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11.1 INTRODUCAO

dV O

OI1M1

As enzimas sao de fundamental importancia a existéncia da vida sob dife-
rentes aspectos, uma vez que desempenham fungdes centrais em processos
metabolicos essenciais a manuten¢ao da homeostase e dinamica celular!. As
enzimas (do grego en, dentro, e zyme, fermento) sdo proteinas especializadas
na catalise de reagoes bioldgicas e aceleram a velocidade de uma reagao qui-
mica. As enzimas tém valor comercial, pois apresentam multiplas aplicacoes
em diversos setores industriais, como nas industrias de detergentes, alimen-
tos, téxteis, farmacéuticas, cosméticos, diagnosticos e quimica fina*’. O uso
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de enzimas em processos industriais, em detrimento aos métodos quimicos
convencionais, vem sendo proposto com veeméncia devido ao fato de os
processos enzimaticos nao serem toxicos, 0 que minimiza o impacto ambien-
tal. A aplicacdo de enzimas apresenta também como vantagens: a economia
de dgua, energia, produtos quimicos e reducdo do custo no tratamento de
efluentes?”’.

As peptidases constituem um dos grupos mais importantes de enzimas
utilizadas em diferentes processos industriais (Tabela 11.1). Correspondem a
aproximadamente 60% do mercado mundial de enzimas industriais, a saber:
peptidases alcalinas (25%), tripsinas (3%), reninas (10%) e outras peptida-
ses (21%)>7. As principais companhias produtoras de peptidases no mundo
estao listadas na Tabela 11.2.

Tabela 11.1 Aplicacdes de peptidases em processos industriais

INDUSTRIA PEPTIDASE APLICACAO
Panificacto Peptidase neutra Condicionador de massa
Productio de bebidas Papaing Remocdo da turvagdo em bebidas

Substituicdo do uso da renina de bezerros,
processamento das proteinas do soro do leite,
produgto de enzima modificadora do queijo

Peptiduses fungicas, quimosina,

Indstria de laticinios ;
outras peptiduses

Detergentes usados em mdquinas de lavar

IndUstria de detergentes  Peptidase alcaling, subtilising .
roupa para remocdo de manchas

Modificacdo de materiais ricos em proteina,

Processamento de alimentos Vidrias peptidases . ! h
como proteinas da soja ou gliten

Indstria do couro Tripsina, outras peptidases Amaciamento do couro, remoggio de pelos

Amaciamento da carne, recuperacdo de

IndUstria e came e peixe  Papaina, outras peptidases . )
proteinas de ossos e restos de peixe

Medicina Tripsina Remociio de tecidos necrosados, agente fibrinolitico
L " L. . Recuperaci raf m film
IndUstria fotogrdfica Vidrias peptidases ecliperacto da prata USUd.G e fimes
fotogrdficos e de raios X
Producdo de adocantes Termolisina Hidrdlise reversa durante a sintese do aspartame

Fonte: Adaptado de Kumar e Takagi (1999)7, Rao et al. (2013)* e Ray (2012)°.
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Tabela 11.2 Principais indUstrias produtoras de peptidases

PARTICIPACAO

COMPANHIA PAIS DE MERCADO
Novozymes e Novo Nordisk Dinamarca 40%
Gist-Brocades Holanda 20%
Genencor International Estados Unidos da América 10%
Miles Laboratories Estados Unidos da América 10%
Advance Biochemicals india
Amano Pharmaceuticals Jupdo
DSM Holanda
EKR Therapeutics Estados Unidos da América
Enzyme Development Estados Unidos da América
Genentech Estados Unidos da América
Godo Shusei Jupdo 20%
Henkel Alemanha
Kao Corporation Japdo
Nagase Biochemicals Jupdo
Rohm Alemanha
Solvay Enzymes GmbH Alemanha
Wuxi Synder Bioproducts China

Fonte: Adaptado de Kumar e Takagi (1999)2 Rao et al. (2013)*, Ray (2012)¢ e Gupta et al., 2002.

Os micro-organismos sao responsaveis por uma parcela considera-
vel, cerca de dois ter¢os, da produciao de peptidases comerciais em todo o
mundo?”:3. As peptidases microbianas sdo classificadas em varios grupos,
dependendo de suas caracteristicas fisico-quimicas: por exemplo, atividade
6tima em condi¢des acidas, neutras ou alcalinas de pH, assim como as
caracteristicas do grupamento quimico presente no centro ativo da enzima.
Nesse contexto, as peptidases alcalinas secretadas por micro-organismos
tém destaque em diferentes processos industriais. Diferentes empresas de
todo o mundo langaram com sucesso varios produtos contendo em suas
formulagoes peptidases alcalinas, como detergentes e produtos de limpeza
para membranas filtrantes e materiais cirargicos®”%. As peptidases micro-
bianas para uso industrial sio produzidas, principalmente, por diferentes
espécies de bactérias pertencentes ao género Bacillus e também por fungos
filamentosos do género Aspergillus®. Embora existam muitas fontes micro-
bianas disponiveis para a produ¢do de peptidases, apenas alguns poucos
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micro-organismos sdo reconhecidos como produtores comerciais. A Tabela
11.3 sumariza algumas espécies microbianas produtoras de peptidases alca-
linas de interesse biotecnolégico.

Tabela 11.3 Principais micro-organismos produtores de peptidases alcalinas de interesse industrial

GENEROS ESPECIES

B. alcalophilus, B. amyloliquefaciens, B. circulans, B. coagulans, B. firmus,
Bacillus B. intermedius, B. lentus, B. licheniformis, B. proteolyticus, B. pumilus, B. sphaericus,
B. stearothermaphilus, B. subtilis, B. thuringiensis e diferentes cepas de Bacillus sp.

A. candidus, A. flavus, A. fumigatus, A. mellius, A. niger, A. oryzae, A. sojae,

Aspergils A. sulphureus, A. sydowi e diferentes cepas de Aspergillus sp.

Clostridium sp., Cryphonectria parasitica, Kluyveromyces lactis, Mucor michei,

Qutros . S ) .
Rhizomucor miehei, Rhizopus niveus, Streptococcus sp., Serratia sp.

Fonte: Adaptado de Kumar e Takagi (1999) e Jisha et al. (2013)%.

11.2 CLASSIFICACAO DAS PEPTIDASES

Os termos encontrados na literatura para se referir as enzimas hidroli-
ticas capazes de clivar ligacdes peptidicas sdo peptidases, peptideo-hidrola-
ses, proteases, proteinases ou enzimas proteoliticas. Apesar de esses termos
serem usados comumente como sin6nimos, o termo que melhor representa
toda abrangéncia desta classe enzimatica é peptidases. O termo proteinase,
por exemplo, refere-se a uma subdivisio das peptidases, as endopetidases,
que clivam liga¢oes peptidicas internas da molécula de proteina, e ndo as
por¢des amino ou carboxiterminal, que sio denominadas exopeptidases
(Figura 11.1). Dessa forma, o termo proteinase surge pela inser¢do da par-
ticula “in”, que na lingua inglesa significa dentro, para designar a clivagem
“dentro” da molécula de proteina. Jd os termos proteases ou enzimas pro-
teoliticas, por suas naturezas etimoldgicas, excluem aquelas enzimas que
clivam ligacoes peptidicas em peptideos, além de nado refletirem a natureza
da hidrolise realizada, que se da sobre a ligacdo peptidica. Por essas razoes,
o termo peptidases é o empregado e recomendado pelos comités de nomen-
clatura em bioquimica” e pelo banco de dados MEROPS™ 1011,

%

Ver http://www.chem.qmul.ac.uk/iubmb/nomenclature/.
** Ver http://merops.sanger.ac.uk/.
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Os comités de nomenclatura enzimdtica formam a Joint Commission on
Biochemical Nomenclature (JCBN), composta pela International Union of
Pure and Applied Chemistry (IUPAC) e pela International Union of Bioche-
mistry and Molecular Biology (IUBMB). As peptidases pertencem a classe
enzimatica (do inglés, enzyme class — EC) 3 (hidrolases), subclasse 3.4 (pep-
tidases). Essas enzimas sdo ainda subdivididas em exopeptidases (EC 3.4.11
a 3.4.19) e endopeptidases (EC 3.4.21 a 3.4.25); aquelas com mecanismo
catalitico desconhecido sdo agrupadas temporariamente sob a classe EC
3.4.99 (Figura 11.1). Esses dois subgrupos, endopeptidases e exopeptidases,
possuem ainda subclassificagdes quanto ao aminoacido liberado na catalise
e natureza do sitio catalitico. Enzimas hidroliticas costumam ser classifica-
das e denominadas em fun¢do da natureza de seus respectivos substratos;
entretanto, para peptidases essa abordagem nio é eficiente. Embora essas
enzimas basicamente clivem ligagdes peptidicas, existem diferengas quanto a
posi¢do da ligagao hidrolisada na cadeia peptidica e a sequéncia de aminoa-
cidos de preferéncia nos dois lados dessa ligagio (...-P’3-P’2-P’1—P1-P2-
P3-...) (Figura 11.1). Se tais diferengas fossem consideradas, seria pratica-
mente impossivel construir um sistema geral de classificagao e nomenclatura
das peptidases. Devido a isso, o sistema de classificagao empregado se baseia
no tipo de reagao catalisada, natureza quimica do sitio catalitico e relacoes
evolutivas baseadas na sequéncia de aminodacidos e estrutura tercidria da
peptidase. Com base na natureza quimica do sitio catalitico, as carboxipep-
tidases, que clivam ligacdes peptidicas na por¢do carboxiterminal de subs-
tratos proteicos, sao subdivididas em serina (EC 3.4.16), metalo (EC 3.4.17)
e cisteina-peptidases (EC 3.4.18). As endopeptidases sio subdivididas em
serina (EC 3.4.21.), cisteina (EC 3.4.22), aspartico (EC 3.4.23), metalo (EC
3.4.24) e treonina-peptidases (EC 3.4.25) (Figura 11.1). Os nomes derivam
do aminodcido critico para a catalise, ao passo que as metalopeptidases
dependem de um ou dois ions metdlicos para essa funcao. Existe, atual-
mente, um sexto tipo catalitico, as glutamico-peptidases, que apresentam o
acido glutamico em seu sitio ativo. Este método de classificacao, com base
na natureza quimica do sitio catalitico, foi implementado com sucesso e
foi um dos melhores sistemas de classificacao desenvolvidos até o presente
momento. Entretanto, com a disponibilizagio de diversos genomas comple-
tos, ficou evidente a complexidade da classificagdo e andlise dessa classe
enzimatica. Por exemplo, ha dez anos, dos 90 genomas sequenciados, as pep-
tidases e seus homoélogos correspondiam a 3% do total de produtos génicos
em todos os organismos’. Entretanto, nas ultimas duas décadas, a velocidade
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de alimentac¢do dos bancos de dados com novas sequéncias tem crescido de
forma logaritmica'?.

ligacdo
peptidica
alvo

tripeptidil peptidases \ peptidil dipeptidases
dipeptidil peptidases \
aminopeptidasesaa OOH E.-—OI-]O—COOH]
H,N
g dipeptidases
carboxipeptidases
endopeptidases
cisteina
aspdrtico cisteina sering
. freonina
serna metalo

\ metalo glutémico /

Figura 11.1 (A) Representagdio esquemdtica da regido de ligacto e do sitio catalitico (sitio ativo) de uma peptidase. Esta peptidase hi-
potética possui seis subsitios (S1, 52, S3 e S'1,S'2, S'3) em seu sitio catalitico e, consequentemente, é capaz de reconhecer e ligar-se
a uma sequéncia de seis aminodcidos (P1, P2, P3 e P'1, P'2, P3) no substrato proteico. Apds a protedlise, pelo menos dois peptideos
menores sdo gerados como produtos de reacdo. (B) Classificacto das peptidases. Circulos cinza-claros representam os aminodcidos e os

circulos cinza-escuros indicam a sequéncia de aminodcidos que se ligard a peptidase. As setas grossas apontam para o local de clivagem
no substrato proteico. As sefas finas indicam a subclassificagdo de carboxipeptidases e endopeptidases de acordo com o grupamento
quimico presente no sitio catalitico da enzima.
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O banco de dados MEROPS apresenta um sistema de classificacdo e
nomenclatura para as peptidases e seus inibidores que acompanha a velo-
cidade de geragao de informacdo da era conhecida como “pds-genémica”.
Esse sistema agrupa as enzimas em familias de acordo com a homologia
na sequéncia de aminoacidos. As familias de mesma ancestralidade sio,
por sua vez, agrupadas em clas, sendo esse tipo de informag¢do determi-
nada pela estrutura tercidria das peptidases'?. Esse banco de dados tem sido
amplamente usado pela comunidade cientifica devido a sua abrangéncia,
completude, integracao de informacodes e interface de uso amigavel (“user
friendly”). Nesse banco de dados, estio reunidas e organizadas uma série
de informacdes criticas para quem deseja aprofundar o conhecimento em
peptidases, sendo facilmente acessadas informagoes como: identificador da
sequéncia no MEROPS; nome cientifico do organismo no qual foi realizada
a caracterizag¢do; tamanho da sequéncia; assinalamento do dominio respon-
savel pela atividade peptidasica; identificagcdo da triade catalitica presumida
(e fons metalicos para as metalo-peptidases); link para o namero de acesso
em outros bancos de dados; sitios de clivagem conhecidos em substratos;
lista de substratos degradados; inibidores conhecidos; homologia com pep-
tidases “tipo” (aquelas bem caracterizadas); nome do gene incluindo indice
de sindnimos conhecidos e l6cus em caso de genomas completos; link para
referéncia bibliografica (atualmente existem mais de 44 mil referéncias inde-
xadas nesse banco de dados); e visualizacdo da estrutura tercidria quando
disponivel!?. As familias sdo representadas por uma letra, que indica o meca-
nismo catalitico e um nimero caracteristico de cada enzima. O cli é repre-
sentado por duas letras: a primeira indica o tipo de mecanismo catalitico e
a segunda € adicionada sequencialmente. As letras usadas sdo “A” (asparti-
co-peptidases), “C” (cisteina-peptidases), “G” (glutamico-peptidases), “M”
(metalo-peptidases), “S” (serina-peptidases), “T” (treonina-peptidases) ou
“U” (tipo desconhecido, do inglés, unknown)*-12,

11.3 INIBIDORES DE PEPTIDASES

Inibidores de peptidases sdo ferramentas importantes para estudos fun-
cionais e bioquimicos dessa classe de enzimas. O banco de dados MEROPS
cataloga informagdes referente aos inibidores de peptidases, que podem ser
classificados em proteicos ou pequenas moléculas. Os inibidores de origem
proteica sdo classificados em familias e clas com base na sequéncia de ami-
noacidos e estrutura tercidria, de forma similar ao que ocorre no proprio
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MEROPS com as peptidases. No entanto, os inibidores de peptidases refe-
rentes a moléculas pequenas ndo se encaixam em nenhum tipo de classifi-
cagdo, em funcao da ampla variedade de estruturas quimicas, e, portanto,
recebem a letra “J” seguida da numeracdo que identifica cada composto!?.
Os inibidores de peptidases podem reagir com mais de uma classe de pep-
tidase, uma unica classe, ou reagir com uma tnica peptidase. No banco de
dados MEROPS, diversas informagdes tuteis de cada inibidor foram organi-
zadas, tais como: nome e sindnimos, estrutura quimica, peptidases inibidas,
mecanismo de inibi¢ao, referéncias bibliograficas, histérico, comentarios em
geral (incluindo a solubilidade em agua ou solventes organicos) e classe
do inibidor!2.

