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RESUMO

Uma das principais causas de morbidade e mortalidade em todo o mundo
séo as doencas cardiovasculares (DCV) que estéo intimamente associadas com a
formacdo desordenada de codgulos sanguineos. A terapia fibrinolitica € um
tratamento padrdo para estas desordens, entretanto as enzimas fibrinoliticas
atualmente utilizadas possuem efeitos colaterais indesejaveis. Neste sentido, a
busca por novas enzimas fibrinoliticas mais seguras e com menos efeitos colaterais
tém recebido atencdo. Estudos demonstraram a utilizacdo de microrganismos
fotossintetizantes para producdo de enzimas fibrinoliticas. Estes microrganismos
sao importantes fontes de substancias ativas para o tratamento de varias doencas,
incluindo Arthrospira platensis que tém sido amplamente utilizada na aplicacéo de
cosméticos e produtos farmacéuticos. A vista disso, este trabalho teve como
finalidade purificar e caracterizar proteases fibrinoliticas produzidas pela
cianobactéria, Arthrospira platensis. O microrganismo foi cultivado em meio
Schldsser sem nitrato de sédio (NaNO3) e suplementado com 0,2% de milhocina
com uma concentragao celular inicial de 50 mg/L, 30 + 2 °C e 45 £ 5 ymol de fétons
m2 s1. A extracdo da enzima fibrinolitica foi realizada por homogeneizacédo de 50
mg/mL da biomassa liofilizada em tampé&o Tris-HCI 20 mM, pH 8,0, durante 30
minutos a temperatura ambiente (30 £ 2 °C). A proteina foi precipitada utilizando
70% (m/v) de sulfato de aménio e purificada utilizando dois passos cromatograficos,
cromatografia de troca ibnica (DEAE-Shephadex) e gel filtracdo (Superdex 75). A
enzima purificada foi entdo utilizada para avaliacdo da sua massa molecular por
métodos eletroforéticos, caracterizagdo bioquimica quanto a temperatura e ao pH
otimos, estabilidade enzimatica a temperatura e ao pH, avaliacdo do efeito de ions
e surfactantes na atividade fibrinolitca e classificagcdo quanto ao tipo de enzima
proteolitica. A enzima fibrinolitica purificada apresentou aumento de 32,72 vezes
no fator de purificacéo e recuperacao de 28,85% em relacéo as proteinas do extrato
bruto inicial, além de massa molar equivalente a 72,6 kDa e atividade fibrinolitica
especifica de 7988,34 U/mg. Esta exibiu uma temperatura 6tima de 40 °C e foi
estavel nesta temperatura por 150 minutos e pH 6timo de 6,0, e maior estabilidade
no pH 7,0, no qual manteve sua atividade por 24 horas. A enzima mostrou aumento

da atividade especifica na presenca de ions (Fe?*, Zn?* K*) e surfactantes (Triton



X-100), tendo a atividade enzimética completamente inibida na presenca de PMSF,
indicando ser uma serino protease. O zimograma utilizando fibrina como substrato
especifico evidenciou que a enzima fibrinolitica estudada atua de forma semelhante
a plasmina, apresentando especificidade pela fibrina. Portanto, esta enzima
fibrinolitica (72,6 kDa) representa um possivel agente terapéutico para utilizagdo no
tratamento de doencas tromboliticas como infarto do miocardio, doencas cardiacas

isquémicas, trombose venosa profunda e tromboembolismo venoso.

Palavras-chave: Microrganismos fotossintéticos. Arthrospira (Spirulina)

platensis. Serino protease. Trombose. Fibrindlise.



ABSTRACT

One of leading causes of morbidity and mortality worldwide is cardiovascular
disease (CVD), which is closely associated with disordered blood clot formation.
Fibrinolytic therapy is a standard approach for the treatment of these disorders,
however the fibrinolytic enzymes currently used have undesirable side effects. In
this sense, the search for new fibrinolytic fibrinolytic enzymes safer and with fewer
side effects have received attention. Studies have demonstrated the use of
photosynthetic microorganisms for the production of fibrinolytic enzymes. These
microorganisms are important sources of active substances for the treatment of
various diseases, including Arthrospira platensis which have been widely used in
the application of cosmetics and pharmaceuticals. Therefore, this work aimed to
purify and characterize fibrinolytic proteases produced by a cyanobacteria species,
Arthrospira platensis. The microorganism was grown in Schlésser medium without
sodium nitrate (NaNO3) and supplemented with 0.2% corn steep liquor at an initial
cell concentration of 50mg/L, 30 + 2 °C and 45 + 5 ymol photons m? s, Extraction
of the fibrinolytic enzyme was carried by homogenization of 50 mg/mL lyophilized
biomass in 20 mM Tris-HCI buffer pH 8.0, during 30 minutes at room temperature
(30 £ 2 °C). The protein was precipitated using 70% (w/v) ammonium sulfate and
purified using two chromatographic steps, ion exchange chromatography (DEAE-
Shephadex) and gel filtration (Superdex 75). The purified enzyme was then used
for evaluation of the molecular weight by electrophoretic methods, biochemical
characterization of optimum temperature and pH, enzymatic stability at temperature
and pH, evaluation of the effect of ions and surfactants on fibrinolytic activity and
classification as to the type of proteolytic enzyme. Purified fibrinolytic enzyme
presented a 32.72 fold increase in the purification factor and 28.85% recovery in
relation to the proteins of the crude extract, in addition to a molecular weight
equivalent to 72.6 kDa and specific fibrinolytic activity of 7988.34 U/mg. It exhibited
an optimum temperature of 40 ° C and was stable at this temperature for 150
minutes and optimum pH of 6.0, and greater stability at pH 7.0, in which it maintained
its activity for 24 hours. Enzyme showed increased activity in the presence of ions
(Fe?*, Zn?* K*) and surfactants (Triton X-100), and the enzymatic activity was

completely inhibited in the presence of PMSF, indicating to be a serine protease.



The zymogram using fibrin as a specific substrate showed that the fibrinolytic
enzyme studied acts plasmin-like protein, presenting fibrin specificity. Therefore,
this fibrinolytic enzyme (72.6 kDa) represent a possible therapeutic agent for use in
the treatment of thrombolytic diseases such as myocardial infarction, ischemic heart

disease, deep vein thrombosis and venous thromboembolism.

Keywords: Photosynthetic microorganisms. Arthrospira (Spirulina)

platensis. Serine protease. Thrombosis. Fibrinolysis.
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1 INTRODUCAO

A trombose ocorre quando h& formacdo desordenada de coagulos
sanguineos e desregulacdo na hidrdlise da fibrina presente nestes coagulos por
reducdo do teor sanguineo de plasmina (CHOI et al., 2011). Esta tendéncia
trombogénica se relaciona com doencas cardiovasculares (DCV) e pode resultar
em graves complicagdes clinicas como infarto do miocérdio, doencas cardiacas
Isquémicas, trombose venosa profunda e tromboembolismo venoso. A
Organizacdo Mundial de Saude (OMS) estima que 31% de todas as mortes em
nivel global sejam decorrentes de doencas cardiovasculares (WHO, 2017). No
Brasil, foram mais de 349 mil ébitos por DCV em 2016 (SBC, 2018).

