse
enddgeno. Em adicdo, foi descrito que diferentes espécies, nas mesmas condi¢bes de cultivo
submerso, exibiram diferentes concentracdes de flavonoides, compostos fenolicos e taninos em
seu sobrenadante, evidenciando a diversidade de resposta a EROs (SMITH; DOYLE;
MURPHY, 2015).

Entre os principais envolvidos no estresse oxidativo podem ser citadas as ERO - como
0 peroxido de hidrogénio H20», o radical &nion superoxido O2~, o radical hidroxil HO, e
oxigénio em seu estado singlete 0, (GESSLER et al., 2007) Além das fontes exdgenas de erro,
como o préprio TFD ou outras fontes naturalmente presentes no ambiente, existem enzimas
responsaveis por gerar e manter o estado oxidativo intracelular ideal, sendo elas a NADPH
oxidase, glioxal oxidase e NO sintase, presentes ndo s6 em fungos, mas também nos demais
eucariotos, sendo que em fungos filamentosos, NDPH oxidases ja foram descritas como

essenciais para reproducdo e esporulacdo(MALAGNAC et al., 2004). Por outro lado, enzimas
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antioxidantes como superoxido dismutase (SOD), catalases e compostos de baixo peso
molecular com radicais tiois, como a glutationa, proteinas com residuos de cisteina e CoA, séo
essenciais para a manutencdo da homeostase (BELOZERSKAYA; GESSLER, 2007). Estudos
acerca do transcriptoma de enzimas antioxidantes do fungo P. brasiliensis, apés TFD,
demonstraram que a expressdo da catalase foi aumentada com menores quantidades de
fotossensibilizante e reduzida com maiores quantidades. Genes como o da catalase, citocromo
c peroxidase e peroxiredoxina também tiveram sua expressdo alterada dependendo das
condigbes experimentais. Tais resultados sugerem que diferentes concentragcbes de
fotossensibilizante e diferentes condi¢des de TFD afetam a maquinaria antioxidante de forma
diferente a nivel transcricional (ALMEIDA et al., 2012). E importante lembrar que existem
diversos tipos de processos pos-transcricionais e pds-traducionais que regulam os niveis de
enzimas antioxidantes e que podem estar sendo afetados pelo TFD. Portanto, uma analise de
expressdo acoplada com a de atividade e quantificacdo de fatores antioxidantes se mostra
necessaria para delineacdo exata dos efeitos oxidativos intracelulares.

Os sistemas celuloliticos bioldgicos tipicos sdo geralmente classificados como:
complexo, presente em bactérias anaerobicas, caracterizado pela presenca do celulossoma na
parede celular, ou ndo complexo, presente em fungos filamentosos aerébios como os do género
Trichoderma, Penicillium, Aspergillus, Phanerochaete, Fusarium e Humicola, no qual as
proteinas sdo secretadas para o meio extracelular (SINGHANIA et al., 2016). O organismo
modelo Trichoderma reesei € mais estudado com relacdo a producédo de celulose e de acordo
com os registros do CAZy, sdo expressas duas celobiohidrolases (CBHI e CBHII) e 5
endoglucanases (EG, EGI, EGII, EGIII e EGIV) que juntas constituem 90% do complexo
enzimatico, além de mais sete B-glicosidases que correspondem a 1% do complexo. LPMOs
também sdo parte do complexo(PAYNE et al., 2015). O fungo filamentoso termofilico
Humicola insolens apresenta sistema analogo ao de T. reesei, contendo duas CBHa e cinco
EGs. Diferente de T. reesei, 0 complexo de ligacdo a celulose é ausente na EGI e EGIII, e esta
Gltima apresenta menor atividade enziméatica em substratos celuldsicos solUveis, quando
comparada sua andloga em T. reesei (LYND et al., 2002).

