THALITA RODRIGUES DUARTE

PRODUCAO DE QUERATINASES POR
ESTIRPES MUTAGENIZADAS DE CANDIDA
PARAPSILOSIS

Dissertacdo de Mestrado apresentado ao Programa de Pos
Graduacdo em Ciéncias (Microbiologia), Instituto de
Microbiologia Prof. Paulo de Goées da Universidade
Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos
necessdrios a obtencdo do titulo de Mestre em Ciéncias
Bioldgicas (Microbiologia)

Orientadora: Alane Beatriz Vermelho

Colaboradora: Selma Soares de Oliveira

UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO DE JANEIRO
INSTITUTO DE MICROBIOLOGIA PROF PAULO DE GOES
RIO DE JANEIRO
AGOSTO DE 2009




Livros Gratis

http://www.livrosgratis.com.br

Milhares de livros gratis para download.



FICHA CATALOGRAFICA

Duarte, Thalita Rodrigues
Producdo de queratinases por estirpes mutagenizadas de Candida parapsilosis/

Thalita Rodrigues Duarte — Rio de Janeiro, 2009

xiv, 81 fls.

Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Bioldgicas)

Universidade Federal do Rio de Janeiro/ Instituto de Microbiologia Prof. Paulo de
Goées, 20009.

Orientador: Alane Beatriz Vermelho

Referéncias bibliogréficas: f 63

1. Candida parapsilosis 2. mutante 3. Etil metanosulfonato 4. Peptidases 5.
Queratinases 6. Queratina I. Vermelho, Alane Beatriz. II. UFRJ, Instituto de
Microbiologia Prof. Paulo de Godes, mestrado em Ciéncias Bioldgicas
(Microbiologia). IIl. Producdo de queratinases por estirpes mutagenizadas de
Candida parapsilosis

i1



THALITA RODRIGUES DUARTE

PRODUCAO DE QUERATINASES POR ESTIRPES
MUTAGENIZADAS DE CANDIDA PARAPSILOSIS

Rio de janeiro, 11 de Agosto de 2009

Dra. Alane Beatriz Vermelho (IMPPG/ UFR]J)

Dra. Eliana Barreto Bergter (IMPPG/ UFR]J)

Dra. S6nia Couri (EMBRAPA)

Dra. Monica Caramez Triches Damaso (CTAA/EMBRAPA)

Dra. Marta Helena Branquinha (IMPPG/ URF]J)

Dr. Andrew Macrae (IMPPG/ URFI)

Dr. Leon Rabinovitch (Fundagdao Oswaldo Cruz)

11



Trabalho realizado no Laboratério Proteases de Microrganismos e no Laboratério
Genética de Alimentos do Departamento de Microbiologia Geral, do Instituto de
Microbiologia Prof. Paulo de Gées (IMPPG), Centro de Ciéncias da Satude (CCS),
Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRIJ), sob a orientacdo da Professora Alane

Beatriz Vermelho e colaboracio da Professora Selma Soares de Oliveira.

iv



Agradecimentos

Agradeco primeiramente a Deus pela minha vida, pelos seus cuidados e pela
sua presenca constante ao meu lado.

Aos meus pais ¢ minhas avés pelo apoio e amor que sempre me deram.

As minhas irmds, Thais e Thaisa, pela alegria me trazem e por me permitir
usar o computador quase em tempo integral para escrever a tese.

Ao meu namorado Hélcio, por todo apoio e compreensdo nos momentos
dificeis e por toda alegria nos infinitos momentos alegres que ja passamos juntos.

A minha sogra e meu sogro por me permitirem ja fazer parte desta familia que
eu amo muito.

A minha querida orientadora Alane, por todo apoio e todos os ensinamentos, e
pela fé que compartilhamos no Senhor Jesus.

A Professora Selma pelos ensinamentos, e por acreditar no meu trabalho.

A Professora Marta, por me permitir usar alguns equipamentos de seu
laboratdrio e toda a sua equipe que sempre me trataram muito bem.

A equipe do laboratério 035 (Raquel, Josiane e Micheli) pela ajuda e
amizade.

Agradeco a toda equipe do laboratério pela amizade e pelo carinho. Vocés vao
sempre fazer parte da minha vida, e eu vou sentir muita falta de todas vocés.

A Ana Cristina, por sempre me tratar com carinho e por estar sempre disposta
a me auxiliar em meus experimentos.

A Edilma pela amizade, por toda a ajuda e pelo carinho que me trata.

A Ana Maria por toda a paciéncia que teve em passar seus conhecimentos e
pela amizade.

A Sabrina pelo apoio, pela ajuda, pela amizade. Obrigada, porque mesmo
estando longe durante o seu mestrado, sempre esteve perto, mesmo que fosse pelo
telefone. Vocé foi muito importante para a finalizagdo da minha tese.

A todas as outras meninas do laboratério 031 pela (Barbara, Ingrid, Fabiola,
Carol) pela amizade e companhia.

A Denise por cantar para me alegrar e por lavar muitos tubinhos e

eppendorffs.



A Giseli (IME) pela amizade e pelas caronas.

A Tatiana Pinotti pela amiga que foi desde que a conheci e pela ajuda com a
biologia molecular.

A minha amiga Giseli, pelas disciplinas e semindrios compartilhados. Espero
que a distancia nao nos afaste e que possamos continuar com a mesma amizade sempre.

A Fernanda e a Queila pelas conversas informais e pela ajuda.

Ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico Tecnolégico (CNPq) e
a Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado do Rio de Janeiro (FAPERJ) pelo apoio

financeiro.

vi



Habite Cristo no vosso coragao, pela fé, estando
vos arraigados e alicercados em amor, a fim de
poderdes compreender, qual é a largura, o
comprimento, a altura e a profundidade, e
conhecer o amor de Cristo que excede todo o
entendimento, para que vocé€s sejam cheios de
toda plenitude de Deus. Aquele que € capaz de
fazer infinitamente mais do que tudo o que
pedimos ou pensamos, de acordo com o seu

poder que atua em nos.

Efésios 3: 17-21

vii



Resumo

THALITA RODRIGUES DUARTE

PRODUCAO DE QUERATINASES POR ESTIRPES MUTAGENIZADAS DE
CANDIDA PARAPSILOSIS

Orientador: Alane Beatriz Vermelho

Resumo da Dissertagdo de Mestrado submetida ao Programa de Pds-Graduagdao em
Ciéncias (Microbiologia), Instituto de Microbiologia Prof. Paulo de Gédes da
Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessarios para a

obtencdo do titulo de Mestre em Ciéncias Bioldgicas.

Peptidases sdo enzimas de grande importancia devido ao seu papel bioldgico
em todos os organismos vivos e a sua aplicacdo industrial. Os microrganismos sao uma
excelente fonte de peptidases de grande diversidade estrutural e funcional. O Brasil € o
maior exportador de carne de frango do mundo, e suas industrias avicolas produzem por
ano cerca de 800.000 toneladas de penas como residuo. O descarte das penas é de
grande impacto ao meio ambiente, pois sua degradacdo € lenta. As penas de frango
contém aproximadamente 90% de queratina, uma proteina fibrosa que apresenta pontes
dissulfeto, que a tornam uma proteina altamente resistente a degradacdo por peptidases
e estdvel mecanicamente. Contudo, tem sido demonstrado que as queratinases
microbianas degradam queratina.

