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RESUMO

SANTANA, Romaério da Silva, M.Sc., Universidade Federal do Amazonas, dezembro
de 2022. Producéo, pré-purificacdo e caracterizacdo bioquimica de enzimas
proteoliticas com acao fibrinolitica de cogumelos comestiveis. Orientadora:
Rosany Piccolotto Carvalho. Co-Orientadora: Waldireny Rocha Gomes.

Os farmacos empregados atualmente advém de diversas fontes de produtos naturais,
onde majoritariamente, sdo extraidas de animais, plantas, bactérias e fungos. E uma
das formas de se extrair valor econémico, € com a utilizacdo da biotecnologia por
estratégias de bioprospeccdo desses recursos. Pois, sabe-se que a busca por
enzimas fibrinoliticas com aplicacdes terapéuticas para o tratamento da trombose tem
sido uma das grandes demandas da industria farmacéutica nos ultimos tempos. E
entre 0s inUmeros organismos, 0s cogumelos se destacam pela facilidade de cultivo
e alta eficiéncia na producdo de enzimas proteoliticas extracelulares. Nesse sentido,
esta pesquisa teve como objetivo, realizar a producdo, pré-purificacdo e
caracterizagdo bioquimica, de enzimas proteoliticas com acado fibrinolitica de
cogumelos comestiveis. Como resultado desta dissertacdo, todos objetivos
especificos foram atendidos e estdo apresentados em trés capitulos, em formato de
artigos: o capitulo I, estd caracterizado por estudo do tipo revisao sistematica onde
concentra uma analise de um levantamento realizado nos ultimos dez anos; o capitulo
Il, caracteriza-se como uma pesquisa in vitro onde a espécie Pleurotus eryngii,
cogumelo comestivel, foi cultivado em dois meios por fermentacdo submersa a fim de
se obter extrato enzimatico; e o capitulo Ill, também se caracteriza como uma
pesquisa in vitro onde o extrato enzimatico do cogumelo P. eryngii foi pré-purificado
em sistemas de duas fases aquosas. Com base nestes dados, conclui-se que este
estudo in vitro, demonstrou que a enzima do cogumelo comestivel Pleurotus eryngii,

tem potencial para o uso na aplicacdo farmacoldgica como agentes tromboliticos.

Palavras-chave: Cogumelos; Fermentacdo submersa; Enzimas; Fibrinolitica;

Trombose.



ABSTRACT

SANTANA, Romario da Silva, M.Sc., Universidade Federal do Amazonas, dezembro
de 2022. Production, pre-purification and biochemical characterization of
proteolytic enzymes with fibrinolytic action from edible mushrooms. Adviser:
Rosany Piccolotto Carvalho. Co-advisers: Waldireny Rocha Gomes.

The drugs currently used come from various sources of natural products that are
mostly extracted from animals, plants, bacteria and fungi. One of the ways to extract
economic value is with the use of biotechnology by bioprospecting strategies for these
resources. Well, it is known that the search for fibrinolytic enzymes with therapeutic
applications to treat thrombosis has been one of the greatest demands of the
pharmaceutical industry in recent times. Among the numerous organisms, mushrooms
stand out for their ease of cultivation and high efficiency in the production of
extracellular proteolytic enzymes. In this sense, this research aimed to carry out the
production, pre-purification and biochemical characterization of proteolytic enzymes
with fibrinolytic action of edible mushrooms. As a result of this dissertation, all specific
objectives were met and are presented in three chapters, in the form of articles:
Chapter | is characterized by a systematic review study, which concentrates an
analysis of a survey carried out in the last ten years; Chapter Il is characterized as an
in vitro research where the Pleurotus eryngii species, an edible mushroom, was
cultivated in two media by submerged fermentation in order to obtain an enzymatic
extract; and chapter Ill, which is also characterized as an in vitro research where the
enzymatic extract of the P. eryngii mushroom was pre-purified in two-phase aqueous
systems. Based on these data, it is concluded that this in vitro study demonstrated that
the enzyme of the edible mushroom Pleurotus eryngii has potential for use in

pharmacological application as thrombolytic agents.

Key words: Mushrooms; Submerged fermentation; Enzymes; Fibrinolytic;

Thrombosis.
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1. INTRODUCAO

Os farmacos empregados atualmente advém de fontes direta ou indiretamente
de produtos naturais, onde majoritariamente, sdo extraidas de plantas, bactérias e
fungos. Frente esta biodiversidade, o Brasil tem destaque, podendo se tornar um
modelo de desenvolvimento econdmico, com intencdo de incentivar seu crescimento

a partir da utilizacdo sustentavel de nossos recursos naturais (AGUILAR, 2019).

E uma das formas de se extrair valor econdmico presente nessa biodiversidade,
€ com a utilizacdo da biotecnologia por estratégias de bioprospecc¢ao desses recursos.
Pois, para Amaral et al. (2020), a biotecnologia configura-se como uma atividade que
beneficia o conhecimento, visando a adesao de vias tecnoldgicas relacionadas a seres
Vivos ou proveniente deles para dar origem a produtos e/ou processos com o intuito

de solucionar possiveis problemas.

A bioprospeccéo, compreende-se como a busca sistematica por organismos,
genes, enzimas, compostos, processos e partes provenientes de seres vivos em geral
(coletivamente chamados de recursos genéticos) que possam, eventualmente, levar

ao desenvolvimento de um produto (JUNIOR, 2012).

Entre os inimeros organismos, os fungos se destacam pela facilidade de cultivo
e alta eficiéncia na producéo de enzimas extracelulares (GUIMARAES et al., 2006).
Dentre eles, os cogumelos comestiveis, tém sido considerados fortes produtores de

diferentes substancias como enzimas proteoliticas (YAMAC; BILGILI, 2006).

Dos cogumelos mais estudados, o género Pleurotus tém se destacado como
fonte produtora de proteases, por exemplo: Pleurotus ostreatusroseus, Pleurotus
albidus, Pleurotus djamor, Pleurotus florida, Pleurotus ostreatus, Lentinus citrinus,
(BARBOSA et al., 2020; PIMENTA et al., 2021; BRITO et al., 2021; COELHO et al.,
2022). E de acordo Teixeira et al. (2011), o interesse esta em expansao devido a

simplicidade do processo de isolamento a partir das condi¢des de cultivo.

Diante do exposto, esta dissertacdo apresenta dados parciais sobre
caracterizacdo bioquimica de enzimas proteoliticas com agéo fibrinolitica, extraidas
de cogumelos comestiveis a fim de propor, para a industria farmacéutica, uma

alternativa para o tratamento da trombose.
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2. OBJETIVOS

2.1 Geral

Determinar bioquimicamente as enzimas proteoliticas com acao fibrinolitica por
fermentacdo submersa de Pleurotus eryngii e Pleurotus ostreatus, que possam ser

utilizadas na terapia trombolitica.

2.2 Especificos

» Preparar as condi¢cbes mais adequadas de cultivo dos cogumelos, por fermentacao

submersa;

> Determinar proteinas totais, atividades proteolitica e fibrinolitica dos extratos

obtidos;

» Caracterizar bioquimicamente a enzima no efeito e na atividade proteolitica dos

cogumelos;
> Determinar atividade do efeito antioxidantes e citotéxica dos cogumelos;

» Pré-purificar a enzima proteolitica com acéo fibrinolitica, por sistema de duas fases

aquosas;

>Caracterizar a massa molecular da protease fibrinolitica por eletroforese e

zimograma.
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3. REFERENCIAL TEORICO

Esta dissertacdo esta fundamentada com mais de 80 tedricos referenciados,
dos quais foram obtidas de artigos publicados em revistas indexadas, livros fisicos on-

line, dissertacdes e teses dos bancos de dados das universidades federais do Brasil.

Na secao seguinte, buscou-se descrever alguns conceitos acerca da tematica
proposta, como a propria arte da minha pesquisa, compreendendo e analisando tudo
sobre os fungos, classificacdo taxinOmica, formas de reproducdo, enzimas de
cogumelos e sua aplicagédo para uso e tratamento da trombose.

3.1 Fungos

Fazem parte do Reino Fungi e compreendem um vasto grupo de organismos
tanto macro quanto microscopico (TELLES, 2010). Sdo seres eucaridticos,
constituidos por longos filamentos denominados hifas (pluricelulares) e ou
pseudohifas (unicelular), heterotréficos com nutricdo por digestédo externa, liberando
suas enzimas digestivas no substrato e absorvem os nutrientes (TRIERVEILER-
PEREIRA et al., 2008; BLACKWELL et al., 2012).

As evidéncias bioquimicas da biologia molecular, levaram muitos cientistas a
definir melhor os sistemas de classificacdo dos fungos até a presente data. Dessa
forma, a sistematica filogenética tem sido constantemente reformulada com a
proposicdo ou supressao de alguns filos ou outras categorias em diferentes niveis
taxondmicos (MACEDO, 2017).

Encontrou-se na literatura, diversas classificacdes taxinomicas sobre os fungos
(KIRK et al., 2008; BLACKWELL, 2011; EVERT e HEICHHORN; 2016; MACEDO,
2017). A figura 01, ilustra um cladograma que representa as relagbes de parentesco
entre os Reinos e os oito filos estabelecidos para os fungos: Cryptomycota,
Microsporidia, Chytridiomycota, Blastocladiomycota, Zoopagomycota, Mucoromycota,

Ascomycota e Basidiomycota.
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Figura 01: Imagem ilustrando um Cladograma mostrando as relacdes filogenéticas dos Reinos (1)
entre os filos (2) evidenciando que ainda existem incertezas (linha pontilhada) e os dois filos mais
numerosos quanto a espécies descritas (3).

Green plants

Archaeplastida (Plartae) E E Rhodophyta Dikarya Basidiomycota
Glaucophytes Ascomycota
Ani Glomeromycota
Chy tes

przzzzzrrrrr 7ygomycota

p— Opidium brassicae

Ao Blastocladiomycota
Chytridion ytﬂtﬂ
E Neocalimastigomycota
3

‘7= Microsporidia

h— 0zl SPD.

3

Agaricomycotina
Ustilaginomycotina
- cCh
es
7m es
Pezizomycotina
Saccharomycoting
« Schizosac: mycetes
Taphrinomycotina oc yeetes
Taphrinomycetes

Fonte: modificado e adaptado de Tree of Life Web Project (http://tolweb.org/Funqi/2377).

Estima-se que sua diversidade ultrapassa 5 milhdes, representados por mais
de 100.000 espécies, embora, a cada ano, mais de 4.000 espécies novas sejam

descritas presentes em diversos ecossistemas (SANTOS, 2015).

No mundo estdo descritas aproximadamente 99.000 espécies de fungos, das
quais cerca de 13.800 existiriam no Brasil (KIRK et al., 2008). Destes, acredita-se que
a maior parte se encontram em ecossistemas tropicais como exemplo, a nossa floresta
amazonica (HAWKSWORTH, 2001; HYDE, 2001; WEBSTER e WEBER, 2007),
existindo 519 espécies reportadas para a Amazonia (FORZZA et al., 2010).

