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RESUMO
No setor biomédico, as proteases fibrinolíticas atuam diretamente no coágulo de fibrina ou como
ativadoras do fibrinogênio e são capazes de manter o fluxo sanguíneo. Fungos filamentosos,
especialmente Mucor subtilissimus, destacam-se na produção de protease com atividade
fibrinolítica, sendo vantajosos por seu fácil cultivo, resistência ao estresse e alto rendimento
enzimático. Esta tese tem como objetivo a caracterização e aplicação de protease fibrinolítica
produzidas por Mucor subtilissimus. O primeiro capítulo revisa narrativamente o uso de enzimas
fibrinolíticas no tratamento da trombose. Descrevendo a importância da realização de estudos sobre
doenças cardiovasculares, especialmente a trombose, as diversas abordagens utilizadas e as
vantagens do uso de enzimas fibrinolíticas, bem como seus principais mecanismos de ação. O
segundo capítulo revisa sistematicamente a produção de proteases fibrinolíticas por fungos,
analisando a literatura recente sobre métodos de produção, purificação e caracterização. A pesquisa
foi conduzida nas bases ScienceDirect, PubMed e Scopus, utilizando como palavras-chave
“(Fibrinolytic enzyme) OR (Fibrinolytic protease) AND (Fungal or Fungus or Fungi)”,
delimitando período de 10 anos. Os resultados obtidos foram filtrados por critérios de seleção,
sendo excluídos artigos de revisão e artigos fora do escopo do trabalho, os selecionados foram
avaliados e pontuados segundo critérios pré-estabelecidos. Dentre os 21 artigos selecionados foram
descritos 12 gêneros diferentes e o uso de fermentação submersa e a purificação de Serino proteases
foram mais descritos. O capítulo também enfatiza uma maior representação de etapas de purificação
e caracterização, indicando a necessidade de atenção ao cultivo e aplicação enzimática. O segundo
capítulo realiza caracterização da protease fibrinolítica de Mucor subtilissimus (MsFE), avaliando
suas propriedades físico-químicas, impacto da radiação gama na atividade e estrutura, e análise de
atividade fibrinogenolítica. As investigações incluíram: atividade fibrinogenolítica, efeitos de
solventes e íons, raios gama, vida útil da enzima, espectroscopia no infravermelho (FTIR), CD,
determinação de tempos de coagulação e cinética enzimática. Os principais resultados obtidos
mostram que a protease manteve 90% de atividade em solventes orgânicos, o FTIR indicou grupos
funcionais carbonila, ligações C=C em aneis aromáticos, aminas e haletos orgânicos, estudos
espectroscópicos de dicroísmo circular indicaram que a estrutura secundária (folha β) da enzima
permaneceu principalmente inalterada em pH 2.0–9.0, enquanto mudanças consideráveis foram
observadas na estrutura terciária. A análise cinética revelou parâmetros alterados após a irradiação,
inicialmente aumentou a atividade da enzima, mas diminuiu progressivamente além de 20 kGy, e
íons metálicos, especialmente magnésio, aumentaram a atividade da enzima irradiada. Esses
achados ressaltam a importância da enzima como alternativa na formulação de biofarmacos a serem
empregados na indústria farmacêutica e biomédica. Este estudo destaca o potencial da radiação
gama como um modulador para aprimorar a atividade fibrinolítica, sugerindo futuras aplicações
biomédicas.

Palavras-chave: Protease, Atividade fibrinolítica, enzima, Mucor, Caracterização enzimática



ABSTRACT
In the biomedical field, fibrinolytic proteases act directly on the fibrin clot or as fibrinogen
activators and are capable of maintaining blood flow. Filamentous fungi, especially Mucor
subtilissimus, stand out in the production of protease with fibrinolytic activity, being
advantageous due to their easy cultivation, resistance to stress and high enzymatic yield. This
thesis aims to characterize and apply fibrinolytic protease produced by Mucor subtilissimus.
The first chapter narratively reviews the use of fibrinolytic enzymes in the treatment of
thrombosis. Describing the importance of conducting studies on cardiovascular diseases,
especially thrombosis, the various approaches used and the advantages of using fibrinolytic
enzymes, as well as their main mechanisms of action. The second chapter systematically
reviews the production of fibrinolytic proteases by fungi, analyzing the recent literature on
production, purification and characterization methods. The research was conducted in the
ScienceDirect, PubMed and Scopus databases, using as keywords “(Fibrinolytic enzyme) OR
(Fibrinolytic protease) AND (Fungal or Fungus or Fungi)”, delimiting a period of 10 years.
The results obtained were filtered by selection criteria, excluding review articles and articles
outside the scope of the work, the selected ones were evaluated and scored according to
previously established criteria. Among the 21 selected articles, 12 different genera were
described and the use of submerged fermentation and the purification of serine proteases were
most described. The chapter also emphasizes a greater representation of purification and
characterization steps, indicating the need for attention to cultivation and enzymatic
application. The second chapter characterizes the fibrinolytic protease from Mucor
subtilissimus (MsFE), evaluating its physicochemical properties, impact of gamma radiation
on activity and structure, and analysis of fibrinogenolytic activity. The investigations
included: fibrinogenolytic activity, solvent and ion effects, gamma rays, enzyme lifetime,
FTIR, CD, determination of clotting times and enzyme kinetics. The main results obtained
show that the protease maintained 90% activity in organic solvents, FTIR indicated carbonyl
functional groups, C=C bonds in aromatic rings, amines and organic halides, circular
dichroism spectroscopic studies indicated that the secondary structure (β-sheet) of the enzyme
remained mainly unchanged at pH 2.0–9.0, while considerable changes were observed in the
tertiary structure. Kinetic analysis revealed altered parameters after irradiation, initially
increasing the enzyme activity, but progressively decreasing beyond 20 kGy, and metal ions,
especially magnesium, increased the activity of the irradiated enzyme. These findings
highlight the importance of the enzyme as an alternative in the formulation of
biopharmaceuticals to be used in the pharmaceutical and biomedical industry. This study
highlights the potential of gamma radiation as a modulator to enhance fibrinolytic activity,
suggesting future biomedical applications.

Keywords: Protease, Fibrinolytic activity, enzyme, Mucor, Enzymatic characterization.
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1 INTRODUÇÃO

A formação de coágulos de fibrina é uma parte fundamental do sistema hemostático, mas a
dissolução destes coágulos através da fibrinólise é igualmente importante. No entanto, o
desequilíbrio causado por algumas condições médicas pode resultar em falhas na dissolução dos
coágulos, interrompendo o fluxo sanguíneo e causando graves problemas de saúde, como
trombose, infarto do miocárdio, AVC e outras doenças cardiovasculares. Essas doenças afetam
milhões de pessoas em todo o mundo, responsáveis por 30% das mortes (OMS, 2017), e o custo
de tratamento, especialmente para a trombose, é alto. A trombólise enzimática é uma das
principais formas de tratamento de trombose venosa profunda e embolia pulmonar. A utilização
de enzimas fibrinolíticas é considerada segura e eficaz para dissolver coágulos sanguíneos em
pacientes com estas condições (Gurevitch et al., 2018) e vem sendo amplamente estudado
obtendo-se resultados positivos em termos de dissolução de coágulos e preservação dos tecidos
circundantes (Liu et al., 2019). Por esse motivo, é extremamente importante desenvolver agentes
fibrinolíticos eficazes, funcionais e de baixo custo (Lin et al., 2019; Andrade et al., 2018). Sendo
assim, a perspectiva do mercado de biofármacos para proteases fibrinolíticas é extremamente
promissora, especialmente com a crescente incidência de doenças cardiovasculares.

Atualmente, anticoagulantes são a principal forma de tratamento da trombose, mas eles
possuem altos custos de produção e efeitos colaterais perigosos, como sangramento adverso,
desconforto gastrointestinal, lesão hepática, entre outros. A alternativa é o uso de agentes
fibrinolíticos, como a uroquinase, estreptoquinase e t-PA, eles também apresentam riscos de
sangramento adverso e curta meia-vida, além de serem obtidos de fontes restritas (Ali; Bavisetty,
2020). As proteases com ação fibrinolítica são uma solução promissora, pois são capazes de
dissolver coágulos com sucesso e manter o fluxo sanguíneo. Elas podem ser obtidas de diversas
fontes, incluindo microrganismos como bactérias, leveduras, microalgas e fungos filamentosos
(Hazare et al., 2024). Além disso, quando produzidas através de fermentação de microrganismos,
o custo de produção é relativamente menor e existem vantagens adicionais, como distribuição
cosmopolita e facilidade de produção em larga escala (Chen et al., 2016).

Os fungos filamentosos destacam-se dentre as alternativas na produção de enzimas
fibrinolíticas, uma vez que produzem proteases de forma extracelular (Da Silva Santana et al.,
2022) mostrando-se excelentes produtores de proteases fibrinolíticas (Nascimento et al., 2020).
Entretanto para o seu uso, estas enzimas fibrinolíticas necessitam de um alto grau de pureza,
especificidade para evitar reações imunológicas e serem estáveis em condições fisiológicas (Xin
et al., 2018). Para isso, a avaliação das propriedades físico-químicas é fundamental no
desenvolvimento de novos biofármacos, permitindo a identificação das características
específicas de cada molécula, como a estabilidade, o ponto de fusão, a solubilidade e a atividade
enzimática. Além disso, permite a compreensão da influência dessas propriedades na eficácia e
segurança do fármaco (Ali et al., 2022).

Em relação às proteases fibrinolíticas, a avaliação dessas propriedades é ainda mais
importante. Isso porque, para que essas enzimas sejam eficazes como terapia trombolítica, é
necessário que mantenham sua atividade enzimática e estabilidade ao longo do tempo.
Adicionalmente, a compreensão dessas propriedades permite otimizar a eficácia e segurança
dessas terapias, contribuindo para o avanço da medicina e para o bem-estar da população
(Sharma et al., 2021). Sendo assim faz-se indispensável o desenvolvimento de um biofármaco
seguro e eficaz a partir de protease fibrinolítica produzida por fungos filamentosos, atendendo às
demandas do mercado farmacêutico global, tanto na área da saúde humana quanto animal.
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2OBJETIVOS

2.1. GERAL

Identificar as características biofísicas e bioquímicas de protease fibrinolítica produzida por
Mucor subtilissimus UCP 1262.

2.2ESPECÍFICOS

● Obter a protease fibrinolítica;
● Compreender os efeitos da albumina sérica na atividade enzimática;
● Analisar a influência de solventes orgânicos na atividade enzimática;
● Avaliar os tempos de protrombina (PT) e de tromboplastina parcialmente ativada

(aPTT) da protease fibrinolítica;
● Estimar a estrutura física da enzima a partir de técnicas de Dicroísmo circular (DC) e

Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR);
● Realizar ensaios de estabilidade enzimática;
● Analisar o efeito modulador da radiação gama na protease fibrinolítica;
● Realizar uma revisão sistemática avaliando a perspectiva de produção de enzimas

fibrinolíticas por microrganismos e tendências na literatura e mercado.
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3 REFERENCIAL TEÓRICO

3.1 Epidemia Silenciosa: A Ascensão das Doenças Cardiovasculares e Trombose
Nos últimos anos, as doenças cardiovasculares e a trombose têm emergido como uma

"epidemia silenciosa" globalmente preocupante. Se trata de uma série de condições que afetam
o coração e os vasos sanguíneos, comprometendo uma carga significativa de saúde global com
mais de 17 milhões de mortes anualmente (Blanco-Colio et al., 2023). No entanto, é estimado
que muitos casos dessas enfermidades permanecem não diagnosticados, ressaltando a urgência
de uma melhor identificação, profilaxia e tratamento. Algumas doenças cardiovasculares
comuns incluem a aterosclerose coronariana, que envolve o estreitamento ou bloqueio das
artérias coronárias, causando dor no peito ou ataques cardíacos; hipertensão, também conhecida
como pressão alta, que pode sobrecarregar o coração e os vasos sanguíneos; acidente vascular
cerebral (AVC) que ocorre quando o fluxo sanguíneo para o cérebro é interrompido, causando
danos cerebrais, além de insuficiência cardíaca, arritmias, trombose e doenças arteriais
periféricas, cada uma com seu próprio conjunto de sintomas e complicações (De Sá et al.,
2023).

