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RESUMO

No setor biomédico, as proteases fibrinoliticas atuam diretamente no coagulo de fibrina ou como
ativadoras do fibrinogénio e sdo capazes de manter o fluxo sanguineo. Fungos filamentosos,
especialmente Mucor subtilissimus, destacam-se na produ¢do de protease com atividade
fibrinolitica, sendo vantajosos por seu facil cultivo, resisténcia ao estresse e alto rendimento
enzimdtico. Esta tese tem como objetivo a caracterizacdo e aplicacdo de protease fibrinolitica
produzidas por Mucor subtilissimus. O primeiro capitulo revisa narrativamente o uso de enzimas
fibrinoliticas no tratamento da trombose. Descrevendo a importancia da realizagdo de estudos sobre
doencas cardiovasculares, especialmente a trombose, as diversas abordagens utilizadas e as
vantagens do uso de enzimas fibrinoliticas, bem como seus principais mecanismos de agdo. O
segundo capitulo revisa sistematicamente a producdo de proteases fibrinoliticas por fungos,
analisando a literatura recente sobre métodos de producao, purificagdo e caracterizagdo. 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 periodo de 10 anos. Os resultados obtidos foram filtrados por critérios de selecao,
sendo excluidos artigos de revisdo 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 géneros diferentes e o uso de fermentacao submersa e a purificacdo de Serino proteases
foram mais descritos. O capitulo também enfatiza uma maior representagdo de etapas de purificagao
e caracterizagdo, indicando a necessidade de atencdo ao cultivo e aplicacdo enzimatica. O segundo
capitulo realiza caracterizagdo da protease fibrinolitica de Mucor subtilissimus (MsFE), avaliando
suas propriedades fisico-quimicas, impacto da radiagdo gama na atividade e estrutura, e analise de
atividade fibrinogenolitica. As investigagdes incluiram: atividade fibrinogenolitica, efeitos de
solventes e ions, raios gama, vida util da enzima, espectroscopia no infravermelho (FTIR), CD,
determinagdo de tempos de coagulacdo e cinética enzimatica. Os principais resultados obtidos
mostram que a protease manteve 90% de atividade em solventes organicos, o FTIR indicou grupos
funcionais carbonila, ligacdes C=C em aneis aromaticos, aminas e haletos organicos, estudos
espectroscopicos de dicroismo circular indicaram que a estrutura secunddria (folha B) da enzima
permaneceu principalmente inalterada em pH 2.0-9.0, enquanto mudancgas consideraveis foram
observadas na estrutura terciaria. A analise cinética revelou parametros alterados apos a irradiagao,
inicialmente aumentou a atividade da enzima, mas diminuiu progressivamente além de 20 kGy, e
ions metalicos, especialmente magnésio, aumentaram a atividade da enzima irradiada. Esses
achados ressaltam a importancia da enzima como alternativa na formula¢do de biofarmacos a serem
empregados na industria farmacéutica e biomédica. Este estudo destaca o potencial da radiacdo
gama como um modulador para aprimorar a atividade fibrinolitica, sugerindo futuras aplicagdes
biomédicas.

Palavras-chave: Protease, Atividade fibrinolitica, enzima, Mucor, Caracterizacao enzimatica



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 (B-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 INTRODUCAO

A formagdo de coagulos de fibrina ¢ uma parte fundamental do sistema hemostatico, mas a
dissolugcdo destes coagulos através da fibrinolise € igualmente importante. No entanto, o
desequilibrio causado por algumas condi¢des médicas pode resultar em falhas na dissolucao dos
coagulos, interrompendo o fluxo sanguineo e causando graves problemas de saude, como
trombose, infarto do miocardio, AVC e outras doencas cardiovasculares. Essas doengas afetam
milhdes de pessoas em todo o mundo, responsaveis por 30% das mortes (OMS, 2017), e o custo
de tratamento, especialmente para a trombose, ¢ alto. A trombdlise enzimdtica ¢ uma das
principais formas de tratamento de trombose venosa profunda e embolia pulmonar. A utilizagdo
de enzimas fibrinoliticas ¢ considerada segura e eficaz para dissolver coagulos sanguineos em
pacientes com estas condi¢des (Gurevitch ef al, 2018) e vem sendo amplamente estudado
obtendo-se resultados positivos em termos de dissolugdo de coagulos e preservacdo dos tecidos
circundantes (Liu ef al., 2019). Por esse motivo, ¢ extremamente importante desenvolver agentes
fibrinoliticos eficazes, funcionais e de baixo custo (Lin et al., 2019; Andrade et al., 2018). Sendo
assim, a perspectiva do mercado de biofarmacos para proteases fibrinoliticas é extremamente
promissora, especialmente com a crescente incidéncia de doencgas cardiovasculares.

Atualmente, anticoagulantes sdo a principal forma de tratamento da trombose, mas eles
possuem altos custos de producao e efeitos colaterais perigosos, como sangramento adverso,
desconforto gastrointestinal, lesdo hepatica, entre outros. A alternativa ¢ o uso de agentes
fibrinoliticos, 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 agao fibrinolitica sdo uma solucdo promissora, pois sdo capazes de
dissolver codgulos com sucesso e manter o fluxo sanguineo. 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 fermentacdo de microrganismos,
o custo de produgdo ¢ relativamente menor e existem vantagens adicionais, como distribui¢ao
cosmopolita e facilidade de producao em larga escala (Chen et al., 2016).

Os fungos filamentosos destacam-se dentre as alternativas na producdo de enzimas
fibrinoliticas, uma vez que produzem proteases de forma extracelular (Da Silva Santana et al.,
2022) mostrando-se excelentes produtores de proteases fibrinoliticas (Nascimento et al., 2020).
Entretanto para o seu uso, estas enzimas fibrinoliticas necessitam de um alto grau de pureza,
especificidade para evitar reagdes imunologicas e serem estaveis em condigdes fisioldgicas (Xin
et al., 2018). Para isso, a avaliacdo das propriedades fisico-quimicas ¢ fundamental no
desenvolvimento de novos biofarmacos, permitindo a identificagdo das caracteristicas
especificas de cada molécula, como a estabilidade, o ponto de fusdo, a solubilidade e a atividade
enzimatica. Além disso, permite a compreensao da influéncia dessas propriedades na eficacia e
seguranga do farmaco (Ali et al., 2022).

Em relagdo as proteases fibrinoliticas, a avaliacdo dessas propriedades ¢ ainda mais
importante. Isso porque, para que essas enzimas sejam eficazes como terapia trombolitica, €
necessario que mantenham sua atividade enzimdatica e estabilidade ao longo do tempo.
Adicionalmente, a compreensdo dessas propriedades permite otimizar a eficdcia e seguranca
dessas terapias, contribuindo para o avango da medicina e para o bem-estar da populacao
(Sharma et al., 2021). Sendo assim faz-se indispensavel o desenvolvimento de um biofarmaco
seguro ¢ eficaz a partir de protease fibrinolitica produzida por fungos filamentosos, atendendo as
demandas do mercado farmaceéutico global, tanto na area da satlde humana quanto animal.
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20BJETIVOS

2.1. GERAL

Identificar as caracteristicas biofisicas e bioquimicas de protease fibrinolitica produzida por
Mucor subtilissimus UCP 1262.

2.2ESPECIFICOS
e Obter a protease fibrinolitica;

Compreender os efeitos da albumina sérica na atividade enzimatica;
e Analisar a influéncia de solventes organicos na atividade enzimatica;

e Avaliar os tempos de protrombina (PT) e de tromboplastina parcialmente ativada
(aPTT) da protease fibrinolitica;

e Estimar a estrutura fisica da enzima a partir de técnicas de Dicroismo circular (DC) e
Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR);

e Realizar ensaios de estabilidade enzimatica;

Analisar o efeito modulador da radiagdo gama na protease fibrinolitica;

e Realizar uma revisado sistematica avaliando a perspectiva de produgdo de enzimas
fibrinoliticas por microrganismos e tendéncias na literatura e mercado.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Epidemia Silenciosa: A Ascensdo das Doencas Cardiovasculares e Trombose

Nos ultimos anos, as doengas cardiovasculares e a trombose tém emergido como uma
"epidemia silenciosa" globalmente preocupante. Se trata de uma série de condig¢des que afetam
0 coragdo e os vasos sanguineos, comprometendo uma carga significativa de satide global com
mais de 17 milhdes de mortes anualmente (Blanco-Colio et al., 2023). No entanto, ¢ estimado
que muitos casos dessas enfermidades permanecem nao diagnosticados, ressaltando a urgéncia
de uma melhor identifica¢do, profilaxia e tratamento. Algumas doengas cardiovasculares
comuns incluem a aterosclerose coronariana, que envolve o estreitamento ou bloqueio das
artérias coronarias, causando dor no peito ou ataques cardiacos; hipertensao, também conhecida
como pressao alta, que pode sobrecarregar o coracdo e 0s vasos sanguineos; acidente vascular
cerebral (AVC) que ocorre quando o fluxo sanguineo para o cérebro ¢ interrompido, causando
danos cerebrais, além de insuficiéncia cardiaca, arritmias, trombose e doengas arteriais
periféricas, cada uma com seu proprio conjunto de sintomas e complicagdes (De Sa et al.,
2023).

Diversos fatores podem influenciar o desenvolvimento de doencas cardiovasculares, esses
fatores podem ser segmentados em modificaveis (como dietas ndo sauddveis, uso de tabaco e
inatividade fisica), ndo modificaveis (como genética, idade e sexo) e ambientais (como
poluicao do ar, ambiente de trabalho e estresse) (Bovet et al, 2023). Além disso, estudos
afirmam que estas doencas afetam desproporcionalmente o estrato mais vulneravel da
populagdo, que tem grande dificuldade no acesso a cuidados de saude de alta qualidade
(Oliveira et al., 2021). Assim, se trata de um problema de satde ptiblica mundial. Em paises
subdesenvolvidos de baixa e média renda, essas doencas podem ser responsaveis por até¢ 80%
dos obitos (Vervoot et al., 2022). Nos Estados Unidos da América, as doencgas cardiovasculares
também apresentam um indice significativo de obitos, sendo que a cada trés mortes, uma ¢
causada por problemas cardiovasculares (Benjamin et al., 2018). No Brasil a prevaléncia de
doencas cardiovasculares aumentou cerca de 24% de 1990 até 2019 e sdo responsaveis por
quase um ter¢o das mortes registradas no pais (Oliveira et al, 2021). Segundo dados do
DATASUS (2024), de 2012 a 2022 foram registradas cerca de 3.922.744 mortes atribuidas a
algum tipo de doenca cardiovascular, destas 46,75% ocorreram na regido sudeste, 26,23% no
nordeste, 15% no sul, 6,4% ano Centro-Oeste ¢ 5,2% no norte. Além dos fatores comuns, a
pandemia de COVID-19 teve um impacto significativo no aumento dos casos de doencas
cardiovasculares. A infeccdo pelo SARS-CoV-2 estd associada a uma série de complicagdes
cardiacas, como miocardite, arritmias e trombose venosa, que podem agravar condicdes
preexistentes ou desencadear novas patologias cardiovasculares (Szypula et al. 2024). Além
disso, as medidas de isolamento social e a sobrecarga dos sistemas de saude dificultaram o
acesso a cuidados médicos regulares, levando a atrasos no diagndstico e tratamento de doencas
cardiovasculares (Song et al. 2024). Esses fatores contribuiram para o aumento da mortalidade
cardiovascular durante a pandemia, especialmente entre os grupos mais vulneraveis € com
menor acesso a servigos de saude adequados.

Estes dados também corroboram com a nogao de que as dimensdes continentais do Brasil
impulsionam a desigualdade de oferta de tratamento, o que torna ainda mais imperativo o
desenvolvimento e validacdo de estratégias para o tratamento destes distirbios (Lucas et al.,
2022). Na Figura 1 pode-se observar com mais detalhes os registros ao longo dos ultimos anos
relatados.
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Figura 1. Obitos por doengas cardiovasculares no periodo de 2012 a 2022.
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Fonte: a autora, baseado em dados do DATASUS (2024)

Dentro destas, a trombose ¢ uma das complicagdes mais graves e pode levar a infarto do
miocardio, acidente vascular cerebral (AVC) ou embolia pulmonar (De Sé et al., 2023). A
trombose pode ocorrer em qualquer parte do corpo, mas quando afeta o coragdo ou os vasos
sanguineos, pode levar a um infarto do miocardio, acidente vascular cerebral (AVC) ou embolia
pulmonar (Weyand, Shavit e Ginsburg, 2023). Se trata de uma condi¢do médica na qual um
coagulo de sangue se forma dentro de uma veia ou artéria. O coagulo de sangue pode obstruir o
fluxo de sangue e interromper o suprimento de oxigénio para o tecido circundante, o que pode
levar a danos graves ou até mesmo a morte. Fatores de risco para a trombose incluem idade
avangada, imobilidade prolongada, histérico familiar de trombose, uso de anticoncepcionais
orais e alguns tipos de cirurgia (Feller, Conell e Ariéns, 2021).

A manutengdo da integridade vascular € critica para todos os organismos superiores e
requer um equilibrio delicado entre pr6 e anticoagulantes para evitar trombose patoldgica ou
hemorragia. A coagulagdo sanguinea ¢ controlada por uma série de fatores proteicos, incluindo
trombina, fibrinogénio e fibrina. Quando hd danos na parede dos vasos sanguineos, esses
fatores se ativam e iniciam a coagulacdo. A trombina converte o fibrinogénio em fibrina, que é
um material fibroso que forma uma rede para segurar os coagulos de sangue juntos (Camera et
al., 2021). Deficiéncias de hemostasia primaria, como no caso do fator de von Willebrand e
plaquetas, ou secundaria, que ocorre na cascata de coagulagdo, podem levar a sangramentos
anormais. Por outro lado, a deficiéncia de anticoagulantes naturais, como as proteinas C, S e
antitrombina, predispde a trombose. Além disso, distirbios da fibrindlise, a cascata proteolitica
que leva a dissolug¢do dos codgulos de fibrina, também podem contribuir para a formacao de
trombose (Wang et al., 2022). Entre esses distirbios estdo a deficiéncia de inibidores da
fibrindlise, como o plasminogénio e o inibidor do ativador do plasminogénio, que podem
aumentar a atividade fibrinolitica e levar a hiperfibrinolise, favorecendo o desenvolvimento de
trombose. Em contrapartida, a diminuicdo da atividade fibrinolitica pode levar a resisténcia a
fibrinodlise e a trombose (Pyeritz, Korf e Grody, 2019). Esses fatos reforcam a necessidade de
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medidas preventivas e de tratamentos eficazes para doengas cardiovasculares. Entre esses
tratamentos, destacam-se os biofarmacos a base de protease com ag¢ao fibrinolitica, que podem
ser utilizados no tratamento de trombose

3.2  Abordagens Terapéuticas Convencionais e Novas Fronteiras no Tratamento
Contra a Trombose e na Manutencao da Hemostasia

A trombose ¢ um processo bioldgico em mamiferos que mantém a integridade da
superficie, limita a perda de fluido e auxilia na destrui¢ao de patdogenos, mas também pode
causar oclusio vascular e danos aos tecidos. E caracterizada pela formagdo ou desenvolvimento
de um coagulo sanguineo (trombo) responsavel por causar inflamacao na parede do vaso (Lang
et al., 2014). Na manutencao da hemostasia, esse trombo desempenha importante papel, sendo
um dos produtos temporarios da cascata de coagulagao.