Estes organismos se apresentam na natureza sob diversas formas; micro e
macroscopicas por ser uma linhagem de grupo polifilético. E sdo comumente
denominados e conhecidos pela sociedade, como leveduras, bolores, mofos,
cogumelos comestiveis ou alucinégenos, fungos gelatinosos, orelha-de-pau
(ESPOSITO; AZEVEDO, 2010).

O item trés do cladograma (figura 01), ilustra os filos Basidiomycota e
Ascomycota. Dados na literatura, indicam que ambos formam corpos reprodutivos
compreendendo mais de 64.000 espécies descritas para 0os ascomicetos e mais de
30.000 espécies descritas para basidiomicetos (PETERSEN, 2012; SANTOS, 2015;
LOGUERCIO-LEITE, 2010).


http://tolweb.org/Fungi/2377
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Os ascomicetos ocupam amplitude de ambientes competindo com outros
eucariontes como saprofitos, parasitas, simbiontes (ALEXOPOULOS et al., 1996).
Sua reproducédo pode ocorrer por estruturas esporulantes (sexuais e assexuais) ou

por producao de ascosporos (Figura 02).

Figura 02: Imagem ilustrando aspectos de estruturas esporulantes e ciclo de vida dos ascomicetos.

Estruturas esporulantes Ciclo de vida

Nuc!ea.rZFusmn cell Fusion ,

Gametes

Meiosis

Ascus or

Meiosporangium \ /

Ascospore Conidia or
or Meiopspore Hypha or Yeast Mitospores

Origem assexual

Germination Germination

Origem sexual

peritécio Sexual Asexud

Fonte: Modificado e Adaptado de Esposito; Azevedo (2010) e J. Taylor (1995).

Os basidiomicetos também ocupam os mais diversos substratos e os membros
mais conhecidos deste grupo sédo os cogumelos comestiveis e medicinais (DEVECI et
al., 2021). Apresentam estruturas somaticas homocaridticas ou heterocarioticas,
evolvendo estruturas especiais, as fibulas ou grampo de conexéao (Figura 03).

Figura 03: Estruturas somaticas ilustradas do fungo Hexagonia tenuis com ilustragdes do Basidioma
(A), himénio (B), Hifas generativas com a presenca de fibula destacada em vermelho (C), esquelética
(D) e ligadora (E).

Fonte: Fotografia retirada do MycoPortal-Collections Portal e
(https://www.inaturalist.org/observations/4747817) e de Loguercio-Leite (1994).
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Os cogumelos em sua forma reprodutora, mais conhecidos como basidioma,
desenvolvem a producgéo de esporos de origem assexual por brotacdo, fragmentacao
do micélio e da producédo de conidios, artrésporos ou oidios, e na origem sexual
através de basidiésporos, ilustrada na figura quatro (ALEXOPOULOS et al., 1996;
LOGUERCIO-LEITE, 2010).

Figura 04: Imagem ilustrando aspectos de estruturas esporulantes conforme suas origens e ciclo de
vida dos basidiomicetos.
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Fonte: modificado e adaptado de Alexopoulos et al., (1996); Barnett; Hunter, (1999); Jiménez et al.,
(2010).

Este grupo, em especial, vem sendo amplamente estudo por diversos cientistas
pela ampla capacidade de interacdo em diversos setores das ciéncias. Presentes na
agricultura, na alimentacdo, na industria farmacéutica, na biotransformacdo, na

engenharia genética e etc.

3.1.1 Cogumelos e seus beneficios

Os cogumelos, também conhecidos por outras denominag¢des como fungos ou
orelha-de-pau, atualmente estdo agrupados em dois filos, Basidiomycota e
Ascomycota (SILVA et al., 2016).
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Diversos sdo os estudos comprovando que eles apresentam todos os 21
aminoacidos essenciais, sendo ricos em sais minerais e fibras de baixo valor calérico
(VAZQUEZ, 1994). Soccol et al. (2017), de um modo geral, comprovou que 0s
cogumelos chegam a ser constituidos de 90% de agua, além de elevados teores de
proteina, vitaminas como Bl e C, e algumas vitaminas do complexo B como a

riboflavina, biotina e niacina.

Outros autores, por meio de estudos in vitro e clinicos sugerem que o0 consumo
de cogumelos ricos em compostos bioativos pode beneficiar a saude devido aos
efeitos bioldgicos correlacionados (VENTURELLA et al.,, 2021; MA et al.,, 2018;
MUSZYNSKA et al., 2017).

Tal beneficios a saude, para Martins (2019) se deve a presenca de metabdlitos
primérios e secundarios, tais como acido oxalico, proteinas, peptideos, terpenos,
esteroides, antraquinonas, derivados do &cido benzoico, quinolonas, alcaloides,
taninos, saponinas, glicosideos cardiotdnicos, B-glucanas e fendis. Estas
propriedades estdo presentes tanto no cogumelo in natura quanto na forma de
extratos purificados (ABDEL-AZIZ et al., 2015; VALVERDE et al., 2015).

Apesar dos beneficios citados, o cultivo de cogumelos no Brasil é relativamente
recente, tendo se fortalecido com a imigracdo asiatica em meados do século XX
(DIAS, 2010; SIQUEIRA, 2015). Porém, o consumo destes ainda é algo que esta
sendo introduzido na cultura e na culinaria da populacdo brasileira, por falta de
tradicdo e desconhecimento em relacdo aos cogumelos (GOMES et al., 2016; ANPC,
2018).

3.1.2 Género Pleurotus

Macrofungo determinada taxonomicamente como: Fungi; Basidiomycota;
Agaricomycetes; Agaricales; Pleurotaceae; Pleurotus; e Pleurotus sp. Se destacam
por apresentar diversas biomoléculas, como os compostos fendlicos, terpenos,
esterodides e polissacarideos, associadas as atividades potencializadoras, antibioticas,

anticarcinogénicas, anti-inflamatérias, hipocolesterolémicas e hepatoprotetora
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(LOURENCO et al., 2016; SILVA et al., 2016; MATTJE, 2019; PAZZA et al., 2019;
LLAURADO et al., 2020).

De acordo Gusman, (2000) mais de 1.000 espécies de Pleurotus foram
descritas no mundo, no entanto, aproximadamente 50 destas sao reconhecidas como
validas para este género, e pelo menos 15 espécies de Pleurotus, sdo conhecidas
como ocorrendo no Brasil (PUTZKE, 2002).

Para Associacdo Nacional dos Produtores de Cogumelos (ANPC, 2022),
representantes deste grupo estdo entre as espécies mais consumidas no cenario

mundial e brasileiro, ocupando a segunda posi¢cao no ranking mundial e nacional.

Dentre as espécies mais conhecidas, destacam-se: Pleurotus djamor,
Pleurotus ostreatus, Pleurotus pulmonarius, Pleurotus sajor-caju e Pleurotus
citrinopileatus (JANNING, 2016). Mas sabe-se, que existem outros representantes
também, assim como o P. ostreatusroseus, Pleurotus eryngii, e Pleurotus albidus
(Figura 05).

Figura 05: imagem ilustrando alguns cogumelos do género Pleurotus: P. ostreatus (A); P. eryngii (B);
P. citrinopileatus (C); P. ostreatusroseus (D); P. pulmonarius (E); e P. albidus (F).

Nota-se que as caracteristicas do basidioma, apresentam formato do pileo é
semelhante a uma concha e estipe excéntricos ou lateral, identificadas pela sociedade
por diversas denominacfes. Representantes deste género, sdo comumente
conhecidos por “cogumelos-ostra”, “Shimeji-branco”, “Shimeji-rei”, “Hiratake”,
“‘cogumelos-ostra-branco”, podendo ter coloragéo que varia entre azul-escuro, cinza-

escuro, branco, creme, marrom, amarelo e rosa ou salmédo (PIMENTA, 2018).
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Outras caracteristicas sdo evidencias para este grupo, podendo ser no meio
ambiente como parasitas e saprobios, encontradas sobre madeira e raizes, causando
patologia na madeira conhecida como podriddo branca e apresentam forma
pleurotoide (FORTUNA, 2021). E classificados como fungos causadores da podridao
branca da madeira, devido a forma que suas enzimas degradam a lignina, celulose e
hemicelulose presentes em palhas, bagacos, serragens e diversos outros residuos
(ABREU et al., 2007; MAMIRO e MAMIRO, 2011; AGUIAR, 2016).

3.2 Trombose

Compreende-se por trombose, de acordo Muguet et al. (2022), a formacao ou
desenvolvimento de um codgulo sanguineo (trombo) responsavel por causar
inflamacdo na parede do vaso quando a fibrina ndo é hidrolisada em casos de
desequilibrio do sistema biolégico por reducao do teor sanguineo de plasmina (CHOI
et al., 2017).

Conforme em base de dados fornecidos pela Organiza¢cdo Mundial de Saude
(OMS), estima-se que 17,9 milhdes de pessoas morreram de doencas
cardiovasculares (DCV) em 2019, representando 32% de todas as mortes globais
(WHO, 2021). No Brasil, apenas no ano de 2014 foram registrados 605,1 Obitos para
cada 100 mil habitantes motivados por causas circulatorias (BARROS, 2018), sendo
0 pais com quarto maior indice de mortalidade por acidente vascular cerebral (AVC)
da América Latina e Caribe (BRASIL, 2017).

Segundo Rocha et al. (2005), caracteriza como uma das doencas que se
associa ao Tromboembolismo venoso (TEV). Além disso, Muguet et al. (2022),
consideram ela também, como um processo patoldgico de ativacdo e propagacao

imprépria da resposta hemostética do organismo.

E de acordo a Sociedade Brasileira de Trombose e Hemostasia, tal patologia
pode ocorrer em veias ou em artérias pelo bloqueio da circulagdo provocada por um
coagulo de sangue, também chamado de trombo que, este por sua vez, podera atingir
0s pulmdes desenvolvendo a embolia pulmonar (TEP), em caso quadro grave (SBTH,
2019).
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Dessa maneira, Cercas (2017) compreende dois tipos clinicos principais para
a formacao da trombose venosa, uma que pode ocorrer tanto numa veia profunda
(TVP) ou quando um ou varios émbolos sao liberados na circulagdo venosa e se
alojam na vascularizacdo pulmonar, dando origem a uma tromboembolia pulmonar
(TEP).

Diante dessas caracteristicas clinicas, estima-se que 200.000 habitantes por
ano sdo acometidos por algum fendmeno trombdtico com elevado impacto na
morbimortalidade e sendo que a grande maioria dos pacientes sdo dependentes de
servigos publicos (SBTH, 2019).

No entanto, para Alves et al. (2015), a fisiopatologia da trombose venosa é
considerada complexa, envolvendo a parede das veias e a lesdo das mesmas por
fatores extrinsecos (trauma, cirurgia) ou intrinsecos (citoquinas inflamatérias) ou

entres outros componentes que promovem a amplificacdo do trombo.