O objetivo deste estudo foi induzir em uma amostra de Candida parapsilosis,
isolada de residuos da industria avicola, uma mutagénese quimica e selecionar os
melhores produtores de queratinases usando dgar-queratina. O agente quimico utilizado
foi o etil metanosulfonato (3%). Foram selecionados trés mutantes, denominados H36,
I7 e J5, com capacidade de formacdo de halos em dgar-queratina. Estes mutantes
selecionados foram cultivados em meio contendo penas como unica fonte de carbono e
nitrogénio, e demonstraram atividade queratinolitica superior a estirpe selvagem.

Ensaios zimograficos com diferentes substratos protéicos demonstraram que a estirpe
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selvagem e as estirpes mutantes de C. parapsilosis produzem peptidases que migram na
faixa de 100 kDa em queratina, soro albumina bovina e caseina, uma peptidase de 35
kDa em hemoglobina, uma enzima com massa molecular de 60 kDa com capacidade de
degradar gelatina, além de uma segunda peptidase de 50 kDa em caseina, porém o
mutante 17 ndo € capaz de produzir esta enzima. As amostras apresentaram sua melhor
producdo de queratinases na temperatura de 37 °C e em pH 5,0, sendo o pH 6timo da
atividade queratinolitica 6,0 e sua temperatura 6tima 37 °C. As peptidases produzidas
pela estirpe selvagem e do mutante J5 foram inibidas pela presenga de PMSF (inibidor
de serina-peptidase) e 1,10-fenantrolina (inibidor de metalopeptidase) quando foram
usados os substratos queratina e gelatina, indicando a presenca de serina- e
metalopeptidases, respectivamente. Levando em consideracdo as multiplas aplicacdes
industriais das queratinases, os mutantes obtidos com etil metanosulfonato podem ser
usados em vdrios processos biotecnoldgicos incluindo industrias de detergente,

farmaceéuticas, para racdes animais e outros setores industriais.

Palavras-chave: 1. Candida parapsilosis 2. mutante 3. Etil metanosulfonato 4.
Peptidases 5. Queratinases 6. Queratina

Rio de Janeiro
Agosto de 2009
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Abstract

THALITA RODRIGUES DUARTE

PRODUCAO DE QUERATINASES POR ESTIRPES MUTAGENIZADAS DE
CANDIDA PARAPSILOSIS

Orientador: Alane Beatriz Vermelho

Resumo da Dissertagdo de Mestrado submetida ao Programa de Pds-Graduagdao em
Ciéncias (Microbiologia), Instituto de Microbiologia Prof. Paulo de Gobes da
Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessarios para a

obtencao do titulo de Mestre em Ciéncias Bioldgicas.

Peptidases are enzymes of great importance due to their biological role in all
living organisms and their industrial application. Microorganisms are an excellent
source of peptidases containing structural and functional diversity. Brazil is the major
exporter of chicken meat in the world, and its poultry industry produces 800.000 ton of
feather as agro industrial waste. The disposal of chicken feathers is of great impact to
the environment, because their degradation is slow. Chicken feather contains about 90%
of keratin, a fibrous protein containing disulphide bonds, which turn on the protein
highly resistant to protease degradation and mechanically stable. However, it has been
demonstrated that microbial keratinases degrade keratin.

The aim of this study was to induce in Candida parapsilosis strain, isolated
from poultry industry waste, a chemical mutagenesis and select the best keratinases
producers using agar-keratin medium. The chemical agent used was ethyl
methanesulfonate (3%). Were selected three mutants called H36, 17 and J5 with the
capacity of formation of halos on agar-keratin, and showed keratinolitic activity higher
than the wild strain. These selected mutants were grown in a medium containing feather
as the sole source of carbon and nitrogen. Zymogram assays with different proteic

substrates showed that the wild and the mutant strains of C. parapsilosis produce



peptidases migrating at 100 kDa in keratin, bovine serum albumin and casein, a 35-kDa
peptidase in hemoglobin, an enzyme with a molecular mass of 60 kDa that was able to
degrade gelatin, besides a second peptidase of 50 kDa that was observed with casein,
although the 17 mutant was unable to produce this enzyme. The samples showed the
best production of keratinases at 37 °C in pH 5.0, with the optimum pH for the
keratinolytic of activity being pH 6.0 and the optimum temperature was 37 °C. The
peptidases produced by the wild strain and the J5 mutant were inhibited by PMSF
(inhibitor of serine-peptidase) and 1,10-phenanthroline (inhibitor of metalopeptidase)
when keratin and gelatin were used as substrates, indicating the presence of serine- and
metallopeptidases respectively.  Taking into account consideration the multiple
industrial applications of keratinases, these mutants obtained with ethyl
methanesulfonate could be used in several biotechnology processes including detergent,

pharmaceutical, animal feed and other industrial sectors.

Key-words: 1. Candida parapsilosis 2. Mutant 3. Ethyl methanesulfonate 4. Peptidases
5. Keratinases 6. Keratin

Rio de Janeiro
Agosto de 2009
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I. Introducdo



1. Industria Avicola

O relatério do Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (USDA)
divulgado no final do ano de 2008 trouxe as perspectivas para a produ¢do, 0 consumo e
o comércio internacional para as trés principais carnes em 2009 (figura 1). Apesar do
crescimento mais lento a ser observado neste ano, a carne de frango deve registrar o
maior crescimento na producdo entre as trés principais carnes. Os dados do USDA
sugerem que, em 2009, a producdo total de carnes deve ser da ordem de 231 milhdes de
toneladas, contra 228 milhdes em 2008. A produgcao mundial de carne de frango deve
registrar um crescimento mais lento que em 2008, com aumento de 4%, chegando a 74
milhdes de toneladas em todo o mundo. A producdo de carne bovina, entretanto, deve
se manter estdvel em aproximadamente 59 milhdes de toneladas. Para a carne suina é

previsto um aumento de 1% na producao, totalizando 97,9 milhdes de toneladas.

4 N
Produc¢ao mundial de carnes -
Previsao para 2009

42% 32% 0O Avicola
B Bovina
O Suina
26%
- /

Figura 1: Previsdo para 2009 da producdo mundial de carnes - Departamento de

Agricultura dos Estados Unidos, 2009 (USDA).

Em novas projecdes sobre as tendéncias brasileiras de produgdo, exportacio e
oferta interna de carne de frango em 2009, o USDA sugere que o volume produzido no
ano pode aumentar cerca de 3% em relagdo aos 11,033 milhdes de toneladas de 2008 e,
assim, chegar aos 11,360 milhdes de toneladas — média de quase 950 mil toneladas
mensais (figura 2). Embora em um ritmo de crescimento menos acelerado que o

observado em 2008 que teve um incremento de 10,95%, as exportagdes de carne de



frango também devem crescer neste ano e chegar aos 3,306 milhdes de toneladas, média
de 275,5 mil toneladas mensais. Como consequéncia dessas previsoes, a oferta interna
do produto deve ultrapassar ligeiramente os oito milhdes de toneladas, aumentando
cerca de 3,5% em relagdo a 2008. E oportuno notar que estio inclusas nessas projecoes
apenas as exportacdes de carne de frango in natura, o que significa dizer que nao foi
considerado o produto industrializado e a carne de frango salgada que, no ano passado,
corresponderam a, aproximadamente, 11% do volume total exportado (perto de 3,646
milhdes de toneladas, conforme a ABEF - Associacdo Brasileira dos Produtores e
Exportadores de Frango).

Foi divulgada recentemente a quarta versdo do trabalho “Projecdes do
Agroneg6cio”, que € atualizado anualmente, abrangendo o periodo 2008/09 a 2018/19.
Este trabalho teve como objetivo, de acordo com a Assessoria de Gestao Estratégica
(AGE) do Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento (MAPA), responsavel
pela elaborag@o do projeto, proporcionar uma visdo prospectiva do setor agropecudrio.