A cascata de coagulacdo ¢ dividida em formacdo de fibrina, funcdo plaquetéria,
fibrinolise e anticoagulantes naturais (Wang et al., 2021). O processo de formacao de fibrina
neste processo consiste em uma série de reagdes enzimaticas projetadas para amplificar o
efeito do trauma inicial na formacao de um tampao. O fibrinogénio ¢ uma proteina plasmatica
soluvel sintetizada no figado e composta por trés pares de cadeias polipeptidicas: Ao, BB ey
(Litnov et al., 2021). Durante a lesdo vascular, o sistema de coagulacdo ¢ ativado, resultando
na conversao do fibrinogénio em fibrina, que € insoluvel e forma uma rede tridimensional que
estabiliza o coagulo sanguineo (Tanaka e Davie, 2008).

A conversdo do fibrinogénio em fibrina ¢ mediada pela enzima trombina, que é gerada a
partir da clivagem proteolitica do precursor inativo pro-trombina pela enzima ativa
tromboplastina. A trombina, por sua vez, cliva o fibrinogénio em mondmeros de fibrina, que
se agregam espontaneamente em um polimero fibrilar (Tanaka e Davie, 2008). A
polimerizacdo da fibrina ¢ facilitada pela presenca do fator XIII da coagulacdo, que catalisa a
formacao de ligagdes cruzadas entre as moléculas de fibrina para formar um coagulo estavel
(Weisel et al., 2017). A transformag¢ao do fibrinogénio em fibrina € um processo complexo
que envolve a ativacdo de uma série de fatores de coagulagcdo e a regulagdao cuidadosa da
formagdo e degradacdo do coagulo sanguineo (Mosesson, 2005; Anjun et al., 2024). A
compreensdo desse processo ¢ fundamental para o desenvolvimento de novas terapias para
distarbios hemorragicos e tromboticos. Além disso, as plaquetas também tém um papel
importante na amplificacdo da cascata de coagulacao. Quando ocorre alguma lesdo que exige
a ativacdo da cascata de coagulacdo, as plaquetas s3o ativadas e se aglomeram para a
formacdo de um tampao. Como possuem receptores para fatores de coagulagdo em sua
superficie (fator de von Willebrand e o fator IX), elas facilitam a forma¢do do coagulo
(Tanaka e Davie, 2008).

A cascata de coagulacdo pode ser iniciada por duas vias principais: a via intrinseca e a
via extrinseca. A via intrinseca ¢ ativada pelo contato com superficies negativas, como o
colageno exposto apds uma lesdo vascular, enquanto a via extrinseca ¢ ativada pela exposi¢ao
do sangue ao fator tecidual (TF) presente nas células extravasculares. Ambas as vias
convergem na ativacao do fator X, levando a formacdo de trombina e, consequentemente, a
producao de fibrina (Chaudhry et al., 2018).

Por outro lado, a fibrindlise ¢ um processo que degrada o coagulo sanguineo para
permitir a recuperacdo do fluxo sanguineo normal. A fibrinolise ¢ mediada pela enzima
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plasmina, que € gerada a partir do precursor inativo plasminogénio pela ativagdo pelo ativador
de plasminogénio tecidual (t-PA). A fibrindlise ¢ iniciada quando o plasminogénio, uma
proteina presente no plasma sanguineo, ¢ convertido em plasmina por meio da agdo de
ativadores de plasminogénio (Litnov et al., 2021). Esses ativadores podem ser produzidos no
local da lesdo ou serem circulantes no sangue. Uma vez convertida em plasmina, essa enzima
proteolitica ¢ capaz de quebrar a rede de fibrina, promovendo a dissolu¢do do coagulo
sanguineo. Além disso, a plasmina também ¢ capaz de quebrar outros fatores de coagulacao,
como o fibrinogénio e os fatores V e VIII, inibindo ainda mais a formagdo de coagulos
sanguineos (DeLoughery, 2019). Um resumo simplificado do processo de coagulaciao para
manuten¢do da integridade vascular pode ser observado na Figura 2.

Figura 2. Representagdo esquematica da ativagcdo da coagulagdo a partir de uma lesao

vascular, mostrando a ativacao plaquetaria, conversao de protrombina em trombina, €

fibrinogénio em fibrina, formac¢ao da rede de fibrina estabilizando o coagulo e acdo da
plasmina na fibrino6lise.

o
@ X

Ot ( FATORES @

alp COAGULANTES
ATIVACAO PLAQUETARIA

CONVERSAO DE
PROTROMBINA EM
TROMBINA

LESAO VASCULAR

CONVERSAO DE
FIBRINOGENIO EM FIBRINA

REDE DE FIBRINA ESTABILIZA
0 COAGULO

PLASMINA DEGRADA A REDE DE
. FIBRINA E O VASO E RESTAURADO

Fonte: a autora (2024)

Ademais, existem varios anticoagulantes naturais no organismo humano que ajudam a
regular a cascata de coagulacdo e prevenir a formacao de coagulos sanguineos indesejados ou
o desenvolvimento de problemas mais graves. Entre esses anticoagulantes estdo a
Antitrombina III (AT III), que inibe a acdo da trombina, a Proteina C e a Proteina S, que
inativam os fatores V e VIII, diminuindo a formac¢do de trombina, o Inibidor da Via do
Contato, que inibe a ativagao do fator XII, e a Heparina, que atua como um anticoagulante por
meio da inibicdo direta da trombina e do fator Xa (Antovic e Blombéck, 2010; Wang et al.,
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2023).

Dado que a cascata de coagulacao ¢ um evento complexo e dependente de varias etapas e
fatores, diversos problemas podem surgir nesse processo, resultando em distarbios
hemorragicos e tromboticos. Um exemplo de distirbio hemorragico ¢ a hemofilia, que ocorre
devido a deficiéncia de fatores de coagulacao, resultando em sangramento excessivo (Camera
et al, 2021). Por outro lado, disturbios tromboticos podem ocorrer devido a
hipercoagulabilidade, uma condi¢ao na qual ha uma maior tendéncia a formagao de codgulos
sanguineos. Essa condi¢do pode ser causada por fatores genéticos, como mutacdes no gene do
fator V Leiden, ou adquiridos, como o uso prolongado de anticoncepcionais hormonais,
imobilizacdo prolongada, cancer, entre outros (Antovic e Blombick, 2010; Paidas et al., 2011;
Raj et al., 2021).

Distirbios na manutencao da cascata de coagulagdo que levam a formagdo irregular do
trombo pode levar a outros diagnosticos com maiores consequéncias, como acidente vascular
cerebral e infarto do miocardio. Varios métodos foram propostos para tratar ou prevenir a
trombose. M¢étodos diagnosticos tradicionais, como tromboelastograma, radiografia,
tecnologia de tomografia computadorizada e raios-X, sdo comumente usados, além disso,
novas tecnologias como a citometria de fluxo tém se mostrado promissoras em melhorar a
precisdo e a conveniéncia no diagnéstico de trombose (Wang et al., 2023). Em relacdo ao
tratamento, as opcdes incluem medicamentos tromboliticos, anticoagulantes e
antiplaquetarios, com pesquisas em andamento explorando novas composigdes terapéuticas
(Mackmand et al., 2020).

Um dos tratamentos mais frequentes para prevenir a trombose ¢ o uso de antiagregantes
plaquetarios, como o acido acetilsalicilico (aspirina). Este medicamento atua inibindo a
agregacao das plaquetas, impedindo a formag¢do de codgulos sanguineos. Apesar de sua eficacia
na reducdo do risco de trombose, os antiagregantes plaquetarios podem causar efeitos
colaterais, incluindo dor abdominal e ulceras estomacais (Li et al., 2020). Outra op¢ao de
tratamento € a trombolise, que envolve o uso de medicamentos para dissolver coagulos de
sangue. A trombdlise desempenha um papel crucial no tratamento de casos graves de trombose
em diferentes populacdes de pacientes. Em casos neonatais, por exemplo, ativadores do
plasminogénio tecidual tém sido utilizados com sucesso, enfatizando a importancia da
avaliacdo e vigilancia cuidadosa do risco (Samji et al., 2022). Da mesma forma, em adultos
com COVID-19 e embolia pulmonar, o ativador de plasminogénio tecidual recombinante de
baixa dose demonstrou eficacia em melhorar a oxigenagao e reduzir os niveis de fibrinogénio,
destacando os beneficios potenciais da terapia trombolitica (Aribawa et al., 2022). Além disso,
pode ser encarada como uma alternativa a cirurgia de emergéncia, especialmente em ambientes
onde as condigdes cirirgicas sdo limitadas, mostrando sua importidncia no tratamento da
trombose. A trombolise ¢ 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 necessaria para o
tratamento (Pasli ef al., 2022). A cirurgia ¢ geralmente utilizada em casos em que o coagulo de
sangue ¢ grande ou em que a trombose ¢ causada por uma anomalia fisica. No entanto, ¢ crucial
considerar que as intervengdes cirirgicas para trombose, incluindo trombectomia cirurgica
aberta, podem ser invasivas e levar a tempos de recuperacdo prolongados. Embora esses
procedimentos tenham mostrado beneficios na restauracdo da permeabilidade venosa e na
reducdo de complicagdes, eles também apresentam possiveis deficiéncias e riscos, exigindo
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uma sele¢do cuidadosa dos pacientes e a consideragdo de opgdes alternativas de tratamento
(Aghamiri et al., 2022).

No ambito farmacéutico, destacam-se biofarmacos 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 acido
acetilsalicilico, que atua como antiagregante plaquetario (Intagliata, Caldwell e Tripodi, 2019).
Como alternativa, as enzimas fibrinoliticas oferecem uma opg¢do mais segura e eficaz do que a
trombolise tradicional, com menos efeitos colaterais € menor risco de sangramento excessivo.
As enzimas fibrinoliticas de origem microbiana sdo proteases que dissolvem coagulos
sanguineos de forma eficiente, sem apresentar efeitos colaterais significativos, restaurando o
fluxo sanguineo normal nos vasos. Essas enzimas atuam como ativadores do plasminogénio
tecidual (tPA) ou ativadores do plasminogénio (PA) e sdo amplamente utilizadas na terapia
trombolitica (Altaf et al.,, 2021). Elas sdo classificadas em trés geragdes: a primeira geragao
possui menor especificidade pela fibrina e maior predisposi¢do a complicagdes por
sangramento; a segunda geracdo tem maior especificidade a fibrina e menor risco de
sangramento; e a terceira geracdo combina alta seletividade a fibrina com uma meia-vida
prolongada, permitindo tratamento com dose unica e um tempo de depuragdo renal mais longo
(Wu et al., 2017; Diwan et al., 2021).

As PA sdo serina proteases que convertem o plasminogénio inativo em plasmina ativa e
promovem a lise da fibrina através de dois modos de acdo: direto, em que a enzima age
diretamente sobre o plasminogénio para catalisar sua ativacdo, e¢ indireto, em que a enzima
forma um complexo estequiométrico 1:1 com plasminogénio ou plasmina antes de ativar a
molécula de plasminogénio circulante (Urano et al., 2019; Lin et al., 2014). Apesar de sua
eficacia clinica, esses agentes podem causar efeitos colaterais indesejaveis, como
imunogenicidade e sangramento gastrointestinal (Agrebi et al., 2010; Wu et al., 2017). Essas
enzimas podem ser produzidas em larga escala de maneira rentavel. Diversos microrganismos
sdo capazes de produzir enzimas fibrinoliticas, 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 plasminogénio de primeira geracdo e ja ¢ amplamente
utilizada como parte da terapia trombolitica devido ao seu baixo custo em comparagdo com
outros ativadores de plasminogénio de segunda e terceira geracdo (Adivitiya, 2017; Sahoo et
al., 2020), sendo recomendada pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) e comercializada
em diversos paises.

Também podemos citar a nattokinase, enzima fibrinolitica extraida 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
fibrinolitico de terceira geracdo produzido por Staphylococcus aureus sendo liberado
extracelular, facilitando sua recuperacdo (Alzahrani & El-Shenawy, 2020). além de outras
enzimas fibrinoliticas como a alteplase, que demonstrou ser mais rapida e eficaz que a
estreptoquinase (Wang et al., 2023), a tenecteplase que possui maior afinidade pelas fibrinas e
maior resisténcia a inativagao, possibilitando tratamentos de dose tinica (Kathirvel et al., 2018),
assim como a reteplase que possui meia-vida maior que as outras opcoes disponiveis (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 fibrinolitico para o tratamento de
complicagdes cardiovasculares (Nawaz et al, 20202). Isso ocorre porque a uroquinase atua
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tanto na conversao do plasminogénio em plasmina, quanto se ligando diretamente a fibrina, o
que aumenta sua seletividade e diminui a probabilidade de efeitos colaterais (Raffeq et al.,
2022). Por outro lado, a estreptoquinase ndo possui essa afinidade pela fibrina, o que pode
resultar em uma atividade fibrinolitica mais ampla e, consequentemente, um maior risco de
sangramento (Huish et al., 2017).

Apesar do que estd disponivel no mercado, hd uma crescente busca por proteases
fibrinoliticas produzidas por fontes alternativas, na Tabela 1 estdo listados alguns dos estudos
recentes relacionados a novas fontes de obtencao de proteases fibrinoliticas. Essa busca se deve
a necessidade de se obter proteases mais especificas, com menor risco de efeitos colaterais e
que sejam mais acessiveis economicamente (Cardoso et al., 2022).

Tabela 1. Potenciais Fontes Microbioldgicas de Proteases Fibrinoliticas
ATIVIDAD

MICRORGANISMO ESPECIE - REFERENCIA
Bacillus Rajaselvam et
amyloliquefaciens KJ10 3940 U/mL al.(2021)
Bacillus pseudomycoides Chandramohan et al.
MAO2 79,83 U/mL (2019)
BACTERIAS Paenibacillus graminis 16,25 U/mL Do (238;02)6 tal.
Acinetobacter johnsonii Umay, Giile
TRO1 8,30 UL p yildizt (2023)
Streptomyces fumanus

NBRC 13042T 12553 U/mL  He et al. (2023)

Penicillium steckii KU1 454,49 U/mL

Kunhiraman et al.
(2024)

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

FUNGOS
Pleurotus ostreatus 226,47 U/mL Santana et al. (2024)
Mucor subtilissimus Nascimento et al.
UCP 1262 26,1 U/mL (2020)

Fonte: A autora (2024)

Estudos futuros devem focar na otimizacao das condig¢des de produgao e na purificagao das
proteases fibrinoliticas, além de explorar novas fontes e modificagdes genéticas que possam
aumentar a especificidade e a eficacia destas enzimas. Além disso, o desenvolvimento de um
biofarmaco que possa atuar em ambas as vias intrinseca e extrinseca ¢ de grande importancia,
pois garantiria uma resposta hemostatica mais robusta e eficiente, além de minimizar os riscos
associados a falhas em uma das vias, proporcionando uma abordagem terapéutica mais
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abrangente e eficaz contra distarbios hemorragicos e tromboticos. A utilizacdo de

microrganismos promete ampliar as opgdes terapéuticas disponiveis, oferecendo tratamentos

mais acessiveis € seguros para pacientes com doencas trombodticas. Na figura 3 estd melhor
elucidado as diferengas entre os possiveis tratamentos a trombose.
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Figura 3. Diferentes tratamentos para trombose: convencionais vs. proteases fibrinoliticas
de origem microbiana
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33 Explorando o Potencial dos Fungos Filamentosos na Producdo de Proteases
Fibrinoliticas

Entre os microrganismos que produzem protease, os fungos filamentosos sdo notaveis por
sua capacidade de se desenvolver em substratos de baixo custo e reaproveitamento de matéria
organica, além disso, a secre¢do extracelular da enzima traz beneficios ao simplificar o
processo de extragdo e purificagdo, eliminando a necessidade de lise celular e diminuindo o
numero de etapas envolvidas na obtencao dessas biomoléculas, obtendo ponto de vantagem
quando comparado a outros microrganismos como bactérias e algas. Essa caracteristica
aumenta a eficiéncia economica do processo.(Agu et al., 2023; Batista ef 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 comparacdo aos
produtos extracelulares, pois requer mais operagdes durante a purificagdo (Pessoa-Jr et al.,
2020). Além disso, outros beneficios incluem a capacidade de se adaptar em varias condi¢des
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 consideracdo a
diversidade de fungos filamentosos encontrados na natureza, poucas espécies sao exploradas
comercialmente. Dentre os fungos filamentosos, deve-se procurar por espécies com distribuicdo
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cosmopolita e capacidade de produzir uma diversidade de enzimas, podendo ser aplicado em
mais um setor industrial. Alguns dos géneros em destaque sdo Penicillium, Aspergillus e
Mucor, conhecidos por sua producdo de proteases com atividade colagenolitica e fibrinolitica
(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 exploragdo eficiente do substrato e uma absorcdo eficaz de nutrientes (Peeters et al.,
2023). O ciclo de vida desses organismos ¢ considerado complexo, envolvendo esporulacao
assexuada apds o crescimento vegetativo e influenciado por fatores ambientais (Jung et al.,
2014). Durante a germinagdo, esses esporos desenvolvem novas hifas, reiniciando o ciclo de
crescimento. Esta habilidade de formar esporos contribui para a resisténcia e adaptabilidade dos
fungos filamentosos em diferentes ambientes. Além disso, sua capacidade de crescer em uma
ampla gama de substratos, incluindo residuos agricolas e industriais, torna-os particularmente
valiosos para processos de fermentacdo (Astudilo et al., 2023; Wang et al., 2023).