A inibigdo seletiva de peptidases é uma abordagem terapéutica promis-
sora para o tratamento de infeccOes virais e parasitdrias; cancer; condicoes
inflamatérias, imunologicas e respiratorias; e desordens cardiovasculares e
degenerativas, incluindo a doenca de Alzheimer. Entretanto, frente a esse
enorme potencial, o nimero de moléculas aprovadas para uso clinico ainda
¢ baixo!>'*, Atualmente, entre as classes de peptidases com aplicagdo para
desenvolvimento de farmacos estdo as serina, metalo, cisteina, aspartico e
treonina-peptidases. A inibicao de serina-peptidases tem sido alvo no com-
bate a doencas inflamatdrias como asma e artrite reumatoide, além da atua-
¢do sobre a cascata de coagulacdo sanguinea. J4 existem compostos com uso
clinico aprovado para o tratamento da trombose e doengas inflamatorias
(Tabela 11.4). Até o presente momento, nio hd farmacos disponiveis no mer-
cado para inibi¢ao da classe das cisteina-peptidases. No entanto, diversos
estudos apontam para o desenvolvimento de drogas contra as cisteina-pepti-
dases, reconhecidas como fatores de viruléncia, produzidas por protozodrios
como Leishmania spp., Trypanosoma cruzi e Plasmodium flaciparum, os
causadores de doengas negligenciadas como leishmaniose, doenga de Cha-
gas e maldria, respectivamente's. Em relag¢do a classe das metalo-peptidases,
existem produtos com uso clinico aprovado e que sio amplamente utilizados
no tratamento de hipertensdo e periodontite's. Por fim, a inibi¢ao da classe
das aspdrtico-peptidases representa um dos primeiros exemplos bem-sucedi-
dos do desenvolvimento de inibidores de peptidases baseados em estudos de
modelagem molecular. A partir da descri¢ao da estrutura tridimensional da
peptidase do virus da imunodeficiéncia humana (human immunodeficiency
virus — HIV), agente etiologico da sindrome de imunodeficiéncia adquirida
(acquired immune deficiency syndrome — AIDS), os inibidores foram dese-
nhados para se ligarem especificamente ao sitio ativo da enzima viral. Atual-
mente, existem dez inibidores da aspartico peptidase do HIV com amplo uso
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na clinica médica (Tabela 11.4)'%!7. Existe ainda uma série de compostos ini-
bidores da B-secretase (do inglés beta-amyloid-converting enzyme — BACE)
para o tratamento da doenga de Alzheimer, que estio em diferentes fases de
testes clinicos (exemplo: MK-8931, desenvolvido pela empresa farmacéutica
Merck, que iniciou os testes clinicos de fase II/IIl em dezembro de 20127),
bem como inibidores de renina para o tratamento da hipertensio™".

Tabela 11.4 Lista de inibidores de peptidases utilizados na clinica médica

CLASSE DE

PEPTIDASE ENZIMA-ALVO INDICACAQ NOME DO FARMACO FABRICANTE
Serina Trombina Trombose venosa Ximelagatran Astra Zeneca
Sering Trombina Trombose arterial Argatroban Mitsubishi Pharma

Sindrome da resposta
Serina Elostase inflomatéria sistémica  Sivelastat, Elastopol Ono
(SIRS), inflamacdo
Serina Amplo espectro Pancreatite, inflamago ~ Nafamostat, FUT175 Japan Tobacco
Serina Amplo espectro Pancreatite Camostat mesilate Ono
Treoning Proteassoma (dncer (mieloma) Bortezomib Millenium
Aspdtico HIV-1 peptidase HIV/AIDS Ritonavir Abbott Laboratories
Aspdrtico HIV-1 peptidase HIV/AIDS Lopinavir Abbott Laboratories
Aspdrtico HIV-1 peptiduse HIV/AIDS Nelfinavir Plizer
Aspdtico HIV-1 peptidase HIV/AIDS Atazanavir Bristol-Myers Squibb Company
Aspdtico HIV-1 peptiduse HIV/AIDS Amprenavir GlaxoSmithKline
Aspdtico HIV-1 peptidase HIV/AIDS Saquinavir Hoffmann-La Roche
Aspdtico HIV-1 peptidase HIV/AIDS Indinavir Merck & Co.
Aspdtico HIV-1 peptiduse HIV/AIDS Fosamprenavir GlaxoSmith Kline
Aspdtico HIV-1 peptidase HIV/AIDS Tipranavir Boehringer Ingelheim Pharmaceuticals
Aspdtico HIV-1 peptidase HIV/AIDS Darunavir Tibotec Pharmaceuticals
Metalo ACE diegf}ign;;:});:ﬁr)som Hipertensdo EnuILﬂPr:.ﬁ?lé](?[;gtl)pril Vidrios
e varios outros
Metalo MMP-1 (metalo-peptiduse Periodontite Doxycydline CollaGenex

de matriz 1)

Ver http://www.mercknewsroom.com/press-release/research-and-development-news/

** Ver http://www.actelion.com.
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CLASSE DE

PEPTIDASE ENZIMA-ALVO INDICACAO NOME DO FARMACO FABRICANTE
Metalo -2 (metalp epfidase Doencas periodontais Periostat Vérios
de matriz 2)
Metalo NP8 (metulp Peplidose Osteoartrite Glucosamine Rottapharm
de matriz 8)

Fontes: Adaptado de Dash et al. (2003)' & Santos e Braga-Silva (2013)"7.

11.4 MERCADO, APLICACAO E PRODUCAO
DE PEPTIDASES: VISAO GLOBAL

O principal objetivo desta se¢do é apresentar uma analise abrangente e
atual do mercado, aplicag¢dao e produgao de peptidases, bem como uma pro-
jecdo futura no mercado mundial de enzimas.

Dentre as enzimas empregadas para fins industriais, 75% pertencem a
classe das hidrolases e, nesse universo, as peptidases representam aproxi-
madamente 60%*. Segundo estudos realizados por analistas de mercado
da Freedonia Group Incorporated” denominado World Enzyme, o mercado
mundial de peptidases foi avaliado em 975 milhoes de dolares em 2000, 1,2
bilhoes de ddlares em 2005 e 1,6 bilhoes de dolares em 2010. O mercado
estimado para 2015 é de cerca de 2,2 bilhoes de dolares, com uma projegao
de crescimento anual de aproximadamente 6%, chegando a aproximada-
mente 2,8 bilhdes de dblares até o ano de 2020 (Tabela 11.5).'%2° O mercado
de peptidases esta dividido em peptidases industriais (usadas em produtos de
limpeza, alimentos e bebidas, entre outras aplicagdes) e peptidases especiais
(usadas em produtos farmacéuticos, por exemplo). Em 2010, as peptidases
de uso industrial representaram cerca de 67% da demanda mundial de pep-
tidases, chegando a vultosa quantia de aproximadamente 1,12 bilhdes de
dolares. 1820

A demanda mundial por enzimas foi avaliada em 5,7 bilhoes de délares
em 2010, e o mercado de peptidases correspondeu a cerca de 29% deste
montante (Tabela 11.5). As peptidases executam uma ampla variedade de
funcdes nos mais diversos setores industriais, com importantes aplica¢des
na formulagao de detergentes, na industria alimenticia, farmacéutica, téxtil,

*  Ver http://www.freedoniagroup.com/.
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de cosméticos e de produtos de higiene pessoal, bem como em racdes para
animais, papel e celulose, pesquisa, biotecnologia e processos de biorreme-
diacao>>71822, A utilizacdo de peptidases em um conjunto diversificado de
aplicacdes significa que uma grande variedade de empresas oferecem essas
enzimas. Enquanto muitas empresas, como Genentech e EKR Therapeu-
tics, restringem suas ofertas a mercados especificos, a Novozymes e Novo
Nordisk, lideres mundiais no mercado de enzimas, oferecem peptidases para
quase todas as aplicagdes industriais”.!$20

Tabela 11.5 Demanda mundial de peptidases

ANO 2000 2005 2010 2015 2020

Produto interno bruto mundial (bilhoes de USS) 53.660  63.890 75350  92.800 113.800

USS peptiduses/milhdes de USS PIB 18 20 22 24 25

Demanda mundial de peptidases (milhdes de USS) 975 1.260 1.675 2.200 2.850

Industrial: 715 852 1.120 1.479 1.951
Produtos de limpeza 415 480 600 760 940
Alimentos e bebidas 222 285 415 585 825

Qutros produtos industriais 78 87 105 134 186
Especial: 260 408 555 721 899
Produtos farmacéuticos 215 352 485 625 760
Qutros produtos especiais 45 56 70 96 139

Demanda mundial de enzimas (milhaes de USS) 2.625 3.830 5.750 7.980 11.250

% peptidases 37,1 32,9 29,1 27,6 25,3

Fonte: Adaptado de Freedonia Group Incorporated. 1820

O mercado com maior projecdao de crescimento na demanda por pepti-
dases para os proximos anos é o de alimentos e bebidas. A estimativa de
aumento é de aproximadamente 99% até 2020, chegando a 585 milh&es de

*  Ver [http://www.freedoniagroup.com/]
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dolares e 825 milhdes de dolares em 2015 e 2020, respectivamente (Tabela
11.5). 1820 O crescimento vertiginoso de produ¢do de peptidases nesses dois
setores compensara os avangos mais modestos na maioria dos outros merca-
dos. Nesse setor, as peptidases tém aplicacdo cada vez maior na melhoria de
alimentos proteicos em relacdo ao seu sabor, aroma, textura, funcionalidade
e a sua qualidade nutricional. As proteinas modificadas enzimaticamente
podem também substituir gorduras e glicidios, fornecendo ao alimento a
textura e a qualidade desejadas. Na industria de queijos, por exemplo, as
peptidases atuam no sentido de prevenir a coagulacdo do leite durante a pro-
ducio, hidrolisando proteinas especificas chamadas caseinas’. Na industria
de carne, uma peptidase denominada papaina foi utilizada pela primeira vez
como amaciante. A papaina foi extraida originalmente de folhas e frutos
verdes da planta Carica papaya; porém, atualmente sio mais usuais as de
origem microbiana. Peptidases sio também usadas na produgiao de extrato
de carne, ingrediente muito comum no preparo de sopas e molhos??, e tém
papel importante nas formulacdes de alimentos infantis e de produtos dieté-
ticos especificos****. Além disso, as peptidases tém sido cada vez mais utili-
zadas para reduzir a viscosidade na fabricacdo de cerveja e para auxiliar na
limpeza de membranas filtrantes usadas em processamento de suco de fru-
tas, tendo também relevante papel na fortificagdo dessas bebidas, atuando
na preparacao de hidrolisados proteicos com elevados valores nutritivos.
Dentre todas as aplicagoes citadas no setor de alimentos e bebidas, o uso na
coagulacdo para fabricacdo de queijos constitui a maior utilizacgio.

A aplicagao de peptidases na industria farmacéutica tem uma proje¢ao
de crescimento de 57% até 2020, chegando a 625 milhoes de dodlares e
760 milhoes de dolares em 2015 e 2020, respectivamente (Tabela 11.5). A
maior demanda por peptidases nesse setor tem sido, historicamente, para
o tratamento de enfermidades como infarto agudo do miocardio e outras
doengas relacionadas a formagdo de codgulos sanguineos. Essas enzimas sio
utilizadas na formulac¢do de tromboliticos, que sio farmacos empregados
para dissolver os trombos. A maior fabricante de enzimas tromboliticas é
a Genentech, seguida por EKR Therapeutics, que produz a Retavase®. No
entanto, a concorréncia com outras drogas e o crescimento de tratamentos
alternativos vém alterando o mercado nos ultimos anos, refletindo no uso
cada vez maior de drogas como Botox® (Allergan Inc.) e Dysport® (Ipsen),
formuladas a base da toxina botulinica®®. Esse novo mercado tem ultra-
passado tromboliticos como o maior setor de aplicagdo de peptidases em
produtos farmacéuticos. Peptidases também sao componentes importantes
e uteis em produtos biofarmacéuticos, tais como solu¢des enzimaticas para
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remoc¢ao de impurezas em lentes de contato?’. As peptidases também sido
usadas em tratamentos de pele, ajudando no processo de cura natural de
ulcera¢des, removendo de forma eficiente o material necrosado?®. O poten-
cial de introdugdo de enzimas recombinantes com maior eficacia nesse setor
ajudarad a impulsionar o crescimento, reduzindo a média de precos desses
produtos. Associado a isso, um nimero cada vez maior de consumidores esta
se voltando para o uso de enzimas digestivas como suplementos nutricionais,
0 que vem proporcionando um crescimento promissor nessa area®.

Outro grande mercado em que as peptidases vém sendo aplicadas é a
induastria de couro, onde sido utilizadas nas etapas de imersio, depilacio e
amaciamento. Por razdes ambientais, esse setor industrial vem substituindo
o uso de processos a base de sulfeto de hidrogénio e outros produtos qui-
micos por bioprocessos a base de enzimas, que oferecem outras vantagens,
como: facil controle, aumento da velocidade de reacio e reducido na geragdo
de rejeitos”>*°. Nesse contexto, as peptidases alcalinas com atividade elasti-
nolitica e queratinolitica s3o as que vém sendo mais utilizadas®. Tradicio-
nalmente, era mais comum o uso de enzimas pancredticas nesses processos,
porém ha algum tempo o uso de peptidases microbianas vem substituindo
essas enzimas de origem animal3'.