Devido ao seu efeito direto na degrada¢do dos coagulos de fibrina, a terapia
fibrinolitica € um tratamento padrdo para doencas cardiovasculares na fase aguda,
sendo inclusive uma técnica adotada pelo Sistema Unico de Saude (SUS). Ha
varios agentes fibrinoliticos utilizados na clinica, sendo as formas farmacoldgicas
mais ativas e disponiveis no mercado a estreptoquinase, a uroquinase (u—PA) e o
ativador tecidual do plasminogénio (t-PA) (VAIDYA et al., 2011; NAVEENA et al.,
2012%),

Apesar de possuirem uso bastante disseminado, esses agentes fibrinoliticos
possuem efeitos colaterais indesejaveis, como complicacdes hemorragicas
gastrointestinais, reacdes alérgicas, meia-vida curta, baixa especificidade pela
fibrina e elevado custo de producgao (KIM et al., 2011; HUANG et al., 2013; ZHANG
et al., 2013). Esses fatores incentivaram pesquisas por novas enzimas fibrinoliticas
mais seguras, econOmicas, com menos efeitos colaterais e maior especificidade,
atuando de forma semelhante a plasmina (KIM et al., 2015; NAVEENA et al., 2012a;
Bl et al., 2011; CHITTE et al, 2011).

Ha uma vasta diversidade de organismos produtores de enzimas
fibrinoliticas. Contudo, maior efetividade tém sido encontrada em enzimas
fibrinoliticas oriundas de microrganismos, tais como fungos (LU et al.,, 2010;
SHIRASAKA et al., 2012) e bactérias isolados de alimentos fermentados
tradicionais orientais (SUMI et al., 2004; KIM et al.,1996; WANG et al., 2006;
CHANG et al., 2012) e alimentos funcionais (DEEPAK et al., 2010).



17

Apesar de apresentarem grande diversidade quimica e vantagens em
comparacao aos demais microrganismos na producdo de bioativos, como por
exemplo o baixo custo de producdo (BRASIL et al., 2017), ha poucos relatos a
respeito da obtencdo de enzimas fibrinoliticas por microrganismos
fotossintetizantes (BANERJEE et al., 2013; BAGCHI et al., 2016, SILVA et al.,
2017). Arthrospira platensis é uma cianobactéria utilizada como suplemento
nutricional para humanos e animais, e ha varios estudos na aplicacdo de
cosméticos e produtos farmacéuticos (MOSULISHVILI et al.,, 2002;
UNGSETHAPHAND et al., 2010; CASAZZA et al., 2015; WANG e ZHANG, 2016).
Embora muitas enzimas fibrinoliticas de diferentes microrganismos tenham sido
produzidas, purificadas e caracterizadas, ndo ha relatos de enzimas fibrinoliticas
do género Arthrospira.

Enzimas fibrinoliticas extraidas de microrganismos sé@o produtos biol6gicos
gue serdo destinados a industria farmacéutica, dessa forma requerem alto grau de
pureza e conhecimento de suas propriedades bioquimicas. Neste sentido, a busca
por novas estratégias para a purificacdo de proteases com atividade fibrinolitica e
posterior determinacdo de suas caracteristicas bioquimicas se faz necessaria.
Diante do exposto, o presente trabalho tem como objetivo purificar e caracterizar
proteases fibrinoliticas produzidas pela cianobactéria A. platensis, visando a

producgé&o de baixo custo de uma molécula de alto valor agregado.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 REGULACAO HOMEOSTATICA DO SISTEMA VASCULAR

O termo homeostasia é usado para definir a manutencao de condi¢cdes quase
constantes no meio corporal interno, ou seja, € o conjunto de acdes fisioldgicas
necessarias a condicao de relativa estabilidade, sem a qual ndo ha funcionamento
adequado do organismo. Quando um vaso sanguineo sofre injlria, a homeostasia
€ mantida por meio de varios mecanismos distintos, dentre os quais se destacam
a coagulacdo sanguinea, a formacao de tampéao plaguetario e o espasmo vascular,
além do eventual crescimento de tecido fibroso para vedar o orificio no vaso de
maneira permanente (GUYTON e HALL, 2017).

A formacédo dos codgulos é um fator de protecdo empregado na contencao
de sangramentos excessivos de feridas e lesfes. O desenvolvimento destes
coagulos ocorre, de forma sucinta, em trés etapas essenciais: primeiramente, um
complexo de substancias, denominado ativador de protrombina, € formado em
resposta a ruptura do vaso; posteriormente, o ativador da protrombina catalisa a
conversao da protrombina em trombina; e, por fim, a trombina atua na conversao
do fibrinogénio em filamentos de fibrina, que envolvem as plaquetas, eritrocitos e
plasma, formando o coagulo sanguineo (GUYTON e HALL, 2017) (Figura 1).

A remocao de fibrina e codgulos sanguineos, por sua vez, fica a cargo do
sistema fibrinolitico. A degradacdo da fibrina resulta da acdo proteolitica da
plasmina que existe no organismo sob a forma de uma pré-enzima inativa,
denominada plasminogénio (PLG). Por acdo de diversos ativadores ocorre
modificagdes estruturais na molécula de plasminogénio acarretando na sua
conversdo em plasmina, cuja acdo € hidrolisar o substrato da fibrina (CESARMAN-
MAUS e HAJJAR, 2005; BANERJEE et al., 2004; DRAG e SALVESEN, 2010; STIE
e FOX, 2012) (Figura 1).
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Figura 1 - Resumo esquematico das etapas homeostaticas de coagulacao

sanguinea e fibrindlise

Coagulagédo Sanguinea Fibrinédlise
Lesdo
Ativador de Ativadores do
Protrombina Plasminogénio

Protrombina L» Trombina Plasmina <—i Plasminogénio
Fibrinogénio L—» Fibrina

Coagulo
Sanguineo

Fonte: Acervo pessoal da autora.

2.2 FIBRINOLISE COMO TRATAMENTO DA TROMBOSE E DOENCAS DO
SISTEMA CARDIOCIRCULATORIO

Coagulacao e fibrindlise sdo mecanismos distintos que coexistem e se
desenvolvem simultaneamente proporcionando um equilibrio dindmico continuo
entre ambos. Desequilibrios eventuais podem acarretar em tendéncia hemorragica
guando h& predominédncia da fibrinGlise e tendéncia trombogénica quando
predomina a coagulacdo (LANGER e WOLOSKER, 2006).

