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Figura 2. Atividade antimicrobiana de pools de peptideos bioativos de leite bovino (B) e caprino (G)
gerados por hidrélise com proteases de Aspergillus oryzae (ATCC 1003) (O) e Aspergillus flavipes (ATCC
16814) (F) parcialmente purificadas a 40%, 60% e 80% por salting-out e produzidas por fermentacdo em
estado solido. (A) Atividade antibacteriana por difusdo em disco. (B) GO80 contra Pseudomonas
aeruginosa, BO80 contra Salmonella Enteritidis, com gentamicina 10 ug (controle positivo); GF80 contra
Candida albicans, com anfotericina B a 2 mg mL-" (controle positivo). (C) Porcentagem de inibicdo do
crescimento (Gl%) contra Staphylococcus aureus. (D) Gl% contra Escherichia coli. (E) Atividade
antifungica por difuséo em disco. Os valores foram apresentados como médias £ DP, p<0,05 (Modelo
Linear Generalizado com Distribuigdo Gama). Diferengas significativas (*) entre os maiores e menores
halos de inibicdo no ensaio de difusdo em disco e a melhor concentragéo de peptideos para Gl%............ 85

Figura 3. Capacidade de Absorcao Radical de Oxigénio (ORAC) de pools de peptideos bioativos (BaPs)
isolados de leite bovino (B) e caprino (G) hidrolisados com proteases fungicas de Aspergillus oryzae
(ATCC 1003) (O) e Asperyillus flavipes (ATCC 16814) (F) parcialmente purificado a 40%, 60% e 80%
através de fermentacao em estado solido, branco (controle negativo- produzido com proteases inativadas)
e acido ascorbico (controle positivo). Amostras estatisticamente diferentes foram representadas por letras
diferentes, b (valores comparados ao branco). As medidas foram comparadas por teste de Tukey-Kramer
P < 0,05 (* 7 entre @amOSIras: * < ™ K™ ™) s 88

Figura 4. Spots de SDS-poliacrilamida 2D-PAGE (pl 3 a 10) de peptideos isolados de leite de bovino (B) e
de cabra (G), que foram hidrolisados com proteases fungicas de Aspergillus oryzae (ATCC 1003) (O) e
Aspergillus flavipes (ATCC 16814) (F) - parcialmente purificada a 40% e 80% pelo método de salting-out e
derivada de proteinas do leite caracterizadas por espectrometria de massa ESI-MS/MS. (a) BO40: (1 e 2)
albumina; (3) a-s1-caseina, queratina Il; (4 e 5) B-lactoglobulina; (6) a-lactalbumina, B-lactoglobulina; (7) o-
lactalbumina. (b) BO80: (8 e 9) a-s1-caseina; (10) B-lactoglobulina; (11 e 12) a-s2-caseina; (13, 14 e 15) -
lactoglobulina; (16) queratina II; (17) a-lactalbumina. (c) GF40: (18) albumina; (19, 20 e 21) a-s2-caseina;
(22). a-s1-caseina, B-caseina; (23). a-si1-caseina, a-s2-caseina, PB-caseina; (24, 25, 26 e 27) B-
lactoglobulina; (28) a-lactalbumina; (29 e 30) k-caseina; (31) B-caseina. d) GO40: (32) a-s1-caseina; (33)
a-s1-caseina, -caseina; (34 e 35). a-s2-caseina, B-caseina; (36 e 37) k-caseina; (38) B-lactoglobulina;
(39) Q-1aCTAIDUMING. ........oieeeiccct ettt b et bbb bbb sae b st s en s s 91

Figura 5. Caracterizagao por espectrometria de massas (ESI-MS/MS) de peptideos bioativos obtidos da
hidrélise do leite bovino (B) e caprino (G) com proteases fungicas de Aspergillus oryzae (ATCC 1003) (O)
e Aspergillus flavipes (ATCC 16814) (F) parcialmente purificado a 40%, 60% e 80% por salting out e
produzidas por fermentagdo em estado sélido com substrato de farelo de trigo conduzido. A-alanina. R-
arginina. N-asparagina. D- &cido aspartico. C-cisteina. Q-glutamina. E-acido glutdmico. G-glicina. H-
histidina. |- isoleucina. L-leucina. K-lisina. M-metionina. F-fenilalanina. P-prolina. Serina. T-treonina. W-
triptofano. Y-tirosina. V-ValiNa..........c.c.cciiiiiiiiiiicceeceeee ettt e s 92

16



CAPITULO 3
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partir da agéo proteolitica de proteases de Aspergillus oryzae (ATCC 1003) geradas a partir de fermentagéo
em estado solido. (A) Atividade antifingica (ensaio de difusdo em disco) de HMBaPs contra Candida
albicans. Proteases inativadas como controle negativo e anfotericina B (2 mg mL-") como controle positivo.
(B) Atividade antibacteriana (ensaio de difusdo em disco) de HMBaPs contra Salmonella Enteritidis.
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Figura 1. Atividade pitiunstatica de pools de peptideos bioativos derivados de leite (LbaPs) bovino, caprino
e humano, produzidos por hidrolise com proteases fungicas de Aspergillus oryzae (ATCC 1003)
produzidas por Fermentagdo em Estado Sdlido com farelo de trigo como substrato e purificadas
parcialmente por salting-out (A). Inibicdo do crescimento de Pythium insidiosum por LBaPs de leite
humano produzidos com proteases parcialmente purificadas a 80% (B). Inibicdo do crescimento de
Pythium insidiosum por LBaPs de leite bovino produzidos com proteases parcialmente purificadas a 40%
(B). Inibigdo do crescimento de Pythium insidiosum por LbaPs de leite caprino produzidos com proteases
parcialmente purificadas a 40% (B). Inibicdo do crescimento de Pythium insidiosum por LBaPs de leite
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PREAMBULO

Peptideos bioativos sdo moléculas de interesse biotecnoldgico que podem apresentar
propriedades bioldgicas peculiares. Essas moléculas precisam ser geradas a partir das proteinas
parentais para que consigam desempenhar seu papel, o que é possivel in vitro por meio de
hidrélise por proteases — enzimas que mobilizam grande interesse industrial em virtude de seu
vasto repertdrio de aplicacOes. As proteases podem ser produzidas por Fermentacdo em Estado
Sélido (FES), um bioprocesso no qual micro-organismos podem ser inoculados em substratos
proteicos, inclusive residuos agroindustriais, o que lhe confere vantagens pelo carater

sustentavel e econémico.

A presente tese de doutoramento visou a producdo de peptideos bioativos por acao
proteolitica de enzimas obtidas por FES, com subsequente determinacdo das atividades
antimicrobiana e antioxidante dessas moléculas, além de caracterizacdo protedmica dos
segmentos peptidicos formados. Esta dividida em quatro capitulos, visando melhor
apresentacdo e clareza. O primeiro consiste em uma revisao de literatura sobre peptideos
bioativos produzidos por acdo de proteases obtidas por FES. No segundo capitulo é
apresentado um trabalho publicado na revista Food Chemistry (ISSN: 0308-8146, fator de
impacto 4.946 - CAPES Qualis Al, area de Biotecnologia), que aborda a obtencao,
caracterizacdo protedmica e determinacao de atividades biolégicas de peptideos derivados de
leite caprino e bovino obtidos por acao proteolitica das enzimas fungicas produzidas por FES. O
terceiro capitulo apresenta um trabalho que sera submetido como comunicac¢do rapida para a
mesma revista do capitulo 2, o qual foi realizado de forma semelhante ao do segundo capitulo,
mas utilizando leite humano. No quarto capitulo é apresentado o trabalho “Método de obtengdo
de peptideos bioativos inibidores de Pythium insidiosum”, no qual relatamos a capacidade de

peptideos produzidos em inibir o crescimento de Pythium insidiosum, um pseudo-fungo
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causador da doenca negligenciada pitiose. Esse Ultimo estudo resultou em comunicacdo de
patente, que esta em fase de depdsito pela Agéncia Unesp de Inovacdo (AUIN) na ocasido de

redacdo desta tese.

20



CAPITULO 1

“Peptideos bioativos produzidos por acao de proteases obtidas

por fermentacdao em estado sélido: Uma revisao”
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Capitulo 1
RESUMO
A fermentacdo em estado sdélido (FES) é um bioprocesso especialmente adequado para
obtencdo de produtos de alto valor biotecnolédgico, tais como enzimas resultantes do
metabolismo de micro-organismos. E particularmente interessante para fungos filamentosos,
gue sdo adaptados ao sistema, crescendo em substratos sélidos com baixo ou nenhum teor de
agua livre. A FES oferece diversas vantagens em relacdo a fermentacdo submersa, com
destaque para a sustentabilidade e economia do processo pelo baixo consumo de agua e a
aproveitamento de residuos agroindustriais, que podem ser utilizados como substratos e sdo
amplamente disponiveis. Mundialmente, a demanda industrial por enzimas estd em ascensao:
movimentou USD 4,4 bilhdes em 2015 e possui crescimento estimado em 7,8% (USD 2 bilhdes)
para 2015-2020. As enzimas obtidas por FES apresentam elevada versatilidade, relacionada as
diferentes capacidades hidroliticas e propriedades bioquimicas, cujas enzimas proteoliticas
produzidas por esse sistema podem ser aplicadas na producdo de fragmentos proteicos com
atividades bioldgicas distintas capazes de beneficiar a salde humana e animal, denominados
peptideos bioativos. Ja foram obtidos peptideos bioativos com agdes antimicrobiana,
antioxidante, antihipertensiva, imunomodulatéria, opidide e antineopldasica. E reportado que
estes compostos podem ser mais seletivos quando comparados a outras pequenas moléculas
empregadas como farmacos. O leite é uma das principais fontes de obtencdo de peptideos
relativamente seguros para consumo. Assim, esta revisao aborda o uso de FES para gerar
proteases e aplicd-las na producdo de peptideos bioativos com propriedades biolégicas

biotecnologicamente interessantes, de forma custo-efetiva e sustentavel.

Palavras-chave: Compostos Bioativos, Antimicrobianos, Antioxidantes, Antineopldsicos,

Proteases Fungicas.
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Capitulo 1
ABSTRACT
Solid-state fermentation (SSF) is a bioprocess especially suited to produce high-value
biotechnology products, such as enzymes from microorganisms. It is particularly interesting for
filamentous fungi, which are well-adapted to SSF because they grow on solid substrates with
little or no free water content. SSF offers several advantages compared to submerged
fermentation, notably due to the low water consumption and the use of agroindustry wastes,
which can be used as substrates and are widely available. Worldwide, industrial demand for
enzymes is on the rise: it moved USD 4.4 billion in 2015, and it has an estimated growth of 7.8%
(USD 2 billion) for 2015-2020. The enzymes obtained by SSF have high versatility because of
their different biochemical properties. Proteolytic enzymes produced by this system can be
applied to produce bioactive peptides, which are protein fragments that may be used in
applications to benefit human and animal health and wellbeing. Bioactive peptides with
antimicrobial, antioxidant, antihypertensive, immunomodulatory, opioid, and antineoplastic
actions were already described, and these compounds may be more selective compared to
other small molecules used as medical drugs. Milk is one example of promising sources for
production of biopeptides that are safe to use. This review addresses the use of SSF to generate
proteases and to apply them in the production of bioactive peptides with biotechnological

value, in a cost-effective and sustainable way.

Keywords: Bioactive Compounds, Antimicrobials, Antioxidants, Antineoplastics, Fungal

Proteases.
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Capitulo 1

1 INTRODUCAO
Peptideos bioativos sdo fragmentos proteicos capazes de atuar de forma benéfica a
saude humana e animal por agir em diversos sistemas corporais de modo semelhante a
medicamentos e hormdnios (NONGONIERMA & FITZGERALD, 2018). Podem apresentar diversas
atividades biolégicas, tais como ac¢bes antimicrobiana, antioxidante, antihipertensiva,
imunomodulatéria, opidide e antineoplasica (HERNANDEZ-LEDESMA et al., 2011). O estilo de
vida atual estd aumentando os casos de doencas cronicas ndo transmissiveis, como obesidade,
diabetes, hipertensdo e canceres, ocasionando em elevacdao dos indices de mortalidade,
morbidade e prejuizo socioeconémico (WHO, 2005), tornando-se necessaria a busca por novas

moléculas capazes de promover saude.

Terapias baseadas em peptideos isolados de leite sdo consideradas promissoras em
virtude do potencial terapéutico dessas moléculas que podem ser mais seletivas quando
comparados a outras pequenas moléculas empregadas como farmacos, além de serem
relativamente seguras devido ao contato prévio do organismo de mamiferos com o leite
durante seu desenvolvimento pds-natal (NIELSEN et al., 2017). O leite € um dos alimentos mais
ricos em proteinas de grande variedade estrutural e funcional, exercendo fungao nutricional e
desencadeando respostas fisioldgicas. Estas caracteristicas tornam esse alimento uma das
fontes mais promissoras para a obtencdo de peptideos bioativos de interesse biotecnolégico
(KORHONEN, 2009; LIVNEY, 2010). Contudo, o usufruto dos beneficios dessas moléculas requer
hidrdlise das proteinas parentais para gera¢ao dos peptideos responsaveis pelas propriedades

bioldgicas desejadas (NONGONIERMA & FITZGERALD, 2018).

O uso de enzimas como substitutos para procedimentos quimicos apresenta vantagens

e limitagdes a serem consideradas. Ainda é desafiador obter hidrélise total de uma proteina

25



Capitulo 1
empregando enzimas de modo exclusivo, por exemplo. Além disso, alteracdes estruturais em
proteinas pode alterar a funcdo da enzima, causando degradacdo da mesma, inibicdo ou limitar
a atividade enzimatica (MILDNER et al., 1994). Por outro lado, as rea¢des enzimdticas sdo
vantajosas por serem mais brandas em relacdo aos procedimentos quimicos, sdo apropriadas
sob a perspectiva ambiental, mantém o valor nutricional dos substratos proteicos e sdo menos
sujeitas a reacdes secundarias (CASTRO et al., 2011; TAVANO, 2013; EL-SALAM & EL-SHIBINY,

2017).

Proteases fungicas podem ser aplicadas na producdo de diversas biomoléculas de alto
valor agregado, inclusive peptideos bioativos de leite (CICERO et al.,, 2017). As enzimas
proteoliticas originadas de fungos podem ser produzidas por fermentacdo em estado sdlido
(FES), um método que apresenta multiplas vantagens biotecnoldgicas e econdmicas quando
comparado a fermentagdo submersa (VISHWANATHA et al.,2010; CASTRO & SATO, 2014).
Digno de nota, a FES tem carater sustentavel por necessitar de pouca agua livre no sistema e
poder utilizar residuos agroindustriais como substrato (CASTRO & SATO, 2014).

Diversos fragmentos de peptideos bioativos podem ser gerados com a aplicagcdo de
enzimas proteoliticas em processos biotecnoldgicos que utilizam leite, de modo que é
recomendavel efetuar analise proteémica para investiga¢do dos produtos obtidos (GIACOMETTI
& BURETIC- TOMUANOVIC, 2017; SANCHEZ-RIVERA et al., 2014). Essa abordagem protedmica
possibilita caracterizar e quantificar proteinas e suas modificacdes pds-traducionais,
propiciando compreensdo da expressao génica global pela andlise das proteinas geradas (GYGI
et al., 1999). Segundo Vispo et al. (2004), a analise proteémica pode auxiliar, por exemplo, na
identificacdo de proteinas expressas por um organismo numa determinada condicdo
(protedmica descritivas ou estruturais), nas alteracdes no nivel de expressdo da proteina

associado com altera¢cdes nas condicdes dos organismos (protedmica comparativa), nos
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Capitulo 1
conjuntos de identificacdo funcionais de proteinas (e.g., grupo de proteinas que estdo
localizadas em mesmo sitio celular e operando em mutua interagdo - proteémica funcional) e
identificacdo de proteinas constituintes de organelas celulares.

O principio da técnica de analise proteémica consiste em extracdo de proteinas,
sepracdao (e.g., cromatografia e eletroforese), quantificacdo e identificacdo e analise por
espectrometria de massas (SALVATO & CARVALHO, 2010). Entre os métodos, destacam-se a
eletroforese bidimensional e a espectrometria de massas por eletrospray (ESI). A separacdo de
proteinas por eletroforese bidimensional baseia-se na fragmentacdo em duas dimensGes
diferentes em gel de poliacrilamida, sendo primeiramente separadas com base em focalizacdo
isoelétrica (Isoelectric focusing - |EF), na qual as proteinas migram até o ponto onde a carga é
nula e subsequentemente sdo separadas de acordo com suas massas moleculares. A técnica
tem elevada sensibilidade, de modo que a obtencdo de resultados consistentes, com alta
reprodutibilidade e confiabilidade, requer preparacdo criteriosa das amostras, com extracdo
das proteinas em tampdes especificos, precipitacio dessas proteinas, concentragdo e
eliminagdo de potenciais interferentes (VISPO et al., 2004; WITTMANN-LIEBOLD et al., 2006).

A espectrometria de massas, por sua vez, € uma poderosa técnica analitica que
identifica compostos de acordo com as fragmentag¢Ges que ocorreram nas ligacdes peptidicas
apods a digestdo enzimatica, resultando em picos no espectro gerado na relagdo entre massa
(m) e carga (z). A diferenca de massa entre os picos é utilizada para reconstruir a sequéncia de
aminoacidos, elucidando a estrutura primaria do peptideo. O desenvolvimento de duas técnicas
de ionizacdo suave (“soft”), como a ESI, possibilita a determinacdo precisa de massas de
compostos com alto e baixo peso molecular (AZEVEDO, 2004; WILSON & WALKER, 2010).

Tendo por base as informacdes oferecidas, nas se¢des subsequentes serd explorada a

producdo de proteases por fermentacao para aplicacdo na producao de peptideos bioativos de
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Capitulo 1
interesse biotecnoldgico, abordando as possiveis aplicacdes desses produtos e as possibilidades

de novas tecnologias e patentes.

2 PROTEASES

Proteases sdo enzimas ubiquas que atuam na hidrélise de proteinas, transformando-as
em peptideos ou aminoacidos livres (RAO et al., 1998; TAVANO, 2013; SHARMA et al.; 2017). As
proteases tem especificidade ao substrato, que esta relacionada com os aminoacidos
envolvidos nas ligacdes peptidicas, e confere a estas enzimas diferentes propriedades (SANTOS

E KOBLITZ, 2008).

Resultados promissores foram observados na aplicacdo de proteases em diversos
setores industriais, incluindo o setor alimenticio (e.g., no melhoramento de ragbes animais),
farmacéutico, cosmético, para producdo de couro e detergentes, biocombustiveis,
biorremediadores, biosurfactantes, acidos organicos, na area médica e na producdo de
compostos bioativos (HERNANDEZ-LEDESMA et al., 2011; KOUSHKI et al., 2011; KEERTI et al.,

2014).

2.1 Classificagoes

As proteases pertencem ao grupo 3 (hidrolases) e subgrupo 4, de acordo com a Enzyme
Commission (EC) (WEBB, 1992)- classificacdo atribuida pela Nomenclature Committee of the
International Union of Biochesmistry and Molecular Biology - sendo classificadas de acordo com
a estrutura, tipo de reacdo catdlise e natureza quimica do sitio catalitico (RAO et al., 1998). Sao
também classificadas em exopeptidases, dipeptidases e endopeptidases. As exopeptidases,
maior grupo, sao divididas em dois subgrupos de acordo com a clivagem, que pode ocorrer em
ligacbes peptidicas proximas ao carbono terminal (carboxipeptidases) ou amino terminal

(aminopeptidases). As endopeptidases clivam liga¢cdes no interior da molécula, sendo divididas
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em 4 subgrupos de acordo com o sitio catalitico: serina endoproteases, endoproteases

asparticas, cisteina endoproteases e metaloendoproteases (RAO et al., 1998; WARD, 2011)

(Figura 1).

Serina protease |~ Tripsina~(K)(or (R} -

pH/all N Quimotripsina, subtilisina(W)(or (D). (DM
| |Cisteina protease (= Papaina~F)(or (W), (D)-KadH -
Endopepticase pH neutro ™~ Bmmelina—@(or@, ®}|--
| |Protease aspartical~ Pep sina~(E)(or (), (DWW (or (B ()

pH acido \china@@
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Metais divalentes . .
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H,N

COOH O’l@
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Figura 1. Classificagdo das proteases quanto ao ponto de clivagem e sitio catalitico. A- alanina; F-
fenilalanina; G- glicina; K- lisina; L- leucina; P- prolina; R- arginina; S- serina; V- valina; W- triptofano; Xaa-
aminoacido randémico; Y- tirosina. Original da autora.

Em termos industriais, as enzimas podem ser classificadas em (KUMAR et al., 2012)

e Enzimas técnicas: utilizadas na producao de detergentes, biocombustiveis,

produtos farmacéuticos, entre outros;

e Enzimas para alimentos: aplicadas para panificacdao, bebidas, alcool, laticinios,

6leos e outros setores;
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e Enzimas para nutri¢ao: utilizadas como aditivos, principalmente na industria de
ragdes animais.

A atividade enzimatica quantifica a velocidade da reacdo, na qual a concentracdo do
produto aumenta linearmente com o tempo e, depois de certo periodo, comeca a decrescer
devido ao consumo do substrato, inibicdo do produto, deslocamento do equilibrio ou
inativacdo parcial da enzima. Assim, fatores como especificidade pelo substrato, tempo de
incubacdo, pH e temperatura sdo de suma importancia para avaliar o potencial biotecnolégico
da enzima e melhor aplica-la na producdo de compostos bioativos (ILLANES et al., 2000;

SANDHYA et al., 2005; CASTRO & SATO, 2013).

2.2 Fontes

Proteases estdao presentes em todos os organismos vivos, participando da maioria dos
processos metabdlicos e catabdlicos como digestao, reproducdo, desenvolvimento, coagulacdo
sanguinea, resposta imunitaria, formacdo de tecido, ativacdo de zimogénios, envelhecimento e
morte (POZA et al., 2003; VERGNOLLE & CHIGNARD, 2011). Assim, pode ser isoladas de varias

fontes vegetais, animais ou microbianas (RAO et al., 1998; SABOTIC & KOS, 2012).

A obtencdo de proteases de fontes microbianas é interessante e vantajosa devido a sua
facilidade e rapidez. A combinacao de diferentes substratos e parametros propicia a geragao de
ampla gama de enzimas com propriedades hidroliticas variadas (CASTRO & SATO, 2013;
NOVELLI et al., 2016). Além disso, proteases de origem microbiana sdo predominantemente
extracelulares, pois 0s micro-organismos secretam as enzimas diretamente no meio
fermentativo, facilitando a recuperacdo da enzima a partir da filtraggo do meio
(MUTHULAKSHMI et al., 2011). Dentre as espécies microbianas mais relevantes quanto a

producdo de proteases estdo as bactérias Bacillus subitilis, Bacillus licheniformis, Escherichia
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coli, Pseudomonas aeruginosa, Lactococcus sp. e Streptomyces sp. e os fungos Aspergillus
oryzae, Aspergillus niger, Penicillium spp., Saccharomyces sp., Rhizopus sp., (RAO et al., 1998).
Dentre as espécies mencionadas, fungos filamentosos merecem destaque pela elevada
capacidade para decomposicdo de diferentes substratos sélidos, por terem crescimento rapido
e serem de facil manutencdo (GRIMM et al., 2005). Assim, serdo abordados com maiores

detalhes a seguir.