3.2.1 Tratamentos

Existe varios tipos de tratamentos atualmente disponiveis, os anticoagulantes
Sao mais comuns, por apresentar capacidade de diminuir ou aumentar os coagulo do

sangue. Mas em geral, com pouca evidéncia cientifica (ALMEIDA, 2019).

Tritschler et al. (2018), ainda observaram que nos ultimos anos, os tratamentos
tém ganhado progresso com a incorporacdo dos anticoagulantes orais diretos
(DOACSs) ao arsenal terapéutico e a assimilacdo da necessidade de terapia por tempo

prolongado.

Além disso, conforme analise de Almeida (2019), em uma metanalise de seis
estudos demonstrou que o0 uso de novos anticoagulantes orais diretos foi efetivo na

prevencdo do TEP e na recorréncia da trombose venosa superficial (TVS).

De acordo Sanches (2019), os anticoagulantes orais diretos (DOACS)
disponiveis para uso no Brasil, sdo os inibidores diretos da trombina como

Dabigatrana ou do fator X ativado como Rivaroxabana, Apixabana e Edoxabana.
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Os coagulantes orais costumam ser bastante utilizados, e possibilitam um
controle mais preciso da coagulagcédo por meio de exames clinicos. No entanto, uma
das suas desvantagens é que seu efeito pode ser alterado pela interacdo de outros

medicamentos, ou mesmo de alimentos ricos em vitamina K.

3.2.2 Enzimas proteoliticas com acdo fibrinolitica

As enzimas, quimicamente sdo definidas como proteinas que chegam a
desempenhar papel catalizador muito eficaz. Além disso, sua impressionante
atividade catalitica, especificidade pelo substrato e estereoespecificidade capacitam
as enzimas a preencher os papéis principais em outros processos relacionados com
a saude e o bem-estar do ser humano (RODWELL et al., 2017).

Estas por sua vez, sdo encontrados em todos 0S organismos vivos, com
diversas aplicacfes devido a sua alta especificidade de substratos, como na industria
de alimentos, da farmacologia, de detergentes, de biocombustiveis, entre outros.
Estima-se que o mercado global de enzimas industriais ultrapasse o valor de seis
bilhdes de délares até 2021 (RAVINDRAN et al., 2018).

Para Carrasco-Gonzalez et al. (2017) e Valério (2021), as proteinas e peptideos
presentes em espécies de cogumelos comestiveis apresentam excelente atividade
biolégica e a qualidade proteica, contendo assim, elevados teores de todos o0s

aminoacidos essenciais e ndo essenciais e uma excelente digestibilidade proteica.

A fibrina é uma proteina componente do sangue que desempenha papel
importante na hemostasia. Dessa forma, esta proteina é formada pela conversao do
fibrinogénio solivel molecular em mondmeros de fibrina que polimerizam

espontaneamente e criam uma rede de gel de fibrina (BUBA, 2018).

As proteases constituem um grupo de enzimas que catalisam a hidrdlise de
proteinas em peptideos (RAJPUT et al.,, 2016; SILVA et al., 2016). Na literatura,
diversos estudo demostraram a diversidade de microrganismos produtores de
enzimas fibrinoliticas identificados e estudadas, nos quais sao incluidos: insetos (AHN
et al., 2003), poliquetas (DENG et al., 2010), veneno de serpentes (DE-SIMONE et al.,



25

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).

Entre os fungos, os cogumelos tém sido considerados fortes produtores de
diferentes substancias como fonte de proteases (BENEDICT; BRADY, 1972; YAMAC;
BILGILI, 2006). Devido a ampla diversidade bioquimica que possuem, a
susceptibilidade a manipulacdo genética, a alta produtividade de biocompostos
extracelulares, facilmente recuperados quando cultivados em meio liquido ou em
matriz sélida (MARTIM et al., 2017).

E para Mander et al. (2011), o acumulo desta proteina nos vasos ou artérias, é
uma das principais causas da enfermidade, denominadas trombose intravascular.
Portanto, as proteases fibrinoliticas, agem como biocatalizadores no qual degradam
coagulos de fibrina, ganhando assim, um importante papel na industria farmacéutica
como agentes quimioterapéuticos no tratamento de doencas cardiovasculares (CHO
et al., 2004; DAS; PRASAD, 2010; FEIJOO-SIOTA).
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4 APRESENTACAO DOS RESULTADOS

Neste estudo, os testes foram realizados a fim de compreender as respostas
obtidas conformes o0s objetivos especificos determinados no item 2.2. E como
resultados das analises dos dados obtidos neste item, foram organizadas em trés
capitulos como artigos, onde dois ja se encontram publicadas.

O capitulo |, esta caracterizado por estudo do tipo revisdo sistematica onde
concentra uma analise de um levantamento realizado nos ultimos dez anos (2011-
2022). O artigo, intitulado: “Cultivation conditions and biochemical characterization of
the proteolytic enzymes with fibrinolytic action obtained from mushrooms in the last ten
years” lista diversas espécies de cogumelos que tiveram resultados significativos para

o tratamento da trombose.

O capitulo 1l, caracteriza-se como uma pesquisa in vitro onde a espécie
Pleurotus eryngii, cogumelo comestivel, foi cultivado em dois meios por fermentacéo
submersa a fim de se obter extrato enzimatico. O artigo, intitulado: “Producao e
caracterizacdo de enzimas proteoliticas do cogumelo Ostra-Rei por fermentacdo
submersa”, apresenta dados onde confirmam as caracteristicas quimicas das enzimas

produzidas por P. eryngii.

O capitulo Ill, também se caracteriza como uma pesquisa in vitro onde o extrato
enzimatico do cogumelo P. eryngii foi pré-purificado em sistemas de duas fases
aquosas. O artigo, intitulado: “Atividade antioxidante, citotdxica e pré-purificacdo de
enzimas proteoliticas com acédo fibrinolitica de extratos obtidos por fermentacao
submersa de cogumelos comestiveis”, apresenta dados sobre a particdo do sistema
de planejamento fatorial, onde a enzima tem maior afinidade na fase rica em sal
(Naz2SO0a).
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CAPITULO |

CULTIVATION CONDITIONS AND BIOCHEMICAL CHARACTERIZATION OF THE
PROTEOLYTIC ENZYMES WITH FIBRINOLYTIC ACTION OBTAINED FROM
MUSHROOMS IN THE LAST TEN YEARS

Romario da Silva Santana; Viviane Gongcalves de Farias; Elison de Souza Sevalho;
Kadmiel Candido; Klaramelia Consuelo Ramoén Carpio; Waldireny Rocha Gomes;

Rosany Piccolotto Carvalho

Revista: Research, Society and Development
Accepted: 10/30/2022 | Published: 11/05/2022
Doi: https://doi.org/10.33448/rsd-v11i14.36652

Abstract

Fibrinolytic enzymes are proteases that are capable of degrading the fibrin mesh present in
blood clots and can be obtained through fungal extracts. Thus, the objective of this paper was
to seek out and compare all the information regarding the production and biochemical
characterization of fibrinolytic enzymes of mushroom species published in papers in the last
ten years. The research was carried out in eight national and international electronic databases
using the terms: “fungal enzymes”, “fibrinolytic Proteases”, “thrombosis” and “mushrooms”.
The results obtained were analyzed according to each step. In the first stage, the titles and
abstracts of all papers were analyzed independently; in the second stage, all papers were read
and those that did not meet the inclusion criteria were excluded. Then, the remaining papers
were reviewed and the data were tabulated and compared. As a result, it was found that
enzymes with fibrinolytic action were obtained from eight species of mushrooms in the period
of this research: P. sajor-caju, P. ferulae, P. ostreatus, L. shimeji, A. polytricha, H. erinaceum,
C. comatus and C. militaris. The enzymes were identified as protease SPPs, metalloproteases,
serine proteases and serine metalloproteases. The methods used to evaluate fibrinolytic
activity were the fibrin plate method and/or the formation of artificial thrombus through thrombin
and fibrinogen. The molecular mass of these enzymes ranged from ~18 to 66 kDa and, for the
biochemical characterization of the extracts, the pH ranged from 4.0 to 9.5 and the optimum
temperature from 25 to 70 °C. Via the review, it was observed that few articles were published
on the subject in question, which made it necessary to carry out more studies to discover the
biotechnological properties of mushrooms and define their applications in the most diverse
sectors of industries, not only in commercial species of mushrooms, but also in native species.

Keywords: Fibrinolytic proteases; Mushroom; Thrombolytic therapy; Fibrin.
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1. Introduction

Enzymes are biocatalysts that accelerate the speed of specific chemical
reactions. Biotechnology has revolutionized the use of traditional enzymes so that they
can be applied in commercial and industrial fields (Wu et al., 2021). Global demand
and trade for industrial enzymes is growing steadily and is estimated to reach $7 billion
by 2023 (Fasim et al., 2021).

Proteases are enzymes that catalyze the hydrolysis (covalent bond breaking
with the participation of a water molecule) of peptide bonds of other proteins, cleaving
them into amino acid fragments. Among the various applications of proteases,
fibrinolytics stand out, since they are able to degrade fibrin, the most abundant protein
in blood clots (Ali et al., 2022; Li et al., 2021). Clot formation is usually regulated by the
biological system; but, when fibrin is not hydrolyzed, thrombosis and other
cardiovascular diseases can occur (Sharma et al., 2021).

Mushroom extracts are widely used as nutritional supplements and medicines,
and present benefits for human health. Most fibrinolytic enzymes (FEs) used
industrially are of microbial origin and especially of fungal origin (Altaf et al., 2021). The
main advantages with fibrinolytic agents of microbial origin are that they have high
yields in activity, reproducibility, economic production, exponential growth, easy
optimization and mass production of FEs. These advantages are the main criteria for
meeting global market demand on an industrial scale (Katrolia et al., 2020; Acosta et
al., 2022).

Proteases have been purified and characterized from reproductive structures
(basidiome or ascoma) of many species of medicinal or edible mushrooms, including
Pleurotus ostreatoroseus, Pleurotus albidus, Pleurotus djamor, Pleurotus florida,
Pleurotus ostreatus, Coprinus comatus, Hericium erinaceum, Auricularia polytricha,
Lyophyllum shimeji, Cordyceps militaris and Lentino citrinos (Fonseca, 2013; Machado
et al., 2016; Barbosa et al., 2020; Pimenta et al., 2021; Brito et al., 2021; Coelho et al.,
2022). Although mushrooms are sources of proteases, there are little data available in
the literature on their fibrinolytic action. The objective of this review was to present an
overview of the features, production and biochemical characterization mechanisms of

fibrinolytic protease from mushroom species.

2. Methodology
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2.1 Included, screening, and identification of new studies via databases and

registers.