Nesse contexto, a capacidade celulolitica dos fungos investigados nesse trabalho foi
avaliada por meio da mensuragéo das atividades de CMCase, xilanase e FPase. A atividade de
CMCase é principalmente um indicador da presenca de endoglucanases, as quais atuam na parte
amorfa da celulose. A CMC é um derivado sintético de celulose que, nos mondémeros de glicose,
apresenta grupamentos carboximetil no lugar dos hidroxil, 0 que aumenta a regido amorfa ao

longo da cadeia polimérica, tornando-o um substrato ideal para a acdo de endoglucanases. Ja
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atividade de xilanase indica a capacidade de degradacdo da xilana (um dos componentes da
hemicelulose) a xilose. Ainda, 0 ensaio de FPase € usado para estimar a atividade total de
celulases, uma vez que para a degradacdo de papel filtro, utilizado como substrato, se faz
necessario a a¢do cinergica de endo e exoglucanases, assim como CBHs. Os resultados obtidos
mostram, de forma geral, que para ambos os fungos ao TFD foi capaz de alterar a capacidade
enzimatica total com relacdo ao controle.

Os resultados obtidos quanto a atividade de CMCase de H. grisea, mostram que o TFD
na concentracdo de 600nM foi capaz de aumentar a atividade enziméatica em BCA e FT. Ainda
em H. grisea a atividade de xilanase foi a mais alterada, apresentando elevagdo em BCA e FT
e em glicose ap6s TFD. Ja em P. echinulatum foi observada pouca alteracdo da atividade de
CMCase pelo TFD e, assim como para H. grisea, a alteracdo mais pronunciada aconteceu para
a atividade de xilanase. Uma das estratégias estudadas para melhorar a secrecdo de enzimas
hidroliticas envolve limitar a percep¢do do fungo para o seu ambiente externo, ou seja, reduzir
sua capacidade deteccdo da disponibilidade de nutrientes, levando-o a secrecdo de complexos
multiproteicos mesmo na presenca de inibidores extracelulares (BAKER, 2018). Uma vez que
0 TFD tem como principal mecanismo o desbalanco oxidativo, é plausivel se admitir que a
quantidade de EROs gerada possa interferir em mecanismos de comunicacdo intracelular,
levando a diferencgas na percepgdo ambiental que acarretaria em maior ou menor secrecdo de
enzimas para 0 meio extracelular mesmo na presenca de substratos classicamente descritos
como inibidores, como glicose.

Durante estados de hiperoxidacdo em fungos sdo descritas consequéncias fisioldgicas
como o acentuado catabolismo de macromoléculas e grande oxidagdo proteica capaz de afetar
diretamente a atividade de enzimas e fluxos metabolicos (HANSBERG et al., 1990). Embora
os resultados para CMCase e xilanase demonstre que as atividades de tais enzimas foram mais
suscetiveis ao TFD, o mesmo ndo foi visto para FPase. Tal ensaio avalia a capacidade de
degradacdo de celulose cristalina, o que requer a acdo sinérgica de EGs, CBHs e BGLs
(CHAMPREDA et al., 2019). Portanto, é plausivel que outras enzimas necessarias para a
conversdo de celulose cristalina (principalmente as que dao inicio ao processo de
despolimerizacdo) tenham sua atividade pouco ou negativamente alterada pelo TFD. Ensaios
especificos para mensurar a atividade de cada componente do complexo enzimatico apés TFD
se faz necessario para esclarecer se CBHs e BGLs poderiam estar sendo ou ndo alteradas.