Diversos fatores podem influenciar o desenvolvimento de doenças cardiovasculares, esses
fatores podem ser segmentados em modificáveis (como dietas não saudáveis, uso de tabaco e
inatividade física), não modificáveis (como genética, idade e sexo) e ambientais (como
poluição do ar, ambiente de trabálho e estresse) (Bovet et al., 2023). Além disso, estudos
afirmam que estas doenças afetam desproporcionalmente o estrato mais vulnerável da
população, que tem grande dificuldade no acesso a cuidados de saúde de alta qualidade
(Oliveira et al., 2021). Assim, se trata de um problema de saúde pública mundial. Em países
subdesenvolvidos de baixa e média renda, essas doenças podem ser responsáveis por até 80%
dos óbitos (Vervoot et al., 2022). Nos Estados Unidos da América, as doenças cardiovasculares
também apresentam um índice significativo de óbitos, sendo que a cada três mortes, uma é
causada por problemas cardiovasculares (Benjamin et al., 2018). No Brasil a prevalência de
doenças cardiovasculares aumentou cerca de 24% de 1990 até 2019 e são responsáveis por
quase um terço das mortes registradas no país (Oliveira et al., 2021). Segundo dados do
DATASUS (2024), de 2012 a 2022 foram registradas cerca de 3.922.744 mortes atribuídas a
algum tipo de doença cardiovascular, destas 46,75% ocorreram na região sudeste, 26,23% no
nordeste, 15% no sul, 6,4% ano Centro-Oeste e 5,2% no norte. Além dos fatores comuns, a
pandemia de COVID-19 teve um impacto significativo no aumento dos casos de doenças
cardiovasculares. A infecção pelo SARS-CoV-2 está associada a uma série de complicações
cardíacas, como miocardite, arritmias e trombose venosa, que podem agravar condições
preexistentes ou desencadear novas patologias cardiovasculares (Szypuła et al. 2024). Além
disso, as medidas de isolamento social e a sobrecarga dos sistemas de saúde dificultaram o
acesso a cuidados médicos regulares, levando a atrasos no diagnóstico e tratamento de doenças
cardiovasculares (Song et al. 2024). Esses fatores contribuíram para o aumento da mortalidade
cardiovascular durante a pandemia, especialmente entre os grupos mais vulneráveis e com
menor acesso a serviços de saúde adequados.

Estes dados também corroboram com a noção de que as dimensões continentais do Brasil
impulsionam a desigualdade de oferta de tratamento, o que torna ainda mais imperativo o
desenvolvimento e validação de estratégias para o tratamento destes distúrbios (Lucas et al.,
2022). Na Figura 1 pode-se observar com mais detalhes os registros ao longo dos últimos anos
relatados.
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Figura 1. Óbitos por doenças cardiovasculares no período de 2012 a 2022.

Fonte: a autora, baseado em dados do DATASUS (2024)

Dentro destas, a trombose é uma das complicações mais graves e pode levar a infarto do
miocárdio, acidente vascular cerebral (AVC) ou embolia pulmonar (De Sá et al., 2023). A
trombose pode ocorrer em qualquer parte do corpo, mas quando afeta o coração ou os vasos
sanguíneos, pode levar a um infarto do miocárdio, acidente vascular cerebral (AVC) ou embolia
pulmonar (Weyand, Shavit e Ginsburg, 2023). Se trata de uma condição médica na qual um
coágulo de sangue se forma dentro de uma veia ou artéria. O coágulo de sangue pode obstruir o
fluxo de sangue e interromper o suprimento de oxigênio para o tecido circundante, o que pode
levar a danos graves ou até mesmo a morte. Fatores de risco para a trombose incluem idade
avançada, imobilidade prolongada, histórico familiar de trombose, uso de anticoncepcionais
orais e alguns tipos de cirurgia (Feller, Conell e Ariёns, 2021).

A manutenção da integridade vascular é crítica para todos os organismos superiores e
requer um equilíbrio delicado entre pró e anticoagulantes para evitar trombose patológica ou
hemorragia. A coagulação sanguínea é controlada por uma série de fatores proteicos, incluindo
trombina, fibrinogênio e fibrina. Quando há danos na parede dos vasos sanguíneos, esses
fatores se ativam e iniciam a coagulação. A trombina converte o fibrinogênio em fibrina, que é
um material fibroso que forma uma rede para segurar os coágulos de sangue juntos (Camera et
al., 2021). Deficiências de hemostasia primária, como no caso do fator de von Willebrand e
plaquetas, ou secundária, que ocorre na cascata de coagulação, podem levar a sangramentos
anormais. Por outro lado, a deficiência de anticoagulantes naturais, como as proteínas C, S e
antitrombina, predispõe à trombose. Além disso, distúrbios da fibrinólise, a cascata proteolítica
que leva à dissolução dos coágulos de fibrina, também podem contribuir para a formação de
trombose (Wang et al., 2022). Entre esses distúrbios estão a deficiência de inibidores da
fibrinólise, como o plasminogênio e o inibidor do ativador do plasminogênio, que podem
aumentar a atividade fibrinolítica e levar à hiperfibrinólise, favorecendo o desenvolvimento de
trombose. Em contrapartida, a diminuição da atividade fibrinolítica pode levar à resistência à
fibrinólise e à trombose (Pyeritz, Korf e Grody, 2019). Esses fatos reforçam a necessidade de
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medidas preventivas e de tratamentos eficazes para doenças cardiovasculares. Entre esses
tratamentos, destacam-se os biofármacos à base de protease com ação fibrinolítica, que podem
ser utilizados no tratamento de trombose

3.2 Abordagens Terapêuticas Convencionais e Novas Fronteiras no Tratamento
Contra a Trombose e na Manutenção da Hemostasia

A trombose é um processo biológico em mamíferos que mantém a integridade da
superfície, limita a perda de fluido e auxilia na destruição de patógenos, mas também pode
causar oclusão vascular e danos aos tecidos. É caracterizada pela formação ou desenvolvimento
de um coágulo sanguíneo (trombo) responsável por causar inflamação na parede do vaso (Lang
et al., 2014). Na manutenção da hemostasia, esse trombo desempenha importante papel, sendo
um dos produtos temporários da cascata de coagulação.

A cascata de coagulação é dividida em formação de fibrina, função plaquetária,
fibrinólise e anticoagulantes naturais (Wang et al., 2021). O processo de formação de fibrina
neste processo consiste em uma série de reações enzimáticas projetadas para amplificar o
efeito do trauma inicial na formação de um tampão. O fibrinogênio é uma proteína plasmática
solúvel sintetizada no fígado e composta por três pares de cadeias polipeptídicas: Aα, Bβ e γ
(Litnov et al., 2021). Durante a lesão vascular, o sistema de coagulação é ativado, resultando
na conversão do fibrinogênio em fibrina, que é insolúvel e forma uma rede tridimensional que
estabiliza o coágulo sanguíneo (Tanaka e Davie, 2008).

A conversão do fibrinogênio em fibrina é mediada pela enzima trombina, que é gerada a
partir da clivagem proteolítica do precursor inativo pró-trombina pela enzima ativa
tromboplastina. A trombina, por sua vez, cliva o fibrinogênio em monômeros de fibrina, que
se agregam espontaneamente em um polímero fibrilar (Tanaka e Davie, 2008). A
polimerização da fibrina é facilitada pela presença do fator XIII da coagulação, que catalisa a
formação de ligações cruzadas entre as moléculas de fibrina para formar um coágulo estável
(Weisel et al., 2017). A transformação do fibrinogênio em fibrina é um processo complexo
que envolve a ativação de uma série de fatores de coagulação e a regulação cuidadosa da
formação e degradação do coágulo sanguíneo (Mosesson, 2005; Anjun et al., 2024). A
compreensão desse processo é fundamental para o desenvolvimento de novas terapias para
distúrbios hemorrágicos e trombóticos. Além disso, as plaquetas também têm um papel
importante na amplificação da cascata de coagulação. Quando ocorre alguma lesão que exige
a ativação da cascata de coagulação, as plaquetas são ativadas e se aglomeram para a
formação de um tampão. Como possuem receptores para fatores de coagulação em sua
superfície (fator de von Willebrand e o fator IX), elas facilitam a formação do coágulo
(Tanaka e Davie, 2008).

A cascata de coagulação pode ser iniciada por duas vias principais: a via intrínseca e a
via extrínseca. A via intrínseca é ativada pelo contato com superfícies negativas, como o
colágeno exposto após uma lesão vascular, enquanto a via extrínseca é ativada pela exposição
do sangue ao fator tecidual (TF) presente nas células extravasculares. Ambas as vias
convergem na ativação do fator X, levando à formação de trombina e, consequentemente, à
produção de fibrina (Chaudhry et al., 2018).

Por outro lado, a fibrinólise é um processo que degrada o coágulo sanguíneo para
permitir a recuperação do fluxo sanguíneo normal. A fibrinólise é mediada pela enzima
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plasmina, que é gerada a partir do precursor inativo plasminogênio pela ativação pelo ativador
de plasminogênio tecidual (t-PA). A fibrinólise é iniciada quando o plasminogênio, uma
proteína presente no plasma sanguíneo, é convertido em plasmina por meio da ação de
ativadores de plasminogênio (Litnov et al., 2021). Esses ativadores podem ser produzidos no
local da lesão ou serem circulantes no sangue. Uma vez convertida em plasmina, essa enzima
proteolítica é capaz de quebrar a rede de fibrina, promovendo a dissolução do coágulo
sanguíneo. Além disso, a plasmina também é capaz de quebrar outros fatores de coagulação,
como o fibrinogênio e os fatores V e VIII, inibindo ainda mais a formação de coágulos
sanguíneos (DeLoughery, 2019). Um resumo simplificado do processo de coagulação para
manutenção da integridade vascular pode ser observado na Figura 2.

Figura 2. Representação esquemática da ativação da coagulação a partir de uma lesão
vascular, mostrando a ativação plaquetária, conversão de protrombina em trombina, e
fibrinogênio em fibrina, formação da rede de fibrina estabilizando o coágulo e ação da

plasmina na fibrinólise.

Fonte: a autora (2024)

Ademais, existem vários anticoagulantes naturais no organismo humano que ajudam a
regular a cascata de coagulação e prevenir a formação de coágulos sanguíneos indesejados ou
o desenvolvimento de problemas mais graves. Entre esses anticoagulantes estão a
Antitrombina III (AT III), que inibe a ação da trombina, a Proteína C e a Proteína S, que
inativam os fatores V e VIII, diminuindo a formação de trombina, o Inibidor da Via do
Contato, que inibe a ativação do fator XII, e a Heparina, que atua como um anticoagulante por
meio da inibição direta da trombina e do fator Xa (Antovic e Blombäck, 2010; Wang et al.,
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2023).

Dado que a cascata de coagulação é um evento complexo e dependente de várias etapas e
fatores, diversos problemas podem surgir nesse processo, resultando em distúrbios
hemorrágicos e trombóticos. Um exemplo de distúrbio hemorrágico é a hemofilia, que ocorre
devido à deficiência de fatores de coagulação, resultando em sangramento excessivo (Camera
et al., 2021). Por outro lado, distúrbios trombóticos podem ocorrer devido à
hipercoagulabilidade, uma condição na qual há uma maior tendência à formação de coágulos
sanguíneos. Essa condição pode ser causada por fatores genéticos, como mutações no gene do
fator V Leiden, ou adquiridos, como o uso prolongado de anticoncepcionais hormonais,
imobilização prolongada, câncer, entre outros (Antovic e Blombäck, 2010; Paidas et al., 2011;
Raj et al., 2021).

Distúrbios na manutenção da cascata de coagulação que levam a formação irregular do
trombo pode levar a outros diagnósticos com maiores consequências, como acidente vascular
cerebral e infarto do miocárdio. Vários métodos foram propostos para tratar ou prevenir a
trombose. Métodos diagnósticos tradicionais, como tromboelastograma, radiografia,
tecnologia de tomografia computadorizada e raios-X, são comumente usados, além disso,
novas tecnologias como a citometria de fluxo têm se mostrado promissoras em melhorar a
precisão e a conveniência no diagnóstico de trombose (Wang et al., 2023). Em relação ao
tratamento, as opções incluem medicamentos trombolíticos, anticoagulantes e
antiplaquetários, com pesquisas em andamento explorando novas composições terapêuticas
(Mackmand et al., 2020).