This bibliographic review was conducted following the PRISMA (Preferred
Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-Analysis) checklist, which is a
method also used by (Bezerra et al., 2021). For data collection, a survey was
conducted in international electronic databases (Web of Science (WoS) Core
Collection electronic database, National Center for Biotechnology Information, E-prints
in Library and Information Science and Scientific Electronic Library Online, and
Brazilian Open Access Publications and Scientific Data Portal, Regional Portal of the
Virtual Health Library-VHL, CAPES Journal Portal, as shown in Figure 1.

Figure 1. Flow diagram of literature search and selection criteria.
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The results of the literature (research papers, reviews, and book chapters)
survey were filtered using terms: “Edible Mushroom”; “Submerged fermentation”;

“Liquid extract”; “Proteases”; “Fibrinogen”, “Fibrin”; “Fibrinolytic enzyme”; “Fibrinolytic

action”; “Fibrinolytic mushrooms”; “Tropical Fungi”’; and “Amazonian Fungi” in the topic
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item that includes the title, summary, and keywords. Additionally, we restricted our
search to reports published from January 1, 2012 to January 30, 2022.
2.2 The selection of the papers was conducted in two stages.

In stage one, the titles and abstracts of all the papers were analyzed
independently. This first review selected papers that seemed to meet the inclusion
criteria based on the title and abstract. Studies that did not meet any of the inclusion
criteria or that were not related to the topic of this review were excluded. In stage two,
the papers were read and those that did not meet the inclusion criteria were excluded.

Finally, the studies were reviewed and selected for analysis and discussion of the data.

3. Results and Discussion
3.1 Study selection and characteristics.

After applying the search procedures in the electronic platforms established in
the methodology, initially, twelve keywords were used to elaborate and contextualize
this study. However, for the discussion of this paper, only four relevant keywords were
needed: fibrinolytic proteases, mushroom, thrombolytic therapy, fibrin. More than 50%
were found in the National Center for Biotechnology Information — NIH platform. Of
these, few references were obtained in the databases E-LIS, OasisBR, Scielo and
periodicos CAPES (Figure 2).

Figure 2: Graph illustrating numbers of papers selected from the databases,
according to the criteria.
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Of the 34 papers were found involving fibrinolytic protease enzymes produced
by mushrooms. Subsequently, after applying the inclusion and exclusion criteria, a
review of the full texts was completed, and eight papers were selected for this review.
Following the selection criteria according to title and abstract, 46% of the papers were
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analyzed, all review papers were excluded, among the other criteria already

the methodology. All eight papers were read and the main
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In this context, the impact factor (IF) is one of the criteria for confirming the
quality of journals and also the technical resource of evaluation in journals (Strehl,
2005; Ruiz et al., 2009). It was observed that more than 55% of the selected papers
were published in different journals, with an impact factor ranging from 0.738 to 7.312
in the Web of Science collection data, and from 0.494 to 8.425 in the Scopus data.

Of these, the article by Ali et al. (2014) was published in the Journal Separation
and Purification Technology, which presented the highest impact factor (8.425), and
the article by Liu et al. (2014) was published in the Journal Microbiology Biotechnology,
which presented the lowest impact factor (2.351).

Another factor analyzed in this study was how often the selected papers were
cited and referenced by other authors. The paper authored by Liu et al. (2014),
published in the Journal of Microbiology and Biotechnology, had the highest number
of citations (50), and the paper by Liu et al. (2012), published in the journal Applied
Mechanics and Materials, had the lowest, with seven citations. Finally, all the studies
evaluated had as their main objective to verify the potential of proteolytic enzymes with
fibrinolytic action produced by mushrooms in their most varied forms of cultivation.
3.2 Review and analysis of papers.

Among the fungi found in this study, it can be seen that mushrooms produce a
variety of enzymes that meet the nutritional and pharmaceutical requirements for
development and improvement in the human physiological process. They present mild
processing conditions, catalyze reactions and are chemically and environmentally
sustainable and less toxic (Sharma; Bajaj, 2017).

Liu et al. (2012) studied the mushroom C. comatus and the enzyme extracted
from the submerged culture, which was not characterized, but showed catalytic activity
of 164.49 U/mg, under conditions of pH 5.0 at 25 °C. Choi et al. (2013) analyzed and
characterized the enzyme extracted from H. erinaceum, which was a metalloprotease
type, with reaction at 220.65 U/mg, at a slightly acidic pH (5.5) and at 30 °C.

Ali et al. (2014) demonstrated that A. polycrita had significant fibrinolytic activity
at 10.83 U/mg, when extracted from the lyophilized basidiome, under conditions of
neutral pH (7.0) at 37 °C. Moon et al. (2014) concluded that the mushroom L. shimeji
has an enzyme of serine metalloprotease type with the same action of lumbrokinase
and nattokinase. The catalytic reaction of the enzyme was determined as 178.9 U/mg
under alkaline conditions (pH 8.0) at 37 °C.
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Choi et al. (2016) disccovered that metalloproteases obtained from the P.
ferulae basidiome have antithrombotic potential. The catalytic reaction, effect and
stability of the enzyme was estimated at 1253.33 U/mg under acidic conditions (pH
4.0) at 50 °C. Benmrad et al. (2019) found that P. sajor-caju proteases obtained in a
submerged bioprocess demonstrate fibrinolytic activity similar to commercial drugs.
The enzyme showed catalytic action at 79,000 U/mg under alkaline conditions (pH 9.5)
at 70 °C.

3.3 Biochemical characterization of fibrinolytic protease.

Chemically, enzymes are defined as proteins built from long polymers and
chains of amino acids, which can play a very effective catalytic role in the cellular
system. Fibrin, an insoluble protein derived from a soluble precursor, fibrinogen,
consists of three combinations of polypeptide chains, which are designated Aa, B and
Y, which are arranged in an elongated structure of 45 nm in length and 2-5 nm in
diameter (Kollman et al., 2009; Pechik et al., 2006). This protein is a component of the
blood that plays an important role in hemostasis; as a binding and healing agent in
inflammation.

The accumulation and formation of inadequate clots in the vessels or arteries,
under certain pathophysiological conditions of the organism, is an important risk factor
for heart disease (Mander et al., 2011; Bajaj et al., 2014), especially in the
complications of acute myocardial infarction, ischemic heart disease, valvular
diseases, peripheral vascular diseases, arrhythmias, high blood pressure and stroke
(Mine et al., 2005).

Fibrinolytic proteases act as biocatalysts, in which they degrade fibrin clots, and
thus gain an important role in the pharmaceutical industry as chemotherapeutic agents
in the treatment of cardiovascular diseases (Cho et al., 2004; Das and Prasad, 2010;
Feijoo-Siota and Villa, 2011).

The protein catalytic reaction is formed by proteolytically converting soluble
fibrinogen molecules into fibrin (polymeric) monomers that spontaneously polymerize
and create a fibrin gel network, as illustrated in Figure 3 (Anna et al., 2017; Buba,
2018).

For fungal proteases, four classes have been recognized by the International
Union of Biochemistry (Figure 4A): serine endopeptidases (EC 3.4.21.-), cysteine-
endopeptidases (EC 3.4.22.-), aspartic endopeptidases (EC 3.4.23.-), and metallo-
endopeptidases (EC 3.4.24.-) (Angelo et al., 2010).
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Figure 3: Representation with schematic edits adapted to better understand the fibrinogen molecule
(A), the interaction of soluble (B) and insoluble fibrin polymers (C). Scheme C illustrates the three-
dimensional structure of the fibrinogen molecule with its D domains, at the ends, and E domain in the
center interacting with the Aa and Bf3 chains with FpA and FpB in the central node and the beginning
of the aC regions.
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The enzyme families are determined by the mechanism of action and the
presence of amino acid residues (Figure 4B) to form an acyl-enzyme intermediate that
covalently binds to the N-terminus of the enzyme substrate (Erez et al., 2009; Shafee,

2014; Naeem et al., 2022).

Figure 4: Schematic representation of enzyme classes and the catalytic mechanism. A) Soluble
serine proteases (EC 3.4.21; A in the image)), the mechanism of cysteine proteases (EC3.4.22; B in
the image), the aspartyl proteases (EC 3.4.23; C in the image) Metalloproteases (EC 3.4.24; D in the

image). B) Schematic representation of the catalytic mechanism of serine proteases.
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3.4 Mushrooms as sources for the production of fibrinolytic enzymes.

The scientific community already effectively utilizes all available information on
fibrinolytic enzymes. As a future perspective, the community should focus on
exploration edible mushrooms. Fibrinolytics can be obtained from several natural
sources and are widely researched in food and non-food sources. In this context, there
is a particular interest in fibrinolytic enzymes obtained from foods, especially those
from fermented foods, which present a different perspective in relation to fibrinolytics
from other sources (Ali and Bavisetty, 2020).

The emergence of an interest in the study of basidiomycetes as possible
producers of proteolytic enzymes is a consequence of the lack of animal raw materials
and the imperfection of microbial preparations (Ali et al., 2022). The search for
enzymes for the food and medical industry among basidiomycetes is determined by
two circumstances: the absence of sporulation in culture, which reduces the risk of
occupational diseases in industrial conditions, and the presence of a large number of
edible mushrooms (Katrolia et al., 2020; Li et al., 2021).

However, FEs of microbial origin have come into the spotlight due to their
advantages such as ease of handling, substrate specificity, and ease of genetic
manipulation for large-scale enzyme production. Several promising and potential
strains have been isolated, especially from traditional fermented foods. In this context,
this topic aims to throw a spotlight on the production of FEs through statistical
optimization for fermentative bioprocessing, and genetic engineering approaches with
strains isolated from diverse sources (Fasim et al., 2021).

Eight species of mushrooms grouped in the phylum Basidiomycota were
identified: P. sajor-caju; P. ferulae; P. ostreatus; L. shimeji; A. polytricha; H. erinaceum;
and C. comatus; and, for Ascomycota: C. militaris. Regarding the biochemical
characterization of the fungal extracts, for the effect on the activity and stability of the
enzyme, the species showed significant action ranging in pH from 4.0 to 9.5 at
temperatures from 25 to 70 °C. These characteristics are considered crucial for
assessing the conditions under which the enzyme reaches maximum activity and for it
to be used in various industrial processes (Aguilar and Sato, 2018; Banerjee and Ray,
2017).

As shown in Table 2, mushrooms that are considered the most valuable
resources for the production of fibrinolytic enzymes, while there are no studies that

have evaluated the fibrinolytic potential of edible mushrooms-derived enzymes. It
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should be noted that the catalytic activity of fibrinolytic enzymes can be improved by
chemical modification.

In this study, it was observed that the vast majority of the mushrooms studied
synthesized fibrinolytic enzymes, which were identified as protease SPPS (Benmrad
etal., 2019), metalloproteases (Choi et al., 2016; Liu al., 2014; Choi et al., 2013), serine
proteases (Liu et al., 2015) and serine metalloproteases (Moon et al., 2-14).