Também foram observados efeitos ndo relacionados ao TFD. Em H. grisea 0 aumento
significante na atividade de xilanase em BCA e em glicose foi observado também apos

exposicdo ao LED no comprimento de onda de 660 nm. Em geral, luz € um importante fator
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ambiental que regula a fisiologia de fungos filamentosos, orquestrando conidiagéo, reproducéo
sexuada, producédo de metabdlitos secundarios, crescimento e alteracdo na regulacéo de enzimas
(SCHMOLL, 2018). Recentemente foi descrito que a maquinaria celulolitica de T. reesei sofre
regulacdo por componentes relacionados a percepcao da luz. A delecdo de genes responsaveis
pela transcricdo de componentes de tal maquinaria levou a uma elevacdo na secrecdo de
celulases mesmo no escuro (GYALAI-KORPOS et al., 2010). Embora a maior parte dos
estudos mostre que luz no comprimento do azul é a mais relevante no metabolismo fungico,
receptores que respondem a luz na faixa do vermelho j& foram descritos. Fitocromos em A.
nidulans foram identificados no citoplasma e a percep¢do de luz no vermelho é um sinal
favoravel para reproducdo assexual (IDNURM; HEITMAN, 2005). Estima-se que tais
receptores sejam amplamente presentes em ascomicetos e basidiomicetos, portanto, analise da
presenca de fitocromo em H. grisea seria de extrema relevancia para aprofundar a resposta
desse fungo em tal comprimento de onda e correlacionar os dados obtidos neste trabalho com

os da literatura.

7. Conclusdes e perspectivas

Considerando os dados apresentados, conclui-se que fungos filamentosos H. grisea e P.
echinulatum sdo capazes de internalizar AlPc em seus filamentos. Apds irradiacdo ndo houve
alteracdo no crescimento e viabilidade dos fungos. Altera¢fes na quantidade total de proteina
secretada, atividade antioxidante total, atividade de CMCase e de Xilanase, foram observadas

apos TFD, e tais alteracfes variam de acordo com a concentracdo de fotossensibilizante
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utilizado, substrato avaliado e espécie de fungo. Entre as atividades enzimaticas avaliadas, a de
Xilanase foi a mais alterada e a de FPase foi a menos alterada em ambos os fungos estudados.

E importante levar em consideracio que alteracdes positivas ou negativas observadas
na quantidade de proteina total secretada pelos fungos ndo se correlacionaram com atividade
enzimética analisada. Portanto, tais alteragdes podem estar relacionadas com os diversos
mecanismos de respostas extracelulares o TFD, envolvendo proteinas de respostas a danos
oxidativos e de degradacéo oxidativa de biomassa.

O TFD com 600 nM de AlPc se mostra uma boa alternativa para inducéo enzimatica em
H. grisea,em BCA e FT, tendo em vista 0 aumento na atividade enziméatica de CMCase apds
96 h. Ja para a obtencdo de xilanase, as melhores condi¢Ges observadas foi a de aplicacdo de
TFD mediado por 300 nM ou 600 nM de AlPc-NE em H. grisea. A facil producdo de AlPc-
NE, associada com sua boa estabilidade térmica e temporal faz com que tal material possa ser
explorado em escala industrial. Além disso, os substratos utilizados sdo baratos e de facil
obtencdo. Levando em conta a demanda para bio-combustiveis, o uso associado de
nanosistemas e fungos filamentosos pode ser uma boa alternativa para novas formas de
modulacdo do potencial enzimético, principalmente na degradacdo de matéria rica em xilanase.

Propondo novas aplicagdes para o TFD, os resultados aqui obtidos suportam o uso de
fungos filamentosos e fotossensibilizantes para fotooxidagéo visando tratamendo de lodo de
esgoto e outros residuos organicos urbanos. As vantagens envolvem a resisténcia das espécies
aqui estudadas o TFD, suscetibilidade de diversas leveduras e bactérias a0 mesmo
procedimento, e como demonstrado, aumento na atividade de enzimas hidroliticas que podem
auxiliar na biorremediacdo de rejeitos. Além disso, 0 aumento na quantidade de proteinas
sollveis associados a elevacdo da atividade antioxidante no sobrenadante nos permite apoiar o
uso do TFD como alternativa rapida e barata para obtencdo de compostos antioxidantes em

cultura submersa.
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