As atuais projecoes da AGE/MAPA apontam que a producio brasileira de carne
de frango deve aumentar bem mais de 50% nos préximos 10 anos, o que significa
chegar a 2019 com um volume da ordem de 17,44 milhdes de toneladas. Em 2019, a
carne de frango deve continuar como a segunda carne mais consumida pelos brasileiros,
mas com uma distancia bem menor que a atual em relacdo a carne bovina, pois, pelas
projecoes da AGE/MAPA, é a que tem maior potencial de expansao entre as trés.
Assim, para incremento de 21% no consumo de carne suina e de 28% no de carne
bovina, € previsto aumento de 33% para a carne de frango (www.avisite.com.br/revista -
Abril 2009).

A preocupacdo com a protecio ambiental vem crescendo e a procura por
materiais potencialmente Tuteis tem conduzido ao desenvolvimento de algumas
tecnologias para bioconversao de residuos queratinoliticos em outros produtos (SINGH,
1999). A utilizacdo de microrganismos capazes de degradar a queratina, que podem ser
aplicados biotecnologicamente para aumentar a digestibilidade e o valor nutricional da
farinha de penas, se apresenta como uma tecnologia de baixo custo enérgico e favoravel
ao meio ambiente (ONIFADE et al., 1998).

As penas representam cerca de 5 a 7% do peso total do frango (ONIFADE et
al., 1998). A quantidade de penas residuais durante o ano de 2008 no Brasil foi cerca
772 mil toneladas, e a expectativa para 2009 é que 795 mil toneladas de penas residuais

sejam produzidas (figura 3), as quais sdo constituidas praticamente de queratina pura



(90%) sendo a queratina responsdvel pelo alto grau de recalcitracdo deste residuo da

industria avicola (ALLPRESS, MOUNTAIN & GOWLAND, 2002).

~
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Figura 2: Producdo brasileira de carnes de frango nos ultimos anos em milhdes de
toneladas. * Expectativa de producdo. Fonte: AVISITE — www.avisite.com.br, 2009;

Departamento de Agricultura dos Estados Unidos, 2009 (USDA).
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Figura 3: Penas geradas como residuo pelas industrias avicolas no Brasil nos dltimos
anos. * Expectativa. Fonte: AVISITE — www.avisite.com.br, 2009; Departamento de

Agricultura dos Estados Unidos, 2009 (USDA).



2. Queratinas

Queratinas sdo proteinas estruturais insoliveis encontradas em penas, 13,
escamas, cascos, cabelo, unhas e outras estruturas epidérmicas de protecdao
(VIGNARDET et. al., 1999), conhecidas como as principais proteinas estruturais das
células epiteliais, onde ocorrem como filamentos intermedidrios do citoesqueleto
(YAMADA, WIRTZ & COULOMBE, 2002). Estas proteinas apresentam alta
estabilidade mecanica devido a composicdo e configuracdo molecular dos seus
aminodcidos, que garantem rigidez estrutural. A estrutura estdvel e rigida e a baixa
solubilidade deve-se a presenga de alto teor de unidades de cistina formando pontes
dissulfeto intra- e inter-cadeia (figura 4). A formac¢ao destas pontes ocorre pela oxidagao
dos grupos SH de duas moléculas do aminodcido cisteina. Além dessas pontes, também

sao encontradas pontes de hidrogénio, interacdes hidrofébicas e idnicas, dentre outras

interacdes, que resultam na estabilizacdo da molécula (SCHROOYEN et al., 2001).

OO ese)
-]
H—C— CH,— 5H o iS-CH.—C—H
NH;* NHy*
coo coo”

H— G— GHe 5*5 CHe—C—H
NH;* / NH;*

= dizsuifeio

Figura 4: Duas unidades de cisteina, formando a cistina.

Essas proteinas sdo agrupadas em duras ou macias, de acordo com seu teor de
cisteina. As queratinas duras contém muitas pontes dissulfeto, e as queratinas macias,
apresentam poucas pontes dissulfeto na sua constituicio (VOET & VOET, 1995;
SCHROOYEN et al., 2001).

Com base na conformacdo estrutural, as queratinas sdo classificadas em «-
hélice e PB- pregueada (VOET & VOET, 1995). As fibrilas da queratina em ambas as
configuracdes de maneira paralela formam micro e macro fibrilas, que garantem a

estabilidade para a fibra (KREPLAK et al., 2004; ZERDANI, FAID, & MALKI, 2004).



As o-queratinas sdo filamentos de proteinas presentes em camadas da
epiderme de alguns animais, principalmente mamiferos, onde tém um papel de
resisténcia mecanica e determinagdo da forma das células e suas mudancas (FUCHS &
MARCHUK, 1983; STEINERT & FREEDBERG, 1991; COULOMBE & OMARY,
2002), sendo também um dos principais componentes estruturais de cabelos humanos.
Apresentam estrutura tercidria em o—hélice (figura 5), e massa molecular em torno de

60 — 80 kDa (SIERPINSKI et al. ,2008).

k-!v{.s‘ \
e ,f‘l‘kg‘ l'l:l |¢..___C"‘ \Cj
[ | N S .5
ﬁ; @ R-.. e ?‘” o
¥ ..:‘ e e \C,IL\S R H
- _:q-' i C ;'r
.»)b 0 e R
[ ST H H \ Bl
! /"?' @ l!. C= .y
< % { e
Y <
/] ) g
9 - h"‘r_‘ i Q
: 4 ﬂd: ' E H H 1
s S R0 '
v, ¢ ), W
o o . Y
] o r
@ - “r-\) ) 0 H ff”h
L 2‘ o
&

Figura 5: Estrutura em hélice da a-queratina

FUCHS et al. (1987) mostraram que os tetrimeros ou protofilamentos sdo
formados por um arranjo antiparalelo de dois dimeros. Dois desses tetrameros formam
uma protofibrila, e geralmente quatro protofibrilas reunidas formam um filamento de 8 -
10 nm (Figura 6).

As PB-queratinas (figura 7) sdo pequenas proteinas presentes em escamas de
répteis, bicos, garras e penas de aves. Sua conformagdo é predominantemente [3-
pregueada. Os filamentos da B-queratina se diferenciam dos filamentos da o-queratina
na composi¢do, propriedades fisico-quimicas e pelo mecanismo de polimerizacdo
(ALIBARDI & TONI, 2008).

Andlises protedmicas mostram que, B-queratinas presentes em crocodilos tém
massa molecular em torno de 17-20 kDa, enquanto as massas moleculares da epiderme

de galinhas é de 15-20 kDa, suas garras de 12-14 kDa, e as penas de 10 kDa. Os



aminodcidos mais representativos dessas queratinas sao glicina (11-15%), serina (15-

17%), prolina (11-12%) e cisteina (8-8,5%).

Suburidade do tipo 11

Subunidade do tipo I

Protofilamenty
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e

-

Figura 6: Representacdo esquemadtica do filamento intermedidrio da queratina (RAO,

BABU & GUPTA, 1996).

As penas sdo formadas principalmente por B-queratina, uma proteina resistente
a agentes quimicos e a lise enzimdtica (KORNILLOWICZ-KOWALSKA, 1997),
resisténcia conferida pelas intimeras pontes dissulfeto que apresenta (ICHIDA et al.,
2001). O teor de cisteina contida na sequéncia de aminodcidos é de 7% (ARAI et al.,
1983). Sua cadeia polipeptidica é composta por 40% de grupos quimicos hidrofilicos e

60% de grupos quimicos hidrofébicos.



Figura 7: Estrutura das -queratinas.

