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RESUMO
As doencas cardiovasculares sdo as principais causas de morte no mundo e podem ser
causadas pela formacédo desordenada de fibrina nos vasos sanguineos. Enzimas fibrinoliticas
podem ser usadas para reestabelecer o fluxo sanguineo normal. O objetivo deste trabalho foi
produzir, purificar e caracterizar uma enzima fibrinolitica obtida a partir da microalga
Chlorella vulgaris cultivada mixotroficamente usando milhocina, um subproduto
agroindustrial do processamento do milho. O cultivo da microalga C. vulgaris utilizando 1%
de milhocina obteve um X, = 1637,45 mg L™, P, = 181,93 mg L™ dia® e atividade
fibrinolitica (FU = 273,82 U mg™), bem como um menor valor de atividade proteasica total
(PA = 33,22 U mg™). Ambas as enzimas foram purificadas por cromatografia de troca idnica.
A enzima purificada de C. vulgaris apresentou uma atividade fibrinolitica de 1834,6 U mg™
(226,86 mm?) e peso molecular de 45 kDa, confirmado por SDS-PAGE e zimografia de
fibrina. A enzima foi Fe?*-dependente e inibida pelo inibidor de metaloproteinase, EDTA
(43,37%) e serino protease, PMSF (49,59%), caracterizando uma metal-dependente serino
protease. Também apresentou taxa de hemolise menor que 4% e atividade trombolitica de
25,6% em apenas 90 minutos de reacdo. Assim, sugere-se que o cultivo mixotréfico de C.
vulgaris utilizando milhocina é uma fonte promissora para producdo de enzima fibrinolitica,
diminuindo os custos industriais, agregando valor ao produto final e mostrando ser de

interesse para as industrias biomédica e farmacéutica.

Palavras-chave: Chlorella vulgaris. Enzimas fibrinoliticas. Milhocina. Subproduto

agroindustrial.



ABSTRACT

Cardiovascular diseases are the leading causes of death in the world and may be caused by the
disordered formation of fibrin in blood vessels. Fibrinolytic enzymes can be used to
reestablish normal blood flow. The objective of this work was to produce, purify and
characterize an fibrinolytic enzyme obtained from microalgae Chlorella vulgaris cultivated
mixotrofically using corn steep liquor, an agroindustrial by-product of maize processing. The
cultivation of C. vulgaris microalgae using 1% corncine obtained a Xy, = 1637.45 mg L™, Py =
181.93 mg L™ day™ and fibrinolytic activity (FU = 273.82 U mg™) as well as a lower value of
total proteasic activity (PA = 33.22 U mg™). Both enzymes were purified by ion exchange
chromatography. The enzyme purified from C. vulgaris showed fibrinolytic activity of 1834.6
U mg™ (226.86 mm?) and molecular weight of 45 kDa, confirmed by SDS-PAGE and fibrin
zymography. The enzyme was Fe?*-dependent and inhibited by the metalloproteinase
inhibitor, EDTA (43.37%) and serine protease, PMSF (49.59%), characterizing a metal-
dependent serine protease. It also presented hemolysis rate of less than 4% and thrombolytic
activity of 25.6% in only 90 minutes of reaction. Thus, it is suggested that the mixotrophic
culture of C. vulgaris using corn steep liquor is a promising source for the production of
fibrinolytic enzyme, reducing industrial costs, adding value to the final product and showing

that it is of interest to the biomedical and pharmaceutical industries.

Keywords: Chlorella vulgaris. Fibrinolytic enzymes. Corn steep liquor. Agroindustrial

subproduct.
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1 INTRODUCAO

As doencas cardiovasculares sdo as principais causas de morte em muitos paises. De
acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), cerca de 17,3 milhdes de pessoas
morrem vitimas de doencas cardiovasculares por ano, e se estima que o numero de mortes
chegue a 23,6 milhdes ate 2030. Em 2013, essas mortes representaram 31% de todas as
mortes globais, sendo 80% das mortes registradas em paises de baixa e média renda
(AMERICAN HEART ASSOCIATION’S, 2016).