O mercado com maior aplicagao de peptidases é o de produtos de lim-
peza, que em 2010 correspondeu a cerca de 35% de toda a demanda mun-
dial por peptidases, podendo chegar a um montante de 760 milhdes de
dolares e 940 milhoes de dolares em 2015 e 2020, respectivamente (Tabela
11.5). Essas enzimas tém encontrado uso extensivo em detergentes tanto
para maquinas de lavanderia quanto de loucas. Atualmente, os principais
mercados nesse setor estao nas regides mais desenvolvidas da América do
Norte e da Europa Ocidental, havendo forte pressio sobre os precos em
consequéncia da grande concorréncia entre as empresas lideres no mercado.
O que ajudard a sustentar o crescimento na drea serd o uso de enzimas
novas e com maior valor, que possam atender as preocupacdes ambientais e
aos altos custos de energia, limpando melhor em temperaturas mais baixas.
Em 2011, a Novozymes lancou Evity Blaze®, uma nova peptidase voltada
para aplicacdes em mdaquinas de lavar lougas. Entre os outros mercados de
enzimas industriais, o de produtos de limpeza tem como tendéncia um forte
crescimento a medida que novas enzimas sejam lancadas nos paises desen-
volvidos e uma maior inser¢do no mercado seja alcang¢ada nos paises em
desenvolvimento, como o Brasil, por exemplo.

O Brasil responde por cerca de 60% do consumo total de enzimas na
América Latina e, mesmo assim, o pais importa muito mais (86%) do que
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exporta (14%)3. Isso mostra um atraso tecnoldgico em relagdo a producio
nacional de biocatalisadores, mas, ao mesmo tempo evidencia que a expan-
sdo da biocatalise é particularmente relevante para o Brasil, nio somente
pelo tamanho promissor do mercado interno para esse setor, como também
porque existe no pais o conhecimento necessario das tecnologias para a
produg¢do de enzimas em larga escala, por processos fermentativos e extrati-
vos, assim como a maior biodiversidade do planeta como fonte de biocata-
lisadores®. Além disso, a tecnologia enzimdtica concilia o desenvolvimento
tecnologico com o uso de matérias-primas renovaveis e com a preservagao
ambiental, questdo fundamental para o pais, visto que o meio ambiente
brasileiro é um ativo de valor incalculdvel e que contribui decisivamente
para a representatividade brasileira no cenario internacional. Agregar valor
a essa biodiversidade parece ser uma das unicas formas que restaram para
preserva-la. Nesse contexto, para que a biocatalise seja considerada uma
ferramenta de rotina em processos economicamente sustentdveis e apresente
vantagens competitivas, devem ser preenchidas condi¢des basicas relacio-
nadas a disponibilidade das enzimas, a previsibilidade do seu desempenho
e seu custo®*. Portanto, para que isso ocorra, a produ¢do de enzimas deve
acontecer da forma mais econémica possivel. Em processos biotecnologicos,
uma estratégia para a condugdo de etapas de conversdo microbioldgica de
baixo custo é a fermentag¢do em estado solido (FES)%*. Estima-se que por
volta de 30% a 40% do custo envolvido na produgao de peptidases devam-
-se ao meio de cultura utilizado para o crescimento dos micro-organismos3®.
Soma-se a isso o fato de que a economia brasileira é uma das mais impor-
tantes economias baseadas na agricultura no mundo e que o pais tem papel
de destaque na producio de biocombustiveis, colocando-se como um grande
produtor agroindustrial?’. Consequentemente, essa grande produgio é res-
ponsavel pela gera¢ao de uma quantidade muito elevada de residuos que
causam sérios problemas ambientais*®3’. Portanto, a produ¢do de peptidases
e outras enzimas por FES pode ser uma estratégia promissora para o reapro-
veitamento desses coprodutos.

11.5 PEPTIDASES NA INDUSTRIA DE DETERGENTES

O primeiro detergente a utilizar enzimas, o Burnus®, é datado do ano de
1914, quando dois pesquisadores alemdes, Rohm e Haas, usaram inicial-
mente peptidases produzidas por pancreas de animais. Somente apds 42 anos
foi lancado o primeiro detergente contendo enzimas de origem bacteriana,
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com o nome comercial de Bio-40®’. Entretanto, foi s6 a partir dos anos
1960 que o mercado de detergentes enzimaticos despontou. As empresas
Biotex, Denmarkunder Biotex, Novozymes e Novo Nordisk comegaram a
comercializar um poderoso detergente contendo em sua composicio uma
peptidase alcalina, a alcalase. O detergente produzido pela Novo Nordisk
recebeu o nome comercial de Biotex® e contém em sua formulagdo uma pep-
tidase produzida por Bacillus licheniformis. Ap6s meados dos anos 1960, o
mercado cresceu ainda mais devido a utilizacdo de pools de diferentes enzi-
mas na composicao dos detergentes, tornando sua a¢do ainda mais eficiente,
principalmente sobre manchas provenientes de alimentos complexos, que
anteriormente requeriam a utilizacdo de grandes quantidades de detergentes
tradicionais. No entanto, por volta dos anos 1970, o mercado retrocedeu um
pouco devido as reagdes alérgicas que alguns desses produtos provocaram
em seus consumidores, problema que foi posteriormente resolvido com a
introducao de produtos encapsulados.

Nos ultimos 20 anos, o mercado de enzimas em detergentes cresceu quase
dez vezes®. Em 2010, o setor de detergente representou 34% da venda total
de peptidases, enquanto os setores de farmacos, alimentos e bebidas e outros
produtos representaram 32%, 24% e 10%, respectivamente!®2°. Segundo
estudos realizados por analistas de mercado da Freedonia Group Incorpora-
ted,'®?° 0 mercado mundial de peptidases em produtos de limpeza foi ava-
liado em 415 milhoes de dolares e 480 milhoes de délares em 2000 e 2005,
respectivamente, tendo atingido cerca de 600 milhdes de délares em 2010.
O mercado estimado para 2015 é de cerca de 760 milhées de délares, com
uma proje¢ao de crescimento anual de mais ou menos 6,5%, chegando a 940
milhoes de dolares até 2020 (Tabela 11.5).

As peptidases oriundas de micro-organismos sdo as enzimas mais ampla-
mente exploradas no setor de detergentes***2. Nos ultimos 30 anos, a impor-
tancia dessas enzimas na formula¢do de detergentes aumentou significati-
vamente, passando de pequenos aditivos a ingredientes-chave’. Atualmente,
a grande maioria das peptidases usadas em detergentes é produzida por
bactérias, principalmente do género Bacillus, sobretudo as do tipo serina-
-peptidases, como as subtilisinas e/ou peptidases ativas e estaveis em pH
alcalino. Alguns dos produtos comerciais que contém essas enzimas em sua
formulagdo estdo listados na Tabela 11.6%74>*, Novozymes, Novo Nordisk
e Genencor International sdo os principais fornecedores de enzimas para

detergentes, suprindo aproximadamente 95% do mercado global de pepti-
dases (Tabela 11.6).
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Tabela 11.6 Peptidases comerciais em formulacdes de detergentes

FORMULACAQ

NOME COMERCIAL FONTE INDUSTRIA PADRAO PROPRIEDADES
Medlase Bacillus icheniformis Novo Nordisk Grqnu.lado Atuagdio em bme pH (6~,5 a8,5)
Novozymes Liquido Utilizacto em ld
Novo Nordisk Atuactio em baixo pH (6,5 a 8,5)
Alcalase Ultra Bacillus licheniformis Liquido Utilizacto em d
Novozymes A
Substitui a utilizagdo de borato
Durazym Bacillus sp. N,;) vo Nordisk Liquido -
ovozymes
Easyzyme No especificado  Novozymes Liquido Estubiliods em subiio em bamas
Utilizacdo em produtos de baixa qualidade
Esperase Bacillus lentus N';) Vo Nordisk Liquido -
ovozymes
i Compatibilidade com outras enzimas
. Novo Nordisk  Granulado g S
Everlase Bacillus sp. L Utilizagdio em detergentes multienzimaticos
Novozymes Liquido .
Tolerante a alvejantes
Kannase Bacillus sp. N,\? Vo Nordisk Liquido Lavagem a frio
ovozymes
. - " . Atuactio em baixas temperaturas
Liquanase Ndo especificado ~ Novozymes Liquido - ,
Remogdo de manchas sanguineas
Branqueador
Liquanase Ultra~ Ndo especificado  Novozymes Liquido Agente antirredeposicto
Elimina a necessidade de borato
Ovozyme Bacillus sp. Nﬁ Vo Nordisk Liquido Detergente para lova-loucas
ovozymes
Polarzyme Bacillus sp. Novozymes  Granulado .ATU(]fUO om bixa femperatura.
Utilizagdio em detergentes para mdos
Properase Bacillus sp. GenenF o liguido  Atuacdo em baixa temperatura e elevado pH
International
Purafect Bacillus lentus GenenF o Liquido Atuacdo em elevado pH
International
. ) Novo Nordisk ~ Granulado  Atuacdo em baixa temperatura e elevado pH
Savinase Bacillus sp. - o \
Novozymes Liquido Utilizacto em detergentes em pé
i Atuactio em baixa temperatura e elevado pH
) . Novo Nordisk L g ,
Savinase Ultra Bacillus sp. N Liquido Utilizagdio em detergentes em pé
ovozymes

Substitui a ufilizagdo de borato

Fonte: Adaptado de Ray (2012)¢, Jisha et al. (2013)%, Kirk et al (2002)*, Kumar et al. (2008)*.
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As peptidases consideradas ideais para aplicacio em detergentes devem
possuir uma ampla especificidade para diversos substratos, facilitando a
remog¢dao de uma grande variedade de manchas provenientes de diferentes
tipos de alimentos, sangue e outras secre¢cdes corporais®*. As peptidases
atuam melhorando o desempenho na remog¢ao de manchas sem afetar a cor
dos tecidos, degradando componentes especificos nas menores partes solu-
veis em agua, o que facilita a remog¢ao da sujeira durante a lavagem. Dife-
rentemente dos clareadores, que apenas encobrem as manchas, as peptidases
realmente as degradam. Essa caracteristica é bastante importante porque
os residuos dessas manchas podem atuar como uma espécie de cola e atrair
particulas de sujeira presentes na dgua de lavagem, resultando no envelhe-
cimento do tecido e em roupas sujas. Além disso, as enzimas combinadas
com surfactantes sdo excelentes na remoc¢do de manchas, pois degradam a
sujeira, enquanto os surfactantes removem essa sujeira degradada. Outros
pontos positivos relacionam-se a diminuicao do uso de produtos quimi-
cos, como solventes e substancias causticas, tornando os detergentes menos
agressivos ao usudrio e ao meio ambiente. Existem, também, vantagens com
relacdo ao consumo de dgua e de energia®’. Para a avaliacdo do desempenho
de um detergente sao realizados testes com roupas manchadas, e a eficiéncia
do produto é mensurada visualmente ou por quantificagao da refletancia
luminosa do tecido***.

O detergente necessita de peptidases capazes de ter atividade em condi-
¢do de alcalinidade e em uma ampla faixa de temperatura. Um importante
pardmetro na escolha das peptidases para detergentes é o valor do seu ponto
isoelétrico (pI), porque essas enzimas agem melhor quando o valor do pH
das solucdes de detergentes é semelhante ao pI da enzima. Além disso, outros
parametros devem ser levados em consideragdo para a selecao de peptidases
com possibilidades de aplicacdo em detergentes, tais como: compatibilidade
com os componentes do detergente (surfactantes, perfumes e branqueado-
res)’%2, eficiéncia na remog¢ao das manchas, boa estabilidade para tempo de
prateleira e boa atividade na temperatura de lavagem a quente. Contudo,
com o aumento do uso de materiais sensiveis a temperaturas elevadas, tais
como fibras sintéticas na fabricacdo de roupas, o setor foi incentivado a
buscar novas enzimas que atuassem em temperaturas baixas*”’3%% Nesse
sentido, ja existe no mercado um produto denominado Kannase®, comercia-
lizado pela empresa Novo Nordisk, que contém uma peptidase eficiente e
com capacidade de atividade em uma faixa de temperatura variando entre
10 °C e 20 °C’. Como as enzimas utilizadas na formula¢dao de detergen-
tes precisam ser estaveis nas diferentes condi¢bes citadas anteriormente, a
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demanda tem direcionado o interesse industrial para a engenharia genética
e de proteinas, para a obten¢ao de enzimas modificadas com maior estabili-
dade**. Considerando, porém, a infinita diversidade microbiana, sempre ha
uma chance de encontrar micro-organismos que produzam novas enzimas
com propriedades mais adequadas para essa exploragao comercial.

11.6 PEPTIDASES NA INDUSTRIA DE ALIMENTOS

O uso de enzimas como agentes modificadores de propriedades funcio-
nais de proteinas tem sido amplamente difundido na industria de alimentos.
Dentro desse contexto, as peptidases tém um papel de destaque devido as
suas aplicagdes no campo comercial, bem como as intimeras vantagens que
apresentam em relacdo a outros agentes utilizados com o mesmo propdsito,
como os catalisadores quimicos. As fontes tradicionais de peptidases empre-
gadas na industria de alimentos sdo as obtidas de tecidos animais e vegetais,
como exemplificado na Tabela 11.7. Entretanto, como as enzimas de ori-
gem animal e vegetal nao conseguem atingir a grande demanda mundial*,
esse fato tem promovido um aumento da utilizagdo de peptidases de origem
microbiana (Tabela 11.8)354,

Algumas peptidases obtidas de plantas e animais continuam amplamente
em uso devido a sua eficdcia bem estabelecida em alguns processos funda-
mentais na produ¢do de queijos e carnes processadas (Tabela 11.7). Dentre
estas, destacam-se: (1) a papaina, bem como a bromelina e a ficina, no ama-
ciamento da carne; e (2) a quimosina, em conjunto com a pepsina, na fase
de coagulagao do leite para a producdo de queijos. A quimosina (extraida
do abomaso, que é o quarto estomago dos ruminantes) é substituida em
alguns paises pela quimosina recombinante, produzida pela fermentagio de
leveduras e fungos contendo genes clonados para essa peptidase. Contudo,
a quimosina natural ainda é a preferida por muitos produtores tradicionais
de queijo, apesar das vantagens da oferta e da pureza do produto produzido
por fermentagdo #*3°¢, As tripsinas de origem bovina e suina ainda sdo uti-
lizadas para a produgido de hidrolisados proteicos como ingredientes flavo-
rizantes; no entanto, existem alternativas de origem microbiana disponiveis
atualmente no mercado, como as serina-peptidases cldssicas (Tabela 11.8).
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Tabela 11.7 Peptidases provenientes de animais e plantas utilizadas na inddstria de alimentos

ENZIMA FONTE APLICACAQ

Amaciamento de carnes; prevengdo

Papaina  Ldtex dos frutos verdes de papaia (Carica papaya) de furvacio na cerveig

Bromelina Suco do talo do abacaxi (Ananas comosus) Amaciamento de came

Idem & bromelina e a papaina, mas ndo

Ficin Latex de figueiras tropicais (Ficus carica) amplamente ufzada devido go custo

Productio de hidrolisados de aromas
Tripsina Bovina/suina alimenticios (principalmente substituido
por peptidases microbianas)

Quimosina Abomaso de bezerro Coagulacdo do leite para produgdo de queijos

Usualmente presente com quimosing

Pepsina Abomaso de bovino
como parte do coalho

Fonte: Aduptado de Rao et al. (2013)*, Ray et al. (2012)¢, Jisha et al. (2013)%, Birschbach et al. (2004)% e Kirk et al. (2002)%.