A trombose é ocasionada pela formacdo desordenada de coagulos
sanguineos e ocorre quando a fibrina ndo é hidrolisada em casos de desequilibrio
do sistema biol6égico por reducdo do teor sanguineo de plasmina (CHOI et al.,
2011). Este acumulo de fibrina nos vasos sanguineos pode acarretar na obstrucéo
do fluxo sanguineo e estad relacionado a doencas cardiovasculares (DCV),
resultando em complicacdes clinicas graves como infarto do miocardio, doencas
cardiacas isquémicas, trombose venosa profunda e tromboembolismo venoso. A

Organizacdo Mundial de Saude (OMS) estima que 17,5 milhdes de pessoas
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morrem devido a doencgas cardiovasculares a cada ano, o que representa 31% de
todas as mortes em nivel global (WHO, 2017).

Segundo a Sociedade Brasileira de Cardiologia (SBC), no Brasil, apenas no
ano de 2014, foram registrados 605,1 Obitos para cada 100 mil habitantes
motivados por causas circulatérias. Deste total, 93,8 falecimentos foram
decorrentes de Doencas Cerebrovasculares (DCBV) - incluindo Acidente Vascular
Cerebral e Outras Doencas Circulatérias (OutrasCirc). Estatisticas brasileiras
estimam 349.938 mortes por DCV s6 em 2016, das quais Acidente Vascular
Cerebral (AVC) e Infarto do miocardio representam mais de 17% das causalidades
(SBC, 2018). Sendo o AVC a causa mais frequente de ébito na populacédo adulta
(10% dos oObitos) e responsavel pelo diagnéstico de 10% das internacfes
hospitalares publicas. O Brasil € o pais com quarto maior indice de mortalidade por
AVC da América Latina e Caribe (BRASIL, 2017).

Devido ao seu efeito direto na degradacdo dos coagulos de fibrina, agentes
fibrinoliticos tém sido extensivamente utilizados no tratamento terapéutico da
trombose e suas complicagbes. Algumas destas enzimas fibrinoliticas sé&o
utilizadas para tratamentos especificos e estdo atualmente registradas na Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitéria (ANVISA) e, portanto, disponiveis para utilizacéo e
comercializacao no Brasil (BRASIL, 2014).

A fibrindlise € uma técnica adotada pelo Sistema Unico de Salde (SUS),
conforme preconizam os Protocolos Clinicos e Diretrizes Terapéuticas para o
tratamento de AVC isquémico agudo e Infarto Agudo do Miocardio (IAM). Nesta
padronizacao do cuidado e tratamento séo utilizadas enzimas fibrinoliticas como
Alteplase e Tenecteplase (TNK), com doses que chegam a custar mais de R$
2.200,00 aos cofres publicos nacionais (BRASIL, 2009; BRASIL, 2012).

2.3 AGENTES FIBRINOLITICOS

O tratamento padrdo da Trombose Venosa Profunda (TVP) consiste na
utilizacdo de heparina nao fracionada (HNF) ou heparina de baixo peso molecular
(HBPM), seqguido de varfarina (antagonista da vitamina K, AVK) em longo prazo
(YOSHIDA, 2016) e, em casos mais graves e extensos, ha a opcéo terapéutica da

fibrindlise. Watson et al. (2014) demonstrou que 48,2% dos pacientes tratados com
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agentes fibrinoliticos apresentaram coagulos completamente degradados utilizando
ativadores de plasminogénio ou enzimas fibrinoliticas, mostrando maior eficiéncia
guando comparados aos 27,2% dos casos tratados de maneira conservadora. Esta
dltima intervencdo terapéutica esta relacionada com complicacfes
significativamente mais frequentes, tais como: embolia pulmonar, hemorragia
intracraniana e hematomas.

Por ser uma forma rapida para conter o trombo, a terapia fibrinolitica € uma
abordagem padrao para o tratamento de doencas cardiovasculares na fase aguda.
Uma variedade de agentes fibrinoliticos séo utilizados na clinica, sendo as formas
farmacologicas mais ativas e disponiveis no mercado a estreptoquinase, a
uroquinase (u—PA) e o ativador tecidual do plasminogénio (t-PA). Estes agentes
sédo classificados em dois tipos: ativadores de plasminogénio (u-PA, t-PA e
estreptoquinase), que ativam a plasmina por meio da influéncia direta ou indireta
sobre modificacdes estruturais no plasminogénio; e as proteinas semelhantes a
plasmina (nattoquinase e lumbroquinase), que degradam diretamente a fibrina
(VAIDYA et al., 2011; NAVEENA et al., 2012a; CHUNG et al., 2010).

Apesar do seu uso comum, agentes fibrinoliticos normalmente possuem
efeitos colaterais indesejaveis, como complicacfes hemorragicas gastrointestinais,
reacdes alérgicas, meia-vida curta, baixa especificidade pela fibrina e elevado custo
de producéo (KIM et al., 2011; HUANG et al., 2013; ZHANG et al., 2013). Desta
forma, a pesquisa por enzimas fibrinoliticas mais seguras, econdmicas e que
causem menos efeitos colaterais a partir de uma diversidade de fontes estdo em
andamento nas ultimas décadas (KIM et al., 2015; NAVEENA et al., 2012a; BI et
al., 2011). O maior interesse € a prospeccao de enzimas fibrinoliticas especificas
que atuem de forma semelhante a plasmina (CHITTE e DESHMUKH, 2011).

Além da especificidade pela fibrina, existem mais propriedades que os
agentes tromboliticos promissores devem apresentar para utilizacdo na
terapéutica: reperfusdo rapida, baixa incidéncia de sangramento sistémico, baixa
incidéncia de hemorragia intracraniana, resisténcia ao Inibidor do ativador de
plasminogénio tipo 1 (PAI-1), baixa taxa de reoclusdo, ndo apresentar efeito na
presséo arterial, ndo possuir antigenicidade e menor custo de producgao (OLIVEIRA,
2001).
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2.4 FONTES DE ENZIMAS FIBRINOLITICAS

Diversos s&do os organismos produtores de enzimas fibrinoliticas
identificados e estudados, incluindo insetos (AHN et al, 2003), poliquetas (DENG et
al., 2010), veneno de cobra (DE-SIMONE et al., 2005) e cogumelos comestiveis ou
medicinais (LEE et al., 2006; SHEN et al., 2007; PARK et al., 2007; CHA et al.,
2010; CHOI et al., 2011). Grande eficacia, no entanto, tém sido encontrada em
enzimas fibrinoliticas produzidas por microrganismos isolados de alimentos
fermentados tradicionais orientais - “Natto” japonés (SUMI et al., 2004), “Chunkook-
jang” coreano (KIM et al., 1996) e “douch” chinés (WANG et al., 2006), bem como
também a partir de microrganismos isolados de alimentos funcionais (DEEPAK et
al., 2010). Outras fontes de enzimas fibrinoliticas estudadas nos ultimos anos foram
extraidas de bactérias dos géneros Bacillus (CHANG et al., 2012) e Streptomyces
(MEDEIROS E SILVA et al., 2013) e fungos (LU et al., 2010; SHIRASAKA et al.,
2012).

A producado de enzima fibrinolitica por microrganismos ainda possui um alto
custo devido ao processo de producdo industrial, sendo este um dos maiores
obstaculos a sua utilizacdo. Vérias sédo as tentativas em laboratério de melhorar a
producao enzimatica, o que inclui: selecdo de meio de cultura ideal, otimizacao das
condicbes ambientais, superexpressao de cepas geneticamente modificadas e a
busca por novas e efetivas fontes da protease fibrinolitica (PENG et al., 2003).