Destarte, a aplicacdo desses microrganismos ¢ extremamente influenciada pelo meio de
cultivo. Em condig¢des controladas, seja no laboratorio ou na industria, ¢ fundamental monitorar
e ajustar os parametros de controle durante a fermentacdo. Um dos primeiros parametros a
serem definidos ¢ quanto ao tipo de fermentagdo utilizada, a Fermentagdo Submersa (FS)
utiliza um meio liquido no qual os microrganismos crescem em suspensdo, comumente
composto por solucdo de nutrientes dissolvidos em agua, ja a Fermentagdo em Estado So6lido
(FES) utiliza substratos so6lidos com pouca ou nenhuma agua livre, onde os microrganismos
crescem na superficie ou dentro das particulas do substrato (Ramesh et al., 2022; Tiwari et al.,
2023).

Os parametros de controle na fermentacao, seja submersa (FS) ou em estado so6lido (FES),
influenciam significativamente a obtencao de proteases. Na primeira, o controle preciso de pH,
temperatura, oxigenacao e agitacdo ¢ essencial para otimizar a produ¢do de enzimas (Figura 4),
uma vez que a homogeneidade do meio liquido permite um controle mais rigoroso dessas
condigdes, resultando em alta produtividade. Em contraste, a FES pode ser influenciada
principalmente pela umidade, aeragdo e temperatura e apresenta vantagens pela possibilidade
de utilizacdo de substratos de baixo custo e residuos agroindustriais, reduzindo os custos de
producao (Tiwari et al., 2023; Oiza et al., 2022).
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Figura 4. Fluxograma representando os principais parametros de controle utilizados em

Fermentagdo submersa e Fermentacao em estado so6lido de fungos filamentosos.
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Portanto, os fungos filamentosos representam uma fonte valiosa de enzimas industriais, € a
escolha dos parametros de fermentacdo sdo muito importantes € o controle adequado dos
parametros de fermentacdo ¢ crucial para maximizar a producdo de proteases e outros
metabolitos de interesse, aproveitando ao mdximo o potencial biotecnoldgico desses
microrganismos.

A producdo de proteases fibrinoliticas, especificamente, desfruta das mesmas vantagens de
fermentacdo desses microrganismos (Batista ef al., 2020; Martinez-Medina et al., 2019) Nesse
contexto, os fungos vém sendo explorados para o desenvolvimento de enzimas fibrinoliticas,
entretanto, apesar de haver uma tendéncia de utilizagdo desses microrganismos, eles ainda
podem ser mais explorados, principalmente levando em consideracdo a diversidade bioldgica e
a possibilidade de alteracdo genética. Surpreendentemente, embora micromicetos estejam
ganhando espago na produgdo de enzimas, a obtencdo de proteases fibrinoliticas de cogumelos
estd mais presente na literatura, com varios autores destacando sua eficiéncia e seguranga,
principalmente no uso de cogumelos comestiveis, estudados pela presenca de bioativos naturais
e utilizados na medicina popular como fitoterapia. Atualmente, estdo disponiveis na literatura
diversos extratos de cogumelos com atividades antioxidante, antitumoral, imunomoduladora,
antifingica, hipotensora e anticoagulante (Kim et al., 2011; Li et al, 2021). vantagens
relacionadas a fermentacdo em vdrias condi¢des ambientais, como pH, temperatura, luz e a
variedade de substratos que podem ser usados como nutrientes (Haq et al., 2004).

A producdo de protease fibrinolitica ¢ extremamente influenciada pela composicdo do
meio de fermentagdo, principalmente fontes de carbono e nitrogénio e fatores fisicos como
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temperatura, pH, agitacdo, concentracdo de inodculo e tempo de fermentacao. Cada organismo €
capaz de atingir a producdo maxima de enzimas em uma condi¢do especifica, portanto, a
otimizacdo dos componentes do meio e dos parametros de cultivo ¢ essencial no processo
bioldgico. Meshran et al. (2016) avaliam o efeito de diversas fontes de nitrogénio 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 fermentagdo
extrativa para obter a enzima pré-purificada em uma Unica etapa, variando ndo apenas o meio
de cultivo (farelo de trigo e farelo de soja), mas também a composi¢ao e concentra¢do dos dois
aquosos sistema de fases aplicado ao planejamento fatorial 23. A otimizac¢ao da composi¢ao do
meio e das condigdes fisicas sdo aplicadas para aumentar a producdo de enzimas e ¢ um
pardmetro importante no desenvolvimento de um processo economicamente viavel. Um dos
principais fatores que devem ser levados em consideracdo na produgdo de proteases € o tipo de
fermentagdo adotado. Atualmente, a técnica mais utilizada € a fermentacdo submersa (FS), com
menor viscosidade e possibilidade de agitacdo e aeragdo (Castro et al.,, 2011). Em contraste, a
fermentacdo em estado solido (FES) reduz a probabilidade de contaminacdo bacteriana e
resulta em um extrato mais concentrado. A principal diferenca entre os dois modelos de
fermentacdo ¢ a quantidade de agua livre presente (Santos ef al., 2018). Cardoso et al., (2022)
destacam a falta de informagdes sobre os parametros fermentativos na literatura e como isso
pode dificultar a introducdo de fungos com grande potencial biotecnologico na industria.

Enzimas fibrinoliticas sdo aplicadas na industria farmacéutica, essa abordagem implica na
necessidade de atingir um alto grau de pureza, por isso ¢ comum o uso de mais de uma
cromatografia em sequéncia, como filtragdo em gel, troca i0nica, intera¢do hidrofobica ou
afinidade. Outras técnicas ainda podem preceder o processo de purificagdo como precipitacao
de sais ou por solventes organicos, centrifugacdo e filtragdo. Essas estratégias sio comumente
referidas como etapas de pré-purificagdo, sinalizando o proprio processo de preparacao para a
purificagdo (Tang et al., 2023).

Em relagdo as caracterizagdes presentes na literatura, em sua maior parte se dedicam a pH
e temperatura O0timos, inibidores e massa molecular. O pH 6timo das enzimas fibrinoliticas
produzidas por fungos pode variar bastante, demonstrando uma ampla gama de enzimas
capazes de se manterem em condi¢des acidas ou alcalinas. Em relacdo a temperatura ideal,
varios trabalhos indicam atividade fibrinolitica 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 fibrinoliticas fingicas
podem ter temperaturas Otimas variaveis para sua atividade, destacando a importancia de
compreender as caracteristicas especificas das enzimas de diferentes espécies de fungos para
otimizar suas aplicagdes potenciais na terapia trombolitica.

Informagdes sobre pH e temperatura Otimos sdo de extrema importdncia para o
desenvolvimento de pesquisas basicas e de aplicagdo, estabelecendo as bases para o
desenvolvimento de alternativas validas para o tratamento da trombose, por isso ¢ de extrema
importancia que em trabalhos de produc¢do e caracterizagdo de enzimas fibrinoliticas. Pesquisas
mostraram que a enzima fibrinolitica produzida por Cochliobolus hawaiiensis exibiu atividade
maxima em pH 7 (Abu-Tahon et al., 2023), enquanto a enzima de Aspergillus terreus
demonstrou atividade maxima em pH 8,0 (Osmolovskiy et al. 2018). Além disso, a enzima
fibrinolitica versiase de Aspergillus versicolor ZLLH-1 exibiu sua maior atividade em pH 5,0
(Zhao et al., 2022). Essas descobertas indicam que as enzimas fibrinoliticas derivadas de
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fungos podem ter atividade ideal em faixas de pH levemente acidas a neutras, com enzimas
especificas mostrando preferéncias por diferentes niveis de pH.

A caracterizacdo fisico-quimica engloba fatores capazes de afetar o estado nativo da
enzima, podendo inclusive levar a desnaturag¢do e consequente perda total de atividade. Assim,
a caracterizacdo das enzimas produzidas, principalmente quando destinadas a industria
farmacéutica, ¢ 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 tém mostrado que as proteases produzidas por este fungo sdo capazes de
dissolver coagulos sanguineos de forma eficaz, além de possuirem outras propriedades
interessantes, como estabilidade térmica e de pH. Uma das vantagens da utilizagdo de proteases
fibrinoliticas produzidas por fungos filamentosos ¢ a possibilidade de se obter uma produgao
mais econdmica e sustentavel em relagdo as proteases sintéticas ou de origem animal, além de
se evitar riscos de contaminagdo por agentes patogénicos. Assim, o Mucor subitillissimus ¢ um
exemplo promissor de produtor de proteases fibrinoliticas e pode representar uma alternativa
interessante no tratamento da trombose. Entretanto, mais estudos sdo necessarios para entender
melhor as caracteristicas dessa enzima, buscando uma futura aplicacio no mercado
(Nascimento et al., 2017).

34 Aplicacoes Biotecnoldgicas de Mucor subtilissimus

A classe Mucorales ¢ encontrada em todo o mundo e possui grande capacidade de
dispersao. A maioria dos individuos pertencentes a este grupo tem como habitat o solo e
residuos orginicos de animais, especialmente de herbivoros e roedores, com funcao
decompositora. Alguns membros desse taxon sdo comumente encontrados em frutas em
decomposi¢do e alimentos armazenados (Nicolas et al, 2020), enquanto outros t€ém a
habilidade de agir como parasitas em animais e plantas (Trufem et al., 2006; Santiago e
Souza-Motta, 2008). Embora a maioria dos individuos seja terrestre, alguns apresentam
relacdo com ambientes aquaticos e seus hospedeiros (Tahiri et al., 2023).

Os representantes da classe Mucorales possuem hifas cenociticas, embora seja
possivel visualizar septos que delimitam as estruturas reprodutivas em alguns individuos
(Sepulveda et al., 2023; Walter et al., 2019). O micélio dos membros da classe Mucorales
possui aspecto cotonoso, com coloragdo que varia de acordo com a espécie, temperatura do
ambiente e tempo de vida da colonia (Sokotowska et al., 2023). Muitos individuos dessa
classe sdo conhecidos por produzirem enzimas, tais como amilases, pectinases e inulinases,
bem como 4acidos organicos latico e fumarico (Dhevagi ef al., 2021), metabolitos de grande
importancia industrial utilizados na producdo de alimentos fermentados, principalmente em
paises asiaticos. Além disso, esses metabolitos sdo amplamente utilizados nas industrias
farmacéutica, cosmética e téxtil (Puntambekar et al., 2023).

O fungo Mucor subtilissimus é um representante da ordem Mucorales e é encontrado
em diversas partes do mundo, especialmente em regides de clima tropical e subtropical.
Assim como outros membros desta ordem, este fungo ¢ um decompositor, frequentemente
encontrado no solo e em excremento de animais. Estudos recentes t€ém demonstrado que M.
subtilissimus ¢ capaz de produzir compostos com potencial aplicagdo em diversas areas,
incluindo a industria farmacéutica e alimenticia (Nascimento et al. 2020). Além disso, alguns
estudos sugerem que este fungo pode ser utilizado como um agente de biocontrole de
patogenos de plantas. A compreensdo das caracteristicas bioquimicas e fisiologicas de M.
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subtilissimus tem grande importancia para o desenvolvimento de novas aplicacdes industriais
e agricolas, bem como para a compreensao da diversidade ecologica da ordem Mucorales.

Nascimento et al. (2016) destacam que M. subtilissimus UCP 1262 foi capaz de
produzir proteases fibrinoliticas eficientes comparadas a outras no mercado, apresentando
caracteristicas similares a quimotripsina, tendo temperatura 6tima de atividade enzimatica a
37°C. Esta protease fibrinolitica foi capaz de manter sua atividade apos imobilizagdo em
nanoparticulas magnéticas (MNPs/FP) indicando que pode ser usada como uma estratégia
alternativa para aplicacdo como liberacdo direcionada no tratamento de doengas
cardiovasculares (da Silva et al., 2022).

Mucor subtilissimus UCP 1262 também apresentou capacidade de produzir protease
colagenolitica (Souza et al., 2022), tanto sob condi¢gdes de fermentacdo submersa utilizando
meio de cultura MS-2 composto por soja, quanto fermentacdo em estado solido utilizando
farelo de soja como substrato, alcangando até¢ 362,66 U/mL. Esses resultados demonstram a
diversidade de aplicagdes que podem ser alcancadas pela exploracdo deste microrganismo e
garantem  sua continua utilizacdlo em  pesquisas e  processos industriais.

3.5 Caracterizacao Fisico-Quimica de Proteases Fibrinoliticas

O estudo de proteases fibrinoliticas para possiveis aplicagdes farmacéuticas e
biomédicas deve ser conduzido de acordo com os critérios € normas estabelecidas pela
ANVISA. E essencial obter dados detalhados sobre a identificagdo dos compostos,
especialmente do principio ativo, a fim de compreender sua estrutura, atividade e
mecanismo de ag¢dao. Além disso, € crucial avaliar a qualidade do principio ativo, incluindo
sua pureza, atividade, estabilidade e especificidade (Liu et al. 2022). No desenvolvimento
terapéutico, ¢ necessario verificar a eficiéncia e seguranga do principio ativo antes de sua
utilizacdo em ensaios clinicos. Por fim, a otimizacdo do processo de producao deve incluir
a identificagdo das condi¢des ideais de produgdo e a maximizacdo do rendimento do
bioativo (Alhazmi e Albrattiy, 2023).