Tabela 11.8 Peptidases provenientes de micro-organismos utilizadas na inddstria de alimentos

NOME COMERCIAL FONTE INDUSTRIA PROPRIEDADES

Desenvolvimento de sabor

Accelerezyme Nio especificada DSM ;
durante preparo de queijo
Acid fungal ) Genencor . .
Profeqse Aspergillus sp. Infernational Hidrdlise de proteinas
Acid protease A Aspergillus niger Amano Hidrdlise de proteinas em pH 3,0
Pharmaceuticals '
. S Amano .
Acid protease DS Aspergillus niger Pharmaceuicals Suplemento dietético
e Novo Nordisk Processamento de carne, melhoria da
Alcalase Bacillus licheniformis o .
Novozymes fermentacdo do dlcool combustivel
BakeZyme Aspergillus sp.ou P
B50086 Bacils . St Ponificagtio
Biofeed pro Bacillus licheniformis Novo Nordisk Alimentagdo
Enzeco neutral bacteil Bacillus subtilis Enzyme Development Alimentos, amaciamento de carne

Protease

Enzeco neutral bacterial

Profeqse Bacillus subtilis Enzyme Development  Hidrdlise de proteinas vegetais (pH 6,0-9,5)

399
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NOME COMERCIAL FONTE INDUSTRIA PROPRIEDADES
) . Hidrolisado proteico (mistura de
Flavorzyme Aspergillus oryzae Novo Nordisk exo & endopepidases)
Fromase Rhizomucor miehei DSM Coagulante fdngico para preparo de queijo
. Genencor o ] .
Fungal protease Aspergillus sp. Inferationdl Hidrdlise de proteinas de laticinios
) . Genencor Hidrdlise de proteinas em
HT proteolyfic Bl sp. nternational elevadas temperaturas
Kojizyme Nio especificada Novo Nordisk Hidrolisado proteico
Multifect neutral Bacillus sp. Genen.c o Hidrdlise de proteinas em pH neutro
International
Neutrase Bacillus subtilis Novo Nordisk Panificagdo e cervejaria
Newlase F Rhizopus niveus Amuno. Hidrélise de proteinas em pH 3,0
Pharmaceuticals
Comolexo de peofidases Productio de hidrolisados proteicos,
Protamex P pEp Novo Nordisk desenvolvimento de sabor e
de Bacillus
processamento de carne.
) Amano .
Protease A-DS Aspergillus oryzae Pharmaceuicals Suplemento dietético
Protex Bacillus sp. Genen.c o Hidrdlise de proteinas em pH alcalino
International
Suparen/ (ryphonectria . ,
Surecurd parsitca DSM Coagulante fingico para preparo de queijo

Fonte: Adaptado de Rao et al. (2013), Ray et al. (2012)¢, Jisha et al. (2013)8, Birschbach et al. (2004)% e Kirk et al. (2002)*.

11.6.1 Producao de queijos

As enzimas que atuam na coagula¢do do leite podem ser agrupadas em
trés categorias: (i) coalhos de origem animal, (ii) coagulantes de origem
microbiana e (iii) quimosina obtida por engenharia genética. Tanto as pep-
tidases de origem animal quanto as microbianas que agem na coagulagdo
do leite sdo peptidases acidas*. Na produc¢ao de queijos obtidos por coagu-
lagdo enzimatica, a principal funcido das peptidases é a desestabilizacao da
estrutura das moléculas de caseina, que sdo fosfoproteinas insolaveis em pH
4,6, e que existem no leite na forma de estruturas coloidais, as micelas, cuja
principal fun¢do é fluidificar as moléculas de caseina e solubilizar os ions
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calcio e fosfato’®. A hidroélise especifica da ligagao peptidica da caseina entre
os residuos de fenilalanina 105 e metionina 106 resulta na para-k-caseina
insoluvel (residuos de aminoacidos de 1 a 105), que permanece associada a
micela de caseina, e um peptideo soluvel (denominado de glicomacropepti-
deo, que corresponde aos residuos de aminoacidos 106 a 169). Devido a alta
especificidade por caseina, a quimosina é preferida neste processo. Contudo,
peptidases produzidas por micro-organismos como Mucor michei, Bacillus
subtilis e Cryphonectria parasitica estio sendo incorporadas nesse tipo de
produgao* (Tabela 11.8).

11.6.2 Produtos da soja e hidrolisados proteicos

Peptidases alcalinas e neutras de origem fungica sio capazes de atuar
no processamento das proteinas da soja, promovendo modificagdes estrutu-
rais, que aumentam suas propriedades funcionais. Tais altera¢oes resultam
em maior solubilidade dos hidrolisados, culminando com maior rendimento
proteico e baixo amargor (Tabela 11.8). Os hidrolisados sio emprega-
dos em bebidas enriquecidas com proteinas e na formulag¢ao de alimentos
dietéticos***.

Os hidrolisados proteicos sdo utilizados, ainda, em formula¢des para
lactantes, em suplementos dietéticos clinicos e em agentes aromatizantes.
Todavia, uma das principais barreiras para o uso de hidrolisados proteicos
em produtos dietéticos é o sabor amargo que possuem, sendo que a intensi-
dade desse sabor é proporcional ao nimero de aminodacidos hidrofobicos e
residuos de prolina no centro do peptideo. Peptidases capazes de hidrolisar
ligacoes peptidicas envolvendo aminoacidos hidrofobicos e residuos de pro-
lina, como a carboxipeptidase A, sio capazes de diminuir o sabor amargo
desses hidrolisados***.

11.7 PEPTIDASES NA INDUSTRIA DE QUIMICA FINA

Peptidases de animais e plantas, incluindo papaina, quimiotripsina, ter-
molisina e subtilisina, vém sendo utilizadas como catalisadores na sintese de
peptideos’’. Dessa forma, em condicOes apropriadas, peptidases catalisam
ndo somente a hidrdlise de peptideos, mas também a formacio de ligacdes
peptidicas, gerando oligopeptideos. Varios peptideos biologicamente ativos
foram sintetizados usando peptidases como catalisadores, através de reacdes
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de condensacdao’®. Na sintese enzimdtica de peptideos, geralmente sao obti-
dos polimeros de baixa massa molecular como di ou tripeptideos. Tais bio-
moléculas tém aplicagdo reconhecida na industria farmacéutica e agroqui-
mica, bem como na nutri¢ao animal e humana. Alguns exemplos incluem:
(1) a producdo do adogante aspartame, um dipeptideo composto por L-acido
aspartico e metil-éster da L-fenilalanina, que é enzimaticamente produzido
através de catdlise reversa, utilizando-se preparac¢des de termolisina (uma
metalo-peptidase) derivada de Bacillus thermoprotyolyticus; e (2) a sintese
de farmacos como quiotorfina, encefalina, dinorfina e angiotensina®®. Outro
exemplo da aplicacao de peptidases na quimica fina é a producdo enzimatica
de insulina humana semissintética a partir de insulina suina®.

A sintese enzimatica de peptideos apresenta vantagens em rela¢do a sin-
tese quimica, como: a elevada estereo e regioespecificidade, a auséncia de
racemizacdo e de outras reagdes secundarias tipicas da sintese quimica, a
protec¢do parcial das cadeias laterais dos substratos e o uso de condigdes
mais brandas e seguras de reac¢dao®'. Contudo, o fato de nio existir uma
enzima universal para essa finalidade faz com que a metodologia nio seja
geral ou aplicavel a qualquer sequéncia peptidica. Portanto, o uso de pep-
tidases na sintese de peptideos tem limitacdes. As reagoes de catalise ocor-
rem geralmente em meios ndo aquosos, o que pode levar a desnaturacio e
desativacao da enzima. Neste contexto, varios métodos vém sendo descritos
para estabiliza¢do enzimadtica, tais como: imobiliza¢gao quimica, engenharia
de proteina e evolucdo direcionada. A descoberta de peptidases estaveis em
solventes organicos também surge como um fato promissor para a biocata-
lise na industria de quimica fina®>%,

11.8 PEPTIDASES NA INDUSTRIA FARMACEUTICA E COSMETICA

Pode-se afirmar que, atualmente, a industria farmacéutica representa um
dos maiores produtores e usudrios de enzimas. O mercado de enzimas é
considerado hoje o mais promissor para as indudstrias farmacéuticas e uma
unica enzima com aplica¢do terapéutica pode, por exemplo, custar 5 mil
dolares por grama®*. Nesse contexto, a aplica¢do de peptidases na industria
farmacéutica e de cosméticos vem crescendo a cada ano, devido a pesquisa
de novas aplicacoes e da descoberta de novas fontes produtoras dessas enzi-
mas. O uso de peptidases em medicamentos e cosméticos se justifica pela sua
alta especificidade e eficiéncia catalitica, além de envolver a diminui¢dao do
uso de compostos quimicos, muitas vezes toxicos. Assim sendo, a relevancia
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do uso de enzimas como medicamento relaciona-se com o fato de que peque-
nas quantidades do catalisador biologico podem produzir efeitos bastante
especificos em condi¢des fisioldgicas®. No entanto, ainda existem dificul-
dades na aplica¢do de enzimas em geral na industria farmacéutica e de cos-
méticos, em fung¢ao da dificuldade em conciliar a seguranca da formulagao,
evitando reagdes irritantes ou sensibilizantes e a possivel imunogenicidade
das enzimas, com a funcionalidade e a estabilidade das enzimas na presenca
dos diferentes componentes da formulacdo e no seu armazenamento®. Além
desses fatores, as peptidases precisam ter alta atividade e estabilidade em
pH fisiologico, sem danos causados pelos componentes dos diversos fluidos
corporais®’. De acordo com a finalidade, as formula¢des que contém enzimas
podem ser administradas por via tépica, oral ou parenteral, sendo que para
as enzimas utilizadas em aplicacdes digestivas e topicas ndo sao fundamen-
tais critérios como pureza e fonte da enzima. No entanto, o uso parenteral
de enzimas requer alto grau de pureza, o que pode aumentar o custo de
producao®°6.

Apesar da longa lista de micro-organismos produtores, envolvendo bacté-
rias e fungos, apenas uma minoria pode ser empregada como fonte de pep-
tidases para a industria farmacéutica e de cosméticos, devido a necessidade
de nao serem espécies patogénicas ao homem, o que é reconhecido pela sigla
GRAS (do inglés, generally recognized as safe), que pode ser traduzido como
“geralmente considerado como seguro” e implica na complexa auséncia de
toxinas microbianas?.

Peptidases apresentam diversas aplica¢des na industria farmacéutica e
de cosméticos, sendo utilizadas na produ¢dao de medicamentos e no desen-
volvimento de novos produtos. Na industria de cosméticos, a denominada
“enzimocosmética” tem como principal alvo a pele, seja para sua limpeza
profunda (esfoliacdo e tratamento de acne e caspa), cicatriza¢do ou tra-
tamento depilatério. Na industria de cosméticos, buscam-se peptidases de
baixa massa molecular e alta lipofilicidade para sua maior penetracao na
pele, caracteristicas que normalmente nao sdo encontradas em enzimas em
geral®®. Atualmente, a diversidade de aplica¢ao de peptidases na inddstria
farmacéutica vai desde auxiliar a digestdo até o debridamento e a cicatriza-
¢ao de feridas (Tabela 11.9).



404 Biotecnologia Aplicada a Agro&IndUstria

Tabela 11.9 Peptidases utilizadas na inddstria farmacéutica

ENZIMA FONTE uso

Empregada em processos inflamatdrios (de origem traumdtica,
. Caule de Ananas RO N
Bromelaing cirdrgico-infecciosa, vascular e reumdtica), digestdo e
comosus " )
tratamento auxilior de queimaduras de grau elevado

Cologenase ~ Clostridium histolyticum Ulceras de pele
Estreptoguinase Siep fococcts Codgulo sanguineo (agente fibrinolitico)
[3-hemolitico
Papaing Litex de Carica papaya Digesfﬁg (principu.lmente pu'ciem‘es com di?pepsiﬂ
crbnica e gastrite), vermifugo (nematicida)
Pepsina Estémago suino Auxiliar de digestdo
Quimiotripsina Pancreas bovino Auxiliar de digestdo
Serrapeptase Serratia E15 Inflamagdo
Tripsina Pdncreas bovino Auxiliar de digestdo, debridamento de Glceras

Fonte: Adaptado de Ray (2012)¢, Jisha et al. (2013)® e Craik et al. (2011)!.

11.8.1 Peptidases como auxiliares digestivos:
funcao anti-inflamatéria e tratamento de caries

O uso de peptidases como auxiliares na digestdo de proteinas é o mais tra-
dicional e emprega diversas peptidases, como a pepsina de estdmago suino, a
quimiotripsina e a tripsina obtidas de pancreas bovino, a bromelaina obtida
do caule da planta do abacaxi e a papaina do latex do mamoeiro. A papaina
também ¢é auxiliar digestivo em pacientes com dispepsia cronica e gastrite e
tem atividade nematicida®’.

Algumas das peptidases usadas como auxiliares digestivos apresentam
outras aplica¢bes terapéuticas. A bromelaina também pode ser utilizada
na medicina popular como agente cicatrizante. Além disso, atua no blo-
queio topico de alguns metabélitos pro-inflamatérios que aceleram e agra-
vam o processo inflamatério, como cininogénio e bradicinina. E, por isso,
um agente anti-inflamatério, podendo ser utilizado no caso de lesdes des-
portivas, traumas, artrites e outros tipos de inflamacdes, como sinusites®’.
Também foi demonstrado que a bromelaina, quando administrada por via
oral, reduz a secre¢do de citocinas pro-inflamatoérias e quimiocinas, o que
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explicaria sua atuacdo na colite ulcerativa, na sindrome do célon irritdavel
e na doenga de Crohn®’, que é uma doenca cronica inflamatdria intesti-
nal (que se apresenta sob trés formas principais: inflamatoria, fistulosa e
fibroestenosante) capaz de atingir geralmente o ileo e o cdlon (mas pode afe-
tar qualquer parte do trato gastrointestinal). Uma peptidase produzida pela
cepa de Serratia denominada E-15, normalmente encontrada no intestino
do bicho-da-seda, também apresenta acao anti-inflamatoria e fibrinolitica.
Conhecida comercialmente como Peptizyme®SP ou Danzen®, a denominada
serratiopeptidase é administrada por via oral e rapidamente absorvida pelo
epitélio intestinal, porém a falta de evidéncias cientificas quanto a sua efica-
cia, seguranca e tolerabilidade nao preconizam o seu uso’’.