Os fungos filamentosos estdo entre os micro-organismos mais empregados para a
obtencdo de proteases, com destaque para espécies do género Aspergillus, tais como
Aspergillus oryzae, Aspergillus flavipes, Aspergillus niger, Aspergillus nidulans, Aspergillus
awamori e Aspergillus fumigatus (WANG & DE MEJIA, 2005; EL ENSHASY, 2007). Estas espécies
se destacam por serem boas produtoras de enzimas e por serem consideradas seguras para o
consumo humano e animal, sendo classificadas como Generally Recognized as Safe (GRAS) pela
Food and Drug Administration (FDA). Por essa razao, apresentam ampla gama de aplicagOes nas
industrias farmacéutica e alimenticia (GOTOU et al., 2009; VISHWANATHA et al., 2009;
MATSUSHITA-MORITA et al.,, 2010). Contudo, é vadlido notar que algumas espécies de
Aspergillus produzem micotoxinas e oferecem risco a saude se consumidas, incluindo
Aspergillus parasiticus, Aspergillus flavus e Aspergillus nomius, produtoras de aflatoxina
(RODRIGUES et al., 2009; PERRONE et al., 2014), e Aspergillus carbonarius (TERRA et al., 2013),

Aspergillus ochraceus e Penicillium viridicatum, produtores de acrotoxina A.

2.3 Mercado

A demanda industrial por enzimas esta em constante crescimento, tendo movimentado
USD 4,4 bilhdes em 2015, e possui expansdo estimada de 7,8% e USD 6,30 bilhdes entre 2015-

2020 (GLOBAL INDUSTRIAL ENZYME MARKET REPORT, 2014). As proteases mobilizam até 1,2
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milhGes ddélares anualmente, explicitando sua elevada importancia biotecnoldgica (GRAND
VIEW RESEARCH, 2014). Micro-organismos sdo as principais fontes de obtencdo de enzimas
(ADRIO & DEMAIN, 2014): estima-se que entre 500 produtos industriais produzidos com

enzimas, pelo menos 150 (30%) utilizam micro-organismos (KUMAR & SINGH, 2013).

Comercialmente, europeus e norte-americanos sdo o0s maiores produtores e
consumidores de enzimas industriais. A empresa Novozymes (Bagsveerd, Dinamarca) detém
maior parcela deste mercado, seguida pela Royal DSM (Amsterda, Holanda) e pela DuPont
(Pryor, Estados Unidos) (KUMAR et al., 2014). Filiais dessas e outras industrias internacionais
estdo presentes no Brasil. Embora ndo se possa acessar a forma de producdo de enzimas por
estas empresas, tipicamente sdo enzimas purificadas, o que acarreta elevado custo e
preocupacdes em termos do rendimento e estabilidade das enzimas disponiveis

comercialmente (MUTHULAKSHMI et al., 2011).

3 FERMENTAGAO EM ESTADO SOLIDO

Enzimas fungicas podem ser produzidas por processos fermentativos, tais como a
fermentacdao submersa (Fs) e a fermentagdo em estado sdlido (FES). Esta ultima utiliza um
sistema de reatores nos quais o micro-organismo se desenvolve sobre um substrato sélido.
Como utiliza baixa quantidade de dgua, obtém-se produtos mais concentrados, resultando em
maior rendimento na produ¢dao, o que torna o processo economicamente interessante
(VINIEGRA-GONZALES et al., 2003). A FES fornece produtos estaveis e pode utilizar residuos
agroindustriais mundialmente disponiveis, derivados do processamento de soja, trigo, algodao,
laranja, arroz, banana e macgd, como substratos sélidos (CHUTMANOP et al., 2008; NIGAM &

PANDEY, 2009; KARATAS et al., 2013; SUKUMPRASERTSRI et al., 2013).
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A FES oferece diversas vantagens em compara¢do a Fs (Quadro 1), principalmente

relacionadas ao custo, versatilidade de substratos que podem ser utilizados como matéria-

prima, maior rendimento por gerar produtos mais concentrados resultantes do pouco volume

de agua utilizado; necessidade de instalacdes mais simples e facil recuperacdo dos produtos

(NIGAM & PANDEY, 2009; VISHWANATHA et al., 2010).

Quadro 1. Vantagens da Fermentacdo em Estado Sélido comparada a Fermentagdo Submersa (ARORA

& GOSH, 2018).

Parametros

Fermentacdo em Estado Solido
(FES)

Fermentacdo Submersa (FS)

Auséncia de agua livre

Volume de reator menor.

Diminuicdo de contaminagdes
bacterianas.

N&o forma espuma.

Menor custo de tratamento de
efluentes liquidos.

Volume do reator grande.

Atividades de agua alta tornam
suscetivel a contaminacdo bacteriana.
Formacdo extensa de espuma.

Alto custo para tratamento de
efluentes liquidos.

Meio de fermentacéo

Baixo custo e natural.

Suplemento mineral minimo.

Produtos quimicos de grau analitico
altamente purificados, com custo
bastante superior ao da FES.

Ambiente natural

Natureza sélida do substrato que
mimetiza o ambiente natural dos
fungos.

Natureza dissolvida do substrato ndo
fornece bom ambiente para
crescimento fangico.

Produtividade
volumétrica

Maior em muitos estudos.

A baixa produtividade volumétrica é
frequente.

Processamento a jusante

Mais simples e facil, pois o produto é
altamente concentrado (devido a
pouca quantidade de agua).

Os custos de concentragao e
purificacdo do produto sdo
maiores. Geralmente define a
economia do processo.

Aspectos do meio
ambiente

O uso de residuos naturais como
substrato ajuda na conservacédo de
energia de biomassa, gestdo de
residuos e controle de poluigdo, sendo
considerado processo sustentavel.

Utiliza, habitualmente, meios
sintéticos e com alto grau de pureza
analitica.

Qualidade do produto

Produtos resistentes ao calor e ao pH
relatados em alguns casos.

Em comparacdo com o FES, a
gualidade superior do produto ndo foi
observada com FS.
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O emprego de fungos filamentosos na FES é vantajoso porque as condicdes de cultivo

dos micro-organismos mimetizam seu habitat natural. Assim sendo, os fungos estdo mais
adaptados para crescer nesse tipo de bioprocesso, liberando maior quantidade de enzimas no
meio (ABIDI et al., 2008). A secrecdo microbiana resultard na producdo de enzimas e outras
biomoléculas de amplo potencial biotecnoldgico (MADIGAN, 2016), que podem ser aplicadas
para a producdo de novos compostos com atividades bioldgicas distintas. Estudos relataram
producbes promissoras de enzimas oriundas do metabolismo microbiano por FES, que podem
ser utilizadas como biorremediadores, biosurfactantes, biopesticidas e também aplicados na
industria de alimentos, farmacéutica, compostos bioativos, vitaminas, pigmentos, flavours,
compostos aromaticos e fibras (PANDEY, 2003; FEDERICI et al., 2009; PETRUCIOLLI et al., 2011;

MARTINEZ et al., 2012).

Apesar das vantagens, a FES apresenta algumas limitagdes para produgao em larga
escala de enzimas. Os principais desafios estdo relacionados ao aumento de temperatura
decorrente das atividades metabdlicas dos micro-organismos (o que pode causar desnaturagdo
dos produtos obtidos) (SANTOS et al., 2004), a manutenc¢do do pH, transferéncia de oxigénio,
gradiente de substrato, controle da umidade, risco de contaminacgao (ao utilizar tecnologias que
impedem a esterilidade ou ao utilizar sistemas abertos) e escassez de projetos e desenhos de

biorreatores para escala industrial (SINGHANIA et al., 2009; MANAN & WEBB, 2017).

Estudos prévios relataram que, idealmente, os biorreatores devem ser bem vedados
para evitar contamina¢des e manter a umidade no processo, além de utilizar fungos que se
desenvolvem em uma ampla faixa de pH. Outros parametros como temperatura e oxigenagao
podem ser otimizados para melhorar o rendimento da producao, estimada pelo consumo do

substrato em relacdo a producdo enzimatica pelo micro-organismo (KRISHNA, 2005; MUSONI et

34



Capitulo 1
al., 2015, MITCHELL & BEROVIC, 2010; MITCHELL et al., 2010). Em geral, a FES tem um grande
potencial para a producdo de biomoléculas com alto valor agregado com aproveitamento de
residuos para exploracdo industrial, sendo que suas limitacdes podem ser potencialmente

sanadas por meio de avancos cientificos e tecnolégicos (MANAN & WEBB, 2017).

3.2 Inovacao e Pesquisa com Fermentacdao em Estado Sélido

A primeira patente sobre a invencdo da FES data de 1962 pela Riker Laboratories
(Loughborough, Inglaterra), que descreveu a produc¢do de penicilase sem pirogénios para
aplicagdo na alergia a penicilina (RIKER, 1962). Ha ainda uma patente sobre FES depositada por
Suryanarayan & Mazumdar (2001). Desde entdo, inovacdes biotecnolégicas com FES tém
propiciado crescimento no numero de patentes concedidas, notadamente apds 1990. A
guantidade de pedidos relacionados a FES praticamente dobrou entre os periodos de 2001-
2010 e 2011-2016 (Figura 2) (PANDEY, 2003; SOCCOL et al.,, 2017). Paises asiaticos,
principalmente China e Japdo, vém despontando na produgdo, consumo e comercializagdo de
enzimas microbianas geradas por FES empregando residuos de grdaos de soja, aplicando essas

enzimas no melhoramento de alimentos (SURYANARAYAN, 2003; SOCCOL et al., 2017).

A 1303 B c
u Alimentos e bebidas
® Nutricdo animal

714 ¥ Bioengenharia de
bioreatores
B Biocombustiveis
u Fertilizantes
109 mChina WEUA ®Europa .
- i o B Enzimas
mJapdo mCoréia MRUssia
1991-2000 2001-2010 2011-2016

Figura 2. Quantidade de patentes solicitadas de inovagdes com fermentagéo em estado solido (FES) (A).
Porcentagem de patentes solicitadas pelos paises com atividade mais significante com FES (B).
Porcentagem de patentes solicitadas de acordo area biotecnoldgica (C). Original da autora.
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As patentes baseadas em FES sdo classificadas de acordo com as aplicagdes, o que
amplia exponencialmente as possibilidades de novos pedidos devido a ampla gama de enzimas
com caracteristicas distintas que podem ser utilizadas em diferentes processos industriais.
Embora o Brasil tenha notdrio potencial para desenvolvimento de tecnologias utilizando
residuos agroindustriais para a producdo de biomoléculas e bioprodutos, o pais ainda tem
contribuicdo timida no repertdrio mundial de patentes relacionadas a FES, com apenas 173
pedidos até 2016 (SOCCOL et al.,, 2017). H4, portanto, oportunidade considerdvel para o
desenvolvimento de produtos derivados de inovagcbes biotecnoldgicas que explorem a FES,
incluindo peptideos obtidos pelas proteases geradas com esse método, que podem atender

importante demanda por moléculas de aplicacdo na saude humana e animal.

4 PEPTIDEOS BIOATIVOS DO LEITE

O leite é um fluido viscoso constituido de uma fase liquida (dispersante) e uma fase
particulada (dispersa), formada por micelas de caseina e glébulos de gordura, resultando em
uma emulsdo natural estavel que satisfaz as necessidades nutricionais de mamiferos recém-
nascidos (SGARBIERI, 2004). Consiste em um alimento de natureza dinamica, que altera sua
composicdo de acordo com a fase da lactagdo, proporcionando além de nutricdo, o
desenvolvimento e a prevencdao de diversas doencas (HUTH et al., 2006). Os beneficios
causados por peptideos bioativos foram descritos primeiramente por Mellander (1950) que
descreveu o aumento da calcificacdo em lactentes raquiticos pela ingestdo de caseina
fosforilada, independentemente de vitamina D.

O leite é fonte de lipideos, vitaminas, hormoénios e fatores de crescimento. Ademais, é
uma fonte substancial de peptideos bioativos por sua rica composicdo em proteinas
diversificadas, das quais é possivel isolar peptideos com atividades bioldgicas distintas,

incluindo os de agao antihipertensiva, opidide, antimicrobiana, antineopldsica, antitrombética e
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antioxidante (KORHONEN, 2009; HSIEH et al., 2015; MOHANTY et al., 2016; CICERO et al.,
2017). Cerca de 3 a 4% dos sélidos encontrados no leite bovino sdo de natureza proteica,
essencialmente proteinas do soro (soroproteinas) e caseina, correspondendo a 20% e 80% da
composi¢ao, respectivamente. A caseina se organiza em micelas (estruturas insollveis) e é
segmentada em quatro subtipos principais com propriedades particulares: a-s1-caseina (38%),
a-s2-caseina (10%), B-caseina (34%) e k-caseina (15%). De acordo com Hernandez-Ledesma et
al. (2008), peptideos bioativos derivados do leite costumam se originar mais da caseina do que
das proteinas do soro. O soro do leite é mais heterogéneo, com proteinas globulares que
continuam sollveis apds a precipitacdo da caseina. Proteinas do soro do leite também sdo
divididas em 4 constituintes principais: B-lactoglobulina (50%), a-lactalbumina (20%),
soroalbumina (10%) e imunoglobulinas (10%) (MOLLER et al., 2008; MOHANTY et al., 2016).

Um numero crescente de terapias peptidicas tém sido aprovadas, ocasionando aumento
significativo de um mercado estimado em USD 25 bilhdes (KASPAR & REICHERT, 2013; DALIRI et
al., 2018), com 6,9% de crescimento anual composto (Compound Annual Growth Rate - CAGR)
para 2018-2023. Nesse mercado, 36% correspondem a peptideos de produtos lacteos, e o
restante relacionado com peptideos derivados de plantas e outras fontes, como seda, carne e
frutos do mar, entre outros (MARKET & MARKET RESEARCH, 2018; PERSISTENCE MARKET
RESEARCH, 2018).

Produtos derivados de peptideos bioativos (Bioactive Peptides - BaPs) ja estdo
disponiveis em alguns mercados. Nesse sentido, podem ser mencionados o Calpis™ (Calpis®,
Toquio, Japdo), que consiste em um leite fermentado com derivados de B e k-caseina; o
BioZate™ (Davisco Foods®, Le Sueur, EUA) composto de hidrolisados derivados de PB-
lactoglobulina, ambos com acdo na reducdo da pressdo arterial; BioPURE-GMP™ (Davisco

Foods®, Le Sueur, EUA), composto por derivados de k-caseina utilizado para prevencdo de
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caries e de infecges virais e bacterianas (KORHONEN, 2009); e o Milk Bioactive Peptide™
(LifeExtension®, Fort Lauderdale, EUA), comercializado para reducdo de estresse, melhora do
sono e da cognigao.

A maioria das pesquisas com BaPs sdo realizadas com leite bovino, devido ao elevado
consumo em todo o mundo, e também com leite humano (PARK & NAM, 2015; LU et al., 2018).
Saliente-se que sdo observadas particularidades do potencial bioldgico dos peptideos de acordo
com a espécie da qual o leite é obtido (KUSUMANINGTYAS et al., 2016), que também é
influenciado pelo tempo de producdo, grau de hidrdlise, proporcdo de enzima-substrato e pré-
tratamento da proteina antes da hidrdlise (INOUYE et al., 2009).

Alguns métodos de obtencdo e diferentes aplicacbes de BaPs de leite ja foram
patenteados, como por exemplo: “Bioactive peptides identified in enzymatic hydrolyzates of
milk caseins and method of obtaining same” — US8354502B2; “Method of extracting casin
fraction from milk and caseinates and production of novel products” — US20040234666A1 e
“Generation of improved bioactive peptides”- JP2011504363A. Contudo, isto ndo limita o
desenvolvimento de novas tecnologias e novos depdsitos de patentes, considerando a
diversidade de bioprocessos que podem ser aplicados, como diferentes substratos, micro-
organismos e procedimentos técnicos.

Os maiores movimentadores do mercado de BaPs estdo na América do Norte, Europa e
Asia-Pacifico. A América do Norte é a detentora da maior parcela, somando 37% das vendas
totais. Contudo, a regido da Asia-Pacifico vem surgindo com importante papel no mercado pela
maior participacdo no CAGR. Além destas regides, também s3o observadas atividades na Africa
e América Latina. Entre os principais destaques (players) nesse mercado estdo a Seagarden AS

(Avaldsnes, Noruega), Phermpep (Taichung, Taiwan), Arlak Biotech Pvt. Ltd (Zirakpur, india),
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DuPont (Pryor, EUA), Royal DSM (Amsterda, Holanda), Cargill (Wayzata, EUA), ADM (Chicago,
EUA) e BASF (Ludwigshafen am Rhein, Alemanha) (PERSISTENCE MARKET RESEARCH, 2018).

A escassez de producdo de novas tecnologias e a caréncia de estudos quanto as
propriedades, mecanismos e seguranca dos BaPs limitam o avanco do crescimento de seu
mercado. Assim, entre as possiveis abordagens para producdo de hidrolisados proteicos, a
aplicacdo da FES para producdo de proteases fungicas aplicaveis a producdo de BaPs se revela
como uma estratégia promissora (NIGAM & PANDEY, 2009; VISHWANATHA et al., 2010).

5 ATIVIDADES BIOLOGICAS DE PEPTIDEOS BIOATIVOS

Dentre as atividades de BaPs isolados de leite estdo descritas, por exemplo, acdo anti-
hipertensiva, opidide, antitrombdtica, imunomodulatéria, antineopldsica, antimicrobiana e
antioxidante (Figura 3) (CHAKRABARTI et al.,, 2014; MOHANTY et al., 2016). Algumas dessas

atividades serdo abordadas adiante.
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Figura 3. Diferentes atividades biologicas de peptideos gerados pela hidrélise de proteinas de leite com
proteases produzidas por fermentagcdo em estado sélido empregando fungos filamentosos e substrato
proteico constituido de residuo agroindustrial. Original da autora.
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5.1 Atividade Antimicrobiana

Atividades antimicrobianas de BaPs foram descritas contra diversos patdégenos. Em
relacdo as bactérias, ha relatos de acdo tanto contra gram-positivos (e.g., Bacillus cereus,
Staphylococcus aureus) como gram-negativos (e.g., Escherichia coli, Aeromonas hydrophila,
Salmonella Typhimurium e Salmonella Enteridis) (MOTTA & BRANDELLI, 2002; MOHANTY et al.,
2014). Dentre os peptideos conhecidos obtidos do leite estdo as casecidinas (que atuam contra
Lactobacillus sp. e S. aureus) e as isracidinas (que atuam contra S. aureus, Streptococcus
pyogenes e Listeria monocytogenes). Outro exemplo é a lactoferrina, proteina obtida do soro
do leite capaz de quelar o ferro existente no ambiente e ter acdo bactericida por alterar a
estabilidade da membrana, exercendo acdo protetora diversos patégenos (VAN DER KRAAN et
al., 2005; PAN et al., 2007; MOHANTY et al., 2016).

Entre os patégenos sobre os quais a lactoferrina age estdo as bactérias Clostridium
perfringens e S. aureus (causadores de intoxicacOes alimentares), L. monocytogenes, S.
Enteritidis e Vibrio cholerae (infecgdes alimentares), Streptococcus mutans (infec¢Ges bucais),
Haemophilus influenzae (infecgbes pediatricas diversas que podem causar meningite, otite
média, faringite e pneumonia) (BUTLER & MYERS, 2018), Pseudomonas aeruginosa (infec¢Ges
oportunistas) (NEVES et al., 2011), Helicobacter pylori (inflamagdo da mucosa gastrica com
formacdo de Ulcera péptica e/ou cancer gastrico) (LADEIRA et al., 2003); o fungo Candida
albicans (infec¢des mucocutaneas oral e vaginal) (SERRACARBASSA & DOTTO, 2003), além de
apresentar atividade antiviral contra hepatite C, G e B, HIV-1, poliovirus (poliomielite), rotavirus
(diarréia) e Herpes simplex (feridas contagiosas) (VAN DER KRAAN et al., 2005; PAN et al., 2007,

MOHANTY et al., 2016).
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5.1.1 Mecanismos dos peptideos antimicrobianos

Peptideos bioativos antimicrobianos possuem conformacdo dindmica e complexa
(VALENTE et al., 2006; GOMES-NETO et al.,, 2013; SANTOS et al.,, 2016), resultando em
diversidade estrutural que estd envolvida com os diferentes mecanismos de acdo dessas
moléculas (DUFOURC et al., 2012; GALDIERO et al., 2013). Esses peptideos sdo estruturalmente
curtos, cationicos, hidrofdbicos e ricos em glicina (Gly) e lisina (Lys), o que confere propriedade
anfipatico a molécula, permitindo interacdo com membranas celulares (WANG et al., 2015) e
com o RNA, DNA e proteinas, inibindo a sintese dessas moléculas (Figura 4) (DASHPER et al.,
2007; HAQUE & CHAND, 2008). Entre os mecanismos de acdo descritos estdo a formacdo de
canais ionicos, lise por autdlise, inibicdo proteica e degradacdo de proteinas da replicacdo de
DNA (REDDY et al., 2004), contudo, os mais significativos sdo os de interacdo com a membrana
plasmatica de células eucaridticas, tais como:

e formacdo de poros transmembranicos tipo barril em bastdo (Barrel-stave), pelos
quais ocorre o vazamento do conteldo celular e, consequentemente, morte
celular (MATSUZAKI et al., 1998);

e formacdao de revestimento sobre a superficie da membrana (Carpet-like),
alterando a orientacdo dos residuos hidrofébicos, interrompendo a curvatura da
bicamada lipidica, culminando em danos na membrana (DAGAN et al., 2002;
GIULIANI et al., 2007);

e formacao de poros toroidais, que possuem atividade dinamica e permitem o livre
transporte de ions e macromoléculas através da membrana (SANTOS et al.,

2016).
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Figura 4. Mecanismos descritos de agdo de peptideos antimicrobianos em células eucariéticas. (A)
Interagdo com a membrana celular: (1) formagéo de poros tipo barril em bastao, (2) formagdo de poros
toroidais, e (3) formagdo de tapete sobre membrana com liberacdo de micelas. (B) (1) inibicdo da
respiragao celular, (2) rompimento da membrana mitocondrial.

Além das infec¢Ges bacterianas, BaPs potencialmente podem atuar contra infec¢des
fungicas, que no Brasil estima-se acometer pelo menos 4 milhdes de individuos por ano, dos
quais 2,8 milhdes (70 %) sdo candidiases e 1 milhdo (25 %) aspergiloses (COLOMBO et al., 2013;
FIORAVANTI, 2016; GIACOMAZZI et al., 2016). Embora BaPs com atividade antifungica sejam
menos estudados em relagdao aos antibacterianos, merecem pelo menos a mesma atengao pelo
desafio que as infecgGes fungicas representam, principalmente em contextos de
imunocomprometimento e pela resisténcia aos fdrmacos atualmente disponiveis (VENKATESAN
et al., 2005; MATEJUK et al., 2010).