As proteases fibrinoliticas possuem grande potencial como biofarmacos, mas a
produ¢do e comercializacio desses medicamentos dependem fortemente de sua
caracterizacdo detalhada. Esse processo identifica os fatores que determinam a viabilidade
do uso do medicamento, bem como as condi¢des especificas para sua manutencdo e
manejo. E fundamental compreender a estrutura, atividade, qualidade e seguranca das
proteases fibrinoliticas para desenvolver novos tratamentos. Para isso, a ANVISA, através
do compéndio oficial, Farmacopeia Brasileira, estabelece os testes especificos que devem
ser realizados em ingredientes farmacéuticos ativos (IFAs) e produtos acabados para
garantir a obtencao de parametros de qualidade minimos (Brasil, 2010). Além disso, outros
testes de caracterizagdo nao oficiais também podem ser realizados para obter informagdes
fisico-quimicas relevantes no desenvolvimento de produtos farmacéuticos.

Diversas atividades de caracterizagdo fisico-quimica sdo realizadas para
caracterizar um biofarmaco composto por protease com agao fibrinolitica. A determinagao
da atividade enzimatica, por exemplo, mede a capacidade da protease de degradar fibrina,
avaliando, consequentemente, sua eficiéncia na dissolu¢dao de coagulos (Sharma et al.
2021). Analises quimicas sdo essenciais para compreender as propriedades e
comportamentos da protease sob diferentes condigdes. Técnicas amplamente utilizadas
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incluem a determinacao do pH e da temperatura 6timos, que identificam as condi¢des em
que a protease apresenta maior atividade. A influéncia de ions metalicos também ¢ um
aspecto crucial, onde a atividade enzimatica ¢ testada na presenca de diversos ions, como
Ca*, Mg?*, Zn*" e Cu?, para identificar quais ions podem ativar ou inibir a protease (Singh
et al. 2021). A influéncia de inibidores de proteases ¢ investigada para determinar
substancias que podem regular ou inibir a atividade enzimatica. Além disso, a
determinagdo das constantes cinéticas (Km e Vmax) ¢ realizada para avaliar a eficiéncia
catalitica da protease. Adicionalmente, a estabilidade da protease em diferentes condi¢des
de pH, temperatura e concentragdes de ions € estudada ao longo do tempo, garantindo que
a protease mantenha sua funcionalidade em diversas condi¢cdes ambientais (Pham et al.,
2024). Essas caracterizagdes abrangentes fornecem uma visdao detalhada das propriedades
bioquimicas das proteases fibrinoliticas, assegurando seu uso seguro e eficaz como
biofarmacos.

Os aspectos fisicos da protease sdo analisados a partir de técnicas como
espectrometria de massa, utilizada para determinar a massa molecular e sua estrutura
primaria. Ja a espectroscopia de infravermelho permite a avaliagdo das ligacdes quimicas e
da conformagdo tridimensional da protease, ajudando a identificar grupos funcionais
presentes na molécula e a avaliar sua estrutura secundaria (Sun et al, 2023). A analise
térmica, como a calorimetria diferencial de varredura (DSC), ¢ empregada para determinar
a estabilidade térmica da protease, medindo a quantidade de calor necessaria para
desestabilizar sua estrutura (Di Matter et al., 2023). Isso fornece informacgdes valiosas
sobre a temperatura de desnaturagdo e a estabilidade da enzima em diferentes condi¢des
térmicas. A difracdo de raios X ¢ usada para obter detalhes sobre a estrutura tridimensional
da protease em nivel atomico, fornecendo informagdes precisas sobre a organizacdo
espacial dos atomos na molécula (Xin Xiong ef al., 2018). Complementando essa analise, a
microscopia eletronica de transmissdo (MET) e a microscopia de forca atomica (MFA)
permitem a visualizagdo da morfologia e da topografia da protease em alta resolucdo,
proporcionando imagens detalhadas da superficie da enzima e suas interagdes com outras
biomoléculas (Abdul-Rahim et al., 20222). Todas essas técnicas, quando combinadas,
fornecem uma compreensdo abrangente das propriedades estruturais e funcionais das
proteases fibrinoliticas, sendo crucial para assegurar a qualidade, pureza e eficacia dessas
enzimas como biofdrmacos, permitindo seu uso seguro e eficiente em aplicagdes
terapéuticas (Alhazmi e Albrattiy, 2023).

3.5.1 Espectroscopia de Fluorescéncia

A Espectroscopia de fluorescéncia de estado estacionario € uma técnica amplamente
utilizada na caracterizagdo de proteases, sendo utilizada para investigar a estrutura e a
dinamica dessas moléculas, incluindo a conformacdo da proteina, a interagdo com
substratos e inibidores, a cinética enzimatica e as mudangas conformacionais induzidas por
fatores ambientais, sendo entdo de extrema importancia para a caracterizagao de possiveis
biofarmacos (Shanker e Bane, 2008; Sultangaziyev e Bukasov, 2020).

Esta técnica é baseada na medida da emissdo de fluorescéncia de um substrato apos a
excitacdo com luz ultravioleta (UV) ou visivel. Por exemplo, caso a proteina tenha
residuos de triptofano e tirosina, que sdo cromodforos naturais (parte da molécula que
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absorve luz em uma determinada faixa de comprimento de onda e normalmente representa
a da substancia) altamente fluorescentes, serdo facilmente identificados (Kumai, Tamar e
Mishra, 2017). A fluorescéncia emitida pela amostra ¢ medida em um comprimento de
onda determinado, uma vez que o croméforo absorve energia na forma de luz na regido de
comprimento de onda de excitagdo, e em seguida, emite essa energia na forma de luz
fluorescente em um comprimento de onda mais longo. Essa fluorescéncia é sensivel as
mudangas na estrutura € no microambiente da proteina, o que permite investigar as
mudangas conformacionais induzidas por fatores como temperatura, pH, pressdo e
radiacdo. Além da intera¢ao de determinada enzima com com substratos ¢ inibidores caso
ocorra mudanga na estrutura ou na microambiente da proteina e da cinética enzimatica
(Kumai, Tamar e Mishra, 2017; Sultangaziyev e Bukasov, 2020). Pesquisas como a de
Qian et al. (2020) demonstraram que as medi¢des dos espectros de fluorescéncia revelaram
alteragdes significativas na estrutura terciaria da protease fibrinolitica de FEuphausia
superba (EFP) apds a modificacdo do residuo de serina, indicando a flexibilidade da
enzima e o principal envolvimento do residuo catalitico, dados como esses sdo importantes
ao coniderar a aplicagdo enzimatica.

3.5.2. Dicroismo Circular

A estrutura das proteases fibrinoliticas pode afetar sua atividade e estabilidade,
logo ¢ preciso entender suas caracteristicas estruturais antes de sua aplicagdo industrial.
Uma das técnicas comumente utilizadas para caracterizagdo estrutural de enzimas e/ou
biofarmacos ¢ o dicroismo circular, uma técnica espectroscopica que mede a diferenga na
absor¢ao de radiacdo circularmente polarizada pelos componentes opticamente ativos,
como proteinas e assim fornece informac¢des como a quantidade de hélices alfa, folhas
beta e estruturas desordenadas presentes na proteina (Kwit et al., 2012). E uma técnica
amplamente utilizada em estudos de bioquimica e biologia molecular, fornecendo
informacodes valiosas sobre a estrutura e fungdo de proteinas e acidos nucleicos, além de
ser uma ferramenta importante no desenvolvimento de novos medicamentos (Souza et al.,
2021).

Além disso, o dicroismo circular pode ser usado para monitorar a estabilidade da
molécula em diferentes condigdes, como mudancas de pH, temperatura ou presenga de
agentes desnaturantes. Uma mudanca na estrutura secundaria de uma proteina, por
exemplo, em resposta a essas condigdes pode indicar uma alteragdo na estabilidade e,
consequentemente, na atividade fibrinolitica 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 ndo podendo ter sua imagem especular superposta, interagem de maneira
diferencial com a luz polarizada, resultando em uma diferenga de absor¢do da luz
polarizada em relacdo a ndo polarizada. Sistemas que apresentam capacidade rotacional
nula ndo aparecem no dicroismo circular. A comparagdo entre uma molécula quiral e sua
imagem especular revela que ambas apresentam as mesmas propriedades fisicas escalares,
tais como a massa molecular, entalpia de formacao e densidade, sendo sua diferenciacao
possivel apenas por meio da interagdo com luz circularmente polarizada (Nelson; Cox,
2004; Wallace; Janes, 2009; Fasman, 1996). A técnica ¢ altamente sensivel e pode
detectar alteracOes na estrutura de uma molécula, como mudancas em sua conformacao,
interacao com outras moléculas ou efeitos de mutagao (Woody, 1996).

A quiralidade ¢ uma caracteristica fundamental encontrada em diversas moléculas
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biologicas (Kwit et al., 2012). Entre elas, as proteinas se destacam pela extensa utilizacao
da técnica de dicroismo 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 caracterizacdo de proteases, proporcionando informagdes detalhadas
sobre suas estruturas moleculares e propriedades funcionais. Esta técnica analitica permite
a andlise das interacdes moleculares das proteases através da absorcdo de radiagdo
infravermelha por ligagdes quimicas especificas presentes na molécula. Na pratica, a FTIR
utiliza um feixe de radiagdo infravermelha que ¢ absorvido pela amostra em diferentes
frequéncias, correspondentes as vibragdes das ligagdes quimicas presentes na protease. As
caracteristicas espectrais obtidas permitem identificar grupos funcionais, como carbonilas,
aminas, e hidroxilas, presentes na estrutura da protease. Essa analise ¢ fundamental para
determinar a composi¢do quimica da enzima e para elucidar sua estrutura secundaria e
terciaria. Além da composi¢ao quimica, a FTIR pode ser utilizada para estudar mudancas
conformacionais na protease induzidas por variagdes de pH, temperatura, e concentragdes
de solucao. Essas informacdes sdao cruciais para compreender como diferentes condigdes
ambientais afetam a estrutura e a atividade catalitica da enzima. Por exemplo, varia¢gdes na
intensidade e na posigdo dos picos espectrais podem indicar alteracdes na estrutura
quimica da protease, fornecendo insights valiosos sobre sua estabilidade e funcionalidade
em condicoes especificas.

A aplicacdo dessa técnica permite ndo apenas a identificacdo precisa de grupos
funcionais e estruturas moleculares, mas também a avaliagdao das respostas da protease a
diferentes condi¢des experimentais, contribuindo significativamente para o avango no
desenvolvimento de biofairmacos e terapias enzimaticas. Essa técnica vem mostrando
grande potencial no monitoramento de reagdes proteoliticas e processos de hidrélise
enzimatica em proteinas e peptideos (Kristoffersen et al., 2020).

3.6 Radiacao Ionizante como Agente Modulador de Proteases

A radiagdo gama ¢ um tipo de radiacdo ionizante que consiste em ondas
eletromagnéticas de alta energia e frequéncia, produzidas pelo nucleo de d&tomos instaveis,
sendo capaz de penetrar na matéria com alta energia e ionizar 4tomos e moléculas
presentes, ou seja, remover um ou mais elétrons dos atomos ou moléculas, criando ions
eletricamente carregados (Antebi et al., 2016; Sedaghat et al., 2022).

Na medicina, a radiagdo gama ¢ utilizada principalmente para esterilizar materiais
médicos e farmacéuticos devido a sua eficicia na eliminagdo de microrganismos
patogénicos, sem comprometer as propriedades dos materiais. Esta técnica também ¢
fundamental na producdo de radiois6topos usados em diagndsticos por imagem e terapias
de tratamento de doencas como o cancer. Além disso, a irradiacdo gama € utilizada na
industria farmacéutica para esterilizar ingredientes farmacéuticos ativos, garantindo a
esterilidade ao quebrar as ligagdes quimicas nos microbios e inibir a divisao celular,
aumentando a seguranga do produto (Zahid et al., 2022), esse método ¢ preferido para
esterilizacdo terminal pelas autoridades reguladoras, especialmente para produtos

farmacéuticos termolabeis, pois esteriliza os produtos em seus recipientes finais (Jacobs et
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al., 2022).

No campo da pesquisa cientifica, a radiacdo gama ¢ empregada na modificagao de
proteinas e outros compostos para fins terapéuticos. A exposi¢do a doses controladas de
radiagdo pode induzir mudancas significativas na estrutura e nas propriedades das
proteinas. Por exemplo, pode ocorrer a quebra das ligagdes peptidicas ou modificagdes
quimicas como a oxidagdo de aminoacidos, influenciando diretamente na atividade e
especificidade das enzimas (Montero-Lomeli ¢ Rumjanek, 2013). Estudos como o de
Kumari et al. (2020) destacam que a irradiacdo de sementes de soja com até 5 KGy pode
resultar em alteracdes fisico-quimicas que aumentam o potencial antioxidante das
proteinas, além de melhorar a solubilidade e reduzir a turbidez.

Essas modificagdes ndo apenas podem desnaturar ou neutralizar a protease, mas
também tém o potencial de induzir mutagdes que aumentam sua atividade enzimatica ou
melhoram a estabilidade tridimensional da estrutura proteica. A proteina modificada pode
se tornar mais resistente a condi¢cdes extremas como pH extremo, temperatura elevada e
agentes desnaturantes, ampliando suas aplicacdes praticas (Avhad e Rathod, 2014; Hérdig,
Persson e Olsson, 2006). No entanto, ¢ crucial realizar testes rigorosos apds a irradiag@o
para avaliar a atividade enzimatica, estabilidade e especificidade da protease modificada.
Estes testes podem incluir andlises espectrométricas, determinagdes de atividade
enzimatica, estudos de estabilidade térmica e de pH, entre outros métodos analiticos (Costa
et al., 2017). O uso da radiacdo ionizante como ferramenta para a modificacio de proteases
para aplicacoes especificas requer precisao e cautela para garantir que os efeitos sejam
benéficos e ndo prejudiciais (Jian et al., 2010).

3.7  Desenvolvimento de Biofarmacos: Desafios e Oportunidades na Industria
Farmacéutica

O desenvolvimento de biofarmacos representa uma area dindmica e promissora na
industria farmacéutica contemporanea, impulsionada pela crescente demanda por terapias
mais eficazes e personalizadas. Esses medicamentos, derivados de fontes bioldgicas,
oferecem vantagens significativas em termos de especificidade, eficicia e seguranca em
comparagdo com os farmacos tradicionais.

A identificagdo e o desenvolvimento de agentes terapéuticos para combater
distrbios humanos tém sido o foco principal da pesquisa ha décadas (Nash, 2017).
Avancos recentes em biotecnologia ampliaram o potencial de enzimas como biofarmacos
devido a vantagens como alta especificidade, afinidade de substrato, catalise eficiente com
toxicidade reduzida e efeitos colaterais minimos. A catalise enzimdatica permite a
conversao de multiplos alvos, incluindo pro-firmacos, simultaneamente nos produtos
desejados, permitindo a administracdo de quantidades menores de terapéuticos (Yari et al.,
2017). Medicamentos biologicos sdo facilmente produzidos a partir de seres vivos e podem
incluir hormonios como a insulina e a eritropoietina, hemoderivados, fatores de coagulacao
e anticoagulantes recombinantes, fatores de crescimento hematopoiético, enzimas,
citocinas como sao o interferon e as interleucinas, medicamentos imunoldgicos variados
como soros € vacinas recombinantes, anticorpos monoclonais, proteinas recombinantes e
terapéuticas de base celular (Sekhon, 2010).

Atualmente, os medicamentos bioldgicos se destacam como uma classe relevante
na industria farmacéutica, sendo uma das maiores fontes de inovagdo. Com o vencimento



32
das patentes desses medicamentos, surgem oportunidades importantes para aquisi¢ao de
novas competéncias e incorporagdo de biotecnologias no desenvolvimento de produtos
farmacéuticos. Dessa forma, busca-se por alternativas mais econdmicas e eficientes aos
medicamentos bioldgicos existentes na industria (Privato, Martinez e Schmidt, 2020).