A papaina também pode atuar como agente anti-inflamatério e pode ser
usada no tratamento de cdries. As lesdes de cdrie na dentina surgem como
consequéncia da a¢do de bactérias acidogénicas. Esta camada da dentina
mostra-se amolecida e sem possibilidade de reorganizagao devido a desnatu-
racdo irreversivel das fibras de colageno. A papaina interage com o coldgeno
parcialmente degradado do tecido necrosado da lesdo da carie, provocando
um amolecimento adicional deste tecido e facilitando sua retirada mecanica.
Essa acdo enzimatica se dd apenas no tecido necrosado, pois tecidos sadios
contém um inibidor de peptidase que impede a a¢do dessa classe de enzimas.
Assim, a dentina nao necrosada, com possibilidade de regeneragio, é pre-
servada. O produto, denominado PapaCarie®, associa a enzima com a clora-
mina, um agente antisséptico’!. A papaina também pode ser incorporada a
pastas dentifricias, auxiliando a remog¢do de residuos alimentares e da placa
bacteriana pouco aderida®®.

11.8.2 Peptidases usadas como agentes
fibrinoliticos e na coagulacao

Algumas peptidases também sdo usadas como agentes fibrinoliticos, tendo
como alvo principal o processo de coagulacio sanguinea que leva a forma-
¢ao de trombos. Embora a formag¢ao de codgulos e sua degradacio sejam
mantidas em equilibrio em sistemas bioldgicos, o bloqueio da sua lise leva
aos processos de trombose. A uroquinase, enzima normalmente purificada
da urina humana (ou ativador de plasminogénio tipo uroquinase), tem como
principal substrato o plasminogénio, que é a forma inativa da plasmina,
uma serina-peptidase. A ativa¢ao da plasmina desencadeia uma cascata pro-
teolitica que, dependendo do ambiente fisiol6gico, participa do processo
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de trombolise ou degradagdao da fibrina (presente no codgulo). Devido ao
seu papel ativador da plasmina, a uroquinase (Abbokinase®) é usada como
um agente trombolitico/fibrinolitico para o tratamento de doencgas vascu-
lares, como trombose venosa, embolismo pulmonar, infarto do miocardio e
isquemias ou derrames cerebrais’>. Sua administragdo intravenosa deve ser
realizada de forma imediata, para que se atinja a eficcia terapéutica. Outra
enzima usada com a mesma atividade é o ativador tecidual de plasminogé-
nio, uma serina-peptidase encontrada em células endoteliais que apresenta a
mesma atividade da uroquinase, porém com maior afinidade pela trombina.
Atualmente, é mais utilizada uma de suas formas recombinantes, Alteplase®
ou Reteplase®, expressa em Escherichia coli, sendo que a Reteplase® apre-
senta maior meia-vida’s.

Micro-organismos também podem ser fontes de enzimas com atividade
fibrinolitica. A administra¢dao oral de uma enzima fibrinolitica, nattokinase,
produzida por uma cepa de Bacillus em uma tradicional comida fermentada
japonesa, Natto®, elevou a atividade fibrinolitica no plasma e a produgio
do ativador tecidual de plasminogénio, o que sugere sua possivel utilizacao
na profilaxia de tromboses’. A estreptoquinase, obtida do sobrenadante
de cultivo de bactérias do género Streptococcus (beta-hemolitico), é outra
enzima utilizada na ativa¢do do plasminogénio humano, de modo que se
trata de um medicamento fibrinolitico de menor custo em comparagdo aos
anteriores, sendo comercializado com o nome Streptase®. No entanto, uma
das principais limitacdes dessa terapia é a resposta antigénica, que pode
chegar a reacoes anafilaticas graves’. A estreptoquinase também ¢ util na
prevencdo de aderéncias pos-operatdrias, uma complicacio cirdrgica muito
comum, principalmente em intervencdes abdominais, e que leva a obstrucoes
abdominais. A liberacdo continua de estreptoquinase na cavidade peritoneal,
quando imobilizada em uma membrana, é capaz de reduzir de forma signi-
ficativa os casos de aderéncia’.

Neste mesmo topico, também é importante realcar que o Fator VIla da
coagulacdo sanguinea, uma serina-peptidase que inicia o processo de forma-
¢ao de coagulos, tem sido usado na terapia de reposicdo enzimadtica, espe-
cificamente em pacientes hemofilicos. Uma forma recombinante do Fator
VIla, NovoSeven®, tem sido aplicada em pacientes com deficiéncia congénita
dessa proteina ou em casos de sangramentos descontrolados. Dessa forma,
o tratamento de deficiéncias enzimaticas torna-se um campo de aplicagdo
dos mais relevantes para as enzimas terapéuticas®’.
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11.8.3 Aplicacoes das queratinases

Além das peptidases ja mencionadas que sdo utilizadas na industria far-
macéutica e de cosméticos, as colagenases, elastases e queratinases apresen-
tam grande aplicacdo, por atuarem em componentes de matriz extracelular
e do extrato cérneo, e cuja hidrélise pode facilitar tratamentos dermatolé-
gicos e cosméticos’’.

As queratinases formam uma classe particular de peptidases pela sua
capacidade em hidrolisar a queratina, uma proteina estrutural insolivel de
dificil degradacdo. A forte compactagdo da queratina se deve a estabiliza-
¢do por varias ligagoes de hidrogénio e interagdes hidrofébicas, além das
diversas pontes dissulfeto que conferem estabilidade mecanica e resisténcia a
degradacdo pela maioria das peptidases, como papaina, tripsina e pepsina”’.
A queratina esta presente em diversos materiais, como couro, cabelo, unhas,
13, penas e extrato corneo da pele, e, apesar da queratina do cabelo e da
unha ter a mesma estrutura da encontrada na epiderme, existem diferengas
na quantidade de pontes dissulfeto, o que faz a primeira ser bem mais resis-
tente a hidrélise’®. Embora apresentem elevada resisténcia a degradacio,
queratinas podem ser hidrolisadas por queratinases de origem microbiana,
apresentando importante papel biotecnologico®® e crescente impacto nas
industrias farmacéuticas e de cosméticos’®.

As queratinases podem ser tteis em formulacdes topicas para a elimi-
nagdo da queratina na acne e psoriase e remog¢ao de calos”. A acne é uma
inflamacao das glandulas sebaceas da pele, responsaveis pela producio do
sebo, formado por diversos tipos de gordura. O sebo é normalmente libe-
rado pelos foliculos pilossebaceos, compostos por um pelo e uma glandula
sebacea, presentes na camada intermediaria da derme. Quando um espessa-
mento da pele provoca a obstrucdo do foliculo, o sebo fica retido e forma
um cravo ou comedio, que é seguido pela proliferacdo de bactérias anaeré-
bias, dando origem a acne ou espinhas. Para o tratamento da acne, é preciso
promover a abertura dos poros, regularizando o funcionamento das glandu-
las sebaceas pela remocdo de substancias do proprio sebo, restos proteicos e
a queratina da pele — neste ponto, entram em ac¢do queratinases e peptidases
em geral, além das lipases. As queratinases atuam promovendo a abertura
dos poros, removendo a queratina que normalmente bloqueia a saida do
conduto da glandula sebacea, o que contribui para o controle da acne. Além
disso, as queratinases também podem ser incluidas em sabonetes faciais para
o tratamento da acne, pois células mortas podem fechar os poros e criar
um ambiente favoravel ao desenvolvimento da acne. Essas enzimas também
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podem atuar na remocdo de manchas e na regeneracdo do epitélio, acele-
rando o processo de cicatrizagao’’. Para a cicatrizacdo, é frequente a agao de
peptidases em tecidos com lesbes, em que podem ser encontradas secrecoes
e diferentes micro-organismos, e que por isso apresentam dificuldades na
cicatrizagdo. A presenca de diferentes peptidases, como papaina, bromelaina,
queratinases e colagenases, facilita a hidrolise proteica, o que acelera o pro-
cesso de cicatrizagao®®.

Varios produtos para peeling enzimatico, visando a renovag¢ido celular,
tém, em sua composi¢ao, Arazyme®, uma peptidase termorresistente de
amplo espectro (capaz de degradar albumina, queratina, colageno e elas-
tina) produzida pela bactéria Serratia proteamaculans, que vive mutuamente
dentro do trato digestorio da aranha Nephila clavata, de origem coreana.
Esse produto promove a esfoliagdo gradual e progressiva do extrato corneo
da pele, removendo a queratina de peles secas e suavizando as imperfei¢oes
da superficie da pele®’. Outras enzimas usadas em peeling enzimatico sdo
tripsina, papaina e bromelaina, que diminuem o espessamento da pele.

O processo de esfoliacdo envolve a renovagao celular da pele e, para tal,
normalmente é utilizada uma combinacao de peptidases e lipases, que em
conjunto facilitam o processo natural de descamagao da epiderme. Na pele
classificada como normal, queratinécitos produzidos na camada basal da
epiderme sdo eliminados pelo extrato corneo, camada mais externa, através
de descamacio; no entanto, qualquer altera¢dao nesse equilibrio, seja pela
maior produg¢do de queratinodcitos ou por falhas na descamacio, pode levar
a uma maior coesdo dessas células na superficie. Um dos principais compo-
nentes responsavel por essa coesdo é o desmossoma, no qual vdrias protei-
nas transmembranares de células adjacentes interagem entre si, aumentando
a coesdo®!. Para manter a integridade tecidual durante a descamacio nor-
mal da pele, as proteinas do desmossoma sao progressivamente degradadas
por peptidases do tipo tripsina e quimotripsina®>%3. Na pele seca, ha uma
diminuicdo da atividade dessas peptidases em relagdo a pele normal, com
o respectivo aumento no nivel de proteinas de desmossomas, ocasionando
uma maior coesio celular seguida de liberagao das células na forma de agre-
gados®*. Dessa forma, a suplementag¢do com peptidases aplicadas de forma
topica representa um potencial tratamento para aliviar o aspecto da pele
seca®s. E também possivel o uso de queratinases, devido ao grande acimulo
de queratina nas células da epiderme, mas diferentes peptidases podem ser
utilizadas. O mesmo ocorre no tratamento da caspa, ou dermatite sebor-
reica, em que ocorre a descamacio excessiva do couro cabeludo devido
ao crescimento do fungo Malassezia furfur. Esse fungo é um componente
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comum do couro cabeludo, porém pode ter seu crescimento aumentado pela
presenca de sebo secretado pelos foliculos pilosos no couro cabeludo. Esse
crescimento causa uma irritagdo que acelera a descamag¢do, misturando-se
ao sebo e formando placas de células do extrato corneo visiveis a olho nu.
Seu tratamento envolve também o uso de peptidases e lipases®®. Xampus
anticaspa também incluem queratinases, pois a atividade queratinolitica per-
mite a remog¢do de células mortas no couro cabeludo em descamacio, em
associacdo com antifungicos.

A queratina é o principal componente do calo, espessamento da pele
devido ao excesso dessa proteina e também denominado hiperqueratose.
A degradacdo da queratina nessa condi¢ao por Kytococcus sedentarius ja
foi observada, o que possibilita o seu uso. Essa bactéria é produtora de
duas peptidases com atividade queratinolitica, e ja foi observado que essas
enzimas sdo responsaveis pela doenga conhecida como queratdlise erosiva,
caracterizada pela descamacdo da camada cornea da epiderme, principal-
mente na palma das mios e planta dos pés, pela hidrolise da queratina®’.

Queratinases também tém participagdo como enzimas depilatorias,
solubilizando a queratina do pélo, e para alisamento capilar; neste altimo
caso alterando a disposi¢ao das pontes dissulfeto na queratina do cabelo.
Nesse sentido, as queratinases também tém atraido o interesse das indus-
trias farmacéuticas e de cosméticos porque muitas dessas enzimas nao sao
capazes de hidrolisar gelatina e coldgeno, e entdo sua acdo depilatdria ndo
afeta a pele, embora sua atividade seja mais lenta do que a dos depiladores
convencionais®®.

O uso de queratinases para a administracio de medicamentos também
esta sendo investigado. A eficacia da terapia topica para doengas de unhas é
normalmente limitada pela baixa permeabilidade das drogas a esse epitélio.
Nesse sentido, o uso de queratinases aumenta a penetracao de drogas pelo
epitélio ao reduzir a integridade da unha por meio da hidroélise da quera-
tina®’. Esses resultados sugerem que as enzimas queratinoliticas aumentam a
permeabilidade da unha a drogas aplicadas de forma tépica, o que é muito
necessario no caso do tratamento da psoriase. Nessa doeng¢a, ha uma grande
reciclagem e descamacdo das células da epiderme.

Algumas queratinases de amplo espectro ja demonstraram atividade
hidrolitica contra proteinas do prion, responsdveis por varias doengas neu-
rodegenerativas transmissiveis pelo contato com tecido infectado, fluidos
corporais ou instrumentos médicos contaminados e que normalmente sao
resistentes a hidrolise pela maioria das peptidases e aos processos tradi-

cionais de esterilizagdao’®’!. Dessa forma, as enzimas queratinoliticas



410 Biotecnologia Aplicada a Agro&IndUstria

apresentam enorme potencial de aplicacdo na industria farmacéutica, como,
por exemplo, na descontaminacdo de instrumentos médicos e equipamentos
laboratoriais.

11.8.4 Aplicacoes das colagenases e elastases

As colagenases e as elastases, outras duas enzimas importantes para as
induastrias farmacéuticas e de cosméticos, atuam respectivamente sobre as
fibras de coldgeno e elastina, que em combinac¢do determinam as proprieda-
des mecanicas do tecido conjuntivo de animais. Como a queratina, a elastina
e o colageno sdo proteinas insolaveis e recalcitrantes a hidrolise pela maioria
das peptidases, porém suas estruturas sao bem diferentes. Além da auséncia
de inimeras pontes dissulfeto, o coldgeno é uma proteina fibrosa, enquanto
a elastina ndo apresenta essa caracteristica, e ambas as estruturas quater-
narias sao estabilizadas por ligacoes peptidicas entre unidades de lisina, o
que da a resisténcia a hidrolise. As colagenases e elastases sdo enzimas que
atuam na remocgao de cicatrizes e queloides, debridamento de queimaduras e
ulceras dérmicas, e muitas vezes sao associadas com bromelina e papaina®.
A cicatrizagdo de uma ferida envolve uma sucessdo de etapas, que incluem
migragao de queratindcitos, angiogénese, deposi¢cao de fibroblastos e remo-
delamento de tecido de granulacdo, todas necessitando da degrada¢ao con-
trolada da matriz extracelular. Qualquer altera¢do no balanco entre a pro-
ducido de matriz extracelular e sua degradagdo leva a formacio de ulceras
cronicas, situagao em que ha excessiva degradagao da matriz extracelular, ou
leva a formacgdo de fibrose, com cicatrizes hipertréficas ou queloides, carac-
terizados pelo acimulo de componentes da matriz extracelular®’. Prepara-
¢oes de elastases purificadas da bactéria Bacillus subtilis foram imobilizadas
em bandagens, denominadas Elastoterase®, para aplicacoes terapéuticas em
queimaduras, edemas, furunculos e abscessos*?>. Uma colagenase purificada
do crescimento da bactéria Clostridium histolyticum é utilizada em poma-
das (Santyl®) para o tratamento de feridas, como tlceras cronicas e queima-
duras, facilitando a cicatriza¢do. Sua atuacdo visa promover o debridamento
ou remocio do tecido em necrose, sem danificar o tecido sadio ao redor”.
Essa bactéria é a principal produtora de colagenases com aplicacdes tera-
péuticas, embora outros micro-organismos também sejam capazes de pro-
duzir essa classe de peptidases®. Outras preparagdes enzimaticas comerciais
de uso topico contendo peptidases sao empregadas na cicatriza¢do de feri-
das, dentre as quais a Fibrase®, contendo plasmina (fibrinolisina) de origem
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bovina que é capaz de hidrolisar a fibrina presente no tecido necrosado, sem
afetar o tecido sadio ao redor®.

