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RESUMO

As proteases sdo produzidas por quase todos 0Ss organismaos Vvivos e Sao responsaveis
por catalisar a quebra das ligacbes peptidicas de proteinas em aminoacidos e
peptideos. Nas industrias, as proteases séo utilizadas para a produgéo de alimentos,
insumos farmacéuticos, detergentes, alimentos para animais, produtos quimicos e
fotografia. Os fungos endofiticos sdo definidos como microrganismos que habitam os
tecidos internos das plantas de forma simbiédtica, ou seja, sem causar nenhum mal
aparente. Nos ultimos anos, os fungos endofiticos mostraram-se como uma fonte de
grande potencial para a producdo de metabolitos secundarios com promissoras
aplicacoes. O objetivo desta revisado sistematica foi identificar na literatura disponivel
sobre a producéo, purificacdo e caracterizacdo de proteases por fungos endofiticos.
Existem poucos estudos completos que exibam inteiramente a producéo,
caracterizacao e purificacdo de proteases de fungos endofiticos. Este estudo seguiu
os itens do Preferred Reporting Items for Systematic Reviews (PRISMA) e a pesquisa
foi realizada em cinco bancos de dados: PubMed, PMC, Science Direct, Scopus
Articles e Web of Science até o dia 10 de setembro de 2021, sem limitac6es quanto
ao ano de publicacdo ou idioma. A metodologia dos estudos selecionados foi avaliada
por meio da ferramenta adaptada GRADE (Grading of Recommendations
Assessment, Development and Evaluation). Producdo, otimizacdo, purificacdo e
caracterizacdo de protease foram o0s principais resultados avaliados. Dos 6028
estudos inicialmente reunidos, 15 preencheram os critérios de inclusdo apdés um
processo de selecdo em duas etapas. Apenas dois estudos otimizaram a composi¢cao
do meio usando projeto estatistico para producdo de protease aumentada e dois
relataram processos completos de purificacdo e caracterizagédo da enzima. O género
Penicillium foi o mais citado entre os onze diferentes géneros de fungos endofiticos
avaliados nos artigos selecionados, seguido por Aspergillus, Alternaria e Xylaria. Seis
estudos comprovaram a capacidade de alguns fungos endofiticos de produzirem
proteases fibrinoliticas, demonstrando que os fungos endofiticos podem ser
explorados como produtores de proteases fibrinoliticas para posterior producdo de
agentes usados na terapia trombolitica. No entanto, mais estudos de caracterizacao
e fisico-quimica sdo necessarios para avaliar o real potencial dos fungos endofiticos
como fontes de enzimas industriais.

Palavras-chave: Proteases, producdo, purificacdo, fungos endofiticos, proteases

fibrinoliticas.



ABSTRACT

Proteases are produced by almost all living organisms and are responsible for
catalyzing the breaking of peptide bonds of proteins into amino acids and peptides. In
industries, proteases are used in the production of food, pharmaceutical ingredients,
detergents, animal feed, chemicals, and photography. Endophytic fungi are defined as
microorganisms that inhabit the internal tissues of plants in a symbiotic way without
causing any apparent harm. In recent years, endophytic fungi have shown themselves
to be a source of great potential to produce secondary metabolites with promising
applications. The purpose of this systematic review was to identify the available
literature of production, purification, and characterization of proteases by endophytic
fungi. There are few complete studies that entirely exhibit production, characterization,
and purification of proteases from endophytic fungi. This study followed the Preferred
Reporting Items for Systematic Reviews (PRISMA), and the search was conducted on
five databases: PubMed, PMC, Science Direct, Scopus Articles and Web of Science
up until September 10th, 2021, with no time or language restrictions. The methodology
of the selected studies was evaluated using GRADE. Protease production,
optimization, purification, and characterization were the main evaluated outcomes. Of
the 6028 initially gathered studies, 15 met the inclusion criteria after a two-step
selection process. Only two studies optimized the medium compaosition using statistical
design for enhanced protease production and two reported the total process of
purification and characterization of the enzyme. The genus Penicillium was the most
cited among the eleven different genera of endophytic fungi evaluated in the selected
articles, followed by Aspergillus, Alternaria and Xylaria. Six studies proved the ability
of some endophytic fungi to produce fibrinolytic proteases, demonstrating that
endophytic fungi can be exploited as producers of fibrinolytic proteases for further
production of agents used in thrombolytic therapy. However, further characterization
and physicochemical studies are required to evaluate the real potential of endophytic
fungi as sources of industrial enzymes.

Keywords: Proteases, production, purification, endophytic fungi, fibrinolytic

proteases.
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1. INTRODUCAO

O mercado mundial de enzimas é dividido em dois setores: o das enzimas
industriais que representam 58% do mercado, e o das chamadas enzimas especiais,
tais como, enzimas terapéuticas e aquelas destinadas para diagndésticos e pesquisas
que representam 42% do mercado (1). A grande eficiéncia das enzimas, aliada a sua
alta especificidade, as tornam agentes de grande potencial tanto para uso industrial
como para uso terapéutico (2). As enzimas podem ser extraidas de plantas, animais
e microrganismos. Os microrganismos sédo cada vez mais utilizados como produtores
de enzimas, uma vez que enzimas oriundas de animais e plantas ndo séo o suficiente

para atender a demanda mundial (3).

As proteases sdo enzimas que pertencem a classe das hidrolases e séo
responsaveis por catalisar a hidrolise de ligacdes peptidicas de proteinas. A
importancia deste grupo de enzimas, rico em mecanismos de agao e variedade
estrutural, mostra o valor das proteases uma vez que sdo aplicadas em diversos
processos industriais, sendo uma das enzimas mais utilizadas industrialmente. Em
2015, as proteases representavam cerca de 27,6% do mercado global de enzimas,
atras somente das carboidrases que representavam 47,8%. Até 2024, acredita-se que
o mercado mundial de enzimas movimente cerca de 17,2 bilhdes de dolares, sendo

as proteases responsaveis por 4,69 bilhdes (1, 4, 5).

Os microrganismos endofiticos sdo definidos como microrganismos que
habitam nos tecidos internos das plantas sem causar nenhum mal aparente (6). Entre
esses microrganismos estdo os chamados fungos endofiticos. Quando comparado
com outros microrganismos endofiticos, os fungos produzem uma gama maior de
compostos ativos e esses compostos possuem uma ampla atividade biolégica, como

por exemplo: antibioticos, imunossupressores, anticancerigenos, entre outros (7).

Atualmente, ha um movimento mundial em busca de novos meios de producéo
de principios ativos obtidos por processos biotecnoldgicos. Nesse contexto, fungos
endofiticos tém sido explorados em sua diversidade biolégica como novas fontes de
enzimas. Portanto, o isolamento e identificagdo de fungos endofiticos, o
reconhecimento de potenciais produtores de proteases e o0 estudo das caracteristicas
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dessas enzimas tém se tornado importantes devido ao grande potencial
biotecnolégico dos fungos endofiticos como fontes de novas proteases que podem ser
Uteis para industrias especializadas. Sendo assim, este trabalho teve como objetivo
avaliar e identificar na literatura disponivel o estado atual de producéo, caracterizacéo

e purificacdo de proteases por fungos endofiticos.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1.Proteases

O uso exacerbado de diferentes produtos quimicos nas industrias ao redor do
mundo aumentou a demanda por enzimas industriais, principalmente pela
necessidade de novos processos industriais que sejam sustentdveis para minimizar
os efeitos no meio ambiente e na saude dos individuos. Com o avanco da tecnologia,
grande parte das enzimas de interesse industrial e farmacéutico comecaram a ser
produzidas em larga escala (8, 9). Proteases sdo enzimas cuja funcao catalitica é
hidrolisar ligacBes peptidicas de proteinas em aminoacidos e peptideos (Figura 1).
Elas fazem parte de um grande grupo de enzimas pertencentes a classe das
hidrolases (10) e estdo entre os trés grandes grupos de enzimas industriais e por isso

sdo estudadas extensivamente (11).

R, H H O
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[
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Figura 1: Representacdo do mecanismo geral de agéo das proteases. As proteases
guebram proteinas por uma reacao de hidrélise (12).
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As proteases sdo produzidas por todos os organismos vivos (plantas, animais
e microrganismos) sejam intracelulares ou extracelulares (13). Elas realizam uma
grande variedade de funcdes fisioldgicas e patologicas, como por exemplo, regulam
a atividade de muitas proteinas, controlam crescimento e migracdo celular,
coagulacdo sanguinea, crescimento de tumores e metastase, colaboram para o
processo inflamatério, modulam interacdes proteina-proteina, ativam zimogénios
(precursores enzimaticos inativos) e traduzem e amplificam sinais moleculares (14,
15). Geralmente, as proteases extracelulares hidrolisam grandes moléculas em
moléculas menores para posterior absor¢cao pelas células enquanto as proteases
intracelulares desempenham func¢des para a regulacdo do metabolismo. Além das
funcbes fisioldgicas em organismos vivos, as proteases tornaram-se extremamente

Uteis para muitas aplicacdes industriais (16-19).

A catalise de proteinas realizada em industrias pode ser feita quimicamente ou
enzimaticamente. A hidrélise proteica usando processos quimicos € geralmente mais
dificil de ser controlada e pode gerar aminoacidos modificados indesejaveis (13). Uma
Otima alternativa ao processo quimico € o uso de enzimas para catalisar proteinas. As
enzimas sdo moléculas biocatalisadoras utilizadas nas industrias como alternativa
segura e ecoldgica ao uso de produtos quimicos, pois apresentam diversas
vantagens, como eficiéncia, seletividade, capacidade de trabalhar em diferentes

condicOes de pH e temperatura (20, 21).

2.2. Classificacao

As proteases sdo classificadas de acordo com a homologia na sequéncia de
aminodcidos, considerando principalmente a estrutura terciaria da proteina e os seus
sitios cataliticos. Dessa forma, as proteases podem ser classificadas em aspartico,
cisteina, glutdmica, metalo, asparagina, serina, treonina e proteases com mecanismo
catalitico ndo reconhecido. Dentro de cada classe, as proteases sdo divididas em
familias de acordo com a homologia significativa na sequéncia de aminoacidos do tipo
de enzima da familia de cada protease. Como exemplo podemos citar a papaina, uma
protease pertencente a classe da cisteina classificada na familia C1 (22).
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As proteases também sao classificadas de acordo com sua faixa de pH ideal
em proteases acidas, neutras ou alcalinas. As proteases acidas funcionam melhor em
faixas de pH mais baixas (pH 2 - 6) e sdao amplamente utilizadas na industria
alimenticia. As proteases neutras atuam em faixas de pH entre 5 e 8 e séo utilizadas
na industria alimenticia. Por ultimo, as proteases alcalinas séo eficazes em valores de
pH elevados (pH 8 - 12). Dentre os trés tipos de proteases, as proteases alcalinas se
destacam pelo amplo uso em diversas industrias como alimenticia, téxtil, couro e
farmacéutica. (13, 23, 24).

2.3. Fontes de proteases

As proteases podem ser produzidas e extraidas de plantas, animais e
microrganismos. No passado, 0s animais eram a Unica fonte de extracdo de enzimas.
Os animais eram abatidos e as enzimas recuperadas para serem utilizadas nas
induUstrias. Atualmente, 0s microrganismos representam cerca de dois tercos da
producdo mundial de proteases, tornando-os uma das principais fontes produtoras.
Em 2019, as enzimas produzidas por microrganismos representaram cerca de 85%
do mercado mundial de enzimas (1). A sintese de proteases pelas plantas depende
de varios fatores externos, como clima, tempo e espaco de cultivo. Alguns exemplos
de proteases extraidas de plantas sdo papaina, bromelina, ficina e queratinases. Os
animais sédo capazes de produzir grandes quantidades de protease e de uma forma
muito pura. Porém, a extracdo de proteases por animais € regida por questdes
politicas, ja que depende do abate dos animais. Os animais sdo responsaveis pela
producdo de proteases como pepsinas, renina, tripsina pancreatica e quimiotripsina
(25).

Com o aumento da demanda, as proteases de plantas e animais nao estao
sendo suficientes para atender ao mercado global e, por isso, 0s microrganismos séo
mais utilizados, principalmente porque podem ser cultivados em larga escala em um
tempo relativamente curto. Além disso, baixo custo de producgéo, alto rendimento e
rapido crescimento sem depender de fatores externos como clima e questdes

geograficas favorecem o uso de microrganismos para a producédo de proteases. A
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otimizacdo dos processos de fermentacdo juntamente com a producdo de enzimas
por cepas de microrganismos selecionados tornou possivel a producdo em larga

escala de proteases muito mais puras e bem caracterizadas (17, 26, 27).

A producgédo de proteases por fungos tem crescido nos ultimos anos devido a
grande variedade de enzimas produzidas e a facil separacédo dos micélios dos meios
de cultura quando comparados as bactérias. Proteases produzidas por fungos séo
conhecidas por terem atividade em uma ampla faixa de pH (pH 4 a 11) e por ter uma
alta especificidade com substratos (28). Além disso, os fungos s&o geralmente
considerados como microrganismos GRAS (do inglés, generally recognized as safe)
e as proteases produzidas sdo principalmente extracelulares, o que facilita a remocao
da enzima do caldo de fermentagéo (29). Atualmente, os fungos sé@o responsaveis por
60% das enzimas utilizadas nas mais diversas industrias (13).