Em geral, a legislacao sobre a produgdo e composicao de biofarmacos visa garantir
que esses medicamentos sejam seguros, eficazes e produzidos de acordo com padrdes
elevados de qualidade. As normas internacionais para a produgdo e controle de qualidade
de medicamentos bioldgicos sdo estabelecidas pelo Conselho Internacional para
Harmonizag¢ao de Diretrizes para Medicamentos (ICH), que ¢ uma organizacdo global
formada por reguladores e industrias farmacéuticas. No Brasil, a Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria ¢ responsavel pela supervisdo da producdo e regulamentagdo de
medicamentos  bioldgicos, incluindo proteases fibrinoliticas, regulamentando e
monitorando a producdo e comercializagdo desses insumos. A ANVISA, também
normatiza a produgdo e fornece controle de qualidade pela Farmacopeia Brasileira, nas
Resolugdes da Diretoria Colegiada (RDC) n° 55, de 16 de dezembro de 2010 e a n°® 665, de
30 de marco de 2022. Essas normas tém como objetivo estabelecer e avaliar parametros de
producao, manutengao e comercializagao dos biofarmacos.

Algumas das normas para o desenvolvimento e comercializagdo de um biofarmaco
incluem a caracterizagdo fisico-quimica, que envolve a analise de caracteristicas como
atividade enzimatica, pureza, espectrometria, andlise termografica, determinacdo de
tamanho de particula e concentragdao. Além disso, ¢ importante avaliar a estabilidade do
produto, considerando as condicdes de armazenamento recomendadas, incluindo
temperatura ¢ umidade, e como esses fatores influenciam na data de validade do produto.
E também fundamental realizar o controle de qualidade, incluindo ensaios microbiolégicos
e de esterilidade, além da rotulagem, que deve fornecer informagdes claras sobre a
composicao, modo de uso, armazenamento e data de validade do medicamento (Gad,
2008; Cavalcanti, 2020).

A produgdo de biofarmacos tem sido uma area de grande interesse e investimento
nos ultimos anos, devido a sua capacidade de oferecer tratamentos mais eficazes e
personalizados para diversas doengas, 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 protecdo da propriedade
intelectual. No contexto da producdo de biofarmacos, as patentes sdo particularmente
relevantes, uma vez que esses produtos podem representar investimentos significativos em
pesquisa e desenvolvimento.

Evidenciando a colocacdo acima, a patente EP4056590A1 depositado pelo
Escritério Europeu de Patentes e pelo Organizagdo Mundial da Propriedade Intelectual,
propds uma formulagdo farmacéutica composta por anticorpos monoclonais (mAb)
anti-IL-5 e tampao (pH 6.8 a 7.2) para o tratamento de doengas mediadas pela interleucina
5 (IL-5) como a asma. Ja US20180125966A1 (Tecnologias de estabilizagdo universal
Inc.depositado no escritério estadunidense de patentes) relata processo de formulacao de
composicdes farmacéuticas compostas por microrganismos, proteinas e antigenos,
separadamente ou combinados entre si inativados, mas terapé€ticamente ativos. Seguindo
uma outra linha, a patente US10272033B2 (Tecnologias de estabilizagdo universal
Inc.depositado no escritorio estadunidense de patentes) se refere a meios de administragao
de biofarmacos termoestaveis (preferencialmente vacinas) sem o uso de seringas,
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utilizando a metodologia de imobilizagdo do biofarmaco em filme polimérico composto
por carboidratos em diversas camadas com fungdes diferentes de aportar o biofarmaco,
protegé-lo e permitir a aplicacao no paciente.

Processos que envolvem a distribui¢do e estabilidade de biomoléculas compdem
grande parte dos pedidos de protecdo de propriedade intelectual, como US20050118718A1
(Universidade de Utah depositado no escritério estadunidense de patentes), que utiliza un
copolimero  (Polietilenoglicol-Poli-L-histidina) biocompativel associado a uma
biomolécula como peptideos, acido nucleico, enzima, hormodnio, vacina ou uma mistura
desses, estabilizando a molécula por ionizacao e facilitando sua distribui¢ao. Também ¢
muito presente a prote¢do a processos que utilizam plantas e microrganismos para a
obtencdo de ativos farmacos, como BR1020150291906A2 (Universidade Federal de
Pernambuco pelo Instituto Nacional de Propriedade Industrial) que aborda o uso do extrato
aquoso e fracdo polissacaridica de Thuja occidentalis como agentes antiinflamatorios, ou
P194076600A que informa o uso de extrato de Aspergillus niger 1.2 AN39. para uso
profilatico e terapéutico para prevencdo e tratamento de tumores induzidos por
papilomavirus em mamiferos.

Além disso, pode-se encontrar patentes voltadas a preocupagdes emergentes como
o tratamento de trombose como BR1120220196660A2 (Aplagon Oy pelo Instituto
Nacional de Propriedade Industrial) que determina o processo de producdo e uso de uma
molécula antitrombotica, tendo tanto atividade antiplaquetdria quanto anticoagulante
formada por heparina nao fracionada e albumina de soro humano. Porém, ¢ importante
ressaltar que o uso indevido de patentes pode limitar o acesso a medicamentos essenciais e
encarecer o custo dos tratamentos. Nesse sentido, a discussdo sobre as patentes de
biofarmacos deve ser realizada com cautela e considerando o interesse publico e a garantia
do acesso a saude.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Enzimas Fibrinoliticas Microbianas como Abordagem Promissora para
Distirbios Tromboembdlicos

Os resultados descritos neste capitulo foram publicados como capitulo no livro
“Biotecnologia microbiana e suas aplicacdes na satide” pela Editora Rtb.
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E SUAS APLICACDES NA SAUDE

Titulo: Introdugdo A Biotecnologia Microbiana

Livro: Biotecnologia microbiana e suas aplicagdes na saude
Editora Rfb
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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 Rhamma Cavalcante Ferreira, Juanize
Matias da Silva Batista, Thiago Pajei Nascimento, Ana Lucia Figueiredo Porto.



47

ENZIMAS FIBRINOLITICAS MICROBIANAS COMO ABORDAGEM PROMISSORA
PARA DISTURBIOS TROMBOEMBOLICOS

Resumo

As doengas cardiovasculares sdo um sério problema de saude global, causando iniimeros o6bitos a
cada ano. A trombose ¢ uma complicacdo grave dessas doengas, levando a acidentes vasculares
cerebrais (AVC) e infartos do miocérdio. Os tratamentos atuais, como anticoagulantes, sdo caros e
podem apresentar efeitos colaterais. Assim, as proteases fibrinoliticas de origem microbiana
surgem como uma promissora inovagao terapéutica. O presente capitulo apresenta uma abordagem
atualizada obtida a partir de pesquisa conduzida em bases de dados cientificas. As proteases
fibrinoliticas de origem microbiana tém sido identificadas como uma alternativa terapéutica
promissora para o tratamento da trombose. Elas tém mostrado alta eficicia na dissolucdo de
codgulos sanguineos e menor risco de efeitos colaterais. Além disso, sua produgdo por
microrganismos permite a obtencdo em larga escala e o uso de residuos agroindustriais como
substrato, tornando o processo mais economico € ambientalmente sustentavel.

Palavras-chave: Doencas cardiovasculares; Trombose; Proteases fibrinoliticas; Microrganismos;
Tratamento terapéutico.
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4.2 Systematic analysis on the obtaining of fibrinolytic fungi enzymes

Os resultados descritos neste capitulo foram publicados no periddico “Research,
Society and Development”.

RESEARCH, SOCIETY AND DEVELOPMENT

Fator de Impacto: 1.78 (2020-21, CiteFactor).

Qualis CAPES: C.

DOI: http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v1112.25449

Autores: Kethylen Barbara Barbosa Cardoso, Maria Clara Nascimento, Anna Carolina
Batista, Vagne de Melo Oliveira, Thiago Pajeti Nascimento, Juanize Matias da Silva Batista,
Romero Marcos Pedrosa Brandao Costa, Lorenzo Pastrana, Ana Lucia Figueiredo Porto.

SYSTEMATIC ANALYSIS ON THE OBTAINING OF FIBRINOLYTIC FUNGI
ENZYMES

Resumo

Proteases fibrinoliticas destacam-se por atuarem diretamente no coagulo de fibrina e
conseguir manter o fluxo sanguineo. Fungos despontam na literatura como fontes viaveis na
obtencdo dessa enzima. Desta forma, o proposito desta revisdo sistematica ¢ analisar as
informagdes disponiveis a respeito da producdo, purificagdo e caracterizacdo de proteases
fibrinoliticas 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 periodo de 10 anos (2011-2021). Os resultados
obtidos foram filtrados por critérios de sele¢do, sendo excluidos artigos de revisdo e artigos fora
do escopo deste trabalho. Os artigos foram avaliados e pontuados (0-10) segundo critérios
pré-estabelecidos. Nenhum dos trabalhos obteve pontuacdo maxima, entretanto o trabalho com
maior pontuacao (9) apresentou dados relevantes em todos os critérios analisados, obtendo enzima
fibrinolitica de Xylaria curta. Dentre os 21 artigos selecionados foram descritos 12 géneros
diferentes e o uso de Fermentacdo Submersa e a purificagdo de Serino proteases foram mais
descritos. Este trabalho também observou maior representacdo de etapas de purificagdo e
caracterizagdo, indicando a necessidade de atencdo ao cultivo e aplicacdo enzimatica. Esta claro
que a producdo destas enzimas por fungos € pertinente tendo em vista a alta recuperagdo
observada mesmo apds purificacao e sua tendéncia a aplicagdo farmacéutica.

Palavras-chave: Protease; Trombolitico; Cogumelo; Fungos filamentosos; Fermentagao;
Purificagao
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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 capitulo foram publicados no periédico “Process
Biochemistry™.

Process Biochemistry

Supports open access

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 Pajett Nascimento, Patyanne
Carvalho Correia, Juanize Matias da Silva Batista, Romero Marcos Pedrosa Brandao-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
Lucia Figueiredo Porto.

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

RESUMO

A trombose ¢ uma condicdo perigosa que pode resultar em danos graves. As enzimas
fibrinoliticas sdo agentes terapéuticos significativos para a trombose. Este estudo
concentrou-se na MsFE, uma protease fibrinolitica de M. subtilissimus UCP1262, explorando
seus tragos fisico-quimicos e o impacto da radiacdo gama em sua atividade. As investigacdes
incluiram: atividade fibrinogenolitica, efeitos de solventes e ions, raios gama, vida til da
enzima, FTIR, CD, determinacdo de tempos de coagulagdo e cinética enzimatica.
Notavelmente, os principais resultados obtidos mostram que a protease manteve 90% de
atividade em solventes organicos, o FTIR indicou grupos funcionais carbonila e estudos
espectroscopicos de dicroismo circular indicaram que a estrutura secundaria (folha PB) da
enzima permaneceu principalmente inalterada em pH 2.0-9.0, enquanto mudangas
consideraveis foram observadas na estrutura terciaria. A analise cinética revelou parametros
alterados apos airradiagdo. A radiagdo gama inicialmente aumentou a atividade da enzima (10
kGy), mas diminuiu progressivamente além de 20 kGy. fons metalicos, especialmente
magnésio, aumentaram a atividade da enzima irradiada. Este estudo destaca o potencial da
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radiacdo gama como um modulador para aprimorar a atividade fibrinolitica, sugerindo futuras
aplicagdes biomédicas.

Palavras-chave: Atividade protease, Terapia fibrinolitica, Radiacdo gama.
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5 CONCLUSOES DA TESE

Buscando aprofundar o conhecimento e trazer a literatura uma compreensao do padrao de
publicagdes atuais, foram realizadas duas revisdes sobre o tema da tese. A revisdo narrativa
publicada como capitulo de livro expde a importancia da pesquisa e desenvolvimento de novos
farmacos baseados em enzimas fibrinoliticas para o tratamento de doengas cardiovasculares,
especialmente a trombose. A revisdo sistematica realizou uma busca exaustiva em bancos de
dados que resultou em um total de 426 artigos, dos quais, ap6s a aplicacdo de critérios de inclusdo
e exclusao preestabelecidos, 21 artigos publicados entre 2011 e 2021 foram selecionados. De
acordo com a analise e critérios de pontuagdo, observou-se que 52,4% dos artigos alcangcaram uma
pontuagdo final acima de 7. A andlise evidenciou a necessidade de aprofundar as pesquisas sobre
enzimas fibrinoliticas produzidas por fungos, visto que essas moléculas apresentam grande
variacdo. Da mesma forma, pesquisas sobre a aplicagdo da enzima sdo cruciais para sua direcao
industrial, um atributo essencial para seu uso futuro como agente trombolitico.

Ja em relagdo a parte pratica do estudo, a protease fibrinolitica nomeada MsFE demonstrou
potencial como agente antitrombdtico, com a exposi¢do a radiagdo 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, ions metalicos como ferro, cobre e magnésio afetaram positivamente a
atividade da protease irradiada, sugerindo uma modulacdo potencial por esses ions. A cinética
enzimatica da protease irradiada mostrou alta afinidade, indicando eficacia como agente
fibrinolitico. Este estudo contribui para a compreensdo das aplicacdes clinicas e industriais da
enzima MSFE e estabelece uma base solida para futuras pesquisas focadas nos beneficios
terapéuticos e aplicagdes farmacéuticas e industriais desta enzima. Assim, ¢ essencial ampliar as
publicagdes relacionadas a produgdo de enzimas fibrinoliticas e a avaliacdo de suas aplicacdes,
além de desenvolver uma caracterizagdo mais complexa das propriedades fisico-quimicas da
enzima.

A compreensdo aprofundada da atividade enzimatica e dos fatores que a influenciam,
como radiagdo e ions metalicos, proporciona uma base solida para o desenvolvimento de fAirmacos
mais eficazes no tratamento de doengas cardiovasculares. Na biotecnologia, as descobertas
ressaltam a importancia da otimizagdo de processos enzimaticos e o potencial de aplicagdo dessas
enzimas em contextos industriais. Assim, a tese contribui significativamente para o avango das
tecnologias farmacéuticas e biotecnologicas, promovendo novas oportunidades para o
desenvolvimento de tratamentos inovadores e sustentdveis, e fortalecendo a integracdo entre a
pesquisa académica e a aplicag@o pratica na industria.
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Resumo

Proteases possuem um papel fundamental na economia, estando presentes em diversos setores industriais. Dentre os
fungos conhecidos por produzir proteases, destaca-se o género Aspergillus. Desta forma. o objetivo deste trabalho foi
produzir proteases a partir de fermentagdo em estado sélido de Aspergillus ochraceus, purificar, caracterizar e avaliar
seu potencial na producdo de enzima colagenolitica e fibrinolitica. Para isto foram avaliados o tipo e quantidade do
substrato e a umidade das fermentagdes. Posteriormente foi realizada purificacdo por cromatografia DEA-Sephadex e
Superdex-G75 em sistema FPLC. Assim como caracterizagdo parcial avaliando o pH e temperatura otimos da agdo da
protease. Foi observada que a melhor atividade da enzima nas fermentagdes com farelo de trigo como substrato (3g) e
60% de umidade, apresentando atividade proteasica, colagenolitica e fibrinolitica. Também foi observada maior
atividade em pHS e 50°C. Assim, concluisse que 4. ochraceus possui grande potencial para aplicagdo biotecnoldgica,
destacando-se a importancia de futuras avaliagdes.