Ao atuar sobre as fibras de colageno, as colagenases também geram pepti-
deos com diversas atividades bioldgicas?; neste aspecto, foi comprovado que
o colageno é um dos antigenos envolvidos com o desenvolvimento da artrite
reumatoide humana, e a acdo de colagenases libera um peptideo imunodo-
minante cuja administragdo oral em modelo murino sugere o seu potencial
uso imunoterapéutico no tratamento dessa patologia®. As colagenases com
atividade em pH alcalino estao sendo cada vez mais estudadas para aplica-
¢Oes terapéuticas nas quais se deseja a formulagdao de preparacoes de libe-
ragdo lentaZ.

O produto conhecido como Xiaflex® é uma inje¢ao composta pela cola-
genase purificada de Clostridium histolyticum usada no tratamento de adul-
tos com contratura de Dupuytren, uma doenca que provoca o progressivo
espessamento e o encurtamento da matriz extracelular ao redor das fibras
musculares da palma da mdo, com consequente contracao e encurvamento
dos dedos. A enzima, ao ser injetada, provoca a hidrélise do coldgeno e,
assim, o relaxamento das fibras musculares, evitando o processo cirirgico’.
As colagenases também sio investigadas como uma opg¢ao de tratamento
nao cirargico para a doenga de Peyronie, através de inje¢cbes que promove-
riam a hidroélise do excesso de colageno, diminuindo o tamanho das placas
que provocam a doeng¢a®’. A doenca de Peyronie é um distarbio do tecido
conjuntivo que envolve o crescimento de placas fibrosas no tecido do pénis,
afetando cerca de 1% a 4% dos homens. O processo de fibrose ocorre na
tunica albuginea, uma camada fibrosa que circunda os corpos cavernosos do
pénis. A doenga causa o aparecimento de uma curvatura no pénis em eregao.

11.8.5 Peptidases no tratamento da doenca celiaca

Outras peptidases, além de colagenases, elastases e queratinases, podem
apresentar aplicacdo na industria farmacéutica. Peptidases capazes de hidro-
lisar ligacoes peptidicas adjacentes a unidades de prolina, como as prolil-
-endopeptidases, tém importancia na terapia da diarreia celiaca®®. A doenca
celiaca é uma doencga causada pela ingestao de proteinas do gluten (trigo,
centeio e cevada) e tem diferentes sintomas, como diarreia cronica e dis-
tensao abdominal, cuja tnica opc¢ao de tratamento é a exclusio das pro-
teinas do gliaten da alimentacdo. O principal componente toxico do gluten
do trigo é a proteina gliadina, com regides ricas em prolina e glicina®, que
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é relativamente resistente a hidrolise por peptidases presentes no trato gas-
trointestinal e leva a uma resposta inflamatéria em individuos suscetiveis.
As prolil-endopeptidases tornam-se, assim, um agente profildtico oral para
a doenga celiaca.

11.8.6 Aplicacées da toxina botulinica

A toxina botulinica do tipo A é uma proteina obtida do crescimento da
bactéria anaerdbia Clostridium botulinum, responsavel pela doenca conhe-
cida como botulismo. Nessa patologia, a toxina bloqueia a liberagdao de
acetilcolina na juncdo neuromuscular e, como resultado, o musculo perde
a capacidade de contragdo. Para fins médicos, é utilizada uma forma inje-
tavel da toxina botulinica purificada; aplicada diretamente nos musculos
comprometidos, é um tratamento farmacolégico local para a hiperatividade
muscular, provocando um relaxamento e bloqueando a atividade motora
involuntdria. Dessa forma, a toxina botulinica interfere seletivamente na
capacidade de contragdo da musculatura. A dosagem aplicada para fins tera-
péuticos e estéticos é muito pequena e incapaz de desencadear as reagdes do
envenenamento alimentar do botulismo. Quando sintetizada pela bactéria,
a neurotoxina apresenta-se com uma cadeia polipeptidica simples de apro-
ximadamente 150 kDa, cuja ativagao ocorre com a clivagem em dois frag-
mentos polipeptidicos unidos por uma ponte dissulfeto. Essa divisao gera
uma cadeia leve, uma metalo-peptidase dependente de zinco, e uma cadeia
pesada, esta contendo dominios funcionais, um de ligacdo a receptores e
outro de translocacio membranar. A toxina botulinica bloqueia a liberagao
de acetilcolina nas jun¢des neuromusculares por um mecanismo que envolve
trés etapas. A etapa inicial é a ligacdo da toxina a receptores especificos
localizados na membrana pré-sindptica da jun¢dao neuromuscular. A segunda
etapa envolve a internaliza¢do da toxina por endocitose mediada pelo recep-
tor. Contudo, é no citoplasma do neuronio-alvo que ocorre a terceira etapa,
a inibicdo da liberacido de acetilcolina, através da atividade peptidasica da
cadeia leve, que inativa alguns peptideos necessarios para a libera¢ao das
vesiculas de acetilcolina!®.

Dentre as indicagoes da toxina botulinica tipo A estdo estrabismo, blefa-
roespasmo (contracdo involuntaria dos musculos do olho), espasmo hemifa-
cial, distonias e espasticidade. A distonia é a contragao muscular involunta-
ria em diferentes partes do corpo, e a espasticidade € a contragao permanente
que leva ao encurtamento de tenddes e musculos, também causando dores
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e posturas anormais. A toxina botulinica pode ser também utilizada para o
tratamento de criangas com problemas musculares. Nesses casos, a toxina
permite maior flexibilidade muscular e redu¢dao do uso de medicagdo anties-
pastica. A toxina botulinica tipo A também ¢é usada no tratamento de incon-
tinéncia urinaria, aplicada diretamente na parede da bexiga, fazendo com
que haja um relaxamento temporario da musculatura, um controle da von-
tade de urinar, e, acima de tudo, uma melhora na qualidade de vida do
paciente. Além das indicag¢des terapéuticas, o medicamento é amplamente
conhecido no tratamento de linhas faciais hipercinéticas e para o tratamento
da hiper-hidrose palmar e axilar. A toxina botulinica interfere seletivamente
na capacidade de contragao da musculatura e, por isso, as linhas de expres-
s30 sdo suavizadas. A marca americana Botox® foi a primeira a ser liberada
para uso estético, mas atualmente outras marcas estdo disponiveis, como
Dysport® e Prosigne®!°!,

11.8.7 Peptidases como ativadoras de pré-farmacos

As peptidases também podem ser utilizadas na industria farmacéutica
como ativadores de pro-farmacos. Nessa tecnologia, procura-se evitar um
dos principais obstaculos ao emprego de quimioterdpicos em uma neopla-
sia: a limita¢do de dose devido a toxidez do quimioterapico, em fung¢ido
da sua baixa seletividade para células neopldsicas em comparag¢dao com as
células normais, nio neoplasicas. A estratégia denominada ADEPT, sigla em
inglés que significa antibody-directed enzyme prodrug therapy, implica a
administra¢ao de um pro-firmaco, molécula antineoplasica em sua forma
quimicamente inativa, e sua posterior conversao na forma ativa in vivo,
exclusivamente nas proximidades do local de acdo. A ativag¢dao envolve
a administracdo prévia de uma enzima capaz de promover a ativagiao da
droga, e normalmente essa enzima é direcionada para as células tumorais
através da associacdo com um anticorpo especifico para os componentes
superficiais das células neoplasicas. Dessa forma, a enzima se acumula no
local do tumor e s6 entdo promove a ativagdo do firmaco, de modo a mini-
mizar a acao do antineopldsico sobre as células nao neoplasicas®®. Para que
estas estratégias terapéuticas sejam bem-sucedidas, a enzima, ou uma homé-
loga dela, ndo deve estar presente em tecidos humanos ou, se estiver, deve ser
expressa somente em baixas concentra¢des nos demais tecidos. Essa é umas
das razoes pelas quais tém sido utilizadas enzimas de origem microbiana.
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Entre as enzimas que sdo empregadas nessa tecnologia, encontra-se a car-
boxipeptidase G2 (CPG2), uma metalo-peptidase obtida do meio de cultura
de Pseudomonas putida. A fung¢do normal dessa enzima é catalisar a conver-
sdo de folato reduzido e ndao reduzido em acido pteroico e acido glutamico.
Farmacos podem ser transformados em pré-firmacos através de uma ligagao
amida com o substrato da enzima, o acido glutimico; na presenca de CPG2,
a ligacdo amida é clivada, liberando os firmacos ativos e o acido glutamico.
Os resultados obtidos em casos de tumor de colon sugerem que o sistema
ADEPT, baseado em CPG2, é uma promissora terapia antineoplasica. No
entanto, se uma enzima nao humana é utilizada, podem ocorrer reagoes de
hipersensibilidade induzidas por intensa resposta imune e consequente falha
na terapia. Para minimizar a imunogenicidade induzida pelo sistema ADEPT,
duas estratégias podem ser utilizadas. A primeira consiste na utilizacao de
formas mutantes de enzimas humanas, as quais podem proporcionar menor
toxidez sistémica que enzimas enddgenas e menor imunogenicidade que as
ndo humanas. Uma forma de enzima humana mutante de carboxipeptidase
A1 (CPA1), conjugada a um anticorpo com afinidade para células tumo-
rais, foi capaz de ativar um pro-firmaco de metotrexato, que nao foi um
bom substrato para a enzima end6gena CPA126. A outra estratégia consiste
no uso de tecnologia DNA recombinante, combinando regides variaveis da
cadeia leve e pesada de anticorpos nao humanos, responsaveis pelo reconhe-
cimento do antigeno-alvo, com regides constantes de anticorpos humanos'®2.

11.8.8 Estratégias para o uso crescente de peptidases

Sendo uma 4rea tio promissora, o uso de peptidases pela industria far-
macéutica e de cosmético preconiza a producio de novos fairmacos mais
especificos e mais individualizados, principalmente na terapia de reposi¢ao
enzimatica e vacinas, além de grandes avangos na area de terapia cosmé-
tica antienvelhecimento. As dificuldades no uso de peptidases podem ser
contornadas por diferentes estratégias de formula¢ao, como a conjugagio
com polimeros para diminuir a imunogenicidade de enzimas, além da incor-
poragdo de enzimas a lipossomos visando diminuir a toxidez, direcionando
0 acesso ao 6rgao-alvo®”. No entanto, o potencial beneficio ndo é compen-
satorio se o custo de obtencdo dessas enzimas for superior aos processos
quimicos convencionais e se for necessario um maior controle de producao e
de purificagao final. O crescente conhecimento das doengas e dos processos
bioquimicos envolvidos irda possibilitar a produ¢do heter6loga de enzimas
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em diferentes modelos celulares, o que permitira a obten¢ao de maiores ren-
dimentos com custos mais convenientes®’.

11.9 PEPTIDASES NA INDUSTRIA TEXTIL

As principais enzimas utilizadas na industria téxtil sdo as hidrolases e
as oxidorredutases. No grupo das hidrolases, podemos destacar ndo sé as
peptidases, como também as amilases, as pectinases, as celulases e as lipa-
ses*. A aplica¢dao de peptidases na industria téxtil ainda é limitada devido a
instabilidade térmica e quimica dessas enzimas, além do alto custo quando
comparado aos métodos convencionais!'?%104,

Ao contrario do tratamento com reagentes quimicos, as peptidases podem
ser utilizadas para alterar as propriedades das fibras téxteis e remover impu-
rezas de forma menos drastica, reduzindo consideravelmente danos even-
tuais as fibras do tecido®!'%. De forma geral, as peptidases na industria téxtil
apresentam como principais aplicagdes: (1) a biopurga ou biopreparacao,
que € a remogdo de impurezas proteicas; (2) a resisténcia ao encolhimento;
(3) a desengomagem; e (4) o melhoramento da qualidade do tecido em rela-
¢do ao seu tingimento e brilho (Tabela 11.10). A maioria dos estudos tem
como foco a aplicagdo de peptidases no acabamento téxtil, como, por exem-
plo, no processamento de 13 e couro e na desengomagem de fibras de seda,
melhorando sua textura e aumentando sua qualidade!®.