Devido a diversidade quimica dos microrganismos fotossintetizantes, estes
sao fontes de compostos ativos que podem ser utilizadas na prospeccdo de
moléculas biologicamente ativas (KIM et al., 2008; PRIYADARSHANI et al., 2012).
As microalgas e cianobactérias tém varias vantagens em comparacao aos demais
microrganismos na producédo de bioativos de interesse industrial devido aos seus
requisitos nutricionais minimos, reduzindo o custo de producdo (BRASIL et al.,
2017). Esses microrganismos tém demonstrado ser uma boa escolha para a
producdo de enzimas fibrinoliticas, bem como de agentes pro-fibrinoliticos
(BANERJEE et al., 2013; BAGCHlI et al., 2016, SILVA et al., 2017; MADHYASTHA
et al., 2006). Embora muitos agentes fibrinoliticos de diferentes microrganismos
tenham sido produzidos, purificados e caracterizados, ndo ha relatos de enzimas

fibrinoliticas do género Arthrospira.
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2.5 Arthrospira platensis

Arthrospira  (Spirulina) platensis é uma cianobactéria multicelular
filamentosa, fotoautotréfica, com coloragdo verde azulada e células cilindricas
dispostas em tricomas helicoidais. Seus filamentos possuem entre 5-6 um de
largura e 20-200 um de comprimento, dispondo da capacidade de deslizar ao longo
de seu préprio eixo. Com multicamadas de parede celular que cercam a membrana
plasmatica, os tricomas possuem poros separados por septos que podem ser
visualizados pelos métodos tradicionais da microscopia oOptica (Fig. 1) (HOFF e
SNELL, 2008; SHIMAMATSU, 2004; ASM, 1983; VONSHAK e TOMASELLI, 2002).

Figura 2 - Arthrospira platensis.

_UTEX LB #2340
Spirulina platensis

Fonte: UTEX. Disponivel em: www.utex.org/products/utex-lb-2340

Cianobactérias contém até 10% de nitrogénio em sua composicdo; o que
justifica a diversidade de compostos nitrogenados que podem ser obtidos de sua
biomassa, especialmente proteinas e peptideos. A. platensis se destaca pela sua
alta concentracdo de proteinas de 53-62%, entre as quais estdo presentes as
ficocianinas, biliproteinas envolvidas nas reacdes quimicas de fotossintese. Da
totalidade proteica presente nesse microrganismo, 47% equivale a aminoacidos
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essenciais como a metionina, molécula ausente na maioria das cianobactérias e
microalgas (CIFERRI, 1983; DILLON et al., 1995; HOUSTON, 2002).

A. platensis possui uma composi¢ao nutricional completa, pois somado ao
conteudo protéico encontram-se vitaminas, carotenoides, acidos graxos e minerais.
(HOUSTON, 2002; BECKER, 2007; VONSHAK, 2000). Os acidos graxos de maior
interesse sdo o0s acidos palmitico, linoléico e oléico (HIRANO et al., 1990). Sua
riqueza de vitaminas se da pela presenca de moléculas como Cianocobalamina
(B12), Pirodoxina (B6), Riboflavina (B2), Tiamina (B1), Tocoferol (E) e Filoquinona
ou Fitonadiona (K) (BRANGER et al., 2003). Os altos niveis de carotendides se
devem a presenca de [3-caroteno e clorofila (RANGEL-YAGUI et al., 2004; CARERI
et al., 2001; ANNAPURNA et al., 1991).

O consumo da biomassa de A. platensis é importane no tratamento de
anemia, hepatotoxicidade, hipertensdo, doencas cardiovasculares, reducdo do
colesterol, hiperlipidemia, diabetes mellitus e hiperglicemia, imunodeficiéncia,
processos inflamatorios, virus da imunodeficiéncia humana (HIV) e outras doencas
virais e aumento da resisténcia imune em varios tipos de cancer (SUETSUNA e
CHEN, 2001; SUBHASHINI et al., 2004; PARIKH et al., 2001; HOUSTON, 2002;
DE CASTRO OLIVEIRA et al., 2013). Ademais, ficobiliproteinas presentes da A.
platensis possuem potencial anticancerigeno, antioxidante, anti-inflamatoério,
hepatoprotetor e de combate a radicais livres (EL et al., 2013).

Além de ser um ingrediente seguro reconhecido desde 2003 pela U.S. Food
and Drug Administration (FDA), A. platensis também foi utilizada em aplicagfes
cosméticas (BECKER, 2007; KIM, 2008). Neste sentido, A. platensis tem sido

amplamente estudada na prospeccédo de moléculas biologicamente ativas.

2.6 PURIFICACAO DE ENZIMAS FIBRINOLITICAS

O isolamento e a purificacdo de produtos biolégicos representam algumas
das principais preocupacdes para a industria biotecnoldgica. A demanda por
biomoléculas com elevado grau de pureza tem chamado a atencao para a pesquisa
de novas estratégias para o seu desenvolvimento e producéo, visando uma futura
aplicacdo na industria alimenticia, farmacéutica e de cosmeéticos (CHAVEZ-

SANTOSCOY et al, 2010). Separacbes cromatograficas sdo amplamente
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utiizadas no isolamento e purificacdo de biomoléculas, pois permitem alta
resolucdo a cada passo e tém sido o suporte para a separacdo de proteinas
(MOHAMMED, 2017), em particular na indastria biofarmacéutica, onde sao
requeridos elevados graus de pureza.

Um dos métodos cromatograficos mais comuns é a cromatografia de troca
ibnica, sendo usada em 67% dos procedimentos de purificacdo. Esta técnica
consiste na adsorcdo reversivel de moléculas carregadas com grupos iGnicos
imobilizados numa matriz de carga oposta, onde a afinidade da proteina com a
coluna é conseguida por intermédio de ligagBes ibnicas. Os trocadores de ions mais
aplicados sédo o dietilaminoetilo (DEAE), responsavél pela troca aniénica (58%), e
o carboximetilo (CM), para troca catibnica (20%) (VENKATANAGARAJU et al.,
2014; MOHAMMED, 2017; COSKUN, 2016). Matrizes cromatograficas que
permitem interacfes idnicas estdo se tornando mais populares em etapas de
purificacdo de enzimas fibrinoliticas.

Véarios protocolos tém sido descritos para a purificacdo de enzimas
fibrinoliticas (Tabela 1). Nos ultimos dois anos, estas enzimas foram obtidas de
diferentes organismos, tais como Cordyceps militaris (LIU et al., 2017), Mucor
subtilissimus UCP 1262 (NASCIMENTO et al.,, 2017), Pheretima posthumous
(VERMAA e PULICHERLA, 2017), Bacillus subtilis C142 (CHOI et al., 2017), Xylaria
curta (MESHRAM et al.,, 2017), Lumbrineris nipponica (YEON et al., 2017),
Neurospora sitophila (LIU et al., 2016), Bacillus cereus IND5 (BIJI et al., 2016),
Curcuma aromatica Salisb. (SHIVALINGU et al., 2016), Whitmania pigra Whitman
(CHU et al., 2016).