Ativadores do plasminogénio sdo utilizados no tratamento de distrbios relacionados
ao coagulo sanguineo. Dentre eles podemos destacar a uroquinase (FENG et al., 2017),
estreptoquinase (ADIVITIYA et al., 2016), ativador do plasminogénio tissular e
estafiloquinase (AISINA et al., 2016). No entanto, eles apresentam varias desvantagens,
como meia-vida curta, alto custo, necessidade de altas doses e efeitos colaterais, incluindo
reacOes alérgicas e complicacGes hemorragicas (UESUGI et al., 2011).

Como alternativa aos tratamentos existentes, as vantagens da produgdo de enzimas
por via microbiana € seu baixo custo e alta eficacia (DEEPAK et al., 2010). Uma das
principais aplicacBes farmacéuticas das proteases fibrinoliticas microbianas é no
tratamento da trombose (MINE et al., 2005).

Enzimas fibrinoliticas ja foram extraidas com sucessoa partir de fontes vegetais,
animais e microbianas. As de origem microbiana tém sido relatadas em varias espécies de
Bacillus, Pseudomonas, Staphylococcus, Alteromonas, Coryneform, Penicillium,
Aspergillus, Fusarium, Trichotecium, Actinomyces, Esherichia coli, Streptomyces e

Anabaena.

O cultivo de micro-organismos fotossintetizantes destinados a obtencdo de enzimas
fibrinoliticas é pouco relatado (BANERJEE et al., 2013) e pode ser uma alternativa como

fonte de novas enzimas.

A procura de compostos bioativos de interesse farmacolégico em microalgas e
cianobactérias tém recebido grande atencdo, principalmente no tocante a identificacdo de
diversas substancias sintetizadas por estes micro-organismos. A imensa biodiversidade e
consequente variabilidade na composicdo bioguimica em extratos dos micro-organismos
fotossintetizantes tém levado a descoberta de uma variedade de substancias com atividades

biologicas.
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Sendo assim, a aplicacdo biotecnoldgica de micro-organismos fotossintetizantes na
producdo de enzimas fibrinoliticas utilizando cultivo mixotrofico pode se tornar uma
alternativa bastante viavel e econémica, diminuindo os custos de produgdo e aumentando a
producdo da biomolécula de interesse. Assim, a purificagdo e caracterizagdo da
biomolécula para evitar efeitos colaterais em etapas futuras sdo fundamentais, evitando

riscos a saude humana e promovendo bem-estar.

1.1 Objetivos
1.1.1 Objetivo Geral

Produzir, purificar e caracterizar proteases fibrinoliticas a partir da microalga

Chlorella vulgaris e Dunaliella tertiolecta
1.1.2 Objetivos Especificos

a) Awvaliar a producdo fibrinolitica da microalga C. vulgaris utilizando subproduto
agro-industrial milhocina;

b) Purificar a enzima fibrinolitica produzida a partir das microalgas C. vulgaris;

c) Estimar o peso moleculare da enzima fibrinolitica, utilizando a técnica de SDS-
PAGE e zimografia de fibrina;

d) Caracterizar bioquimicamente, quanto o efeito de ions e inibidores a enzima
purificada da microalga;

e) Verificar o efeito hemolitico e trombolitico in vitro da enzima obtida a partir da

microalga C. vulgaris;
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Micro-organismos Fotossintetizantes

Os micro-organismos fotossintéticos podem ser procariéticos ou eucarioticos e sdo
produtores carboidratos, proteinas e lipidios como resultados da fotossintese. Eles podem
crescer rapidamente e viver em condi¢Bes severas devido & sua estrutura unicelular ou
simplesmente multicelular. Exemplos de micro-organismos fotossintéticos procarioticos
sdo as cianobactérias (Cyanophyceae), e de eucarioticos, as microalgas (Chlorophyta). Os
micro-organismos fotossintetizantes estdo presentes em todos 0s ecossistemas existentes,
representando uma grande variedade de espécies que vivem em uma ampla gama de
condi¢cbes ambientais. A iluminacdo solar, a agua e 0s sais minerais Sdo 0s principais
requisitos para o cultivo destes micro-organismos. Estes possuem a capacidade de
assimilar o CO, atmosférico utilizando a energia luminosa como energia, com uma
eficiéncia 10 vezes maior do que as plantas terrestres, com inGmeras vantagens
tecnologicas adicionais (RICHMOND, 2004; BRENNAN e OWENED, 2010). Vaérios
micro-organismos fotossintetizantes sdo utilizados para obtencdo de diversos produtos
biotecnoldgicos e biomassa, devido a sua diversidade fisiologica e bioquimica, dentre 0s

quais podemos citar a Chlorella, Dunaliella e Arthrospira.