3. Peptidases

Peptidases sdo enzimas capazes de hidrolisar ligacdes peptidicas em proteinas
e fragmentos de proteinas. Os termos proteases e proteinases também sdo usados para se
referir a essas enzimas, no entanto o termo peptidase é recomendado pelo Comité de
Nomenclatura Enzimatica da Unido Internacional de Bioquimica e Biologia Molecular
(NC-IUBMB).

De acordo com o NC-IUBMB, as peptidases pertencem a classe das hidrolases
(EC 3), e sub-classe EC 3.4 (peptideo-hidrolases ou peptidases). Essas enzimas sao
divididas em exopeptidases (EC 3.4.11-19) e endopeptidases (EC 3.4.21-24 e EC
3.4.99), segundo o tipo de reacdo catalisada (figura 8). As exopeptidases atuam somente
nas regides terminais da cadeia polipeptidica; quando clivam ligacdes peptidicas na
por¢ao amino-terminal liberando um tnico aminodcido, um dipeptideo, ou um
tripeptideo sdo denominadas, respectivamente, aminopeptidases (EC 3.4.11), dipeptidil-
peptidases, e tripeptidil-peptidases (EC 3.4.14). Exopeptidases que atuam na regido
carboxi-terminal sdo chamadas de carboxipeptidases (EC 3.4.16-18) quando liberam um
unico aminodcido, e peptidil-peptidases (EC 3.4.15) quando liberam um dipeptideo.
Algumas exopeptidases sdo especificas na hidrolise de dipeptideos, sendo denominadas
dipeptidases (EC 3.4.13). Outras podem remover residuos de aminoacidos substituidos,
ciclizados ou ligados por ligacdo isopeptidica, neste dltimo caso denominadas omega
peptidases (EC 3.4.19). As endopeptidases clivam liga¢cdes no interior da cadeia
polipeptidica, e de acordo com o grupamento quimico envolvido no sitio catalitico sdo
divididas em: serina-peptidases (EC 3.4.21), cisteina-peptidases (EC 3.4.22), aspértico-
peptidases (EC 3.4.23), metalopeptidases (EC 3.4.24) e treonina-peptidases (EC 3.4.25).

Endopeptidases que apresentam caracteristicas diferentes, ndo podendo se enquadrar



nessas classificacdes, formam uma outra sub-subclasse, a EC 3.4.99. As
carboxipeptidases também podem ser classificadas de acordo com a natureza quimica
do sitio catalitico, sendo assim classificadas: serina-peptidases (EC 3.4.16),
metalopeptidases (EC 3.4.17), e cisteina-peptidases (EC 3.4.18). Atualmente, existe um
sexto tipo catalitico, as glutamico-peptidases, que apresentam acido glutimico no sitio
ativo, previamente classificadas como aspdartico-peptidases, insensiveis a pepstatina, que
ainda ndo foram incluidas pelo NC-IUBMB, embora sejam um familia reconhecido pelo

MEROPS. A figura 1 mostra a classificacdo das peptidases pelo tipo de reacdo

catalisada.
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Figura 8: Classificacdo das peptidases de acordo com o tipo de reacdo catalisada.



Com a descoberta de novas peptidases os sistemas de classificagdo que
empregam o tipo de reacdo catalisada e a natureza quimica do sitio catalitico se
mostraram insuficientes para classificar todas as peptidases. Paralelamente com o
avango das técnicas para o estudo das proteinas, a estrutura primdria, secunddria,
tercidria e quaternaria e o sequenciamento dos aminodcidos do polipeptideo e do sitio
ativo passaram a ser usados como mais um tipo de classificacdo permitindo a inclusao
de um grande niimero de peptidases neste moderno sistema de classificacao.

Dessa forma, foi criado o sistema MEROPS, uma plataforma para o estudo das
peptidases, que agrupa as enzimas em familias de acordo com a homologia na seqiiéncia
de aminodcidos. Por sua vez, as familias de mesma origem ancestral sdo agrupadas em
clas, sendo este tipo de informacao determinada pela estrutura tercidria das peptidases.

Uma peptidase é agrupada em uma familia, quando apresenta similaridade
com a seqiiéncia de aminoacidos da estrutura primaria. A identificacdo das familias é
formada de letras e nimeros. As letras representam o tipo catalitico: A, aspartico; C,
cisteina; M, metalo; S, serina; T, treonina; G, glutimico ou U, para algum tipo
desconhecido. Os nimeros sdo arbitrarios, ndo seqiienciais. Algumas familias contém
dois ou mais grupos distintos que diferem grandemente na estrutura primdria. A
estrutura de cada familia pode ser graficamente representada na arvore filogenética, e os
grupos que formam ramificagdes separadas por divergéncias sdo reconhecidas como
subfamilias.

Os clas sdao formados por grupos de familias que apresentam evidéncias de
um ancestral comum. Essas evidéncias sdo provenientes de similaridades nas estruturas
terciarias determinadas por cristalografia ou similaridades na ordem de residuos
cataliticos na seqiiéncia linear e em seqiiéncias em torno de residuos cataliticos. A
denominacdo dos clas € feita por duas letras: a primeira letra representa o tipo catalitico
das peptidases do cla e a segunda letra é adicionada ndo sequencialmente. Um cla que
contém familias de mais de um tipo catalitico € descrito como sendo do tipo P
(RAWLINGS et al., 2008).

As peptidases sao amplamente distribuidas na natureza, sendo encontradas em
todos os organismos vivos. Estas enzimas participam de processos fisiolgicos
essenciais como coagulacio sangiiinea, morte celular, diferenciacao de tecidos (ROOSE
& VAN NOORDEN, 1995) e no processo de invasdo de um grande nimero de
microrganismos patogénicos (MCKERROW, 1999). Além disto, possuem intdmeras

aplicacdes industriais e estdo entre os trés maiores grupos de enzimas comercializadas.
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As peptidases sdo utilizadas nas industrias de detergente, couro e farmacéutica
entre outras (GUPTA, BEG & LORENZ, 2002). A impossibilidade das peptidases de
plantas e animais atenderem a demanda mundial de enzimas tem levado a um interesse
cada vez maior pelas peptidases de origem microbiana. Cerca de 40% das peptidases
mundialmente vendidas sdo de origem microbiana devido a grande procura, dada a

facilidade de manipulacdo genética dos microrganismos, a grande diversidade

bioquimica encontrada e o curto tempo de geracdo (BON & VERMELHO, 2004).

4. Queratinases

As queratinases sdo enzimas proteoliticas que demonstram a capacidade de
degradar substratos queratinoliticos. Estas enzimas tém se tornado de grande
importancia nos ultimos anos, apresentando aplicacdes potenciais na degradagdo de
substratos ricos em queratina como bioprodutos gerados principalmente por processos
agroindustriais, como por exemplo, as penas de frango descartadas pela industria
avicola (BRANDELLI, 2008).

As enzimas queratinoliticas sdo largamente encontradas na natureza,
produzidas por varios microrganismos, principalmente isolados de residuos da industria
avicola. Uma grande variedade de microrganismos procaridticos, como as bactérias,
incluindo os actinomicetos; e organismos eucariéticos, como os fungos, sao conhecidos
pela capacidade de degradar a queratina (GUPTA & RAMNANI, 2006). Estas enzimas
sdo geralmente de cardter indutivel, necessitando de queratina como indutor exdgeno.
No entanto, alguns microrganismos apresentam producdo constitutiva de queratinases,
como Candida albicans (KAPICA & BLANK, 1957, 1958) e Chrysosporium
keratinophilum (DOZIE, OKEKE & UNAEZE, 1994). Em relacdo as caracteristicas
bioquimicas das queratinases, a maioria destas enzimas tém sido identificada como
serina-peptidases (NAM et al., 2002) e metalopeptidases (FARAG & HASSAN, 2004),
mas ja foi encontrada em C. albicans uma aspartico-peptidase com atividade
queratinolitica (HATTORI et al., 1984).