Um dos tratamentos mais frequentes para prevenir a trombose é o uso de antiagregantes
plaquetários, como o ácido acetilsalicílico (aspirina). Este medicamento atua inibindo a
agregação das plaquetas, impedindo a formação de coágulos sanguíneos. Apesar de sua eficácia
na redução do risco de trombose, os antiagregantes plaquetários podem causar efeitos
colaterais, incluindo dor abdominal e úlceras estomacais (Li et al., 2020). Outra opção de
tratamento é a trombólise, que envolve o uso de medicamentos para dissolver coágulos de
sangue. A trombólise desempenha um papel crucial no tratamento de casos graves de trombose
em diferentes populações de pacientes. Em casos neonatais, por exemplo, ativadores do
plasminogênio tecidual têm sido utilizados com sucesso, enfatizando a importância da
avaliação e vigilância cuidadosa do risco (Samji et al., 2022). Da mesma forma, em adultos
com COVID-19 e embolia pulmonar, o ativador de plasminogênio tecidual recombinante de
baixa dose demonstrou eficácia em melhorar a oxigenação e reduzir os níveis de fibrinogênio,
destacando os benefícios potenciais da terapia trombolítica (Aribawa et al., 2022). Além disso,
pode ser encarada como uma alternativa à cirurgia de emergência, especialmente em ambientes
onde as condições cirúrgicas são limitadas, mostrando sua importância no tratamento da
trombose. A trombólise é eficaz, mas também pode ter efeitos colaterais, como sangramento
excessivo (Shi e Dowell, 2017).

Em casos graves de trombose, especialmente quando os pacientes apresentam isquemia
periférica aguda ou embolia pulmonar de alto risco, a cirurgia pode ser necessária para o
tratamento (Pasli et al., 2022). A cirurgia é geralmente utilizada em casos em que o coágulo de
sangue é grande ou em que a trombose é causada por uma anomalia física. No entanto, é crucial
considerar que as intervenções cirúrgicas para trombose, incluindo trombectomia cirúrgica
aberta, podem ser invasivas e levar a tempos de recuperação prolongados. Embora esses
procedimentos tenham mostrado benefícios na restauração da permeabilidade venosa e na
redução de complicações, eles também apresentam possíveis deficiências e riscos, exigindo
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uma seleção cuidadosa dos pacientes e a consideração de opções alternativas de tratamento
(Aghamiri et al., 2022).

No âmbito farmacêutico, destacam-se biofármacos que funcionam como antagonistas do
receptor da trombina (por exemplo, bivalirudina e argatroban), antagonistas da vitamina K
(varfarina e acenocumarol), antagonistas do fator Xa (rivaroxabana, apixabana e edoxabana),
anticoagulantes orais diretos (como dabigatrana, rivaroxabana e apixabana), heparina e ácido
acetilsalicílico, que atua como antiagregante plaquetário (Intagliata, Caldwell e Tripodi, 2019).
Como alternativa, as enzimas fibrinolíticas oferecem uma opção mais segura e eficaz do que a
trombólise tradicional, com menos efeitos colaterais e menor risco de sangramento excessivo.
As enzimas fibrinolíticas de origem microbiana são proteases que dissolvem coágulos
sanguíneos de forma eficiente, sem apresentar efeitos colaterais significativos, restaurando o
fluxo sanguíneo normal nos vasos. Essas enzimas atuam como ativadores do plasminogênio
tecidual (tPA) ou ativadores do plasminogênio (PA) e são amplamente utilizadas na terapia
trombolítica (Altaf et al., 2021). Elas são classificadas em três gerações: a primeira geração
possui menor especificidade pela fibrina e maior predisposição a complicações por
sangramento; a segunda geração tem maior especificidade à fibrina e menor risco de
sangramento; e a terceira geração combina alta seletividade à fibrina com uma meia-vida
prolongada, permitindo tratamento com dose única e um tempo de depuração renal mais longo
(Wu et al., 2017; Diwan et al., 2021).

As PA são serina proteases que convertem o plasminogênio inativo em plasmina ativa e
promovem a lise da fibrina através de dois modos de ação: direto, em que a enzima age
diretamente sobre o plasminogênio para catalisar sua ativação, e indireto, em que a enzima
forma um complexo estequiométrico 1:1 com plasminogênio ou plasmina antes de ativar a
molécula de plasminogênio circulante (Urano et al., 2019; Lin et al., 2014). Apesar de sua
eficácia clínica, esses agentes podem causar efeitos colaterais indesejáveis, como
imunogenicidade e sangramento gastrointestinal (Agrebi et al., 2010; Wu et al., 2017). Essas
enzimas podem ser produzidas em larga escala de maneira rentável. Diversos microrganismos
são capazes de produzir enzimas fibrinolíticas, tais como estreptoquinase, que pode ser
produzida, por exemplo, por Streptococcus hemolyticus (Rafeeq et al., 2022; Sahoo et al.,
2020), que age como ativador de plasminogênio de primeira geração e já é amplamente
utilizada como parte da terapia trombolítica devido ao seu baixo custo em comparação com
outros ativadores de plasminogênio de segunda e terceira geração (Adivitiya, 2017; Sahoo et
al., 2020), sendo recomendada pela Organização Mundial da Saúde (OMS) e comercializada
em diversos países.

Também podemos citar a nattokinase, enzima fibrinolítica extraída e purificada de uma
soja fermentada japonesa por Bacillus subtilis var. natto (Li et al., 2022), Fibrinase, produzida
por Bacillus sp. (Thanh et al., 2023), estafiloquinase (SAK, EC 3.4.99.22), um agente
fibrinolítico de terceira geração produzido por Staphylococcus aureus sendo liberado
extracelular, facilitando sua recuperação (Alzahrani & El-Shenawy, 2020). além de outras
enzimas fibrinolíticas como a alteplase, que demonstrou ser mais rápida e eficaz que a
estreptoquinase (Wang et al., 2023), a tenecteplase que possui maior afinidade pelas fibrinas e
maior resistência à inativação, possibilitando tratamentos de dose única (Kathirvel et al., 2018),
assim como a reteplase que possui meia-vida maior que as outras opções disponíveis (Nishanth
et al., 2019). Além disso, verificou-se que a uroquinase tem alta especificidade de fibrina e
menos efeitos colaterais, tornando-a um potente agente fibrinolítico para o tratamento de
complicações cardiovasculares (Nawaz et al., 20202). Isso ocorre porque a uroquinase atua
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tanto na conversão do plasminogênio em plasmina, quanto se ligando diretamente à fibrina, o
que aumenta sua seletividade e diminui a probabilidade de efeitos colaterais (Raffeq et al.,
2022). Por outro lado, a estreptoquinase não possui essa afinidade pela fibrina, o que pode
resultar em uma atividade fibrinolítica mais ampla e, consequentemente, um maior risco de
sangramento (Huish et al., 2017).

Apesar do que está disponível no mercado, há uma crescente busca por proteases
fibrinolíticas produzidas por fontes alternativas, na Tabela 1 estão listados alguns dos estudos
recentes relacionados a novas fontes de obtenção de proteases fibrinolíticas. Essa busca se deve
à necessidade de se obter proteases mais específicas, com menor risco de efeitos colaterais e
que sejam mais acessíveis economicamente (Cardoso et al., 2022).

Tabela 1. Potenciais Fontes Microbiológicas de Proteases Fibrinolíticas

Fonte: A autora (2024)
Estudos futuros devem focar na otimização das condições de produção e na purificação das

proteases fibrinolíticas, além de explorar novas fontes e modificações genéticas que possam
aumentar a especificidade e a eficácia destas enzimas. Além disso, o desenvolvimento de um
biofármaco que possa atuar em ambas as vias intrínseca e extrínseca é de grande importância,
pois garantiria uma resposta hemostática mais robusta e eficiente, além de minimizar os riscos
associados a falhas em uma das vias, proporcionando uma abordagem terapêutica mais

MICRORGANISMO ESPÉCIE ATIVIDAD
E REFERÊNCIA

BACTÉRIAS

Bacillus
amyloliquefaciens KJ10 3940 U/mL Rajaselvam et

al.(2021)
Bacillus pseudomycoides

MA02 79,83 U/mL Chandramohan et al.
(2019)

Paenibacillus graminis 16,25 U/mL Do Couto et al.
(2022)

Acinetobacter johnsonii
TR01 8,30 U/mL Umay, Gül e

Tanyıldızı (2023)
Streptomyces fumanus

NBRC 13042T 1255,3 U/mL He et al. (2023)

FUNGOS

Penicillium steckii KU1 454,49 U/mL Kunhiraman et al.
(2024)

Aspergillus aureolatus 116,17 U/mLSurkova et al. (2023)

Pleurotus ostreatus 226,47 U/mL Santana et al. (2024)

Mucor subtilissimus
UCP 1262 26,1 U/mL Nascimento et al.

(2020)
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abrangente e eficaz contra distúrbios hemorrágicos e trombóticos. A utilização de
microrganismos promete ampliar as opções terapêuticas disponíveis, oferecendo tratamentos
mais acessíveis e seguros para pacientes com doenças trombóticas. Na figura 3 está melhor
elucidado as diferenças entre os possíveis tratamentos à trombose.
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Figura 3. Diferentes tratamentos para trombose: convencionais vs. proteases fibrinolíticas
de origem microbiana

Fonte: a autora (2024)

3.3 Explorando o Potencial dos Fungos Filamentosos na Produção de Proteases
Fibrinolíticas

Entre os microrganismos que produzem protease, os fungos filamentosos são notáveis por
sua capacidade de se desenvolver em substratos de baixo custo e reaproveitamento de matéria
orgânica, além disso, a secreção extracelular da enzima traz benefícios ao simplificar o
processo de extração e purificação, eliminando a necessidade de lise celular e diminuindo o
número de etapas envolvidas na obtenção dessas biomoléculas, obtendo ponto de vantagem
quando comparado a outros microrganismos como bactérias e algas. Essa característica
aumenta a eficiência econômica do processo.(Agu et al., 2023; Batista et al., 2020).

A ruptura celular, além de introduzir mais etapas no processo, também adiciona
complexidade ao aumentar a diversidade de moléculas contaminantes e a viscosidade do meio
devido aos fragmentos de lise. Isso resulta em um custo final mais alto em comparação aos
produtos extracelulares, pois requer mais operações durante a purificação (Pessoa-Jr et al.,
2020). Além disso, outros benefícios incluem a capacidade de se adaptar em várias condições
ambientais, como pH e temperatura, bem como a variedade de substratos que podem servir
como nutrientes (Raju et al., 2022). Apesar das vantagens, levando em consideração a
diversidade de fungos filamentosos encontrados na natureza, poucas espécies são exploradas
comercialmente. Dentre os fungos filamentosos, deve-se procurar por espécies com distribuição
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cosmopolita e capacidade de produzir uma diversidade de enzimas, podendo ser aplicado em
mais um setor industrial. Alguns dos gêneros em destaque são Penicillium, Aspergillus e
Mucor, conhecidos por sua produção de proteases com atividade colagenolítica e fibrinolítica
(Wanderley et al., 2017; Nascimento et al., 2020)

Fungos Filamentosos se desenvolvem formando hifas, longos filamentos ramificados,
constituindo uma rede conhecida como micélio (Ledoux et al., 2023). Esta estrutura permite
uma exploração eficiente do substrato e uma absorção eficaz de nutrientes (Peeters et al.,
2023). O ciclo de vida desses organismos é considerado complexo, envolvendo esporulação
assexuada após o crescimento vegetativo e influenciado por fatores ambientais (Jung et al.,
2014). Durante a germinação, esses esporos desenvolvem novas hifas, reiniciando o ciclo de
crescimento. Esta habilidade de formar esporos contribui para a resistência e adaptabilidade dos
fungos filamentosos em diferentes ambientes. Além disso, sua capacidade de crescer em uma
ampla gama de substratos, incluindo resíduos agrícolas e industriais, torna-os particularmente
valiosos para processos de fermentação (Astudilo et al., 2023; Wang et al., 2023).

Destarte, a aplicação desses microrganismos é extremamente influenciada pelo meio de
cultivo. Em condições controladas, seja no laboratório ou na indústria, é fundamental monitorar
e ajustar os parâmetros de controle durante a fermentação. Um dos primeiros parâmetros a
serem definidos é quanto ao tipo de fermentação utilizada, a Fermentação Submersa (FS)
utiliza um meio líquido no qual os microrganismos crescem em suspensão, comumente
composto por solução de nutrientes dissolvidos em água, já a Fermentação em Estado Sólido
(FES) utiliza substratos sólidos com pouca ou nenhuma água livre, onde os microrganismos
crescem na superfície ou dentro das partículas do substrato (Ramesh et al., 2022; Tiwari et al.,
2023).

Os parâmetros de controle na fermentação, seja submersa (FS) ou em estado sólido (FES),
influenciam significativamente a obtenção de proteases. Na primeira, o controle preciso de pH,
temperatura, oxigenação e agitação é essencial para otimizar a produção de enzimas (Figura 4),
uma vez que a homogeneidade do meio líquido permite um controle mais rigoroso dessas
condições, resultando em alta produtividade. Em contraste, a FES pode ser influenciada
principalmente pela umidade, aeração e temperatura e apresenta vantagens pela possibilidade
de utilização de substratos de baixo custo e resíduos agroindustriais, reduzindo os custos de
produção (Tiwari et al., 2023; Oiza et al., 2022).
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Figura 4. Fluxograma representando os principais parâmetros de controle utilizados em

Fermentação submersa e Fermentação em estado sólido de fungos filamentosos.