2.1.1 Chlorella vulgaris

Chlorella vulgaris (Figura 1) é uma microalga pertencente ao Filo Chlorophyta,
Classe Trebouxiophyceae, Ordem Chlorellales e Familia Chlorellaceae. Sdo cosmopolitas,
possuindo forma esférica e coloracdo verde devido a presenca de pigmentos fotossintéticos
(clorofila a e b) em seus cloroplastos. Através da fotossintese, essas microalgas se

multiplicam rapidamente mediante reprodugéo assexuada.
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Fig. 1. Microscopia da microalga Chlorella vulgaris. (Fonte: ALGAL RESOURCE DATABASE:
http://www.shigen.nig.ac.jp/algae/strainDetail Action.do?stockNo=NIES-642)

Por décadas estes micro-organismos tém sido estudados visando a producdo de
biomassa para diferentes aplicacdes. A primeira cultura de microalga foi estabelecida por
Beijerinck, em 1980, constituindo-se na espécie Chlorella vulgaris. Em escala comercial, a
producdo de microalgas iniciou-se no Japdo, na década de 60, com espécies do género
Chlorella sp., visando a utilizagdo como suplemento alimentar. A partir de entdo, o cultivo
de microalgas foi aumentando, destinando-se as mais variadas aplica¢Ges, como producéo
de proteinas, lipidios, clorofila, carotenoides, enzimas, agentes antioxidantes, vitaminas,
antibioticos (LOURENCO, 2007).

A biomassa da Chlorella vulgaris apresenta algumas particularidades, tais como
elevado teor protéico e lipidico, contendo aminoacidos e acidos graxos essenciais a
alimentacdo humana e animal. Por possuir essas caracteristicas, sdo recomendadas como
suplemento alimentar (ECIMAT, 2013).

2.1.2 Dunaliella tertiolecta

Dunaliella tertiolecta (Figura 2) é uma microalga unicelular marinha, de coloragdo
esverdeada, simetria radial, elipsoidal, oval ou raramente ovalada. Suas células medem
cerca de 5-18 um e sdo caracterizados como micro-organismos fotossintetizantes

flagelados.


http://www.shigen.nig.ac.jp/algae/strainDetailAction.do?stockNo=NIES-642
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Fig. 2. Microscopia da microalga Dunaliella tertiolecta. (Fonte: ENCYCLOPEDIA OF LIFE:
http://eol.org/pages/901806/overview)

Algumas espécies da microalga Dunaliella estdo descritas na literatura, a exemplo
da D. salina, com aplicagbes na industria de alimentos (KAY, 1991), obtencdo de
carotenoides, vitaminas, antioxidantes (MURTHY et al., 2005; MILKO, 1963) e de
enzimas (BEM-AMOTZ & AVRON, 1990; GEORGIANNA et al., 2013); D. primolecta,
como fonte de substancias antibiéticas (CHANG et al., 1993); como também, a D.
tertiolecta, utilizada como indicadores ecolégicos (HALL & GOLDING, 1998), produtora
de fitosterdis (FRANCAVILLA et al., 2010) e fornecedora de proteinas (FRABREGAS &
ERRERO, 1985).

2.2 Cultivos de Micro-organismos Fotossintetizantes

A tecnologia de cultivo de micro-organismos fotossintetizantes é um dos principais
fatores para obtencdo de diversos produtos de interesse biotecnoldgico, podendo ser

utilizado o cultivo autotrofico, heterotréfico e mixotrofico.