Uma variedade de espécies de fungos é conhecida por serem grandes fontes
de proteases ativas e funcionais. As cepas mais utilizadas para a producao de
proteases industriais sdo do género Aspergillus, Penicillium, Rhizopus e Trichoderma
(25, 30). O género Aspergillus € conhecido por produzir uma grande quantidade de
enzimas extracelulares e essas enzimas sao frequentes utilizadas nas industrias ha
muito tempo (31). Como exemplo de espécies do género Aspergillus podemos citar
Aspergillus flavus (32-34), Aspergillus niger (35, 36), Aspergillus oryzae (37, 38), entre

outros.

2.4. Producéo de Protease

Diferentes produtos utilizados nas industrias alimenticias, quimica e
farmacéuticas sdo obtidos através de procedimentos fermentativos. A fermentagéo
pode ser definida como a formacdo de produtos através de processos anaerdbicos
cujo objetivo final é a producao de energia, ou seja, a fermentacdo € uma maneira de
se extrair energia de moléculas orgéanicas e € um artificio metabdlico comum de todos
0S organismos vivos. Porém, uma definicAo mais atualizada de fermentacdo
compreende a formacao de compostos menores, que pode ser feita de maneira tanto

aerObica quanto anaerdbica. Hoje, a fermentacdo industrial abrange qualquer

18



processo industrial utilizado para a producdo de um composto conduzido por
microrganismos (bactérias, leveduras e fungos) com a formacdo de um bioproduto

desejado, como por exemplo enzimas de interesse industrial (39).

A producéo de protease por microrganismos pode ser feita por duas técnicas
de fermentacao: fermentacdo submersa (FS) e fermentacdo em estado sélido (FES).
Ambas as técnicas irdo influenciar o crescimento microbiano e a producéo de enzimas
(40). A diferenca entre os dois meios de fermentacdo estd na quantidade de agua
disponivel no meio. Na FS, os microrganismos crescem em um meio liquido
predefinido com alta disponibilidade de agua livre. A FS permite maior controle dos
parametros fisicos (aeracdo, pH e temperatura) durante o processo de fermentacéo e
facil recuperacdo de biomassa e enzimas extracelulares. Na FES o cultivo do
microrganismo é feito sobre um material so6lido na auséncia de agua ou em
guantidades muito pequenas. A FES apresenta algumas vantagens sobre a
fermentacdo submersa, como por exemplo, a possibilidade de utilizar residuos
agroindustriais como substrato tornando o processo mais barato, demanda menos
espaco e energia, e formacéo de produtos altamente concentrados que facilitam o
processamento posterior (13, 24, 41, 42). Na literatura existem diferentes trabalhos
sobre a producdo de proteases por fungos tanto por FS quanto por FES, como

mostrado na Tabela 1 e 2.
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Tabela 1: Exemplos de proteases produzidos por fungos por meio de processo fermentativo em
estado solido.

Fungo Fermentagéo Tipo de protease Referéncia

Aspergillus oryzae protease alcalina

Penicillium roquefortii

protease alcalina

Aspergillus fumigatus serino protease alcalina

Aspergillus flavus (49)

Penicillium sp.

protease alcalina

Mucor subtillissimus serino protease

Aspergillus niger FES protease &cida (53)
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Tabela 2: Exemplos de proteases produzidos por fungos por meio de processo fermentativo
submerso.

Fungo Fermentacéo Tipo de protease Referéncia

Thermomucor

protease acida (55)

indicae-seudaticae

Penicillium griseofulvum

Beauveria sp. serino protease

(57)

Aspergillus awamori protease acida

Lentinus crinitus (L.)

proteases acidas

Aspergillus foetidus FS proteases acidas (65)
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Os componentes do meio de fermentacdo, como as fontes de carbono e
nitrogénio, tém grande influéncia na sintese de proteases por microrganismos. Fatores
fisicos e quimicos como pH, temperatura, tempo de incubacdo, agitacdo e ions
metélicos também exercerem efeitos regulatérios na producdo de proteases. A
maneira como cada fungo se comporta diante desses fatores € individual, uma vez
gue nao existe um meio de cultivo especifico e bem definido para a producéo de

protease (17).

Diferentes fontes de carbono e nitrogénio sdo utilizadas para a sintese de
proteases por fungos. Diversos trabalhos, principalmente os que realizam
fermentacdo em estado solido, utilizam residuos agroindustriais como fonte de
carbono e nitrogénio, como por exemplo residuos de café (48), farelo de trigo e farelo
de algodéo (46), cascas de frutas (47), farelo de arroz e bagaco de cana (49), entre
outros. Esses residuos geralmente sao ricos em carboidratos, gorduras e proteinas, e

por isso, sdo 6timas fontes de carbono e nitrogénio.

Fontes de carbono simples, como a glicose, sdo muito utilizadas no meio base
para a producdo de proteases, pois a producdo de algumas macromoléculas esta
ligada com o0 aumento da biomassa dos microrganismos que € induzido pela presenca
de fontes de carbono livre (66). Porém, alguns trabalhos relatam que a presenca de
acucares livres no meio de cultivo podem reprimir a producdo de proteases
extracelulares por microrganismos (67, 68). Fontes de nitrogénio organicas (peptona,
caseina, extrato de levedura) e inorganicas (KNOs, (NH4)2SO4) também exercem
efeitos na sintese de proteases de microrganismos. Alguns estudos sugerem que a
peptona € o substrato ideal para a inducao de sintese de protease por fungos (64, 68,
69).

Fatores fisicos também influenciam na indugcéo ou repressao da producéao de
protease, como pH inicial, temperatura, velocidade de agitacdo e tamanho do indculo.
Dentre os parametros fisicos, o pH e a temperatura sao importantes reguladores da
producdo enzimatica pois podem afetar a estrutura quimica das enzimas, causando
sua desnaturacao e perda da atividade catalitica, e ainda, alterar a estabilidade de

substratos no meio de cultura (70).
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2.5.Aplicacédo industrial de proteases

Devido ao seu amplo uso em diversas industrias, as proteases formam um dos
grupos mais importantes de enzimas utilizadas industrialmente. O primeiro uso de
proteases foi na industria de laticinios como agente coagulante do leite para
fabricacdo de queijo. Atualmente, as proteases séo utilizadas em diversos setores,
como farmacéutico, couro, detergente e alimenticio (17, 71, 72). Para ser utilizada,
caracteristicas importantes da enzima devem ser conhecidas para que funcione da
melhor maneira possivel. Portanto, € necessario saber o pH e temperatura 6timos da
enzima, especificidade do substrato, estabilidade fisica e quimica, e termoestabilidade
(73, 74).

2.5.1. Industria de detergente

Nos ultimos 50 anos, as proteases passaram de ingrediente auxiliar para
ingrediente principal em detergentes domeésticos e industriais. O primeiro detergente
a ter protease adicionada a sua formulacéo foi produzido pelo quimico aleméo Otto
Rohm. A enzima foi adicionada a formulag&o para remover manchas de proteina (11).
O uso de proteases na industria de detergentes € responsavel por aproximadamente
20% do mercado de enzimas comerciais (9). A maioria das proteases incorporadas
em detergentes estdo na classe de serina-protease alcalina. Os detergentes com
enzimas Sao vantajosos porque Sa0 Menos agressivos ao meio ambiente e aos
utensilios da cozinha, economizam energia e agua (diminuem a necessidade de uso
de altas temperaturas) e facilitam a remocdo de sujidades proteicas (secre¢cdes
corporais, sangue, manchas de peixe e carne, leite, entre outros). Uma protease ideal
para ser incorporada em detergentes deve ter ampla especificidade para diferentes
substratos para promover facil remocéao de diferentes tipos de sujeira, estabilidade sob
diferentes condicdes de pH e temperatura e ser compativel com os demais compostos

presentes na formulagéo do detergente (9, 10, 13).

Savitha et al. (72) extrairam e purificaram uma serina protease extracelular de
cepas de Graphium putredinis e Trichoderma harzianum que eram compativeis com
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detergentes comerciais e mostraram uma boa capacidade de remover manchas de
sangue em tecido de algodado. Niyonzima et al. (75) isolaram e purificaram uma
protease alcalina extraida do fungo Scopulariopsis spp compativel com detergentes

comerciais e capaz de remover manchas de sangue em tecido de algodao.

Em outro trabalho, Niyonzima et al. (76) isolaram e purificaram uma serina
protease alcalina do fungo Aspergillus terreus gr. que mostrou ser estavel e
compativel com diversos surfactantes, alvejantes e detergentes locais e foi capaz de
remover manchas de sangue em tecidos de algodé&o.

2.5.2. Industria de alimentos

Na industria alimenticia, as proteases possuem diversas funcbes e sao
utilizadas em diversos setores, como para a producdo de laticinios, producdo de
massas, paes e biscoitos e na industria de carnes. O uso de proteases e enzimas em
geral (lipases, amilases, carboidrases) durante o processamento de um alimento &
capaz de melhorar a qualidade deste alimento por meio da modificacdo de aspectos
fisicos e nutricionais, tornando-o0 mais saboroso e saudavel (9, 77). A producéo de
enzimas para uso na induastria alimenticia ocorreu por volta de 1874, quando se
passou a extrair renina (enzima proteolitica) do estdbmago de bezerros para a
fabricacéo de queijos (78). Em busca de uma alternativa para a extracédo de renina de
bezerros, diversos estudos foram direcionados para a producao de enzimas usadas
para a coagulacao do leite a partir de fontes alternativas, como microrganismos. De
acordo com Demain et al. (79) proteases produzidas por Mucor miehei, Bacillus subtilis
e Endothia parasitica (microrganismos reconhecidos como GRAS) foram substituindo

as proteases extraidas de bezerros para a coagulacéo do leite.

As proteases desempenham um papel importante na industria de carnes. Eles
auxiliam no processo de amaciamento de bovinos, suinos e cordeiros por meio da
hidrdlise do tecido conjuntivo e fibras musculares (8, 15, 25). Sun et al. (80) clonou um
gene de protease aspartica do fungo Rhizomucor miehei e expressou em Pichia

pastoris. A protease purificada foi avaliada quanto a capacidade de amaciamento da
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carne na qual obteve resultados melhores do que a papaina (protease comercial
disponivel para amaciamento da carne). Ryder et al. (81) avaliaram o potencial de
quatro preparagfes comerciais de proteases fungicas e bacterianas para amaciar
carnes. Os resultados mostraram que todas as proteases tém potencial para serem
aplicadas como amaciantes de carne devido a sua aparente capacidade de hidrolisar

seletivamente proteinas da carne.

O principal ingrediente usado na producdo de péaes é a farinha de trigo, que
contém uma proteina insolivel chamada gluten. O gluten determina algumas
propriedades da massa como elasticidade, sabor, cor e expansao de massa. A adi¢ao
de proteases reduz o tempo de mistura da massa e resulta em maiores volumes de
pao (10, 82). Endo e exoproteinases de Aspergillus oryzae (BakeZyme® B500BG) e
uma protease neutra de Bacillus amyloliquefaciens (Neutrase®) sao algumas
proteases comerciais usadas para modificar proteinas presentes em farinha de trigo

para a producado de paes, biscoitos, bolos e massas (13, 83).

As proteases também séo utilizadas na industria de bebidas para a producao
de cerveja e outras bebidas alcodlicas. Além disso, sdo utilizadas na producao de
sucos pois removem a turbidez natural para clarificagdo de sucos de frutas, na

fabricacdo de molho de soja e produtos derivados da soja (24, 71, 73, 82).

2.5.3. Industria de couro

A confeccao de couro envolve vérias etapas, como imersdo, depilagéo, purga
e curtimento. Os residuos gerados por esses processos representam uma ameaca ao
ecossistema devido a grande poluicdo ao meio ambiente e sdo extremamente nocivos
a saude. O uso de enzimas proteoliticas na industria do couro vem substituindo
agentes quimicos toxicos e perigosos ao meio ambiente (84). O primeiro passo para
0 processamento do couro € a depilacéo (remocéao dos pelos). As proteases alcalinas
produzidas por microrganismos facilitam a depilacdo, pois 0 pH basico auxilia na
exposicdo dos foliculos capilares, facilitando sua remocé&o. O processo de depilacéo
com proteases € mais ecoldgico do que o processo quimico que envolve produtos

toxicos, como sulfeto de sodio e sulfeto de hidrogénio. Além disso, o0 uso de enzimas
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proteoliticas ndo so6 evita problemas relacionados a poluicdo ambiental, mas também
reduz o risco para os trabalhadores e melhora a resisténcia e a qualidade do couro
(83, 85). As proteases alcalinas sdo mais utilizadas porque sdo mais estaveis e ativas
nas condigcbes necessarias para o trabalho de remocdo dos pelos (24, 86).
Atualmente, combinacbes de tripsina e proteases produzidas por Bacillus e

Aspergillus tém sido utilizadas no processamento de couro (13, 87).

Manavalan et al. (88) identificaram uma protease alcalina e termoestavel de
Bacillus megaterium isolados de aguas marinhas que facilitou o processo de remoc¢éao
de pelos de pele de vaca em comparacdo com o tratamento quimico, e a verificacédo
microscopica mostrou que apés o tratamento quimico, os fios e os foliculos capilares
ficaram retidos na pele, diferente do tratamento enzimético que removeu todos os fios

e foliculos.

Lima et al. (89) extrairam uma protease do fungo Aspergillus terreus isolado da
espécie Memora peregrina, uma planta nativa do Cerrado, e avaliaram seu potencial
biotecnolégico para a remocao de pelos de pele bovina. A protease parcialmente

purificada se mostrou bastante eficiente na depilacéo de pele bovina.