Fonte: A autora (2024)

Portanto, os fungos filamentosos representam uma fonte valiosa de enzimas industriais, e a
escolha dos parâmetros de fermentação são muito importantes e o controle adequado dos
parâmetros de fermentação é crucial para maximizar a produção de proteases e outros
metabólitos de interesse, aproveitando ao máximo o potencial biotecnológico desses
microrganismos.

A produção de proteases fibrinolíticas, especificamente, desfruta das mesmas vantagens de
fermentação desses microrganismos (Batista et al., 2020; Martinez-Medina et al., 2019) Nesse
contexto, os fungos vêm sendo explorados para o desenvolvimento de enzimas fibrinolíticas,
entretanto, apesar de haver uma tendência de utilização desses microrganismos, eles ainda
podem ser mais explorados, principalmente levando em consideração a diversidade biológica e
a possibilidade de alteração genética. Surpreendentemente, embora micromicetos estejam
ganhando espaço na produção de enzimas, a obtenção de proteases fibrinolíticas de cogumelos
está mais presente na literatura, com vários autores destacando sua eficiência e segurança,
principalmente no uso de cogumelos comestíveis, estudados pela presença de bioativos naturais
e utilizados na medicina popular como fitoterapia. Atualmente, estão disponíveis na literatura
diversos extratos de cogumelos com atividades antioxidante, antitumoral, imunomoduladora,
antifúngica, hipotensora e anticoagulante (Kim et al., 2011; Li et al., 2021). vantagens
relacionadas à fermentação em várias condições ambientais, como pH, temperatura, luz e a
variedade de substratos que podem ser usados como nutrientes (Haq et al., 2004).

A produção de protease fibrinolítica é extremamente influenciada pela composição do
meio de fermentação, principalmente fontes de carbono e nitrogênio e fatores físicos como
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temperatura, pH, agitação, concentração de inóculo e tempo de fermentação. Cada organismo é
capaz de atingir a produção máxima de enzimas em uma condição específica, portanto, a
otimização dos componentes do meio e dos parâmetros de cultivo é essencial no processo
biológico. Meshran et al. (2016) avaliam o efeito de diversas fontes de nitrogênio e carbono
como substrato, tais como: farelo de arroz, farelo de trigo, casca de ovo, casca de laranja e
casca de banana. Em contrapartida, Clementino et al. (2019) utilizou a técnica de fermentação
extrativa para obter a enzima pré-purificada em uma única etapa, variando não apenas o meio
de cultivo (farelo de trigo e farelo de soja), mas também a composição e concentração dos dois
aquosos sistema de fases aplicado ao planejamento fatorial 2³. A otimização da composição do
meio e das condições físicas são aplicadas para aumentar a produção de enzimas e é um
parâmetro importante no desenvolvimento de um processo economicamente viável. Um dos
principais fatores que devem ser levados em consideração na produção de proteases é o tipo de
fermentação adotado. Atualmente, a técnica mais utilizada é a fermentação submersa (FS), com
menor viscosidade e possibilidade de agitação e aeração (Castro et al., 2011). Em contraste, a
fermentação em estado sólido (FES) reduz a probabilidade de contaminação bacteriana e
resulta em um extrato mais concentrado. A principal diferença entre os dois modelos de
fermentação é a quantidade de água livre presente (Santos et al., 2018). Cardoso et al., (2022)
destacam a falta de informações sobre os parâmetros fermentativos na literatura e como isso
pode dificultar a introdução de fungos com grande potencial biotecnológico na indústria.

Enzimas fibrinolíticas são aplicadas na indústria farmacêutica, essa abordagem implica na
necessidade de atingir um alto grau de pureza, por isso é comum o uso de mais de uma
cromatografia em sequência, como filtração em gel, troca iônica, interação hidrofóbica ou
afinidade. Outras técnicas ainda podem preceder o processo de purificação como precipitação
de sais ou por solventes orgânicos, centrifugação e filtração. Essas estratégias são comumente
referidas como etapas de pré-purificação, sinalizando o próprio processo de preparação para a
purificação (Tang et al., 2023).

Em relação às caracterizações presentes na literatura, em sua maior parte se dedicam a pH
e temperatura ótimos, inibidores e massa molecular. O pH ótimo das enzimas fibrinolíticas
produzidas por fungos pode variar bastante, demonstrando uma ampla gama de enzimas
capazes de se manterem em condições ácidas ou alcalinas. Em relação à temperatura ideal,
vários trabalhos indicam atividade fibrinolítica mais pronunciada a 37°C (Abu-Tahon et al.,
2023), enquanto as enzimas de Aspergillus carbonarius exibiram atividade ideal a 45° C (Afini
et al., 2023). Além disso, as enzimas de Mucor subtillissimus mostraram atividade ideal a 25°C
(Nascimento et al., 2020). Essas descobertas indicam que as enzimas fibrinolíticas fúngicas
podem ter temperaturas ótimas variáveis para sua atividade, destacando a importância de
compreender as características específicas das enzimas de diferentes espécies de fungos para
otimizar suas aplicações potenciais na terapia trombolítica.

Informações sobre pH e temperatura ótimos são de extrema importância para o
desenvolvimento de pesquisas básicas e de aplicação, estabelecendo as bases para o
desenvolvimento de alternativas válidas para o tratamento da trombose, por isso é de extrema
importância que em trabalhos de produção e caracterização de enzimas fibrinolíticas. Pesquisas
mostraram que a enzima fibrinolítica produzida por Cochliobolus hawaiiensis exibiu atividade
máxima em pH 7 (Abu-Tahon et al., 2023), enquanto a enzima de Aspergillus terreus
demonstrou atividade máxima em pH 8,0 (Osmolovskiy et al. 2018). Além disso, a enzima
fibrinolítica versiase de Aspergillus versicolor ZLH-1 exibiu sua maior atividade em pH 5,0
(Zhao et al., 2022). Essas descobertas indicam que as enzimas fibrinolíticas derivadas de
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fungos podem ter atividade ideal em faixas de pH levemente ácidas a neutras, com enzimas
específicas mostrando preferências por diferentes níveis de pH.

A caracterização físico-química engloba fatores capazes de afetar o estado nativo da
enzima, podendo inclusive levar à desnaturação e consequente perda total de atividade. Assim,
a caracterização das enzimas produzidas, principalmente quando destinadas à indústria
farmacêutica, é essencial (Sharma et al., 2021). Dentre os fungos filamentosos, o Mucor
subitillissimus tem se destacado como um produtor promissor destas enzimas (Nascimento et
al., 2020). Estudos têm mostrado que as proteases produzidas por este fungo são capazes de
dissolver coágulos sanguíneos de forma eficaz, além de possuírem outras propriedades
interessantes, como estabilidade térmica e de pH. Uma das vantagens da utilização de proteases
fibrinolíticas produzidas por fungos filamentosos é a possibilidade de se obter uma produção
mais econômica e sustentável em relação às proteases sintéticas ou de origem animal, além de
se evitar riscos de contaminação por agentes patogênicos. Assim, o Mucor subitillissimus é um
exemplo promissor de produtor de proteases fibrinolíticas e pode representar uma alternativa
interessante no tratamento da trombose. Entretanto, mais estudos são necessários para entender
melhor as características dessa enzima, buscando uma futura aplicação no mercado
(Nascimento et al., 2017).

3.4 Aplicações Biotecnológicas de Mucor subtilissimus

A classe Mucorales é encontrada em todo o mundo e possui grande capacidade de
dispersão. A maioria dos indivíduos pertencentes a este grupo tem como habitat o solo e
resíduos orgânicos de animais, especialmente de herbívoros e roedores, com função
decompositora. Alguns membros desse táxon são comumente encontrados em frutas em
decomposição e alimentos armazenados (Nicolás et al., 2020), enquanto outros têm a
habilidade de agir como parasitas em animais e plantas (Trufem et al., 2006; Santiago e
Souza-Motta, 2008). Embora a maioria dos indivíduos seja terrestre, alguns apresentam
relação com ambientes aquáticos e seus hospedeiros (Tahiri et al., 2023).

Os representantes da classe Mucorales possuem hifas cenocíticas, embora seja
possível visualizar septos que delimitam as estruturas reprodutivas em alguns indivíduos
(Sepúlveda et al., 2023; Walter et al., 2019). O micélio dos membros da classe Mucorales
possui aspecto cotonoso, com coloração que varia de acordo com a espécie, temperatura do
ambiente e tempo de vida da colônia (Sokołowska et al., 2023). Muitos indivíduos dessa
classe são conhecidos por produzirem enzimas, tais como amilases, pectinases e inulinases,
bem como ácidos orgânicos lático e fumárico (Dhevagi et al., 2021), metabólitos de grande
importância industrial utilizados na produção de alimentos fermentados, principalmente em
países asiáticos. Além disso, esses metabólitos são amplamente utilizados nas indústrias
farmacêutica, cosmética e têxtil (Puntambekar et al., 2023).

O fungo Mucor subtilissimus é um representante da ordem Mucorales e é encontrado
em diversas partes do mundo, especialmente em regiões de clima tropical e subtropical.
Assim como outros membros desta ordem, este fungo é um decompositor, frequentemente
encontrado no solo e em excremento de animais. Estudos recentes têm demonstrado que M.
subtilissimus é capaz de produzir compostos com potencial aplicação em diversas áreas,
incluindo a indústria farmacêutica e alimentícia (Nascimento et al. 2020). Além disso, alguns
estudos sugerem que este fungo pode ser utilizado como um agente de biocontrole de
patógenos de plantas. A compreensão das características bioquímicas e fisiológicas de M.
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subtilissimus tem grande importância para o desenvolvimento de novas aplicações industriais
e agrícolas, bem como para a compreensão da diversidade ecológica da ordem Mucorales.

Nascimento et al. (2016) destacam que M. subtilissimus UCP 1262 foi capaz de
produzir proteases fibrinolíticas eficientes comparadas a outras no mercado, apresentando
características similares a quimotripsina, tendo temperatura ótima de atividade enzimática a
37°C. Esta protease fibrinolítica foi capaz de manter sua atividade após imobilização em
nanopartículas magnéticas (MNPs/FP) indicando que pode ser usada como uma estratégia
alternativa para aplicação como liberação direcionada no tratamento de doenças
cardiovasculares (da Silva et al., 2022).

Mucor subtilissimus UCP 1262 também apresentou capacidade de produzir protease
colagenolítica (Souza et al., 2022), tanto sob condições de fermentação submersa utilizando
meio de cultura MS-2 composto por soja, quanto fermentação em estado sólido utilizando
farelo de soja como substrato, alcançando até 362,66 U/mL. Esses resultados demonstram a
diversidade de aplicações que podem ser alcançadas pela exploração deste microrganismo e
garantem sua contínua utilização em pesquisas e processos industriais.

3.5 Caracterização Físico-Química de Proteases Fibrinolíticas
O estudo de proteases fibrinolíticas para possíveis aplicações farmacêuticas e

biomédicas deve ser conduzido de acordo com os critérios e normas estabelecidas pela
ANVISA. É essencial obter dados detalhados sobre a identificação dos compostos,
especialmente do princípio ativo, a fim de compreender sua estrutura, atividade e
mecanismo de ação. Além disso, é crucial avaliar a qualidade do princípio ativo, incluindo
sua pureza, atividade, estabilidade e especificidade (Liu et al. 2022). No desenvolvimento
terapêutico, é necessário verificar a eficiência e segurança do princípio ativo antes de sua
utilização em ensaios clínicos. Por fim, a otimização do processo de produção deve incluir
a identificação das condições ideais de produção e a maximização do rendimento do
bioativo (Alhazmi e Albrattiy, 2023).

As proteases fibrinolíticas possuem grande potencial como biofármacos, mas a
produção e comercialização desses medicamentos dependem fortemente de sua
caracterização detalhada. Esse processo identifica os fatores que determinam a viabilidade
do uso do medicamento, bem como as condições específicas para sua manutenção e
manejo. É fundamental compreender a estrutura, atividade, qualidade e segurança das
proteases fibrinolíticas para desenvolver novos tratamentos. Para isso, a ANVISA, através
do compêndio oficial, Farmacopeia Brasileira, estabelece os testes específicos que devem
ser realizados em ingredientes farmacêuticos ativos (IFAs) e produtos acabados para
garantir a obtenção de parâmetros de qualidade mínimos (Brasil, 2010). Além disso, outros
testes de caracterização não oficiais também podem ser realizados para obter informações
físico-químicas relevantes no desenvolvimento de produtos farmacêuticos.