2.2.1 Cultivo autotrofico

No cultivo autotréfico, os micro-organismos fotossintetizantes geram matéria
organica através da fixacdo de carbono inorganico, principalmente CO,, e luz como fonte
de energia (CHENG et al., 2013). Este tipo de sistema de cultivo é visto como um dos
métodos mais antigos para obtencdo de biomassa microalgal (LODI et al., 2005). O
sistema pode ser realizado em &guas naturais (lagos, lagoas e lagoas), lagoas artificiais e


http://eol.org/pages/901806/overview
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recipientes (por exemplo, Erlenmeyers, tanques, sacos). Nesse método, o requisito de CO,
é fornecido a partir do ar da superficie ou aeradores submersos que podem ser instalados
para aumentar a absorcdo de CO, (BRENNAN & OWENDE, 2010).

A utilizacdo tanto de sistemas abertos quanto de sistemas fechados (fotobioreatores)
em culturas autotréficas, geralmente se torna desvantajosa, devido a baixa produtividade
celular e consequente dificuldade de obtengdo de novas biomoléculas, fazendo recorrer a

outros modos de cultivo.

2.2.2 Cultivo heterotroéfico

O cultivo heterotrofico ndo utiliza da energia luminosa para o crescimento celular,
sendo sua fonte de energia a oxidacdo de substancias organicas (URRUTIA et al., 1995).
Esses sistemas de cultivo sdo uma alternativa vidvel aos sistemas de cultivo
fotoautotréficos mais tradicionais, que tipicamente sofrem de uma biomassa desfavorecida,
alto custo de producédo e baixa produtividade. Varias espécies de algas foram cultivadas
com sucesso em condicdes de cultura heterotréficas, tais como Nitzschia laevis (WEN &
CHEN, 2000), Chlorella protothecoides (GAO et al.,, 2010) e Galdieria sulphuraria
(GRAVERHOLT & ERIKSEN, 2007) para a producao de acido eicosapentaendico, acido
docosahexaenoico, biodiesel e c-ficocianina.

A principal fonte de carbono do cultivo heterotréfico é a glicose. No entanto,
devido ao alto custo da glicose, algumas pesquisas usam o produto de hidrélise de celulose
para substituir a glicose (BEHRENS, 2005). Em adi¢do, Chlorella também possui a
capacidade de crescimento utilizando glicerol como fonte de carbono (O’GRADY &
MORGAN, 2010), que pode servir para manter o equilibrio osmético celular e ndo é
prejudicial para as microalgas, mesmo em alta concentracdo. O tipo de fontes de carbono
organico também pode afetar o crescimento das microalgas. C. vulgaris cultivada com
glicose, glicerol ou acetato obteve maiores concentragdes de biomassa e acumulagdo de
lipidios. Também foi relatado que algumas microalgas poderiam crescer com sorgo e
inhame para produzir lipidios (ZHANG et al., 2013). No entanto, uma desvantagem
causada pela adicéo de fonte de carbono orgénico é a facilidade de contaminagdo do meio
por outros micro-organismos, tais como bactérias, fungos e/ou leveduras (CHEN et al.,
2011), porém o cultivo heterotrofico tem sido considerado como um método potencial para
reduzir o custo de producdo de substancias economicamente vidveis a partir de microalgas
(ERIKSEN, 2008).
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2.2.3 Cultivo mixotroéfico

Neste tipo de cultivo, os micro-organismos fotossintetizantes séo capazes de crescer
utilizando CO, e fontes organicas na presenca de luz. Normalmente, a Chlorella cresce
melhor em condi¢bes mixotréficas do que em condigBes autotréficas. O crescimento
mixotrofico combina as vantagens do cultivo autotr6fico com o heterotréfico, superando as
desvantagens do modo autotréfico (CHEN et al., 1996). Sob condicdes de cultivo
mixotrofico, as microalgas podem crescer atraveés dos metabolismos heterotrofico e
autotrdfico, simultamenate, aumentando a taxa de crescimento e outros biocompostos.
Diferente do modo heterotréfico, os pigmentos e carotendides fotossintéticos como o B-
caroteno podem ser preservados em condi¢des mixotréficas (ALKHAMIS e QIN, 2015).