2.5.4. Aplicacéo terapéutica das proteases

Sabe-se que as proteases constituem aproximadamente 2% do genoma
humano. Isso indica que as proteases tém funcdes mais complexas do que
simplesmente quebrar proteinas. As proteases sdo responsaveis por exemplo, pelo
crescimento e migracéao celular, apoptose, regulacdo da atividade de muitas proteinas,
crescimento e metastase de tumores, coagulacdo do sangue, regulacao do processo
inflamatoério, modulacdo de interacdes proteina-proteina, ativacdo de zimogénios e
traducdo e amplificacdo de sinais moleculares. Ao longo dos anos, 0s cientistas
descobriram que as proteases microbianas podem ser usadas para tratar uma
variedade de doencgas, como cancer, doencas inflamatorias, glaucoma, entre outras
(82, 90, 91).
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Um coagulo de sangue no tubo vascular € um problema que pode levar a morte
devido a falta de fornecimento de sangue para areas importantes do corpo. A maioria
dos agentes tromboliticos externos disponiveis no mercado sdo proteases. Estudos
relatam que a atividade trombolitica exibida por varias espécies bacterianas, fungicas
e animais sao importantes para o uso clinico no tratamento de eventos cardiovascular,
como estreptoquinase, estafiloquinase, ativadores do plasminogénio tecidual e
uroquinase (92, 93). As proteases fibrinoliticas possuem um papel muito importante
na area médica e na industria farmacéutica, uma vez que a degradacéo da proteina
fibrina € uma parte importante no tratamento e na prevencéo de tromboses e eventos

cardiovasculares.

Ahmad et al. (94) isolaram 16 fungos endofiticos de folhas de Hibiscus sp. Dois
fungos dos 16, Fusarium sp. e Penicillium citrinium foram identificados como
produtores eficientes de proteases fibrinoliticas. Batista et al. (95) produziram e
caracterizaram proteases com alta atividade fibrinolitica de linhagens de Streptomyces

parvulus isolados de liguens da Regido Amazonica.

Uma protease chamada serratiopepetidase tem sido usada clinicamente como
agente anti-inflamatorio. Esta protease € produzida pela bactéria Serratia sp. O
tratamento da inflamacédo aguda e crénica mediada por protease é uma alternativa
mais econdmica do que outros tratamentos e sem relatos de efeitos adversos (84, 92).
As proteases também desempenham um papel critico como agentes antimicrobianos.
Alguns antimicrobianos derivados de enzimas ja estdo disponiveis no mercado (84,
96). Além disso, o grupo de enzimas colagenase pode tratar varias doencas como
cicatrizacdo de feridas, celulite, queloide, oclusdes totais cronicas vasculares, entre
outras (97)

As proteases também séo utilizadas como ingredientes ativos em formulacéo
de produtos cosméticos. As proteases sdo inseridas em formula¢des topicas para
limpar feridas, como uUlceras dérmicas, remover a camada de queratina na acne ou
psoriase, eliminar calos, remocéo de pelos e preparacdo de vacina para terapia de
dermatofitose (doenca causada por fungos) (98). Além disso, proteases do grupo das
queratinases podem ser utilizadas em formulagcdes para remover cicatrizes e

regenerar o epitélio, acelerando o processo de cicatriza¢do (13). Algumas proteases
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como a papaina e a bromelina séo utilizadas em produtos que auxiliam na limpeza e
regeneracdo da pele. Atuam hidrolisando as ligacdes peptidicas de queratina e
coldgeno facilitando a remocdo dessas proteinas pelos sabonetes comuns e
removendo células mortas por peeling e alisamento. (15, 99, 100). As principais

aplicacoes terapéuticas das proteases estao ilustradas na Figura 2.
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Figura 2: Aplicacéo terapéutica geral de proteases. Fonte: proprio autor
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2.6.Fungos Endofiticos

O mundo atual enfrenta diversos desafios relacionados ao crescimento
populacional, falta de recursos, sustentabilidade e surgimento de novas doencas.
Portanto, a demanda por compostos bioativos de origem natural esta em constante
crescimento. O uso de compostos extraidos de plantas medicinais pode ser um
processo complicado, pois envolve questdes externas. Portanto, é importante explorar

diferentes fontes para descobrir novos metabdlitos bioativos de origem natural (101).

O termo "endofitico" é usado para definir todos os organismos que habitaram
os tecidos internos de seus hospedeiros vivos durante algum periodo de seu ciclo de
vida (102, 103). Portanto, fungos endofiticos sdo microrganismos que habitam os
diferentes tecidos internos das plantas sem causar qualquer dano aparente a planta
hospedeira (104). A presenca de fungos endofiticos em tecidos vegetais fossilizados
tem sido relatada a bastante tempo, revelando a antiga interacao entre essas espécies
(105). A presenca de fungos endofiticos foi relatada em todas as espécies de plantas
estudas até o presente momento. Pesquisas recentes indicam que pode haver cerca
de 1 milhdo de espécies de fungos endofiticos presentes nas plantas, uma vez que
300.000 espécies de plantas sao conhecidas e cada planta pode ser habitada por uma

ou mais cepas de fungos (6).

Os fungos endofiticos mantém uma relacéo proxima com a planta e é descrito
gue a relacao fungo/planta ocorre como uma forma complexa de mutualismo, uma vez
que ambos se beneficiam de formas diferentes. Porém, essa interacdo pode se tornar
uma interacao patogénica em caso de perda da homeostase entre fungo/planta. Sabe-
se gue os endofiticos sdo capazes de melhorar a aptiddo das plantas de tolerar
diferentes tipos de estresses ambientais, tanto abioticos (seca, temperatura, estresse
oxidativo e alta salinidade) quanto biodticos (danos por patdogenos) e aumentar a
resisténcia a pragas e insetos. Pesquisas sugerem que os fungos endofiticos séo
capazes de alterar a distribuicdo, bioquimica, fisiologia e ecologia das plantas
hospedeiras promovendo o seu desenvolvimento com maiores taxas de enraizamento
e germinacédo, maior producao de sementes e de biomassa seja ajudando na captacéo

de nutrientes do ambiente ou com a produc¢éo de fitohormdnios como, acido giberélico
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e acido indol acético (103, 106, 107). A biologia incomum de determinadas espécies
de plantas crescendo em ambientes criticos (altitudes elevadas, desertos, pantanos,
florestas tropicais e solos salinos) ou histérico medicinal, tornam certas espécies
favoraveis para sua bioprospeccdo de fungos endofiticos com potencial interesse

industrial e farmacéutico (108).

Os fungos endofiticos podem ser classificados em quatro classes e divididos
em dois grupos, baseado nas suas diversidades e papeis funcionais. O primeiro grupo
compreende os fungos endofiticos clavicipitaceos (classe 1) e o segundo grupo
compreendes os fungos endofiticos ndo-clavicipitaceos (classes 2, 3 e 4). Os fungos
endofiticos clavicipitdceos sdo microrganismos monofiléticos (conjunto de espécies
gue compartilham um ancestral comum) e possuem uma gama estreita de hospedeiro.
Os fungos endofiticos ndo-clavicipitdceos sao polifiléticos (ndo possuem um ancestral
comum) e possuem um amplo nimero de plantas hospedeiras. As classes dos fungos
endofiticos referem-se as modo de transmissdo. As classes 1 e 2 realizam
transmissdo horizontal ou vertical, enquanto as classes 3 e 4 realizam apenas

transmisséo vertical (6, 109).

Os fungos endofiticos também podem ser classificados em trés comunidades
diferentes, sendo elas: endofiticos obrigatérios, endofiticos passageiros e endofiticos
facultativos. Os fungos endofiticos obrigatorios habitam os tecidos internos das
plantas e ndo séo capazes de colonizar em outro ambiente. Os endofiticos facultativos
sdo 0s que vivem em associacdo com as plantas, mas também podem ser
encontrados colonizando outros habitats. Por dltimo, os endofiticos que
aleatoriamente penetram os tecidos vegetais e hdo causam nenhuma competi¢cao ou

protecdo vegetal sdo os fungos endofiticos passageiros (110).

2.6.1. Capacidade dos fungos endofiticos em produzir compostos

bioativos

Nos ultimos anos, fungos endofiticos tém se mostrado uma fonte de grande
potencial para a producdo de compostos bioativos com aplicacbes promissoras na

agricultura, meio ambiente, industria farmacéutica e indastria alimenticia (111).
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Existem relatos na literatura que fungos endofiticos produzem diversos compostos
bioativos como ciclohexanos, flavonoides, hidrocarbonetos, alcaloides, terpenos e
quininos, e que, estes compostos possuem efeitos anti-inflamatorios, antioxidantes,

citotdxicos, antimicrobianos entre outros (112).

Muitos desses compostos sdo 0os mesmos produzidos pela planta hospedeira,
0 que pode tornar o fungo endofitico como um substituto para a producdo de
compostos retirados de plantas medicinais. Como exemplo, podemos citar o agente
anticancerigeno taxol, que foi isolado pela primeira vez da casca de Taxus brevifolia
em 1971. Em 1993, Stierle et al. (113) identificaram que o fungo endofitico Taxomyces
andreanae, isolado da planta Taxus brevifolia foi capaz de produzir o composto taxol.
Desde entéo, diversos outros estudos identificaram a producao de taxol por fungos
endofiticos de outras plantas (114-117).

Em outro exemplo, podemos citar a camptotecina, um farmaco antitumoral, que
€ extraido das espécies de uma planta nativa da China, Camptotheca acuminata
(118). Ran et al. (119) identificaram que o fungo endofitico Fusarium solani, isolado
da planta C. acuminata, também foi capaz de produzir o composto camptotecina. Em
outro trabalho, Su et al. (120) conseguiram isolar camptotecina dos fungos endofiticos
Fusarium nematophilum, Phomopsis vaccinia, Alternaria alternata e Colletotrichum

gloeosporioides, todos extraidos de C. acuminata.

Ruma et al. (121) identificaram fungos endofiticos isolado de espécies de
Garcinia spp. capazes de produzir compostos com atividade antioxidantes, anti-
inflamatoria e citotoxicos. Os fungos endofiticos Aspergillus fumigatus e Fusarium sp.

exibiram os resultados mais promissores.

Sabe-se que os fungos endofiticos sdo produtores de diversas enzimas
extracelulares, como amilases, lipases e proteases como parte dos mecanismos de
defesa contra outros organismos e para obter nutrientes necessarios para seu
desenvolvimento (111, 122, 123) . Nos ultimos anos, diversos estudos foram
realizados para identificar fungos endofiticos capazes de produzir enzimas com

potencial aplicacdo industrial ou farmacéutica (7, 124, 125). Na Tabela 3, sdo
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encontrados alguns exemplos de fungos endofiticos com potencial para a producéo

de enzimas industriais.

Tabela 3: Fungos endofiticos produtores de enzimas de interesse industrial

. Planta ) .
Fungo endofitico ) Enzimas Referéncia
hospedeira
Colletotrichum o . . .
- Camellia sinensis protease, quitinase, amilase (126)
gloeosporioides
Talaromyces Calophyllum . .
i ] amilase, celulase, pectinase (127)
emersonii inophyllum
Alternaria sp. Alpinia calcarata amilase, celulase, protease, lipase (127)
Colletotrichum sp. Alpinia calcarata amilase, celulase, lipase, lacase (127)
Aspegillus niger Alpinia calcarata lipase, lacase (127)
Aspergillus fumigatus Alpinia calcarata amilase, celulase, pectinase (127)
Colletotrichum ; . .
Bixa orellana amilase, celulase, protease, lipase (227)
falcatum
Colletotrichum . .
Catharanthus roseus amilase, lipase, lacase (127)
truncatum.
- ; Opuntia ficus-indica celulase, pectinase, protease,
Aspergillus japonicus ) ; (128)
Mill. (Cactaceae) xilanase
) - Opuntia ficus-indica .
Fusarium lateritium ) celulase, protease, xilanase (128)
Mill. (Cactaceae)
Penicillium Opuntia ficus-indica .
o i celulase, protease, xilanase (128)
aurantiogriseum Mill. (Cactaceae)
) Opuntia ficus-indica .
Phoma tropica ] protease, xilanase, (128)
Mill. (Cactaceae)
Fusarium solani Catharanthus roseus celulase, amilase, protease (129)
Nigrospora sphaerica | Catharanthus roseus celulase (129)
Pestalotiopsis sp. Acanthus ilicifolius amilase, celulase, lipase, protease (130)
Alternaria o .
Acanthus ilicifolius celulase, lipase, protease (130)
chlamydosporus
Talaromyces flavus Potentilla fulgens lipase, protease, xilanase (131)
Mortierella hyalina Osbeckia stellata Celulase, lipase, protease, xilanase (131)
Fusarium Glycine max(L.) .
- ; fitase (132)
verticillioides Merril
Aspergillus terreus Sueada maritime L-asparaginase (133)
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2.6.2. Isolamento de fungos endofiticos

O isolamento de fungos endofiticos envolve alguns cuidados especiais que
devem ser tomados para que durante o processo sejam excluidos os microrganismos
que habitam a superficie dos tecidos vegetais, ou seja, os epifitos. Existe uma certa
necessidade de se estabelecer um protocolo de isolamento de fungos endofiticos, ja
que muitos microrganismos nao sao “cultivaveis” fora do seu habitat natural (134).
Alguns pontos devem ser considerados no processo de isolamento, como por exemplo
a espécie de planta utilizada, o 6rgéos da planta coletado, idade da planta, localizacéo
e época da coleta do material vegetal (135). Alguns trabalhos sugerem que a
diversidade de fungos endofiticos encontrados em determinada espécie vegetal
durante as diferentes estacfes do ano deve-se a variacdo dos niveis de metabolitos
secundarios que a planta produz durante o ano. Outro fator que deve ser levado em
consideragao para o isolamento de fungos endofiticos € a “saude” da planta. A escolha
do tecido vegetal saudavel, sem danos aparentes, diminuem a probabilidade de se

isolar microrganismos nédo-endofiticos e patdgenos (6, 136).