Diversas atividades de caracterização físico-química são realizadas para
caracterizar um biofármaco composto por protease com ação fibrinolítica. A determinação
da atividade enzimática, por exemplo, mede a capacidade da protease de degradar fibrina,
avaliando, consequentemente, sua eficiência na dissolução de coágulos (Sharma et al.
2021). Análises químicas são essenciais para compreender as propriedades e
comportamentos da protease sob diferentes condições. Técnicas amplamente utilizadas
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incluem a determinação do pH e da temperatura ótimos, que identificam as condições em
que a protease apresenta maior atividade. A influência de íons metálicos também é um
aspecto crucial, onde a atividade enzimática é testada na presença de diversos íons, como
Ca²⁺, Mg²⁺, Zn²⁺ e Cu²⁺, para identificar quais íons podem ativar ou inibir a protease (Singh
et al. 2021). A influência de inibidores de proteases é investigada para determinar
substâncias que podem regular ou inibir a atividade enzimática. Além disso, a
determinação das constantes cinéticas (Km e Vmax) é realizada para avaliar a eficiência
catalítica da protease. Adicionalmente, a estabilidade da protease em diferentes condições
de pH, temperatura e concentrações de íons é estudada ao longo do tempo, garantindo que
a protease mantenha sua funcionalidade em diversas condições ambientais (Pham et al.,
2024). Essas caracterizações abrangentes fornecem uma visão detalhada das propriedades
bioquímicas das proteases fibrinolíticas, assegurando seu uso seguro e eficaz como
biofármacos.

Os aspectos físicos da protease são analisados a partir de técnicas como
espectrometria de massa, utilizada para determinar a massa molecular e sua estrutura
primária. Já a espectroscopia de infravermelho permite a avaliação das ligações químicas e
da conformação tridimensional da protease, ajudando a identificar grupos funcionais
presentes na molécula e a avaliar sua estrutura secundária (Sun et al., 2023). A análise
térmica, como a calorimetria diferencial de varredura (DSC), é empregada para determinar
a estabilidade térmica da protease, medindo a quantidade de calor necessária para
desestabilizar sua estrutura (Di Matter et al., 2023). Isso fornece informações valiosas
sobre a temperatura de desnaturação e a estabilidade da enzima em diferentes condições
térmicas. A difração de raios X é usada para obter detalhes sobre a estrutura tridimensional
da protease em nível atômico, fornecendo informações precisas sobre a organização
espacial dos átomos na molécula (Xin Xiong et al., 2018). Complementando essa análise, a
microscopia eletrônica de transmissão (MET) e a microscopia de força atômica (MFA)
permitem a visualização da morfologia e da topografia da protease em alta resolução,
proporcionando imagens detalhadas da superfície da enzima e suas interações com outras
biomoléculas (Abdul-Rahim et al., 20222). Todas essas técnicas, quando combinadas,
fornecem uma compreensão abrangente das propriedades estruturais e funcionais das
proteases fibrinolíticas, sendo crucial para assegurar a qualidade, pureza e eficácia dessas
enzimas como biofármacos, permitindo seu uso seguro e eficiente em aplicações
terapêuticas (Alhazmi e Albrattiy, 2023).

3.5.1 Espectroscopia de Fluorescência

A Espectroscopia de fluorescência de estado estacionário é uma técnica amplamente
utilizada na caracterização de proteases, sendo utilizada para investigar a estrutura e a
dinâmica dessas moléculas, incluindo a conformação da proteína, a interação com
substratos e inibidores, a cinética enzimática e as mudanças conformacionais induzidas por
fatores ambientais, sendo então de extrema importância para a caracterização de possíveis
biofármacos (Shanker e Bane, 2008; Sultangaziyev e Bukasov, 2020).

Esta técnica é baseada na medida da emissão de fluorescência de um substrato após a
excitação com luz ultravioleta (UV) ou visível. Por exemplo, caso a proteína tenha
resíduos de triptofano e tirosina, que são cromóforos naturais (parte da molécula que
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absorve luz em uma determinada faixa de comprimento de onda e normalmente representa
a da substância) altamente fluorescentes, serão facilmente identificados (Kumai, Tamar e
Mishra, 2017). A fluorescência emitida pela amostra é medida em um comprimento de
onda determinado, uma vez que o cromóforo absorve energia na forma de luz na região de
comprimento de onda de excitação, e em seguida, emite essa energia na forma de luz
fluorescente em um comprimento de onda mais longo. Essa fluorescência é sensível às
mudanças na estrutura e no microambiente da proteína, o que permite investigar as
mudanças conformacionais induzidas por fatores como temperatura, pH, pressão e
radiação. Além da interação de determinada enzima com com substratos e inibidores caso
ocorra mudança na estrutura ou na microambiente da proteína e da cinética enzimática
(Kumai, Tamar e Mishra, 2017; Sultangaziyev e Bukasov, 2020). Pesquisas como a de
Qian et al. (2020) demonstraram que as medições dos espectros de fluorescência revelaram
alterações significativas na estrutura terciária da protease fibrinolítica de Euphausia
superba (EFP) após a modificação do resíduo de serina, indicando a flexibilidade da
enzima e o principal envolvimento do resíduo catalítico, dados como esses são importantes
ao coniderar a aplicação enzimática.

3.5.2. Dicroísmo Circular
A estrutura das proteases fibrinolíticas pode afetar sua atividade e estabilidade,

logo é preciso entender suas características estruturais antes de sua aplicação industrial.
Uma das técnicas comumente utilizadas para caracterização estrutural de enzimas e/ou
biofármacos é o dicroísmo circular, uma técnica espectroscópica que mede a diferença na
absorção de radiação circularmente polarizada pelos componentes opticamente ativos,
como proteínas e assim fornece informações como a quantidade de hélices alfa, folhas
beta e estruturas desordenadas presentes na proteína (Kwit et al., 2012). É uma técnica
amplamente utilizada em estudos de bioquímica e biologia molecular, fornecendo
informações valiosas sobre a estrutura e função de proteínas e ácidos nucleicos, além de
ser uma ferramenta importante no desenvolvimento de novos medicamentos (Souza et al.,
2021).

Além disso, o dicroísmo circular pode ser usado para monitorar a estabilidade da
molécula em diferentes condições, como mudanças de pH, temperatura ou presença de
agentes desnaturantes. Uma mudança na estrutura secundária de uma proteína, por
exemplo, em resposta a essas condições pode indicar uma alteração na estabilidade e,
consequentemente, na atividade fibrinolítica da enzima (Woody, 1968). A técnica se baseia
no fato de que as moléculas quirais, ou seja, que possuem uma assimetria em sua estrutura,
ou seja não podendo ter sua imagem especular superposta, interagem de maneira
diferencial com a luz polarizada, resultando em uma diferença de absorção da luz
polarizada em relação à não polarizada. Sistemas que apresentam capacidade rotacional
nula não aparecem no dicroísmo circular. A comparação entre uma molécula quiral e sua
imagem especular revela que ambas apresentam as mesmas propriedades físicas escalares,
tais como a massa molecular, entalpia de formação e densidade, sendo sua diferenciação
possível apenas por meio da interação com luz circularmente polarizada (Nelson; Cox,
2004; Wallace; Janes, 2009; Fasman, 1996). A técnica é altamente sensível e pode
detectar alterações na estrutura de uma molécula, como mudanças em sua conformação,
interação com outras moléculas ou efeitos de mutação (Woody, 1996).
A quiralidade é uma característica fundamental encontrada em diversas moléculas
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biológicas (Kwit et al., 2012). Entre elas, as proteínas se destacam pela extensa utilização
da técnica de dicroísmo circular para investigar sua estrutura quiral (Kelly et al., 2005).

3.5.3. Espectroscopia Infravermelha por Transformada de Fourier
A Espectroscopia Infravermelha por Transformada de Fourier (FTIR) desempenha

um papel crucial na caracterização de proteases, proporcionando informações detalhadas
sobre suas estruturas moleculares e propriedades funcionais. Esta técnica analítica permite
a análise das interações moleculares das proteases através da absorção de radiação
infravermelha por ligações químicas específicas presentes na molécula. Na prática, a FTIR
utiliza um feixe de radiação infravermelha que é absorvido pela amostra em diferentes
frequências, correspondentes às vibrações das ligações químicas presentes na protease. As
características espectrais obtidas permitem identificar grupos funcionais, como carbonilas,
aminas, e hidroxilas, presentes na estrutura da protease. Essa análise é fundamental para
determinar a composição química da enzima e para elucidar sua estrutura secundária e
terciária. Além da composição química, a FTIR pode ser utilizada para estudar mudanças
conformacionais na protease induzidas por variações de pH, temperatura, e concentrações
de solução. Essas informações são cruciais para compreender como diferentes condições
ambientais afetam a estrutura e a atividade catalítica da enzima. Por exemplo, variações na
intensidade e na posição dos picos espectrais podem indicar alterações na estrutura
química da protease, fornecendo insights valiosos sobre sua estabilidade e funcionalidade
em condições específicas.

A aplicação dessa técnica permite não apenas a identificação precisa de grupos
funcionais e estruturas moleculares, mas também a avaliação das respostas da protease a
diferentes condições experimentais, contribuindo significativamente para o avanço no
desenvolvimento de biofármacos e terapias enzimáticas. Essa técnica vem mostrando
grande potencial no monitoramento de reações proteolíticas e processos de hidrólise
enzimática em proteínas e peptídeos (Kristoffersen et al., 2020).

3.6 Radiação Ionizante como Agente Modulador de Proteases

A radiação gama é um tipo de radiação ionizante que consiste em ondas
eletromagnéticas de alta energia e frequência, produzidas pelo núcleo de átomos instáveis,
sendo capaz de penetrar na matéria com alta energia e ionizar átomos e moléculas
presentes, ou seja, remover um ou mais elétrons dos átomos ou moléculas, criando íons
eletricamente carregados (Antebi et al., 2016; Sedaghat et al., 2022).

Na medicina, a radiação gama é utilizada principalmente para esterilizar materiais
médicos e farmacêuticos devido à sua eficácia na eliminação de microrganismos
patogênicos, sem comprometer as propriedades dos materiais. Esta técnica também é
fundamental na produção de radioisótopos usados em diagnósticos por imagem e terapias
de tratamento de doenças como o câncer. Além disso, a irradiação gama é utilizada na
indústria farmacêutica para esterilizar ingredientes farmacêuticos ativos, garantindo a
esterilidade ao quebrar as ligações químicas nos micróbios e inibir a divisão celular,
aumentando a segurança do produto (Zahid et al., 2022), esse método é preferido para
esterilização terminal pelas autoridades reguladoras, especialmente para produtos
farmacêuticos termolábeis, pois esteriliza os produtos em seus recipientes finais (Jacobs et
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al., 2022).

No campo da pesquisa científica, a radiação gama é empregada na modificação de
proteínas e outros compostos para fins terapêuticos. A exposição a doses controladas de
radiação pode induzir mudanças significativas na estrutura e nas propriedades das
proteínas. Por exemplo, pode ocorrer a quebra das ligações peptídicas ou modificações
químicas como a oxidação de aminoácidos, influenciando diretamente na atividade e
especificidade das enzimas (Montero-Lomeli e Rumjanek, 2013). Estudos como o de
Kumari et al. (2020) destacam que a irradiação de sementes de soja com até 5 KGy pode
resultar em alterações físico-químicas que aumentam o potencial antioxidante das
proteínas, além de melhorar a solubilidade e reduzir a turbidez.

Essas modificações não apenas podem desnaturar ou neutralizar a protease, mas
também têm o potencial de induzir mutações que aumentam sua atividade enzimática ou
melhoram a estabilidade tridimensional da estrutura proteica. A proteína modificada pode
se tornar mais resistente a condições extremas como pH extremo, temperatura elevada e
agentes desnaturantes, ampliando suas aplicações práticas (Avhad e Rathod, 2014; Härdig,
Persson e Olsson, 2006). No entanto, é crucial realizar testes rigorosos após a irradiação
para avaliar a atividade enzimática, estabilidade e especificidade da protease modificada.
Estes testes podem incluir análises espectrométricas, determinações de atividade
enzimática, estudos de estabilidade térmica e de pH, entre outros métodos analíticos (Costa
et al., 2017). O uso da radiação ionizante como ferramenta para a modificação de proteases
para aplicações específicas requer precisão e cautela para garantir que os efeitos sejam
benéficos e não prejudiciais (Jian et al., 2010).