O cultivo mixotrofico possui a capacidade de aumentar a taxa de crescimento e
producdo de biomassa, além da possibilidade da producdo de diversos quimicos finos com
aplicacdo industrial (enzimas, carboidratos, pigmentos). O que é resultante da versatilidade
de fontes organicas que podem ser utilizadas, como glicerol, soro de queijo, borras de
vinho branco e milhocina em seu cultivo (MIRZAIE et al., 2015; SALATI et al., 2017).

2.3 Milhocina

A milhocina é um subproduto da producdo de amido de milho. Industrialmente, o
milho seco é macerado em uma solucéo de acido sulfurico a quente; a fracdo soltvel sofre
uma suave fermentacdo lactica natural que ocorre devido a presenca de bactérias na
solucdo, e é, entdo, submetida a evaporagdo, na qual a milhocina é concentrada. A
milhocina é usada principalmente como suplemento alimenticio para ruminantes, fonte de
nutrientes para aves, na confeccao de iscas atrativas para as moscas das frutas e fonte de

nutrientes para o processo de fermentacao industrial (FILIPOVIC et al., 2002).

A composicdao da milhocina é varidvel (Tabela 1), dependendo da origem da
matéria-prima e de seu processamento (AKHTAR et al., 1998). Basicamente, a milhocina €
composta por uma mistura de proteina sollvel, aminodcidos, carboidratos, acidos
organicos (por exemplo, o &cido lactico), vitaminas e sais minerais. Hull et al. (1996)

encontraram uma série de pequenos polipeptideos presentes na milhocina.



Tabela 1. Composicdo tipica da milhocina (CHIANI et al., 2010)

Propriedades gerais Valores Geral Valores

Carboidrato 13-22% Fibra 1%

Massa seca 52,5% pH 4-5

Arginina 3,3% Glicina 5,1%

Treonina 4% Leucina 11,3%

Tirosina Histidina

Fenilalanina 4,4%

Minerais Minerais

Magnésio

Enxofre 0,58% Ferro 0,10%

Vitaminas Valores Vitaminas Valores

Riboflavina (B2) 5 mg/Kg Piridoxina (B6) 2 mg/Kg

20
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A utilizagdo do subproduto milhocina no cultivo de micro-organismos e produgéo
de biocompostos ja vem sendo descrita na literatura, e se faz fonte atrativa nas aplicacdes
biotecnoldgicas de micro-organismos fotossintetizantes devido a sua composicao
(MAHBOOB et al., 2012; MIRZAIE et al., 2015).

2.4 AplicagOes Biotecnologicas dos Micro-organismos Fotosintetizantes

Os micro-organismos fotossintéticos sdo constituidos por diversos compostos, tais
como carboidratos, lipidios, proteinas, vitaminas. Esses metabdlitos podem ser utilizados
como suplemento humano e animal, combustiveis, produtos quimicos finos e produtos
farmacéuticos. A biomassa de algas e os compostos derivados de algas tem uma vasta
diverdade de aplicacdes, como alimentos para animais e aquicultura, produtos de nutri¢do e
salde humana (ELALLA e SHALABY, 2009).

Ha relatos da utilizacdo de compostos organicos no cultivo de C. vulgaris
destinados a producdo de proteinas (SALATI et al., 2017), assim como 0 uso de acido
graxos extraidos da microalga D. salina com potencial antimicrobiano frente a diversos
patogenos clinicos (CAKMAK et al., 2014). O uso de suplemento alimentar de Chlorella
para aumentar a capacidade aerébica em individuos jovens (UMEMOTO e OTSUKI,
2014) e uso da cianoficea Anabaena na producdo de inibidores da enzima conversora da
angiotensina e enzima fibrino(geno)litica (BANERJEE et al., 2013; BAGCHlI et al., 2015).

A biotecnologia de micro-organismos fotossintetizantes fez grandes avangos e
diversas espécies sdo cultivadas para producdo de varios produtos biotecnoldgicos
(SPOLAORE et al. 2006), dentre os quais podemos destacar as proteases fibrinoliticas
(SILVA et al., 2018).