Nascimento et al. (2017) relataram a purificacdo da enzima fibrinolitica de
Mucor subtilissimus UCP 1262 usando 60% de sulfato de amdnio na saturacéo, e
cromatografia de troca ionica (DEAE-Sephadex) e gel filtracdo (Superdex 75) para
se obter um fator de purificagéo de 60,89 e rendimento de 0,17%. Liu et al. (2016)
obtiveram a enzima fibrinolitica purificada a partir de Neurospora sitophila utilizando
sulfato de amoénio na saturacdo, seguido por cromatografica de interacdo
hidrofébica (Octyl Sepharose Fast Flow), troca ibnica (SP Sepharose High
Performace) e filtracdo em gel Superdex 75 para se obter um fator de purificagao
de 75,2 e rendimento de 1,1%. Choi et al. (2017) adquiriu uma enzima fibrinolitica

purificada a partir de Bacillus subtilis C142 submetendo o extrato bruto numa coluna
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de troca idnica (DEAE Sepharose) seguida por gel de filtracdo (SEC 650), obtendo
um grau de pureza de 20,71 e 0,90% de rendimento proteico.

Fica evidente que os métodos utilizados influenciam no grau de pureza
obtido e, portanto, mais de um passo cromatografico € geralmente utilizado durante
a purificagdo dessas enzimas. De forma geral, os trabalhos empregam o uso de
sulfato de ambnio na precipitacdo proteica, seguido pela utilizacdo de
cromatrografia de troca idnica e, posteriormente, a aplicacdo da enzima em géis de
filtracdo, a exemplo das colunas Superdex 75 e SEC 650, nas quais as proteinas
permeiam no gel e sdo separadas com base em suas diferencas de tamanhos
moleculares (NASCIMENTO et al., 2017; LIU et al., 2016; CHOI et al., 2017; LU et
al., 2010; KUMARAN et al., 2011) (Tabela 1).

Tabela 1 - Etapas utilizadas no processo de purificagdo de enzimas fibrinoliticas

Fonte Precipitacdo Etapas de Rendimento Fator de Referéncia
purificacéo (%) purificacéo
Cordyceps (NH4)2SO4 Phenyl- 5,8 36,1 Liu et al.,
militaris (0-20%) Sepharose HP 2017
CM-Sepharose
FF
Superdex 75
Mucor (NH4)2SO4 DEAE-Sephadex 0,17 60,89 Nascimento
subtilissimus (40-60%) Superdex 75 etal., 2017
UCP 1262
Pheretima (NH4)2SO4 DEAE-Cellulose  *INF 8,01 Vermaa e
posthumous (70%) Sephadex G50 Pulicherla,
2017
Bacillus **MNU DEAE 0,9 20,71 Choi et al.,
subtilis C142 Sepharose CL6B 2017
SEC 650
Xylaria curta | (NH4)2SOa4 Sephacryl S-300 9,49 8,37 Meshram et
(60%) al., 2017




27

Lumbrineris (NH4)2SO4 Benzamidine 12.7 *INF Yeon et al.,
nipponica (0-20%/20- DEAE sepharose 2017

55%)
Neurospora (NH4)2SO4 Octyl Sepharose 1,1 75,2 Liu et al.,
sitophila (0—40%6/40— FF 2016

80%) SP Sepharose

HP Superdex 75

Bacillus (NH4)2S04 DEAE-cellulose *INF *INF Biji et al.,
cereus IND5 (70%) Caseina-agarose 2016
Curcuma (NH4)2SO4 Sephadex G-50 59 5,0 Shivalingu
aromatica (80%) Recromatografia et al., 2016
salisb.

Whitmania *MNU Q Sepharose 0,003 630,7 Chuetal.,
pigra Fast Flow 2016
whitman Sephacryl S-200

*INF: Informag&o néo fornecida

*MNU: Metodologia néo utilizada

As principais restricbes em estratégias de purificacdo tradicionais incluem
rendimentos baixos e longos periodos de tempo. Novas tecnologias, tais como
processos de membrana (BALARAMAN e PRABAKARAN, 2007; SIMKHADA et al.,
2010), sistemas de duas fases aquosas (SILVA et al., 2013) e imunopurificacéo
(KARIMI et al.,, 2012) estdo sendo utilizadas na purificacdo de proteases
fibrinoliticas, visando métodos mais baratos, rapidas, de alto rendimento e

passiveis na operacdo em larga escala.

2.7 CARACTERIZACAO DE ENZIMAS FIBRINOLITICAS

A crescente demanda da industria biofarmacéutica requer de forma
simultdnea a pureza de biomoléculas a determinacdo de suas caracteristicas

bioguimicas. No que diz respeito as enzimas, visando uma futura aplicacao
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terapéutica, tais caracteristicas associam-se a fatores que influenciam na atividade
enzimatica, como por exemplo pH, temperatura, cofatores enzimaticos,
surfactantes, entre outros. O estudo das enzimas fibrinoliticas nos ultimos dois anos
demonstram uma série de caracteristicas que devem ser levadas em consideracéo.

Liu et al. (2017) relataram que a enzima fibrinolitica extraida de Cordyceps
militaris € uma serino protease de aproximadamente 30 kDa e apresenta maior
atividade a 37 °C e pH 7,2, atividade esta que aumenta na presenca dos ions Fe?*
e Fe®'. Biji et al. (2016) isolou uma protease fibrinolitica de Bacillus cereus IND5
com 47 kDa que tem maior atividade no pH 8,0, temperatura equivalente a 50 °C e
na presenca dos ions Mg?* e Ca?*. Meshram et al. (2017) caracterizou uma
metaloprotease fibrinolitica produzida por Xylaria curta com aproximadamente 33
kDa que apresenta pico de atividade enzimética no pH 8,0 a 35 °C e presenca de
Ca?".

Como pode-se observar na Tabela 2, a maioria das enzimas fibrinoliticas
obtidas nos ultimos anos sédo serino proteases e/ou metaloproteases, ou seja,
possuem o0 aminoacido serina em seu sitio ativo e ions metalicos estdo envolvidos
no seu mecanismo catalico. Estas atigem atividade méxima numa faixa de pH mais
neutra (6,0-8,0) e temperatura variante entre 35 °C e 55 °C. Fica evidente a relagéao
de cofatores com o sistema catalitico destas enzimas ao se verificar que ions como
Mg?*, Ca?* e Fe?* aumentam suas atividades especificas.

A vista do referido, as cianobactérias sdo microrganismos promissores na
producdo de enzimas fibrinoliticas. Arthrospira platensis se mostrou uma eficiente
fonte dessas enzimas, neste sentido, o presente trabalho tem como objetivo
purificar e caracterizar tais enzimas. Aspirando a futura producéo biofarmacéutica

de um composto com baixo custo e alto valor agregado.