A despeito dos potentes antibidticos disponiveis no mercado, o surgimento de micro-

organismos resistentes é constante, levando ao aumento de bactérias multirresistentes, a
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répida disseminacao desses patégenos, a restricdo de tratamentos possiveis, e a elevagdo das
taxas de mortalidade por doencas infecciosas (WALSH et al., 2005). A industria farmacéutica
estd constantemente em busca de novos agentes antimicrobianos (MARTINS et al., 2004;
PILONETTO et al., 2004; CEPEDA et al., 2005). Nesse contexto, a identificacdo de BaPs com
atividade antimicrobiana pode ser muito vantajosa, posto que esses compostos agem em
menores periodos de tempo e tém e amplo espectro de acdo, inclusive sobre cepas resistentes
aos antimicrobianos convencionais (ZASLOFF, 2002; BENKERROUM, 2010).

5.2 Atividade Antioxidante

Espécies reativas de oxigénio (Reactive Oxygen Species- ROS), como os radicais
superoxido (0O,), hidroxila (OH) e peroxila (ROOe) sdo espécies que apresentam elétrons
desemparelhados (HALLIWELL, 2007). Em organismos aerdbios as ROS sdo produzidas pelas
células durante o processo de respiragdo, para converter os nutrientes dos alimentos
absorvidos em energia e auxiliar na homeostase celular, regulando as reacGes de oxidagdo e
reducdo nos tecidos, que em baixas concentra¢bes atuam na defesa, formagdao de ATP,
regulacdo de crescimento celular e na producdo de oxigenases. Essas espécies quimicas sao
instaveis e capturam elétrons de outras moléculas, danificando células por induzirem a
oxidacdo de lipidios da membrana, carboidratos, proteinas, enzimas e dacidos nucleicos
(GULCIN, 2012). Os danos causados se acumulam em células somaticas e a exposicdo excessiva
do organismo a acdo de radicais livres esta associada a diversas doengas, incluindo
aterosclerose, enfisema pulmonar, doencas inflamatdrias, artrite, diabetes tipo 2, mal de
Parkinson, mal de Alzheimer, catarata e neoplasias, além de ser considerado um dos principais
precursores do processo de envelhecimento (HALLIWELL & WHITEMAN, 2004; SCALBERT et al.,

2005; VALKO et al., 2007; ZHANG et al., 2009; CAROCHO & FERREIRA, 2013).
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BaPs com capacidade antioxidante sdo tipicamente constituidos de 5-11 aminodacidos
hidrofébicos (prolina, histidina, tirosina ou triptofano). A quantidade de histidina, cisteina,
prolina, metionina e aminoacidos aromaticos contribuem para a atividade antioxidante de
peptideos isolados de alimentos. A adicdo de aminoacidos hidrofébicos como a prolina e
leucina a um dipeptideos histidina-histidina (His-His) na por¢dao N-terminal parece potencializar
a capacidade antioxidante (CHEN et al., 1996; PIHLANTO, 2006). De acordo com Malaguti et al.
(2014), foi observada maior atividade antioxidante quando a molécula é composta pelo
tripeptideo prolina-histidina-histidina (Pro-His-His); no entanto, a atividade antioxidante
também ocorreu com a presenca de tirosina (Tyr) e triptofano (Trp) na porcdo C-terminal
(devido a capacidade desses aminodacidos doarem prétons), ou pela presenca de residuos
hidrofébicos valina (Val) e leucina (Leu) na por¢do N-terminal (HERNANDEZ-LEDESMA et al.,
2008).

BaPs isolados de leite foram relatados em estudos anteriores como moléculas com
elevado potencial antioxidante (CUMBY et al., 2008; HOGAN et al., 2009). Dessa forma, a
obtencao in vitro desses compostos pode ser utilizada pela industria farmacéutica e alimenticia
na perspectiva estratégica para atenuar os efeitos deletérios do estresse oxidativo no
organismo (FANG et al., 2002; HUANG et al., 2005).

5.2.1 Mecanismos dos peptideos antioxidantes

Os mecanismos da atividade antioxidante dos BaPs de leite ndo sao bem
compreendidos. Contudo, sabe-se que esses compostos diminuem os danos causados pelo
estresse oxidativo pela participacdao nas reagdes de oxirredugao, neutralizando os radicais livres
intermedidrios ou impedindo que as reacdes acontecam (LIU & NAIR, 2010).

Diversos métodos podem ser aplicados para avaliar o potencial antioxidante. Entre os

ensaios mais utilizados estdo o baseado no sequestro do radical livre 2,2-difenil-1- picrilhidrazila
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(DDPH) (ZHANG et al., 2011); a capacidade de reducdo do radical oxigénio (Oxygen Radical
Absorbance Capacity- ORAC) (DAVALOS et al., 2004); a capacidade de reducdo do fon ferro
(Ferric Reducing Antioxidant Power- FRAP) (OU et al., 2002); o potencial de captura do sal de
amonio do acido 2,2’-azinobis(3-etilbenzenotiazolina6-sulfénico)] (ABTS) (GOMEZ-GUILLEN et
al., 2010); o potencial de quelacio de metais de transi¢io Cu®* e Fe’" (THEODORE et al., 2008;
NAZEER & KULANDI, 2012) e quantificacdo de produtos de peroxidacao lipidica (Thiobarbituric
acid reactive substances- TBARS) (RAGHAVAN & KRISTINSSON, 2008). Além desses, também sao
realizados experimentos eletroquimicos que relacionam o potencial de oxidacdo e intensidade
de corrente elétrica com a capacidade antioxidante (MORIMITSU & OKAZAKI, 2009). Dentre os
métodos listados, o DPPH e o ORAC sdo os mais populares em estudos prévios para avaliacdo
de potencial antioxidante em leite (HOGAN et al., 2009; TIJERINA-SAENZ et al., 20009;
ALYAQOUBI et al., 2014; MANN et al., 2016; COTTICA et al., 2018).

5.2.1.1 Reducgdo do radical DPPH

O DPPH é um método colorimétrico de quantificacdo da acdo antioxidante in vitro
barato, rdpido, simples e eficaz. Baseia-se na eliminagdo de radicais livres estaveis que formam
o reagente 2,2-difenil-1-picrilhidrazila por compostos com atividade antioxidante (KEDARE &
SINGH, 2011). Desenvolvido por Blois (1958), o método é caracterizado pela alteragdo da
coloragdo violeta do composto para cor amarelada apds acao do antioxidante, que fornece um
hidrogénio ao atomo instavel de nitrogénio (Figura 5), reduzindo-o e tornando-se absorvivel a

517 nm (CONTRERAS-GUZMAN & STRONG, 1982; ZHANG et al., 2011).
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Figura 5. Principio da atividade de eliminagéo de radical DPPH (TEIXEIRA et al., 2013).

5.2.1.2 Capacidade de absorbdncia do radical oxigénio (ORAC)

O ensaio de ORAC consiste em um método analitico-quantitativo de determinacao do
potencial antioxidante de compostos de diferentes fontes bioldgicas, principalmente plasma
humano, DNA, proteinas e extratos vegetais e alimenticios (PRIOR & CAO, 1999). Baseia-se na
aplicacdo de um agente oxidante com radicais peroxilas de composto azo (2,2"-azobis-
metilpropionamidim-dihidroclorido - AAPH) que juntamente com uma molécula reporter
fluorescente demonstrara o consumo do oxigénio na reacdo. A molécula repdrter sofre danos
conformacionais ao entrar em contato com o radical peroxila, diminuindo sua fluorescéncia
(excitagdo: 485 nm; emissdo: 525 nm) com o tempo. Compostos antioxidantes realizam a
transferéncia de hidrogénio (Hydrogen Atom Transfer- HAT) para estabilizar o radical livre, o
que retarda a taxa de decaimento da fluorescéncia e permite correlacionar a reducdo da
fluorescéncia a quantidade de oxidante presente, aplicando-se o inverso no caso de agente com
potencial antioxidante (HUANG et al., 2002; DAVALOS et al., 2004; CASTELO-BRANCO &

TORRES, 2011).
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Figura 6. Mecanismo do ensaio de
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Radical Oxigénio (ORAC). Original
Atividade antioxidante= AUC , oxidante — AUC pranco da autora

As reacGes utilizam amostras com antioxidante e controle branco (sem a presenca de
antioxidante) e sdo analisadas até o esgotamento total do sinal de fluorescéncia, permitindo a
determinacdo da area sob a curva (Area Under Curve- AUC) de decaimento da fluorescéncia da
amostra e do branco. O potencial antioxidante é determinado pela diferenca entre as AUCs,
sendo os resultados tipicamente expressos em Trolox®-equivalente (TE), calculado a partir de
uma curva de calibragdo de Trolox®, um antioxidante padrio, andlogo da vitamina E (DAVALOS
et al., 2004).

5.3 Atividade Antineoplasica

Cancer é a denominacdo genérica de mais de uma centena de doencgas bastante
heterogéneas, resultado de alteragGes moleculares (constitucionais e/ou induzidas pelo
ambiente) que tipicamente se caracterizam pelo acimulo de células neoplasicas malignas nos
tecidos, proporcionando a formag¢ao de tumor com crescimento relativamente auténomo em
relacdo aos congéneres normais. As células malignas invadem os tecidos adjacentes ao tumor e
podem eventualmente se disseminar pelo organismo pelo processo de metastase, por exemplo.
(HANAHAN & COUSSENS, 2012; STADLER et al., 2015; FREI, 2017). Diferentemente de tumores

benignos, com crescimento mais limitado e que possuem células normais ou mais
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discretamente alteradas (e.g., lesdes geradas em processos adaptativos, como hiperplasias ou
metaplasias), os tumores malignos apresentam grupo desorganizado de células geneticamente
mais instaveis, tém crescimento mais rapido e elevado potencial replicativo. Adicionalmente,
evadem dos supressores de crescimento, do sistema imunitario e da morte celular, induzem a
angiogénese, tem capacidade de invadir e metastizar e adquirem imortalidade replicativa
(HANAHAN & WEINBERG, 2011).

Canceres compoem a segunda causa de mortalidade mundial e apresentam incidéncia
crescente, com 15 milhdes de novos casos estimados até 2020, podendo atingir 12 milhdes de
morte até esse periodo. Aproximadamente, 35% das mortes causadas por cancer estdo
associadas a dieta e ao estilo de vida (DE KOK et al., 2008; DE MEJIA & DIA, 2010). Uma porgao
significativa dos casos de canceres progride com disseminagao das células malignas por meio do
sistema vascular (vasos linfaticos ou sanguineos), processo denominado metastase.
Tratamentos de acdo dirigida ao tumor primario podem ser eficazes quando a doenca é
localizada, mas o progndstico é substancialmente empobrecido para doenga sistémica, com
reducdo da sobrevida do paciente e elevagdo das taxas de mortalidade (FREI, 2017).

As abordagens terapéuticas mais comuns contra canceres sdo a cirurgia e radioterapia,
de acdo local, e a quimioterapia, que é recurso fundamental nos casos de doenca disseminada
(HARRIS et al., 2013). A quimioterapia citotéxica, um dos pilares do tratamento oncoldgico,
utiliza fdrmacos para erradicar as células neoplasicas, quer seja pela indu¢do de sua morte ou
por inibicdo da divisdo celular, por exemplo. Apesar de ser op¢ao terapéutica importante para a
maioria dos pacientes com cancer, a quimioterapia tipicamente apresenta baixa especificidade
pela célula maligna, gerando efeitos indesejaveis pelo comprometimento também de células

normais (FREI, 2017).
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Um dos maiores desafios para novas terapias aplicaveis contra canceres é obter elevada
especificidade contra os tumores neoplasicos sem proporcionar resisténcia, o que ocasiona
elevacdo de doses de quimioterapicos com aumento consequente de efeitos indesejados, com
prejuizo para qualidade de vida e sobrevida dos pacientes. A fim de adequadamente delinear
objetivos do desenvolvimento de novos agentes para tratamento oncoldgico, é de suma
importancia a precisa aplicacdo de termos e definicbes aplicdveis a investigacdo e
desenvolvimento tecnolégico em cancerologia. Definicdes pertinentes incluem, por exemplo, a
de agente citotdxico (capaz de causar efeito téxico em células, incluindo células cancerosas,
podendo mata-las), agente antineopldsico (capaz de bloquear a formacdo de neoplasias,
incluindo canceres), agente antitumoral (compromete a formacdo de tumores); e agente
anticarcinogénico (retarda ou previne o desenvolvimento de cancer) (NATIONAL CANCER
INSTITUTE, 2017).
Constituintes de alimentos, como proteinas e peptideos, eventualmente podem reduzir
o risco do desenvolvimento de um tumor neoplasico ou mesmo tornar as células neopldsicas
mais sensiveis a outras abordagens de tratamento oncoldgico (e.g., quimiosensibilizagao)
podendo atuar contra neoplasias em diferentes estagios da formac¢ao (DE KOK et al., 2008; DE
MEJIA & DIA, 2010; GATOUILLAT & MADOULET, 2017). Alguns estudos referem que peptideos
derivados de leite podem apresentar atividade antimutagénica, antineoplasica,
antitumorigénica e anticarcinogénica. Dentre os possiveis alvos de acdo contra os canceres,
estdo os eventos relacionados a protecdo de tumores, sendo necessdria a acao antioxidante,
imunomodulatdria e anti-inflamatdria, e também a modulagao da metabolizagdao enzimatica, a
inibicdo da angiogénese e a ativacdo da apoptose (PAPO & SHAI, 2005; GASPAR et al, 2013;
PEPE et al., 2013). Por exemplo, foi relatado que caseinafosfolipideos modularam a proliferacao

e apoptose de células tumorais intestinais HT-29 (PEPE et al.,, 2013) e que o peptideo as;-
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casomorfina inibiu a proliferacdo de células de cancer de mama humano T47D (KAMPA et
al.,1996).

Embora ndo seja atribuido as caseinas acdes para prevencao de canceres, a partir dessas
proteinas podem ser gerados peptideos com capacidade antineopldsica por atuarem na
regulacdo do crescimento, diferenciacdo e morte celulares (HSIEH et al., 2015). Esses peptideos
foram relacionados, por exemplo, com a ativacdo de canais de cdlcio em linhagens celulares de
carcinomas de cdélon humano HT-29 (BSTCL 132) e AZ-97, culminando em inibicdo de
proliferacdo celular e inducdo de apoptose, além de revelar atividade antitumoral preventiva
em outros tipos celulares (PEREGO et al., 2012; 2013).

5.3.1 Agdo antineopldsica de peptideos bioativos

Peptideos com acdo antineoplasica podem interferir em processos criticos para o
desenvolvimento de canceres (tais como a proliferacdo celular irrestrita), ou mesmo a
progressdo tumoral (e.g., desenvolvimento de metastases). Alguns autores indicam que esses
compostos apresentam estrutura primaria ou secundaria tipo a-hélice ou folha B-pregueada
(HOSKIN & RAMAMOORTHY, 2008; HAMMAMI & FLISS, 2010). Tendem a ser moléculas
cationicas — o que favorece sua interagao com células malignas, tipicamente de carga negativa-
favorecendo a seletividade dos peptideos por células malignas, uma vez que células sauddaveis
possuem carga neutra (zwitteridnica) e altos teores de colesterol, o que dificulta a absor¢do de
moléculas cationicas (SCHWEIZER, 2009; GASPAR et al., 2013).

Peptideos anticarcinogénicos sao eficazes na ativacdo da sinalizacdo de supressores de
tumor e na inibicdo de oncogenes. De uma forma geral, todos os processos da doenca
envolvem interagdes com proteinas e DNA, tornando-se necessario a elaboragdao de compostos
capazes de interagir com essas moléculas para auxiliar no combate ao cancer (SARAFAZ-YAZDI

& MICHL (2017).
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E sugerido que os mecanismos de a¢do de peptideos com atividade antineoplasica s3o
divididos em eventos membranoliticos e ndo-membranoliticos (HARRIS et al., 2013). Os eventos
membranoliticos podem ser do tipo barril em bastdo (Barrel-stave) e formacao de “tapete”
(Carpet-like) a semelhanca da atividade exercida por peptideos antimicrobianos nas
membranas plasmaticas, além de poder ocasionar disturbio de membranas mitocondriais que
culminam com a deflagracdo de apoptose (SCHWEIZER, 2009). Os eventos ndo-membranoliticos
podem exercer mecanismos multifuncionais, como pela inibicdo da sintese de DNA, atividade
imunoestimulatéria, inibidores de proteinas cinases e proteases, bloqueio dos receptores de
célulares e ligacdo as proteinas de adesdo celular (Figura 7) (MADER & HOSKIN, 2006; LOPEZ-
OTIN & MATRISIAN, 2007; MACKAY & TWELVES, 2007; BHUTIA & MAITI, 2008; WANG et al.,
2009; ROSCA et al., 2011; KURIYAMA et al., 2013). Assim, esses peptideos atuam tanto como
inibidores como ativadores em processos biolégicos relevantes na patogénese de canceres
(SARAFAZ-YAZDI & MICHL, 2017).

Digno de nota, o remodelamento vascular tecidual, que pode ocorrer as custas de
angiogénese tumoral, é um fator importante para o desenvolvimento dos canceres e seus
fendmenos de progressao, tais como a metdstase. No transcorrer da segunda metade do século
XX a manipulag¢do da angiogénese tumoral emergiu como importante estratégia terapéutica em
oncologia. Contudo, a angiogénese também exerce papel central em outras doengas como as
vasculares, tumores benignos, obesidade e aterosclerose (CARMELIET & JAIN, 2011), de modo
gue compostos capazes de modular esse fenbmeno também sdo interessantes para tratamento

de outras doencas relevantes em saude publica.
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Figura 7. Exemplos de mecanismos propostos de agdo de peptideos com atividade antineoplasica.
Agdes membranoliticas, necroticas e apoptéticas (A); propriedades anti-angiogénicas (B); acbes sobre
receptores de superficie celular (C); inibigdo de sintese de DNA (D); ativagdo de resposta imunitaria (E).
Original da autora.

Os esforgos para o desenvolvimento de novas terapias para o cancer visam tratamentos
mais seletivos e menos agressivos para o paciente. Terapias baseadas em peptideos podem se
tornar promissoras, considerando a elevada especificidade em relacdo aos alvos, elevada
permeabilidade celular pelo baixo peso molecular, agdo rapida, toxicidade relativamente baixa
e menores possibilidades de desencadear resisténcia pelas células (T@RFOSS et al., 2012).
Alguns autores sugerem que o emprego de peptideos pode ocasionar a destruicao de tumores
primdrios, prevenindo a formacdo de metastase (SHADIDI & SIOUD, 2003; BHUTIA & MAITI,
2008; HOSKIN & RAMAMOORTHY, 2008), ou potencializar a acdo de quimioterapicos classicos,

auxiliando no efeito antitumoral (CICCONE, 2012).
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6 CONCLUSAO

Peptideos bioativos de leite com atividades multifuncionais podem ser produzidos por
acdo de proteases geradas por Fermentacdo em Estado Sélido utilizando residuos
agroindustriais e micro-organismos, possibilitando a obtencdo desses compostos de forma
economicamente e ambientalmente interessantes, bem como a aplicacdo desses em diversos
nichos industriais, inclusive auxiliando em uma ampla gama de doencas cronicas que sdo

carentes de tratamentos na atualidade.
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- Producéo de proteases homemade por Fermentacdo em Estado Solido (FES) utilizando
fungos pré-selecionados;

- Determinacao da atividade proteolitica dos extratos enziméaticos fungicos obtidos por FES;
- Purificacéo parcial das proteases mais promissoras;

- Producéo de peptideos bioativos por hidrolise das proteinas de leite bovino, caprino e
humano utilizando as proteases fungicas homemade;

- Determinacao das atividades bioldgicas dos peptidios bioativos e dos extratos obtidos por
FES quanto a capacidade antimicrobiana, antioxidante e antineoplasica;

- Caracterizacao protedmica (fragmentacgéo por eletroforese bidimensional 2D-PAGE e
caracterizacdo por espectrometria de massas ESI-MS/MS) dos peptideos e/ou dos extratos

de FES que apresentarem atividades bioldgicas.
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RESUMO
Peptideos bioativos podem beneficiar a saude por diferentes mecanismos. Este estudo
objetivou produzir peptideos bioativos de leite bovino e caprino por acdo proteolitica de
enzimas de Aspergillus oryzae e Aspergillus flavipes, bem como avaliar a atividade
antimicrobiana e antioxidante desses compostos. Os peptideos bioativos foram gerados com
sucesso a partir de acdo de proteases fungicas produzidas por fermentacdo em estado sélido.
Os peptideos gerados foram eficazes contra todas as bactérias e fungos testados. Atividade
antioxidante foi observada para todos os peptideos produzidos, com reducdo de até 92,5% de
DPPH e estabilizacdo do radical peroxila por ORAC de até 52,5 umol pL™ de Equivalente de
Trolox. Os peptideos de leite gerados foram caracterizados por fracionamento 2D-PAGE,
seguido de espectrometria de massas (ESI-MS/MS). Com base nos resultados do presente
estudo, os peptideos bioativos leite, com amplo espectro de a¢do antimicrobiana e com
atividade antioxidante, podem ser produzidos de forma econOmica por meio de enzimas
produzidas por fermentagdao em estado sdélido. O bioprocesso aqui abordado pode ser
promissor para a aplicacdao em diversas areas biotecnolédgicas como industrias farmacéuticas e

alimenticias.

Palavras-chave: Peptideos Bioativos, Residuos Agroindustriais, Fermentacdao em Estado Sélido,

Protedmica, Biotecnologia.
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ABSTRACT
Bioactive peptides can provide health benefits due to different mechanisms. The aims of the
present study are to produce bioactive peptides from bovine and goat milk subjected to the
proteolytic activity of Aspergillus oryzae and Aspergillus flavipes enzymes, as well as to assess
their putative antimicrobial and antioxidant activity. Bioactive peptides were successfully
generated from proteases of fungi cultivated in solid-state fermentation. The generated
peptides were effective against all tested bacteria and fungi. There was antioxidant activity, up
to 92.5% DPPH reduction and ORAC stabilization at 52.5 pmol pL™ of Trolox Equivalent. The
generation of milk-specific peptides in the samples was obtained through 2D-PAGE fractioning
followed by mass spectrometry (ESI-MS/MS). Based on results in the present study, milk
bioactive peptides presenting broad antimicrobial action and antioxidant activity spectra can be
cost-effectively produced through solid-state fermentation. The herein addressed approach can

be valuable for the pharmaceutical and food industries.

Keywords: Bioactive peptides, Agroindustrial Wastes, Solid-state Fermentation, Proteomics,

Biotechnology.
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1 INTRODUCAO
Os peptideos bioativos (BaPs) sdo fragmentos proteicos especificos com propriedades
multifuncionais. Eles podem se comportar como hormonios, ou até mesmo como remédios,
protegendo ou reduzindo os efeitos nocivos das doencas crénicas ndo transmissiveis. Os BaPs
tém a capacidade de realizar muitas atividades bioldgicas, entre elas, as antimicrobianas, anti-
hipertensivas, imunomoduladoras, opidides e antioxidantes. Os efeitos desses peptideos estdo

associados ao seu conteldo especifico e a constituicdo de aminoacidos (KORHONEN, 2009).