2.5 Proteases Fibrinoliticas

Vérias terapias com proteases estdo atualmente sob investigacdo clinica, algumas
das quais sdo esperadas para chegar ao mercado ao longo dos anos. A agéncia de saude
americana, Food and Drug Administration (FDA) ja aprovou uma variedade de proteases
para 0 uso em tratamentos tais como desbridamento de feridas (colagenase), trombolise
(uroquinase), hemofilia (fator VIla), sepsia (proteina C ativada) e espasmos musculares
(toxina botulinica A e B) (CRAIK et al., 2011; DESAI e HENTZ, 2010).
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Proteases sdo enzimas que catalisam a hidrolise de proteinas. Com base na sua
estrutura ou propriedade do sitio ativo, ha varios tipos de proteases, tais como, de serina,
carboxil, metalo, acidas, neutras e alcalinas. As proteases sdo enzimas industrialmente
importantes e constituem um quarto da producdo de enzima global (KALAIARASI &
SUNITHA, 2009), aplicadas no processamento do couro, na producdo de detergentes, na
industria de alimentos, farmacéutica e téxtil (DENG et al., 2010; JELLOULI et al., 2009).

A atividade catalitica das proteases faz delas um terapéutico potencial Unico,
permitindo dosagens menores, potencial para inativar numerosas proteinas alvo e maior
eficAcia. Em combinacdo, estes efeitos podem conduzir a doses mais baixas e menos

frequentes e o mais importante, custos mais baixos.

Agentes tromboliticos, anticoagulantes, antiagregantes e tromboliticos diretos
(fibrinoliticos) sdo utilizados para o tratamento de doencas trombéticas (MACKMAN,
2008). Atualmente, as enzimas fibrinoliticas por via microbiana tem conquistado grande

interesse em buscas de novas biomoléculas.

Esses fibrinoliticos sdo enzimas que hidrolisam a fibrina, o principal componente
proteico dos trombos (AHN et al., 2003), desencadeando assim, o processo de fibrindlise.
Segundo Cesarman-Maus & Hajjar (2005), a fibrindlise pode ser definida como a
degradacéo da fibrina mediada pela plasmina. Este sistema tem por base a ativacdo de uma
pré-enzima, o plasminogénio (PLG), que depois de ativado se transforma em plasmina

(PLa), uma proteina com capacidade de degradar a fibrina.

A ativacdo da coagulagdo gera trombina, o que resulta na formacgéo do trombo por
conversao do fibrinogénio em fibrina e por ativacdo das plaquetas. Plasmina (EC 3.4.21.7)
¢ a mais importante protease fibrinolitica (Figura 3). Plasminogénio (PLG) é um
zimogénio que circula no plasma e pode ser convertido em plasmina pelo ativador do
plasminogénio tecidual (t-PA) bem como pela uroquinase (u-PA). Através de mecanismos
de retroalimentacéo positiva, a plasmina cliva tanto o t-PA quanto o u-PA, transformando-
0s de uma cadeia simples para duas cadeias ativas de polipeptidios. A fibrina, um
importante substrato da plasmina, regula sua propria degradacao pela ligacdo do PLG com
o t-PA na sua superficie, assim, localizando e aumentando a geracdo de plasmina. Embora

0 t-PA seja um ativador fraco do plasminogénio na auséncia de fibrina, a sua eficiéncia
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catalitica para ativacdo do PLG é reforcada por pelo menos duas ordens de grandeza na
presenca de fibrina (CESARMAN-MAUS & HAJJAR, 2005).

P
lv' ( )
- = p— .\\\_/ L3
v v
Cadeia simples - tPA Cadeia simples - uPA
- Plasmina >
v v
BBl —> cadeiadupla-tPa Cadeia dupla-uPA <+— [l
Plasminogénio
- .