Tabela 2 - Caracteristicas bioquimicas de enzimas fibrinoliticas

Fonte Peso Classe da protease pH 6timo Temperatura fons que Referéncia
otima aumentam a
Molecular

atividade

enzimética
Cordyceps =30 kDa Serino protease 7.2 37 °C Fe?*e Fe®* Liu et al., 2017
militaris
Mucor 20 kDa Serino protease 8,0 40 °C Cu?*, Mg?* e Fe?* Nascimento et al.,
subtilissimus 2017
UCP 1262
Pheretima 29.5 kDa Serino protease 8,0 40 °C *MNU Vermaa e
posthumous Pulicherla, 2017
Bacillus subtilis | 23.5 kDa Serino metaloprotease 6,0 40 °C Mg?* e Ca?* Choi et al., 2017
C142
Xylaria curta =33 kDa Metaloprotease 8,0 35°C Ca? Meshram et al.,

2017

Lumbrineris 28 kDa Serino protease Atividadeem 37 °C *MNU Yeon et al., 2017
nipponica pH’s baixo a
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Neurospora

sitophila

Bacillus cereus
IND5

Curcuma
aromatica

salisb.

Whitmania pigra

whitman

*MNU: Metodologia néo utilizada

34 kDa

47 kDa

12 kDa

26.7 kDa

Serino protease

*MNU

Serino protease

Metaloprotease

neutro (3,0-
7,0)

7,6

8,0

7,5

8,5

41 °C

50 °C

45 °C

55 °C

Na*, Ca®* e Mg?*

Mg?* e Ca®*

**MNU

Na*, Mg?* e K*

30

Liu et al., 2016

Biji et al., 2016

Shivalingu et al.,
2016

Chuetal., 2016
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Purificar e caracterizar enzimas fibrinoliticas a partir do extrato celular de

Arthrospira platensis.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Purificar enzimas fibrinoliticas produzidas por Arthrospira platensis
utilizando métodos cromatogréficos;

» Estipular o peso molecular da proteina utilizando métodos cromatogréaficos
e eletroforéticos;

» Caracterizar bioquimicamente a protease fibrinolitica quanto a temperatura
e ao pH 6timos, avaliando a estabilidade da referida enzima em relacao a
esses fatores;

» Determinar o efeito de ions e surfactantes na atividade fibrinolitca;

» Determinar o tipo de protease com atividade fibrinolitica.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 MEIO DE CULTURA

Arthrospira platensis obtida da Colecdo de Cultura de Algas da
Universidade do Texas (AUSTIN, TX, EUA) foram cultivadas em meio padrao
(Schldsser, 1982) sem nitrato de sodio (NaNOs) suplementado com 0,20% de
milhocina (BARROS et al., 2016), previamente tratada (LIGGETT e KOFFLER,
1948).

4.2 CONDICOES DE CRESCIMENTO

A. platensis foi cultivado em 100 mL de meio de cultura em frascos
Erlenmeyers de 250 mL. Os cultivos foram realizados a uma concentracéo
celular inicial de 50 mg L' (PELIZER et al., 2003) em mesa agitadora e
frequéncia de agitacdo 100 rpm, temperatura de 30 = 2 °C e intensidade
luminosa de 50 * 5 pmol fétons m2.s?. No final da fase exponencial do
crescimento celular, as células foram centrifugadas, liofilizadas e armazenadas

a uma temperatura inferior a 4 °C para as analises seguintes.

4.3 EXTRATO ENZIMATICO

A biomassa foi ressuspendida numa concentracdo de 50 mg L? em
tampéo Tris-HCI 20 mM pH 8,0 e homogeneizada em agitador magnético a
temperatura ambiente por 30 minutos (MATSUBARA et al, 2000). O
homogeneizado foi centrifugado a 15.000 rpm durante 10 minutos a 4 °C e o

sobrenadante resultante foi usado como extrato enzimético bruto.

4.4 PURIFICACAO DA ENZIMA FIBRINOLITICA

O extrato enzimatico bruto foi precipitado com sulfato de amonio (40-70%)

e centrifugado a 15.000 rpm e 4 °C por 10 minutos. O precipitado foi
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ressuspendido em tampao Tris-HCI 20 mM e pH 8,0, carregado numa coluna
DEAE-Sephadex (10x3 cm) e eluido com o mesmo tampao a um fluxo de 1
mL/min. As fracbes com atividade fibrinolitica foram reunidas, liofilizadas e
ressuspendidas em tamp&o Tris-HCI 20 mM e pH 8,0; posteriormente
carregadas na coluna de gel filtragdo Superdex 75 HR10/300 GL previamente
equilibrada com tampéao fosfato de sédio 10 mM e pH 8,0 e eluidas a um fluxo

de 0,5 mL/min. A fracéo ativa purificada foi usada para estudos posteriores.

4.5 DETERMINACAO DA ATIVIDADE FIBRINOLITICA

A atividade fibrinolitica foi quantificada pelo método espectrofotométrico
(WANG et al., 2011) e a absorbancia medida a 275 nm. Neste ensaio, 1 unidade
de atividade fibrinolitica (FU) foi definida como a quantidade de enzima

responsavel por um aumento de 0,01 na absorbancia por minuto.

4.6 DETERMINACAO DE PROTEINAS TOTAIS

O teor total de proteina foi determinado pelo ensaio do acido bicinconinico
(BCA) (SMITH et al., 1985) a 562 nm.

4.7 CARACTERIZACAO BIOQUIMICA DA ENZIMA FIBRINOLITICA

4.7.1 Efeito do pH e Temperatura na Estabilidade da Protease Fibrinolitica

O pH o6timo da enzima foi determinado utilizando diferentes tampdes
numa faixa de pH entre 4,0 e 10,0, a citar: acetato de sédio (pH 4,0-5,0), fosfato
de sédio (pH 6,0-7,0), Tris-HCI (pH 8,0-9,0) e Carbonato-Bicarbonato (pH 10,0).
Para verificacdo da estabilidade ao pH, a enzima foi incubada nos tampdes
supracitados por 120 minutos e 24 horas, e sua atividade enzimatica residual
analisada. O efeito da temperatura na estabilidade da enzima foi avaliado por
incubacao da enzima purificada em temperaturas variantes entre 10°C e 60°C.
Para este proposito, aliquotas foram retiradas a cada 30 minutos por um periodo

de 180 minutos e submetidas a determinacéo da atividade fibrinolitica.
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4.7.2 Efeito de lons Metalicos na Atividade Enzimatica

O efeito de diferentes ions metalicos na atividade enzimatica foi avaliado
em concentracbes de ions equivalentes a 2,5, 5,0 e 10,0 mM. A enzima foi
incubada a 37°C durante 60 minutos com 0s seguintes sais: ZnSO4, MgSO4,
CuSOy4, FeSO4, CaClz, NaCl, e KCI.