Na literatura, é possivel encontrar diferentes metodologias que séo utilizadas
no isolamento de fungos endofiticos. O processo mais utilizado é o isolamento através
da esterilizacdo da superficie do tecido vegetal. Comumente, a esterilizacdo da
superficie da planta envolve o tratamento do tecido vegetal com algum oxidante forte
(NaClO, H202, Na2S203) ou um desinfetante (geralmente alcool 70%) por um breve
momento, seguido por uma lavagem com agua esterilizada para lavagem do material

desinfetante, como mostrado na Tabela 4 (137).
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Tabela 4. Metodologias empregadas para isolamento de fungos endofiticos

Fungo(s) Planta Tecido Desinfetante, concentracéo o
N i . Referéncia
endofitico(s) hospedeira vegetal e duragéo
o agua esterilizada 60s, etanol
L Ricinus :
Penicillium sp. ; folhas 70% 60s, NaClO 2% 4min, (138)
communis L.
etanol 70% 30s
i agua corrente, NaClO 1%
) Palicourea i i
Xylaria sp. - folhas 5min, etanol 70% 60s, agua (139)
marcgravii - )
esterilizada 10min
agua corrente, etanol 70%
Xylaria regalis Thuja plicata “cones” 10s, NaClO 4% 60s, agua (140)
esterilizada
Urospermum etanol 70% 60s, agua
Ampelomyces sp. o flores - (141)
picroides esterilizada
: agua corrente, NaCIO 2,5 %
) Chenopodium caule, ; i
Aspergillus flavus 30min, etanol 70% 60s, agua (142)
album folhas -
esterilizada
) _ ) ) agua corrente, NaCIO 2,5 %
Asprgillus fumigatus e Oxalis raiz e ) i
_ _ ) 30min, etanol 70% 60s, agua (143)
Fusarium proliferatum corniculata caule N
esterilizada
Alternaria sp. Sonneratia alba folhas etanol 70% 2min (144)
agua corrente, etanol 75%
] . Kadsura caule e o N
Diversas especies o ] 5min, agua esteriliza, HgCl (145)
angustifolia raiz .
0,1% 3-5min

Uma das técnicas mais utilizadas € a sugerida por Petrini et al. (146) que
consiste em primeiramente, coleta do tecido vegetal saudavel e de preferéncia colhida
em até 24 horas antes do inicio do processo. Feito isso, deve ser feita a lavagem do
tecido em &gua corrente para retirar sujeiras visiveis da superficie. Em seguida, o

material vegetal deve ser lavado repetidas vezes em NaOCI| e em alcool 70% por

34



alguns segundos. Apds as lavagens, os agentes desinfetantes sdo removidos com
sucessivas passagens do material em agua estéril. Esta agua pode ser utilizada como
controle negativo, indicando uma esterilizacdo bem-sucedida com uma placa de agar
com a amostra da agua inoculada sem crescimento de microrganismos. Finalmente,
com ajuda de um material cortante estéril, pequenos pedacos do tecido vegetal (3mm-
5mm) sdo depositados em placas de Petri com agar (Sabouraud, batata dextrose,
extrato de malte) e as placas incubada em estufas de crescimento. Uma visao geral

do processo de esterilizacdo de superficie € mostrada na Figura 3.

/30Ieta da amostra Q
~  H,0 estéril

Esterilizagdo da superficie Fragmentacéo

l

NN
wu BN
BN wm

N
Endofiticos isolados = — @ /

puros —
Populagéo mista de Inéeulo e incubagéo do
fungos endofiticos tecido vegetal

Figura 3: Procedimento para preparacédo de amostras e isolamento de endofitos.

Fonte: préprio autor

2.6.3. Identificagdo de fungos endofiticos

A correta identificacdo de uma espécie abre espaco para um corpo de
informacdo sobre determinado organismo, seus atributos ecoldgicos, seus papeis
fisiologicos e bioquimicos, seus riscos e beneficios. A identificacdo de fungos
endofiticos pode ser feita utilizando técnicas de identificagdo molecular ou técnicas
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morfologicas. As técnicas morfologicas séo feitas examinando as culturas fungicas
guanto a forma da colbnia, cor da coldnia, caracteristicas dos esporos e estruturas
reprodutivas. As estruturas entdo sdo comparadas com géneros e espécies de fungos
ja conhecidas. Essa comparacdo pode ser feita através de bases de dados (Fungal
Databases, Systematic Mycology and Microbiology Laboratory (ARS, USDA),
MycoBank, Index Fungorum, Fungal Planet). Uma atencéo especial deve ser dada a
este tipo de técnica, uma vez que muitos fungos possuem caracteristicas semelhantes
0 que pode causar incertezas na identificacdo. Outro ponto a se observar, € que as
caracteristicas morfolégicas de alguns fungos é dependente do meio, podendo mudar

dependendo do meio cultura em que o fungo esta sendo cultivado (106, 147).

Alguns fungos nao sdo capazes de crescer ou esporular in vitro, e por isso, s
podem ser identificados com técnicas moleculares. A identificagdo molecular € muito
mais confidvel comparada com a identificacdo morfolégica, uma vez que
caracteristicas fenotipicas sdo instaveis e podem ser alteradas dependendo do
ambiente. O DNA é extraido das col6nias puras de fungos endofiticos com a ajuda de
kits de isolamento de DNA (148). Uma alternativa, € o isolamento do DNA do fungo
endofitico diretamente da planta hospedeira pela técnica de microdisseccdo de
captura a laser (MCL). A MCL permite que células sejam isoladas de tecidos vegetais
de maneira rapida e o DNA fungico é isolado. Esta técnica € util principalmente para

espécies de fungos endofiticos que ndo crescem in vitro (149).

Entretanto, a metodologia molecular mais utilizada para a identificacdo fingica
€ por meio de técnica de PCR (do inglés, polymerase chain reaction) e
subsequentemente o sequenciamento do DNA. A PCR pode ser feita com o DNA
isolado de fungos endofiticos cultivados utilizando primers que amplificam o DNA que
codificam o RNA ribossomico. Os primers de rDNA ITS 1 e 4 (do inglés, internal
transcribed spacer), gene ribossomal de RNA 18S, sequéncias parciais de 3-tubulina,
actina, histona H3, DNA ribossomal nuclear de subunidade grande parcial (nrDNA) e
diversos outros segmentos de genes podem ser utilizados para amplificacédo e
sequenciamento de DNA. ITS 1 e ITS 4 sédo os segmentos de genes mais utilizados
para sequenciamento do DNA fangico (106, 150). As sequéncias de DNA sao

comparadas com sequencias em banco de dados, como por exemplo o GenBank.
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Para identificar o DNA isolado no banco de dados GenBank, primeiro € necessario
obter as sequencias de um ou mais genes, e usar a ferramenta Basic Local Alignment
Search Tool (BLAST) para procurar correspondéncias com as sequéncias de
interesse. Assim, uma sequéncia préxima encontrada pode indicar a identidade de um
fungo endofitico. Uma similaridade de mais de 98% na sequéncia de ITS rDNA pode
ser usada na identificacdo de espécies, e uma similaridade entre 95% e 98% pode ser

usada para a identificacdo de género (6, 151).

2.7.Métodos de triagem (screening) para avaliar a producdo de proteases por

fungos

2.7.1. Screening em meio de cultura solido

A avaliacao inicial se um fungo endofitico € um potencial produtor de proteases
envolve a aplicacdo de métodos que demonstrem a sintese de enzimas proteoliticas.
Diferentes métodos séo aplicados, podendo ser métodos qualitativos ou quantitativos.
Os métodos realizados em meio sélido sdo os mais utilizados por serem praticos e
rapidos de identificar a producdo de enzimas proteoliticas por fungos ou outros
microrganismos. Este método admite o screening de diferentes espécies fangicas ao
mesmo tempo, e posteriormente, investigacées mais aprofundadas permitem dizer se
o fungo é capaz de produzir proteases a nivel industrial. Geralmente, os fungos sao
cultivados em um meio apropriado suplementado com algum substrato proteico
(gelatina, soro de leite, caseina). Logo, os métodos em meio solido se baseiam na
capacidade dos fungos em utilizar as fontes de nitrogénio presentes secretando
enzimas proteoliticos para quebrar as cadeias de proteina no meio em sua volta. A
sintese de proteases por parte dos fungos se torna visivel ap6s quebra desses
substratos proteicos e a formacgéo de um halo em volta do fungo visivel a olho nu ou

com a ajuda de algum corante ou indicador (13).

Alberto et al. (152) investigou o potencial de 27 fungos endofiticos isolados de
4 espécies de plantas (Luehea divaricata, Trichilia elegans, Sapindus saponaria e

Saccharum spp.) em produzir proteases em meio solido utilizando gelatina e leite
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desnatado como substratos proteicos onde a formacgéao de um halo visivel a olho nu
indicava a sintese de enzimas proteoliticas. Bezerra et al. (128) avaliou 24 fungos
endofiticos isolados de Opuntia ficus-indica Mill. em meio soélido utilizando caseina

com substrato e com indicacdo positiva para protease com a forma de um halo visivel.

Fouda et al. (153) investigaram o potencial proteoliticos de fungos endofiticos
associados a planta Asclepias sinaica utilizando meio agar com malte de levedura
suplementado com 1% de gelatina e cloreto mercurio como indicador para precipitar
substrato de proteina néo utilizado e ajudar na visualiza¢éo dos halos. Jagannath et
al. (154) utilizou meio GYP-agar (do inglés, glucose yeast peptone agar)
suplementado com 0,4% de gelatina para investigar o potencial de fungos endofiticos
isolados de Baliospermum montanum e utilizando uma solugéo saturada de sulfato de
amonio como indicador. Zaferanloo et al. (155) utilizaram meio &gar suplementando
com 1% de leite desnatado para averiguar o potencial proteolitico de fungos
endofiticos isolados da planta Eremophilia longifolia empregando uma solugéo de 10%

de acido tadnico com indicador.

2.7.2. Screening em meio de cultura liquido

O método de screening em meio de cultura liquido € um método quantitativo
gue consome mais tempo e mais recursos do que o método em meio sélido. Porém
este método € mais sensivel e podendo detectar a presenca de proteases em
quantidades pequenas que passariam despercebidas pelo método em meio sélido
além de maior controle de parametros fisicos (pH, temperatura, agitacao) o que pode
favorecer a producdo de enzimas (156). Patil et al. (157) e Bhagobaty et al. (131)
realizaram testes de screening em meio liquido contendo caseina e leite desnatado
como substratos proteicos, respectivamente. Para Patil et al. (157) uma unidade
enzimatica representa a quantidade de enzima que libera 1 pg de tirosina nas
condic¢des do ensaio enzimatico. Para Bhagobaty et al. (131) uma unidade de protease
foi definida como a quantidade de enzima necesséria para diminuir a DO (densidade
Optica) no valor de 0,001 unidades por hora por mL do meio de cultura liquido

contendo o substrato de enzima sob as condi¢des do ensaio enzimatico.
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2.7.3. Método de Gel Dot-Blot

Um novo método para a deteccéo de proteases extracelulares produzidas por
fungos foi desenvolvido por Thirunavukkarasu et al. (158). A metodologia se baseia
na técnica de Dot-Blot (comumente utilizada para deteccdo de proteinas em amostras
ou usado para demonstrar a presenca de sequéncia complementar de DNA ou RNA
na amostra). Esta técnica envolve a preparacao de pocos criados em uma placa e gel
de acrilamida com gelatina como substrato. Extratos brutos filtrados de fungos sé&o
colocados em pocos no gel em diferentes pH (5, 7 € 9). O gel € incubado, corado com
Coomassie Brilliant Blue (R 250), lavado com agua destilada e entdo observado
gquanto a presenca de halos brancos no gel que indicam atividade enzimatica.
Segundo Thirunavukkarasu et al. (158), esta técnica apresenta vantagens em relacao
as técnicas convencionais em meio sélido, pois sdo mais sensiveis a presenca de

proteases e uma grande quantidade de amostra pode ser testada ao mesmo tempo.

2.8.Purificacdo de proteases de fungos

A purificacdo de macromoléculas em geral pode ser realizada total ou
parcialmente utilizando um ou mais processos. Os métodos de purificacdo podem ser
adaptados a depender do grau de pureza e separacdo desejados. O grau de
purificacdo estd sujeito a aplicacdo final da enzima. Enzimas com aplicacdo em
produtos farmacéuticos e uso terapéutico por exemplos, devem estar com alto grau
de pureza, necessitando assim multiplos processos de purificacdo. Porém, a
purificacdo deve ser feita com o minimo de processos possiveis afim de se evitar

perdas e descaracterizacdo da enzima (159).