Os BaPs podem derivar de diferentes fontes, incluindo o leite, que é a principal fonte
nutricional de peptideos para mamiferos neonatais, ja que é rico em proteinas, minerais,
hormonios e imunoglobulinas. O leite tem atraido mais interesse ao longo do tempo devido ao
seu uso potencial em muitos produtos, como alimentos funcionais, suplementos e
medicamentos. O leite também é uma fonte rica de peptideos de atividades multifuncionais

derivadas principalmente de caseinas e proteinas do soro do leite (NIELSEN et al., 2017).

Os BaPs derivados do leite podem ser gerados através da hidrdlise enzimatica do leite.
Existem alguns produtos a base de peptideos lacteos disponiveis no mercado, como por
exemplo Calpis (Calpis®, Japao) e BioZate (Davisco Foods®, Estados Unidos), que sdo leites
fermentados com propriedades anti-hipertensivas. No entanto, a producdao desses leites
fermentados depende de enzimas comerciais caras conhecidas por seu baixo rendimento e

estabilidade na producdo em grande escala (KORHONEN, 2009).

As enzimas podem ser produzidas através de processos de fermentagdao, como as
fermentacdes em estado solido (FES) e submersa (FS). A comparacdao entre essas duas
tecnologias mostrou as vantagens da FES, a saber: menor custo (SANDHYA et al., 2005) e

melhor sustentabilidade. Com nota para a versatilidade dos residuos agroindustriais, que
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podem ser utilizados como substrato para o crescimento microbiano, a reducdo da adicdo de
agua ao sistema requerido na FES, a necessidade de estruturas mais simples e a facil
recuperacdao do produto. A adicdo de agua ao sistema pode resultar em maior rendimento
devido a geracdo de produtos mais concentrados. O método FES também imita o habitat
natural de fungos filamentosos, auxiliando na decomposicdo microbiana de diferentes
substratos, crescimento rapido e demanda minima de manuten¢ao (VISHWANATHA et al.,
2010). Assim, este método é promissor para a producdo de biomoléculas que proporcionam
alto valor agregado para a industria. Peptideos bioativos produzidos pela acdo proteolitica de

residuos agroindustriais tratados sdo exemplos desse processo (CASTRO & SATO, 2014).

O método FES produz mais proteases fungicas do que FS, uma vez que resulta em alto
rendimento de enzimas usadas na hidrdlise de proteinas e na producdo de BaPs (ARORA et al.,
2018). Os métodos adotados para produzir BaPs influenciam, em ultima analise, os efeitos
biolégicos desses peptideos, bem como suas propriedades antimicrobianas e antioxidantes

(NONGONIERMA & FITZGERALD, 2018).

Os BaPs derivados do leite sdo eficazes contra varias bactérias gram-positivas e gram-
negativas, portanto, é uma fonte potencial de novos agentes antimicrobianos, inclusive cepas
resistentes (MOHANTY et al., 2016). Esses peptideos podem ser uma alternativa vantajosa para
a modula¢do do estresse oxidativo in vivo, pois seu consumo é relativamente seguro e bem
tolerado (SAMARANAYAKA & LI-CHAN, 2011). Nesse sentido, o presente estudo comparou
diferentes parametros para gerar proteases de alta atividade por meio de FES com diferentes
espécies fungicas. Residuos agroindustriais foram utilizados como substrato da FES e diferentes
concentracdes de sal foram adotadas para a purificacdo parcial de proteases. Além disso, o

presente estudo descreveu o uso bem-sucedido de proteases fungicas geradas pela FES para
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produzir BaPs derivados do leite com atividade antimicrobiana e antioxidante in vitro, a partir

de um método custo-efetivo.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Cultura Fungica e Produgao de Proteases

O acesso ao PatrimOnio Genético dos micro-organismos e residuos agroindustriais foi
regularizado sob cadastro n. A3B348F na plataforma do Sistema Nacional de Gestdo do
Patrimoénio Genético (SISGEN), conforme preconizado pela Lei Brasileira da Biodiversidade (n2

13.123/15).

As linhagens liofilizadas dos fungos Aspergillus oryzae (ATCC 1003/INCQS 40068) e
Aspergillus flavipes (ATCC 16814 / INCQS 40024) foram fornecidas pelo Instituto Oswaldo Cruz
(FIOCRUZ-Brasil). Estas espécies de fungos foram previamente caracterizadas como bons
produtores protease por FES (NOVELLI et al., 2016). As cepas fungicas foram inoculadas em
Agar Batata Dextrose (PDA) (Himedia®, Mumbai, india), incubadas a 30 °C por 120 h,

armazenadas em vasilina estéril a 4 °C e sub-cultivadas a cada trés meses.

Proteases fungicas foram geradas por FES em substrato composto de farelo de trigo ou
farelo de soja e agua 1:1 (p/v), conforme relatado anteriormente (CASTRO & SATO, 2014). Os
substratos para a FES foram doados pela Universidade Estadual Paulista (UNESP), Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia, Botucatu, Brasil (22°53'09" S, 48°26'42" Q). Os frascos de
Erlenmeyer com o substrato e agua foram esterilizados por 15 min a 121 °C. Suspensdes de
esporos preparadas com agua destilada estéril (10" esporos mL™ crescidos em PDA a 30 °C por
96 h) foram inoculadas em frascos de Erlenmeyer e incubadas a 30 °C por 120 h. Extratos

brutos de proteases flngicas foram produzidos por filtragdo com agua destilada. O
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procedimento de filtracdo foi realizado com duas camadas de gaze de algod3o para remover os

micélios.

A azocaseina (Sigma-Aldrich®, St. Louis, EUA) foi utilizada como substrato para a
atividade proteolitica fungica (CHARNEY & TOMARELLI, 1947), comparando a atividade
enzimatica de ambas as espécies fungicas (A. oryzae e A. flavipes) em diferentes substratos de
FES (farelo de trigo e farelo de soja). Extratos enzimdticos brutos foram parcialmente
purificados por fracionamento baseado no método de salting-out. Este método foi aplicado
para a precipitacdo de proteinas usando sulfato de amoénio a 40% de saturacdo (WINGFIELD,
2001). Apds a centrifugacdo (4.000 x g por 15 min a 5 °C), os precipitados foram ressuspendidos
em tampao fosfato 0,1M pH 7,0 e dialisados utilizando membrana de didlise celuldsica (47 mm)
(Sigma-Aldrich®, St Louis, EUA) contra dagua destilada refrigerada. O sobrenadante foi
fracionado com 60% e 80% de sal, conforme mencionado anteriormente. Os extratos foram
liofilizados a -90 °C por 96 h em aparelho Liotop® modelo L101 (Liotop®, Sdo Carlos, Brasil). A
atividade proteolitica foi determinada em fragdes parcialmente purificadas com 40%, 60% e
80% de sal. As fragdes que apresentaram a maior atividade de protease foram selecionadas

para produzir BaPs derivados do leite por hidrélise das proteinas do leite.

2.2 Produgao de Pools de Peptideos Bioativos Derivados de Leite

Amostras de leite cru (ndo pasteurizado) de vacas sauddveis em lactagdo foram
fornecidas por uma propriedade privada localizada em Sdo Manuel, SP, Brasil (22°43'52" S,
48°34'14" 0). Amostras de leite bovino tratado com temperatura ultra-alta (Ultra High
Temperature- UHT) foram compradas em um mercado local (Lider Alimentos do Brasil, Brasil).
Amostras de leite cru de cabra foram fornecidas pela Faculdade de Medicina Veterinaria e

Zootecnia da Universidade Estadual de Sdo Paulo, Botucatu, Brasil (22°53'09" S, 48°26'42" Q). O
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leite de cabra comercial tratado com UHT foi comprado em um mercado local (Capprys’S
Industria de Laticinios, Brasil). Amostras de diferentes origens foram coletadas para selecionar

aquelas com as maiores concentracdes de proteinas totais.

As concentracdes de proteinas totais de leite foram medidas em amostras parcialmente
purificadas a 80% de sal - como descrito para proteases fungicas - pelo método de Biureto
(ROSE, 1833). Posteriormente, 10 mL de proteinas do leite (100 mg mL™) e 2% (p/v) de
proteases foram incubadas em tampédo fosfato 0,1M, pH 7,0, a 37 °C por 1 h. A reacdo foi
paralisada com acido acético 1M. A reacdo foi centrifugada a 4000 x g durante 20 mina 5 °C

para remover as proteases ndo hidrolisadas.

Tabela 1. Pools de peptideos gerados pelo leite de bovino (B) e caprino (G) hidrolisados com proteases de
Aspergillus oryzae (ATCC 1003) (O) e Aspergillus flavipes (ATCC 16814) (F) produzidas por fermentagao
em estado sélido em substrato de farelo de trigo a partir de fragdes (40%, 60% e 80%).

Fonte de Proteases Amostra
Leite Fungos FPP! (%)* BaP’
Bovino (B) Aspergillus oryzae (ATCC 1003) (O) 40 BO40
60 BO60
80 BO80
Aspergillus flavipes (ATCC 16814) (F) 40 BF40
60 BF60
80 BF80
Caprino (G) Aspergillus oryzae (ATCC 1003) (O) 40 G040
60 G060
80 GO8&0
Aspergillus flavipes (ATCC 16814) (F) 40 GF40
60 GF60
80 GF80

! Fracdo Purificago Parcial; > AbreviacBes designadas para as amostras de pools de peptideos bioativos
geradas.

*Concentracdo de sulfato de amonio usada para purificagdo parcial por salting-out.
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Peptideos parcialmente purificados foram ressuspendidos em agua ultrapura e filtrados
através de filtros de membrana de poliéster sulfénico de 0,22 um (Kasvi®, Sdo José dos Pinhais,
Brasil), entdo os sobrenadantes foram coletados e liofilizados a -90 °C por 96 h. Proteases
inativadas foram preparadas a partir da ebulicdo do extrato enzimatico por 10 min, e entdo
aplicado ao leite para gerar o controle negativo. As concentracdes de peptideos foram fixadas
em 214 nm (KUIPERS & GRUPPEN, 2007) utilizando equipamento NanoVue™ (GE Healthcare®,
Boston, EUA) e como padrdo foi albumina sérica bovina do kit Quick Start™ Bradford Protein

Assay (Bio-Rad®, Hercules, EUA). A Tabela 1 lista os peptideos derivados do leite produzidos.

2.3 Atividade Antimicrobiana de Pools de BaPs Derivados de Leite

O ensaio de difusdo em disco foi utilizado para avaliar a atividade antibacteriana de BaPs
contra Listeria monocytogenes (ATCC 7644), Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Salmonella
enterica Enteritidis (ATCC 13076), Escherichia coli (ATCC 25922) e Pseudomonas aeruginosa
(ATCC 27853). Bem como a atividade antifungica contra Fusarium oxysporum (I0C 4065),
Aspergillus fumigatus (IOC 0081), Penicillium expansum (IOC 4076) e Candida albicans (10C
2508) (MOTTA & BRANDELLI, 2002; ATHANAZIO-HELIODORO et al., 2018) . Além disso, a taxa de
inibicdo do crescimento de BaPs (GI%) foi estimada pelo método de microdiluicdo (GUDINA et
al.,, 2010). Indéculos bacterianos de S. aureus e E. coli foram ajustados para densidade 0,5
McFarland em 0,85% de solugdo de NaCl (p/v). Os indculos foram diluidos a 7,5x10° UFC mL™ e
incubados com caldo Miiller-Hinton (Kasvi®, Sdo José dos Pinhais, Brasil) com as amostras de
BaPs até atingir o volume final de 200 uL. As placas foram incubadas a 35 °C durante 24 h. Este
procedimento foi seguido por leituras de densidade dptica (DO) a 595 nm no leitor de
microplacas Bio-Rad® Modelo 680 (Bio-Rad®, Hercules, EUA). O G1% de cada cepa bacteriana foi
determinado pela menor concentracdo de BaPs, que deve ser capaz de inibir a maior

porcentagem de crescimento bacteriano avaliada através de leituras de DO.
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2.4 Atividade Antioxidante de Pools de BaPs Derivados de Leite

As propriedades antioxidantes de BaPs derivadas do leite foram avaliadas através da
reducdo do radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) (ZHANG et al.,, 2013) e capacidade de

absorg3o de radicais de oxigénio (ORAC) (DAVALOS et al., 2004).

A reacdo no ensaio de DPPH foi preparada com 125 ul de BaP, 750 uL de etanol e 75 uL
de reagente DPPH (Sigma-Aldrich®, St Louis, EUA) a 2,1 g mL™. A mistura foi homogeneizada,
mantida no escuro a temperatura ambiente por 1h, seguida pela leitura da absorbancia a 517
nm. O branco foi preparado com 3,5 mL de etanol a 99,8% e 300 pL de DPPH. A taxa de
sequestro de radicais livres foi expressa em % de reducdo do DPPH. Setenta (70) mM de
reagente [2,2'-azobis (2-metilpropionamidina)-di-hidrocloreto] (AAPH) (Sigma-Aldrich®, St.
Louis, EUA) e 12 mM de fluoresceina foram utilizados em ORAC. A fluorescéncia foi medida a
37°C pelo dispositivo GloMax® Explorer (Promega, Madison, USA); as leituras foram realizadas a
cada 10 min até o total de 100 min. Os resultados da ORAC foram expressos em Trolox

Equivalente (TE) (umol pL™* da amostra).

2.5 Analise Protedmica

As quatro amostras de BaPs derivadas do leite que apresentaram maior atividade
biolégica nos ensaios antimicrobiano e antioxidante foram fracionadas por eletroforese
bidimensional (2D-PAGE) em gel de poliacrilamida, conforme descrito anteriormente por Vieira
et al. (2017). Os spots 2D-PAGE identificados foram submetidos a digestdo triptica para serem
caracterizados por ionizacdao por eletropulverizagdo em espectrometro de massa em tandem
(ESI-MS/MS) (Waters, Milford, EUA). Este ensaio foi realizado no sistema nanoACQUITY UPLC,
que foi equipado com coluna HSS T3 (coluna UPLC HSS T3 ACMITY 75 mm x 150 mm, 1,8 um,
Waters) e previamente equilibrada com 7% de fase mével B (100% acetonitrila + 0,1% de acido

férmico). Os peptideos foram separados através de gradiente linear de 7-85% da fase mével B
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por 20 min a vazdo de 0,35 pL min™. A temperatura da coluna foi mantida a 45 °C. A MS foi
operada no modo ion positivo durante 20 min e os dados registados foram processados no
software ProteinLynx GlobalServer (PLGS), versdo 3.0 (Waters, Milford, EUA). A identificacdo
das proteinas foi realizada por meio do algoritmo de contagem de ions, e as sequéncias de
peptideos foram verificadas com base no acesso de proteinas no banco de dados Universal

Protein Resource (UniProt) (Uniprot Consortium, Europa).

2.6 Anadlise Estatistica

Todos os experimentos foram realizadas em triplicata. Os dados foram submetidos,
primeiramente, a testes de normalidade (mistos para distribuicdo simétrica de dados ou
GENMOD para distribuicdo assimétrica) seguidos de andlise de variancia e teste de Tukey-
Kramer - quando aplicavel - pelo software SAS (SAS®, Cary, EUA). A andlise de eletroforese (2D-
PAGE) foi realizada pelo software ImageMaster Platinum 7.0 (GE-Healthcare®, Boston, EUA). Os

resultados foram significativos quando p < 0,05 em todas as analises realizadas.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Produgao de Proteases

Residuos agroindustriais, farelo de trigo e farelo de soja, foram utilizados como
substrato para Aspergillus oryzae e Aspergillus flavipes para producdo de proteases fungicas por
FES. A atividade proteolitica dos extratos brutos foi estimada em: 6,3 U mL™ para A. oryzae
cultivada em farelo de soja; 3,8 U mL" para A. flavipes em farelo de soja; 16,7 U mL" para A.
oryzae em farelo de trigo e 20,4 U mL™ para A. flavipes em farelo de trigo. A. oryzae e A.
flavipes registraram alta atividade de protease quando cultivadas em farelo de trigo (p= 0,04)
(Figura 1). Novelli et al. (2016) avaliaram 16 espécies de fungos e encontraram melhor atividade

de proteases fungicas na FES realizada em substrato de farelo de trigo. Eles relataram maior
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atividade enzimdtica para A. oryzae, Aspergillus brasiliensis, Penicillium roqueforti e A. flavipes

cultivados em farelo de trigo a 37 °C e pH 7,0 do que em farelo de soja.
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Extratos enzimaticos brutos e parcialmente purificados

Figura 1. Atividade proteolitica de enzimas produzidas por Aspergillus oryzae ATCC 1003 (AO) e
Aspergillus flavipes ATCC 16814 (AF) por fermentagdo em estado sdlido em substratos de residuos
agroindustriais. Atividade de proteases parcialmente purificadas em farelo de trigo para fragdes definidas
de acordo com a quantidade de sal de sulfato de aménio utilizada no processo de purificagdo [(NH4)2SO4
40%, 60% e 80%)]. Os valores s&o apresentados como médias + DP, p < 0,05 (Tukey-Kramer).

As experiéncias realizadas no presente estudo foram conduzidas com proteases geradas
através de FES em farelo de trigo, uma vez que sua atividade enzimatica foi superior a
registrada para o substrato de soja. O método de fracionamento parcial de protease
proporcionou maior atividade de protease em amostras de A. flavipes fracionadas com 40% de
sal (40,8 U mL™), seguido do fracionamento de A. oryzae com 60% de sal (36,8 U mL™) e por A
flavipes com 60% de sal (33,4 U mL™). Ndo houve diferencas nas atividades enzimaticas entre
espécies fungicas (p= 0,51) ou entre proteases parcialmente purificadas devido a adi¢do de sal

(p=0, 08) (Figura 1).
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Estudo prévio reportou maiores resultados de proteases utilizando farelo de trigo como
substrato (49,3 U mL?) em um experimento conduzido com Aspergillus flavus. Este
experimento testou diferentes substratos agroindustriais: farelo de trigo, farelo de arroz, palha

de arroz, semente de algoddo e bagaco de cana (MUTHULAKSHMI et al., 2011).

Aspergillus tem sido visto como um valioso produtor de protease (LI et al., 2014). A.
oryzae destacou-se devido a alta atividade proteolitica em comparacdo a outras espécies de
Aspergillus. Ortiz et al. (2016) avaliaram a atividade proteolitica das enzimas por FES de A.
oryzae (NRRL 2217 e ICFC 8/12), A. flavipes (NRRL 295), A. giganteus (NRRL 10), A. rhizopodus
(NRRL 6136) e A. sojae (NRRL 5595 e ATCC 20235). A. oryzae (ambas as linhagens), A. flavipes e
A. sojae (ATCC 20235) registraram as maiores atividades. As enzimas sdo substrato-especificas,
isto implica que mesmo usando as mesmas espécies de fungos, outras variaveis empregadas no
bioprocesso, como origem do substrato, parametros utilizados no meio reacional, aminoacidos
envolvidos em ligacBes peptidicas a serem hidrolisadas, grupos funcionais, sitio ativo e
mecanismo enzimatico podem gerar enzimas com diferentes atividades proteoliticas (SANTOS

& KOBLITZ, 2008).

3.2 Produgao de Peptideos Bioativos Derivados de Leite

A andlise de proteina total foi aplicada para selecionar as amostras com maior
concentracao de proteina para serem hidrolisadas por proteases fungicas. A maior quantidade
de proteina foi registrada para o leite bovino cru: com 3911,5 + 0,07 mg mL™ para o leite cru e
1145,8 + 0,00 mg mL" para o leite UHT. N3o houve diferenca significativa entre os tipos de leite
de cabra: 2795,5 + 0,07 mg mL" para o leite cru e 2602,8 + 0,01 mg mL™ para o leite UHT. Com
base nesses resultados, os leites crus (tanto bovino quanto caprino) foram selecionados para

padronizar a producdo de BaPs.
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3.3 Atividade Antimicrobiana de Pools de BaPs Derivados de Leite

3.3.1 Atividade antibacteriana

Todos os BaPs apresentaram atividade antibacteriana contra as cinco cepas bacterianas
testadas. Este resultado foi evidenciado pelos maiores halos de inibicdo observados nos discos
BaPs do que nos controles (Figura 2, painéis A e B). As amostras que registraram a maior
atividade foram BF40 (19 mm de halo de inibicdo contra P. aeruginosa), BO80 (16 mm contra S.
Enteritidis), GO80 (15,5 mm contra E. coli), BO60 e BO80 (15 mm contra S. aureus) e BO40,
BO80, BF40, GF80 (13 mm contra L. monocytogenes). Com base nesses resultados, o GI% foi
determinado para BO40, BO80, GO40 e GF40 com S. aureus e E. coli, que sdo representantes de
bactérias gram-positivas e gram-negativas, respectivamente. Todos os BaPs nos painéis C e D

foram eficazes contra esses micro-organismos (Figura 2).

O plectasin, que é um peptideo comercial antimicrobiano para fungos (Novozyme®,
Dinamarca), resultou em 100% de inibicdo contra S. aureus a 100 pg mL™ (LI et al., 2017). O
maior GI% no presente estudo foi registrado para a amostra de BaPs GO40 a 1,4 mg mL™*
(96,2% de inibig3o contra E. coli com base na DO), seguida por BO40 a 0,2 mg mL™" (93,4% de
inibicdo também contra E. coli). Vale notar que o GI% que apresentou a maior atividade foi
observado em diferentes concentra¢des de GO40 e BO4O0. Esta atividade pode ser resultado das
diferentes sequéncias peptidicas presentes em cada amostra, que podem realizar diferentes

interagbes quimicas com as células microbianas.