As queratinases sdo predominantemente extracelulares, contudo algumas
queratinases intracelulares tém sido descritas (ONIFADE et al., 1998). A maior parte

destas enzimas sdao endopeptidases, mas ja foi descrito atividade de exopeptidase em
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Keratinomyces ajelloi e Trichophyton gallinae (RUFFLIN et al., 1979;
WAWRZKIEWICZ, LOBARZEWWSKI & WOLSKY, 1987).

O mecanismo de hidrélise da queratina ndo € totalmente conhecido, sendo
propostas duas teorias para explicar como ocorre esse fendmeno. KUNERT (1992)
formulou a hipétese de que a completa desnaturagao da queratina ocorreria somente
apos a clivagem de pontes dissulfeto promovida pela sulfitlise. Enzimas proteoliticas
de fungos queratinoliticos, embora sejam frequentemente chamadas queratinases, sao
incapazes de degradar a queratina na forma nativa. A desnaturacdo desta proteina seria
alcancada apds o rompimento das pontes dissulfeto, que representam a principal fonte
de resisténcia da queratina. KUNERT (1992) realizou experimentos que demonstraram
que fungos dermatéfitos crescem no meio com cistina (duas unidades de cisteina ligadas
por uma ponte dissulfeto) livre ou combinada. Eles metabolizam intensamente esta
substancia, excretando para o meio o excesso de enxofre na forma de sulfato e/ou
sulfito. O sulfito reage com a cistina em solucdo neutra ou alcalina, clivando em cisteina

e S-sulfocisteina, segundo a reacdo apresentada na figura 9.

(Cys-S8-Cys + HS0;” — Cys-550,  + Cys-SH

SEs(cn) o

Cys + s (o

Figura 9: Mecanismo de sulfitdlise.

Esta reacdo também ocorre em cistina combinada com proteinas, incluindo a
queratina. A hipdtese apresentada sugere que a queratina € desnaturada antes pela acao
das peptidases por excre¢do de sulfito, que ocasiona a sulfitdlise. Esta hipétese foi
sustentada por experimentos que revelaram a presenca de produtos de sulfitdlise
(peptideos contendo S-sulfocisteina) no meio com queratina. Além disso, LLOYD
(1986) demonstrou a ativagdo da protedlise por reducdo de pontes dissulfeto do
substrato, e EVERETT, GORDON & WINDUS (1962) demonstraram a degradacdo de

1a de ovelha por peptidases ndo-especificas na presenca de agentes redutores.
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YAMAMURA et al. (2002) isolaram e caracterizaram duas enzimas de
Stenotrophomonas sp., cepa D-1, que atuam em cooperacido para a completa hidrélise
da queratina. Uma das enzimas atua na redu¢do de pontes dissulfeto, sendo denominada
dissuleto redutase; e a outra enzima ¢ uma serina-peptidase. O grupo testou a
especificidade da dissulfeto redutase e observou que esta enzima também € capaz de
clivar pontes dissulfeto de coldgeno e elastina, enquanto ndo teve atuacdo em caseina,
que € um substrato que ndo apresenta pontes dissulfeto. Apds a combinagdo das duas
enzimas houve um aumento da atividade enzimadtica sobre proteinas rigidas (queratina
de cabelo humano, elastina e coldgeno) se comparado com a atividade isolada da serina-
peptidase da cepa D-1, demonstrando dessa forma a efetiva degradacdo da queratina

realizada pela cooperagdo das duas enzimas (figura 10).

Dizzulfeto
- e o v rEdUtASE . o Frotease . e ..
KE-5-5-K —————» K-SH ————» Peptideos/aminoacidos
(Proteina nativa) {(Cueratina reduzda) (Produtos)

Peptideos e
aminoacidos

K-SH

Figura 10: Mecanismo proposto da degradacdao da queratina pela a¢do cooperativa de
duas enzimas (YAMAMURA et al., 2002). 1- Queratina nativa; 2- Reducdo de pontes
dissulfeto pela enzima dissulfeto redutase; 3- Peptidases degradam monOmeros de

queratina em peptideos e aminodcidos.
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5. Aplicacoes industriais de queratinases

O uso de microrganismos queratinoliticos surgiu como uma alternativa para a
reciclagem de bioprodutos de queratina, gerados principalmente pelas industrias
avicolas e industrias de couro. Sendo assim, o desenvolvimento de processos que
possam converter esses residuos em outros produtos tem sido investigado
(ZAGHLOUL et al., 2004; BERTSCH & COELLO, 2005; GRAZZIOTIN et al., 2007).

A grande quantidade de penas geradas pelo processamento de carne de frango
pode causar impacto ao meio ambiente e precisa de adequado manejo (SHIH, 1993).
Atualmente, as penas sdo convertidas em farinha de penas por um processo de
cozimento a altas temperaturas e elevada pressdo, que requer muita energia. Neste
processo 50-70% das pontes dissulfeto sdo clivadas permitindo uma melhora na
digestiblidade da queratina. Essa farinha tem sido usada como ingrediente para ragcao
animal, apesar de ser deficiente em alguns aminodcidos essencais como metionina,
lisina, e triptofano, resultando em um produto com baixa digestibilidade e qualidade
nutricional varidvel (PAPADOPOULOS et al., 1986; WANG & PARSONS, 1997). O
uso das queratinases para aumentar o valor nutricional das penas ou farinha de penas
tem sido descrito (ONIFADE et al., 1998; GRAZZIOTIN et al., 2006).

Industrias direcionadas a alimenta¢do animal sdo os principais consumidores
de hidrolisados de queratina provenientes de penas, visto que a degradacdo da pena é de
grande interesse para a nutricdo animal por causa de seu potencial como um recurso
protéico alternativo e barato (WILLIAMS et al., 1991).

A suplementacdo dietética de queratinase em frangos de corte tem sido
estudada, sendo relatado que a dieta milho-soja suplementada com queratinase
aumentou significantemente o crescimento dos frangos em diferentes estdgios de vida
(ODETALLAH et al., 2003, 2005). WANG, GUO & SHIH (2007) confirmaram os
resultados descritos acima, além disso, demonstraram que a dieta de frangos
suplementada com queratinase aumenta o peso dos frangos e a taxa de conversdo
alimentar das dietas compostas de milho e soja ou milho, soja e sementes de algodao.

POOPATHI & ABIDHA (2008) descreveram o uso de penas de frango para o
cultivo de Bacillus sphaericus e Bacillus thuringiensis sorotipo israelensis, com 0
objetivo da producdo de endotoxinas capazes de matar larvas de mosquitos. Essas

espécies de Bacillus t€ém ganhado importancia em programas de controle de insetos,
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como uma alternativa ao uso de inseticidas convencionais. A atividade larvicida é
devido a toxinas intracelulares sintetizadas durante a esporulacdo. O custo da produgdo
de toxinas por B. sphaericus e B. thuringiensis sorotipo israelensis utilizando meio de
cultura convencional é muito alto, entdo a utilizacdo de penas descartadas da industria
avicola para a produgdo das toxinas bacterianas em cultura tem sido proposta. Além
disso, essa abordagem contribui para a diminuicdo do impacto ambiental causado por
estes residuos.

A producgdo das queratinases usando farinha de penas ou penas como base de
meios de cultivo tem sido demonstrada. Contudo, varios fatores como pH, concentragao
da pena, do indculo e a temperatura podem influenciar a atividade enzimética, que pode
ser aumentada até quarenta vezes apds otimizacio (WANG & SHIH 1999;
BRANDELLI & RIFFEL, 2005).