The molecular mass of the enzymes identified in the selected papers range from
~18 to 66 kDa under different submerged culture conditions to favor the development
and performance of the enzyme. These were analyzed in a short period of time and
also from the direct extraction of the basidiome of the mushroom. According to Cardoso
et al. (2022), even if it involves chemical or physical agents, enzymatic characterization
is able to affect the native state of the enzyme, yet when intended for the
pharmaceutical industry, it is essential.

3.5 Fibrinolytic tests.

The fibrinolytic action of mushroom species can be determined in different
methodologies, such as the fibrin plate method, which is a direct measure of qualitative
activity, evidenced by the degradation halo that is formed around the wells (Figure 5A)
and by dissolution of the artificially produced clot/thrombus (Figure 5B). These
methodologies are considered complementary for the quality of the results in studies
involving the determination of the fibrinolytic enzyme (Ferreira et al., 2010; Galo and
Colombo, 2009).

Figure 5: lllustration of the methods for determining fibrinolytic activity via the fibrin plate method (A)
and artificial thrombi formation (B).

Source: uthos (2022).

The fibrin plate method is a qualitative method for direct measurement of halo
appearance (Flute, 1964), observed by cup plate test for enzyme detection via
degradation of the halo formation (Sousa et al., 2008). The artificial thrombi method is
an in vitro quantitative method (Figure 7) performed by the formation of fibrin clots

formed through the reaction of thrombin and fibrinogen (Astrup and Mullertz, 1952),
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and the clot dissolving capacity by fibrinolytic enzymes present in a sample for

determination of fibrinolytic activity is quantified using spectrophotometry (Wang et al.,

2014).

"(zz02) sioyiny :221n0s '(4S) uoneuawla) pablawgns

skep g [eaw ueaqios
(z102)1®19 N1 - - - - 28T s snpod snupido.)
: 20 §T-45 puE 35010nS
unupoidy U SN 0L Egﬂ_ﬂﬂah “.wu._a
(€100 [ewroyy  aseaoadopiay ey (s~ pueyddL T 2. 0¢ . - u_
} 8D g AT WO paurego HINAIDUIID I ]
4SWd SApERG
(pazijydody)
(£102) e 1Y - By 99~ - - WL 0L - w%ﬁ%ﬁ% oyorasiod vunporny
aworpiseg
Auedwo)
WO SNy
(F102) "8 12 uoojy EEHHMWQE By 12~ u__w_wnm_wn_ A0 Ja L€ 0'g - Buepajs, Howgys wnjaydodp
) Wodj pauego
awolpiseg
unesdag ) oo YInudos
(0 e owoeidop taNsl-  pweES N deskOte S0 PP osiodHy a0 sjomalg
NALE ’ -2500N|0-Y (1
myesdag
ue B IR A0S
(109 ey eopdsyeunag ey Zg -~ =____w§% el Do L€ rL UMMN __E ghﬂgm sppitu sdaaipao)
“ISWd
LATEE] g aunes A8
MR aseanoadopma By - (TR | N - : gL Siieang
(9100 2w 104D [B1 ay 0z W— W0 208 o o sompRg paaf Id
0dTH
(6102) ddd k| sep ¢
ddS 25EN0I] B €9~ e L o “a500N[F A nfba-aolvs snpoanagg
& 12 peatiuag SddS 19 puE ISING AN 2D 20 6 Do 8T8 _ :

dnoy [1u3] -yag

"'suonIpuod Buimolb Jualayip JIapun pazisayiuAs sawAzua Jo uoneziisioereyd [eaIWayYd0Iq pue saloads woolysnw Jo 1SI :Z a|qel



38

4. Conclusion

In general, this review paper summarized the main characteristics of the
mushroom species that produce proteolytic enzymes with fibrinolytic action. As such,
it can be seen that mushroom biocompounds meet the criteria of the pharmaceutical
industries for obtaining and producing in the short term, and also have low cost, mild
synthesis conditions, ease of use and wide specificity for substrates, when compared
with other microorganisms. The most studied species were of the genus Pleurotus,
and it is believed that this was due to the easy acquisition of the basidiomes.

Few species of mushrooms have been studied in recent years and not all
studies that have already been published can be considered complete; either because
they have not purified or because they have not biochemically characterized the
fibrinolytic enzymes. Thus, more studies are needed to recognize the biotechnological
properties of mushrooms and define their applications in the most diverse sectors of
industries, not only in commercial mushroom species, but also in native species.

Based on the accomplished analyzes,, the characterization of the fibrinolytic
enzymes present in mushrooms, it is considered necessary realize more studies to
discover the biotechnological properties and to be able to better define their
applications in the pharmaceutical products industry to assist in the treatment of
thrombosis.
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Resumo

As proteases séo biocatalisadores com funcdes fisiolégicas complexas, presentes em todos
0s seres vivos que predominam em processos biotecnolégicos nos diversos segmentos da
indastria. Das fontes naturais de protease, espécies de Pleurotus sintetizam compostos
bioativos de interesse industrial, inclusive enzimas proteoliticas. Neste estudo foi investigada
a producgdo e caracterizagdo parcial de proteases de P. eryngii DPUA 1816 para futura
aplicacao industrial. A fermentacéo foi realizada em extrato de Malte ou Sabouraud + extrato
de levedura 0,5% (p/v), por sete dias, a 28 °C, 150 rpm. Nos extratos recuperados foi
determinada atividade qualitativa de proteases e avaliado o efeito do pH, temperatura, ions e
inibidores na atividade e estabilidade enzimatica. Os resultados mostraram que, nas
condi¢bes experimentais a atividade de proteases de P. eryngii foi 22,70 U/mL, com atividade
6tima em pH 5,0, a 40 °C, com estabilidade na faixa de 40 °C a 80 °C. Os ions Mn2+, Zn2+,
Mg2+ e K+ aumentaram a atividade das enzimas em 85%, 84%, 40%, e 31%,
respectivamente. Porém, Fe2+ e Cu2+ reduziram acdo cataliica em 38% e 37%,
respectivamente. O EDTA e o PMSF causaram inibicdo de 96% e 95,10%, respectivamente.
Com base nesses resultados foi observada a presenca de metaloproteases e serinoproteases,
enzimas que tem importancia industrial para elaboracao de laticinios e farmacos.

Palavras-chave: Pleurotus; Bioprocesso; Cogumelo comestivel;  Estabilidade;
Biocatalisadores
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INTRODUCAO

Proteases sdo enzimas que hidrolisam substratos proteicos em peptideos e
aminoacidos, atuam em diversos processos bioldgicos essenciais para a manutencao
das condic¢@es fisiologicas dos seres vivo, como sinalizador celular, construcédo de
incontaveis moléculas, fixacdo de nitrogénio e na biossintese de uma diversidade de
metabolitos (OLIVEIRA e MANTOVANI; 2009; BENMRAD et al., 2019).

As enzimas proteoliticas ou peptidases sao classificadas com base nas
seguintes propriedades: mecanismo de acdo, exo e endopeptidases; o pH 6timo
(acidas, neutras e basicas); ions metdlicos e aminoacidos do sitio ativo
(serinoproteases, cisteinoproteases, metaloproteases, aspartatoproteases,
teoninoproteases e glutaminoproteases (INACIO et al., 2015; MRTIM et al., 2015;
MARTIM et al., 2017).

De acordo com as caracteristicas das proteases, tais enzimas sdo comumente
utilizadas em diferentes setores industriais, na formulagcdo de alimentos,
medicamentos, produtos de limpeza e de cosmético, em processos de recuperacao
ambiental. Devido a demanda comercial, 0 mercado de proteases esta em expansao
crescente, correspondendo a 70% do mercado industrial global de biocatalisadores
(MARTIM et al., 2017; MAGALHAES et al., 2019; RAZZAQ et al., 2019).

Em funcdo da importancia industrial e eficiéncia da diversidade de fungos,
inUmeras espécies desses organismos sdo analisadas e confirmadas como
produtores de proteases, contudo predominam nos processos biotecnoldgicos os
representantes do género Aspergillus, Penicillium, Mucor, Fusarium e Pleurotus
(CAMPOS et al.,, 2011; BARBOSA et al., 2020; PIMENTA et al., 2021; PRADO et al.,
2021).

Espécies de Pleurotus sdo cogumelos comestiveis, valiosas fontes de
nutrientes e fibras que, em diferentes condicbes de cultivo produzem compostos
bioativos, incluindo proteases, enzimas de valor econdbmico e com aplicagcdo na
industria de alimentos, farmacéutica e ambiental (COELHO et al., 2022). Na industria
de alimentos comumente sdo usadas na fabricacdo de laticinios, bebidas, produtos
de panificagédo, cosméticos e farmacos (LIU et al., 2014; CHOIl et al., 2017; BENMRAD
et al, 2019)

Dada a importancia de espécies de Pleurotus como fonte de compostos

bioativos, neste estudo foi avaliada a producdo e caracterizagcdo de proteases do
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cogumelo P. eryngii DPUA 1816, conhecido como Shimeje Rei, para posterior

aplicacao industrial.

MATERIAL E METODOS
Cogumelo

Nesta pesquisa no bioprocesso foi utilizado Pleurotus eryngii DPUA 1816,
espécie cedida do acervo da Colecao de Culturas DPUA, da Universidade Federal do
Amazonas-UFAM. Para obtencéo de culturas viaveis, o cogumelo foi inoculado em
agar batata dextrose (BDA) 0,5% de extrato de levedura (p/v) (MAGALHAES et al.,
2019). As culturas foram mantidas a 25 °C, na auséncia de luz. Apds oito dias, dessas
culturas foram retirados discos miceliais e transferidos para o meio de fermentacao
(BARBOSA et al., 2020)
Selecdo do meio de cultivo para producdo de proteases por fermentagdo
submersa

Para selecdo dos meios na sintese de proteases, cinco discos miceliais (5
mm) foram inoculados em frascos Erlenmeyer (125 mL). O preparo do cultivo
procedeu utilizando 50 mL de extrato de Malte ou Sabouraud + extrato de levedura
0,5% (p/v). A fermentacgéao foi conduzida a 28°C, a 150 rpm, durante sete dias. Em
seguida, o extrato bruto foi recuperado por filtracdo a vacuo utilizando papel de filtro
Whatman n. 1 e, em membrana polietersulfénica com porosidade de 0,22 um (PRADO
et al., 2021).
Determinacéo de atividade proteolitica

A atividade proteolitica foi determinada por Leighton et al. (1973) utilizando
como substrato solu¢éo de azocaseina 1% (p/v), em tampéao Tris-HCI (pH 7,2). Uma
unidade de atividade de proteases foi definida como a quantidade de enzima
necessaria para produzir variagdo de absorbancia igual a 0,1 durante 60 minutos, a
440 nm. As proteases do extrato com atividade significativa foram submetidas a
caracteriza¢do bioquimica.
Caracterizacao bioguimica das proteases
Efeito do pH na atividade e estabilidade proteolitica