87



Wb b
RN

"
€

P=0.001

Inibicdo de Crescimento Bacteriana (%)

Zoma de Inibicdo Antifingica (mm)

Hﬂﬂﬂﬂﬂﬁﬂﬂﬂﬂﬂ %l

[ TR YR}
R - R -

-
ISR
L L

=]
|

ﬁ

%%%

P=0.005
F=0.0001

E.co
Peptideos Bicativos de Leite e Espécies Bacterianas

pPo.opps  P=0.03 paooops C E

- * P * E

= £

=]

£

E

b

=

<

)

-

=]

a2 |04 |07 |1 ﬂ.2|CIA|CI,?|1A CI.2|CIA|U,?|1,¢1 02|04fo7|1a =

BO40 8080 GOo40 GF40 E

[Peptideos Bioativos de Leite] (mg mL?*)
P<0.0001
1__;
P=D.05
*

B BN =HERE
HomEE B R E
HH o E EE B
A A
s[=TslzTelslsTzlslszlel=zlslzs]slclz]s]z=
HHHHEHHHEBHHEHHEEBEHEHE
C.aticans F. amvsoarum

g

T *
]

]

RRRRNN

=

GoA

P=0.0002

slzs|lzs|l=21s|lzlz|l=sl=l=|2

[

P_asruginosa

RN,

GF

RN

GFA

RN

Aangh

Peptideos Bicativos de Leite e Espécies Fingicas

P. expansum

= | =

=|ls|s| =

A

Capitulo 2

Figura 2. Atividade antimicrobiana de pools de peptideos bioativos de leite bovino (B) e caprino (G) gerados por hidrélise com proteases de Aspergillus oryzae (ATCC 1003)
(O) e Aspergillus flavipes (ATCC 16814) (F) parcialmente purificadas a 40%, 60% e 80% por salting-out e produzidas por fermentacdo em estado sélido. (A) Atividade
antibacteriana por difus@o em disco. (B) GO80 contra Pseudomonas aeruginosa, BO80 contra Salmonella Enteritidis, com gentamicina 10 g (controle positivo); GF80 contra
Candida albicans, com anfotericina B a 2 mg mL-" (controle positivo). (C) Porcentagem de inibigdo do crescimento (Gl%) contra Staphylococcus aureus. (D) Gl% contra
Escherichia coli. (E) Atividade antifungica por difusdo em disco. Os valores foram apresentados como médias + DP, p<0,05 (Modelo Linear Generalizado com Distribuigéo
Gama). Diferengas significativas (*) entre os maiores e menores halos de inibicdo no ensaio de difuséo em disco e a melhor concentracéo de peptideos para Gl%.
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3.3.2 Atividade antifungica

Os painéis B e E (Figura 2) apresentam os resultados obtidos da atividade antifungica,
para a qual todos os BaPs de leite foram eficazes contra todos os fungos, exceto para A.
fumigatus. A. fumigatus foi o fungo mais patogénico dentre as espécies fungicas testadas, por
ser resistente a importantes antifungicos como o voriconazol, o posaconazol e as

equinocandinas (ERJAVEC et al., 2009).

As amostras BO40 e BO60 (25 mm de halo de inibigao contra C. albicans), GO60 (13 mm
contra P. expansum) e BO80 (11,5 mm contra F. oxysporum) apresentaram as maiores taxas de
atividade antifungica. Amostras submetidas a inativacdo por protease ndao mostraram
atividade, e esse resultado evidenciou que a atividade biolégica de BaPs resulta de processos de
hidrolise baseados em proteases produzidas em FES, e ndo da acdo de compostos brutos do

extrato fermentativo.

Os BaPs derivados do leite foram descritos como agentes antibacterianos e antifungicos
em estudos anteriores (KORHONEN, 2009; MOHANTY et al.,, 2016). Théolier et al. (2014)
analisaram 371 peptideos antimicrobiano de leite e relataram 56 com propriedades
antifungicas contra espécies de Candida, Penicillium e Trichophyton. Nielsen et al. (2017)
analisaram o potencial antimicrobiano de 207 BaPs de leite com base em um conjunto de dados
descrito na literatura e identificaram atividade contra Bacillus cereus, Bacillus subtilis,
Enterococcus faecalis, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei, Listeria innocua, L.
monocytogenes, S. aureus, Staphylococcus epidermidis, E. coli e C. albicans. Atualmente, os
peptideos isracidina [a-sl-caseina f (1-23)], caseicina A [a-sl-caseina f(6-14) IKHQGLPQE],
caseicina B [a-s1-caseina f (15-22) VLNENLLR] e lactoferricina sdo as sequéncias mais estudadas
qgue apresentam efeitos antimicrobianos. Os resultados do presente estudo identificaram varias

sequéncias derivadas da a-sl-caseina. O homodlogo de caseicina bovina Bf(18-37)
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HPINHQGLSPEVLNENLLR foi observado na amostra GO40. Lépez-Expdsito et al. (2008)
relataram a forte e ampla atividade antimicrobiana da a-s2-caseina bovina f(183-207). A
seqliéncia peptidica de a-s2-caseina bovina FALPQYLK f(188-196) foi identificada no presente
estudo e este resultado corresponde a seqliéncia descrita anteriormente e também a duas
outras sequéncias similares em BaPs de leite de cabra: ISQYYQK f(182-189 ) e FAWPQYLK f(189-

197).

Lépez-Expdsito et al. (2008) relataram o efeito antimicrobiano sinérgico de BaPs de leite,
com atividade contra E. coli e S. epidermidis, quando foram combinados lactoferricina e
lactoferrina bovina, e contra L. monocytogenes quando a-s2-caseina foi associada a nisina
(conservante natural de alimentos). Da mesma forma, a atividade bioldgica observada no
presente estudo pode ter resultado do efeito sinérgico de BaPs produzido na hidrdlise do leite

por proteases fungicas, uma vez que foram avaliados pools dos peptideos produzidos.

3.4 Atividade Antioxidante de Pools de BaPs Derivados de Leite

Todos os BaPs apresentaram propriedades antioxidantes que variaram de 84,9% a
95,2% de redugao do DPPH. As amostras que registraram a maior atividade antioxidante foram
BO80 (reducdo de 95,2% do DPPH), BF60 e GO40 (reducdo de 91,8% do DPPH, cada) e BO40 e
BF40 (reducdo de 91,6% do DPPH, cada). BaPs mostrando a maior atividade antioxidante, com
base no ensaio DPPH, foram ainda avaliados, a fim de observar a estabilizagdo radical peroxila

através do método ORAC- resultados foram 29,8 a 52,5 umol pL™ Trolox Equivalente (TE).
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Figura 3. Capacidade de Absorcao Radical de Oxigénio (ORAC) de pools de peptideos bioativos (BaPs)
isolados de leite bovino (B) e caprino (G) hidrolisados com proteases fungicas de Aspergillus oryzae
(ATCC 1003) (O) e Aspergillus flavipes (ATCC 16814) (F) parcialmente purificado a 40%, 60% e 80%
através de fermentagao em estado sélido, branco (controle negativo- produzido com proteases inativadas)
e acido ascorbico (controle positivo). Amostras estatisticamente diferentes foram representadas por letras
diferentes, b (valores comparados ao branco). As medidas foram comparadas por teste de Tukey-Kramer
p <0,05 (* # entre amostras: * < <**),

Os maiores potenciais antioxidantes avaliados pelo ensaio ORAC foram observados para
as amostras de BaPs BO80 (52,5 pumol pL™ TE), GO40 (51,2 pmol pL™* TE), BO40 (43,3 pmol pL™*
TE) e GF60 (42,9 umol pL™" TE), como mostrado na Figura 3. N3o houve atividade antioxidante
em amostras submetidas a inativagdo de protease, que mostrou reducao de 0% do DPPH e 19,1

+ 0,2 umol pL™* TE no ORAC.

Alguns autores afirmaram que BaPs derivados de alimentos podem apresentar igual ou
maior atividade antioxidante, comparados com antioxidantes sintéticos como butilhidroanisol
(BHA), butilhidroxitolueno (BHT) e n-propil-galato. Além disso, os BaPs sdao mais seguros do que
esses agentes sintéticos na administracdo in vivo (ALMEIDA-DORIA & REGITANO-D’ARCE, 2000).
Hogan et al. (2009) avaliaram o potencial antioxidante de BaPs de leite hidrolisado com

proteases comerciais e relataram redug3o de 3,1 a 35,4 umol g TE do radical DPPH; e 62,9 a
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246,6 umol g™ TE no radical peroxil em ORAC. Eram esperados os valores diferentes obtidos
entre os métodos, porque DPPH e ORAC se baseiam em mecanismos distintos de oxi-reducao.
No entanto, apenas os dados do ORAC sdo adequados para sistemas bioldgicos in vivo, uma vez
que os radicais livres utilizados no DPPH ndo sao fisiolégicos (FLOEGEL et al., 2011). De acordo
com Nielsen et al. (2017), a maioria dos peptideos bioativos derivados de leite que apresentam
propriedades antioxidantes derivam da caseina, principalmente da B-caseina e a-sl-caseina.
Além disso, é importante notar que o potencial antioxidante dos peptideos bioativos depende
das enzimas hidroliticas aplicadas, pois a atividade proteolitica especifica reflete nas estruturas
dos peptideos gerados (CUMBY et al., 2008). Em resumo, os BaPs derivados do leite produzidos
pela acdo das proteases fungicas geradas por FES apresentaram potencial antioxidante
relevante, podendo ser produzidos de forma econémica e terem diferentes aplicacGes

bioldgicas.

3.5 Analise Protedmica

A analise proteémica foi realizada para as quatro amostras de BaPs (duas para cada
amostra de leite bovino ou caprino), cujas atividades bioldgicas se destacaram, sendo os BaPs
BO40, BO80, GF40 e GO40. A boa repetibilidade e reprodutibilidade das réplicas de géis 2D-
PAGE foram corroboradas pelas altas taxas de matching registradas entre as amostras: 98,6%,
para GO40; 91,3%, para GF40; 89,6%, para BO40 e 75,3%, para BO80. Embora o leite seja um
substrato rico em proteinas, os géis 2D-PAGE mostraram apenas poucos pontos de proteina
(Figura 4). Tal achado pode ser atribuido a purificacdo parcial, que resultou em enriquecimento

da amostra com as proteinas mais abundantes.

A anadlise ESI-MS/MS permitiu a identificacdo de peptideos especificos do leite a partir

de proteinas do soro (como a-lactalbumina e B-lactoglobulina), bem como as principais fracées
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de caseina (a-s1, a-s2, B e k). Este resultado confirma a producdo bem sucedida de BaPs através
da hidrdlise do leite usando proteases fungicas produzidas por FES. A caracterizacdo basica das

sequéncias peptidicas identificadas é mostrada na Figura 5.

Em um estudo anterior in silico foram identificadas 573 proteinas do leite bovino; com
notavel presenca de caseinas a-sl, a-s2 e B, albumina sérica e variacbes originadas de
mudancas pos-translacionais de proteinas (D'ALESSANDRO et al.,, 2011). Neste estudo,
amostras derivadas do leite bovino (BO40 e BO80) mostraram fragmentos peptidicos derivados
da albumina, caseinas a-s1 e a-s2, a-lactalbumina e B-lactoglobulina. Ja as amostras de leite de
cabra (GF40 e GO40) apresentaram sequéncias peptidicas derivadas de a-s1, a-s2, B e k-
caseinas, a-lactalbumina e B-lactoglobulina. Esses resultados reforcaram o argumento de que a
composicao das caseinas pode variar entre o leite de cabra e bovino (principalmente quanto B e

K-caseina), conforme relatado por Park et al. (2007).
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Figura 4. Spots de SDS-poliacrilamida 2D-PAGE (pl 3 a 10) de peptideos isolados de leite de bovino (B) e
de cabra (G), que foram hidrolisados com proteases flingicas de Aspergillus oryzae (ATCC 1003) (O) e
Aspergillus flavipes (ATCC 16814) (F) - parcialmente purificada a 40% e 80% pelo método de salting-out e
derivada de proteinas do leite caracterizadas por espectrometria de massa ESI-MS/MS. (a) BO40: (1 e 2)
albumina; (3) a-s1-caseina, queratina II; (4 e 5) B-lactoglobulina; (6) a-lactalbumina, B-lactoglobulina; (7) a-
lactalbumina. (b) BO80: (8 e 9) a-s1-caseina; (10) B-lactoglobulina; (11 e 12) a-s2-caseina; (13, 14 e 15) B-
lactoglobulina; (16) queratina II; (17) a-lactalbumina. (c) GF40: (18) albumina; (19, 20 e 21) a-s2-caseina;
(22). o-s1-caseina, B-caseina; (23). o-s1-caseina, a-s2-caseina, B-caseina; (24, 25, 26 e 27) B-
lactoglobulina; (28) a-lactalbumina; (29 e 30) k-caseina; (31) B-caseina. d) GO40: (32) a-s1-caseina; (33)
a-s1-caseina, B-caseina; (34 e 35). a-s2-caseina, -caseina; (36 e 37) k-caseina; (38) B-lactoglobulina;
(39) a-lactalbumina.
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Figura 5. Caracterizagdo por espectrometria de massas (ESI-MS/MS) de peptideos bioativos obtidos da hidrélise do leite bovino (B) e caprino (G) com
proteases fungicas de Aspergillus oryzae (ATCC 1003) (O) e Aspergillus flavipes (ATCC 16814) (F) parcialmente purificado a 40%, 60% e 80% por salting out e
produzidas por fermentagdo em estado sélido com substrato de farelo de trigo conduzido. A-alanina. R-arginina. N-asparagina. D- &cido aspértico. C-cisteina.
Q-glutamina. E-acido glutdmico. G-glicina. H-histidina. I- isoleucina. L-leucina. K-lisina. M-metionina. F-fenilalanina. P-prolina. Serina. T-treonina. W-triptofano.
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Os peptideos das caseinas e proteinas do soro sdo responsdveis por muitas atividades
biolégicas, incluindo propriedades antioxidantes, imunomondulacdo, antihipertensivas,
antineopldsicas e antimicrobianas (TSUTSUMI & TSUTSUMI, 2014). Segundo Li & Li (2013), as
propriedades dos aminodcidos dos peptideos sdo criticas para a desenvolvimento da atividade.
Neste aspecto, observaram que a presenca de histidina (His) e tirosina (Tyr) favorecem a
estabilizacdo dos radicais livres por serem doadores de hidrogénio. A caracterizacdo dos BaPs
conduzida aqui permitiu observar os peptideos com His-Tyr. Para BO40 foi encontrada 1 His-Tyr
para o-sl-caseina, 6 para a-lactalbumina e 4 para B-lactoglobulina. Para BO80 foram
identificadas 2 para B-lactoglobulina, 1 para a-lactalbumina e 1 para a-s2-caseina. Para GF40 4
para B-lactoglobulina, 3 para a-lactalbumina, 2 para k-caseina, 1 para a-s1-caseina, 3 para a-s2-
caseina e 1 B-caseina; e para GO40 foram identificadas 3 para B-lactoglobulina, 2 para a-

lactalbumina, 1 para k-caseina, 2 para B-caseina e 1 para a-s2-caseina.

Limitacoes foram observadas neste estudo em relacdo as sequéncias peptidicas
identificadas por espectrometria de massa. A técnica de espectrometria de massas envolve,
quase que invariavelmente, a digestao das proteinas em peptideos utilizando tripsina, enzima
cliva exclusivamente ligacdes entre o C-terminal de arginina e lisina (OLSEN et al., 2004).
Portanto, os peptideos identificados podem ser resultantes da acdo da tripsina utilizada na
técnica, visto que a maioria das sequencias observadas aqui foram clivadas em arginina ou
lisina. No entanto, os peptideos bioativos sdao fragmentos ricos em aminodcidos especificos,
incluindo arginina e lisina. Quando uma sequéncia apresenta ambos os aminodcidos, é
reconhecida como um peptideo litico, capaz de atuar sobre a membrana e apresentar atividade

antimicrobiana e anticarcinogénica (BROWN & HANCOCK, 2006).
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Além disso, Olsen et al. (2004) compararam a identificacio de peptideos usando
métodos tripticos por métodos de massa e nao tripticos (ion-trap de Fourier) e observaram que
quando a tripsina ndo era empregada a identificacdo de peptideos estava incorreta,

recomendando métodos com adig¢ao de tripsina.

Por outro lado, A. oryzae pode produzir exoproteases e endoproteases por FES,
incluindo enzimas acidas, neutras e alcalinas, como serina proteases e metaloproteases, que
também podem clivar ligacdes em residuos de arginina e lisina (PRATUSH et al., 2013). Apesar
das possiveis limitacGes deste estudo, os ensaios in vitro confirmaram a bioatividade dos
compostos gerados, enquanto os controles negativos produzidos com enzimas inativadas nao
mostraram bioatividade, indicando que apenas os compostos submetidos a hidrdlise ativa de
proteases dos fungos mostraram atividade antioxidante e antimicrobiana. Além disso, as
enzimas fungicas aplicadas sdao complexos multienzimaticos da FES e seus pontos de clivagem

ainda sdo desconhecidos.

Como discutido no presente estudo, as atividades bioldgicas podem ser o resultado de
um efeito sinérgico de varios fragmentos de peptideos. Portanto, futuros estudos
aprofundando a identificacdo de peptideos por diferentes técnicas de espectrometria de massa,
a sintese sintética das sequéncias peptidicas obtidas e sua avaliacdo de bioatividade e testes de
BaPs como possivel efeito sinérgico possibilitara ampliar o entendimento deste bioprocesso de

interesse biotecnoldgico.
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4 CONCLUSAO
Proteases de Aspergillus oryzae e Aspergillus flavipes produzidas a baixo custo por
fermentacdo em estado sélido com farelo de trigo, quando aplicadas ao leite de cabra e bovino,
produzem peptideos bioativos derivados do leite com atividade antimicrobiana e antioxidante

in vitro. Essa descoberta pode ser valiosa para novas aplicacdes industriais e biotecnoldgicas.
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RESUMO
O leite é considerado a melhor nutricdo para neonatos e atrai crescente interesse
biotecnolégico por ser fonte de peptideos bioativos com atividades bioldgicas diversas. Os
peptideos bioativos podem ser obtidos por hidrdlise utilizando proteases. Este trabalho visou a
producdo e caracterizacdo de peptideos bioativos de leite humano produzidos por acdo
proteolitica de enzimas fungicas obtidas por Fermentacdo em Estado Sdélido (FES); a
determinacdo do potencial antimicrobiano e antioxidante desses peptideos in vitro e a
interferéncia do método de paralizacdo da hidrdlise nas atividades bioldgicas. Os peptideos
derivados de leite humano cuja hidrélise foi paralisada com 4acido acético apresentaram acao
antimicrobiana mais significativa contra os micro-organismos testados (ocorrendo em 93,4%
dos resultados antibacterianos e 91,7% dos antifungicos), comparado com aqueles cuja
hidrdlise foi paralisada por ebulicdo (6,6% resultados antibacterianos e 8,3% dos antifungicos).
Todos os HMBaPs apresentaram também elevada atividade antioxidante, com reducdo de até
95% do radical DPPH e estabilizagdo do radical peroxila por ORAC de até 44,3 Trolox
Equivalente pmol pL™ composto. As sequéncias peptidicas foram fracionadas por eletroforese
bidimensional e caracterizadas por ESI-MS/MS, sendo possivel observar as possiveis sequéncias
envolvidas nas atividades bioldgicas. Assim, foi possivel produzir peptideos de leite humano
com elevada atividade antimicrobiana e antioxidante hidrolisando leite com proteases fungicas
produzidas por FES e caracterizar as sequéncias de aminoacidos que constituem esses
peptideos bioativos, possibilitando futura producdao destes de forma sintética para aplicacao

em processos biotecnoldgicos.

Palavras-chave: Fermentacdao em Estado Sdlido; Proteases; Protedmica, Espectrometria de

Massas; Biotecnologia.
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ABSTRACT
Milk is the best nutrition for neonates and attracts growing interest in biotechnology because it
is a source of bioactive peptides with diverse biological activities. Bioactive peptides can be
obtained by hydrolysis using proteases. This work aimed at the production and characterization
of bioactive peptides of human milk produced by proteolytic action of fungal enzymes obtained
by Solid-State Fermentation (SSF); the determination of the antimicrobial and antioxidant
potential of these peptides in vitro and the interference of the hydrolysis blocked method in the
biological activities. The peptides derived from human milk whose hydrolysis was blocked with
acetic acid presented a more significant antimicrobial action against the microorganisms tested
(occurring in 93.4% of the antibacterial results and 91.7% of the antifungal) compared to those
whose hydrolysis was blocked by boiling (6.6% antibacterial and 8.3% antifungal results). All
HMBaPs also showed high antioxidant activity, with reduction of up to 95% of the DPPH radical
and stabilization of the peroxyl radical by ORAC up to 44.3 Trolox Equivalent pumol pL™
compound. The peptide sequences were fractionated by two-dimensional electrophoresis and
characterized by ESI-MS/MS, being possible to visualize the possible sequences involved in the
biological activities. Thus, it was possible to produce HMBaPs by hydrolyzing human milk with
fungal proteases produced by SSF with high antimicrobial and antioxidant activity and to
identify the amino acid sequences that constitute these bioactive peptides, making possible

their future production in a synthetic way for application in biotechnological processes.

Keywords: Solid-state fermentation; Proteases; Proteomic; Mass Espectrometry;

Biotechnology.

106



Capitulo 3

RESUMO GRAFICO
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1 INTRODUGCAO

O leite humano é um alimento de natureza dinamica, que altera sua composi¢cdo de
acordo com a fase da lactagdo, proporcionando além de nutricdo, o desenvolvimento e a
prevencdao de diversas doengas (HUTH et al., 2006), como diarréia, vOmito, otite média,

septicemia e infec¢do do trato respiratério (ANDREAS et al., 2015).

Rico em micro e macronutrientes, contendo mais de 250 nutrientes essenciais a saude
do bebé (SILVA, 2004), o leite é fonte de lipideos, vitaminas, hormoénios e fatores de
crescimento. Ademais, é uma fonte substancial de peptideos bioativos derivados de leite
humano (HMBaPs) por sua rica composicdo em proteinas diversificadas, das quais é possivel
isolar peptideos com atividades bioldgicas distintas, incluindo os de a¢dao antihipertensiva,
opidide, antimicrobiana, antineoplasica, antitrombdtica e antioxidante (KORHONEN, 2009;
HSIEH et al., 2015; MOHANTY et al., 2016; CICERO et al., 2017; ZANUTTO-ELGUI et al., 2019).
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Bioprodutos inovadores com diversas atividades biolégicas de interesse para industrias
médica, farmacéutica e alimenticia podem ser produzidos através da aplicacdo de HMBaPs.
Atualmente ja existem industrias disponibilizando produtos provenientes deste alimento, como
fortificante para leite materno suplementado com proteinas, lipideos e minerais (Prolacta,
Duarte, EUA). Esses produtos tém movimentado um elevado capital de USS 10.000 em

semanas/consumo do bebé e recebendo financiamento de USS 50 milhdes (POLLACK, 2015).

Digno de nota, elevada quantidade de bebés ndo sdo amamentados devido a motivos
clinicos ou sociais, sendo necessario recorrer a alimentacdo artificial. Um estudo avaliou 194
paises, dos quais apenas 23 tem taxas de amamentacdo exclusiva acima de 60% e apenas 40%
dos bebés menores de 6 meses sdo amamentados exclusivamente, conforme recomendacdo da
Organizacdo Mundial de Saude (WHO, 2017). Popularmente, o leite em pd de origem animal e
as formulas infantis sdo os alimentos mais utilizados para garantir a alimentacdo infantil
perante a auséncia da amamentacdo, sendo que estdo disponiveis nos mercados uma grande
variedade de leites em pd com diferentes tipos de suplementacdo (e.g., adicdao de
oligossacarideos, vitaminas, minerais) (MILLANI et al., 2009). Apesar da variedade, este
mercado é caracterizado por produtos de valor elevado, inviabilizando o acesso para vasta
parcela da populagao, além disso, ndo sdao encontrados alimentos com peptideos bioativos na

composigao.