4.7.3 Efeito de Inibidores na Atividade Enzimética

A enzima foi incubada durante 60 minutos a 37°C na presenca dos
seguintes inibidores: 10,0 mM de fluoreto de metilfenilsulfonilo (PMSF), 10,0 mM
de 2-mercaptoetanol, 10,0 mM de éacido etilenodiaminotetracético (EDTA), 1,0

mM de pepstatina A e 10,0 mM de acido iodoacético.

4.7.4 Efeito de Surfactantes na Atividade Enzimatica

A enzima foi incubada durante 60 minutos a 37°C na presenca dos
seguintes surfactantes: Triton X-100, Tween 20, Tween 80 e dodecil sulfato de
sédio (SDS). O efeito destes surfactantes foram testados em trés diferentes

concentragcdes, nomeadamente: 0,5, 1,0 e 2,0% (v/v).
4.8 SDS — ZIMOGRAFIA DE FIBRINA
A atividade fibrinolica da enzima purificada foi verificada por meio de um

zimograma em gel de fibrina, realizado de acordo com a metodologia descrita
por Kim et al. (1998).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 PURIFICACAO E ZIMOGRAMA DE FIBRINA

Uma enzima fibrinolitica extraida de Arthrospira platensis foi purificada
usando passos sequenciais descritos na Tabela 3. Através da utilizacdo de
colunas de troca ionica e gel filtracdo obteve-se uma Unica proteina, sendo a
atividade fibrinolitica utilizada como indice de purificacdo. Aproximadamente
0,07 mg de fracdes proteicas ativas foram obtidas do extrato bruto apds
cromatografia em DEAE-sephadex (Figura 3). Os picos contendo a enzima
fibrinolica foram reunidos, concentrados e submetidos a filtracdo em gel numa
coluna Superdex 75 exibindo um anico pico com atividade enzimética (Figura 4).
A eficicia deste processo de purificacdo é demonstrada por um elevado fator de
purificacdo, equivalente a 32,72, e atividade fibrinolitica especifica (7988,34
U/mg) superior as reportadas para outras enzimas fibrinoliticas (BIJI et al., 2016;
MOON et al., 2014; MONTRIWONG et al., 2012; WANG et al., 2011; KOH et al.,
2001). Finalmente, a enzima purificada foi submetida a zimografia em gel de
fibrina, que permitiu calcular o peso molecular da enzima purificada como sendo
72,6 kDa (Figura 5 e Tabela 3). Se comparado com as enzimas fibrinoliticas
supracitadas, a enzima extraida da Arthrospira platensis possui maior peso
molecular, no entanto, este foi semelhante a outra protease produzida pela
Spirulina (Arthrospira) platensis com 80 kDa (YADA et al., 2005). Ademais, 0s
resultados obtidos através do zimograma evidenciam que a atividade fibrinolitica
encontrada na enzima purificada é semelhante a de outros estudos
(NASCIMENTO et al., 2017; MOON et al., 2014; HUANG et al., 2013; JU et al.,
2012; MANDER et al.,, 2011), bem como a plasmina comercial, clivando
diretamente a fibrina artificial (Figura 5). Isso sugere que, comparados aos
ativadores do plasminogénio utilizados na terapia trombolitica, como o ativador
do plasminogénio tecidual (tPA), a estreptoquinase e a uroquinase, a protease
fibrinolitica produzida por Arthrospira platensis teria a vantagem de menos
efeitos colaterais, entre eles a hemorragia e a reoclusao dos vasos (WANG et
al., 2008).
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Figura 3 - Perfis de eluicdo da enzima fibrinolitica de Arthrospira platensis em

cromatografia de troca idbnica (DEAE-Sephadex)
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Figura 4 - Perfis de eluicdo da enzima fibrinolitica de Arthrospira platensis em

cromatografia de gel filtracdo (Superdex 75)
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Tabela 3 - Etapas de purificacdo da enzima fibrinolitica de Arthrospira platensis

37

Etapa de purificacéo Proteinas totais Atividade Atividade fibrinolitica  Fator de purificacao Recuperacao
(mg) fibrinolitica total especifica (U/mg) (%)
C)

Extrato bruto 2,29+ 0,02 560,40 £ 24,60 244,07 £10,71 1,00 100,00
Precipitatacédo — 0,62 £ 0,02 543,00 + 44,12 869,41 + 70,64 3,56 96,89

Sulfato de amédnio (40-

70%)
DEAE-Sephadex (troca 0,07 £ 0,00 337,20 £ 36,48 4283,31 + 463,47 17,54 60,17
ibnica)

Superdex 75 (gel 0,02 £ 0,00 161,70 £ 4,66 7988,34 £ 230,55 32,72 28,85

filtrac&o)
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Figura 5 - Zimograma de fibrina (12%) da enzima fibrinolica purificada por

cromatografia em gel de exclusao (Superdex 75)

5.2 EFEITOS DA TEMPERATURA E PH NA ATIVIDADE FIBRINOLITICA E
ESTABILIDADE

As Figuras 6-8 mostram o efeito do pH na atividade enzimética e sua
estabilidade. A enzima fibrinolitica de Arthrospira platensis apresentou atividade
maxima no intervalo entre os pHs 6,0 e 7,0, sendo este intervalo considerado
otimo para atividade catalitica da enzima. A mesma ndo sofreu alteracfes
extremas na faixa de pH variante de 6,0 a 8,0, indicando que a enzima estudada
atua preferencialmente na faixa neutra do pH. Além disso, apos trés horas a
enzima exibiu atividade méxima apenas no pH 7,0 que foi mantida por 24 horas,
demonstrando ser este o pH mais estavel para a atividade catalitica. Esta

caracteristica bioquimica pode ser tida como vantagem no que tange a utilizacao



futura dessa enzima fibrinolitica como um possivel farmaco, tendo em vista que

apresentou ampla estabilidade na faixa fisiolégica do pH humano.

Figura 6 - pH 6timo da enzima fibrinolitica produzida por Arthrospira platensis
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Figura 7 - Estabilidade da enzima fibrinolitica produzida por Arthrospira platensis
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Figura 8 - Estabilidade da enzima fibrinolitica produzida por Arthrospira platensis
apos 24 horas

120

100

80 “i }

60

40

Atividade relativa (%)

20

pH

Os efeitos da temperatura na atividade fibrinolitica e na termoestabilidade
da enzima séo ilustrados nas Figuras 9 e 10, respectivamente. A temperatura a
gue esta enzima apresentou méaxima atividade fibrinolitica foi de 40°C, o que
corrobora com os resultados relatados para proteases fibrinoliticas produzidas
por Mucor subtilissimus UCP 1262 (NASCIMENTO et al., 2017), Pheretima
posthumous (VERMAA e PULICHERLA, 2017), Bacillus subtilis C142 (CHOI et
al., 2017), Lyophyllum shimeji (MOON et al., 2014), Neanthes japonica (DENG
et al., 2010), Pleurotus eryngii (CHA et al., 2010), Paenibacillus polymyxa EJS-3
(LU et al., 2010) e Bacillus subtilis TKUOO7 (WANG e YEH, 2006). No entanto,
acima de 60°C a atividade da enzima foi completamente perdida, indicando uma
possivel desnaturagdo enzimatica devido a alta temperatura (Figura 9).