Tabela 11.10 Peptidases provenientes de micro-organismos utilizadas na inddstria téxtil

NOME COMERCIAL FONTE INDUSTRIA PROPRIEDADES
Alcalase Bacillus licheniformis ~ Novo Nordisk Novozymes Desengomagem do fio da seda
Esperase Bacillus fentus - Novo Nordisk Novozymes Desengomagem do fio da seda
NovoBate WB Bacillus sp. Novo Nordisk Tratamento de couro

NUE Bacillus sp. Novo Nordisk Calagem do couro (ativa em pH 12 0 13)
Primatan Ndo especificada  Genencor Inferational Purga do couro

Protin Bacillus sp. Amano Pharmaceuticals Purga do couro, depilacdo
Purafect Bacillus lentus Genencor Infernational Tratamento do couro (imersdo alcalina)

Thermoase Bacillus sp. Amano Pharmaceuticals Purga do couro, depilacdo

Fonte: Adaptado de Ray (2012)¢, Gupta et al. (2002)7 e Kirk et al. (2002)%.
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Serina-peptidases pertencentes a familia das subtilisinas, geralmente
secretadas por diferentes cepas e espécies de Bacillus, vém sendo testadas
como alternativa ao tratamento quimico também na industria téxtil’. Estu-
dos mostraram que essas peptidases foram capazes de melhorar as proprie-
dades da fibra de 13, uma proteina formada principalmente por queratina.
A camada externa da fibra apresenta um aspecto escamoso que é associado
a capacidade de feltragem e encolhimento da 13. Assim, o tratamento com
peptidases pode aumentar a capacidade de tingimento e de resisténcia ao
encolhimento do tecido!'%*!%4, Peptidases alcalinas isoladas de Bacillus spp.,
bem como a papaina, vém sendo propostas para o tratamento das fibras da
seda. Aproximadamente 25% do total do peso seco da seda sio compostos
por sericina, uma proteina globular amorfa que recobre os filamentos de
fibroina, que por sua vez é uma proteina fibrosa majoritaria encontrada na
fibra da seda. A sericina confere a seda uma textura rugosa, e a peptidase age
removendo a goma (sericina) do fio da seda através do processo de desengo-
magem, tornando a seda mais brilhosa, com textura lisa e com melhor elas-
ticidade!®®. O uso de peptidases em combinacio com outras enzimas pode
também melhorar o processo de lavagem de tecidos de algodao'®. O algodao
apresenta aproximadamente 10% de substiancias nio celulésicas, incluindo
lipidios, pectinas e proteinas. Esses materiais de origem nao celuldsica for-
mam uma barreira fisica hidrofébica, que protege a fibra no ambiente; no
entanto, dificultam a capacidade de absor¢dao do tecido durante o proces-
samento téxtil. Dessa forma, para remog¢ao dessas impurezas, a peptidase
¢ adicionada a uma formula¢io contendo outras enzimas, como celulases,
lipases e pectinases’. Estudos também tém proposto o tratamento de fibras
sintéticas como poliamida (Nylon®) e poliéster com peptidases. As fibras
sintéticas possuem um numero reduzido de grupos hidrofilicos e, por esse
motivo, absorvem pouca agua. Dessa forma, a a¢ao de peptidases em asso-
ciagdo com outras enzimas, como as lipases, aumenta o carater hidrofilico
e, consequentemente, melhora a absor¢do de dgua e afinidade tintorial das
fibras sintéticas!!®!!1,

O couro também ¢é utilizado na industria téxtil. Esse material de ori-
gem animal contém proteinas e gorduras que sdo removidas ao longo de
varias etapas do processamento industrial. Dessa forma, peptidases associa-
das a outras enzimas como lipases sao geralmente utilizadas no processo,
antes do curtimento do couro, em etapas denominadas remolho, depila¢do
e purga!'?. Na etapa de remolho, peptidases alcalinas sdo utilizadas para
remog¢do de proteinas ndo colagenosas, facilitando a absor¢do da dgua pelo
couro e diminuindo o tempo de remolho quando comparado aos métodos
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convencionais. No processo de depilagdo ocorre a remog¢ao do pelo e da
epiderme, que sdo formados por proteinas residuais ndo fibrilares. As pepti-
dases com atividades queratinoliticas e elastinoliticas vém sendo empregadas
neste processo, permitindo a hidrdlise seletiva da proteina no foliculo piloso
sem afetar a resisténcia a tragao do couro®’. A aplicag¢ao de peptidases espe-
cificas na depilagao do couro pode reduzir significativamente a quantidade
de sulfeto de s6dio necessaria nesse processo, melhorando a qualidade do
couro e minimizando, assim, a poluicio ambiental®. As peptidases também
sao utilizadas no processo de purga, relaxando as fibras de colageno e tor-
nando o couro mais macio, influenciando, por conseguinte, a qualidade do
processo de curtimento e acabamento desse material.

11.10 USO DE PEPTIDASES EM OUTROS SETORES INDUSTRIAIS

11.10.1 Gestao de residuos industriais e domésticos

O uso da peptidase alcalina na gestao de residuos de varias industrias de
processamento de alimentos e atividades domésticas abriu uma nova era na
utilizagdo de peptidases na gestdo de residuos. Dalev!!?
alcalina secretada por Bacillus subtilis no intuito de degradar penas prove-
nientes dos residuos da industria avicola. As penas constituem aproxima-
damente 5% do peso do frango e sdo residuos recalcitrantes; no entanto,
sdo uma fonte rica em proteinas que podem ser usadas na composi¢ao de
racdes animais (exemplo: gado, frango e peixe), desde que sua estrutura
rigida de queratina seja degradada. Além disso, uma formula¢do contendo
as peptidases produzidas por Bacillus subtilis, Bacillus amyloliquefaciens
e Streptomyces sp. e um agente redutor (tioglicolato) foi patenteada pela
Genex, com a capacidade de degradar eficientemente fios de cabelo. Esse
produto comercial tem como finalidade ajudar a limpeza de tubos entupidos
com depositos de cabelo!*.

utilizou a peptidase

11.10.2 IndUstria fotografica

Peptidases alcalinas desempenham um papel crucial no bioprocessamento
de filmes de raios X e filmes fotograficos, com o proposito de recuperar a
prata impregnada nesses substratos. Esses filmes contém uma camada de
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gelatina suplementada com aproximadamente 1,5% a 2,0% de seu peso em
prata. A reciclagem desses filmes pode gerar uma fonte de prata para uma
variedade de fins. Convencionalmente, essa prata é recuperada através da
queima dos filmes, o que causa poluicao ambiental indesejavel. Além disso, a
pelicula de base de poliéster nao pode ser recuperada usando esse método. A
hidroélise enzimatica da gelatina ndo sé6 ajuda a extrair a prata, mas também
permite a reciclagem da pelicula de poliéster. A peptidase alcalina de Bacillus
subtilis foi eficiente em desfazer a camada de gelatina apds 30 minutos a 50
°C a 60 °C, liberando a prata''® (Tabela 11.11).

11.10.3 Componentes ativos de solucoes de limpeza
As peptidases sao componentes uteis e importantes em solucdes de lim-
peza de lentes de contato, dentaduras, membranas filtrantes e materiais

cirurgicos?” (Tabela 11.11).

Tabela 11.11 Peptidases provenientes de micro-organismos utilizadas em diferentes processos

NOME COMERCIAL FONTE INDUSTRIA PROPRIEDADES
HT-proteolytic Bacillus subtilis Solvay Enzymes Limpeza de residuos fotogrdficos
Novozyme 243 Bacillus licheniformis Novo Nordisk Limpeza de dentaduras
Novozyme 471MP  Ndo especificada Novo Nordisk Hidrdlise de gelatina em filmes fotogrdficos
Protin Bacillus sp. Amano Pharmaceuticals Recuperagdo de prata
Thermoase Bacillus sp. Amano Pharmaceuticals Recuperagdo de prata

Fonte: Adaptado de Jisha et al. (2013)® e Yoshioka et al. (2007)"".

11.10.4 Peptidases em pesquisa

As peptidases podem ser usadas na rotina laboratorial em diferentes
metodologias experimentais, como, por exemplo, no preparo de culturas de
células animais aderentes (tripsina e colagenase), extragdo e purificagdo de
material genético, DNA e RNA (proteinase K, pronase) e digestao de protei-
nas para analise protedmica (tripsina)?.
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11.11 TFCNICA PASSO A PASSO PARA A
DETECCAO DE ATIVIDADE PROTEOLITICA

11.11.1 Substratos sintéticos para a
deteccao de atividade proteolitica

O uso de substratos peptidicos sintéticos tem sido amplamente utilizado
para o monitoramento da atividade catalitica de peptidases. A identifica¢dao
de um substrato adequado é o primeiro passo para o desenvolvimento de
um ensaio para monitorar sua atividade. Dentre os substratos sintéticos que
permitem o monitoramento da reagdo enzimatica de forma continua em apa-
relhos de espectrometria estao os substratos fluorogénicos e cromogénicos.

Os substratos fluorogénicos simples possuem um fluoréforo que se
encontra ligado a um pequeno peptideo que emite fluorescéncia mediante a
clivagem do mesmo por uma peptidase (Figura 11.2). Esses substratos con-
tém aminas aromaticas como a 7-amino-4-metilcumarina (AMC) ou 4-metil-
-7-cumarilamida (NH-Mec), que estdo conjugadas a peptideos pequenos que
conferem especificidade a reacio. E a clivagem da ligacio amida por pepti-
dases que leva a um aumento da fluorescéncia. O grupo fluorescente ocupa
a posi¢ao S1° das peptidases e sofre uma modificacdo das suas caracteristicas
de fluorescéncia na acilagao do aminodcido.

auséncia ou baixa fluorescéncia alta fluorescéncia
Figura 11.2 Grupos fluorescentes sdo adicionados ao substrato peptidico para gerar substratos para ensaios baseados em fluorescéncia.

0 substrato mais simples ¢ sintetizado pela adicdo de uma classe de cumarina a sequéncia peptidica linear. A hidrdlise do substrato por
uma peptidase leva a emissdo da fluorescéncia.

11.11.1.1 Fatores que influenciam a dosagem de
atividade proteolitica utilizando substratos peptidicos

A avaliagdo da atividade deve ser realizada sob condi¢des 6timas de pH,
temperatura, enzima e substrato, as quais irdo variar de acordo com a enzima
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a ser estudada. Dessa forma, para uma analise satisfatoria, é necessario
conhecimento sobre a enzima estudada, como o pH é6timo de atuacdo, a
temperatura na qual a enzima encontra-se estavel e com alta atividade e a
necessidade da adi¢do de cofatores, como fons, por exemplo.

Temperatura

A temperatura é um dos fatores cruciais para a atividade enzimadtica. Nas
reacoes catalisadas por enzimas, a velocidade é acelerada pelo aumento da
temperatura até atingir uma temperatura 6tima, na qual a enzima opera com
a maxima eficiéncia. O aumento de temperatura provoca maior agitagdo
intermolecular, e, consequentemente, maior probabilidade de as moléculas
se chocarem para reagir. Entretanto, um aumento exagerado na temperatura
leva a uma redu¢do na atividade, uma vez que a agitacao das moléculas
se torna tdao intensa que as ligagcdes que estabilizam a estrutura espacial
da enzima se rompem, ou seja, desnaturam-se. Por outro lado, as enzimas
ficam inativas quando submetidas a baixas temperaturas, devido a falta de
energia de ativagdo para provocar o choque entre as moléculas enzimaticas
e as moléculas do substrato, levando a uma reduc¢io na atividade enzimatica.

pH

O grau de acidez do meio, ou pH, é outro fator que influencia direta-
mente uma reag¢do enzimdtica. Cada enzima possui uma faixa de pH 6tima
na qual a atividade catalitica € maxima. A influéncia do pH esta diretamente
relacionada com o estado de ionizacao das cadeias laterais dos residuos de
aminodacidos presentes no sitio ativo da proteina e que sdo essenciais a cata-
lise. Além disso, eles atuam em interacdes responsaveis pela manutenciao da
estrutura proteica. Dessa forma, a adi¢gdo ou remog¢do de um préton pode
desestabilizar a conformacdo da enzima, acarretando, como consequéncia,
uma redu¢do na sua capacidade catalitica.

Concentracdo da enzima

A velocidade de uma reagcao também sera afetada pela quantidade de
enzima disponivel no meio. Dessa forma, a velocidade de clivagem do
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substrato é proporcional a concentracao da enzima presente no meio
reacional.

Concentracdo do substrato

A velocidade maxima de uma rea¢ao também esta diretamente relacio-
nada com a concentracdo do substrato presente no meio, e a velocidade
maxima apenas serd atingida quando essa concentracao for extremamente
alta. Quando aumentamos a concentracao do substrato, a enzima presente
estard saturada, ou seja, todos os seus sitios ativos estardo ocupados por
moléculas do substrato ou do produto. A partir desse momento, qualquer
aumento na concentracao do substrato ndo afetard a velocidade da reacio.

11.11.1.2 Protocolo para deteccéo de atividade
enzimatica utilizando substrato peptidico

Obtencdo do extrato celular

1) Contar e coletar o equivalente a 10® células microbianas.
2) Ressuspender as células em tampao com pH adequado para a enzima

estudada, contendo o detergente CHAPS a 1%.

3) Métodos de lise:

3.1) Adicionar pérolas de vidro as amostras e lisar as células realizando
ciclos (de 30 segundos cada) de agitagdo e congelamento.

3.2) Método congelamento/descongelamento: colocar as amostras
durante 3 minutos no nitrogénio liquido alternando com desconge-
lamento no banho-maria.

3.3) Vortex: submeter as amostras 30 segundos ao vortex, alternando
com 5 minutos de banho de gelo.

4) Apos a lise, as amostras devem ser centrifugadas a 16.000xg durante 20
minutos.

5) O sobrenadante deve ser coletado e usado para medi¢do da atividade
enzimatica.
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Obtencdo do sobrenadante de cultivo

1) Transferir o meio de cultura com crescimento microbiano para tubos de
centrifuga.
) Centrifugar o meio de cultivo.
) Separar o sedimento celular do sobrenadante.
4) Filtrar o sobrenadante para remover eventuais células.
) Concentrar o sobrenadante (exemplo: Centricon®, Amicon®,
polietilenoglicol).
6) O sobrenadante concentrado livre de células sera utilizado para deteccao
de peptidases extracelulares.

Dosagem de atividade proteolitica

1) Em uma placa de 96 pogos, misturar ao extrato celular e/ou ao sobrena-
dante o substrato peptidico (cromogénico ou fluorogénico) e o tampao
para a atividade (no pH ideal da atividade proteolitica).

2) Incubar a mistura reacional a temperatura 6tima da peptidase e detectar
a clivagem do substrato ao longo do tempo através de espectrofotometro
(substratos cromogeénicos) ou fluorimetro (substratos fluorogénicos).

11.11.2 Deteccao de atividade proteolitica através
de eletroforese em gel de poliacrilamida contendo
dodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE)- Zimografia

A eletroforese é um fenomeno observado quando uma particula carre-
gada migra sob a influéncia de um campo elétrico. Muitas das substincias
biologicamente importantes, como os aminoacidos, peptideos, proteinas e
acidos nucleicos, apresentam grupos ionizdveis e podem, quando em solu-
¢do, existir como cations e dnions. As separagdes eletroforéticas sio quase
sempre feitas em gel, em vez de em solugdo livre, por dois motivos: (1) o gel
suprime correntes de convec¢ao produzidas por pequenos gradientes de tem-
peratura, requisito fundamental para uma separacao eficaz; e (2) o gel age
como uma peneira molecular que potencializa a separacdo. As moléculas que
sao menores em relacdo aos poros do gel movem-se com maior facilidade
através deles, ao passo que as moléculas muito maiores que 0s poros sao
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quase imoveis. As moléculas de tamanho intermedidrio movem-se através do
gel com varios graus de facilidade.