Palavras-chave: Fungo Filamentoso; Residuo de Café; Farelo de Trigo: Enzima Fibrinolitica; Colagenase.

Abstract

Proteases play a fundamental role in the economy, being present in several industrial sectors. Among the fungi known
to produce proteases, the genus Aspergillus stands out. Thus, the objective of this work was to produce proteases from
solid state fermentation of Aspergillus ochraceus, purify, characterize and evaluate their potential in the production of
collagenolytic and fibrinolytic enzymes. For this, the type and quantity of the substrate and the humidity of the
fermentations were evaluated. Subsequently. purification was performed by DEA-Sephadex and Superdex-G735
chromatography in an FPLC system. As well as partial characterization evaluating the optimal pH and temperature of
the protease action. It was observed that the best enzyme activity in fermentations with wheat bran as substrate (3g) and
60% moisture, showing protease, collagenolytic and fibrinolytic activity. Greater activity was also observed at pH8 and

Titulo: Protease with fibrinolytic and collagenolytic activity produced by Aspergillus ochraceus
URMO604

Aceito em: 19/01/2022
DOI: http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v11i2.25500
Fator de Impacto da revista: 1.78 (2020-21, CiteFactor). Qualis: C.



53
CAPITULOS DE LIVRO

CAPITULO 1

INTRODUCAO A BIOTECNOLOGIA
MICROBIANA

Kethylen Barbara Barbosa Cardoso!
Raphael Luiz Andrade Silva?

Maria Rafaele Oliveira Bezerra da Silva®
Daniela de Aratjo Viana Marques'
Romero Marcos Pedrosa Brandao Costa’

DOI: 10.46898 /rfb.9786558895886.1

1 Centro de Biociéncias - CB. Universidade Federal de Pernambuco

2 Instituto de Ciéncias Bioldgicas - ICB, Universidade de Pernambuco
3 Instituto de Ciéncias Bioldgicas — ICB, Universidade de Pernambuco
4 Instituto de Ciéncias Biologicas - ICB, Universidade de Pernambuco
5 Instituto de Ciéncias Biologicas - ICB, Universidade de Pernambuco

Titulo: Introducio A Biotecnologia Microbiana
Livro: Biotecnologia microbiana e suas aplicagdes na saude
Editora Rfb DOI: 10.46898/rfb.9786558895886.1 ISBN: 978-65-85712-37-8



APENDICE B — ARTIGOS PUBLICADOS COM PARTICIPACAO COLABORATIVA

cosmetics MoPY

Article

Physicochemical Properties of a Bioactive Polysaccharide Film
from Cassia grandis with Immobilized Collagenase from
Streptomyces parvulus (DPUA/1573)

Kétura Ferreira !

, Kethylen Cardoso !, Romero Brandio-Costa 217, Joana T. Martins 3, Claudia Botelho 3,

6

Anna Neves 4, Thiago Nascimento 5 Juanize Batista 4 Everton Ferreira ©, Fernando Damasceno ¢,

Amanda Sales-Conniff 7", Wendell Albuquerque (), Ana Porto * and José Teixeira

check for
updates

Citation: Ferreira, K.; Cardoso, K;
Brandao-Costa, R.; Martins, J.T.;
Botelho, C.; Neves, A.; Nascimento, T.;
Batista, J.; Ferreira, E.; Damasceno, F;
et al. Physicochemical Properties of a
Bioactive Polysaccharide Film from
Cassia grandis with Immobilized
Collagenase from Streptomyces
parvulus (DPUA/1573). Cosnictics
2024, 11, 86. https:/ /doi.org/
10.3390/cosmetics11030086

Academic Editor: Vasil Georgiev

Received: 19 April 2024
Revised: 15 May 2024

Accepted: 20 May 2024
Published: 29 May 2024

Copyright: © 2024 by the authors.
Licensee MDPI, Basel, Switzerland.
This article is an open access article
distributed under the terms and
conditions of the Creative Commons
Attribution (CC BY) license (https://
creativecommons.org/licenses /by /
4.0/).

3

Postgraduate Program in Biological Applied to Health, Department of Biosciences, Federal University of
Pernambuco, Recife 50670-901, Brazil; ketura.cavalcante@ufpe.br (K.E); kethylen.barbara@ufpe.br (K.C.)
Institute of Biological Sciences, University of Pernambuco, Recife 50100-130, Brazil; romero.brandac@upe.br
?  CEB—Centre of Biological Engineering (LABBELS—Associate Laboratory), University of Minho,

4710-057 Braga, Portugal; joanamartins@ceb.uminho.pt (J.T.M.); claudiabotelho@deb.uminho.pt (C.B.);
jateixeira@deb uminho.pt (J.T.)

Department of Animal Morphology and Physiology, Federal Rural of University of Pernambuco,

Recife 52171-900, Brazil; anna.dneves@ufrpe.br (A.N.); ana.porto@ufrpe.br (A.P)

Campus Professor Cinobelina Elvas, Federal University of Piaui, Bom Jesus 64049-550, Brazil;
thiagopajeu@ufpi.edu.br

Campus Serra da Capivara, Federal University of Sao Francisco Valley-Univasf,

Sao Raimundo Nonato 64770-000, Brazil; everton.franca@univasf.edu.br (EE);
fernando.damasceno@univasf.edu.br (FD.)

7 USF Health Heart Institute, University of South Florida, 560, Channelside Drive, Tampa, FL 33602, USA;
amandasales@usf.edu

Institute of Food Chemistry and Food Biotechnology, Justus Liebig University Giessen, Heinrich-BuH—Ring 17,
35392 Giessen, Germany

*  Correspondence: wendell.albuquerque@Ilcb.chemie.uni-giessen.de

Abstract: (1) Background: Polysaccharide films are promising vehicles for the delivery of bioac-
tive agents such as collagenases, as they provide controlled release at the wound site, facilitating
tissue regeneration. This study aimed to investigate the physicochemical properties of Cassia gran-
dis polysaccharide films with immobilized collagenase from Streptontyces parvulus (DPUA/1573).
(2) Methods: Galactomannan was extracted from Cassia grandis seeds for film production with 0.8%
(e /v) galactomannan and 0.2% (v/v) glycerol with or without collagenases. The films underwent
physical-chemical analyses: Fourier-transform infrared spectroscopy (FTIR), scanning electron mi-
croscopy (SEM), thermogravimetric analysis (TGA), color and opacity (luminosity-L*, green to red-a*,
yellow to blue-b*, opacity-Y%), moisture content, water vapor permeability (WVP), thickness, con-
tact angle, and mechanical properties. (3) Results: The results showed similar FTIR spectra to the
literature, indicating carbonyl functional groups. Immobilizing bioactive compounds increased
surface roughness observed in SEM. TGA indicated a better viability for films with immobilized
5. parvulus enzymes. Both collagenase-containing and control films exhibited a bright-yellowish
color with slight opacity (Y%). Mechanical tests revealed decreased rigidity in PCF (—25%) and
SCF (—41%) and increased deformability in films with the immobilized bioactive compounds, PCF
(234%) and SCF (295%). (4) Conclusions: Polysaccharide-based films are promising biomaterials for
controlled composition, biocompatibility, biodegradability, and wound healing, with a potential in
pharmacological applications.

Keywords: polysaccharide film; collagenase; Streptomyces parvulus; skin healing
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ABSTRACT

Collagenases are proteases able to degrade native and denatured collagen, with broad applica-
tions such as leather, food, and pharmaceutical industries. The aim of this research was to purify
and characterize a collagenase from Streptomyces antibioticus. In the present work, the coffee
ground substrate provided conditions to obtaining high collagenase activity (377.5U/mL) using
anion-exchange DEAE-Sephadex G50 chromatographic protocol. SDS-PAGE revealed the metallo-
collagenase with a single band of 41.28kDa and was able to hydrolyzed type | and type V colla-
gen producing bioactive peptides that delayed the coagulation time. The enzyme activity showed
stability across a range of pH (6.0-11) and temperature (30-55°C) with optima at pH 7.0 and
60°C, respectively. Activators include Mg*?, Ca*? Na*, K, while full inhibition was given by other
tested metalloproteinase inhibitors. Kinetic parameters (K, of 27.14mg/mol, Vnax of
714.29 mg/mol/min, K., of 79.95 " and Kea/Ki of 2.95 mL/mg/s) and thermodynamic parameters
(E, of 65.224kJ/mol, AH of 62.75 kJ/mol, AS of 1.96 J/mol, AG of 62,16 kJ/mol, AGg.s of 8.18 kJ/mol
and AGgr of —2.64 kl/mol) were also defined. Coffee grounds showed to be an interesting source
to obtaining a collagenase able to produce bioactive peptides with anticoagulant activity.

GRAPHICAL ABSTRACT
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Introduction His-Asp-Ser catalytic triad is present in S1 protease family,

Microbial collagenases [E.C. 3.4.24.3] are metalloproteinases what Is described as a clear example of convergent evolu-

tion. Coll ses sponsible for degrading the triple-
(MMPs) that belong to M9 family of metallopeptidases, but S R R WESR MR S R S S iE e

helix structure of native collagen. Microbial collagenases are

it may also include some serine proteases from the S1, S8,
and $53 families.""! The $8 family proteases, characterized
by an Asp-His-Ser catalytic triad (DHS triad), are often
accompanied, on either side, by other domains. A similar

less specific than animal collagenases and cleave several
types of collagens, including insoluble collagen and dena-
tured colla\gen.”I These enzymes are widely used in indus-
trial processes and in therapeutic procedures as: meat
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ABSTRACT

Campus

KEYWORDS
Fructofuranosidase;

Fructooligosaccharides (FOS) are prebiotics of interest to the food industry. These compounds can
be produced through the transfructosylation reaction by the enzyme fructofuranosidase. This
enzyme is widely produced by fungi in a medium rich in sugar. Therefore, in this work, the main
objectives were production, purification, biochemical characterization of a novel fructofuranosidase
enzyme by Penicillium citreonigrum URM 4459 and synthesize and evaluate the antibacterial poten-
tial of fructooligosaccharides. With respect to sucrose hydrolysis, the optimal pH was 5.5, the
apparent Km for purified FFase was 3.8 mM, the molecular mass was 43.0 kDa, estimated by gel
filtration on Superdex increase G75 controlled by AKTA Avant 25 and confirmed by 10% SDS-
PAGE under denaturing condition. Also, the isoelectric point was 4.9. The fractions obtained with
enzymatic activities, both stable at acidic pH and high temperatures, as well as being able to pro-
duce FOS. Regarding antibacterial activity, the FOS produced in this study showed better results
than commercial FOS and other carbon sources. Thus, this work presents relevant data for the use
of P. citreonigum to produce fructofuranosidase and consequently FOS and can be used in the

Fructooligosaccharides;
Penicillium citreonig-
rum; prebiotics

food and pharmaceutical industry.

Introduction

The enzyme market is very promising, and it is estimated
that in 2030 it will exceed US$20.5 bn. Besides in 2021 micro-
organisms were responsible for 86% of the global enzyme
market. The enzymes market is projected to reach $26.9 bn
by 2027, growing of 6.8% from 2022 to 2027, according to a
new report by Markets and Markets. Systematic methods in
the field of enzymes and engineering have allowed access to
achieve ends, such as screening novel enzymes from natural
sources, thus making them safe and secure for manufacturing
speciality products, such as pharmaceuticals, as well as for use
in biocatalytic processes." ! The global industrial biotechnol-
ogy market size is expected to reach $852.6 bn in 2030 and
register a revenue CAGR of 9.9% over the forecast period,
according to the latest report. The market is anticipated to
grow significantly due to the rapid adoption of industrial bio-
technology by various industries, such as food & beverage,
pharmaceuticals, chemicals, and others.

The human health is deeply influenced by the type of
nutrients ingested, therefore the demand for healthier foods
has been increased. One of the current trends in the food
industry is the use of prebiotics in functional foods, that is,

foods that offer health benefits that go beyond basic nutri-
tion; Prebiotics are components present in these foods that
are not digested by gastrointestinal enzymes, favoring the
growth of the active microbiota in the intestine, and inhibit-
ing the proliferation of pathogens. Inulin, galactooligosac-
charides and fructooligosaccharides are also combined with
probiotics for their potential synergistic action, and such
combinations are called symbiotic.[**!

Fructooligosaccharides (FOS) are widely known for their
prebiotic properties, they are non-conventional sugars, rep-
resented mainly by kestose (GF2), nystosis (GF3) and 1-
fi-fructofuranosylnistose (GF4), in which fructose units (F)
are joined by f-type connections (2 — 1) and linked to a
terminal glucose fraction (G) by a-type connections (2 —
l).[”I The implementation of FOS in food can assist in
strengthening the immune system, preventing tooth decay,
improving mineral absorption, and reducing serum levels of
total cholesterol and lipids.m In addition, FOS do not inter-
fere with the organoleptic properties of the products. They
can be found in small amounts in fruits and vegetables;
however, the amount is not sufficient to produce a prebiotic
effect in the individual. Therefore, enzymes such as
f-Fructofuranosidase and fructosyltransferases production
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p-fructofuranosidases (EC3.2.1.26) are members of the GH32 family of glycoside hydrolases, which include more
than 390 enzymes of vegetable and microbial origins, used in several biotechnological applications, Thus, this re-
search aimed to produce a p-fructofuranosidase obtained by Aspergillus tamarii through solid state fermentation,
and to purify by Aqueous Two-Phase System (ATPS). Summary results presented the optimal parameters to pro-
duce the p-fructofuranosidase used wheat bran as a substrate at 30 °C for 48 h, and purification process using
ATPS with polyethylene glycol and sodium citrate (PEG/sodium citrate), where the p-fructofuranosidase prefer-
ably partitioned to the salt-rich phase, the best run (24% of PEG 400, 20% sodium citrate, pH 8) which presented
a higher purification factor 6.42 with 12,39 U/mL activity and 352% yield. Optimum parameter was pH 5.15 and
temperature of 55 °C, respectively. The purified enzyme showed excellent thermal stability and exhibited a half-
life of 60 min at 65 “C. Kinetics results for enzyme showed for Sucrose substrate the enzyme showed Ky, of
42,9 = 2.21 mM and Vo of 180.2 + 2.8 uM min~! mg~! of protein. Although V.., was the highest for 1-
Kestose (219.4 = 2.7 yM min~' mg™' of protein) the preferred substrate of Aspergillus tamarii
ffruciofuranosidase (-Frase) Was Nystose (K of 3.8 + 0.15 mM). SDS-PAGE revealed a single band of protein at
~66 kDa. Finally, this study demonstrated the potential of ATPS to purify a p-fructofuranosidase with applica-
tion in biotechnological field aiming to functional foods.

1. Introduction

zymes are applicated in different points of industrial, but are mostly
used in beverage industry, followed by the dairy industry (Thapa et al.,

Microbial enzymes are a promising alternative for the biotechnol-
ogy industry due to their high selectivity of the substrates used and
products generated. They also have lower production costs, genetic ma-
nipulation capacity, operations under controllable conditions and rep-
resent an alternative renewable resource (Adrio and Demain, 2014).

The enzymatic market is promising, in 2015 it reached a mark of ap-
proximately $4.6 billion and the estimate for 2021 is $6.3 billion, total-
ing a growth of 4.7% in the 2016-2021 ranges. Thus, microbial en-

2019).