HMBaPs sdo inativos in vivo até serem liberados da proteina parental na digestdao, mas
podem ser gerados in vitro por acao proteolitica utilizando processos enzimdticos (SU et al.,
2017). As enzimas proteoliticas podem ser produzidas de forma econdmica por meio de
fermentacdo em estado sélido (FES), método com diversas caracteristicas vantajosas em

termos econO6micos e biotecnoldgicos, principalmente por necessitar de pouca agua livre no

108



Capitulo 3
sistema e poder utilizar residuos agroindustriais como substrato (VINIEGRA-GONZALES et al.,
2003; VISHWANATHA et al.,2010; CASTRO & SATO, 2014). Esse método é particularmente
interessante quando emprega fungos filamentosos, pois mimetiza seu habitat e podem ser
utilizadas espécies consideradas seguras para o consumo (Generally Recognized as Safe - GRAS),

proporcionando valor agregado ao bioprocesso (MORITA et al., 2010).

Assim, é interessante o desenvolvimento biotecnolégico de técnicas para a producao
desses peptideos, de forma a manter o consumo pelos recém-nascidos de compostos que
seriam obtidos caso estivessem sendo amamentados. Esta inovacdo biotecnoldgica poderd
auxiliar no desenvolvimento de novos produtos, inclusive a um custo mais acessivel, com
potencial antimicrobiano e antioxidantes, aplicados como suplementos para formulas infantis

de forma a aproxima-las ao leite materno (GILL et al., 2015, BRUNI et al., 2016).

Isto posto, esse estudo produziu HMBaPs com atividades antimicrobiana e antioxidante
produzidos por acgdo proteolitica de enzimas fungicas obtidas por fermentagdo em estado
sélido, avaliou a interferéncia da paralisacdo da rea¢do enzimatica por adi¢dao de acido acético
ou por ebulicdo na determinacdo das atividades bioldgicas e caracterizou por anadlise

proteGmica as sequéncias peptidicas geradas.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Micro-organismos

O acesso ao PatrimOnio Genético dos micro-organismos e residuos agroindustriais foi
regularizado sob cadastro n. A3B348F na plataforma do Sistema Nacional de Gestdo do
Patrimoénio Genético (SISGEN), conforme preconizado pela Lei Brasileira da Biodiversidade (n2

13.123/15).

A cepa fungica liofilizada de Aspergillus oryzae (ATCC 1003 / INCQS 40068) foi obtida
pelo Instituto Oswaldo Cruz (FIOCRUZ-Brasil) e foi previamente caracterizada como bom
produtor de proteases por FES (NOVELLI et al., 2016). As cepas fungicas foram inoculadas em
Agar Batata Dextrose (PDA) (Himedia®, Mumbai, india), incubadas a 30 °C por 120 h,

armazenadas em vasilina estéril a 4 °C e sub-cultivadas a cada trés meses.

2.2 Producao de Proteases

As proteases foram produzidas por FES em meio de cultura composto por farelo de trigo
e agua 1: 1 (p/v) de acordo com Castro & Sato (2014). O substrato foi doado pela Universidade
Estadual Paulista (UNESP), Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Botucatu, Brasil
(22°53'09" S, 48°26'42" 0). Os frascos de Erlenmeyer contendo o substrato e agua foram
esterilizados por 15 min a 121°C. Em seguida, as suspensdes de esporos (10’ esporos mL™)
foram preparadas com agua destilada estéril e inoculados os esporos a partir de 96 h de cultura
em Agar Batata Dextrose (PDA). Os frascos foram incubados por 120 h a 30°C. Os extratos
brutos de proteases foram obtidos por adicdao de 50 mL de dgua destilada, seguido de remoc¢ao
dos micélios por filtragdo com duas camadas de gaze de algodao.

2.2.1 Determinacgdo de atividade proteolitica

A atividade proteolitica de proteases flngicas brutas foi determinada usando azocaseina

(Sigma-Aldrich®, St Louis, EUA) como substrato, como descrito por Charney & Tomarelli (1947).
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2.2.2 Purificagdo parcial das proteases

Os extratos enzimaticos brutos foram fracionados de acordo com Wingfield (2001) por
adicdo de sulfato de amonio a 80% de saturacdo para precipitacao de proteina (salting-out). As

o

amostras foram centrifugadas a 4000 x g por 15 min a 5 ° C. Os precipitados foram
ressuspendidos em tampao fosfato 0,1M pH 7,0 em um sistema composto por uma membrana
de didlise de celulose de 47 mm (Sigma-Aldrich®, St Louis, EUA) e dialisado contra agua
destilada refrigerada. Os extratos foram liofilizados a -90 °C por 96h no equipamento Liotop®

modelo L101 (Liotop®, Sdo Carlos, Brasil). A atividade da protease parcialmente purificada foi

obtida conforme descrito para as protease em extrato bruto.

2.3 Producao de Pools de Peptideos Derivados de Leite Humano

Os leites foram obtidos de duas lactantes (A e B) saudaveis, sem sinais de mastite,
ambas em fase madura de lactacdo (1 ano de amamentacdo interrupta pds-nascimento), cuja
producdo foi superior aquela necessaria para alimentar seu proprio recém-nascido. Foram
extraidos 500 mL dos leites utilizando bombas de leite comerciais esterilizadas. Os leites foram

congelados a -20 °C imediatamente apds a ordenha.

As proteinas do leite foram parcialmente purificadas com sulfato de amoénio e
liofilizadas como descrito para as proteases. A concentracdo de proteinas totais foi

determinada por Bradford (BRADFORD, 1976).

Para producdo dos peptideos, 10 mL de proteinas do leite (100 mg mL™) e proteases a
2% (p/v) foram incubadas em tampao fosfato 0,1M pH 7,0 a 37 °C por 1 h. Proteases inativadas
foram produzidas por ebulicdo e utilizadas como no controle negativo. Foram comparados dois
métodos de paralizacdo da atividade enzimdatica: com acido acético 1M (Al e B1) ou por

ebulicdo por 10 min (A2 e B2). Apds paralisadas, as rea¢des foram centrifugadas a 4.000 x g por
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20 min a 5 °C. Os sobrenadantes foram coletados e liofilizados a -90 °C por 96 h, os peptideos
purificados foram ressuspendidos em dgua ultrapura e submetidos a filtracdo com filtros de

membrana de poliéster sulfénico de poro de 0,22 um (Kasvi®, Sdo José dos Pinhais, Brasil).

2.4 Atividade Antimicrobiana de Pools de Peptideos Derivados de Leite Humano

O teste de difusdo de disco foi utilizado para avaliar as atividades antibacterianas de
HMBaPs contra Listeria monocytogenes (ATCC 7644), Staphylococcus aureus (ATCC 25923),
Salmonella enterica Enteritidis (ATCC 13076), Escherichia coli (ATCC 25922) e Pseudomonas
aeruginosa (ATCC 27853). Bem como as atividades antifungica contra Fusarium oxysporum (10C
4065), Aspergillus fumigatus (I0C 0081), Penicillium expansum (I0C 4076) e Candida albicans
(10C 2508) (MOTTA & BRANDELLI, 2002; ATHANAZIO-HELIODORO et al., 2018). Os resultados

foram expressos como mm de halo de inibicdo.

2.5 Atividade Antioxidante de Pools de Peptideos Derivados de Leite Humano

2.5.1 Redugdo do radical DPPH
A eliminac¢do do radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) (Sigma-Aldrich®, St Louis, EUA)

foi determinada de acordo com Zhang et al. (2013). A reacao foi preparada com 125 plL de
extrato de amostra, 750 pL de etanol e 75 pL de DPPH a 2,1 g mL™. A mistura foi
homogeneizada e mantida no escuro a temperatura ambiente durante 60 min e a absorbancia
foi medida a 517 nm. O branco foi preparado com 3,5 mL de etanol e 300 uL de DPPH. A
atividade antioxidante foi expressa em % de redugdao do DPPH.

2.5.2 Capacidade de absorbdncia do radical oxigénio (ORAC)

O ORAC foi realizado conforme descrito por Davalos et al. (2004), utilizando 70 mM de
dicloridrato de AAPH [2,2'-azobis (2-metilpropionamidina)] (Sigma-Aldrich®, St Louis, EUA) e
fluoresceina a 12 mM como sonda de fluorescéncia. A fluorescéncia foi medida usando o

dispositivo GloMax® Explorer (Promega®, Madison, EUA) com leituras a cada 10 min por 100
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min a 37 °C. Os valores de ORAC foram determinados usando a diferenca entre a drea sob a
curva de decaimento e subtraindo o branco (NET-AUC). Os resultados foram expressos em

Trolox Equivalente (TE) (umol pL™ da amostra).

2.6 Andlise Protedmica

As amostras com melhores atividades bioldgicas nos ensaios antimicrobiano e
antioxidante foram fracionadas por eletroforese bidimensional (2D-PAGE) em gel de
poliacrilamida, conforme descrito anteriormente por Vieira et al. (2017). Os spots 2D-PAGE
identificados foram submetidos a digestdo triptica para serem caracterizados por ioniza¢do por
eletropulverizagdo em espectrdmetro de massa em tandem (ESI-MS/MS) (Waters, Milford,
EUA). Este ensaio foi realizado no sistema nanoACQUITY UPLC, que foi equipado com coluna
HSS T3 (coluna UPLC HSS T3 ACMITY 75 mm x 150 mm, 1,8 um, Waters) e previamente
equilibrada com 7% de fase movel B (100% acetonitrila + 0,1% de acido formico). Os peptideos
foram separados através de gradiente linear de 7-85% da fase mdvel B por 20 min a vazdo de
0,35 pL min™. A temperatura da coluna foi mantida a 45 °C. O MS foi operado no modo fon
positivo durante 20 min e os dados registados foram processados no software ProteinLynx
GlobalServer (PLGS), versdao 3.0 (Waters, Milford, EUA). A identificacdo das proteinas foi
realizada por meio do algoritmo de contagem de ions, e as sequéncias de peptideos foram
verificadas com base no acesso de proteinas no banco de dados Universal Protein Resource

(UniProt) (Uniprot Consortium, Europa).

2.7 Analise Estatistica

Todos os experimentos foram realizadas em triplicata. Os dados foram submetidos,
primeiramente, a testes de normalidade (mistos para distribuicdo simétrica de dados ou
GENMOD para distribuicdo assimétrica) seguidos de analise de variancia e teste de Tukey-

Kramer - quando aplicavel - pelo software SAS (SAS®, Cary, EUA). A analise de eletroforese (2D-
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PAGE) foi realizada pelo software ImageMaster Platinum 7.0 (GE-Healthcare®, Boston, EUA). Os

resultados foram significativos quando p < 0,05 em todas as andlises realizadas.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Producao de Proteases e de Pools de Peptideos Derivados de Leite Humano

Neste estudo, as proteases de Aspergillus oryzae (ATCC 1003/INCQS 40068) produzidas
por FES utilizando residuo de farelo de trigo como substrato, apresentaram elevada atividade
proteolitica de 43,65 U mL™ e concentracdo de proteinas totais de 6,4 mg mL™, apds serem
parcialmente purificadas por salting-out a 80% e liofilizadas. A geracdo de enzimas por FES é
atrativa do ponto de vista biotecnoldgico, sendo que o Aspergillus oryzae foi considerado um
6timo produtor de proteases em outros estudos (CASTRO E SATO, 2014; NOVELLI et al., 2016;

ORTIZ et al., 2016, ZANUTTO-ELGUI et al., 2019).

Uma elevada quantidade de proteinas totais foram observadas nas amostras de leite
materno com 2755,3 mg mL™ para a doadora A e 3377,3 mg mL? para a doadora B, apds serem

parcialmente purificadas também a 80% por salting-out.

3.2 Atividade Antimicrobiana de Pools de Peptideos Derivados de Leite Humano

Diversos estudos reportaram o amplo espectro de a¢ao antimicrobiana in vitro por
proteinas e peptideos derivados de leite (AGYElI & DANQUAH, 2012; NONGONIERMA &

FITZGERALD, 2018; CICERO, 2017; NIELSEN, 2017; ZANUTTO-ELGUI et al., 2019).

Em nosso estudo, todos os HMBaPs produzidos apresentaram acdo antimicrobiana
contra 0s micro-organismos testados, com exce¢do do B2. As maiores atividades
antibacterianas (p<0,0001) foram observadas para B1 (16 mm de halo de inibicdo contra L.
monocytogenes, 15 mm contra S. Enteritidis e 11 mm contra E. coli) e A1 (11 mm contra E. coli)

(Figura 1). Para os fungos, as maiores atividades (p<0,0001) foram observadas para Al, com 33
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mm contra C. albicans e 31 mm contra P. expansum (Figura 2). O tipo de paralisacdo interferiu
na atividade bioldgica, sendo que 93,4% e 91,7% das amostras paralisadas com acido acético
apresentaram acdo antibacteriana e antifingica, respectivamente. Por outro lado, apenas 6,6%
e 8,3% das amostras paralisadas por ebulicdo tiveram, respectivamente, atividade

antibacteriana e antifungica.

Criancas prematuras sdo mais propensas a desenvolver sépsis por estafilococos
coagulase-negativa (CAMACHO-GONZALES et al., 2013), sendo que, lactentes amamentados
apresentam menor incidéncia de infeccGes e menor mortalidade quando comparados a
lactentes alimentados com férmulas infantis (HANSON et al., 2005; HAKKANSON 2015). Tal
efeito pode ser elucidado pelo fato de proteases liberarem peptideos com agdao antimicrobiana
durante a digestdo do leite (GUERRERO et al., 2014; WADA & LONNERDAL 2014). Porém, de
acordo com um estudo desenvolvido por Trend et al. (2015), a suplementa¢do de férmulas
infantis com lactoferrina aumentou em 50% o efeito bacteriostatico contra diversas espécies
bacterianas, inibindo 97% do crescimento de Staphylococcus epidermidis, S. aureus e E. coli e

67% para Staphylococcus agalactiae.

A hidrdlise da lactoferrina (Lf), proteina do leite, pode formar o peptideo lactoferricina
que possue ampla a¢do antimicrobiana e anti-inflamatoéria, principalmente para o fragmento Lf
1-11 (VAN DER VELDEN et al., 2009), para o qual foi observada a acdao contra C. albicans
(FERNANDES E CARTER, 2017) e contra A. fumigatus (LUPETTI et al., 2008). Outros estudos
reportaram também a significativa acdo contra Candida e fungos resistentes aos azdlicos
quando combinados a Lf com antifungicos azolicos (VENKATESH & RONG, 2008; KOBAYASHI et

al., 2011).
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Apesar da eficiente acdo da lactoferrina descrita, nosso estudo ndo avaliou o potencial
antimicrobiano de cada fragmento peptidico isoladamente, mas sim de pools de peptideos de
leite humano gerados por acdo proteolitica de enzimas produzidas por FES. Os pools foram
bastante eficientes nos ensaios antimicrobianos in vitro, cujo efeito obtido pode ser resultante
de uma acdo sinérgica entre varios peptideos presentes no composto gerado. Assim, neste
estudo foi possivel obter HMBaPS com ampla atividade antimicrobiana, sendo possivel aplica-
los na producdo de produtos biotecnoldgicos apds maiores estudos da acdo in vivo e producao
sintética.
3.3 Atividade Antioxidante de Pools de Peptideos Derivados de Leite Humano
Os HMBaPs produzidos apresentaram elevada atividade antioxidante, com reducdo de
75,6% a 95% do radical DPPH e, eliminacdo de radicais oxigénio por ensaio ORAC de 35,8 a 44,3
umol TE uL™. Todos os peptideos apresentaram diferenca estatistica comparados ao controle
negativo (p<0,0001). Para DPPH ndo foi observada diferenca quanto o modo de paralisacdo da
hidrélise, enquanto que para o ORAC as amostras paralisadas com acido acético apresentaram
maior atividade antioxidante com 39,0 pmol TE pL™" + 0,09 para Al e 35,8 umol TE pL™* + 0,04
para A2 (p<0.0001); e 44,3 pmol TE uL™ + 0,08 para B1 e 39,0 pmol TE uL™ + 0,06 para B2
(p<0.0001). O controle negativo e o acido ascérbico (controle positivo) apresentaram 1,3 umol
TE uL'1 t 0,33 e 46,3 pumol TE uL'1 + 0,02, respectivamente. Um estudo anterior reportou a
reducdo de radicais oxigénio de 13 pmol TE mL™" para leite de vaca comercial Ultra High
Temperature (UHT) e redugdo de 17,3% DPPH para leite humano fresco e maduro (6 meses de

lactacdo) (CLOETENS et al., 2013).

De acordo com Chiang e Chang (2005), tanto caseinas quanto proteinas do soro

apresentam atividade antioxidante em amostras de colostro bovino coletados 7 dias pds-parto.
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Além deste, Zulueta et al. (2008) observaram o maior contribuinte para a atividade antioxidante
em leite integral bovino é a caseina; enquanto que a albumina é a principal responsavel na
porcdo do soro do leite bovino; e a vitamina C (dcido ascdrbico) e o acido Urico os principais
contribuintes em leites desproteinizados bovino. A albumina é a proteina do soro que melhor
se destaca quanto a atividade antioxidante, observada apds a hidrélise ou desnaturacdo. Desta
forma, a-lactalbumina e B-lactoglobulina ndo ofereceram grande contribui¢cdo (CLOETENS et al.,
2013), mas o leite depletado de B-lactoglobulina apresentou 50% de reducdo da capacidade
antioxidante (LIU et al., 2007). Baseado nesses resultados, o leite humano mostra ser uma fonte

interessante para a producdo de produtos antioxidantes.

3.4 Analise Protedmica

Foram caracterizadas por andlise protedmica as amostras com melhores atividades
bioldgicas, que foram aquelas cuja paralisacdo da reacdo enzimatica foi realizada com a adicdo
de acido acético (amostras Al e B1). A fragmentacdo das proteinas por eletroforese
bidimensional (Figura 2- painéis A, B e C) resultou em um elevado matching (coeficiente de
similaridades entre as réplicas dos géis) de 95% entre os géis de B1 e 86% entre os géis da de

Al, demonstrando a boa reprodutibilidade entre as replicatas.

Neste trabalho foram identificadas 135 sequéncias peptidicas derivadas de 11 proteinas
parentais de leite, sendo elas: a-s1-caseina (2), B-caseina (5), k-caseina (4), a-lactalbumina (8),
a-antiquimotripsina (6), lactotransferrina (38), lisozima C (8), Receptor de Imunoglobulina
Polimérica (PIGR) (18), imunoglobulina kappa (5), imunoglobulina lambda (6) e albumina sérica
(35), além de fragmentos de proteinas estruturais como queratina citoesquelética tipo | e Il

(Figura 2 e 3).
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Zanutto-Elgui et al. (2019) avaliaram as sequencias peptidicas derivadas de leite bovino

e caprino obtidas apds hidrélise com enzimas flngicas geradas por FES e identificaram
fragmentos derivados de proteinas do soro como albumina, a-lactalbumina e B-lactoglobulina,
e também de fracdes de caseina (a-s1, a-s2, B e k). Contudo, neste estudo utilizando leite
humano foi observado um maior repertério de proteinas parentais das quais foram

identificadas sequéncias peptidicas com potencial biolégico.

Dallas et al. (2014) avaliaram 445 sequencias peptidicas endégenas de leite humano e
identificaram que a maioria derivaram de B-caseina. Em um segundo estudo (DINGEES et al.,
2017), realizado por analise bioinformatica de sequéncias peptidicas isoladas de leite humano
com atividade antimicrobiana e imunomodulatdria, foram identificadas sequéncias derivadas

de proteinas parentais B-caseina, PIGR, asl-caseina e caseina osteopontina.

Dallas et al. (2014) avaliaram o perfil peptidico de acordo com a fase lactacional e
observaram que a idade gestacional pode interferir significativamente na formacdo dos
peptideos, contudo, ndo observaram diferencas entre leite produzido em casos de nascimentos
a termo e prematuro. Em outro estudo, Wan et al. (2013) reportaram essa diferenca. Eles
avaliaram amostras de leite por espectrometria de massas LC-MS/MS e identificaram 419
sequéncias peptidicas que derivaram de 34 proteinas parentais, sendo que, 41 peptideos se
expressaram diferentemente entre amostras de leite, com 18 presentes em maior quantidade
no leite a termo (gestacdo entre 38-41 semanas) e 23 em maior quantidade no prematuro

(gestacdo 28-32 semanas).

Além das proteinas habitualmente isoladas de leite, neste trabalho identificamos
sequéncias peptidicas da proteina PIGR, que consiste em uma pré-pré-proteina de 764

aminodcidos, cuja maior por¢cdo é de dominio extracelular- f(19-603)- capaz de auxiliar no
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transporte de IgA, e a outra porcdo- f(603-638)- é de componente secretor (ASANO &

KOMIYAMA, 2011).

Em um estudo de Dingess et al. (2017) foram descritas diversas sequéncias de PIGR do
dominio extracelular sem fungdo antimicrobiana, mas nenhuma do componente secretor. Aqui
foram identificadas 17 sequéncias correspondentes a por¢ao extracelular e, apenas 1 sequéncia

correspondente ao componente secretor: AVADTRDQADGSR (609-622).

As atividades bioldgicas in vitro foram observadas para os compostos obtidos a partir da
hidrolise com as proteases fungicas produzidas por FES, sendo que, ndo foi observado nenhum
resultado biolégico quando utilizado os controles negativos produzidos com as enzimas
previamente inativadas por ebulicdo. As sequéncias peptidicas descritas (Figura 2 e 3) podem
estar envolvidas no desencadeamento das atividades biolégicas descritas de modo sinérgico ou
isoladamente, considerando que neste foram avaliadas as capacidades bioldgicas dos pools de

peptideos gerados.
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Figura 3. Caracterizagdo por espectrometria de massas (ESI-MS/MS) das sequéncias peptidicas obtidas derivadas de proteina do soro de leite humano,
obtidas pela agdo de proteases fungicas de Aspergillus oryzae (ATCC 1003) produzidas por fermentagcdo em estado solido. A-alanina. R-arginina. N-
asparagina. D- 4cido aspértico. C-cisteina. Q-glutamina. E-4cido glutdmico. G-glicina. H-histidina. |- isoleucina. L-leucina. K-lisina. M-metionina. F-fenilalanina.
P-prolina. Serina. T-treonina. W-triptofano. Y-tirosina. V-valina.
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O leite é um alimento dindamico que altera sua composicdo conforme o periodo da
lactacdo para suprir diferentes necessidades do bebé (CLOETENS et al., 2013; DALLAS et al.,
2015). Diferentemente deste, as fdérmulas infantis apresentam composicdo estatica.
Abordagens mais completas considerando a geracdo de produtos ideias para cada fase do
lactente seria possivel sintetizando as sequencias obtidas por andlise prote6mica de forma a
enriquecer os alimentos com proteinas intactas, como por exemplo com a-lactalbumina que
consiste na proteina do soro com baixa alergenicidade e aumenta a resisténcia contra bactérias
E. coli (MATSUMOTO et al.,, 2001; BRUCK et al., 2003). Esta biotecnologia proposta poderd
prover, num futuro proximo, peptideos com atividades bioldgicas capazes de beneficiar a salude
do neonato, uma vez que muitos compostos ativos derivados do leite humano estdo ausentes
nas formulas infantis (DALLAS et al., 2013), respeitando as necessidades fisioldgicas e

disponibilizando um alimento diferenciado.