As proteases de fungos sao purificadas por métodos consagrados baseados
nas caracteristicas fisico-quimicas das proteases, como: tamanho molecular, carga
elétrica, hidrofobicidade, solubilidade, entre outros. Os métodos mais utilizados para
a purificacdo de proteases sdo: precipitacdo, cromatografia de troca ibnica,
cromatografia de afinidade e gel filtragdo. Segundo, Mandal et al. (13) o método mais
organizado para a extracdo e purificacdo de proteases de fungos foi descrito por
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Budiarto et al. (160) que extrairam e purificaram uma protease extracelular de um
fungo derivado do mar. O processo de purificacdo da protease produzida pelo fungo
Xylaria psidii foi realizado em trés etapas. A primeira etapa envolveu a precipitacéo da
amostra com sulfato de amonio, seguido por dois processos de cromatografia:

cromatografia de troca ibnica (DEAE-Sepharose) e gel-filtracdo (Sephadex SG-75).

Werneck (73) realizou uma purificacéo parcial de proteases extraidas de fungos
endofiticos isolados de plantas do Cerrado. Primeiramente as amostras foram
liofilizadas no intuito de concentrar a enzima. O processo de purificagdo parcial foi

feito no aparelho AKTA Pure system utilizando uma coluna Hitrap DEAE FF.

Zanphorlin et al. (161) purificaram uma serinoprotease alcalina sintetizada pelo
fungo Myceliophthora sp. em trés etapas. A primeira etapa envolvei a precipitacdo da
enzima com etanol (proporgédo 1:2). A solugcdo concentrada de enzima foi entdo
purificada com passagem em colunas de gel filtracdo (Sephacryl S-100) e depois,

coluna de troca idnica (Source 15-Q).

Devi et al. (162) purificaram um protease produzida pelo fungo Aspergillus niger
concentrando a enzima através do método de precipitagcdo com sulfato de amonio e

depois passagem da amostra em coluna de troca iébnica (DEAE celulose).
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3. OBJETIVOS

3.1.0bjetivo geral

Avaliar a evidéncia cientifica disponivel sobre a producdo de enzimas
proteoliticas por fungos endofiticos.

3.2.0bjetivos especificos

Analisar e identificar na literatura disponivel o estado atual de producéao,

otimizacdo, caracterizacao e purificacdo de proteases por fungos endofiticos;

Analisar cada trabalho em relacdo aos critérios de inclusdo e exclusao

definidos;

Avaliar a qualidade das evidéncias dos estudos incluidos na reviséao.
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4. METODOS

4.1. Estratégias de busca e fontes de informacéao

Esta revisao foi conduzida seguindo uma estratégia de busca de acordo com o
PRISMA (Preferred Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-Analysis) em
cinco base de dados bibliogréaficas (163). O protocolo néo foi registrado por se tratar
de uma revisdo sisteméatica de estudos in vitro. Este tipo de revisao sistemética nao é
passivel para inclusdo no PROSPERO (International Prospective Register of
Systematic Reviews). As bases de dados selecionadas foram: PubMed, PMC, Science
Direct, Scopus Articles e Web of Science. Uma busca separada foi feita na base de
dados Google Schoolar em caso de algum estudo relevante para esta revisdo nao ter
sido selecionado durante a primeira busca nas cinco bases de dados iniciais. A
pesquisa dos artigos foi realizada nas bases de dados por dois revisores
independentes no mesmo dia para assegurar que a pesquisa foi feita corretamente e
que o mesmo numero de artigos fosse encontrado. A pesquisa incluiu apenas artigos
publicados em revistas cientificas até o dia 10 de setembro de 2021, sem limitac6es
guanto ao ano de publicacdo ou idioma. Um software gerenciador de referéncias foi

utilizado para a remocéao de referéncias duplicadas (EndNote™, Thomson Reuters).

4.2. Selegéo dos estudos

A selecdo dos artigos foi feita em duas etapas. Na primeira etapa, apos a
retirada das referéncias duplicadas, os titulos e resumos dos artigos restantes foram
analisados por dois revisores de forma independente. Esta primeira etapa elegeu os
artigos que pareciam atender os critérios de inclusdo de acordo com o titulo e resumo.
Quaisquer divergéncias encontradas entre os dois primeiros revisores em relacdo a
inclusdo ou exclusdo de qualquer artigo foi resolvida com o auxilio de um terceiro
revisor até consentimento mutuo entre os trés. Artigos que nao possuiam nenhum dos
critérios de inclusédo ou ndo estavam relacionados com o tema desta revisdo foram
excluidos. Na segunda etapa, dois revisores revisaram o0s artigos remanescentes da
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primeira etapa por completo e excluiram aqueles que nao preenchiam os critérios de
inclusdo. Por fim, trés revisores analisaram o0s artigos remanescentes da segunda

etapa e selecionaram os artigos que foram incluidos nesta revisao.

4.3.Critérios de elegibilidade

Para esta revisdo, foram selecionados artigos que apresentaram atividade
enzimatica de proteases produzidas por fungos endofiticos de qualquer espécie,
estudos que otimizaram o processo de producdo, performaram processos de
purificacdo enzimatica (total ou parcial) e realizaram caracterizacao enzimatica (pH e

temperatura 6timos, ponto isoelétrico, estabilidade).

4.4 .Critérios de exclusao

Os artigos que apresentavam algum dos seguintes critérios foram descartados:
1) estudos realizados com fungos ndo-endofiticos; 2) artigos com apenas estudos
qualitativos de screening ou que ndo mediram a atividade proteolitica
guantitativamente; 3) revisdes, cartas, opinibes pessoais, capitulos de livros e
conferéncias; 4) estudos que ndo mencionaram a producdo de proteases por fungos
endofiticos e 5) estudos escritos em lingua ndo-inglesa. Para esta revisdo, somente
foram considerados fungos endofiticos isolados de organismos pertencentes ao reino
Plantae. Trabalhos que envolveram fungos micorrizos, que por vezes Sao
classificados como fungos endofiticos, foram descartados com base no critério de
exclusdo namero 1, por considerar que fungos micorrizos ndo sdo propriamente

fungos endofiticos (164).

4.5.Processo de coleta de dados

O processo de coleta de dados dos artigos selecionados foi realizado por dois
revisores independentes. Um terceiro revisor ficou responsavel pela verificacdo dos
dados coletados. Qualquer divergéncia encontrada entre os dois primeiros revisores

em relacdo a coleta de dados de qualquer artigo foi resolvida com o auxilio do terceiro
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revisor até consentimento muatuo entre os trés. Os seguintes dados foram coletados
dos artigos selecionados: ano de publicacdo, autor(es), pais de publicacdo, espécie
do fungo endofiticos, espécie da planta hospedeira, atividade proteolitica, condi¢cdes
de cultivo, processo de purificacdo e dados de caracteriza¢do enzimatica.

4.6.Risco de viés em estudos individuais

Uma ferramenta de avaliacdo da qualidade das evidéncias dos trabalhos foi
empregada como metodologia na avaliagéo dos trabalhos selecionados nesta revisdo
(165). A ferramenta GRADE (Grading of Recommendations Assessment,
Development and Evaluation) foi adaptada para avaliacdo de estudos in vitro, uma vez
qgue nenhuma outra ferramenta especifica para a avaliacdo destes estudos foi
desenvolvida até o momento. Dois revisores independentes classificaram os artigos
de acordo com sua qualidade em “alta”, “moderada”, “baixa” ou “muito baixa”.
Divergéncias em relacéo a classificacao dos artigos foi resolvida com o assisténcia de

um terceiro revisor.
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5. RESULTADOS

5.1.Selecéo dos trabalhos

Ao todo, 6028 artigos foram encontrados ap0s a aplicacdo da estratégia de
busca inicialmente estabelecidos nas cinco bases de dados eletronicas (Anexol). Na
base PMC foram encontradas 2731 referéncias, 2176 na base de dados Scopus, 733
na base de dados Science Direct, 218 referéncias no Web of Science e por fim, 170
na base de dados PubMed. Feito o processo de busca completo nas bases de dados
citadas, as referéncias duplicadas foram removidas utilizando o software de
gerenciamento de referéncia EndNote™, permanecendo 5261 referéncias. Em
seguida, uma analise dos titulos e resumos dos artigos foi realizada, descartando
5191 referéncias, restando 70 artigos. Assim, com base nos critérios de inclusdo e
exclusao, foi realizada uma avaliagdo dos textos completos e foram selecionados 15
artigos para esta revisdo (131, 166-179). Um fluxograma detalhado sobre o processo

de pesquisa, inclusédo e exclusdo dos artigos € mostrado na Figura 4.

5.2.Caracteristicas dos estudos

Os estudos selecionados foram desenvolvidos em 8 paises diferentes. Cinco
trabalhos na india (131, 172-174, 176), dois na China (169, 177), dois no Brasil (168,
171), dois no Egito (167, 179), um nos Estados Unidos da América (170), um na
Australia (178), um na Malasia (175) e um na Tunisia (166). Os trabalhos foram
publicados em lingua inglesa entre os anos de 1994 e 2021. Todos os trabalhos
avaliaram a producao de proteases por fungos endofiticos e 9 trabalhos realizaram
processos de purificacdo e caracterizacdo das proteases produzidas (167, 169, 170,
172-175,177,179). Um resumo das caracteristicas descritivas dos trabalhos incluidos

€ apresentado na Tabela 5.
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endofiticos (n=5);

5) estudos escritos em lingua ndo-inglesa

\ (n=1).
| S
T
g ¥
:E Estudos incluidos na sintese qualitativa e quantitativa.
= (n=15)
E
| S

Figura 4: Fluxograma de pesquisa de literatura e critérios de selecdo adaptados de
PRISMA (163).
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5.3.Sintese dos resultados

5.3.1. Microrganismos

Entre os trabalhos incluidos nesta revisédo, 15 espécies diferentes de fungos
endofiticos foram descritos como produtores de protease, sendo eles Penicillium
bilaiae (166), Talaromyces flavus (131), Mortierella hyalina (131), Paecilomyces
variabilis (131), Penicillium sp. (131, 171), Aspergillus ochraceus (167, 179),
Aspergillus niger (168), Verticillium sp. (169), Acremonium typhinum (170), Aspergillus
sp. (171), Lasiodiplodia pseudotheobromae (172), Xylaria curta (173, 174), Penicilium
citrinum (175), Fusarium sp. (175, 177) e Alternaria alternata (176, 178). Em oito
artigos foi mencionada a identificacdo molecular do fungo envolvido, cujas espécies
foram identificadas com base no ITS-rDNA (166, 168, 172, 173), analise da sequéncia
18S rRNA (167, 179), regiao 28S rDNA (174), amplificagdo por PCR do gene da B-
tubulina (131) e uma espécie fungica foi identificada com base nas caracteristicas, cor

e morfologia dos esporos (176).

5.3.2. Otimizacgado da producéao de protease

Entre os 15 trabalhos avaliados nesta revisédo, quatro realizaram estudos para
a otimizacado da sintese de proteases. Ben Mefteh et al. (166) utilizou as ferramentas
Metodologia de Superficie de Resposta e Plackett-Burman Design para otimizar a
producado de protease pelo fungo endofitico Penicillium bilaiae. Elgammal et al. (167)
e Rajput et al. (176) adotaram um procedimento para a otimizacdo da producao de
protease, pelos fungos Aspergillus ochraceus e Alternaria alternata respectivamente,
avaliando diferentes parametros como tempo de incubacéo, pH, temperatura, fontes
de carbono e nitrogénio de forma independente e mantendo outros parametros
constantes, procedimento conhecido como “uma variavel por vez”. Zaferanloo et al.
(178) aplicaram um experimento fatorial randomizado para otimizagdo da produgéo

de protease pelo fungo endofitico Alternaria alternata.
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Tabela 5: Resumo das caracteristicas descritivas dos trabalhos incluidos (n=15)