3.7 Desenvolvimento de Biofármacos: Desafios e Oportunidades na Indústria
Farmacêutica

O desenvolvimento de biofármacos representa uma área dinâmica e promissora na
indústria farmacêutica contemporânea, impulsionada pela crescente demanda por terapias
mais eficazes e personalizadas. Esses medicamentos, derivados de fontes biológicas,
oferecem vantagens significativas em termos de especificidade, eficácia e segurança em
comparação com os fármacos tradicionais.

A identificação e o desenvolvimento de agentes terapêuticos para combater
distúrbios humanos têm sido o foco principal da pesquisa há décadas (Nash, 2017).
Avanços recentes em biotecnologia ampliaram o potencial de enzimas como biofármacos
devido a vantagens como alta especificidade, afinidade de substrato, catálise eficiente com
toxicidade reduzida e efeitos colaterais mínimos. A catálise enzimática permite a
conversão de múltiplos alvos, incluindo pró-fármacos, simultaneamente nos produtos
desejados, permitindo a administração de quantidades menores de terapêuticos (Yari et al.,
2017). Medicamentos biológicos são facilmente produzidos a partir de seres vivos e podem
incluir hormônios como a insulina e a eritropoietina, hemoderivados, fatores de coagulação
e anticoagulantes recombinantes, fatores de crescimento hematopoiético, enzimas,
citocinas como são o interferon e as interleucinas, medicamentos imunológicos variados
como soros e vacinas recombinantes, anticorpos monoclonais, proteínas recombinantes e
terapêuticas de base celular (Sekhon, 2010).

Atualmente, os medicamentos biológicos se destacam como uma classe relevante
na indústria farmacêutica, sendo uma das maiores fontes de inovação. Com o vencimento
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das patentes desses medicamentos, surgem oportunidades importantes para aquisição de
novas competências e incorporação de biotecnologias no desenvolvimento de produtos
farmacêuticos. Dessa forma, busca-se por alternativas mais econômicas e eficientes aos
medicamentos biológicos existentes na indústria (Privato, Martinez e Schmidt, 2020).

Em geral, a legislação sobre a produção e composição de biofármacos visa garantir
que esses medicamentos sejam seguros, eficazes e produzidos de acordo com padrões
elevados de qualidade. As normas internacionais para a produção e controle de qualidade
de medicamentos biológicos são estabelecidas pelo Conselho Internacional para
Harmonização de Diretrizes para Medicamentos (ICH), que é uma organização global
formada por reguladores e indústrias farmacêuticas. No Brasil, a Agência Nacional de
Vigilância Sanitária é responsável pela supervisão da produção e regulamentação de
medicamentos biológicos, incluindo proteases fibrinolíticas, regulamentando e
monitorando a produção e comercialização desses insumos. A ANVISA, também
normatiza a produção e fornece controle de qualidade pela Farmacopeia Brasileira, nas
Resoluções da Diretoria Colegiada (RDC) nº 55, de 16 de dezembro de 2010 e a nº 665, de
30 de março de 2022. Essas normas têm como objetivo estabelecer e avaliar parâmetros de
produção, manutenção e comercialização dos biofármacos.

Algumas das normas para o desenvolvimento e comercialização de um biofármaco
incluem a caracterização físico-química, que envolve a análise de características como
atividade enzimática, pureza, espectrometria, análise termográfica, determinação de
tamanho de partícula e concentração. Além disso, é importante avaliar a estabilidade do
produto, considerando as condições de armazenamento recomendadas, incluindo
temperatura e umidade, e como esses fatores influenciam na data de validade do produto.
É também fundamental realizar o controle de qualidade, incluindo ensaios microbiológicos
e de esterilidade, além da rotulagem, que deve fornecer informações claras sobre a
composição, modo de uso, armazenamento e data de validade do medicamento (Gad,
2008; Cavalcanti, 2020).

A produção de biofármacos tem sido uma área de grande interesse e investimento
nos últimos anos, devido à sua capacidade de oferecer tratamentos mais eficazes e
personalizados para diversas doenças, como a trombose. Neste contexto, podemos
encontrar no estado da técnica uma ampla variedade de pesquisas relacionadas ao tema,
fornecendo diversos pontos de vista, além de documentos de proteção da propriedade
intelectual. No contexto da produção de biofármacos, as patentes são particularmente
relevantes, uma vez que esses produtos podem representar investimentos significativos em
pesquisa e desenvolvimento.

Evidenciando a colocação acima, a patente EP4056590A1 depositado pelo
Escritório Europeu de Patentes e pelo Organização Mundial da Propriedade Intelectual,
propôs uma formulação farmacêutica composta por anticorpos monoclonais (mAb)
anti-IL-5 e tampão (pH 6.8 a 7.2) para o tratamento de doenças mediadas pela interleucina
5 (IL-5) como a asma. Já US20180125966A1 (Tecnologias de estabilização universal
Inc.depositado no escritório estadunidense de patentes) relata processo de formulação de
composições farmacêuticas compostas por microrganismos, proteínas e antígenos,
separadamente ou combinados entre si inativados, mas terapêticamente ativos. Seguindo
uma outra linha, a patente US10272033B2 (Tecnologias de estabilização universal
Inc.depositado no escritório estadunidense de patentes) se refere a meios de administração
de biofármacos termoestáveis (preferencialmente vacinas) sem o uso de seringas,
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utilizando a metodologia de imobilização do biofármaco em filme polimérico composto
por carboidratos em diversas camadas com funções diferentes de aportar o biofármaco,
protegê-lo e permitir a aplicação no paciente.

Processos que envolvem a distribuição e estabilidade de biomoléculas compõem
grande parte dos pedidos de proteção de propriedade intelectual, como US20050118718A1
(Universidade de Utah depositado no escritório estadunidense de patentes), que utiliza un
copolímero (Polietilenoglicol-Poli-L-histidina) biocompatível associado a uma
biomolécula como peptídeos, ácido nucleico, enzima, hormônio, vacina ou uma mistura
desses, estabilizando a molécula por ionização e facilitando sua distribuição. Também é
muito presente a proteção a processos que utilizam plantas e microrganismos para a
obtenção de ativos fármacos, como BR1020150291906A2 (Universidade Federal de
Pernambuco pelo Instituto Nacional de Propriedade Industrial) que aborda o uso do extrato
aquoso e fração polissacarídica de Thuja occidentalis como agentes antiinflamatórios, ou
Pl94076600A que informa o uso de extrato de Aspergillus niger 1.2 AN39. para uso
profilático e terapêutico para prevenção e tratamento de tumores induzidos por
papilomavirus em mamíferos.

Além disso, pode-se encontrar patentes voltadas a preocupações emergentes como
o tratamento de trombose como BR1120220196660A2 (Aplagon Oy pelo Instituto
Nacional de Propriedade Industrial) que determina o processo de produção e uso de uma
molécula antitrombótica, tendo tanto atividade antiplaquetária quanto anticoagulante
formada por heparina não fracionada e albumina de soro humano. Porém, é importante
ressaltar que o uso indevido de patentes pode limitar o acesso a medicamentos essenciais e
encarecer o custo dos tratamentos. Nesse sentido, a discussão sobre as patentes de
biofármacos deve ser realizada com cautela e considerando o interesse público e a garantia
do acesso à saúde.
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FACKLER, O. T.; GARCÍA, J. V. Molecular determinants of HIV pathogenesis. PLoS pathogens,
v. 4, n. 6, p. e1000104, 2008.

FAROUK, A. et al. Effects of gamma irradiation on various radiation-resistant proteases.
Radiation Physics and Chemistry, v. 91, p. 140-147, 2013.

FERREIRA, P. L. et al. Potential application of enzyme-loaded nanoparticles for targeted
treatment of vascular diseases. Frontiers in Bioengineering and Biotechnology, v. 9, p. 670847,
2021.

FERREIRA, A. N. et al. Fibrinogenolytic and fibrinolytic activity of fungal proteases: The role of
Mucor subtilissimus. Enzyme and Microbial Technology, v. 142, p. 109685, 2020.

FONSECA, J. G. A. et al. Advances in mycoprotein production from filamentous fungi.
Mycosphere, v. 12, n. 1, p. 669-681, 2021.

FONG, J. N. Y. et al. Aggregation of an IgG2 antibody at a ph change: roles of colloidal stability
and conformational stability. Pharmaceutical Research, v. 24, n. 4, p. 700-707, 2007.

FUJITA, M. et al. Purification and characterization of a strong fibrinolytic enzyme (nattokinase)
produced by Bacillus subtilis natto from a vegetable protein. Enzyme and microbial technology, v.
30, n. 2, p. 393-399, 2002.

GARZA, A.; TORRES, V. Recent advances in the study of staphylokinase-a multifunctional
plasminogen activator from Staphylococcus aureus. Microorganisms, v. 8, n. 1, p. 74, 2020.

GEWITTER, G. B. et al. Pharmacological activity of chitosan with different deacetylation
degrees: A review. International Journal of Biological Macromolecules, v. 184, p. 456-471, 2021.

GIM, G.; KIM, W. Genome mining reveals the novel fibrinolytic enzyme producing potential of a
soil-derived Streptomyces griseorubiginosus strain. Scientific Reports, v. 11, n. 1, p. 1-9, 2021.

GONG, X. et al. Purification and characterization of a fibrinolytic enzyme from Bacillus natto
B12. Journal of agricultural and food chemistry, v. 53, n. 20, p. 7733-7736, 2005.

GONZALEZ-MUNOZ, P. F. et al. Fibrinolytic enzyme from Bacillus sp. G1 isolated from a
marine sponge Haliclona simulans. World Journal of Microbiology and Biotechnology, v. 35, n. 6,
p. 1-13, 2019.

GREENBERGER, J. S. et al. Amelioration of radiation-induced life threatening side effects in a
murine model of hematopoietic-acute radiation syndrome. In: Medical Countermeasures Against
Radiological and Nuclear Threats. Springer, Cham, 2019. p. 49-74.



38
GRIMSRUD, P. A. et al. A two‐pronged approach of ECM hydrogel and therapeutic monoclonal
antibodies to treat myocardial infarction. Journal of Biomedical Materials Research Part A, v. 111,
n. 1, p. 93-107, 2023.

GUO, R. et al. Cloning, expression, and characterization of a novel fibrinolytic enzyme from
Bacillus pumilus BS15. Molecular biology reports, v. 40, n. 5, p. 3821-3828, 2013.

GUPTA, S. K.; SINGH, P. K.; AGARWAL, R. P. Fibrinolytic enzymes of microbial origin:
therapeutic potential and biotechnological applications. Frontiers in Microbiology, v. 13, p.
852005, 2022.

HAMAD, B. et al. Immobilization of α-amylase on nanofibers using gamma irradiation for
biocatalytic applications. International Journal of Biological Macromolecules, v. 196, p. 161-168,
2022.

HAN, J. et al. Construction of an efficient expression system for a novel fibrinolytic enzyme gene
from Bacillus subtilis LD-8547. Biotechnology Letters, v. 36, n. 5, p. 939-946, 2014.

HAN, Y. S.; ZHANG, Y. Fibrinolytic enzymes and their potential role in biotechnological and
medicinal applications. Advances in Applied Microbiology, v. 113, p. 187-217, 2020.

HERNÁNDEZ-RIVERA, M. L. et al. Gamma irradiation effects on the structural, mechanical,
and biological properties of hydrogel scaffolds for tissue engineering. Applied Sciences, v. 11, n.
9, p. 4094, 2021.

HOPKINS, T. E.; LEE, K. H.; TURNER, M. S. Thrombosis: balancing clotting and bleeding in
everyday clinical practice. Australian Prescriber, v. 44, n. 1, p. 2-6, 2021.

HOSNY, N. A. et al. A new approach for the lipase purification by partitioning in aqueous
two-phase systems using thermo-separating polymer. Separation and Purification Technology, v.
66, n. 3, p. 530-536, 2009.

HSIEH, W. C.; KO, C. Y. Study of gamma irradiation on collagen and its impact on the enzymatic
properties of a fibrinolytic enzyme. Radiation Physics and Chemistry, 187, 109557, 2021.

HUANG, L.; ZHAO, W.; HUANG, W.i; CAO, J.; ZHOU, S. Purification and characterization of a
novel serine protease from Bacillus velezensis SW1 with fibrinolytic and keratinolytic activities.
Process Biochemistry, v. 110, p. 217-225, 2021.

HUMBER, J.; GRADY, D.. Fibrinolytic therapy for acute stroke: review and current concepts.
The Journal of Emergency Medicine, v. 59, n. 4, p. 593-602, 2020.

ISLAM, M. et al. Bioprospecting microbial enzymes for sustainable waste management:
Challenges and opportunities. Frontiers in Microbiology, v. 14, p. 1106767, 2023.