O processamento do couro envolve uma série de processos que sao altamente
poluentes, e o principal causador da poluicao gerada nos curtumes € o sulfeto de sédio,
que gera gas sulfidrico. A depilacdo enzimadtica € vista cada vez mais como uma
alternativa para evitar impactos ambientais (CANTERA, 2001; THANIKAIVELAN et
al., 2004). Contudo, esse processo ainda nao € muito utilizado, pois o uso das enzimas
torna o processo mais caro do que o uso de agentes quimicos (SCHRAEDER, ERVIN,
& EBERRSPACHER, 1998). O potencial das queratinases para uso comercial na
producdo de couro € considerdvel pelas suas propriedades, como alta eficiéncia e
catalisadores seletivos. Uma caracteristica importante do processo de depilagdao
enzimatica é a completa remoc¢do de pélos e o uso de quantidades minimas de sulfeto.
Dessa maneira, a substitui¢do de agentes quimicos depilatdrios na industria de couro por
enzimas proteoliticas produzidas por microrganismos tem importancia econdmica e
ambiental.

Amostras queratinoliticas de Bacillus subtilis e Bacillus amyloliquefaciens t€ém
sido bem caracterizadas, apresentando propriedades desejaveis para o processamento do
couro (GEORGE et al., 1995; VARELA et al., 1997; MACEDO et al., 2005; GIONGO
et al., 2007). O fato de que essas queratinases podem degradar queratina evitando danos
a outras proteinas estruturais como coldgeno, fazem destas enzimas excelentes
candidatas para serem usadas na indudstria de couro (RIFFEL, ORTOLAN, &
BRANDELLLI, 2003).
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Com o avanco do conhecimento sobre as queratinases e sua acdo na
degradacao da queratina, novas aplicagdes tém sido sugeridas para estas enzimas (figura
11). As queratinases apresentam caracteristicas atrativas para serem usadas em
cosméticos e produtos farmacéuticos, onde o coldgeno nao pode ser destruido. Além
disso, também podem ser usadas em formulacdes tdpicas para eliminacdo de acne e
psoriase (BRANDELLI, 2008).

Recentemente, o uso de enzimas queratinoliticas para melhorar a absorcao de
medicamentos foi investigado. A eficicia de terapias topicas para doencgas de unhas é
geralmente limitada pela baixa permeabilidade dos medicamentos através de placa
ungueal. A presenca da queratinase de Paecilomyces marquandii aumentou
significativamente a absorcao de drogas através da unha humana (MOHORCIC et al.,
2007).

Prions sdo agentes causadores de doencgas degenerativas, transmissiveis e
fatais, incluindo o tumor epizodtico, que afeta o sistema nervoso central de ovinos e
caprinos e também a encefalopatia espongiforme bovina, mais conhecida como doenca
da vaca louca. A queratinase PWD-1 demonstra um grande espectro de atividade e
também hidrolisa o prion PrP*, o agente responsavel pela encefalopatia espongiforme
bovina (LANGEVELD et al., 2003).

Ha um grande interesse na conversdo de queratinas em filmes e revestimentos
biodegraddveis para aplicacdes agricolas e biomédicas. A queratina € quimicamente ou
enzimaticamente tratada e a queratina modificada resultante é convertida em produtos
aplicados em filmes comestiveis ou para agricultura (YAMAUCHI et al., 1996;
SCHROOYEN et al., 2001; ZAGHLOUL et al., 2004).

BALINT er al. (2005) descreveram um sistema de fermentacao em dois
estagios, para converter residuos queratinoliticos no géas biohidrogénio. Inicialmente,
uma amostra de Bacillus € usada para degradar materiais contendo queratina. Nesta
etapa, esses materiais sao convertidos em produtos ricos em peptideos e aminodcidos. A
mistura pode ser subsequentemente usada como recurso de nutrientes para o anaerdébico
termofilico Thermococcus litoralis, que € capaz de produzir H, como produto
fisiolégico.

A queratina presente em residuos agroindustriais também tem sido
considerada como um fertilizante de solo. As penas sdo constituidas de
aproximadamente 15% de nitrogénio, apresentando potencial para serem usadas como

fertilizantes de lenta liberag¢ao de nitrogénio (BRANDELLI, 2008).
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Figura 11: Aplicacdes industriais da queratinases. Baseado em BRANDELLI (2008).

A aplica¢do das queratinases em detergentes ¢ uma aplicacdo recente destas
enzimas, e as peptidases alcalinas de Bacillus ja t€ém sido utilizadas hd varias décadas
dessa forma. Estas enzimas podem remover residuos de queratina que sdo
frequentemente encontrados nas golas e colarinhos. Também podem ser usadas como
aditivos para a drenagem e desentupimento de tubulacdes com residuos de queratina

(GUPTA & RAMNANI, 2006).

6. Microrganismos queratinoliticos

As enzimas queratinoliticas sd@o produzidas por uma grande variedade de
microrganismos, frequentemente isolados de solos ricos em substratos com queratina.
No entanto, as queratinases melhor caracterizadas sdo as de fungos dermatdéfitos
isolados de humanos e animais, importantes por estarem relacionadas com o0s
mecanismos de patogenicidade destes microrganismos (RIFFEL & BRANDELLI,
2006; GRADISAR, KERN & FRIEDRICH, 2000). As queratinases t€ém sido isoladas e
caracterizadas nas espécies de Microsporum sp. (MIGNON et al., 1998; BROUTA et
al., 2001), Trichophyton sp. (ABDEL-RAHMAN, 2000) e Scopulariopsis brevicaulis
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(MALVIYA, RAJAK & HASUA, 1992). Amostras de Aspergillus fumigatus e
Aspergillus flavus também foram descritas como amostras queratinoliticas (SANTOS et
al., 1996). Além disso, uma amostra de Aspergillus orizae foi isolada de sedimento
marinho demonstrando a capacidade de produzir queratinases (FARAG & HASSAN,
2004). Fungos nao dermatofitos também té€m sido caracterizados como queratinoliticos
pela sua capacidade de degradar a queratina, e suas enzimas t€ém sido bem estudadas e
caracterizadas (MALVIYA 1993 a,b; DOZIE; OKEKE & UNAEZE, 1994).

Como muitas espécies de fungos queratinoliticos sdo patogénicas, os estudos
mais recentes concentram-se em bactérias queratinoliticas como fonte destas enzimas
para uso industrial (VERMELHO et al., 2008). Embora grande parte das bactérias
queratinoliticas isoladas de solos e residuos de industrias avicolas sejam pertencentes
aos géneros Bacillus e Streptomyces, alguns estudos indicam que a diversidade de
bactérias queratinoliticas é grande. Entre as bactérias Gram-positivas, algumas novas
espécies produtoras de queratinases estdo sendo descritas, como Arthrobacter sp.
(LUCAS et al., 2003), Microbacterium sp. (THYS et al., 2004), e Kocuria rosea
(BERNAL, CAIRO, & COELLO 2006).

A atividade queratinolitica tem sido descrita para vdarias espécies de
Streptomyces, sendo muitas destas termofilicas isoladas de solo, que podem crescer e
degradar queratina a temperaturas acima de 50 °C (CHITTE et al., 1999;
MOHAMEDIM, 1999). Um novo isolado de Streptomyces gulbargensis termotolerante
foi descrito como produtor de queratinases. O maximo da sua atividade queratinolitica
foi encontrado na temperatura de 45 °C e em pH 9,0 (SYED et al., 2009). Contudo,
algumas amostras mesofilicas também sdo descritas como queratinoliticas, como
Streptomyces pactum DSM 40530 (BOCKEL, GALUNSKI, & MULLER, 1995) e S.
albidoflavus Ko (BRESSOLIER et al., 1999). Em adi¢do S. pactum pode reduzir
pontes dissulfeto durante o crescimento em penas (BOCKLE & MULLER, 1997).