Condig¢des de Cultivo

. . o Atividade L ~
Autores/ano | Pais Planta hospedeira | Fungo endofitico o . Principais conclusdes
Fermentacio H Temperatura | Agitacdo | Tempo | e€nzimatica
thad B (°C) (rpm) | (dias)
Plackett-Burman e Metodologia de
Superficie de Resposta foram
Ben Mefteh . . S .
et al. (166) - | Tunisia | | noenix dactylitera | o Goiiim bilaiae FS 6.26 24,5 150 - HOEERE g o Pt Ufiiza s o e die
L. uU/mL cultura e das condigcGes ambientais e
2019 mostraram aumentar significativamente a
producéo de protease.
ZZLG:;::&& EE}I;Y:Z, Talaromyces flavus; A prqdugéo de-prcftez-ases extracelulare~s
Bhagobaty R " | Mortierella hyalina; Talaromyces | 0l maior no meio liquido em comparagéo
.- Osbeckia chinensis, . 0,1,2e . com meio soélido. Enzimas que néo foram
etal. (131)- | India . Paecilomyces FS - 25 120 flavus: 34.9 . o
Camellia caduca, S o 5 detectadas em ensaios bem meio sélido
2012 and Schima variabilis; Penicillium U/h/mL para alguns isolados foram detectadas em
khasiana sp- condi¢des de cultura liquida.
Elgammal o ’ 202418 Parametros fisicos e quimicos das
. Ruprechita Aspergillus +1 ico ivo ti
et al. (167) - Egito p — perg FS 8 35 150 ) . . condigbes de cultlvp t'|veram um pa~pel
202 salicifolia ochraceus BT21 U/mL importante para maximizar a producéo de
020 nossa protease.
A caracterizagdo de uma tiol-dependente
El-Khonezy . . serino protease mostra resultados
+
etal. (179) - | Egito Rurl).re.fcf;.lta ﬁ\sperglllg_si.?l FS 8 35 150 6 1843/9_5'15 promissores fazendo desta protease uma
2021 saliciiolia ochraceus m potencial candidata para uso em
formulagtes de detergentes.
Aliquotas
foram ) ) ) )
Galeano et retiradas | 12,01+1,09 ’z capaglda}de d? isolado gsperf?utl_us r;lgier
al. (168) - Brasil | Axonopus purpusii | Aspergillus niger 9-p FS - 30 110 a cada U/mL (6° © produzir proteases pode retietir o 1ato
. de gue esses fungos tém potencial como
2021 24 h0r7as dia) agentes de biocontrole.
por

dias




Continuagédo

A verticase (protease produzida pelo
fungo Verticillium sp.) é um degradador

Li et al. . Trachelospermum - . direto do coagulo de fibrina sugerindo que
(169) - 2007 China jasminoides Verticillium sp. Tj33 FS 28 160 14 ) pode ser considerada uma candidata para
o desenvolvimento de um agente
terapéutico potente.
Lindstrom Estados Acremonium A natureza regulada da proteinase Atl
et al. (170) - Unid Poa ampla Tvohi - - - - 27 U/mL sugere que sua fungdo é importante na
1994 nidos yphinum interagcdo simbidtica de fungo e planta.
O fungo endofitico Aspergillus sp. com
Matias et al. . . . . . maior atividade de protease demonstrou
(171) - 2021 Brasil Myrcia guianensis Aspergillus sp. FS 28 150 7 3,63 U/mL total eficacia na remogao do biofilme
consolidado de S. aureus.
Meshram et O fungo endofitico Lasiodiplodia
. Lasiodiplodi i .
al.(172)- | india | Aegle marmelos asiodiplodia FS 26 130 7 | 6514 UmL | Pseudotheobromaeisoladode A.
pseudotheobromae marmelos possui potencial fibrinolitico in
2016 vitro.
A protease de Xylaria curta € uma nova
Meshram et metaloprotease que possui atividade
al. (173) - India | Cathranthus roseus Xylaria curta FS 26 130 7 34,11 U/mL dupla, incluindo degradag&o direta da
2016 fibrina ou pela ativagdo do plasminogénio
tecidual.
Meshram et A protease de Xylaria curta se destaca
al. (174) - India | Cathranthus roseus Xylaria curta FES 28 - 15 103,56 U/mL | como um potencial candidato a agentes
2017 terapéuticos para terapia trombolitica.
Noor et al Os dois fungos endofiticos, Fusarium sp e
(175) - 2016 Malasia Hibiscus Fusarium sp - - - - 5284 U/mL | Penicilium citrinum, mostraram resultados

promissores como enzimas fibrinoliticas.
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Continuacéo

Noor et al Os dois fungos endofiticos, Fusarium sp e
175 2016 Malasia Hibiscus Penicilium citrinum - - - - - 2200 U/mL | Penicilium citrinum, mostraram resultados
175) - promissores como enzimas fibrinoliticas.
Alternaria alternata pode ser explorada
- industrialmente para a sintese de protease
Ra [ r rul . n
jput et a India Cupressus torulosa Alternaria alternata FS - - - 10 162 U/ml e estudos de otimizagdo podem ser
176) - 2016 D.D
(176) - -bon realizados para aumentar a produgao de
enzimatica.
A enzima fibrinolitica de Fusarium sp.
Wu et al. . . Fusarium sp. CPCC pode ser um candidato potencial para
(177) - 2009 China Crisantemo 480097 FS - 28 220 6 137 U/mL et el e 6 EiEYEEe G
trombose.
Zaferanloo . . -
- Eremophilia Alternaria alternata 69.86 BAEE A proFease de A. a]tern?ta EL 17__p°de Ser
et al. (178) - | Austrélia longifolia EL-17 FS 6,5 30 - - units/mg aplicada na fabricac&o de queijo e na
2014 '

coagulagéo do leite.

FS: fermentacdo submersa; FES: fermentacdo em estado sélido; rpm: rota¢des por minuto; (-) Dado ndo mostrado

50



5.3.3. Condicbes de cultivo

Diferentes fontes de carbono e nitrogénio foram utilizadas no meio de cultivo
dos fungos endofiticos avaliados nos trabalhos desta revisédo. Trés estudos utilizaram
0 caldo Czapek Dox ou este meio suplementado com outras fontes de nitrogénio e
carbono, como por exemplo extrato de levedura, para o cultivo dos fungos endofiticos
para induzir a producao de proteases (172, 173, 178). O fungo endofitico Verticillium
sp. cultivado no meio contendo sacarose 3%, NaNOs 0,3%, K2HPO4 0,1%, extrato de
levedura 0,1%, KCI 0,05%, MgS0Oa4-7H20 0,05% e FeSO4 0,001% obteve um atividade
proteolitica de 3775 Ul/mL (169). A atividade proteolitica encontrada por Meshram et
al. (172) no cultivo do fungo Lasiodiplodia pseudotheobroma em meio Czapek Dox,
que é composto de sacarose 30 g/L, NaNO3 3g/L, MgS040,5 g/L, KCI 0,5 g/L, FeSOa4
0,01 g/L foi de 6,514 Ul/mL. A presenca de uma fonte de nitrogénio organico (extrato
de levedura) pode ter induzido uma maior producéo de protease pelo fungo Verticillium
sp. (169). Entre os 15 trabalhos avaliados nesta revisdo, 12 realizaram o processo de
cultivo em fermentacdo submersa (FS), temperatura variando de 23 °C a 35 °C e
agitacdo de 110 a 220 rpm para o cultivo dos fungos endofiticos (131, 166-169, 171-
173, 176-179). Apenas um estudo usou fermentacdo em estado sélido (FES) para
produzir protease (174). Dois estudos ndo mencionaram o modo de cultivo utilizado
(170, 175).

5.3.4. Ensaios para quantificacao de protease

A atividade proteolitica pode ser medida por diferentes métodos usando
diferentes substratos. Quatro artigos selecionados usaram caseina como substrato
para avaliar e quantificar a atividade proteolitica (166, 168, 176, 177), em que uma
unidade de atividade de protease foi definida como a quantidade de enzima que libera
1 mol de tirosina ou tripsina por minuto de acordo com a curva padréo. Trés trabalhos
realizaram ensaio de protease utilizando azocaseina como substrato, em que uma
unidade de atividade proteolitica foi definida como ug de azocaseina hidrolisada por
minuto sob condi¢cdes de ensaio padrédo de acordo (167, 171, 179) e um trabalho
utilizou azoalbumina como substrato (170). Noor et al. (175) quantificaram a atividade

proteolitica usando um kit de quantificacdo enzimética e usou um derivado de



fluoresceina tiocarbamoil-caseina (FTC-caseina) como substrato. Zaferanloo et al.
(178) utilizaram um kit de quantificacdo de protease (QuantiCleave™ Protease Assay
Kit - Thermo-Scientific, USA). Quatro artigos realizaram ensaios especificos para
atividade fibrinolitica. Li et al. (169) performou um ensaio enzimatico adaptado de Xie
et al. (180) para quantificar atividade fibrinolitica. Trés trabalhos quantificaram a

atividade fibrinolitica por meio de ensaio em placas de fibrina (172-174).

5.3.5. Caracterizacdo enzimética

A Tabela 6 apresenta um sumario dos resultados de caracterizagdo dos 9
artigos que realizaram as analises de purificacdo e caracterizacdo da protease

produzida pelos fungos endofiticos.

5.3.5.1. pH 6timo e temperatura 6timos

A caracterizacao enzimatica quanto ao pH e temperatura 6timos foi descrita em
10 trabalhos (166, 167, 169, 170, 173-175, 177-179). O pH 6timo das proteases
produzidas variou entre 6 a 11. Seis proteases apresentaram um pH 6timo igual a 8
(167, 173-175, 177, 179). Duas proteases produzidas por Fusarium sp. (175) e
Alternaria alternata (178) apresentam um pH 6timo igual a 7. A protease produzida
pelo fungo Penicillium bilaiae apresentou um pH 6timo de 6 (166). A protease
produzida por Verticillium sp. (169) mostrou um pH 6timo entre 9 e 10 e a protease
produzida por Acremonium typhinum exibiu um pH 6timo entre 10 e 11 (170). A
temperatura 6tima das proteases relatadas nos trabalhos variou entre 25 °C e 60 °C.
As proteases produzidas por Aspergillus ochraceu (167, 179) e Xylaria curta (173,
174) mostraram uma temperatura 6tima de 50 °C e 35 °C, respectivamente. A
protease produzida por Penicillium bilaiae apresentou uma temperatura 6tima de 25
°C. Verticillium sp. produziu uma protease com temperatura otima entre 50-60 °C
(169). A proteases produzidas por Acremonium typhinum (170) e Alternaria alternata
(178) apresentam temperatura 6tima de 37 °C. A proteases produzidas por Fusarium
sp. e Penicilium citrinum apresentaram temperatura 6tima de 30 °C e 40 °C,

respectivamente (175). No trabalho desenvolvido por Wu et al. (177) foi identificado
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gue a protease produzida por outra cepa de Fusarium sp. produziu um protease com

temperatura 6tima de 45 °C.

5.3.5.2. Inibidores

Sete dos 15 trabalhos selecionados avaliaram o efeito dos inibidores nas
proteases produzidas (166, 169, 170, 173, 174, 177, 179). A protease produzida pelo
fungo Penicillium bilaiae foi completamente inibida pelo inibidor fluoreto de
fenilmetilsulfonil (PMSF), um inibidor de serino protease. Li et al. (169) identificaram
gue a protease produzida por Verticillium sp. foi totalmente inibida pelo inibidor PMSF
e parcialmente inibida por dodecil-sulfato de sodio (SDS) e ditiotreitol (DTT). A
protease produzida pelo fungo endofitico Aspergillus ochraceu (179) foi inibida pelo
PMSF, entretanto, foi estimulada pelo DTT e por B-mercaptoethanol. Esta enzima foi
classificada como tiol-dependente serino protease. Lindstrom et al. (170)
demonstraram que a protease produzida por Acremonium typhinum foi parcialmente
inibida por PMSF e dicloroisocumarina (DCI), dois conhecidos inibidores de serino
proteases. As proteases produzidas pelo fungo Xylaria curta (173, 174) em dois
trabalhos foram completamente suprimidas por inibidores conhecidos de
metaloproteases, como acido etilenodiaminotetracético (EDTA) e acido
etilenobis(oxietilenonitrilo)tetraacético (EGTA). Wu et al. (177) identificaram que a

protease produzida por Fusarium sp. foi inibida por PMSF e EDTA.

5.3.5.3. Massa molecular

Oito estudos determinaram o massa molecular das proteases produzidas pelos
fungos endofiticos (169, 170, 172-175, 177, 179). O massa molecular das proteases
encontrando nos trabalhos variou de 28 a 80 kDa, sendo que 6 apresentam massa
molecular entre 28 e 34 kDa (169, 170, 173-175, 177). O fungo Aspergillus ochraceu
apresentou a maior atividade especifica de protease encontrada com massa

molecular de 59 kDa (169).
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5.3.5.4. Sequéncia de aminoacidos N-Terminal

A sequéncia de aminoacidos N-terminal de proteases purificadas foi realizada
apenas por trés artigos. Wu et al. (177) usaram o método de Edman de degradacao
automatizado para determinar a sequéncia N-terminal de uma protease fibrinolitica. A
sequéncia N-terminal da protease produzida por Fusarium sp. (QASSGTPATIRVLVV)
pareceu diferir fortemente de outras proteases fibrinoliticas ja relatadas. A sequéncia
N-terminal de uma protease fibrinolitica produzida por Xylaria curta também foi
determinada pelo método de degradacdo de Edman automatizado. A sequéncia N-
terminal (SNGPLPGGVVWAG) mostrou diferencas em relacdo as enzimas

fibrinoliticas de fungos relatadas anteriormente (173, 174).

5.3.5.5. Parametros cinéticos

Os parametros cinéticos de proteases produzidas pelo fungo endofitico Xylaria
curta foram determinados em dois trabalhos. No primeiro trabalho desenvolvido por
Meshram et al. (174) a constante de Michaelis (Km) e a velocidade maxima de reacéo
(Vmax) da enzima purificada foram descritos como sendo 326,6 uM e 0,13 yMmin-?
respectivamente para o substrato azocaseina. Em um segundo trabalho, (173)
relataram o Km € 0 Vmax da enzima purificada iguais a 246 uM and 1,22 U/ml para
fibrina como substrato e além disso, os valores de Km € Vmax da protease foram 240,9

UM e 1,10 Ul/mL para o fibrinogénio como substrato.

5.3.5.6. Ponto Isoelétrico

O ponto isoelétrico (pl) foi determinado em dois trabalhos. Li et al. (169)
identificaram o pl de valor igual a 8,5 de uma protease fibrinolitica purificado produzida
pelo fungo Verticillium sp.. Wu et al. (177) isolou e purificou uma protease fibrinolitica

de Fusarium sp. que apresentou ponto isoelétrico de 8,1.