JACOBS, G. P. Irradiation of pharmaceuticals: A literature review. Radiation Physics and
Chemistry, v. 190, p. 109795, 2022.



39
KANG, S. C. et al. Purification and characterization of a new fibrinolytic enzyme from Bacillus
subtilis BK-17. World Journal of Microbiology and Biotechnology, v. 20, n. 5, p. 493-500, 2004.

KAPLAN, A. et al. Fibrinolytic enzyme derived from Bacillus subtilis: A potential therapeutic
approach for thrombosis. Journal of Thrombosis and Thrombolysis, v. 54, n. 1, p. 174-184, 2022.

KAUFMAN, J.; VIGANO, S.; WILLIAMS, G. Innovations in fibrinolytic therapy for
thromboembolic disorders: insights and advancements. Journal of Thrombosis and Haemostasis, v.
19, n. 8, p. 1975-1988, 2021.

KHAN, A. et al. Fibrinolytic and thrombolytic potential of a newly isolated Bacillus cereus strain.
International Journal of Biological Macromolecules, v. 108, p. 1086-1095, 2018.

KIM, W. H. et al. Characterization of a novel fibrinolytic enzyme from Cordyceps militaris.
Journal of Microbiology, v. 44, n. 1, p. 29-34, 2006.

KIM, J. et al. Purification and characterization of a novel fibrinolytic enzyme from Bacillus
subtilis K42 isolated from fermented soybean. Food Science and Biotechnology, v. 14, n. 2, p.
273-278, 2005.

KIM, Y. C. et al. Screening and characterization of fibrinolytic enzyme from Streptomyces griseus
isolated from Korean soy sauce. Journal of Microbiology and Biotechnology, v. 7, n. 5, p.
337-343, 1997.

KIM, W. et al. Fibrinolytic activity of microbial enzymes: characteristics and potential
applications. Applied Microbiology and Biotechnology, v. 87, n. 1, p. 243-251, 2010.

KO, D. W.; KIM, W. J. A novel fibrinolytic enzyme from a newly isolated strain of Bacillus
subtilis K42. Journal of Industrial Microbiology & Biotechnology, v. 34, n. 4, p. 287-292, 2007.

KOPKE, L. S. et al. Lectins: A novel perspective on the anti-cancer properties of natural
compounds. Frontiers in Pharmacology, v. 10, p. 51, 2019.

KRISTOFFERSEN, K. A. et al. Fourier-transform infrared spectroscopy for monitoring
proteolytic reactions using dry-films treated with trifluoroacetic acid. Scientific reports, v. 10, n. 1,
p. 7844, 2020.

KUO, C. et al. Purification and characterization of a fibrinolytic enzyme from Bacillus subtilis
WR 2004. Journal of Agricultural and Food Chemistry, v. 63, n. 8, p. 1932-1938, 2015.

LANG, I. M. Thrombosis–besieged but poorly understood. Frontiers in Cardiovascular Medicine,
v. 1, p. 4, 2014.

LEE, S. et al. Purification and characterization of a novel fibrinolytic enzyme from the fruiting
bodies of an edible mushroom, Agrocybe chaxingu. Bioscience, Biotechnology, and Biochemistry,
v. 70, n. 8, p. 1869-1875, 2006.

LI, T.; YUAN, D.; YUAN, J. Antithrombotic drugs—pharmacology and perspectives. Coronary



40
artery disease: Therapeutics and drug discovery, p. 101-131, 2020.

LI, Y. et al. Identification and characterization of a novel fibrinolytic enzyme from Bacillus
amyloliquefaciens DC-4 screened from Daqu. Journal of Agricultural and Food Chemistry, v. 58,
n. 10, p. 5804-5810, 2010.

LI, Y. et al. Purification and characterization of a novel fibrinolytic enzyme from Bacillus sp. CK
11-4 screened from cheonggukjang. Journal of Industrial Microbiology and Biotechnology, v. 38,
n. 4, p. 541-546, 2011.

LIN, J. et al. Characterization and optimization of a novel fibrinolytic enzyme from Bacillus
subtilis: a potential thrombolytic agent. Journal of Basic Microbiology, v. 57, n. 8, p. 721-728,
2017.

LIU, H. et al. A novel fibrinolytic protein From Pheretima vulgaris: purification, identification,
antithrombotic evaluation, and mechanisms investigation. Frontiers in Molecular Biosciences, v.
8, p. 772419, 2022.

LIU, L. et al. Purification and characterization of a novel fibrinolytic enzyme from Bacillus
subtilis. Journal of Microbiology and Biotechnology, v. 15, n. 1, p. 38-43, 2005.

LU, J. et al. High level expression of a novel fibrinolytic enzyme from Bacillus amyloliquefaciens
in Escherichia coli. BMC Biotechnology, v. 13, n. 1, p. 1-8, 2013.

MACKMAN, N. et al. Therapeutic strategies for thrombosis: new targets and approaches. Nature
reviews Drug discovery, v. 19, n. 5, p. 333-352, 2020.

MAO, S. et al. Purification and characterization of a novel fibrinolytic enzyme from Bacillus sp.
H-67 isolated from fermented shrimp paste. Journal of Agricultural and Food Chemistry, v. 53, n.
20, p. 7666-7672, 2005.

MARQUES, D. C. et al. Evaluation of proteases production by filamentous fungi from Brazilian
cerrado soil. International Journal of Microbiology, v. 2019, p. 10, 2019.

MATTHIAS, U et al. Design, synthesis and evaluation of novel peptide-based fibrinolytic
inhibitors. Bioorganic & Medicinal Chemistry, v. 25, n. 6, p. 1837-1848, 2017.

MAZUMDER, M. et al. Fibrinolytic enzyme production by Bacillus sp. under submerged and
solid-state fermentation using agro-wastes. Biocatalysis and Agricultural Biotechnology, v. 18, p.
101066, 2019.

MEHMOOD, S. et al. Fibrinolytic enzyme production and optimization using statistical methods
from Bacillus cereus MSK-01. Biocatalysis and Agricultural Biotechnology, v. 29, p. 101775,
2020.

MISHRA, B. P. et al. Fibrinolytic enzyme from Bacillus cereus B80F6: Screening, purification,
biochemical characterization and evaluation of thrombolytic potential in vitro. Biocatalysis and
Agricultural Biotechnology, v. 26, p. 101646, 2020.



41

MORSY, F. M.; KAMEL, R. S.; ABDELGHANY, T. M. Biochemical characterization of
fibrinolytic enzymes from Streptomyces rochei isolated from Egyptian soil. Archives of
Microbiology, v. 204, n. 6, p. 1-13, 2022.

MULIA, K.; NURHARDEVI, E. Y. Production and characterization of fibrinolytic enzymes from
Streptomyces sp. isolated from traditional fermented soybean in Indonesia. Journal of Applied
Microbiology, v. 131, n. 3, p. 1465-1476, 2021.

MURAKAMI, M. et al. A novel fibrinolytic enzyme (katsuwokinase) from skipjack “Shiokara”.
Comparative Biochemistry and Physiology Part B: Biochemistry and Molecular Biology, v. 138,
n. 1, p. 81-88, 2004.

NAM, H. et al. A novel fibrinolytic enzyme from Bacillus subtilis and its application for oral
administration. Protein Expression and Purification, v. 66, n. 1, p. 16-22, 2009.

NAWAZ, A. et al. Biosynthesis of fibrinolytic agent urokinase by Enterococcus gallinarum
isolated from sardine. Revista Mexicana de Ingeniería Química, v. 19, n. Sup. 1, p. 213-225, 2020.

NAWAZ, H. et al. Purification and characterization of a novel fibrinolytic enzyme from
Streptomyces radiopugnans. Biocatalysis and Agricultural Biotechnology, v. 35, p. 102108, 2021.

NISHIYAMA, K. et al. Purification and characterization of a novel fibrinolytic enzyme from
Bacillus subtilis I-2, and its application in thrombolytic therapy. Thrombosis Research, v. 136, n.
5, p. 961-968, 2015.

OHTSUKA, M. et al. Purification and characterization of a new fibrinolytic enzyme from
Cordyceps militaris. Journal of Bioscience and Bioengineering, v. 113, n. 6, p. 718-720, 2012.

OKAJIMA, T. et al. Properties of a novel fibrinolytic enzyme isolated from a Korean fermented
food. Journal of Microbiology and Biotechnology, v. 19, n. 11, p. 1291-1297, 2009.

OSMOLOVSKIY, A. A. et al. Secretion of proteinases with fibrinolytic activity by micromycetes
of the genus Aspergillus. Moscow University Biological Sciences Bulletin, v. 73, p. 39-42, 2018.

PATIL, S. V. et al. Proteolytic and fibrinolytic activity of Aspergillus flavus, isolated from native
soil of karnataka. Journal of Pure and Applied Microbiology, v. 7, n. 3, p. 2003-2007, 2013.

PENEDO, L. et al. Effects of radiation on thrombolytic and fibrinolytic enzymes: a review.
Radiation Physics and Chemistry, v. 198, p. 110760, 2022.

PHAM, T. V. et al. Purification and Characterization of a Small Thermostable Protease from sp.
CNXK100. Polish Journal of Microbiology. 2024.

QI, H.; HU, M.; ZHU, H. A fibrinolytic enzyme from Fusarium sp. CPCC 400908. Preparative
Biochemistry and Biotechnology, v. 44, n. 3, p. 270-278, 2014.

QIAN, G. et al. Biochemical study of fibrinolytic protease from Euphausia superba possessing



42
multifunctional serine protease activity. Protein and Peptide Letters, v. 28, n. 6, p. 651-664, 2021.

RAJPUT, R. et al. Purification and characterization of a fibrinolytic enzyme from a soil bacterium
Bacillus subtilis. International Journal of Peptide Research and Therapeutics, v. 28, n. 1, p. 1-7,
2022.

RAMACHANDRAN, S.; RAJESHKANNAN, C.; CHELLAPPAN, D. S. Enzymatic hydrolysis of
fibrin clot by a fibrinolytic enzyme from Aspergillus clavatus. Archives of Microbiology, v. 193,
n. 3, p. 247-255, 2011.

RAMLI, I. N. et al. Production and characterization of a fibrinolytic enzyme from Bacillus cereus
IND6. Journal of Applied Biology & Biotechnology, v. 8, n. 1, p. 13-21, 2020.

REKHA, M. R. et al. Study on the fibrinolytic activity of protease produced by Bacillus sp.
International Journal of Peptide Research and Therapeutics, v. 27, n. 4, p. 2399-2410, 2021.

SAFFARI, P. et al. Cloning and expression of a fibrinolytic enzyme from Bacillus pumilus BS15
in Escherichia coli. Protein Expression and Purification, v. 95, p. 68-74, 2014.

SAMJI, N. et al. Successful Use of Thrombolysis in an Extremely Low Birth Weight, Premature
Infant With Aortic Thrombosis. Journal of Pediatric Hematology/Oncology, v. 44, n. 5, p.
e888-e891, 2022.

SANTOS, F. R. P. et al. Evaluation of anti-inflammatory and antithrombotic properties of
fibrinolytic proteases produced by fungal species. International Journal of Biological
Macromolecules, v. 177, p. 401-410, 2021.

SARKAR, R. et al. Purification and characterization of a novel fibrinolytic enzyme from a newly
isolated strain of Bacillus subtilis A26. International Journal of Biological Macromolecules, v.
105, p. 1175-1183, 2017.

SCHOPPER, M. et al. Enzyme therapy: a potential solution for the treatment of blood clots.
Journal of Thrombosis and Haemostasis, v. 18, n. 10, p. 2465-2476, 2020.

SHAH, S. A. et al. Fibrinolytic enzymes of microbial origin: their therapeutic potential and
biotechnological applications. Frontiers in Microbiology, v. 14, p. 1108574, 2023.

SHAIKH, M. I. et al. In vitro thrombolytic potential and fibrinolytic enzyme production from a
newly isolated Bacillus cereus MSK-01. BioMed Research International, v. 2020, p. 1-10, 2020.

SHEN, P. et al. A novel fibrinolytic enzyme from Bacillus subtilis H1180 isolated from Korean
fermented fish sauce. Journal of Industrial Microbiology and Biotechnology, v. 36, n. 1, p. 39-44,
2009.

SILVA, F. M. et al. Proteases from Aspergillus species: Biochemical characterization and potential
applications in industrial processes. Brazilian Journal of Microbiology, v. 52, n. 1, p. 1-14, 2021.

SINGH, P. K. et al. Fibrinolytic enzymes: Microbial sources and potential therapeutic



43
applications. BioMed Research International, v. 2016, p. 1-9, 2016.