Para avaliar o pH 6timo, a atividade proteolitica foi determinada em 25°C,
utilizando as seguintes solu¢fes tampao a 0,1 M: acetato de sédio (pH 5 e 6), Tris-
HCI (pH 7 e 8) e Glicina-NaOH (pH 9 e 10), durante uma hora. Na avaliagdo da
estabilidade ao pH, o extrato enzimatico foi diluido em cada tampéo (1:1, v/v), a 25°C,
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por uma hora, seguido da determinacédo da atividade de proteases e as analises foram
determinadas em triplica e o resultados expressos em atividade relativa (BATISTA et
al., 2021).
Efeito da temperatura na atividade e estabilidade proteolitica

Para determinar o efeito da temperatura na atividade o extrato enzimético e a
solucdo de azocaseina 1% (p/v) foram incubados na faixa de 30°C a 80°C, durante
uma hora. No ensaio de estabilidade a temperatura, os extratos foram incubados em
temperaturas de 30 a 80 °C, por uma hora. Em seguida, foi determinada a atividade
proteolitica. As andlises foram realizadas em triplica e o resultados expressos em
atividade relativa (BATISTA et al., 2021).
Efeito de inibidores de proteases e ions metalicos na atividade proteolitica

O efeito de inibidores e ions metalicos na atividade enzimatica foi determinado
de acordo com o método descrito por Brito et al. (2019). Como inibidores foram
utilizadas as seguintes solu¢des (10 mM): fluoreto de fenilmetilsulfonil (PMSF), acido
etileno-diaminotetracético (EDTA), acido iodoacético e pepstatina A (0,1 mM), na
mistura reacioanl. Os ions metalicos utilizados na concentracdo de 10 mM, na mistura
reacional, foram CaClz, CuSO4, FeS0O4, MgSO4, MNSO4, ZnSO4, NaCl e KCIl. Os
extratos enzimaticos foram incubados nas condi¢cfes 6timas de pH e de temperatura
durante uma hora. A atividade enzimatica residual foi comparada ao controle incubado
sem os inibidores e os ions metdlicos, correspondendo a 100% de atividade.
Anélise Estatistica

Os valores dos experimentos foram obtidos de testes em triplicatas, e estes,
submetidos a analise de varidncia com as médias comparadas pelo teste de Tukey (p
<0,05), utilizando o software Minitab, versdo 19.0 (MINITAB, 2019).

RESULTADOS E DISCUSSAOS

Nas condi¢cOes avaliadas, P. eryngii DPUA 1816 sintetizou proteases em todos
0s meios de cultivo. No entanto, quantidade significativa (22,70 U/mL) foi verificada
no meio extrato de malte, sendo esse valor 36,56% superior aos obtidos em extrato
de Sabouraud (Figura 1). Bano, Dahot e Naqvi (2021) determinaram atividade
protedsica de 0,55 U/mL para P. eryngii, sendo esse resultado inferior aos
determinados no presente estudo. Martim et al. (2017) e Barbosa et al. (2020)
constataram atividade proteolitica de 34 U/mL e 26,53 U/mL para P. albidus e P.

ostreatoroseus, respectivamente. Brito et al. (2019) citaram que a sintese de
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7

proteases é influenciada pela composi¢do nutricional do meio de cultivo, pH,

temperatura, luminosidade e oxigenacao.

Figura 1. Influéncia dos meios de cultivo na atividade proteolitica de P. eryngii DPUA 1816.
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O meio extrato de malte estimulou a sintese expressiva de enzimas
proteoliticas por P. eryngii DPUA 1816 e, por isso, as proteases contidas no extrato
obtido deste meio foram submetidas a caracterizacdo bioquimica. Nesta analise, a
acao catalitica significativa foi determinada em pH 5,0, demonstrando que P. eryngii
DPUA 1816 sintetiza proteases acidas (Figura 2). Resultado similar foi reportado por
Martim et al. (2017) e Barbosa et al. (2020). Entretanto, Benmrad et al. (2019)
verificaram que Pleurotus sajor-caju expressam proteases alcalinas com atividade
catalitica significativa em pH 9,5, dado que difere dos encontrados no presente estudo.
Razzaq et al. (2019) citaram que proteases acidas tém ampla aplicacdo na area de
alimentos, sendo usadas comumente para a elaboracdo de molho vegetais,
hidrolisados proteicos e temperos. Martim et al. (2015) utilizaram proteases de P.

albidus com atividade 6tima em pH 5,0 para formulacéo de queijo tipo Minas frescal.

Figura 2. Efeito do pH na atividade (A) e estabilidade (B) das proteases de P. eryngii DPUA 1816.
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Quanto a estabilidade ao pH, as proteases mantiveram atividade catalitica
superior a 50% na faixa de pH 5,0 a 6,0 (Figura 2). Na literatura cientifica foi
demostrado que a estabilidade de proteases sintetizada por Pleurotus varia de acordo
com a espécie e 0 bioprocesso. Machado et al. (2017) verificaram que enzimas
proteoliticas de P. ostreatoroseus cultivado por fermentacdo no estado solido, em
tubérculos de Dioscorea alata, mantiveram estabilidade na faixa de pH 7 a 8. Por outro
lado, as proteases de P. albidus cultivado em meio liquido GYP (Glicose-Extrato de
levedura-Peptona) permaneceram ativas em pH 5 a 10.

Nos testes de avaliacdo da temperatura 6tima, a enzima demonstrou atividade
significativa a 40°C, com reducdo de acdo catalitica nas temperaturas superiores
(Figura 3). Resultado similar foi reportado por Machado et al. (2017) e Barbosa et al.
(2020), para as proteases de P. ostreatoroseus. Liu et al. (2015) verificaram que as

proteases de P. ostreatus atuam em condicdes significativas de atividade a 45 °C.

Figura 3. Efeito da temperatura na atividade (A) e estabilidade (B) das proteases de P. eryngii DPUA
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Fonte: Autores (2022).

Em relacéo a estabilidade térmica, as proteases mantiveram atividade superior
a 77% na faixa de 40°C a 80°C, resultado que demonstra a alta capacidade dos
biocatalisadores proteoliticos sintetizados P. eryngii DPUA 1816 se manterem ativos
em amplas faixas de temperatura (Figura 3). Liu et al. (2015) constataram a
estabilidade das proteases de P. ostreatus na faixa de 23°C a 45°C. Machado et al.
(2017) verificaram que as enzimas proteoliticas de P. ostreatoroseus se mantiveram
estaveis entre 25 °C a 50 °C. Benmrad et al. (2019) constataram que as proteases de
P. sajor-caju possuem estabilidade em temperaturas de 80°C a 100 °C. Awad et al.
(2013) citaram que a estabilidade térmica € uma vantagem importante em processos
fermentativos para obtencdo de diferentes bioprodutos. Jisha et al. (2013) também
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relataram que proteases ativas em temperaturas de 40 a 70°C tém aplicacdo em
diversos segmentos industriais, inclusive na formulacdo de farmacos e alimentos.

Os estudos bioquimicos de inibicdo enzimatica sdo importantes para fornecer
dados referentes a natureza da enzima, funcionamento do centro ativo e necessidade
de cofatores (Awad et al., 2013). A tabela 1 demonstra o efeito dos ions metalicos e
inibidores na atividade proteolitica de P. eryngii DPUA 1816. Nas condi¢des avaliadas
foi observado que os ions Mn?*, Zn?*, Mg?* e K* estimularam a acéo catalitica em 85%,
84%, 40%, e 31%, respectivamente. Entretanto, Fe?* e Cu?* causaram a reducéo da
atividade enzimatica em 38% e 37%, respectivamente. Benmrad et al. (2019) verificam
aumento de 170% e 9% na atividade proteolitica de P. sajor-caju na presenc¢a de Ca?*
e Mn?*, respectivamente. Martim et al. (2017) constataram que os ions Mn?*
incrementaram em 16% a atividade das proteases de P. albidus. Barbosa et al. (2020)
observaram reducdo de 100% e 57,13% na acdo catalitica das proteases de P.

ostreatoroseus na presenca de Fe?* e Cu?*, respectivamente.

Tabela 1. Efeito dos lons metalicos e inibidores na atividade das proteases de P. eryngii DPUA 1816.
ions metalicos e

Atividade relativa (%)

inibidores

Controle 100
Mn?* 185
Mg?* 140

Na* 75

Zn? 184

K* 131

Ca* 94

Cu?* 63

Fe?* 62
Acido lodoacético 11,4
EDTA 40
PMSF 4,9
Pepstatina A 16,5

Fonte: Autores (2022).

Em relacdo ao efeito de inibidores na atividade proteolitica foi verificada inibicdo
expressiva de 96% e 95,10% na presenca de EDTA e PMSF, respectivamente. Estes
resultados sugerem a presenca majoritaria de metaloproteases e serinoproteases no
extrato bruto de P. eryngii DPUA 1816. Choi et al. (2017) também verificaram a
producao significativa de metaloproteases por Pleurotus ferulae. Martim et al. (2017)
e Barbosa et al. (2020) constataram a sintese de serinoproteases por P. albidus e P.

ostreatoroseus.

CONCLUSAO
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Pleurotus eryngii 1816 sintetiza enzimas proteoliticas em condicdes de cultivo
submerso. Em extrato de malte h& producdo significativa de proteases acidas,
termoestaveis, do tipo de metaloproteases e serinoproteases. Esses biocatalisadores

tém potencial para uso no setor alimenticio e de medicamentos.
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Resumo

Nos ultimos tempos, o consumo de cogumelos vem aumentando em funcdo dos inimeros
beneficios que geram a saude humana. Nisso, as biomoléculas produzidas por esses
organismos, refletem na melhoria da qualidade de vida. As enzimas proteoliticas com acéo
fibrinoliticas estéo presentes em diversos micro e macro-organismos, e sua producao podem
ser obtidas por meio de processos fermentativos. Nesse contexto, a presente pesquisa teve
como objetivo, realizar testes antioxidantes, citotoxico e recuperagdo da enzima do extrato
bruto de duas espécies de cogumelos comestiveis por sistema bifasico aquoso. Os cogumelos
Pleurotus ostreatus e Pleurotus eryngii, na concentracéo de 100 pg/mL, apresentaram inibicdo
inferior a 50%, nos ensaios de DPPH e ABTS, e no teste de citotoxidade, apresentaram
viabilidade celular superior a 80%. Nas condi¢des testadas, P. eryngii apresentou 1552,8 +
91,6 (U/mL) de protease e desta, 226,47 + 7,26 (U/mL) teve acao fibrinolitica, sendo mais
eficiente que o P. ostreatus. Na recuperacdo do extrato de P. eryngii, por sistema bifasico
aguoso, parte das proteinas sintetizadas por ele interagiram na fase PEG, porém, como
condicdo 6tima, o efeito simultaneo da protease fibrinolitica revelou ter maior afinidade com a
fase rica em sal, onde atividade fibrinolitica do fator de purificacdo foi de 30,25 (U/mL). A
massa molecular referente a protease de P. eryngii do extrato das fases SAL e PEG, ficou
entre 75 a 100 kDa. Considerando as potenciais aplicacdes de proteases fibrinoliticas, no uso
terapéutico para o tratamento de doencas tromboliticas este estudo apresenta dados
promissores para a doenca como alternativa terapéutica no tratamento.