5.3.5.7. Termoestabilidade
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A estabilidade das proteases em relacdo a mudancas de temperatura foi
relatada em trés trabalhos. Ben Mefteh et al. (166) avaliou a termoestabilidade da
protease produzida pelo fungo Penicillium bilaiae nas temperaturas 25, 30, 40, 60 e
70 °C por 20 minutos. A protease manteve totalmente estavel por 20 minutos em 30
°C e perdeu 100% da sua estabilidade apos 10 minutos em 70 °C. Li et al. (169) aferiu
a termoestabilidade da protease produzida pelo fungo Verticillium sp. em temperaturas
variando entre 30 e 70 °C por 30 minutos. A protease perdeu 50% da sua estabilidade
em 50 °C e a 70 °C reduziu completamente sua estabilidade. EI-Khonezy et al. (179)
avaliou a termoestabilidade da protease produzida pelo fungo Aspergillus ochraceu
em uma faixa de temperaturas de 25 a 80 °C por 30 minutos. A protease purificada se
manteve estavel com a temperatura variando de 20 a 60 °C. Depois disso, a atividade
relativa da protease caiu rapidamente e a enzima perdeu 85% de sua atividade em 70
°C.

5.3.6. Purificacao

Dentre os 15 trabalhos selecionados, 9 realizaram processos parcial ou
completos de purificacdo das proteases (167, 169, 170, 172-175, 177, 179). Dois
trabalhos purificaram parcialmente as proteases produzidas por Lasiodiplodia
pseudotheobromae (172) e Aspergillus ochraceus (167) utilizando métodos de
precipitacdo com diferentes concentracdes de sulfato de amébnio e etanol
respectivamente. Em outro trabalho, a mesma protease do fungo endofitico A.
ochraceus foi totalmente purificada come¢ando com o método de precipitacdo com
sulfato de aménio seguido pela passagem em colunas cromatograficas de gel filtracdo
e de troca ibnica (Sephacryl S-200, DEAE-Sepharose e coluna CM-Sepharose,
respectivamente) (179). Lindstrom et al. (170) purificaram uma protease produzida por
Acremonium typhinum usando métodos de ultrafiltracéo (Centripep-30) e em seguida,
passagem em uma coluna de fenilboronato e finalmente, precipitacdo com metanol.
Seis trabalhos realizaram processos completos de purificagdo com precipitacao inicial
com sulfato de amonio seguido de processos cromatograficos. Li et al. (169)
purificaram uma protease fibrinolitica produzida pelo fungo Verticillium sp. aplicando

uma combinacdo sequencial de cromatografia composta pelas colunas DEAE-52
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(troca ibnica), Sephadex G-75 (gel filtracdo) e Octyl Sepharose 4 FF (hidrofébica).
Uma protease fibrinolitica produzida pelo fungo endofitico Xylaria curta foi purifica
utilizando uma coluna de gel filtragéo (Sephacryl S-300) (173, 174). Noor et al. (175)
purificaram proteases produzidas pelos fungos Fusarium sp. e Penicilium citrinum
usando uma cromatografia liquida de proteina rapida (FPLC) equipada com coluna
Hi-Prep 26/10 Desalting e Hi-Trap Benzamidine FF. Wu et al. (177) purificou uma
protease fibrinolitica produzida por outra cepa de Fusarium sp. utilizando dois
processos: passagem por uma coluna MonoQ (troca i6nica) e depois, em uma coluna

Superdex 75.
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Tabela 6: Resumo das etapas de purificacdo, caracterizagdo e propriedades cinéticas das proteases de fungos endofiticos.

Massa

Referéncia Método(s) de purificagéo Fungo endofitico Atividade Fator de molecular . onto PH Te’zmpera})tura Kin Vinax
especifica purificagdo (kDa) isoelétrico 6timo 6tima (°C) (nM)
(Ul/mg)
Elgammal et Pur|f|ca(;ao_p_arC|§1I - Fracionamento e Aspergillus 384,2+18.0 011 } ) 8 50 } )
al. (167) precipitacdo com etanol ochraceus
Precipitacédo — sulfato de amdnio
Sephacryl S-200 .
El-Khonezy ) Aspergillus ) ; )
etal. (179) DEAE-Sepharose ochraceus 111379,5+0.8 15,3 59 8 50
CM-Sepharose
Precipitacdo — sulfato de amonio
Lietal. DEAE-52 -
(169) Sephadex G-75 Verticillium sp. 3775 8,1 31 8,5 9-10 50-60 - -
Octyl Sepharose 4 FF
. Ultrafiltracdo (Centripep-30 kDa) . .
Lindstrom et : Acremonium 710 UI/ units/ng
al. (170) COll_Jr}a dg fenilboronato Typhinum protein x10° ND 34 - 10-11 37 - -
Precipitacdo com metanol
Meshram et Purificagdo parcial - Fracionamento e Lasiodiplodia 356 201 80 ) } } } )
al. (172) precipitacdo com sulfato de aménio e dialise ~ pseudotheobromae ’ ’
Meshram et Precipitacéo — sulfato de amdnio Xylaria curta 36,67 9.19 33 ) 8 35 246 1.22 Uml
al. (173) Q-sepharose
Meshram et Precipitacao — sulfato de aménio . N ) 326. 0.13 uM
al. (174) Sephacryl S-300 Xylaria curta 9,22 8,37 33 8 & 6 min-
Noor et al Precipitacédo — sulfato de amonio
(175) ' Hi-Prep 26/10 Desalting Fusarium sp. 246,92 11,2 ~34 - 7 30 - -
Hi-Trap Benzamidine FF
Noor et al Precipitacao — sulfato de aménio
(175) ' Hi-Prep 26/10 Desalting Penicilium citrinum 198,2 9,7 ~34 - 8 40 - -
Hi-Trap Benzamidine FF
Wu et al Precipitacédo — sulfato de amdnio
177) ’ Coluna MonoQ Fusarium sp. 76,111 158,5 28 8.1 8,5 45 - -

Superdex-75

(-) Dado nao mostrado



5.4.Risco de viés

Os trabalhos selecionados neste estudo foram avaliados por meio da ferramenta
GRADE, como visto na Tabela 7. Dois trabalhos foram classificados como de
qualidade muito baixa e trés como de baixa qualidade. Bhagobaty et al. (131) foi
classificado com sérias limitacdes de estudo e viés de publicacdo por usar métodos
com alto grau de interferéncia para a quantificacao de proteases. Lindstrom et al. (170)
e Rajput et al. (176) foram pontuados com limitacdo grave porque ndo mostraram o
tamanho da amostra ou o0 ensaio nao foi realizado em pelo menos triplicata. Noor et
al. (175) ndo utilizou um substrato especifico para avaliar a atividade fibrinolitica da
protease produzida pelos fungos endofiticos Fusarium sp. e Penicilium citrinum. Sete
estudos foram classificados como de qualidade moderada e trés como de alta
qualidade. Dos 15 trabalhos avaliados, nove foram pontuados como inconsistentes
por ndo apresentarem analise estatistica dos dados obtidos ou ndo citarem se 0s

testes foram realizados em triplicata.



Tabela 7: Risco de viés com base em critérios adaptados do GRADE (165).

Autor Limitacdo de estudo Inconsisténcia Evidéncia indireta Impreciséo Viés de publicacéo Qualidade Geral
Ben Mefteh et al. (166) \/ \/ y N N .
Bhagobaty et al. (131) X X V y X +
Elgammal et al. (167) y Y N N N .
El-Khonezy et al. (179) y N N N N .
Galeano et al. (168) \ y X Y V .
Li et al. (169) X X y X N .
Lindstrom et al. (170) X X S X V +
Matias et al. (171) y X X N N +
Meshram et al. (172) \ X N Incerto N ot
Meshram et al. (173) 3 X y Incerto N et
Meshram et al. (174) \ X N Incerto N i
Noor et al. (175) v X N X X +
Rajput et al. (176) V X y X X +
Wu et al. (177) v v y Incerto N -
Zaferanloo et al. (178) X v N N N ot

Fatores GRADE: v, sem limitagdes graves; X, limitacbes graves; Incerto, ndo é possivel classificar o item com base nas informacdes disponiveis. Qualidade geral: + muito baixa,

++ baixa, +++ moderada e ++++ alta.



6. DISCUSSAO

Sabe-se que a sintese de proteases por parte dos fungos acontece com a
necessidade do microrganismo em executar alguma atividade especifica no seu
habitat. Uma vez isoladas, purificadas e caracterizadas as proteases produzidas por
fungos endofiticos possuem ampla aplicacdo biotecnologica e industrial. Como
mencionado, onze diferentes géneros de fungos endofiticos foram identificados nos
artigos avaliados (Penicillium, Talaromyces, Mortierella, Paecilomyces, Aspergillus,
Verticillium, Acremonium, Lasiodiplodia, Xylaria, Fusarium e Alternaria) mostrando
uma diversidade de fungos endofiticos produtores de proteases. Meshram et al. (173)
relataram pela primeira vez a producao de uma protease fibrinolitica por espécies de
Xylaria. Nesta revisao, foram selecionados apenas estudos que apresentassem dados
guantitativos para producdo de proteases. No entanto, varios outros estudos que nao
foram incluidos nesta revisdo avaliaram qualitativamente fungos endofiticos isolados

de diversas plantas como potenciais produtores de proteases (152, 153, 181-185).

Os processos de otimizagcdo buscam encontrar a melhor condicdo aceitavel
para que determinado microrganismo produza a maior quantidade possivel da enzima
desejada. Atualmente, a andlise de variaveis por meio de metodologias estatisticas é
amplamente utilizada para otimizar a producdo enziméatica de diversos
microrganismos. Sao metodologias rapidas, faceis e bastante confiaveis (180). No
entanto, apenas dois estudos utilizaram metodologias estatisticas para otimizar a
producdo de proteases por fungos endofiticos (186). Ben Mefteh et al. (166)
otimizaram a produc¢éo de protease do fungo endofitico Penicillium bilaiae utilizando
dois métodos, Plackett-Burman Design e Box Behnken Design (metodologia de
superficie resposta). Um aumento de 1086 vezes na producdo de protease foi obtido
apos a otimizacao. Neste trabalho, a ferramenta Plackett-Burman Design foi utilizada
para encontrar as variaveis significativas que influenciam a produgéo de protease. Em
seguida a ferramenta Box Behnken Design foi adotada para descobrir 0s niveis 6timos
de cada variavel e a interagdo delas no rendimento da produgdo de protease.
Zaferanloo et al. (178) aplicaram um experimento fatorial randomizado para
otimizacao da producéo de protease pelo fungo endofitico Alternaria alternata, porém
0 estudo de otimizagdo nao foi feito com planejamento fatorial. O uso de técnicas

estatisticas sdo ferramentas melhores para otimizar a producéo de enzimas do que o



método tradicional de uma variavel por vez, pois permitem avaliar ndo so a influéncia
individual que cada fator exerce na producdo de enzimas, mas também a interacédo

entre eles.

Grande parte do custo de producdo de enzimas por microrganismos se deve
ao meio de fermentacao. A producédo de proteases por microrganismos € influenciada
pelos componentes presentes nos meios de cultura, principalmente pelas fontes de
carbono e nitrogénio, ions metalicos, alguns fatores fisicos (pH e temperatura) e
tempo de incubacdo. A sintese de proteases extracelulares também ¢é influenciada
pela qualidade da fonte de nitrogénio no meio de fermentag&o. A maneira como cada
fungo utiliza as fontes de carbono e nitrogénio é individual e depende de diversos
fatores. Sabe-se que as proteases geralmente sdo produzidas na fase estacionéaria de
crescimento e, portanto, fontes de carbono e nitrogénio exercem efeitos regulatorios

sobre a sintese de enzimas (15, 187).

Dois trabalhos utilizaram o Czapek Dox como meio de cultivo que contém
sacarose como fonte de carbono e nitrato de s6dio como fonte inorganica de nitrogénio
(172, 173). O trabalho de Meshram et al. (174) foi o Unico que utilizou a técnica de
fermentacdo em estado solido e avaliou a influéncia de diferentes residuos
agroindustriais (farelo de arroz, farelo de trigo, casca de ovo, casca de laranja e casca
de banana) na producdo de enzimas pelo fungo Xylaria curta. Quatro trabalhos
avaliaram o efeito de diferentes fontes de carbono e nitrogénio na producdo de
protease. Ben Mefteh et al. (166) encontraram manose e extrato de malte como a
melhor fonte de carbono na producdo de protease pelo fungo Penicillium bilaiae.
Elgammal et al. (167) mostraram a dextrina como melhor fonte de carbono e peptona
como a melhor fonte de nitrogénio para a producéo de protease pelo fungo Aspergillus
ochraceus. Dois estudos que avaliaram as melhores fontes de carbono e nitrogénio
para a producédo de protease pelo fungo Alternaria alternata constataram glicose e
soja como a melhor fonte de carbono e extrato de levedura como a melhor fonte de
nitrogénio (176, 178). Fontes inorganicas de nitrogénio ndo foram identificadas como
melhores fontes por nenhum trabalho. De acordo com Kumar et al. (188) fontes de
nitrogénio inorgéanico rapidamente metabolizadas podem inibir a producdo de

enzimas.
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Além das fontes de carbono e nitrogénio, fatores fisicos também influenciam na
inducdo ou repressdo da producdo de protease, como pH inicial, temperatura,
velocidade de agitacdo e tamanho do in6culo. O pH do meio de cultura regula a
sintese enzimatica de microrganismos pois pode modificar a estabilidade dos
substratos do meio e causar a desnaturagéo das enzimas, fazendo com que a enzima
perca sua atividade catalitica (189). A temperatura e velocidade de agitacdo s&o
fatores que regulam tanto a produtividade enzimatica quanto a morfologia dos fungos.
Temperaturas baixas por exemplo, podem reduzir drasticamente o metabolismo dos
fungos e temperaturas altas podem causar dano celular. A velocidade de agitacéo
baixa pode interferir na captacao dos nutrientes pelo fungo enquanto velocidades altas
também podem causar dano celular as células do fungo por choque. O tamanho do
inoculo pode regular a producdo enzimatica pois quantidades grandes de inoculo
podem levar a uma competicao por nutrientes e reducéo do oxigénio dissolvido (167).
Trés trabalhos realizaram ensaios para identificar se algum parametro fisico
influenciou negativamente ou positivamente a producao de proteases pelos fungos
endofiticos. Ben Mefteh et al. (166) avaliaram a influéncia da temperatura inicial e do
pH do meio na producéo de protease do fungo endofitico Penicillium bilaiae. Elgammal
et al. (167) realizaram testes para medir o efeito do pH inicial, temperatura, nivel de
in6culo e agitacdo na producdo de protease pelo fungo endofitico Aspergillus
ochraceus. Meshram et al. (174) analisaram como 0s parametros temperatura, tempo
de incubacédo e tamanho do inoculo influenciam na producéo de proteases do fungo
endofitico Xylaria curta.