v
-—‘P Plasmina » Fibrinélise

Fig. 3. Visdo geral do sistema fibrinolitico. O plasminogénio é convertido em serino protease ativa, plasmina,
principalmente através da acdo de duas cadeias de ativadores do plasminogénio tissular (tc-tPA) ou duas
cadeias de uroquinase (tc-uPA). Estes ativadores sdo secretados como cadeias simples (sc-tPA e sc-uPA) a
partir de células endoteliais e a partir de epitélio renal, mondcitos, macréfagos ou células endoteliais
respectivamente. Ambos tPA e uPA podem ser inibidos pelo inibidor de ativadores do plasminogénio-1
(PAI), enquanto que a plasmina ¢ inibida pelo seu maior inibidor, inibidor a2-plasmina (a2-PI) e em menor
grau pela a2-macroglobulina (a2-MG). Uma vez que a plasmina é gerada, converte as cadeias simples de tPA
e UPA em cadeias duplas. Em seguida, sdo rapidamente inibidos, a menos que se mantenham ligados a fibrina
ou a receptores da superficie celular. Os inibidores estdo indicados por caixas escuras (CESARMAN-MAUS
& HAJJAR, 2005).

Essas enzimas fibrinoliticas tem sido encontradas em macroalgas do género
Codium e Costaria (MATSUBARA et al., 2000; CHOI et al., 2013; KIM et al., 2013) e em
diversos organismos fotossintetizantes (Tabela 2), além de micro-organismos como
bactérias do género Bacillus, como a Nattokinase (FUJITA et al., 1993), CK (KIM et al,
1996), Subtilisina DFE (PENG et al., 2003), outras produzidas por bactérias do género
Streptomyces como FP84 (SIMKHADA et al., 2010) e SOT (UESUGI et al., 2011), por
fungos, Fu-P (WU et al., 2009) e KSK-3 (SHIRASAKA et al., 2012), além da produzida
pela cianobactéria do género Anabaena, Afp (BANERJEE et al., 2013), abrindo novos
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horizontes para a bioprospecgdo de enzimas fibrinoliticas a partir de micro-organismos

fotossintetizantes.



Tabela 2. Propiedades das enzimas fibrinoliticas produzidas a partir de organismos fotossintetizantes

Organismo /  Massa pH 6timo Temperatura Estabilidade do Estabilidade da Comentarios Referéncias

Enzima molecular (kDa) 6tima (°C) pH temperatura (°C)

Matsubara et al.,

Codium
CLP 1999

latum / 23 N&o informada N&o informada N&o informada Serino protease

Costaria costata / 60,45 6 37 5-7 4-50 Serino protease Kimet al., 2013
CCP
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Portanto, a busca por enzimas fibrinoliticas de baixo custo, alto grau de pureza e
com elevada especificidade vem sendo continuamente investigada, uma vez que diversos
efeitos colaterais, como hemorragia, podem ser causados pelos medicamentos

convencionais (estreptoquinase, uroquinase, alteplase).
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Resumo

Uma enzima fibrinolitica foi produzida pela microalga Chlorella vulgaris cultivada em
condiges autotroficas e mixotroficas acrescidas de milhocina, purificadas por um unico
passo cromatografico, caracterizacdo bioquimica e atividade trombolitica in vitro. A
concentracdo celular méxima (1637,45 + 15 mg L) e produtividade (181,93 mg L™* dia %)
foram obtidas em cultura mixotréfica utilizando 1% de milhocina. A enzima extraida a
partir da biomassa microalgal foi purificada por precipitacdo com acetona e cromatografia
de troca anibnica utilizando DEAE Sephadex com rendimento de 2 vezes e recuperacgéo de
4,0%. Apds a purificaco, a atividade fibrinolitica foi de 1834,6 U mg™* e 226,86 mm? por
espectrofotometria e ensaios de placa de fibrina, respectivamente. Os resultados de SDS-
PAGE exibiram uma banda proteica de cerca de 45 kDa e a banda fibrinolitica foi
detectada por zimografia de fibrina. A atividade enzimética foi aumentada na presenca de
Fe?* e inibida pelo fluoreto de fenilmetano sulfonil (PMSF) e 4cido
etilenodiaminotetracético (EDTA), 0 que sugere ser uma serina protease dependente de
metal. O extrato também mostrou uma lise de células vermelhas do sangue <4% e
atividade trombolitica in vitro de 25,6% em 90 minutos de reacdo. Estes resultados
indicam que a enzima fibrinolitica de C. vulgaris pode ter aplicacbes potenciais na
prevencao e tratamento da trombose.
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A fibrinolytic enzyme was produced by microalga Chlorella vulgaris cultivated in autotrophic and mixotrophic
conditions added corn steep liquor, purified by a single chromatographic step, then biochemical characterization
and in vitro thrombolytic activity was performed. Maximum cell concentration (1637.45 + 15mgL~") and
productivity (181.93mg L~ " day ') was obtained in mixotrophic culture using 1% corn steep liquor. Enzyme-
extracted microalgal biomass was purified by acetone precipitation and DEAE Sephadex anion exchange chro-
matography up to 2 fold with recovery of 4.0%. After purification, fibrinolytic activity was 1834.6 Umg ™" and
226.86 mm? by spectrophotometry and fibrin plate assays, respectively. SDS-PAGE results exhibited a protein
band of about 45 kDa and fibrinolytic band was detected by fibrin zymography. Enzyme activity was enhanced
in the presence of Fe>* and inhibited by phenylmethane sulfony! fluoride (PMSF) and ethylenediamine tetra-
cetic acid (EDTA), which suggest it to be a metal-dependent serine protease. The extract also showed a red blood
cell lysis < 4% and in vitro thrombolytic activity of 25.6% in 90 min of reaction. These results indicate that the
fibrinolytic enzyme from C. vulgaris may have potential applications in the prevention and treatment of