Apesar das vantagens deste bioprocesso, a tripsina utilizada para a digestdo dos spots
para a realizagdo da espectrometria de massas pode causar autdlise e gerar sequéncias
peptidicas. A tripsina cliva os segmentos peptidicos de forma especifica na regido C-terminal
entre residuos de arginina ou lisina (OLSEN et al., 2004), sendo que este comportamento de
clivagem foi observado em praticamente todos os fragmentos obtidos neste estudo, conforme
ressaltado em vermelho nas Figuras 2 e 3. Por outro lado, as proteases de A. oryzae podem
clivar residuos de aminoacidos nas mesmas regides (PRATUSH et al., 2013). Assim, estudos
futuros sdo necessarios para distinguir quais fragmentos peptidicos foram gerados pela a¢ao

das proteases fungicas daqueles que foram gerados por acao da tripsina.

Pelo exposto, a aplicacdo de um bioprocesso diferenciado para a producao de pools de

peptideos bioativos de leite humano caracteriza uma inovacdo que abrange uma ampla gama
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de possibilidade de acdes benéficas na salude que ndo apenas neonatos, mas também demais
individuos tenham acesso aos principios deste alimento rico em propriedade capazes de atuar
como suplementos alimentares, antibidticos, antifungicos, antioxidantes e em terapias (GILL et

al., 2015).

4 CONCLUSAO

Este estudo evidenciou o uso de proteases fungicas geradas por um método-custo
efetivo por FES para produzir HMBaPs com atividade antimicrobiana e antioxidante in vitro,
avaliou que o modo de paralisacdo da reacdo enzimatica pode interferir nas atividades
biolégicas e caracterizou as amostras quanto as sequéncias peptidicas formadas por analise
protedmica, trazendo novas propostas para geracdo de bioprodutos voltados para o consumo

infantil capazes de beneficiar a saude.
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Capitulo 4
1 ANALISE TECNICA

1.1 Problema

Pythium insidiosum é um micro-organismo zoospdrico, fungo-simile, pertencente ao
reino Stremenopila, filo Oomycota, familia Pythiaceae, mais relacionado as diatomaceas e algas
do que aos fungos verdadeiros (ALEXOPOULOS et a., 1994, SCHURKO et al., 2003, GAASTRA et
al., 2010) que necessita de agua e vegetacdo para a formacdo de zodsporos (propagulos
infecciosos) (MENDOZA et al., 1993, SUPABANDHU et al.,, 2008). Esta espécie é a Unica do
género com acdo patogénica em mamiferos, causando a pitiose, doenca observada
principalmente em equinos, cdes, bovinos, gatos, animais silvestres e também humanos em
regioes tropicais e subtropicais (MENDOZA, 2005; SANTURIO & FERREIRO, 2008; GAASTRA et
al., 2010). No entanto, tém sido relatados casos de pitiose em regiGes que ndo se adequam a
esta classificacdo climatica (California e Arizona), indicando a incidéncia de P. insidiosum
decorrente das alteracbGes climaticas e agroculturais, em locais cujas plantagcdes tém
necessidade aquatica (WHITE et al., 2008).

A pitiose progride rapidamente, comprometendo a vida de humanos e animais
(PUPAIBOOL et al., 2006; ALVAREZ et al., 2013). Em animais a infeccdo pode ser cutanea
(caracterizada por lesdo ulcerativa nodular granulomatosa e necrosante, purido intenso,
chegando a levar a automutilagdo) (MARTINS DIAS et al., 2012); intestinal (acomete cdaes mais
frequentemente, caracterizada por vomitos, perda de peso, diarreia e massas abdominais);
pulmonar (lesdes nodulares) e dssea (caracterizadas por exotoses, ostedlises e osteomielite)
(REIS et al., 2003; SANTURIO et al., 2006). Em humanos, a doenca foi descrita pela primeira vez
em 1986 na Tailandia (THIANPRASIT, 1986). No Brasil foi descrita pela primeira vez em 2005
(BOSCO et al., 2005, MARQUES et al., 2006). Atualmente observa-se a maioria dos casos

humanos na Tailandia, sendo a pitiose endémica, principalmente em trabalhadores da
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agricultura do arroz (KRAJAEJUM et al., 2006). Além da Tailandia, casos em animais sdo
descritos no sudeste asidtico (india, Indonésia, Japdo, Coréia, Nova Guiné, Tailandia), Oceania
(Australia e Nova Zelandia), Américas (Argentina, Brasil, Uruguai, Colombia, Venezuela, Costa
Rica, Guatemala, Haiti, Panamd, Nicardgua, México e Estados Unidos) e Africa (MENDOZA,
2005; PEREZ et al., 2005, RIVIERE et al., 2005). A infeccdo em humanos se manifesta de forma
cutanea (lesdes granulomatosas e ulcerativas), vascular (tromboses, vasculites ou aneurismas),
ocular (ceratites, Ulceras corneanas) e sistémica (KRAJAEJUN et al., 2002), apresentando
elevada taxa de mortalidade.

Os oomicetos diferem estruturalmente dos fungos verdadeiros devido a auséncia de
quitina na parede celular (substituida por celulose) e também auséncia de ergosterol na
membrana plasmatica. Os principais antifungicos disponiveis na atualidade, como azélicos
(fluconazol, itraconazol), alilaminas (terbinafina) e poliénicos (anfotericina B), atuam na
inibicdo/ligacdo do ergosterol, causando instabilidade da membrana fungica, tal fato explica o
insucesso do uso desses contra P. insidiosum (SANTURIO & FERREIRO, 2008; GAASTRA et al.,
2010).

Outras formas de tratamento foram testadas, como o uso associado dos antifungicos
citados acima com caspofungina, inibidora de B-glucana (ARGENTA et al., 2010); ou associados
com antibiéticos como metronidazol e rifampicina e com anti-inflamatério como ibuprofeno
(CAVALHEIRO et al., 2009); e também imunoterdpicos (MENDOZA & NEWTON, 2005). No
entanto, os resultados apresentam elevada variabilidade da susceptibilidade-resposta ao
tratamento (CAVALHEIRO et al., 2009) e o uso de antiflingicos sistémicos em animais sdo pouco
eficazes, nefrotdxicos e possuem custo elevado (MARTINS DIAS et al., 2012). Assim, as

melhores op¢bes de tratamento sdo a imunoterapia (MILLER, 1981) e a cirurgia. Desta forma, a
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auséncia de um tratamento efetivo contra este patégeno mobiliza a busca por um composto
com potencial de acdo (TROLEZI et al., 2017) que seja biocompativel e produzido a baixo custo.

Peptideos bioativos derivados de leite (LBaPs) sdo fragmentos proteicos que
apresentam diversas atividades bioldgicas, entre elas a propriedade antimicrobiana, agindo de
forma similar a uma droga ou hormoénio, excercendo papel relevante na saiude humana e
animal (KORHONEN, 2009; LIVNEY, 2010; NONGONIERMA & FITZGERALD, 2018). Os LBaPs
podem ser produzidos por hidrélise das proteinas de leite utilizando proteases fungicas
produzidas por por Fermentacdo em Estado Sélido (FES). Esse bioprocesso tem carater custo-
efetivo e sustentavel, uma vez que admite o uso de residuos agroindustriais como substrato e
necessita de pouca quantidade de agua livre no sistema (CASTRO & SATO, 2014).

O uso terapéutico de LBaPs tem despertado grande interesse devido ao amplo potencial
de acdo desses compostos, a seletividade comparado aos farmacos e também por serem
considerados seguros e de baixa toxicidade (CICERO et al., 2017; NIELSEN et al., 2017). A busca
por peptideos bioativos com atividade antimicrobiana é vantajosa, pois estes compostos
demonstram eficacia no tempo de morte da célula alvo e amplo espectro de agdo, inclusive

contra cepas resistentes aos antimicrobianos existentes (ZASLOFF, 2002; BENKERROUM, 2010).

1.2 Solugao do Problema

A invencdo relata a eficiéncia da aplicagdo in vitro de peptideos bioativos de leite
bovino, caprino e humano produzidos por proteases fungicas de Aspergillus oryzae (ATCC 1003)
por FES utilizando farelo de trigo no controle do crescimento (efeito fungistatico) contra
isolados (n=4) de Pythium insidiosum proveniente de equinos, possibilitando sua aplicacdo no

tratamento da pitioses.
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1.3 Desvantagens e/ou LimitacGes

Estudos prévios relataram que a atividade antimicrobiana estd  relacionada a acdo dos
peptideos bioativos de leite sobre a membrana (causando a desestabilizacdo e desintegracdo),
inibicdo de sintese de DNA, RNA, enzimas, mitocondrias e sintese proteica (REDDY et al., 2004;
HAQUE & CHAND, 2008; SANTOS et al., 2016), contudo, ndo ha o conhecimento do mecanismo
gue ocorre no caso da inibicdo dos LBaPs contra P. insidiosum, bem como ndo se conhece o
mecanismo de acdo do P. insidiosum na patogenicidade. N3o foi avaliada também a eficiéncia

do tratamento in vivo e a producdo em larga escala das proteases e dos peptideos bioativos.

2 ANALISE MERCADOLOGICA

2.1 Aplicacoes e Usos

Fungistatico para infeccGes causadas por Pythium insidiosum.

2.2 Diferencial e Concorréncia

Produto produzido com baixo investimento financeiro.

Nao ha antifungicos disponiveis no mercado com ag¢do sobre o P. insidiosum.

3 PROPRIEDADE INTELECTUAL (P1) ANTERIOR OU SIMILAR

Ndo ha patentes descrevendo efeito fungistatico contra P. insidiosum. Estao disponiveis
até o momento, apenas patentes abordando outras formas de terapia, como vacinas e
imunoterapia. Embora seja conhecida a atividade antifungica de peptideos bioativos de leite,

nao ha registros da atuagao destes contra P. insidiosum.

3.1 Propriedade Intelectual Anterior

Nao se aplica.

3.2 Propriedade Intelectual Similar

136



Capitulo 4
Vaccine for preventing pythiosis in humans and animals. Alberto Leonel Mendoza.
Broad of Trustees of Michigan State University. US6833136B2. Publicada em 2004-12-21.
Disponivel em:
https://patents.google.com/patent/US6833136B2/en?q=Vaccine&qg=preventing&qg=pythiosis&

g=humans&qg=animals&oq=Vaccine+for+preventing+pythiosis+in+thumans+and+animals++

Method for the treatment of airway diseases. Alberto Leonel Mendoza. Broad of
Trustees of Michigan State University. US8147846B2. Publicada em 2012-04-03. Disponivel em:
https://patents.google.com/patent/US8147846B2/en?g=Method&qg=treatment&q=airway+dise

ases&g=pythium&og=Method+for+the+treatment+of+airway+diseases+pythium

Pythium immunotherapy. Alberto Leonel Mendoza. Broad of Trustees of Michigan State

University. US9066897B2. Publicada em 2015-06-30. Disponivel em:

https://patents.google.com/patent/US9066897B2/en?g=pythium&qg=insidiosum&oq=py

thium+insidiosum

Equipamento emissor de led ou laser e processo de controle de Pythium spp. Cristina
Kurachi, Vanderlei Salvador Bagnato, Layla Pires, Sandra de Moraes Gimenes Bosco.

BR1020120087103A2. Publicada em 2014-06-10. Disponivel em:

https://repositorio.unesp.br/bitstream/handle/11449/109006/INPI-BR102012008710-

3.pdf?sequence=1&isAllowed=y

Composig¢ao farmacéutica fungicida. Cristina Wayne Nogueira, Enrico Silva de Loreto,
Gilson Rogério Zeni, Janio Moraes Santurio, Jodo Batista Teixeira da Rocha, Sydney Hartz Alves.

P108028761A2. Publicada em 2010-03-02. Disponivel em:
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https://patents.google.com/patent/BRP10802876A2/en?g=Diphenyl&qg=diselenide&q=P

ythium&og=Diphenyl+diselenide+Pythium

A inovacdo na proposta solicitada consiste na acdo contra o agente Pythium insidiosum
por peptideos bioativos derivados de leite (bovino, caprino e humano) obtidos por hidrdlise
com proteases fungicas de Aspergillus oryzae através da FES. Digno de nota, embora outros
tratamentos contra o mesmo fungo simile estejam patenteados, conforme descrito acimo
(e.g. imunoterapia, vacinas), ndo ha registros com base em peptideos bioativos derivados de
leite, tampouco utilizando um bioprocesso inovador e vantajoso do ponto de vista econémico,
ambiental e biotecnoldgico, que é a FES. Essas caracteristicas positivas deste bioprocesso sdo
pertinentes pelo meio reacional utilizado, que baseia-se no uso de residuos agroindustriais
como substrato, pouca quantidade de agua e fungos seguros para producdo de produtos de
valor agregado como as proteases obtidas que foram aplicadas na producdo dos peptideos
bioativos com possiveis aplicacdes na area da saude. Os resultados encontrados na pesquisa
realizada evidenciam o potencial dos peptideos produzidos em inibir o crescimento deste

fungo-simile in vitro, possibilitando futuras aplicagdes farmacolégicas.

Ademais, o desenvolvimento de terapias baseadas em peptideos, principalmente
quando isolados de leite, tem se tornado uma nova alternativa por apresentarem potencial
terapéutico, serem mais seletivos quando comparados a outras pequenas moléculas
empregadas como farmacos e serem consideradas seguras devido ao contato prévio com o
leite na fase neonatal (NIELSEN et al., 2017), evitando o desencadeamento de resisténcia e

efeitos colaterais (KORHONEN, 2009).

As outras patentes tratam do uso de vacinas e imunoterapia contra o Pythium

insidiosum. Sendo que, a Unica similaridade é o foco no mesmo agente causador da infeccgao,

138



Capitulo 4
porém, as abordagens bioldgicas para o tratamento sdo totalmente distintas entre vacinas,
imunoterapia e peptideos bioativos. Embora esteja descrito o sucesso no uso destas outras
abordagens, vale ressaltar que ndo sdo técnicas que oferecem resultados positivos para todos
os casos. O tratamento tradicional é o cirdrgico, no qual é excisada toda a drea afetada e
demonstra limitagdes devido as estruturas anatomicas envolvidas (MILLER, 1981). Porém,
alguns estudos reportaram a auséncia de sucesso da cirurgia, mesmo com associacao de
agentes antifungicos (MEIRELES et al.,, 1993). O uso de imunoterapia ofereceu resultados
positivos para 3 a cada 5 animais tratados (MENDOZA & ALFARO, 1986). As vacinas foram
eficiente em média de 65% dos casos, de acordo com Mendoza et al. (1992). Dykstra et al.

(1999) registraram fracasso nas op¢oes terapéuticas disponiveis para cades, incluindo vacinas.

Isto posto, evidenciamos a importancia da busca de novas moléculas capazes de atuar
na inibicdo do Pythium insidiosum, de forma a auxiliar na contencdo dos danos causados por
esta doenca negligenciada e a valorizacdo da disponibilizacdo da pesquisa realizada com os

peptideos bioativos considerando os resultados benéficos observados para este cendrio.

4 ESTAGIO DO DESENVOLVIMENTO

4.1 Produto

(Laboratorial) Peptideos bioativos derivados de leite bovino, caprino e humano com

acdo inibitéria do crescimento de Pythium insidiosum.

4.2 Processo

Proteases fungicas de Aspergillus oryzae (ATCC 1003) produzidas por Fermentagdo em
Estado Sélido com farelo de trigo como substrato foram produzidas e aplicadas na hidrélise de
proteinas de leite bovino, caprino e humano para a obtencdo de pools de peptideos bioativos

com potencial antimicrobiano. As enzimas foram purificadas parcialmente a 40% e 80% e os
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leites a 80% com sulfato de amoénio pela técnica de salting-out. Os peptideos produzidos foram
avaliados quanto a atividade de inibicdo de crescimento de quatro isolados de Pythium

insidiosum provenientes de equino.

4.3 Farmaco

Nao se aplica.

4.4 Software

N3o se aplica.

4.5 Cultivar

N3o se aplica.

4.6 Detalhes do Estagio de Desenvolvimento

Amostras fungicas de Aspergillus oryzae (ATCC 1003) foram obtidas do Instituto
Oswaldo Cruz (FIOCRUZ, Rio de Janeiro, Brasil) e foram cultivadas em Agar Batata Dextrose
(PDA) (Himédia, Mumbai, india) e incubadas por 120 h a 30 °C. A producdo de proteases por A.
oryzae foi realizada por FES em farelo de trigo em d4gua 1:1 (p/v). Os frascos de Erlenmeyers
contendo o substrato e dgua foram esterilizados por 15 min a 121 °C e, posteriormente, foram
inoculadas suspensdes de esporos a 10’ esporos mL’, preparadas com &gua destilada
esterilizada e com esporos da cultura de 96 h de crescimento em meio PDA inclinado. Os
frascos foram incubados por 120 h a 30 °C. Apds, foram adicionados 50 mL de agua destilada
em cada frasco. Os meios de cultivo foram homogeneizados e, apds permanecerem em
repouso por 1 h com agitacdo de 15 em 15 min, foram filtrados com gaze e coletados em
recipiente Unico tipo coletor universal (CASTRO & SATO, 2014). Os filtrados foram considerados
fonte de proteases brutas e foram fracionados por precipitagdo com sulfato de amoénio
((NH4),S04) a 40% de saturagdo. Apds, a amostra foi centrifugada a 4.000 x g por 15 mina 5 °C.

Os precipitados foram ressuspendidos em tampao fosfato 0,1M pH 7,0 e dialisados contra agua
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destilada refrigerada em membrana de celulose de tubo de didlise 47 mm (Sigma-Aldrich®, St
Louis, USA). O sobrenadante foi utilizado para o prosseguimento do fracionamento com 80% do
sal, seguindo o mesmo procedimento descrito anteriormente (WINGFIELD, 2001). Os extratos
foram liofilizados (Liotop® L101, S3o Carlos, Brasil) a -90 °C em ciclo de 96 h. A atividade da
protease foi determinada utilizando azocaseina (Sigma-Aldrich®, St Louis, USA) como substrato,
conforme descrito por Charney & Tomarelli (1947), através do qual foram observadas as
atividades de 32,3 U mL™ (40%), 36,6 U mL™ (60%), 29,8 U mL™ (80%). Amostras de leite foram
obtidas de animais saudaveis recém-ordenhados, sendo o leite bovino obtido do Sitio Sdo José-
Sdo Manuel, SP, Brasil (latitude 22° 43' 52" S e longitude 48° 34' 14" O) e o caprino da
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia-UNESP- Botucatu, SP, Brasil (latitude 22° 53' 09"
S e longitute 48° 26' 42" Q). Foram analisados também leites comerciais Ultra High
Temperature (UHT) de bovino (Lider Alimentos do Brasil®, Brasil) e caprino (Capprys’S Industria
de Laticinios, Brasil). As amostras de leite humano foram obtidas de duas doadoras (A e B)
sauddveis e em mesma fase de lactacdo da cidade de Botucatu (latitude 22° 53' 09" S e
longitute 48° 26' 42" O), Brasil. As concentragbes de proteinas totais foram determinadas pelo
método do Biureto (ROSE, 1833), para os leites parcialmente purificados diretamente a 80% de
sal, conforme descrito para as proteases fungicas. As maiores concentracdes de proteinas totais
foram observadas para as amostras de leite dos animais recém-ordenhando (p=0,01) obtendo-
se 3911,5 mg mL™ para bovino e 2795,5 mg mL* para caprino, em compara¢ao com os leites
UHT nos quais foram obtidas 1145,8 mg mL™ para leite bovino e 2602,8 mg mL™ para caprino.
Assim, foram selecionadas as amostras de leites recém-ordenhadas para serem submetidas a
hidrolise para a produgdo dos LBaPs. Para os leites humanos foram observadas as
concentracdes de 3377,3 mg mL™ de proteinas totais para a doadora A e 2755,3 mg mL™ para a

doadora B. Os peptideos foram produzidos com aliquotas de 10 mL (100 mg mL™) de proteinas
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do leite bovino, caprino e das duas doadoras de leite humano e proteases parcialmente
purificadas a 2% (m/v) foram incubados em tampao fosfato 0,1M, pH 7 a 37 °C por 1 h (LOU et
al., 2014- modificado). Apds a hidrdlise, a protease foi paralisada por adicdo de acido acético
1M (v/v). As misturas de reacdo foram centrifugadas a 4.000 x g por 20 min a 5 °C. Os
sobrenadantes foram recolhidos e liofilizados -90 °C por 96h. Os peptideos foram
ressuspendidos em 3agua ultrapura e filtrados separadamente com filtros para seringa com
membrana poliéster sulfénica com poro de 0,22 um (Kasvi®, Sdo José dos Pinhais, Brasl) para
eliminacdo de residuos e contaminantes. Foram selecionados os peptideos B40 (leite bovino
hidrolisado com protease de A. oryzae parcialmente purificada a 40% por salting-out), B80
(leite bovino hidrolisado com protease de A. oryzae a 80%), C40 (leite caprino hidrolisado com
protease de A. oryzae a 40%), HA80 (leite humano da doadora A hidrolisado com protease de A.
oryzae a 80%) e HB8O (leite humano da doadora B hidrolisado com protease de A. oryzae a
80%) para serem avaliados quanto a atividade antimicrobiana. Proteases inativadas foram
preparadas ebulindo o extrato enzimatico por 10 min e foi utilizada como controle negativo. A
concentragao de peptideos foi determinada pela leitura da absorbancia de 214 nm, utilizando o
equipamento NanoVue™ Spectrophotometer (GE Healthcare®, Boston, USA), com albumina
sérica bovina como padrao, proveniente do kit Quick Start™ Bradford Protein Assay (Bio-Rad®,
Hercules, USA) (KUIPERS & GRUPPEN, 2007; ANTHIS & CLORE, 2013) apresentando as
concentragdes de 1,3 mg mL™ (B40); 1,3 mg mL™" (B80); 1,1 mg mL™ (C40); 0,6 mg mL ™" (HA80) e

0,5 mg mL* (HB8O).
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Figura 1. Atividade pitiunstatica de pools de peptideos bioativos derivados de leite (LbaPs) bovino, caprino
e humano, produzidos por hidrolise com proteases fungicas de Aspergillus oryzae (ATCC 1003)
produzidas por Fermentagdo em Estado Sdlido com farelo de trigo como substrato e purificadas
parcialmente por salting-out (A). Inibicdo do crescimento de Pythium insidiosum por LBaPs de leite
humano produzidos com proteases parcialmente purificadas a 80% (B). Inibigdo do crescimento de
Pythium insidiosum por LBaPs de leite bovino produzidos com proteases parcialmente purificadas a 40%
(B). Inibigdo do crescimento de Pythium insidiosum por LbaPs de leite caprino produzidos com proteases
parcialmente purificadas a 40% (B). Inibicdo do crescimento de Pythium insidiosum por LBaPs de leite
bovino produzidos em diferentes concentragdes com proteases parcialmente purificadas a 40% (B).