SINGH, S. et al. Biochemical characterization of protease enzyme extracted from different plant
leaves and seeds: destaining efficiency of enzyme for stain removal. Indian Journal of Agricultural
Biochemistry, v. 35, n. 2, p. 175-181, 2022.

SINGH, V. et al. Purification and characterization of a novel fibrinolytic enzyme from Bacillus
cereus. International Journal of Biological Macromolecules, v. 110, p. 9-16, 2018.

SIVAKUMAR, P. K. et al. Purification and characterization of a novel fibrinolytic enzyme from a
newly isolated Bacillus cereus R1. Preparative Biochemistry and Biotechnology, v. 47, n. 6, p.
633-641, 2017.

SONG, S. et al. Impact of the COVID-19 pandemic on cardiovascular mortality and contrast
analysis within subgroups. Frontiers in Cardiovascular Medicine, v. 11, p. 1279890, 2024.
SUN, Binwen et al. The utility of proteases in proteomics, from sequence profiling to structure
and function analysis. Proteomics, v. 23, n. 6, p. 2200132, 2023.

SZYPUŁA, K. et al.Wpływ COVID-19 na układ sercowo-naczyniowy. Medycyna Sportowa, v.
40, n. 1, p. 215-221, 2024.

TANG, M. et al. Affinity Purification of a Fibrinolytic Enzyme from Sipunculus nudus (Video)|
JoVE. JoVE (Journal of Visualized Experiments), n. 196, p. e65631, 2023.

VERVOORT, D.; PEZZELLA, A. T. Global cardiac surgery and the global burden of disease.
Global Cardiac Surgery Capacity Development in Low and Middle Income Countries, p. 101-106,
2022.

WANG, L.; TAN, J. Detection and treatment of thrombotic diseases by activating platelet.
Highlights in Science, Engineering and Technology, v. 54, p. 287-293, 2023.

XIN XIONG, X. X. et al. Purification and characterization of fibrinolytic enzyme from a
bacterium isolated from soil. 2018.

ZAHID, H. M. et al. Gamma Irradiation to Sterilize Active Ingredients, Consumer Foodstuffs and
Beverages in Bangladesh. Scientific Review, v. 8, n. 1, p. 33-37, 2022.

ZHAO, L.



44
et al.



45
A novel bi-functional fibrinolytic enzyme with anticoagulant and thrombolytic activities from a
marine-derived fungus Aspergillus versicolor ZLH-1. Marine Drugs, v. 20, n. 6, p. 356, 2022.



46
4. RESULTADOS E DISCUSSÃO

4.1 Enzimas Fibrinolíticas Microbianas como Abordagem Promissora para
Distúrbios Tromboembólicos

Os resultados descritos neste capítulo foram publicados como capítulo no livro
“Biotecnologia microbiana e suas aplicações na saúde” pela Editora Rfb.

Título: Introdução À Biotecnologia Microbiana
Livro: Biotecnologia microbiana e suas aplicações na saúde
Editora Rfb
DOI: 10.46898/rfb.9786558895886.1
ISBN: 978-65-85712-37-8
Autores: Kethylen Barbara Barbosa Cardoso, Maria Clara do Nascimento, Celso Lucas Gomes da
Silva, Diva Maria Izabel de Oliveira Silva Melo, Kétura Rhammá Cavalcante Ferreira, Juanize
Matias da Silva Batista, Thiago Pajeú Nascimento, Ana Lúcia Figueiredo Porto.
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ENZIMAS FIBRINOLÍTICAS MICROBIANAS COMO ABORDAGEM PROMISSORA
PARA DISTÚRBIOS TROMBOEMBÓLICOS

Resumo
As doenças cardiovasculares são um sério problema de saúde global, causando inúmeros óbitos a
cada ano. A trombose é uma complicação grave dessas doenças, levando a acidentes vasculares
cerebrais (AVC) e infartos do miocárdio. Os tratamentos atuais, como anticoagulantes, são caros e
podem apresentar efeitos colaterais. Assim, as proteases fibrinolíticas de origem microbiana
surgem como uma promissora inovação terapêutica. O presente capítulo apresenta uma abordagem
atualizada obtida a partir de pesquisa conduzida em bases de dados científicas. As proteases
fibrinolíticas de origem microbiana têm sido identificadas como uma alternativa terapêutica
promissora para o tratamento da trombose. Elas têm mostrado alta eficácia na dissolução de
coágulos sanguíneos e menor risco de efeitos colaterais. Além disso, sua produção por
microrganismos permite a obtenção em larga escala e o uso de resíduos agroindustriais como
substrato, tornando o processo mais econômico e ambientalmente sustentável.
Palavras-chave: Doenças cardiovasculares; Trombose; Proteases fibrinolíticas; Microrganismos;
Tratamento terapêutico.
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4.2 Systematic analysis on the obtaining of fibrinolytic fungi enzymes

Os resultados descritos neste capítulo foram publicados no periódico “Research,
Society and Development”.

Fator de Impacto: 1.78 (2020-21, CiteFactor).
Qualis CAPES: C.
DOI: http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v11i2.25449
Autores: Kethylen Barbara Barbosa Cardoso, Maria Clara Nascimento, Anna Carolina

Batista, Vagne de Melo Oliveira, Thiago Pajeú Nascimento, Juanize Matias da Silva Batista,
Romero Marcos Pedrosa Brandão Costa, Lorenzo Pastrana, Ana Lúcia Figueiredo Porto.

SYSTEMATIC ANALYSIS ON THE OBTAINING OF FIBRINOLYTIC FUNGI
ENZYMES

Resumo
Proteases fibrinolíticas destacam-se por atuarem diretamente no coágulo de fibrina e
conseguir manter o fluxo sanguíneo. Fungos despontam na literatura como fontes viáveis na
obtenção dessa enzima. Desta forma, o propósito desta revisão sistemática é analisar as
informações disponíveis a respeito da produção, purificação e caracterização de proteases
fibrinolíticas por fungos. A pesquisa foi conduzida nas bases ScienceDirect, PubMed e Scopus,
utilizando como palavras-chave “ (Fibrinolytic enzyme) OR (Fibrinolytic protease) AND
(Fungal or Fungus or Fungi) ”. Delimitando período de 10 anos (2011-2021). Os resultados
obtidos foram filtrados por critérios de seleção, sendo excluídos artigos de revisão e artigos fora
do escopo deste trabalho. Os artigos foram avaliados e pontuados (0-10) segundo critérios
pré-estabelecidos. Nenhum dos trabalhos obteve pontuação máxima, entretanto o trabalho com
maior pontuação (9) apresentou dados relevantes em todos os critérios analisados, obtendo enzima
fibrinolítica de Xylaria curta. Dentre os 21 artigos selecionados foram descritos 12 gêneros
diferentes e o uso de Fermentação Submersa e a purificação de Serino proteases foram mais
descritos. Este trabalho também observou maior representação de etapas de purificação e
caracterização, indicando a necessidade de atenção ao cultivo e aplicação enzimática. Está claro
que a produção destas enzimas por fungos é pertinente tendo em vista a alta recuperação
observada mesmo após purificação e sua tendência à aplicação farmacêutica.
Palavras-chave: Protease; Trombolítico; Cogumelo; Fungos filamentosos; Fermentação;
Purificação

http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v11i2.25449
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4.3 Role of gamma radiation as an agent modulator of Mucor subtilissimus UCP1262
Fibrinolytic Enzyme (MsFE)

Os resultados descritos neste capítulo foram publicados no periódico “Process
Biochemistry”.

Fator de Impacto: 4.4 (2024, Process Biochemistry).
Qualis CAPES: A3.
DOI: https://doi.org/10.1016/j.procbio.2024.04.017
Autores: Kethylen Barbara Barbosa Cardoso, Thiago Pajeú Nascimento, Patyanne

Carvalho Correia, Juanize Matias da Silva Batista, Romero Marcos Pedrosa Brandão-Costa,
Kétura Rhamma Cavalcante Ferreira, Jonatas de Carvalho-Silva, Maria Teresa da Cruz Augusto
Neves Petersen, Wendell Albuquerque, Thiago de Salazar e Fernandes, Attilio Converti, Ana
Lúcia Figueiredo Porto.

ROLE OF GAMMA RADIATION AS AN AGENT MODULATOR OF Mucor
subtilissimus UCP1262 FIBRINOLYTIC ENZYME (MSFE)

RESUMO
A trombose é uma condição perigosa que pode resultar em danos graves. As enzimas

fibrinolíticas são agentes terapêuticos significativos para a trombose. Este estudo
concentrou-se na MsFE, uma protease fibrinolítica de M. subtilissimus UCP1262, explorando
seus traços físico-químicos e o impacto da radiação gama em sua atividade. As investigações
incluíram: atividade fibrinogenolítica, efeitos de solventes e íons, raios gama, vida útil da
enzima, FTIR, CD, determinação de tempos de coagulação e cinética enzimática.
Notavelmente, os principais resultados obtidos mostram que a protease manteve 90% de
atividade em solventes orgânicos, o FTIR indicou grupos funcionais carbonila e estudos
espectroscópicos de dicroísmo circular indicaram que a estrutura secundária (folha β) da
enzima permaneceu principalmente inalterada em pH 2.0–9.0, enquanto mudanças
consideráveis foram observadas na estrutura terciária. A análise cinética revelou parâmetros
alterados após airradiação. A radiação gama inicialmente aumentou a atividade da enzima (10
kGy), mas diminuiu progressivamente além de 20 kGy. Íons metálicos, especialmente
magnésio, aumentaram a atividade da enzima irradiada. Este estudo destaca o potencial da
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radiação gama como um modulador para aprimorar a atividade fibrinolítica, sugerindo futuras
aplicações biomédicas.

Palavras-chave: Atividade protease, Terapia fibrinolítica, Radiação gama.
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5 CONCLUSÕES DA TESE

Buscando aprofundar o conhecimento e trazer a literatura uma compreensão do padrão de
publicações atuais, foram realizadas duas revisões sobre o tema da tese. A revisão narrativa
publicada como capítulo de livro expõe a importância da pesquisa e desenvolvimento de novos
fármacos baseados em enzimas fibrinolíticas para o tratamento de doenças cardiovasculares,
especialmente a trombose. A revisão sistemática realizou uma busca exaustiva em bancos de
dados que resultou em um total de 426 artigos, dos quais, após a aplicação de critérios de inclusão
e exclusão preestabelecidos, 21 artigos publicados entre 2011 e 2021 foram selecionados. De
acordo com a análise e critérios de pontuação, observou-se que 52,4% dos artigos alcançaram uma
pontuação final acima de 7. A análise evidenciou a necessidade de aprofundar as pesquisas sobre
enzimas fibrinolíticas produzidas por fungos, visto que essas moléculas apresentam grande
variação. Da mesma forma, pesquisas sobre a aplicação da enzima são cruciais para sua direção
industrial, um atributo essencial para seu uso futuro como agente trombolítico.

Já em relação à parte prática do estudo, a protease fibrinolítica nomeada MsFE demonstrou
potencial como agente antitrombótico, com a exposição à radiação gama influenciando sua
atividade de maneira dose-dependente. Doses baixas aumentaram a atividade da enzima, enquanto
doses mais altas diminuem progressivamente sua atividade, indicando um impacto na estrutura da
enzima. Além disso, íons metálicos como ferro, cobre e magnésio afetaram positivamente a
atividade da protease irradiada, sugerindo uma modulação potencial por esses íons. A cinética
enzimática da protease irradiada mostrou alta afinidade, indicando eficácia como agente
fibrinolítico. Este estudo contribui para a compreensão das aplicações clínicas e industriais da
enzima MsFE e estabelece uma base sólida para futuras pesquisas focadas nos benefícios
terapêuticos e aplicações farmacêuticas e industriais desta enzima. Assim, é essencial ampliar as
publicações relacionadas à produção de enzimas fibrinolíticas e à avaliação de suas aplicações,
além de desenvolver uma caracterização mais complexa das propriedades físico-químicas da
enzima.

A compreensão aprofundada da atividade enzimática e dos fatores que a influenciam,
como radiação e íons metálicos, proporciona uma base sólida para o desenvolvimento de fármacos
mais eficazes no tratamento de doenças cardiovasculares. Na biotecnologia, as descobertas
ressaltam a importância da otimização de processos enzimáticos e o potencial de aplicação dessas
enzimas em contextos industriais. Assim, a tese contribui significativamente para o avanço das
tecnologias farmacêuticas e biotecnológicas, promovendo novas oportunidades para o
desenvolvimento de tratamentos inovadores e sustentáveis, e fortalecendo a integração entre a
pesquisa acadêmica e a aplicação prática na indústria.
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