Keywords:
Fibrinolytic enzyme
Thrombolytic activity
Corn Steep Liquor
Chlorella vulgaris
Chromatography

thrombosis.

1. Introduction

Cardiovascular diseases are caused by disorders of heart and blood
vessels. Formation of endogenous thrombi in blood vessels is one of the
leading causes of death in modern life. According to 2015 World Health
Organization (WHO) data, mortality from cardiovascular disease (CVD)
is estimated at 17,867,000 deaths (31% of all-cause mortality) [1]. For
this, an amount of research has been done in the area of prevention and
treatment of these diseases.

Many thrombolytic agents, such as tissue plasminogen activator
(TPA), streptokinase and urokinase, used as classical therapy have
caused side effects such as hemorrhage, allergic reactions, short half-
lives, high cost (US$ 98.6-1125.87, few milligrams), large therapeutic,
allergic reactions and hemorrhagic complications [2-5]. In addition,
these enzymes are generally produced recombinantly to improve their
pharmacokinetic and pharmacodynamic properties, however the cost of
production still remains very expensive [6]. Consequently, several lines
of investigation are currently being pursued to enhance the efficacy and
specificity of fibrinolytic therapy. Recently, an investigation was

conducted involving the isolation of fibrinolytic enzyme from natural
extracts such as microorganisms, snakes, earthworms, insects, plants,
algae and other organisms sources [7,8]. These fibrinolytic proteases
used in thrombolytic therapy exhibit high specificity for fibrin, and are
relatively inexpensive.

Several nontoxic photosynthetic organisms contain biologically active
substances. There extracts have been reported to exert hematological, an-
tiviral, antimicrobial, antioxidant, hypotensive, and hepatoprotective effects
[9-14]. Furthermore, some reports have described fibrinolytic activity oc-
curring in some photosynthetic organisms, including cyanobacteria [15,16],
microalgae [17] and algae [18]. Although research has classically focused
on the therapeutic effects of C. vulgaris, little information is available in
regard to its fibrinolytic activity. Prior to our report, fibrinolytic enzymes
had been identified in the extract of C. vulgaris biomass [17]. Therefore, a
more in-depth study of the purification, characterization and in vitro
thrombolytic potential of fibrinolytic enzymes derived from C. vulgaris is
necessary. The understanding of the properties of the enzyme will open the
possibilities of the enzyme to be an alternative for thrombolytic therapy for
cardiovascular diseases and increase the economic value of microalgae.
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4 CONSIDERACOES FINAIS

Foi possivel realizar a purificacdo de uma biomolécula com atividade fibrinolitica a
partir da microalga Chlorella vulgaris utilizando apenas uma etapa cromatografica
(cromatografia de troca idnica). A enzima possui capacidade de degradar diretamente a
fibrina e também foi avaliada in vitro. Os dados obtidos se mostraram atrativos para

futuras aplicacgdes in vivo da enzima.
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