Palavras-chave: Enzimas; Cogumelos comestiveis; Terapias tromboliticas.
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1 Introducéo

Nos ultimos tempos, o consumo de cogumelos vem aumentando em funcao
dos inimeros beneficios que geram a saude (Condé et al.,, 2016), mas estudos
recentes comprovam sua eficacia através da caracterizacao de enzimas presentes em
cogumelos, com potencial de uso em diversos setores do mercado industrial
farmacéutico (Santana et al., 2022).

Estas enzimas refletem beneficios para melhorar a qualidade da vida humana,
como fonte alimentar, principalmente na composicao nutricional de suplementos
dietéticos e medicamentos (Jakopovich, 2011; Ribeiro et al., 2015). Tais beneficios,
hoje sdo comprovados através de testes antioxidantes e citotoxicas, fornecendo
assim, maior espectro quanto aos metabdlitos secundarios presentes em extratos
fungicos (Duarte, 2014).

Os basidiomicetos do género Pleurotus, possuem um forte destaque comercial,
este grupo, compreende cerca de 40 espécies, pertencem a familia Pleurotaceae e se
desenvolvem em regifes temperadas, zonas tropicais e subtropicais no mundo (Jose
e Janardhanan, 2000; Kong, 2004).

Seu basidioma normalmente é grande e carnoso, podendo ter coloragdo que
varia entre azul-escuro, cinza-escuro, branco, creme, marrom, amarelo e rosa ou
salméo (Pimenta, 2018), conhecidos popularmente como cogumelos-ostra, Shimeji
branco/preto, Hiratake (Ishikawa et al., 2017).

Dados na literatura, reportam diversos estudos in vitro, utilizando o basidioma
deste género, onde se comprovam a presenca de varios nutrientes essenciais,
incluindo fibras dietéticas, proteinas, aminoacidos, vitaminas e minerais com
propriedades medicinais agindo como antibactericidas, atividades antivirais,
hematoldgicas, hipocolesterolémicas, antitumoral e imunomoduladora (Singh et al.,
2011; Venturella e Gargano, 2017).

Diante disso, a presente pesquisa teve como objetivo principal, realizar testes
antioxidantes, citotoxico e recuperacao da enzima do extrato bruto de duas espécies

de cogumelos comestiveis por sistema bifasico aquoso.

2 Material e Métodos
2.1 Obtencao do cogumelo e preparacéo do extrato
Os cogumelos: Pleurotus ostreatus DPUA 1533 e P. eryngii DPUA 1816, foram

obtidos da colecéo de culturas do Departamento de Parasitologia da Universidade
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Federal do Amazonas-UFAM (DPUA), certificado na gestédo de documentos com base
na NBR ISSO 9001:2015. As culturas foram reativadas sob meio de cultura sélida
contendo agar batata dextrose (BDA) e 0,5% (p/v) de extrato de levedura (Magalhées
et al., 2019) e incubadas a 25 °C, na auséncia de luz, por oito dias (Kirsch et al., 2011)
até se obter pureza das col6nias e viabilidade para posteriores testes.

A obtencdo dos extratos consistiu utilizando cinco fragmentos miceliais de 5
mm e inoculados em 50 mL, sob duas condi¢cdes de meios para crescimento: Yast
Malt (YM); e Sabouraud Dextrose +Extrato de levedura (SB+YE), e fermentados
durante sete dias, sob temperatura 28°C, a 150 rpm (Teixeira, 2021; Martim et al.,
2017). ApOs isso, realizou-se a recuperacao dos extratos brutos, separando os pellets
por filtracdo a vacuo utilizando papel de filtro Whatman n°l e membrana
polietersulfénica de 0,22 um (Prado et al., 2021), em camera de fluxo laminar,
liofilizado e armazenados em geladeira (4,6°C) para posteriores analises.

2.2 Determinacgdo de Atividade Antioxidante e Citotoxica.

Para se detectar a presenca de compostos antioxidantes, dos extratos fungicos,
foram testados em dois métodos; por DPPH (Molyneux, 2004) e por ABTS (Re et
al.,1999). O ensaio de viabilidade celular foi realizado conforme a metodologia de
Ahmed et al., (1994) com o intuito de analisar a viabilidade celular em células da
linhagem MRC-5 (fibroblastos) ap6s exposicdo com 0s extratos por 24 horas.

2.3 Caracterizacao bioguimica por Sistema bifasico aquoso (SAB)
2.3.1 Pre-purificagéo por sistemas de duas fases aquosas (SAB)

Para este ensaio, considerou-se critérios realizado por Silva et al. (2020).
Baseado no planejamento fatorial, foram preparados 12 sistemas em tubos graduados
(15mL), contendo: PEG em diferentes concentracdes de massas molares (4000, 6000
e 8000 g/mol); de sulfato de sédio-Na:SO4; agua destilada; e 2,0 g de amostra,
obtendo o peso final de 10 g a 37°C. Apds a mistura em cada sistema, agitou-se em
vortex durante 1 minuto, até dissolver o PEG e o Sal. A formacédo das fases superior
e inferior, foram obtidas em 60 minutos, pequenas aliquotas foram extraidas
separadamente com pipetas e analisadas para a concentracdo de proteina, atividade
proteésica e fibrinolitica.

Para os parametros referentes as variaveis resposta, considerou-se método
proposto por Nascimento et al. (2016). Onde foram determinadas mediante equacdes:

coeficiente de particao (K), fator de purificagéo (FP) e recuperagéao (Y):
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- AEPEG / AEPEG _  AFSAL
Equacio 1: K = FPEG Equacio 2:FP = AESAL Equacio 3:Y = VPEG U VsaL x 100
i FSAL i AEbruto i

., AEbruto Vinicial |

Equacao 1: Fibrinolitica na fase superior (FPEG) e fase inferior (FSAL); Equacdo 2: Atividade
Especifica da protease fibrinolitica fase PEG (AEPEG) ou sal (AESAL) sobre a atividade especifica
do extrato bruto (AEbruto) expressas em mg/mL; Equacdo 3: AFPEG ou AFSAL sobre seu
respectivo volume (VPEG) ou (VSAL), sobre a atividade fibrinolitica presente no extrato bruto
(AFbruto) do valor inicial (V inicial).

Para permitir a estimativa de erro experimental, realizou-se um planejamento
fatorial para a selecéo preliminar da purificacéo, proposto por Neto et al. (2002) para
verificar a influéncia das variaveis respostas.

2.3.2 Teor de proteinas totais

A concentragdo relativa de proteinas dos extratos foi estimada de acordo
metodologia descrita por Bradford (1976), utilizando o azul brilhante de Coomassie G-
250 e albumina do Soro Bovino (BSA) como padréo. Os testes foram realizados em
triplicatas, as absorbancias lidas a 595 nm.

2.3.3 Determinacao de atividade proteolitica e fibrinolitica

A atividade proteolitica foi determinada por Leighton et al. (1973) utilizando
como substrato solucédo de azocaseina 1% (p/v), preparada em tampao Tris-HCI (pH
7,2). Uma unidade de atividade de proteases foi definida como a quantidade de
enzima necessaria para produzir variacdo de absorbancia igual a 0,1 durante 60
minutos, e absorbancias lidas a 440 nm.

A atividade fibrinolitica foi determinada através da realizacdo de um trombo
artificial, consiste de um método quantitavo in vitro seguindo protocolo proposto por
Astrup e Mullertz (1952) e a capacidade de dissolucdo do coagulo pelas enzimas
fibrinoliticas presentes nos extratos foi quantificada em espectrofotométrico a 275 nm
(Wang et al., 2014).

2.3.4 Precipitacdo da proteina

A precipitacdo do extrato bruto foi realizando conforme Wessel e Fligge (1984),
usando solucdo de Acetona e TCA 10%. A mistura foi incubada em gelo por duas
horas, seguida de centrifugacao por 15 minutos a 10.000g. Os sobrenadantes foram
removidos e os pellets secos para analise em gel de eletroforese.

2.3.5 Eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE)

A amostra foi analisada de acordo Ali et al. (2014), usando SDS-PAGE com gel

de acrilamida composto de 12% de gel de resolucao e 4,5% de gel de empilhamento.

Os pellets obtidos do item 2.2.3, foram misturados em agua Ultra-pura contendo
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solucéo de 1,5 M de Tris-HCI (pH8,8), 30% acrilamide mix, de glicerol, 10% SDS, 10%
de ammonium persulfate, TEMED (2-mercaptoetanol) e bromofenol azul.
2.4 Analises estatistica

Os resultados foram expressos como Média £ D.P.M. (Desvio Padrdo da
Média). Todos os ensaios in vitro foram realizados em triplicata bioldgica, e analisados
estatisticamente, usando o software GraphPad Prism 6. Os ensaios foram analisados
pelo teste de comparacbes multiplas e a analise de variancia (Anova) para

comparacao entre os grupos. O nivel de significancia adotado foi de p < 0,05.

3 Resultados e Discusséo
3.1 Analises Antioxidantes e Citotoxicos do extrato bruto

O potencial antioxidante dos extratos obtidos por fermentacdo submersa para
0s cogumelos P. ostreatus e P. eryngii, nha concentracdo de 100 pg/mL, todos
apresentaram inibicao inferior a 50%, nos ensaios de DPPH e ABTS.

Os valores obtidos da capacidade antioxidante foram, para P. ostreatus
cultivado em meio SB+YE, apresentou mais 14% de inibicdo do radical em ABTS e
mais de 6% do radical em DPPH. Para P. eryngii cultivados em YM, o percentual de
inibicdo do radical em ABTS foi mais de 12% e mais 6% do radical em DPPH (Tabela
01).

Tabela 01: Avaliacédo do percentual de atividade antioxidante do radical em ABTS e DPPH
dos extratos dos cogumelos comestiveis.

SUBSTANCIA PADRAO CONCENTRAGCAO DPPH ABTS
EXTRATOS (ug/mL) % %
Acido gélico 100 78,91+0,008 96,17+0,008
P. ostreatus DPUA 1533 * 100 5,06+0,01* 12,24+0,01*
P. ostreatus DPUA 1533 ** 100 6,87+0,03* 14,99+0,03*
P. eryngii DPUA 1816 * 100 6,49+0,02* 12,99+0,01*
P. eryngii DPUA 1816 ** 100 4,9+0,02* 12,13+0,01*

Meios de cultivo: *YM; **SB+YE. Médias seguidas por uma mesma letra em uma mesma coluna
néo diferem significativamente pelo teste de Tukey (p<0.05). Fonte: Autores (2022).