Os LBaPs filtrados foram utilizados para a determinacdo da atividade antimicrobiana
contra o micro-organismo Pythium insidiosum, cujas cepas (n=4; isolados 10, 15, 27 e 28) foram
isoladas de equinos previamente pelo Laboratdrio de Micologia Médica, sob orientacdo da
Profa. Dra. Sandra de Moraes Gimenes Bosco e cultivadas em Agar Sabouraud e, apds,
submetidos ao ensaio de difusdo em disco, com o alocamento de discos estéreis sobre o
cultivo, sobre os quais foram pipetados 60 pL dos BaPs (20 pL a cada 24 h). As placas foram
incubadas por 72 h a 37 °C. Os resultados foram expressos em mm referente ao diametro do

halo de inibicdo formado pelo método de difusdao em disco (Figura 1, painéis A e D) (MOTTA &

143



Capitulo 4
BRANDELLI, 2002; ATHANAZIO-HELIODORO et al., 2018). A capacidade de inibicdo dos LBaPs
também foi avaliada em 5 diferentes concentra¢des por diluicdo seriada 1:10, contudo, nao
foram observadas inibicGes para as demais concentracdes, apenas para a primeira (Figura 1,

painel E).

5 ESTAGIO DE TRANSFERENCIA
5.1 Interesse em Transferir a Tecnologia para o Mercado

(X)SIM ()NAO

5.2 Disponibilidade para Realizagao de um Video

(X)SIM ()NAO

5.3 Contato com mercado

N3o realizado.

5.4 Parceiros em Potencial

O produto é de potencial interesse para parceiros de industria farmacéutica veterinaria
e humana como Pfizer, Merk, Novartis, Sanofi, Amgen, Gilead Sciences, AstraZeneca,

GlaxoSmithKline, Roche, Bayer, JA Satde Animal, Sauvet e Castel Pharma.

5.5 Divulgacao Comercial

N3o realizada.

5.6 Podinovar

(X)SIM ()NAO

6 REGULAMENTACAO

6.1 PatrimoOnio Genético

O acesso ao Patrimobnio Genético das espécies Pythium insidiosum 10, 15, 27 e 28

isoladas de equinos; ao substrato de farelo de trigo (Triticum sp.) e quanto aos peptideos
144



Capitulo 4
obtidos de amostras de leite caprino (Capris hicus) e humano foi regularizado sob cadastro n.
A3B348F na plataforma do Sistema Nacional de Gestdo do Patrimdnio Genético (SISGEN),

conforme preconizado pela Lei Brasileira da Biodiversidade (n2 13.123/15).

7 FOMENTO

7.1 Fomento

Universidade Estadual Paulista (UNESP)- CNPJ: 48031918/0022-59

Coordenacao de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES)- Brasil, cédigo de

financiamento 001- CNPJ: 00889834/0001-08.

7.2 Linha de Fomento Obtida

O Laboratdrio de Bioprocessos sob coordenacao da Profa2. Dr2, Luciana Francisco Fleuri,
do Departamento de Quimica e Bioquimica, bem como o Laboratdrio de Micologia Médica sob
coordenacao da Prof2. Dr2. Sandra de Moraes Gimenes Bosco, do Departamento de
Microbiologia e Imunologia, ambos do Instituto de Biociéncias de Botucatu da Universidade
Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” (CNPJ: 48031918/0022-59), disponibilizaram a
infraestrutura necessaria ao desenvolvimento da pesquisa. Os recursos para os materiais de
consumo foram provenientes de verba da Fundagao do Instituto de Biociéncias (FUNDIBIO) da
Profa2. Dra2. Luciana Francisco Fleuri. A Coordenac¢do de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel
Superior (CAPES; CNPJ: 00889834/0001-08) ofereceu financiamento cdédigo 001 para a
execucado da pesquisa por meio de bolsa de estudos para as alunas de pds-graduacao a nivel de

doutorado das alunas Mirella Rossitto Zanutto Elgui e Jéssica Luana Chechi.

8 DIVULGACAO

8.1 Divulgacao Parcial ou Total do Invento

N3o realizada.
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1 CONSIDERACOES FINAIS
Pools de peptideos bioativos derivados de leite bovino, caprino e humano foram
produzidos pela aplicacdo de enzimas flngicas com atividade proteolitica. As enzimas foram
produzidas por FES, bioprocesso interessante quanto ao carater biotecnoldgico, econémico e
ambiental, por necessitar de pouca dgua livre no sistema e por poder utilizar residuos
agroindustriais como substrato. Elevada atividade antimicrobiana (antibacteriana e antifingica)
e antioxidante foram observadas para os pools de peptideos gerados de todos os tipos de leite,
demonstrando ser possivel produzir compostos com atividades bioldgicas interessantes sem a
necessidade de purificar uma sequéncia peptidica em especifico. As amostras com maiores
atividades bioldgicas foram caracterizadas por espectrometria de massas (ESI-MS/MS), apds
fragmentacdo por eletroforese 2D-PAGE, para avaliar as sequéncias peptidicas que podem estar
envolvidas no desencadeamento das atividades e para possibilitar a sintetize das sequéncias

identificadas para se obter o potencial bioldgico.

Apesar do sucesso descrito nesse estudo quanto a obtengao dos peptideos pela agdo de
enzimas geradas por FES, diversos desafios podem ser elucidados como perspectivas de
estudos futuros. A FES produz enzimas em altas concentragées com atividades elevadas em
escala de bancada, contudo, o conhecimento sobre producdo em larga escala é limitado
(SANTOS et al., 2004), sendo que as principais tecnologias descritas sdo os biorreatores de
bandeja, verticais de empacotamento e cilindros horizontais, com dificuldades inerentes em
todos eles, principalmente no controle da contaminag¢dao, adequa¢dao da remoc¢ao de calor
gerada pelo préprio metabolismo microbiano e controle da estabilidade da umidade (MITCHELL
et al.,, 2010; MANA & WEBB, 2017). Mesmo considerando os pontos fracos do processo, a FES
tem uma grande potencial para a producao de biomoléculas de valor agregado para exploragcao

industrial a partir do tratamento de residuos, sendo que os desafios podem ser solucionados
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por estudos cientificos laboratoriais e abordagens tecnoldgicas (MANN & WEBB, 2017) como
utilizando sistemas fechados e estéreis, para evitar a contaminacao cruzada, avaliando o

rendimento e atividades enzimatica dos extratos obtidos.

Além disso, o uso de FES com combinacdo de diferentes residuos e parametros propicia
ampla gama de possibilidades em termos de enzimas com diferentes propriedades hidroliticas,
repercutindo nos peptideos gerados (NOVELLI et al., 2016). Se por um lado isso oferece elevada
versatilidade, por outro trata-se de uma dificuldade a ser sanada, pois as atividades biolégicas
dos peptideos decorrem de sua composicdao de aminoacidos e estrutura da molécula. Assim, o
desenvolvimento de propostas baseadas na FES para prospeccao de peptideos requer a
investigacdo de métodos para padronizacdo da producdo para viabilizar ensaios necessarios a
pesquisa pré-clinica, culminando em uma grande variedade de estudos possiveis de serem

desenvolvidos para evolucdo do tema.
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Anexos
I. ANALISE DE BIOCOMPATIBILIDADE CELULAR IN VITRO

1 OBJETIVOS

Os peptideos que apresentaram melhores resultados quanto a acdo antioxidante e
antimicrobiana foram submetidos a andlise de biocompatibilidade com células humanas in vitro
para determinacdo dos parametros de viabilidade, citotoxicidade e morte celular. Esses
experimentos foram efetuados com linhagens disponibilizadas pelo Grupo de Estudos em
Carcinogénese Viral e Biologia dos Canceres (ViriCan), lotado no Instituto de Biotecnologia
(IBTEC) da UNESP, campus Botucatu, SP. Os experimentos foram efetuados nesse mesmo

Instituto.

Foram utilizadas como modelo de células a linhagem de HEK 293 (células de epitélio
renal embriondrio humano), autenticada por analise de perfil genético de repeticdes curtas em
tandem (Short Tandem Repeats — STR) empregando o sistema comercial Geneprint 10®
(Promega®, Madison, USA), conforme recomendacbes do fabricante. Adicionalmente, as
culturas celulares foram verificadas como livres de contaminacdo microbiana, particularmente

por Mycoplasma sp., empregando protocolo de rotina estabelecido pelo ViriCan.
2 MATERIAL E METODOS

2.1 Condigdes de cultivo celular

Células da linhagem HEK 293 foram cultivadas em meio Eagle modificado por Dulbecco
(Dulbecco’s Modified Eagle Medium - DMEM) acrescido de 10% de soro fetal bovino e de 0,4%
de gentamicina a 10 mg mL™" e foram mantidas a 37 °C em atmosfera imida com 5% de CO,. As
culturas foram monitoradas rotineiramente quanto a viabilidade e concentragdo celular pelo
método de exclusdo do azul de tripan empregando hemocitometro e microscépio invertido
com contraste de fases Nikon TS100F (Nikon Inc., Minato, Japdo). Ao alcangarem confluéncias
de monocamada de 80%, as células foram submetidas ao subcultivo por meio de dissociagao

celular com solugdo de tripsina-EDTA 0,25%.

2.2 Andlise de viabilidade celular

Primeiramente, foi estimada a melhor concentracao celular pelo método de exclusao do
azul de tripan empregando hemocitdmetro e microscépio invertido com contraste de fases
Nikon TS100F (Nikon Inc., Minato, Japao). Em seguida, foi determinada a viabilidade celular por

ensaio colorimétrico de formacao de sais de formazan -MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)2,5-difenil-

153



Anexos

2H-tetrazolio-bomide) (Sigma Aldrich®, St Louis, USA) -apds tratamento com diferentes
concentracdes dos BaPs de leite a 0,04 mg mL™, 0,02 mg mL™?, 0,005 mg mL* e 0,002 mg mL™.
Para isto, as células foram semeadas em placa de 96 pocos nas concentracdes celulares ideais
estimadas e tratadas em triplicata com os peptideos nas diferentes concentracdes citadas
acima. Apds 24h de incubacdo a 37 °C em atmosfera umida com 5% de CO,, o meio foi
substituido por 100 pl de meio com 10 pl solugcdo MTT e a cultura foi incubada por 4h nas
mesmas condicdes. Apds, o meio foi removido e o formazan foi diluido em dimetilsulfoxido
100% (DMSO). A DO foi mensurada a 570 nm em leitor de microplacas Bio-Rad Model 680 (Bio-
Rad®, Hercules, USA). Os valores foram expressos em % células vidveis, baseado no percentual

da DO de células tratadas e ndo tratadas.

2.3 Avaliagdo de viabilidade, citotoxicidade e morte celular
Estes parametros foram determinados utilizando o kit comercial ApoTox-Glo™- Triplex
Assay (Promega®, Madison, USA) que combina trés pardmetros quimicos que avaliam

viabilidade, citotoxicidade e ativacdo de caspase 3 e 7 em um Unico ensaio.

A viabilidade é mensurada pela interacdo da atividade de protease de células vivas com
um substrato fluorogénico (glicil-fenilalanil-aminofluorocumarina- GF-AFC) que penetra
exclusivamente em células cuja membrana estd integra e é clivado pela protease de células
vivas, gerando o produto AFC com sinal fluorescente proporcional ao numero de células vidveis.
A citotoxicidade é medida pela interagao de protease de célula morta, liberada apds perda da
integridade de membrana, com um segundo substrato fluorogénico (bis-alanilalanil-fenilalanil-
rodamina 110- bis-AAF-R110), que produz o produto R110 com sinal fluorescente emitidos em
espectro diferente do AFC, permitindo a analise simultanea dos parametros de viabilidade e

citotoxicidade.

A ativacdo de caspase e apoptose sdo obtidos pela deteccdo do sinal de luminescéncia
produzido pela interacdo do substrato luminescente Caspase-Glo® 3/7 com as proteases
caspases liberadas durante o processo apoptético, permitindo mensurar a atividade de caspase

e apoptose.

Para o ensaio, as células foram semeadas na concentracao ideal em placa de 96 pogos e
tratadas em triplicatas com os peptideos nas concentracbes que apresentarem melhores

resultados de viabilidade celular obtidos pelo MTT e foram mantidas a 37 °C em atmosfera
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Umida de 5% CO,. Apds, foram adicionados 20 plL por po¢o de mix contendo GF-AFC e bis-AAF-
R110 e a placa foi incubada por 3h a 37 °C. Ao terminar a incubacdo, foram realizadas as
leituras de fluorescéncia para obtencdo dos parametros de viabilidade e citotoxicidade. Em
seguida, foram adicionados 100 pL de Caspase-Glo 3/7 substrato e a placa foi incubada
novamente por 3h. Ao término, foi realizada a leitura da luminescéncia para obtencdo da taxa
de apoptose. Como controle positivo foi utilizado cloreto de dogxorrubicina (5M) e como
controle negativo foram utilizadas as amostras preparadas com as proteases previamente
inativadas. As leituras foram realizadas pelo leitor de microplacas GloMax® Explorer (Promega®,

Madison, USA).
3 RESULTADOS

3.1 Andlise de biocompatibilidade celular in vitro

A viabilidade celular pelo ensaio de MTT foi realizada com os peptideos em diferentes
concentracOes, para determinar a concentracdo ideal para uma avaliacdo de
biocompatibilidade celular. Os controles positivo e negativo registraram resultados coerentes
com elevada viabilidade celular para as células sem tratamento e auséncia de viabilidade para
as células tratadas com a dogxorrubicina. Contudo, ndo possivel determinar o eventual efeito,
pois os resultados decorrentes dos tratamentos mostraram-se inconsistentes considerando que
nao foi possivel observar uma relagao entre o efeito e a diminui¢do gradativa da concentragao

do tratamento com os peptideos (Figura 1- painéis A, B e C).

Foram realizadas as analises de viabilidade celular, citotoxicidade e morte celular com
kit ApoTox, visando a obtencdo de uma leitura mais sensivel, no entanto, os resultados obtidos

foram compativeis aos do MTT (Figura 1- painéis D, E e F).
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Figura 1. Biocompatibilidade in vitro entre células HEK293 tratadas com peptideos bioativos de leite bovino e caprino em diferentes concentragdes, obtidos por
hidrolise com proteases fungicas de Aspergillus oryzae (ATCC 1003) e Aspergillus flavipes (ATCC 16814) produzidas por fermentacdo em estado sélido. (A)
Viabilidade celular avaliada por MTT. (B) Microscopia oOptica de células HEK293 sem tratamento. (C) Microscopia dptica de células HEK293 tratadas com
peptideos de leite caprino (0.025 mg mL-") produzidos por hidrélise com proteases de A. oryzae parcialmente purificadas a 40% por salting-out. (D) Viabilidade
celular avaliada por fluorescéncia ApoTox-Glo. (E) Citotoxicidade celular avaliada por fluorescéncia Apotox-Glo. (F) Morte celular Apotox-Glo. ST: células sem
tratamento (controle negativo). DX: dogxorrubicina 5M (controle positivo).
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Il. ARTIGO PUBLICADO

Fac-simile de primeira péagina do trabalho apresentado no capitulo 2, publicado na revista

Food Chemistry.

Food Chemistry 278 (2019) 823-831

Contents lists available at ScienceDirect

Food Chemistry CHEMETRY

journal ho mepage: www.elsevier.com/locate/foodchem -

Production of milk peptides with antimicrobial and antioxidant properties | )
through fungal proteases Saa

Mirella Rossitto Zanutto-Elgui®, José Cavalcante Souza Vieira®, Débora Zanoni do Prado®,
Marilia Afonso Rabelo Buzalaf®, Pedro de Magalhies Padilha®, Deilson Elgui de Oliveira™?,

Luciana Francisco Fleuri®*

* 5o Pouly Stawe University (UNESP), Instiscte of Biosciences, Deparsnent of Chemisey and Biochemisy, Boweaty, 5P, Brazil
= University of 550 Paudo (USP), Bawrn School of Dentisery, Depantment of Biological Sciences, Bawry, 5P, Bl

©§& Pauls State Uriversity (UNESP), Botcaty Medical School, Deparsment of Patology, Batweass, SF, Brail

2 Sia Paulo Seue University (UNESP), histinge of Bitechnalogy, Boteats, 5P, Brezil

ARTICLE INFO ABSTRACT

Eeywonds: Binactive peptides can provide health benefits due to different mechanisms. The aims of the prezent study are to

Bisactive peplides produce bicactive peptides from bovine and goat milk subjected to the proteclytic activity of Aspergillus oryzae

Agroindustrial wastes and Aspergillus flovipes erzymes, as well as to assess their putative antimicmbial and antioxidant activity.

S"ﬁd"“’_"e fermentation Bioactive peptides were successfully generated from proteases of fungi cultivated in zolid-state fermentation. The

E’:wg‘w generated peptides were effective against all tested bacteria and fungi. There was anticetidant activity, up to
92.5% DPPH reduction and ORAC stabilization at 52.5 pmol pl.~ * of Trolox Equivalent. The generation of milk-

specific sequences peptides in the samples was obtained through 2D-PAGE fractioning followed by mass spec-
trometry (ESI-MS/MS). Based on resulis in the present smdy, milk bioactive peptides presenting broad ant-
microbial action and anticeddant activity spectra can be cost-effectively produced through solid-state fermen-
tation. The herein addmessed approach can be valuable for the pharmaceutical and food industries
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ll. COMUNICACAO DE PATENTE
Trabalho comunicado como patente em inovacdo para a Agéncia Unesp de Inovacgao

(AUIN) que encontra-se em fase de descri¢do para depdsito e apresentado no capitulo 4.

A¥a
AVAVSy

unesp -
UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA “JULIO DE MESQUITA FILHO" AN

AGENCIA UNESP DE INOVAGAOD

Portanto, ha entendimento de que as caracteristicas e finalidades
propostas pela presente invengao diferem do compreendido no estado
da técnica e que os critérios legais de patenteabilidade de novidade e '
atividade inventiva, nos termos dos art. 11 e 13 da LPI, ndo se
encontram prejudicados

Pelo exposto, constata-se que ha evidéncias de que a invencao em tela
atende a todos os requisitos legais de patenteabilidade. Assim,
recomenda-se que o titular prossiga com os procedimentos de deposito

. de pedido de patente.

Sao Paulo, 29 de novembro de 2018.

/

Renan Piadron Almeida s
Agéncia UNESP de Inovacao Agéncia UNESP de Inovagao
Gerente de Propriedade Intelectual Assessor - Diretoria Executiva
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IV. PERSPECTIVAS FUTURAS DO TRABALHO

Neste trabalho foram produzidos com sucesso os peptideos bioativos por acdo de
proteases fungicas obtidas por FES e observou-se que os mesmos apresentavam atividade
antimicrobiana e antioxidante. Ademais, foram analisadas por protebmica as sequéncias
peptidicas presentes nas amostras (Capitulo 2 e 3). Os resultados obtidos foram bastante
promissores, posta a eficacia, economia e sustentabilidade do processo de obtencdo baseado
em FES. Por outro lado, o estudo ficou carente quanto a reprodutibilidade e auséncia de
ensaios adicionais in vitro e in vivo para avaliar biocompatibilidades e toxicidades dos peptideos

bioativos, em pool ou isolados.

Empresas internacionais de grande porte tém a maior fatia de mercado para enzimas
purificadas. Entretanto, ndo had no Brasil empresas fornecedoras de extratos enzimaticos
obtidos por FES, tampouco empresas produtoras de peptideos bioativos empregando esse
bioprocesso. Isto posto, foi desenvolvida uma proposta de Pesquisa Inovativa em Pequenas
Empresas (PIPE-Fase 1, FAPESP) contando com a participacdo dos pesquisadores consultores,
Profa. Dra. Luciana Francisco Fleuri e Prof. Dr. Deilson Elgui de Oliveira, e da pesquisadora
responsavel, Mirella Rossitto Zanutto Elgui, para dar a devida continuidade ao trabalho

desenvolvido e visando sanar os desafios técnico-cientificos observados até o momento.

._}APESP Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de S&o Paulo

Propostas Processos Meus Dados Solicitactes

Processos em Andamento

%, Pesquisar 2| vigualizar
Histénco
Linha de | peneficiario/ | Titulo / Sub- |, , | Situacdo | Objetode
N? Processo ¥ | Fomento / : 5 Vigéncia do Analise |
- - Responsavel area ; -
Divulgacdo Processo Situacao
"Fermentacdo Proposta
PIPE - Faze |Mirella em estado 04/03/2019 Em Imicial /
2018/21125-0 (1 / 4@ Rossitto solido ... / e Andlise Encaminhado
Ciclo/2018 | Zanutio Elgui | Quira Subdrea |03/12/201% para
Bioguimica AssE550M3
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V. PRODUGOES E PARTICIPACOES EM EVENTOS NO QUADRIENIO 2015-2019

Artigos

e Publicados

1.

e Aceitos
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ZANUTTO ELGUI, M.R; VIEIRA, J.C.S.; PRADO, D.Z.; BUZALAF, M.AR.; PADILHA,
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p. 823-831, 2019.

FRANCISCO, V.C.B.; OKINO-DELGADO, C.H.; ZANUTTO ELGUI, M.R.; FERNANDES,
C.J.S.; FACANALI, R.; DA SILVA, R.A;; ZAMBUZZI, W.F.; MARQUES, M.O.M.; FLEURI,
L.F. Plant oil bioconversion into increase biological activity through lipases derived from
wastes. International Journal of Food Science and Technology, 11p, 2018.
ATHANAZIO-HELIODORO, J.C.; OKINO-DELGADO, C.H.. FERNANDES, C.J.C.
ZANUTTO, M.R.; PRADO, D.Z.; DA SILVA, RA.; FACANALI, R.; ZAMBUZZI, W.F.;
MARQUES, M.O.M. Improvement of lipase obtaining system by orange waste-based solid-
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PEREIRA, M.S.; OKINO-DELGADO, C.H.; ZANUTTO ELGUI, M.R.; MATSUMOTO
SOUZA, D.; CARVALHO, C.R.L.; FERNANDES, C.J.C.; ZAMBUZZI, W.F.; MARQUES,
M.O.M.; FLEURI, L.F. Extraction and identification of industrial orange waste phenolic
compounds and their potential biological properties. Aceito pela Innovative Food Science

and Emerging Technologies.

e Submetidos

1.

PRADO, D.Z.; OKINO-DELGADO, C.H.; DA SILVA, R.B.G.; PEREIRA, M.S.; ZANUTTO
ELGUI, M.R.; JAHN, L.; LUDWIG-MULLER, J.; DA SILVA, MR.; VELINI, E.D.; FLEUR,

L.F. Screening of Aspergillus, Bacillus and Trichoderma strains and influence of culture
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medium on auxin and phytases production. Submetido para Biocatalysis and
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Capitulos de Livros
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J.C.; PIVETTA, M.R.; PEREIRA, M.S.; ZANUTTO, M.R. ; NOVELLI, P.K.; FRANCISCO,
V.B.; FLEURI, L.F. Nutraceutical food: composition, biosynthesis, therapeutic properties
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Apresentacdo de palestra
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“E como decifrar sinais sem ser um sdbio competente
Voltar a ser de repente tao fragil como um segundo
Voltar a se sentir profundo como um menino perante a Deus

Isso é o que sinto neste instante fecundo”

“Volver a los 177- Violeta Parra
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