O género Bacillus apresenta atividade queratinolitica bem caracterizada.
Vérias amostras de Bacillus subtilis e Bacillus licheniformis sdo descritas como
produtoras de queratinases (LIN et al.,1999; SUH & LEE, 2001), mas outras espécies
também ja foram descritas como queratinoliticas, como o Bacillus pumilis e Bacillus
cereus (KIM, LIM & SUH, 2001; WERLANG & BRANDELLLI, 2005).

Recentemente, bactérias Gram-negativas estdo sendo associadas com a
producdo de queratinases. As amostras de Vibrio sp. (SANGALI & BRANDELLI,
2000), Xanthomonas maltophilia (DE TONI et al., 2002), Stenotrophomonas sp.
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(YAMAMURA et al., 2002) e Chryseobacterium sp. (RIFFEL & BRANDELLI, 2002)

foram isoladas de penas de aves em decomposi¢ao.

7. Candida sp.

No género Candida se encontram espécies que sdo patdgenos principalmente
em pacientes imunocomprometidos, particularmente HIV-positivos, transplantados,
entre outros. Estudos anteriores mostram que Candida albicans é a espécie mais isolada
(NOGUEIRA DE MELO et al., 2007). Embora a grande maioria dos estudos sobre
leveduras do género Candida relatem estes microrganismos sendo isolados de humanos
e animais, VITAL et al. (2002) isolaram vérias espécies de leveduras, inclusive do
género Candida, do solo da Estacdo Ecolégica de Maracd em Roraima.

Geralmente os estudos sobre isolamento de leveduras no ambiente focam
ecossistemas terrestres, mas ambientes aqudticos também podem conter altas
concentracdes de nutrientes para suportar populacdes de leveduras. SOARES et al.
(1997) descreveram varias espécies de Candida isoladas de estudrios do sudeste do
Brasil. Acredita-se que estas possam estar envolvidas na decomposicdo, ciclo de
nutrientes e biotransformacdo do petrdleo e outros compostos complexos (AHEARN &
MEYERS, 1972; MACGILLIVRAY & SHIARIS, 1993). As leveduras do género
Candida possuem tanto importancia clinica como diversas aplica¢des industriais,
principalmente na industria de alimentos. A levedura Candida guilliermondii FT120037
tem sido muito estudada, objetivando seu uso em um processo biotecnoldgico para a
producdo de xilitol. Estes fungos tém sido usados para producdo de emulsificantes para
fermentacdo de substratos insoliveis, como 6leo de babacu na industria de alimento e
bebidas (SARUBBO, PORTO & TAKAKI, 1999). O impacto das leveduras na
producdo, qualidade e seguranca de alimentos e bebidas estd intimamente ligado a sua
ecologia e atividades bioldgicas, onde se destacam as peptidases (FLEET, 2007).

Devido ao aumento de infec¢des causadas por Candida sp., hd um grande
interesse nos possiveis fatores envolvidos durante a interacdo levedura-célula
hospedeira. Dentre estes fatores destacam-se as peptidases, cujo papel fisiolégico
durante a interagdo microrganismo-célula hospedeira pode ser a degradacdo de

mucosas, facilitando a invasdo do patdgeno, hidrélise de proteinas do hospedeiro com
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fins nutricionais, e a degradacdo de proteinas envolvidas no sistema de defesa do
hospedeiro (HUBE, 2000). Recentemente, nosso grupo demonstrou uma atividade
extracelular de aspartico-peptidase em C. rugosa, assim como uma atividade de
metalopeptidase no sobrenadante de cultura de C. lipolytica capaz de clivar algumas
proteinas do soro humano (NOGUEIRA DE MELO et al., 2007). Estes resultados
demonstram a participacdo de peptidases extracelulares de Candida na degradacdo de
proteinas do hospedeiro, sugerindo um possivel papel para estas enzimas durante o
mecanismo de intera¢do da levedura com a célula hospedeira.

As leveduras do género Candida estao envolvidas com onicomicoses, € as
espécies envolvidas com este tipo de infec¢do sdo C. abicans, Candida parapsilosis, C.
guilliermondii (EVANS, 1998; THAPPA, 2007). Infec¢des de unhas causadas por
fungos ndo t€m sido muito estudadas, porque tradicionalmente essas infec¢des tém sido
consideradas muito mais um problema cosmético do que um problema de sadde, e por
isso de menor importincia (TORRES-RODRIGUEZ, & LOPEZ-JODRA, 2000). A
terapia tépica de onicomicoses € limitada pela baixa permeabilidade das drogas através
da placa ungueal. Para aumentar a absor¢ao da droga, a integridade da placa ungueal
deve ser comprometida de certa forma. Enzimas queratinoliticas podem diminuir as
propriedades de barreira da unha, e assim aumentar a permeabilidade da droga
(MOHORCIC et al., 2007).

Poucos estudos tém mostrado a presenca de atividade queratinolitica em
Candida sp. Porém, ja foi descrita uma queratinase em C. albicans do tipo aspartico-
peptidase (HATTORI et al., 1984). Além disso, nosso grupo detectou no sobrenadante
de cultura de C. parapsilosis e C. lipolytica serina-peptidases com atividade

queratinolitica (dados nao publicados).

8. Biologia molecular aplicada a producao de enzimas

Pesquisas que utilizam a mutagénese para aumentar a expressao de peptidases
com o objetivo de possiveis aplicacdoes industriais estdo sendo cada vez mais
encontradas na literatura. Na maioria das vezes a mutagénese ¢ realizada com a
utilizacdo de agentes alquilantes, como o etil metanosulfonato (EMS) e o N-metil-N-

nitro-N-nitrosoguanidina (nitrosoguanidina, NTG, ou MNNG) (SHU-FEI et al., 2008;
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NANMORI, NUMATA & SHINKE, 1987). A luz ultravioleta também pode ser
utilizada para aumentar a expressdao de enzimas através da mutagénese (WU et al.
2006).

Os agentes alquilantes adicionam grupamentos alquil (CH3;, CH3-CH,, etc.)
nas bases nitrogenadas ou nos fosfatos da cadeia nucleotidica. Muitos grupos reativos
das bases nitrogenadas podem ser modificados por esses agentes, sendo 0s grupos mais
reativos o N’ das guaninas e o N° das adeninas. Esses dtomos de nitrogénio podem ser
alquilados, resultando em bases metiladas ou etiladas como a N’-metilguanina e N°-
metiladenina. A alquilacdo das bases nessas posi¢cdes pode ocasionar o pareamento
destas bases com outras inadequadas, causando principalmente distor¢cdes na hélice do
DNA. Outros dtomos das bases nitrogenadas também podem ser modificados, incluindo
0 0° das guaninas e o O* das timinas. A adicdo de um grupamento metil nesses 4tomos
ocasiona a formacdo de O°-metilguaninas (figura 12) e O*-metiltiminas,
respectivamente. Bases alteradas com grupamento alquil nessas posicdes sao
mutagénicas, porque a hélice ndo € significantemente distorcida, entdo estas lesdes
podem nao ser reparadas pelos sistemas gerais de reparo (SNYDER & CHAMPNESS,
1997).