However, the process of purifying microbial enzymes is still a chal-
lenge for the biotechnology industry, as there is a need to employ an
easy-to-use, high purification factor and low-cost procedure
(Mukherjee et al., 2019).

Aqueous two-phase system (ATPS) is usually created by the solution
of two immiscible hydrophilic polymers (natural or synthetic) or by the
combination of a polymer (polyethylene glycol, PEG) and a salt (e.g.
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Purification and characterization of a
protease from Aspergillus sydowii URM5774:
Coffee ground residue for protease
production by solid state fermentation

FELYPE T.B. ROCHA, ROMERO M.P. BRANDAO-COSTA, ANNA GABRIELLY D.
NEVES, KETHYLEN B.B. CARDOSQ, THIAGO P. NASCIMENTO, WENDELL W.C.
ALBUQUERQUE & ANA LUCIA F. PORTO

Abstract: Solid state fermentation is a promising technology largely used in
biotechnology process and is a suitable strategy for producing low-cost enzymatic
products. At the present study, a novel enzyme obtained through solid state fermentation
using Aspergilius sydowii was herein purified and characterized. The fermentations used
coffee ground residue as substrate and the crude enzyme was submitted through further
purification steps of: acetonic precipitation, DEAE-Sephadex and Superdex G-75 column
Both crude and purified enzymes were submitted to biochemical characterization of
their thermostahility, optimal temperature and pH, effects of inhibitors and metal ions.
A purified protease was obtained with yield of 5.9-fold and 53% recovery, with maximal
proteolytic activity of 352.0 U/mL. SDS-PAGE revealed a band of protein at 47.0 kDa. The
enzyme activity was abolished in the presence of phenyl-methyl sulfonyl fluoride and
partially inhibited against Triton X-100 (78.0%). The optimal activity was found in pH 8.0
at 45°C of temperature. Besides, the enzyme showed stability between 35°C and 50°C.
It was possible to determine appropriate conditions to the obtainment of thermostable
proteases with biotechnological interest associated with a method that concomitantly
shows excellent production levels and recovery waste raw material in a very profitable
process.

Key words: Aspergillus sydowii, biotechnology, proteases, solid state fermentation,
waste coffee residue.

waste recovery (Novelli et al. 2016, Albuquerque
et al. 2020).

Agricultural waste recovery associated with
the development of techniques of conversion
of raw material into economically useful
products makes research of bioconversion
by microorganisms increasingly relevant.
Production of proteases using solid substrates
through fermentative processes is pointed out
in the present study as a low-cost alternative for

Proteases hydrolyze peptide bonds and
provide essential modifications in proteins
which are involved in the process of digestion,
activation of enzymes, blood clotting and
membrane transport. They have a variety of
functions and represent approximately 60% of
the enzyme world market, being often used in
detergent, leather, pharmaceutical and food

An Acad Bras Cienc (2021) 93(Suppl. 3)

58

Titulo: Purification and characterization of a protease from Aspergillus sydowii URMS5774: Coftee
ground residue for protease production by solid state fermentation
Publicado em: 2021
DOI: https://doi.org/10.1590/0001-3765202120200867
Fator de Impacto da revista: 1.7

Qualis: A2.



DEPOSITO DE PATENTE

870210101941

I VY H Py h A 05/11/2021 ‘
A INOUSTRIAL ML
29409161940874806

Pedido nacional de Inveng¢do, Modelo de Utilidade, Certificado de
Adicao de Invengao e entrada na fase nacional do PCT

Ndmero do Processo:

Dados do Depositante (71)

BR 10 2021 022189 5

Depositante 1 de 3

Nome ou Raz&o Social:
Tipo de Pessoa:
CPF/CNPJ:
Nacionalidade:
Qualificagdo Juridica:
Endereco:

Cidade:

Estado:

CEP:

Pais:

Telefone:

Fax:

Email:

UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DE PERNAMBUCO
Pessoa Juridica

24416174000106

Brasileira

Instituicao de Ensino e Pesquisa

AVENIDA DOM MANOEL DE MEDEIROS, S/N
Recife

PE

52171-900

Brasil

(81) 332 06104

(81) 332 06001

inovacao@ufrpe.br;luis.bezerrasilva@ufrpe.br

59

Titulo: PROCESSO SIMULTANEO DE EXTRACAO MECANICA E FILTRACAO DE
PROTEINAS DO EXOCARPO E TEGUMENTO DE SEMENTES DE Pritchardia pacifica
Processo: BR1020210221895

Data de deposito: 05/11/2021



JNSTJTUTO 870220102972
' NACIONA 07/11/2022 5:0
INDUSTRIAL

29409161952295628

Pedido nacional de Inveng¢ao, Modelo de Utilidade, Certificado de
Adigao de Invengdo e entrada na fase nacional do PCT

Ndmero do Processo: BR 10 2022 022600 8

Dados do Depositante (71)

Depositante 1 de 4

Nome ou Razdo Social: UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DE PERNAMBUCO
Tipo de Pessoa: Pessoa Juridica
CPF/CNPJ: 24416174000106
Nacionalidade: Brasileira
Qualificagdo Juridica: Instituicdo de Ensino e Pesquisa
Enderego: AVENIDA DOM MANOEL DE MEDEIROCS, S/N
Cidade: Recife
Estado: PE
CEP: 52171-900
Pais: Brasil
Telefone: (81) 332 06104
Fax: (81) 332 06001

Email: inovacao@ufrpe.br;luis.bezerrasilva@ufrpe.br

Titulo: PROCESSO DE EXTRACAO POR SISTEMA DE DUAS FASES AQUOSAS DE
ALBUMINA

Processo: BR1020220226008

Data de depésito: 07/11/2022



‘ ;::.g:’éruro 29/12/2022 87?220123408
A NoUSTRIAL T
INDUSTRIAL

29409161959084320

Pedido nacional de Inveng¢édo, Modelo de Utilidade, Certificado de
Adigao de Invengdo e entrada na fase nacional do PCT

Ndmero do Processo: BR 10 2022 026983 1

Dados do Depositante (71)

Depositante 1 de 2

Nome ou Razdo Social: UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DE PERNAMBUCO
Tipo de Pessoa: Pessoa Juridica
CPF/CNPJ: 24416174000106
Nacionalidade: Brasileira
Qualificagdo Juridica: Instituigdo de Ensino e Pesquisa
Enderego: AVENIDA DOM MANQOEL DE MEDEIRCS, S/N
Cidade: Recife
Estado: PE
CEP: 52171-900
Pais: Brasil
Telefone: (81) 332 06104
Fax: (81) 332 06001

Email: inovacao@ufrpe.br;luis.bezerrasilva@ufrpe.br

Titulo: PROCESSO DE ELABORACAO E USO DE BIORREATOR SUSTENTAVEL PARA
FERMENTACAO EM ESTADO SOLIDO

Processo: BR1020220269831

Data de deposito: 29/12/2022



870230022056

INSTITUTO
’ | H InemTY; 15/03/2023 ’
INDUSTRIAL
29409161958589062

Pedido nacional de Inveng¢éo, Modelo de Utilidade, Certificado de
Adigao de Invengdo e entrada na fase nacional do PCT

Ndmero do Processo:

Dados do Depositante (71)

BR 10 2023 004813 7

Depositante 1 de 3

Nome ou Raz&o Social:
Tipo de Pessoa:
CPF/CNPJ:
Nacionalidade:
Qualificagdo Jurfdica:
Endereco:

Cidade:

Estado:

CEP:

Pais:

Telefone:

Fax

Email:

UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DE PERNAMBUCO
Pessoa Juridica

24416174000106

Brasileira

Instituigdo de Ensino e Pesquisa

AVENIDA DOM MANOEL DE MEDEIROS, S/N
Recife

PE

52171-900

Brasil

(81) 332 06104

(81) 332 06001

inovacao@ufrpe.br;luis.bezerrasilva@ufrpe.br

62

Titulo: DISCOS DE CELULOSE IMPREGNADOS COM NANOPARTICULAS DE PRATA
ASSOCIADA A EXTRATO VEGETAL PARA ATIVIDADE CUPINICIDA

Processo: BR1020230048137

Data de depésito: 15/03/2023



8702300?6606

, | H NACIONAL 29/08/2023 :
b NDUSTRIAL M
INDUSTRIAL
29409162304994969

Pedido nacional de Inveng¢ao, Modelo de Utilidade, Certificado de
Adigao de Invengdo e entrada na fase nacional do PCT

Ndmero do Processo:

Dados do Depositante (71)

BR 10 2023 017441 8

Depositante 1 de 4

Nome ou Raz&o Social:
Tipo de Pessoa:
CPF/CNPJ:
Nacionalidade:
Qualificagio Jurldica:
Endereco:

Cidade:

Estado:

CEP:

Pais:

Telefone:

Fax:

Email:

UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DE PERNAMBUCO
Pessoa Juridica

24416174000106

Brasileira

Instituicdo de Ensino e Pesquisa

AVENIDA DOM MANOEL DE MEDEIROS, S/N
Recife

PE

52171-900

Brasil

(81) 332 06104

(81) 332 06001

inovacao@ufrpe.br

Titulo: COMPOSTO BACTERICIDA PREPARADO EM GEL ENRIQUECIDO COM
NANOPARTICULAS DE PRATA DE ORIGEM MICROBIANA

Processo: BR1020230174418

Data de depésito: 29/08/2023

63



INSTITUTO 8?0230074 688
' NACIONAL 23/08/2023 5
INDUSTRIAL
29409162302766837

Pedido nacional de Invengédo, Modelo de Utilidade, Certificado de
Adicao de Invengéo e entrada na fase nacional do PCT

Numero do Processo:

Dados do Depositante (71)

BR 10 2023 016980 5

Depositante 1 de 4

Nome ou Raz&o Social:
Tipo de Pessoa:
CPF/CNPJ:
Nacionalidade:
Qualificagio Juridica:
Enderego:

Cidade:

Estado:

CEP:

Pais:

Telefone:

Fax:

Email:

UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DE PERNAMBUCO
Pessoa Juridica

24416174000106

Brasileira

Instituicdo de Ensino e Pesquisa

AVENIDA DOM MANOEL DE MEDEIROS, S/N
Recife

PE

52171-900

Brasil

(81) 332 06104

(81) 332 06001

inovacao@ufrpe.br

Titulo: BIOFILME CICATRIZANTE FORMULADO A BASE DE UM BLEND

64

POLISSACARIDICO ASSOCIADO A NANOPARTICULAS DE PRATA COM HIDROLIZADO

DE COLAGENO
Processo: BR10202301698
Data de depésito: 23/08/2023



65
CAPITULOS DE LIVRO COM PARTICIPACAO COLABORATIVA

CAPITULO 2

MICROBIOLOGIA APLICADA
AO TRATAMENTO DE
FERIDAS:ESTRATEGIAS PARA
O CONTROLE MICROBIANO E
CICATRIZACAO DE FERIDAS

Kétura Rhamma Cavalcante Ferreira'
Kethylen Barbara Barbosa Cardoso?
Vinicius Breno Silva de Aratjo®
Romualdo Brandao Costa Junior*
Juanize Matias da Silva Batista®

Ana Lcia Figueiredo Porto®

DOI: 10.46898 /rfb.9786558895886.2

1 1Centro de Biociéncias - CB. Universidade Federal de Pernambuco.

2 1Centro de Biociéncias - CB. Universidade Federal de Pernambuco.

3 2Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal - Universidade Federal Rural de Pernambuco.
4 2Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal - Universidade Federal Rural de Pernambuco.
5 2Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal - Universidade Federal Rural de Pernambuco.
6 3lnstituto de Ciéncias Biologicas - ICB, Universidade de Pernambuco.

Titulo: Microbiologia Aplicada ao Tratamento de Feridas: Estratégias Para o Controle Microbiano
e Cicatrizacao de Feridas

Livro: Biotecnologia microbiana e suas aplicagdes na saude
Editora Rfb



66
DOI: 10.46898/rfb.9786558895886.2
ISBN: 978-65-85712-37-8

CAPITULO5

MICORREMEDIACAO: UMA
ABORDAGEM SUSTENTAVEL PARA
TRATAR EFLUENTES DA INDUSTRIA
TEXTIL

Anna Gabrielly Duarte Neves'

Raphael Luiz Andrade Silva®

Adriane Caroline Batista Oliveira®
Kethylen Barbara Barbosa Cardoso*
Ana Lucia Figueiredo Porto®

Romero Marcos Pedrosa Brandao Costa®

DOI: 10.46898/ rfb.9786558895886.5

1 Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal - Universidade Federal Rural de Pernambuco
2 Instituto de Ciéncias Biologicas - ICB, Universidade de Pernambuco

3 Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal - Universidade Federal Rural de Pernambuco
4 Centro de Biociéncias - CB. Universidade Federal de Pernambuco

5 Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal - Universidade Federal Rural de Pernambuco
6 Instituto de Ciéncias Biolégicas - 1CB, Universidade de Pernambuco

Titulo: Micorremediagdo: uma Abordagem Sustentavel para Tratar Efluentes da Industria Téxtil
Livro: Biotecnologia microbiana e suas aplicagdes no meio ambiente

Editora Rfb

DOI: 10.46898/rfb.9786558895886.5



67
ISBN: 978-65-85712-37-8

CAPITULO 1

DA BANCADA AO MERCADO:
INOVACAO TECNOLOGICA
IMPULSIONANDO A MICROBIOLOGIA
INDUSTRIAL

[sadora Mendes da Fonseca'

Aline Ferreira Sobral®

Kethylen Barbara Barbosa Cardoso®
Nilson Fernando Barbosa da Silva*
Thiago Pajet Nascimento®

Raphael Luiz Andrade Silva®

Ana Licia Figueiredo Porto’

Romero Marcos Pedrosa Brandao Costa®

DOI: 10.46898 / rfb.9786558895886.1

1 Instituto de Ciéncias Biologicas - ICB, Universidade de Pernambuco.

2 Instituto de Ciéncias Bioldgicas - ICB, Universidade de Pernambuco.

3 Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal - Universidade Federal Rural de Pernambuco.
4 Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal - Universidade Federal Rural de Pernambuco.
5 Campus Professora Cinobelina Elvas - Universidade Federal do Piaui.

6 Instituto de Ciéncias Bioldgicas - ICB, Universidade de Pernambuco.

7 Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal - Universidade Federal Rural de Pernambuco
8 Campus Professora Cinobelina Elvas - Universidade Federal do Piaui.

Titulo: Da Bancada ao Mercado: Inovagdo Tecnoldgica Impulsionando a Microbiologia Industrial
Livro: Biotecnologia microbiana e suas aplicagdes no meio ambiente
Editora Rfb

DOI: 10.46898/rfb.9786558895886.1
ISBN: 978-65-85712-37-8



68

OUTRAS PUBLICAC()ES E ATIVIDADES
Resumos Publicados

. CARDOSO, K. B. B.; RAMOS, D. G. ; NASCIMENTO, T. P.; BRANDAO-COSTA, R.
M. P.; PORTO, A. L. F. . 'PROTEASE COLAGENOLITICA PRODUZIDA POR MUCOR
SUBITILISSIMUS UCP1262.. In: III Congresso Brasileiro de Biotecnologia On-line, 2023,
Fortaleza - CE. III Congresso Brasileiro de Biotecnologia On-line, 2023. v. 1. p. 1-5.
SOBRAL, A. F. ; FONSECA, I. M. ; CARDOSO, K. B. B. ; NASCIMENTO, MARIA
CLARA ; SILVA, R. L. A. ; BRANDAO-COSTA, R. M. P. . PERSPECTIVAS
FISICO-QUIMICAS NA PURIFICACAO DE PROTEASES PARAAPLICACOES
INDUSTRIAIS: UMA REVISAO.. In: 6° Encontro de Quimica e Formagio Docente da
UFRPE, 2023, Recife. 6° Encontro de Quimica e Formag¢ao Docente da UFRPE. Recife:
UFRPE, 2023. v. 1. p. 1.