A descoberta de novas fontes produtoras de proteases, como fungos
endofiticos, pode ser uma boa estratégia para produzir essas enzimas em nivel
industrial. A producdo de uma ampla gama de proteases com diferentes
caracteristicas fisico-quimicas implica na ampla aplicabilidade dessas enzimas na
industria alimenticia, farmacéutica, téxtil, de papel e de produtos sanitizantes. Por
exemplo, as proteases alcalinas podem ser usadas como compostos bioaditivos nas
industrias téxteis, alimenticias e para aumentar o poder de produtos sanitizantes (190,
191). Nesta reviséo, Li et al. (169) e Lindstrom et al. (170) encontraram proteases
alcalinas fungicas com pH 6timos entre 8 e 11, porém, ndo apresentaram ensaio para

a aplicacao dessas enzimas. El-Khonezy et al. (179) identificou uma protease alcalina
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produzida pelo fungo Aspergillus ochraceus que se mostrou estavel em detergentes
comerciais, indicando sua compatibilidade como bioaditivo em detergentes. Os
trabalhos publicados por Meshram et al. (173), Meshram et al. (174), Noor et al. (175)
e Wu et al. (177) demonstraram a aplicacdo de proteases alcalinas fibrinoliticas com

pH 6timo de 8.

Os parametros cinéticos, bem como a estabilidade térmica e o ponto isoelétrico
foram apresentados em alguns trabalhos (166, 169, 173, 174, 177, 179). A
caracterizacao enzimatica é importante para avaliar a aplicagdo econémica e industrial
dessas enzimas. E de fundamental importancia entender o funcionamento e as
caracteristicas de cada protease para aplica-las em processos de magnitude industrial
(65).

A atividade enzimética deve ser avaliada analisando o substrato da reacéao e o
tipo de protease. A caracterizacdo em serina, cisteina ou metaloprotease pode ser
realizada por meio de testes com inibidores, conforme demonstrado Ben Mefteh et al.
(166), ElI-Khonezy et al. (179), Li et al. (169), Lindstrom et al. (170), Meshram et al.
(173), Meshram et al. (174) e Wu et al. (177). A inibicdo ou ativacdo que alguns
compostos quimicos exercem sobre as enzimas é uma ferramenta muito utilizada para
elucidar a natureza bioquimica das enzimas purificas como sua estrutura e seu
mecanismo de acdo. Nos trabalhos desenvolvidos por Meshram et al. (173), Meshram
et al. (174), por exemplo, foi identificado uma metaloprotease fibrinolitica produzida
pelo fungo Xylaria curta, e segundo o proprio autor, a natureza de metaloprotease da
enzima ir4 protegé-la do ataque da serpina, uma proteina que geralmente tem como

alvo as serino proteases envolvidas na coagulacédo do sangue.

Para a caracterizacdo de biofarmacos, a andlise da sequéncia N-terminal é
tipicamente usada para confirmar a identidade da proteina. Ele fornece informacdes
complementares para a analise de massa precisa de proteinas intactas e
subunidades. De acordo com Luo et al. (192), a analise da sequéncia N-terminal de
proteinas permite uma comparacdo posterior com proteinas ja estudadas em
trabalhos anteriores. A exame da sequéncia N-terminal da protease fibrinolitica
encontrada por Meshram et al. (173), Meshram et al. (174) permitiu a descoberta de
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uma enzima bifuncional sem homologia com as proteases fibrinoliticas depositadas

nas bases de dados.

O processo de purificacdo de proteinas em geral envolve uma série de acdes
para o isolamento de uma proteina especifica presente em uma mistura complexa e a
remocao de compostos indesejados. Um processo de purificacéo ideal deve ser feito
com o minimo de passos possiveis para evitar perda da proteina desejada e ser um
processo de baixo custo, porém 0s processos a serem utilizados vao depender da
aplicacao final da enzima. O nivel de pureza de uma determinada protease vai
depender da area que sera utilizada, assim, proteases que serdo destinadas para uso

terapéutico devem possuir um maior nivel de pureza (159).

O primeiro passo para a recuperacao de proteases extracelulares envolve a
separacdo da biomassa celular e do caldo de fermentacdo onde se encontra as
proteases. O préximo passo, envolve a concentracdo das proteases que pode ser feita
através de métodos de filtracdo ou precipitacdo. Nas etapas seguintes, geralmente,
sado feitos procedimentos que envolvem cromatografia em coluna (193). Entre os
trabalhos selecionados, dois realizaram um purificacdo parcial das proteases, que
envolveu processos de precipitagdo com etanol (167) e precipitagdo com sulfato de
amonio seguido por dialise (172). A precipitacdo de proteinas com sulfato de aménio
€ mais utilizada por ser um processo simples, barato e possuir um nivel consideravel
de purificacéo e recuperacao das proteinas (159). Seis estudos aplicaram métodos de
precipitacdo de sulfato de aménio seguidos por processos cromatograficos usando
cromatografia de troca ibnica, cromatografia de exclusao de tamanho (169, 173, 174,
177, 179) e cromatografia de afinidade para purificacdo de enzima (175). Um estudo
utilizou métodos de ultrafiltracdo (Centripep-30) seguido de passagem em coluna de

fenilboronato e finalmente precipitagdo com metanol (170).

Conforme mencionado, as proteases sdo constantemente utilizadas pela
industria farmacéutica para a producdo de cosméticos e medicamentos.
Recentemente, fungos endofiticos tém sido usados como precursores para a
producdo de proteases com potencial acéo fibrinolitica que podem desempenhar um
papel importante na terapia trombolitica. Entre os trabalhos desta revisdo, seis

exploraram o potencial dos fungos endofiticos para a producdo de proteases
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fibrinoliticas. Os fungos endofiticos Verticilium sp. (169), Lasiodiplodia
pseudotheobromae (172), Xylaria curta (173, 174), Fusarium sp. (175, 177) e
Penicilium citrinum (175) foram capazes de produzir proteases fibrinoliticas, com
potencial aplicacdo industrial na formulacdo de agentes usados em terapia

trombolitica.
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7. LIMITACOES

Apébs a andlise dos trabalhos incluidos nesta revisdo, alguns pontos precisam
ser considerados. Dentre os trabalhos selecionados, apenas dois realizaram
processos de otimizacdo enzimatica. Os dois trabalhos otimizaram a producao de
enzimas com auxilio de técnicas estatisticas mostrando que as metodologias
estatisticas devem ser mais utilizadas em processos de otimizacdo, uma vez que,
avaliar o efeito de parametros fisicos e quimicos utilizando o método de uma variavel
de cada vez, na visado dos revisores desta revisdo, apenas avalia os efeitos individuais
destes parametros na producdo de enzimas e ndo otimiza realmente a producéo. A
ferramenta GRADE utilizada para avaliacdo da qualidade dos trabalhos foi adaptada
para estudos in vitro, uma vez que nenhuma outra metodologia especifica para analise
de qualidade foi desenvolvida até o momento. Apenas trés estudos foram
classificados como de alta qualidade, mostrando que a maioria dos estudos avaliados
apresentava algum viés de risco ou nao foi capaz de responder integralmente as

guestdes de revisdo definidas nesta revisao sistematica.
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8. CONCLUSAO

Esta revisdo sistematica apontou diferentes espécies de fungos endofiticos
como excelentes produtoras de proteases, com potenciais aplicacdes em diversos
segmentos industriais. O género Penicillium foi 0 mais citado entre os onze diferentes
géneros de fungos endofiticos avaliados nos trabalhos selecionados, seguido por
Aspergillus, Alternaria e Xylaria. Sabe-se que o uso de metodologias estatisticas sdo
as melhores ferramentas para otimizar as condi¢des de crescimento para producao
de enzimas, entretanto, apenas duas utilizaram metodologias estatisticas para
otimizar a producgao de protease. Isso demonstra a caréncia de estudos que utilizem
técnicas mais eficazes para melhorar o rendimento das proteases para que possam
ser produzidas em larga escala. A caracterizacdo da enzima é um processo
importante que é realizado para entender as funcionalidades e caracteristicas de uma
protease para avaliar seu potencial econémico e industrial. Nos artigos avaliados,
diferentes fontes de carbono e nitrogénio foram utilizadas nos meios de cultura. Isso
infere que os fungos endofiticos podem produzir proteases com uma ampla variedade
de fontes de carbono e nitrogénio. Seis estudos comprovaram a capacidade de alguns
fungos endofiticos de produzirem proteases fibrinoliticas, demonstrando que os
fungos endofiticos podem ser explorados como produtores de proteases fibrinoliticas
para posterior producdo de agentes usados na terapia trombolitica. Portanto,
observou-se o grande potencial dos fungos endofiticos como fonte de proteases com

potencial aplicacao na industria farmacéutica.
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Anexo 1: Estratégias de busca com palavras-chave e termos MeSH apropriados.

Base da dados

Pesquisa

PMC (10 de setembro de
2021)

(("peptide hydrolases"[MeSH Terms] OR ("peptide"[All Fields] AND
"hydrolases"[All Fields]) OR "peptide hydrolases"[All Fields] OR "protease"[All
Fields]) OR ("peptide hydrolases"[MeSH Terms] OR ("peptide"[All Fields] AND

"hydrolases"[All Fields]) OR "peptide hydrolases"[All Fields] OR ("proteolytic"[All
Fields] AND "enzyme"[All Fields]) OR "proteolytic enzyme"[All Fields]) OR

("peptide hydrolases"[MeSH Terms] OR ("peptide"[All Fields] AND
"hydrolases"[All Fields]) OR "peptide hydrolases"[All Fields] OR "peptidase"[All
Fields]) OR ("peptide hydrolases"[MeSH Terms] OR ("peptide"[All Fields] AND
"hydrolases"[All Fields]) OR "peptide hydrolases"[All Fields] OR "proteinase"[All
Fields])) AND ((endophytic[All Fields] AND (“fungi"[MeSH Terms] OR "fungi"[All

Fields] OR "fungus"[All Fields])) OR (endophytic[All Fields] AND
("microbiology"[Subheading] OR "microbiology"[All Fields] OR "fungi"[All Fields]
OR "fungi"[MeSH Terms])) OR mycoendophyte[All Fields])

PubMed (10 de setembro
de 2021)

(protease OR proteolytic enzyme OR peptidase OR proteinase) AND
(endophytic fungus OR endophytic fungi OR mycoendophyte)

Scopus (10 de setembro de
2021)

(((((protease) OR proteinase ) OR peptidase) OR proteolytic AND enzy
me)) AND ( ( (endophytic AND fungi) OR endophytic AND fungus) OR m
ycoendophytics ) AND ( LIMIT-TO (DOCTYPE, "ar") OR LIMIT-

TO (DOCTYPE, "sh"))

Science Direct (10 de
setembro de 2021)

(protease OR proteolytic enzyme OR peptidase OR proteinase) AND
(endophytic fungus OR endophytic fungi OR mycoendophyte) — Limited to:
Research articles, Discussion, News, Short communications and Other

Web of Science (10 de
setembro de 2021)

#1 TS=(protease OR proteolytic enzyme OR peptidase OR proteinase) AND #2
TS=(endophytic fungus OR endophytic fungi OR mycoendophyte) COMBINE #1
and #2

Google Scholar (10 de
setembro de 2021)

(protease OR proteolytic enzyme OR peptidase OR proteinase) AND
(endophytic fungus OR endophytic fungi OR mycoendophyte)
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Anexo 2: Artigos excluidos e razdes para exclusdo (n=55).
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Lindstrom et al. (222)

Liu et al. (223)

Lopez-Llorca et al. (224)

Lumyong et al. (225)

Maccheroni et al. (226)

Razdes de exclusao:

1) estudos realizados com fungos nao-

endofiticos;

2) artigos com apenas estudos
qualitativos de screening ou que néo
mediram a atividade proteolitica

guantitativamente;

3) revisdes, cartas, opinides pessoais,

capitulos de livros e conferéncias;

4) estudos que ndo mencionam a
producdo de proteases por fungos

endofiticos;

5) estudos escritos em lingua néo-

inglesa.

Martins et al. (227)

Meshram et al. (183)

Mishra et al. (228)

Monteiro et al. (229)

Orlandelli et al. (230)

Prathyusha et al. (231)
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Seshagiri et al. (236)

Sharma et al. (237)
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Sopalun et al. (185)

Sopalun et al. (239)

Swetha et al. (240)

Wu et al. (241)

Zaferanloo et al. (155)
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