Dados na literatura, considerando para os extratos de cogumelos comestiveis
do género Pleurotus spp., compravam que possuem varios tipos de acidos organicos
reativos nas varias concentragbes de antioxidantes (HALLIWELL et al.,1995;
VALENTAO et al., 2005; RAHIM et al., 2010; XIAO et al., 2012; BAKIR et al., 2018;
STASTNY et al., 2022).
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Brugnari et al. (2016) comprovaram capacidade antioxidante do cogumelo P.
ostreatus cultivado em meio liquido, na concentracéo de 100 ug/mL, com mais de 80%
de inibicdo do radical em ABTS e DPPH. Estudo realizado por Yu et al. (2018)
demonstraram capacidade antioxidante de P. eryngii, utilizando solventes, com
inibicdo do radical de DPPH em 81,0% (Etanol) e 88,4% (Acetato de etila) com inibigao
do radical de ABTS.

A atividade citotdoxica foi avaliada em células de linhagens humanas de
fibroblastos (MRC-5). Expostas na concentracdo de 100ug/mL das substancias

testes, no intervalo de tempo de tratamento em 24 horas (Figura 1).

Figura 1: Gréfico representando a avaliacdo da citotoxicidade dos extratos em percentual, de P. eryngii
(WRVO04SBYE 80,7+0,2), P. eryngii (WRV04YMA 82,3£0,2), P. ostreatus (WRVO1SBYE 84,1+4,8) e P.
ostreatus (WRVO1YMA 88,8+0,1).
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Os dados estdo expressos em porcentagem de viabilidade celular com média + desvio
padrdo (em relacéo ao controle de DMSO) e analisados por two-way ANOVA seguido
do teste de Dunnett. *p < 0,05.

Conforme observada na figura 1, os extratos de P. eryngii e P. ostreatus sob as
condicBes de cultivo, apresentaram viabilidade celular superior a 80%, ndo sendo
considerada citotoxica. Estes resultados, confirmam o que Hyde et al. (2019)
mostraram sobre o potencial dos fungos e suas aplicacbes para o mercado da
industria, onde os cogumelos tém se mostrado como excelente fonte produtora de
diversas moléculas bioativos.

Nota-se que ao comparar estes dados com outras espécies, o género Pleurotus
tem destaque na producgéo de um extrato ndo sendo toxico. Al-Temimay et al. (2015)
relatou viabilidade celular de P. ostreatus em linhagens cancerigenas (CaSki, MCF-7
e A549) exceto em MRC-5, onde teve 30% citotoxidade em concentracdo de 200

pg/ml, apresentando efeitos colaterais nocivos sobre as células normais, testados em
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72h. Além disso, Klaus et al. (2021) estudaram o P. fabellatus e apresentou
citotoxidade fraca em MRC-5, concentracdo testada de 40 mg/mL tendo viabilidade
celular em 60,53%.

3.2 Pré-purificacdo do extrato por SAB

Nas condicdes testadas, o extrato bruto de P. eryngii DPUA 1816 na atividade
especifica, apresentou 1552,8 + 91,6 (U/mL) de protease e desta, 226,47 + 7,26
(U/mL) apresentou acdo fibrinolitica, em comparacdo com P. ostreatus, com
16,3+£1,57 (U/mL) de protease e 71,5+0,56 (U/mL) teve acéo fibrinolitica.

Para a recuperacdo do extrato P. eryngii DPUA 1816, utilizou-se sistemas de
duas fases aquosas compostos por PEG e sulfato de sédio (Na2S0a), para extracao
a producdo e ao particionamento da protease fibrinolitica, sob Unica etapa, como
ilustrada na matriz do planejamento com os resultados (Tabela 2).

Tabela 2: Resultados do planejamento fatorial de 12 sistemas por fermentagdo extrativa, utilizando

sistema bifasico aquoso (PEG/SAL) para extracdo e particionamento de protease fibrinolitica produzida
por Pleurotus eryngii DPUA 1816.

S2 Mpec? Cpec® Csa® AFpec? AFsald  Ypec® Ysal®  FPpec’ FPsalf K9  BMproteica”

4000 18 10.0 9,242 30,25 68,61 242,63 49,68 209,05 0,31 81,99
8000 18 10.0 10,714 8,62 74,57 77,32 54,27 56,96 1,24 83,75
4000 30 10.0 12,723 9,05 88,54 76,98 56,99 61,04 141 91,53
8000 30 10.0 11,064 11,22 82,13 90,23 38,37 71,41 0,99 121,01
4000 18 13.2 13,977 8,86 88,62 82,21 39,10 57,76 1,58 129,31
8000 18 13.2 10,577 5,97 73,61 53,55 38,89 37,53 1,77 110,51
4000 30 13.2 12,807 6,73 89,13 46,84 40,32 36,47 1,90 124,54
8000 30 13.2 10,848 5,63 93,95 34,83 38,16 30,68 1,93 135,50
6000 24 11.6 14,493 7,43 123,28 55,16 50,03 4432 1,95 136,95
10 6000 24 11.6 13,323 7,70 107,14 57,16 48,04 45,12 1,73 125,56
11 6000 24 11.6 10,194 6,48 86,71 45,10 37,03 38,12 1,57 129,79
12 6000 24 116 13,773 7,33 123,55 46,48 48,02 4549 1,88 139,81

OCOoO~NOOUTDA,WNPEP

aS: Numero de sistemas realizados; "Mpec: massa molar do PEG (g/mol); °C: concentragcéo de PEG e
SAL (%w/w); 9AF: atividade fibrinolitica na fase PEG e sal (U/mL); €Y: recuperacéo na fase PEG e Sal
(%); 'FP: fator de purificacéo na fase PEG e SAL; 9K: coeficiente de particdo; "BM: Balango de massa
proteica (%6).

Como observado, obteve-se atividades fibrinoliticas em todos os sistemas do
planejamento fatorial. Este efeito simultdneo pode ser observado no grafico da figura
2, revelando que o FPsaL aumentou linearmente dos niveis mais baixos para os mais
altos, sobre as Cpec com a Mpec.

Figura 2: Efeito simultdneo do fator de purificacdo, na concentracdo e massa molar do PEG, do
planejamento fatorial, da protease fibrinolitica de P. eryngii DPUA 1816 por sistema bifasico aquoso.
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Fonte: Autores (2022).

Parte das proteinas sintetizadas por P. eryngii, também interagiram na fase
PEG. Porém, como condicdo 6tima, o efeito simultdneo da protease fibrinolitica
revelou ter maior afinidade com a fase rica em sal.

Todos os sistemas do planejamento fatorial, apresentaram recuperacao acima
de 80%, e somente dois sistemas tiveram valores de coeficiente de partigao inferior 1.
No entanto, a maior atividade fibrinolitica do fator de purificacdo foi de 30,25 (U/mL),
obtido na fase inferior do sistema 1, na concentracéo de 18%pec € 10%saL.

Os resultados das varidveis independentes, estatisticamente, para
concentragdo de NaSOas as interagOes tiveram efeito positivo e significativo para
coeficiente de particao (Figura 2).

Figura 2: Gréfico de Pareto mostrando o efeito das variaveis sobre o coeficiente de particdo (K) por
sistema bifasico aquoso.

6,799

Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

Fonte: Autores (2022).
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As variaveis independentes para a recupacao e purificacdo da enzima, na fase
sal, as interagOes tiveram efeitos significativos e negativos, entre as concentracdes e
massa de PEG (Figura 3 A e B).

Figura 3: Grafico de Pareto ilustrando os efeitos das variaveis independentes por sistema bifasico

aguoso. A) recuperacdo da enzima (Ysar); B) (f:):ltor de purificacdo da enzima (FPsaL).
A (B)

o .

*****

11111

|

p=0,05
rdized Effect Estimate (Absolute Value)

Fonte: Autores (2022).

Nestas analises, o efeito das varidveis independentes mostrou que guanto
maior a concentragao, mais a enzima tem afinidade na fase rica em sal. Isso indica,
que os valores menores presentes nas variaveis independentes, contribuiu para o
aumento significativo da recuperacdo do extrato enzimatica, quando combinados 0s
menores valores da Mpec e da Cpec, maiores sdos os valores de Y.

Para verificar a pureza da protease fibrinolitica produzida por P. eryngii,
realizou-se eletroforese SDS-PAGE 12%, para o extrato bruto, e para o extrato pre-
purificado, fez-se o zimograma da protease para as duas fases do sistema 1 (Figura
4).

Figura 4: Representagéo da eletroforese SDS-PAGE a 12% e zimograma do extrato bruto e do sistema
pre-purificado. (A): 1-Marcador de massa molecular; 2-extrato bruto obtido por fermentacéo submersa
em meio YM; (B): 3-Zimograma do extrato bruto; 4-Fase inferior do sistema 1; 5-Fase superior PEG
4000 do sistema 1.
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Observa-se, que a banda referente a protease do extrato bruto apresentou
enzimas sob diferentes tamanhos. E como resultado do zimograma, a protease
fibrinolitica, presente no extrato bruto e na fase SAL e PEG, ficou entre os marcadores

de massa molecular 75 a 100kDa.
4 Concluséao

Considerando as potenciais aplicacbes de proteases fibrinoliticas no uso
terapéutico para o tratamento de doencas tromboliticas, ambas as espécies de
cogumelos, P. eryngii e P. ostreatus, apresentam viabilidade celular eficiente (80%).
Além disso, todos os sistemas do planejamento fatorial, quanto caracterizacdo da
enzima de P. eryngii, por sistema bifasico aquoso, mostrou recuperacdo acima de
80% nas fases PEG e SAL, e a maior atividade fibrinolitica do fator de purificacéo
obtido, foi de 30,25 (U/mL), na fase rica em sal do sistema 1. Portanto, este estudo
apresenta dados promissores para o tratamento da trombose como alternativa
terapéutica. Porém, ainda se faz necesséaria mais estudos com outras espécies de

cogumelos comestiveis.
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5 CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos quanto a producédo, pré-purificacdo e
caracterizagdo bioquimica de enzimas proteoliticas com acgéo fibrinolitica de

cogumelos comestiveis, conclui-se que:

e Que os extratos de P. eryngii e P. ostreatus, cultivados em YM e SB,
apresentaram viabilidade celular superior a 80%, ndo sendo considerada
citotoxica.

e Que a melhor producao de cultivo se deu em meio YM, apresentando valores
significativos em teor proteinas, proteases e fibrinolitica;

e Que o cogumelo foi P. eryngii, apresentado 1552,8 + 91,6 (U/mL) de protease
e 226,47 + 7,26 (U/mL) desta enzima, tendo acédo significativos de atividade
fibrinolitica;

¢ Que a enzima fibrinolitica do extrato bruto, pré-purificado em sistema de duas
fases aquoso PEG e SAL, tiveram recuperacdo acima de 80%;

e Que a maior atividade fibrinolitica do fator de purificacdo, do sistema bifasico
aguoso, foi de 30,25 (U/mL), na concentracdo de 18%pec € 10%saL;

e Que a massa molecular presente no extrato bruto e no SAB, ficou entre os

marcadores de 75 a 100kDa;
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