. NASCIMENTO, B. E. G. ; SILVA, M. R. O. B. ; RAMOS, D. G. ; CARDOSO, K. B. B. ;

SOUZA, K. L. ; BEZERRA, RAQUEL PEDROSA ; BRANDAO-COSTA,R. M. P. ;
VIANA, D. A. . RELATO DE EXPERIENCIA COMO MONITORA DO I CURSO DE
BIOTECNOLOGIAAPLICADA A SAUDE E MEIO AMBIENTE.. In: 6° Encontro de
Quimica e Formacao Docente da UFRPE, 2023, Recife. 6° Encontro de Quimica e
Formacao Docente da UFRPE, 2023. p. 1.

SOUZA, K. L. ; SILVA, M. R. O. B. ; NASCIMENTO, B. E. G. ; ANGELIM, J. L. C. ;
CARDOSO, K. B. B. ; BRANDAO-COSTA, R. M. P. . STREPTOMYCES SPP. E SEU
POTENCIAL BIOTECNOLOGICO NA PRODUCAO DESUBSTANCIAS BIOATIVAS:
UMA REVISAO DE LITERATURA. In: 6° Encontro de Quimica e Formacgdo Docente da
UFRPE, 2023, Recife. 6° Encontro de Quimica e Formac¢ao Docente da UFRPE. Recife:
UFRPE, 2023. v. 1. p. 1.

. NASCIMENTO, THIAGO P. ; CARDOSO, K. B. B. ; BARROS, A. C. S. ; SILVA, M. J. C.

: BARBOSA-FILHO, J. P. M. ; PORTO, ANA LUCIA F. . Efeito da radiagio gama sobre
uma protease fibrinolitica produzida por um fungo isolado de solo da Caatinga e o efeito de
co fatores sobre a atividade enzimatica pos-radiacao. In: I Congresso Nacional de Ciéncias

Aplicada a Farmacia, 2023. I Congresso Nacional de Ciéncias Aplicada a Farmacia, 2023.



10.

I1.

69
SILVA, J. B. ; CARDOSO, KETHYLEN B.B. ; MIRANDA, LM.R. ; SILVA,R. L. A. .

TECNOLOGIA EDUCACIONAL E APRENDIZAGEM ATIVA: EXPLORANDO A
UTILIZACAO DE MAPAS MENTAIS NO CANVA PARA O ESTUDO DA
DIVERSIDADE DE FUNGOS. In: VII Encontro Pernambucano de Micologia, 2023,
Recife-PE. ENSINO E DIVULGACAO DE MICOLOGIA, 2023.

LIMA, A. D. O. ; ALVES, D. G. ; CARDOSO, KETHYLEN B.B. ; SILVA,R. L. A. ;
MARQUES, D. V. ; BRANDAO-COSTA, R. M. P. . APLICACAO DE
NANOCARREADORES PARA OTIMIZACAO DO TRATAMENTO TOPICO DE
INFECCOES POR Candida albicans. In: VII Encontro Pernambucano de Micologia, 2023.
MICOLOGIA E SAUDE, 2023.

. VASCONCELLOS, C. E. A. ; NASCIMENTO, M. C. ; CARDOSO, KETHYLEN B.B. ;

SILVA, R. L. A. ; PORTO, A. L. F. ; BRANDAO-COSTA, R. M. P. . 0 O POTENCIAL
ANTIFUNGICO DE LECTINAS EXTRAIDAS DE PLANTAS: UMA BREVE REVISAO.
In: VII Encontro Pernambucano de Micologia, 2023, Recife-PE. FUNGOS NA
BIOTECNOLOGIA, 2023.

SILVA, J. B. ; CARDOSO, KETHYLEN B.B. ; SILVA, P. G. O. C. ; NEVES, A. G. D..
DESENVOLVIMENTO DE MODELOS FUNGICOS NA SALA DE AULA:
EXPLORANDO A CULTURA MAKER COMO FERRAMENTA DE APRENDIZADO
ATIVO E SIGNIFICATIVO. In: VII Encontro Pernambucano de Micologia, 2023,
Recife-PE. ENSINO E DIVULGACAO DE MICOLOGIA, 2023.

BRANDAO-COSTA, R. M. P. ; ARAUJO, V. F. ; BATISTA, J. M. S. ; COSTA-JUNIOR, R.
B. ; BEZERRA, R. P. ; CARDOSO, K. B. B. ; PORTO, A. L. F. . Anticoagulant effect of
Bothrops leucurus crude venom: Coagulation pathway.. In: II International Workshop on
Cellular and Molecular Biology, 2021, Recife. II International Workshop on Cellular and
Molecular Biology., 2021. v. 1. p. 1-4.

NASCIMENTO, G. L. S. ; ARAUJO, Vivianne Ferreira ; ROLIM, T. L. V. ; Santos,
Micheline Thais dos ; CARDOSO, Kethylen Barbara Barbosa ; NASCIMENTO, Thiago
Pajeti ; BRANDAO-COSTA, R. M. P. ; BATISTA, J. M. S. ; PORTO, A. L. F.. O
POTENCIAL BIOTECNOLOGICO DE FUNGOS FILAMENTOSOS NA SINTESE
VERDE DE NANOPARTICULAS DE PRATA: UMA BREVE REVISAO. In: III
SEMANA CIENTIFICA DO AGRESTE PERNAMBUCANO, 2021, Garanhuns. A
CIENCIA INTEGRADA A SOCIEDADE EM BUSCA DE NOVAS PERSPECTIVAS,



12.

13.

14.

15.

16.

17.

70
2021.

CARDOSO, Kethylen Barbara Barbosa; NASCIMENTO, T. P. ; BATISTA, J. M. S. ;
BRANDAO-COSTA, R. M. P. ; PORTO, A. L. F. . PRODUCAO DE ENZIMAS
FIBRINOLITICAS POR COGUMELOS. In: III SECAP, 2021, Garanhuns. A CIENCIA
INTEGRADA A SOCIEDADE EM BUSCA DE NOVAS PERSPECTIVAS, 2021.

SILVA, A. C. B. E. ; NASCIMENTO, M. C. ; CARDOSO, Kethylen Barbara Barbosa ;
BATISTA, J. M. S. ; BRANDAO-COSTA, R. M. P. ; PORTO, A. L. F. ; NASCIMENTO, T.
P.. O GENERO ABSIDIA E SUAS APLICACOES BIOTECNOLOGICAS. In: ITI SECAP,
2021, Garanhuns. A CIENCIA INTEGRADA A SOCIEDADE EM BUSCA DE NOVAS
PERSPECTIVAS, 2021.

BARRETO, M. E. L. ; SILVA, L. N. ; NASCIMENTO, T. P. ; BATISTA, J. M. S. ;
BARROS, N. ; CARDOSO, KETHYLEN B.B. ; VIANA, D. A. ; BEZERRA,R. P, ;
PORTO, A. L. F. ; BRANDAO-COSTA, R. M. P. . ULTRASSOM DE BAIXA
FREQUENCIA NA EFICIENCIA CATALITICA DE ENZIMAS PRODUZIDAS POR
FUNGOS: UMA REVISAO DE LITERATURA. In: III SECAP, 2021, Garanhuns. A
CIENCIA INTEGRADA A SOCIEDADE EM BUSCA DE NOVAS PERSPECTIVAS,
2021.

CARDOSO, K. B. B.; SANTOS, S. M. ; BATISTA, J. M. S. ; BRANDAO-COSTA, R. M.
P. ; PORTO, ANA LUCIA F. . Production of lectins from Brazillian plant seeds: A review.
In: 2nd Internationa Workshop on Cellular and Molecular Biology, 2021, Recife. 2nd
Internationa Workshop on Cellular and Molecular Biology, 2021. v. 1. p. 1.
BRANDAO-COSTA, R. M. P. ; ARAUJO, V. F. ; BATISTA, J. M. S. ; COSTA-JUNIOR, R.
B.; NASCIMENTO, T. P. ; CARDOSO, K. B. B. ; BEZERRA, RAQUEL PEDROSA ;
PORTO, ANA LUCIA F. . Anticoagulant effect of Bothrops leucurus crude venom:
Coagulation pathway.. In: 2nd Internationa Workshop on Cellular and Molecular Biology,
2021, Recife. 2nd Internationa Workshop on Cellular and Molecular Biology, 2021. v. 1. p.
1.

FONSECA, I. M. ; RAMOS, D. G. ; SOBRAL, A. F. ; CARDOSO, K. B. B. ; DUARTE, C.
A.L.; BRANDAO-COSTA, R. M. P.. TESTE DE EXTRACAO DE PROTEINA DO
MEIO VISANDO A OBTENCAO DE PROTEASES MICROBIANAS.. In: XXII Jepex,
2023, Recife-PE. XXII JEPEX UFRPE - Democracia, Educagdo ¢ Sustentabilidade no
Mundo Figital, 2021.



18.

19.

20.

21.

22.

23.

71
SILVA, N. F. B. ; NASCIMENTO, M. C. ; BATISTA, J. M. S.; SILVA,R. L. A. ;

CARDOSO, K. B. B. ; BRANDAO-COSTA, ROMERO M.P. . MICRORGANISMOS
QUERATINOFILICOS COMO ALTERNATIVA PARA O TRATAMENTO DE
RESIDUOS PROVENIENTES DA AVICULTURA. In: XXII Jepex, 2023, Recife-PE. XXII
JEPEX UFRPE - Democracia, Educacgdo e Sustentabilidade no Mundo Figital, 2021.

SILVA, N. F. B. ; SILVA, R. L. A. ; CARDOSO, K. B. B. ; BATISTA, J. M. S. ;
BRANDAO-COSTA, R. M. P.. POTENCIAL BIOTECNOLOGICO DE
MICRORGANISMOS QUERATINOFILICOS PARA TRATAMENTO DE RESIDUOS
ORGANICOS PROVENIENTE DA INDUSTRIA AVICOLA. In: IV Simprot, 2023,
Recife-PE. o IV Simpdsio de Proteinas Bioatiavas da Universidade Federal de Pernambuco,,
2023.

CARDOSO, K. B. B.; BARBOSA FILHO, J. P. M. ; MIRANDA, V. M. A. M. ; BATISTA,
Juanize Matias da Silva ; NASCIMENTO, Thiago Pajet ; Costa, Romero Marcos Pedrosa
Branddo . CARACTERIZAGAO FiSICA DE UMA PROTEASE COLAGENOLITICA
IMOBILIZADA EM FILME DE QUITOSANA PARA FUTURA APLICACAO NA
CICATRIZACAO DE FERIDAS.. In: Congresso CFF de Ciéncias Farmacéuticas, 2023,
Natal. Anais do Congresso CFF de Ciéncias Farmaceéuticas - Edicdo Natal-RN, 2023.
BRANDAO-COSTA, R. M. P. ; BARBOSA FILHO, J. P. M. ; FREITAS, K. H. ; PORTO,
ANA LUCIA F. ; CARDOSO, K. B. B. ; BATISTA, Juanize Matias da Silva ;
NASCIMENTO, THIAGO P. . SOLAMENTO E POTENCIAL BIOTECNOLOGICO DE
CELULASES ORIUNDAS FUSARIUM MONILIFORME.. In: Congresso CFF de Ciéncias
Farmacéuticas - Edicao Natal-RN, 2023. Congresso CFF de Ciéncias Farmacéuticas -
Edicao Natal-RN, 2023.

REGIS, V. G. V. A. ; MIRANDA, V. M. A. M. ; BARBOSA FILHO, J. P. M. ; CARDOSO,
K. B. B. ; BATISTA, J. M. S. ; PORTO, A. L. F. ; NASCIMENTO, T. P. ;
BRANDAO-COSTA, R. M. P. . PRODUCAO, PURIFICACAO E CARACTERIZACAO
BIOQUIMICA DE PROTEASES FIBRINOLITICAS OBTIDAS POR UM FUNGO
FILAMENTOSO UTILIZANDO BORRA DE CAFE COMO SUBSTRATO. In: II
Congresso Brasileiro de Ciéncias Farmacéuticas, III Congresso Brasileiro de Farmacia
Estética, Simposio Brasileiro sobre Clinicas e Consultorios Farmacéuticos, Encontro
Brasileiro de Farmacéuticos em Servigos de Vacinagao, 2022. v. 1. p. 1-4.

BRANDAO-COSTA, R. M. P. ; ARAUJO, V. F. ; BATISTA, J. M. S. ; COSTA-JUNIOR, R.



72
B.; NASCIMENTO, T. P. ; CARDOSQO, K. B. B. ; BEZERRA, R. P. ; PORTO, A. L. F. .

Anticoagulant effect of Bothrops leucurus crude venom: Coagulation pathway. In:
International workshop on cellular and molecular biolog. In: II International workshop on

cellular and molecular biology, 2021. II International workshop on cellular and molecular

biology, 2021. v. 1. p. 1-4.

Organizacio de livros
0. OLIVEIRA, VAGNE DE MELO (Org.) ; NASCIMENTO, THIAGO P. (Org.) ;

BATISTA, Juanize Matias da Silva (Org.) ; CARDOSO, KETHYLEN B.B. (Org.) ;
BRANDAO-COSTA, Romero Marcos Pedrosa (Org.) ; PORTO, ANA LUCIA F. (Org.) .
BIOTECNOLOGIA AMBIENTAL. 1. ed. Belém: RBF, 2022. v. 1. 43p .

1. PORTO, A. L. F. (Org.) ; SANTANA, B. F. M. (Org.) ; MARQUES, D. A. V. (Org.) ;
BARBOSA FILHO, J. P. M. (Org.) ; BATISTA, J. M. S. (Org.) ; CARDOSO, K. B. B.
(Org.) ; BRANDAO-COSTA, Romero Marcos Pedrosa (Org.) ; NASCIMENTO, T. P.
(Org.) . BIOTECNOLOGIA FARMACEUTICA-VOL 2. 2. ed. , 2022.

2. PORTO, ANA LUCIA F. (Org.) ; SANTANA, B. F. M. (Org.) ; MARQUES, D. A. V.
(Org.) ; BARBOSA FILHO, J. P. M. (Org.) ; BATISTA, J. M. S. (Org.) ; CARDOSO, K.
B. B. (Org.) ; SILVA, M. R. O. B. (Org.) ; BRANDAO-COSTA, R. M. P. (Org.) ;
NASCIMENTO, T. P. (Org.) . BIOTECNOLOGIA FARMACEUTICA-VOL 1. 1. ed. ,
2022.

3. OLIVEIRA, VAGNE DE MELO (Org.) ; NASCIMENTO, T. P. (Org.) ; BATISTA, J. M.
S. (Org.) ; CARDOSO, KETHYLEN B.B. (Org.) ; BRANDAO-COSTA, Romero
Marcos Pedrosa (Org.) ; PORTO, ANA LUCIA F. (Org.) . Biotecnologia na saude. 1. ed.
Belém: RBF, 2022. v. 1. 51p .

Organizacio de eventos

4. OLIVEIRA, V. M. ; CARDOSO, Kethylen Barbara Barbosa ; PORTO, Ana Lucia
Figueiredo . IT Webinario de Biotecnologia Aplicada a Pesca e Aquicultura (Il WBAPA).
2021. (Outro).