A eletroforese em gel de poliacrilamida foi primeiramente descrita em
1970, e hoje é uma das técnicas mais amplamente difundidas em diferentes
campos das ciéncias bioldgicas, sendo usada principalmente para a sepa-
ragdo de proteinas e acidos nucleicos de baixa massa molecular. Os géis
de poliacrilamida sdo meios de sustentacdo escolhidos para a eletroforese
porque sio quimicamente inertes, sendo formados praticamente pela poli-
merizacdo de moléculas de acrilamida e N,N-metileno-bisacrilamida, mais
conhecida como bisacrilamida, agente responsavel pela formacio de liga-
¢oOes cruzadas entre as moléculas de acrilamida (para tal, necessita-se ainda
da presenca de um catalisador para a reacdo, o persulfato de amonio, e
de um iniciador da polimerizagao, o tetrametiletilenodiamina — TEMED)
(Figura 11.3). A migragao das proteinas esta diretamente relacionada com
o tamanho dos poros formados no interior do gel. O tamanho desses poros
¢ um reflexo da concentracdo de acrilamida e bisacrilamida. Assim sendo,
elevadas concentragdes dessas substancias vao resultar em um gel de polia-
crilamida com poros menores e, portanto, dotado de melhor capacidade de
separar proteinas com menor massa molecular. O gel de poliacrilamida é
dividido em duas partes: gel de separagdo (do inglés, running gel) e gel de
empacotamento (do inglés, stacking gel) (Figura 11.3). O gel de empacota-
mento é feito geralmente com uma baixa concentracao de poliacrilamida,
possuindo poros maiores, e tem como fun¢do agrupar as proteinas antes que
estas entrem no gel de separagdo, melhorando a resolugao das proteinas pre-
sentes em uma amostra. O porcentual de poliacrilamida do gel de separagao
deve ser adaptado a faixa de tamanho das proteinas presentes na amostra,
melhorando a resolugdo da separac¢iao, como observado na Tabela 11.12.

Tabela 11.12 Faixa de resolucdo do SDS-PAGE

PORCENTAGEM DO GEL DE POLIACRILAMIDA  FAIXA DE MASSA MOLECULAR (KDA)*

7 50 a 500
10 150300
12 100 200
15 10045
20 5040

* kDa, kiloDalton
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Figura 11.3 (A) Reacdo entre acrilamida e bisacrilamida na presenca de persulfato de amdnio e TEMED para a formagdo do gel de po-
liacrilamida. (B) Esquema de um SDS-PAGE destacando a presenca de duas regides: gel de empacotamento (com os slots, local de adigdo
da amostra a ser analisada) e gel de separacdo. Os polos negativo e positivo sdo mostrados a esquerda. Na parte inferior da figura (B),
exemplo de géis evidenciando () a separacdo de proteinas de uma amostra (gel @ esquerda) e (ii) o perfil de peptidases (gel a direita).

A adicdo do detergente i6nico dodecil sulfato de s6dio a eletroforese é
comum, sendo essa técnica conhecida como SDS-PAGE. O SDS é um deter-
gente capaz de desnaturar as proteinas, pois liga-se a regides hidrofébicas
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das moléculas de proteinas causando seu desdobramento, o que resulta na
perda de sua estrutura tercidria e secunddaria e consequente linearizacio.
Cada molécula de proteina se liga a um grande ntimero de moléculas de
SDS, carregado negativamente, que supera a carga intrinseca da proteina e
faz com que ela migre em dire¢do ao eletrodo positivo quando uma tensao
¢ aplicada. A relagdo quantidade de SDS (ou carga negativa) é proporcional
ao tamanho da molécula proteica. Além disso, um agente redutor, como, por
exemplo, o B-mercaptoetanol, é geralmente adicionado para quebrar liga-
¢oes dissulfeto presentes nas proteinas, de tal forma que cada constituinte
polipeptidico de uma molécula, formada por varias subunidades, possa ser
analisado separadamente. Sendo assim, no SDS-PAGE a taxa de migragdo
baseia-se no tamanho da proteina, com moléculas menores migrando mais
rapidamente pelo gel em dire¢do ao eletrodo positivo, afastando-se das pro-
teinas maiores, que tem maior dificuldade em atravessar a malha do gel
ao logo da corrida. Como resultado, uma mistura complexa de proteinas
é fracionada em uma série de diferentes bandas de proteinas arranjadas de
acordo com sua massa molecular (Figura 11.3).

A presenga de peptidases em uma amostra também pode ser avaliada atra-
vés dessa técnica, conhecida como zimografia, sendo necessaria a incorpora-
¢do de um substrato proteico ao gel de separa¢ao. Um dos substratos mais
utilizados nesse tipo de ensaio é a gelatina, geralmente a uma concentragao
de 0,1%, porém concentragdes variando de 0,1% a 0,5% também podem ser
utilizadas. Outros substratos podem ser utilizados, como substrato proteico
incorporado ao gel dependendo do propésito a ser analisado, por exemplo,
caseina, albumina, coldgeno, mucina, dentre outras. As proteinas sio des-
naturadas pelo SDS, porém nio sdo reduzidas com B-mercaptoetanol. Apds
a corrida eletroforética, estas sao renaturadas mediante a utiliza¢ao de um
detergente nao i6nico, como o Triton X-100. Em seguida, o gel é incubado
em um tampao apropriado, permitindo, assim, a degradagio do substrato
proteico na regido em que se encontra a peptidase (Figura 11.3). A atividade
proteolitica é evidenciada através da coloracdo do gel com uma solugdo de
Amido Black ou Coomassie Blue em acido acético, metanol e dgua destilada.
Finalmente, o gel pode ser descorado com solu¢do de acido acético/metanol,
resultando em dreas claras que indicam a presenga de hidrélise da proteina
incorporada ao gel.
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Materiais necessarios

Cuba de eletroforese

Fonte

Placas de vidro

Espacgadores

Estrutura de montagem das placas
Moldura para a confeccao dos slots (pente)

Reagentes

Solugdo de poliacrilamida a 30% (29,2 g de acrilamida + 0,8 g de bisa-
crilamida em 100 mL de agua destilada. Filtrar em papel Whatman
n° 1. Manter a solu¢do em recipiente escuro, protegido da luz, por
no maximo 30 dias. Substancia neurotdxica e cancerigena, portanto,
durante a pesagem deve-se usar luvas e mascara).

Solucdo de Tris-HCI 1,5 M, pH 8,8 (18,15 g de Tris-base em 100 mL
de dagua destilada. Ajustar o pH a 8,8 com HCI 6 N. A solucio deve
ser conservada na geladeira).

Solucdo de Tris-HCl a 0,5 M, pH 6,8 (6 g de Tris-base em 100 mL de
agua destilada. Ajustar o pH a 6,8 com HCI 6 N. A solucao deve ser
conservada na geladeira).

Solugio de gelatina 0,1% (1 g de gelatina em 10 mL de dgua destilada).
Solugdo de SDS a 10% (10 g de SDS em 100 mL de agua destilada.
Manter a temperatura ambiente).

Solu¢do de persulfato de amoénio (APS) a 10% (0,1 gem 1 mL de dgua
destilada. Conservar no congelador).

TEMED (utilizar direto do frasco mae).

Tampao de corrida 5x (9 g de Tris-base, 43,2 g de glicina, 3 g de
SDS e 600 mL de agua destilada. Ajustar pH para 8,3 com HCI 6 N.
Manter a solucao estoque em geladeira. A solu¢ao deve ser utilizada
diluida a 1x, a fim de realizar a corrida eletroforética).

Tampao de amostra 4x (Tris-HCI 125 mM, pH 6,8; SDS 4%; glicerol
20% e azul de bromofenol 0,002%. Conservar no congelador) .
Solucao de Triton X-100 a 2,5% (2,5 g de Triton X-100 em 100 mL
de agua. Conservar na geladeira).

Solugao de azul de Coomassie brilhante R-250 (2,5 g em 400 mL de
agua destilada, 500 mL de metanol e 100 mL de acido acético. Man-
ter a temperatura ambiente).
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Solugdo descorante (250 mL de metanol, 100 mL de 4cido acético e
650 mL de dgua destilada. Manter a temperatura ambiente).

Preparo do gel e corrida eletroforética

1)

2)

10)

11)

12)

Apés montagem das placas no suporte de eletroforese, adicionar dgua a
fim de detectar possiveis regioes de vazamento.

A concentracao dos reagentes vai variar de acordo com o porcentual de
poliacrilamida a ser utilizado. A Tabela 11.13 apresenta a confeccio de
géis em diferentes porcentuais de poliacrilamida.

Apos o preparo do gel, adicionar a solucdo ao espago entre as placas de
vidro utilizando uma pipeta Pasteur, deixando espaco suficiente para o
gel de empacotamento e colocacido do pente.

Recomenda-se adicionar cuidadosamente dgua destilada na parte superior
do gel a fim de remover possiveis bolhas formadas.

Apobs a polimerizagio do gel de separagio, a solucao do gel de empacota-
mento deve ser adicionada, e o pente imediatamente colocado.

Apés a remocgdo dos pentes presentes nos géis polimerizados, adicionar
o tampao de corrida na parte superior dos géis completando todos os
espagos, bem como no reservatorio na parte inferior da cuba eletroforé-
tica, certificando-se de que a parte inferior do gel esta em contato com o
tampao.

O tampao de amostra deve ser adicionado as amostras de proteinas ajus-
tadas para a concentracdo desejada e, entdo, adicionadas nos espagos cria-
dos pelos pentes (chamados de s/ots), reservando o primeiro pogo para o
padrdo de massa molecular.

A corrida deve ser realizada a 4 °C, a uma corrente constante de 200
Volts e 40 mA.

Apo0s a corrida eletroforética, os géis devem ser incubados por 1 hora a
temperatura ambiente na presenga de Triton X100 2,5%, sob agitacdo
constante.

Em seguida, lavar os géis com dgua destilada varias vezes, para a retirada
do Triton X-100, e adicionar o tampao de digestao apropriado com o pH
que deseja ser utilizado para a rea¢ao enzimatica.

Os géis devem entdo ser incubados por até 48 horas na temperatura 6tima
da atividade enzimatica.

Com o intuito de visualizar a hidrélise da gelatina pelas enzimas pro-
teoliticas presentes na amostra, incubar os géis por 16 horas na presenga
do corante azul de Coomassie R-250, descorando-os logo em seguida

427
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utilizando a solucao descorante, evidenciando-se assim a presenga de
halos claros em um fundo azul.

Tabela 11.13 Composicto do SDS-PAGE

SOLUCDES GEL DE GEL DE GEL DE GEL DE GEL DE EMPACOTAMENTO
’ SEPARACAO 7,5% SEPARACAO 10% SEPARACAO 12% SEPARACAO 15% 4%
Poliacrilamida 2,5ml 3,2ml 4,0 mL 5,0 mL 1,33 mL
Tris pH 8,8 2,5mL 2,5mL 2,5mL 2,5mL -
Tris pH 6,8 - - - - 2,5ml
Agua destilada 3,84 ml 3,28 mL 2,34 mL 1,34 mL 6,1 ml
Gelatina 1% 1ml 1ml 1ml 1ml -
SDS 10% 100 pl 100 pl 100 pl 100 pl 100 pl
APS 10%* 50 ul 50 ul 50 ul 50 ul 50 uL
TEMED* S5ul S5ul S5ul S5ul 10 pl

* Uma vez que o APS e o TEMED sdo os agentes catalisadores da polimerizacdo do gel, devem ser os Gltimos a serem adicionados ao
gel de separacdo. O gel de empacotamento deve ser preparado apds a polimerizacdo do gel de separacio.

Diferentes parametros podem ser avaliados na zimografia, tais como:
numero de bandas com atividade proteolitica, intensidade da atividade enzi-
matica e estimativa de massa molecular. Em adi¢ao, pode-se avaliar o pH
6timo de atividade (variando-se o pH do tampio de digestio enzimatica),
a temperatura 6tima de atividade (variando-se a temperatura de incubacio
do gel), tempo de protedlise (variando-se o tempo de incubagao no tampao
de digestdo), classe proteolitica (incubando-se o gel na auséncia e na pre-
senca de inibidores de diferentes classes de peptidases), requerimento de
ions (incubando-se o gel na auséncia e na presenca de diferentes cations ou
anions) e capacidade de degradar diferentes substratos proteicos (incorpo-
rando-se ao gel diferentes proteinas, tais como caseina, albumina, fibronec-
tina, laminina, mucina, coldgeno, dentre outras). A Figura 11.4 sugere um
fluxograma para essa analise multifatorial da atividade proteolitica através
de zimografia.
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Fluxograma para a detecgdo de peptidases

pH e Temperatura fixados (exemplo: pH 7,0 e 37°C)
Incuba tempo varidvel (exemplo: 1h,3 h, 6h, 12 h e 24 h)

Selecionar o tempo de
incubacgdo que  melhor
evidencia o perfil proteolitico

Tempo e Temperatura fixados (exemplo: 12 h e 37°C)
H varidvel (exemplo: pH 3,0 a pH 9,0)

Selecionar o pH 6timo de
atfividade

Tempo e pH fixados (exemplo: 12 h e pH 5,0)
Temperatura variavel (exemplo: 4°C a 60°C)

Tem| He Tem fixados
Efeito de inibidores Efeito de ions Incorporacdo de
proteoliticos diferentes substratos
proteicos ao gel

v

Possivel deteccdo de peptidases

incapazes de degradar gelatina
-repetir o fluxograma

Figura 11.4  Fluxograma para a deteccdio de peptidases através de zimografia.
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11.12 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

As peptidases ocupam lugar de destaque no cendrio mundial, pois sao
responsaveis por reagoes cruciais ao metabolismo celular, além de apresen-
tarem propriedades biotecnologicas adequadas para o uso em diferentes pro-
cessos industriais. Uma visdo econdmica global indica que a rela¢do entre
a demanda mundial de peptidases e o PIB mundial vem aumentando de
forma significativa, e a demanda por essa classe de enzimas tem previsido de
avangar de 5% a 6% ao ano até 2015. '*2° Vislumbrando o sucesso comer-
cial dessa classe de enzimas, pesquisadores j4 comeg¢aram a direcionar suas
investigacOes para a descoberta e a engenharia de novas peptidases, que
possam atender a imensa demanda comercial global. No futuro préximo, a
engenharia de proteinas ird oferecer possibilidades de geragao de peptidases
com funcgdes inteiramente novas. Associado a isso, o avango acelerado de
técnicas moleculares cada vez mais robustas e precisas em rela¢do aos estu-
dos de diversidade microbiana vem desvendando de forma surpreendente a
imensiddao dessa biodiversidade como possivel fonte de novos biocatalisa-
dores. A biodiversidade representa, sem divida, um recurso valioso para as
inovacdes biotecnoldgicas e desempenha um papel importante na busca de
melhores cepas de micro-organismos para utilizagdo nos mais variados pro-
cessos industriais, tornando-os mais rapidos, eficazes, econdémicos e limpos
do ponto de vista ecoldgico.
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