Embora a atividade fibrinolitica tenha diminuido aproximadamente 30%,

permaneceu praticamente inalterada em seu valor durante 150 minutos de
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incubacdo na temperatura de 40°C (Figura 10). A enzima teve decrescimo
dréstico de sua atividade para 8% ap6s 180 minutos e em temperaturas mais
altas (resultados n&o mostrados), novamente evidenciando desnaturacéo
térmica da enzima. A perda de atividade a 60—65°C foi mencionada para enzimas
fibrinoliticas de Cordyceps militaris (LIU et al., 2017), Xylaria curta (MESHRAM
et al.,, 2017), Virgibacillus halodenitrificans (MONTRIWONG et al., 2012),

Paenibacillus polymyxa EJS-3 (LU et al., 2010) e Oidiodendron flavum

(THARWAT, 2006).

Figura 9 - Temperatura 6tima da enzima fibrinolitica produzida por Arthrospira

platensis
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Figura 10 - Estabilidade da enzima fibrinolitica produzida por Arthrospira

platensis a 30, 40 e 50 °C
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5.3 EFEITO DE IONS METALICOS NA ATIVIDADE FIBRINOLITICA

Vérios ions em trés concentracdes diferentes (2,5, 5,0 e 10,0 mM) foram
usados para fornecer informacdes sobre a possivel acdo especifica como
moduladores da enzima fibrinolitica purificada (Tabela 4). Pode-se observar que
a atividade enzimatica foi aumentada em maior proporcéo pela adicdo de Fe?*
em todas as concentracOes testadas e, em proporcdes menores, pela adicdo de
5 mM de Zn?* e 2,5 mM de Na*. Ndo houve taxa de inibicdo significativa pela
adicdo de qualquer uma das outras concentracdes de ions utilizadas. Estes
resultados indicam um provavel envolvimento desses ions metalicos no
mecanismo catalitico da enzima fibrinolitica, que pode estar relacionada a
alteracBes no sitio ativo. O exposto esta de acordo com o aumento da atividade
fibrinolitica de Cordyceps militaris (LIU et al., 2017) e aumento da atividade da
enzima fibrinolitica produzida por Mucor subtilissimus UCP 1262 (NASCIMENTO
et al.,, 2017) observada na presenca de Fe?*, mas nenhum com taxas tdo
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significativas quanto as exibidas pela atividade da enzima de Arthrospira

platensis.

Tabela 4 - Efeito de ions metalicos na enzima fibrinolitica de Arthrospira platensis

fons Atividade residual (%)

2.5 mM 5mM 10 mM
Controle 100.00 100.00 100.00
Zn%* 98.95 120.35 99.40
Mg?* 103.56% 100.29 94.35
Cu® 94.35A 103.12A 111.88~
Fe2* 271.32 474.44 676.22
Ca? 108.914 107.13 108.02
Na* 122.58 108.32 103.41

K* 108.46% 116.344 92.86

* Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de

Tukey.

5.4 EFEITO DE INIBIDORES NA ATIVIDADE FIBRINOLITICA

Como mostrado na Tabela 3, a atividade enzimatica foi fortemente inibida

pelo PMSF (inibidor de serino proteases), inibindo completamente a atividade

enzimatica. O EDTA (inibidor de metaloprotease) inibiu 66,67% e os demais

inibidores ndo mostraram efeitos inibitérios. Estes resultados sugerem que a

enzima fibrinolitica em questédo é uma serino protease, similar as produzidas por



44

Cordyceps militaris (LIU et al., 2017), Mucor subtilissimus UCP 1262
(NASCIMENTO et al., 2017), Pheretima posthumous (VERMAA e PULICHERLA,
2017), Lumbrineris nipponica (YEON et al., 2017), Neurospora sitophila (LIU et
al., 2016) e Curcuma aromatica Salisb. (SHIVALINGU et al., 2016). Fica evidente
a relacao desta classe de proteases com a especificidade pela fibrina, principal
componente proteico dos coagulos sanguineos que € naturalmente degradada

pela plasmina, uma serino protease.

Tabela 5 - Efeito de inibidores na enzima fibrinolitica de Arthrospira platensis

Inibidores Atividade residual (%)
Controle 100.00
PMSF 0
2-mercaptoetanol 22.22A
EDTA 33.334
Acido iodoacético 100.00
Pepstatina A 100.00

* Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de

Tukey.

5.5 EFEITO DE SURFACTANTES NA ATIVIDADE FIBRINOLITICA

A avaliacéo do efeito de surfactantes na atividade fibrinolitica demonstrou
gue apenas o SDS foi capaz de reduzir completamente a atividade enzimatica
de forma diretamente proporcional a sua concentracdo. Segundo Wang et al.
(2011), o SDS pode atuar como agente desnaturante devido a sua carga liquida

negativa, envolvendo as moléculas da enzima impedindo assim sua atividade.



45

Como mostrado na Tabela 6, a enzima fibrinolitica teve atividade aumentada na

presenca de surfactantes ndo ibnicos, tais como: Tween 20, Tween 80 e Triton

X-100. Especialmente na presenca de 2% de triton x-100, que exibiu um

aumento de aproximadamente 87% na atividade enzimatica. Possivelmente,

este agente estabilizou a estrutura da enzima e inibiu sua agregacéo, levando a

um aumento da atividade em comparacdo ao controle. Tais resultados

corroboram com o relatado para uma enzima fibrinolitica produzida por Mucor

subtilissimus UCP 1262 (NASCIMENTO et al., 2017).

Tabela 6 - Efeito de surfactantes na enzima fibrinolitica de Arthrospira platensis

Surfactantes Atividade residual (%)
0.5% 1% 2%
Controle 100.00 100.00 100.00
Tween 20 138.15% 131.38% 119.694
Tween 80 127.07A 115.694 139.384
Triton x-100 100.00 160.928 187.698
SDS 100.00 51.07 0

* Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de

Tukey.
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6 CONCLUSAO

Uma nova enzima fibrinolitica produzida pela cianobatéria Arthrospira
platensis foi purificada e suas propriedades bioquimicas foram avaliadas. A
enzima foi classificada como uma serino protease, que possivelmente vem a ser
uma das enzimas fibrinoliticas com maior peso molecular relatada na literatura.
Esta é altamente ativa a 40°C e estavel no pH 7,0. A protease fibrinolitica atua
de forma semelhante a plasmina, clivando diretamente a fibrina, demonstrando
futuro potencial biofarmacéutico. Sua atividade enzimatica demonstra
consideravel aumento na presenca dos ions Fe?*, Zn?* e K* e surfactantes como
o Triton x-100. Portanto, € fortemente sugerido que a enzima fibrinolitica
produzida por Arthrospira platensis possa ser uma fonte potencial para o
desenvolvimento de agentes tromboliticos visando futuras aplicagcdes medicinais

para o tratamento de doencgas cardiovasculares.
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