CAIL LOU & ZHENG (2008) trataram uma amostra de B. subtilis produtora de
queratinase com o agente mutagénico MNNG visando obter mutantes com elevada
atividade queratinolitica. Este grupo isolou um mutante denominado KD-N2 com niveis
de atividade queratinolitica na pena de 2 vezes maior que a estirpe selvagem, sendo
capaz de degradar varios materiais queratinoliticos, incluindo penas, cabelo, seda e 1a.

Uma outra técnica que tem sido uma importante ferramenta de estudo € a
técnica do DNA recombinante, que oferece novas oportunidades para construgcdo de
organismos geneticamente modificados com propriedades desejaveis. O isolamento e a
clonagem dos genes das queratinases sdo importantes para garantir o aumento da
producdo da enzima, permitindo sua comercializacido. RADHA & GUNASEKARAN
(2007) clonaram e expressaram o gene da queratinase de B. licheniformis MKU3 em
Bacillus megaterium. Além disso, utilizaram a metodologia de resposta de superficie
com sucesso para otimizacdo das condi¢cdes de fermentagdo para producdo de
queratinase pelo Bacillus megaterium recombinante, resultando em aumento de
aproximadamente 3 vezes o nivel de produ¢do de queratinase.

A queratinase produzida pelo B. licheniformis PWD-1 é bem caracterizada,

sendo uma serina-peptidase e codificada pelo gene kerA (LIN et al., 1995). O gene kerA
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€ expressado especificamente para a hidrélise da pena, por isso a presenca da queratina
da pena como unica fonte de carbono e nitrogénio no meio de cultura pode resultar na
expressdao preferencial de enzimas queratinoliticas. Este gene tem sido clonado e
expressado em microrganismos heterélogos como B. subtilis e Escherichia coli, mas a
producdo da enzima nesses microrganismos € inferior a produgao enzimatica da amostra
parental (WANG & SHIH, 1999; WANG, SWAISGOOD, & SHIH, 2003). Contudo, o
aumento da producdo de queratinase pdde ser observado a partir de uma integracdo
cromossOmica de multiplas cépias do gene kerA em B. licheniformis e B. substilis
(WANG, ROJANATAVORN, & SHIH, 2004). O gene kerA também foi clonado para
expressao extracelular em Pichia pastoris, resultando em uma enzima recombinante que

foi glicosilada e ativa em azoqueratina (PORRES, BENITO, & LEI, 2002).
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Figura 12: Alquilacdo da guanina, produzindo uma 0° metilguanina. A alteracdo da
base pode ocasionar o pareamento errdoneo com a timina (SNYDER & CHAMPNESS,
1997).
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I1. Objetivos



O presente estudo teve como objetivo principal obter estirpes de Candida
parapsilosis com alta producdo de queratinases, através de mutagénese com o agente
quimico etil metanosulfonato (EMS). Foi avaliado também o perfil das peptidases com
€nfase nas queratinases extracelulares das amostras obtidas, em comparacdo com a
estirpe selvagem.

Os objetivos especificos deste trabalho foram:

. Aumentar a expressdo de queratinases por uma amostra de C.

parapsilosis isolada de residuos da indusria avicola, através do tratamento com EMS.

o Analisar qualitativamente, por meio de zimografia com diferentes
substratos protéicos, as peptidases extracelulares de C. parapsilosis e seus respectivos

mutantes.

° Analisar quantitativamente, através de dosagens espectrofotométricas
com os substratos gelatina e queratina, as peptidases extracelulares de C. parapsilosis e

seus respectivos mutantes.

. Caracterizar bioquimicamente as peptidases quanto ao melhor pH e
temperatura ¢ o efeito de diferentes inibidores proteoliticos para a atividade das

enzimas.
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II1. Materiais e Métodos



1. Isolamento e selecao do microrganismo queratinolitico

Neste trabalho foi utilizada uma amostra de C. parapsilosis previamente isolada
de residuos da empresa avicola RICA (VERMELHO et al., 2009). Este residuo,
composto por penas descartadas e restos de farinha de penas, foi imerso em meios de
cultura para enriquecimento: meio Sabouraud (glicose 2%; peptona 1% e extrato de
levedura 0,5%) e meio extrato de levedura (extrato de levedura 0,5%; peptona 05%,
KCl 2,0% e sacarose 2,0%) e incubado a 37 °C por 4 dias. A técnica utilizada foi o
esgotamento em estrias: as culturas foram semeadas nos mesmos meios com agar para o
isolamento das amostras. As colonias isoladas foram selecionadas pela sua capacidade
de crescimento em tampao fosfato pH 7,2 (72 mL de Na,HPO, 0,06M e 28mL de
KH,PO, 0,04M) suplementado com 1% de penas inteiras durante 20 dias a 28 °C.

2. Identificacao do microrganismo

A amostra foi identificada no Instituto Nacional de Controle de Qualidade em
Saude (INCQS), na Fundac¢do Oswaldo Cruz. A identificacdo da levedura foi realizada
de acordo com o método descrito por WICKERHAM (1952), através de observacao
macroscopica e microscopica, termotolerancia de 25 °C a 40 °C, testes de fermentacdo
(glicose, D-galactose, sacarose, maltose, trealose, lactose, celobiose, e rafinose), testes
de assimilacdo (glicose, D-galactose, L-sorbose, D-glicosamina, D-ribose, D-xilose, L-
arabinose, L-ramnose, sacarose, maltose, trealose, a-metil-D-glucosidio, celobiose,
melibiose, lactose, rafinose, melezitose, salicina, arbutina, glicerol, eritritol, ribitol, D-
manitol, D-glucitol, myo-inositol, D-glucoronato, DL-lactato, sucinate, citrato, nitrato

de potdssio e L-lisina) e crescimento isento de vitaminas.
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3. Mutagénese da levedura

A levedura C. parapsilosis foi semeada em meio Sabouraud durante 24 horas a
37 °C. Em seguida, foi adicionado uma 3% de EMS a cultura, que permaneceu sob
agitacdo por 1 hora para a realizacao da mutagénese, de acordo com LINDEGREN et al.
(1965). A cultura foi centrifugada a 2800 x g por 15 minutos e lavada com solugdo
salina (0,85% NaCl) em condi¢des estéreis para remocdo dos componentes do agente
mutagénico. Logo apds, as células lavadas foram inoculadas novamente em meio
Sabouraud. A cultura entdo foi diluida com solu¢do salina e semeada em &gar

Sabouraud para obten¢do de colonias isoladas.

4. Obtencao do substrato queratina a partir de penas de galinha

O substrato foi obtido de penas brancas de galinhas cedidas pela empresa
avicola RICA, que foram previamente lavadas com detergente e delipidadas com
cloroférmio : metanol (1:1 v/v) a temperatura ambiente, sob agitacdo (300 rpm) por 1
hora. A queratina foi extraida a 100 °C com dimetil sulfé6xido (DMSO), de acordo com
a metodologia descrita por WARZKIEWICZ, LOBAREWSKI, & WOLSKI (1987) com
algumas modificagdes. A queratina solubilizada foi precipitada com dois volumes de
acetona gelada e a mistura incubada a 4 °C por 48 horas, entdo a reagdo foi centrifugada
a 700 x g por 15 minutos. Em seguida, a queratina permaneceu sob refrigeracdo a 4 °C

para sua completa secagem, sendo macerada logo apds.

5. Selecao dos mutantes com maior producio de queratinase

As colonias isoladas de mutantes e crescidas em dgar Sabouraud foram
transferidas para placas contendo meio dgar-queratina (queratina 2% obtida de acordo
com o item 3; extrato de levedura 0,01%; agar 2%) onde ficaram a temperatura de 37 °C
durante 15 dias para verificar a liberacdo da enzima através da produgdo de halos de
degradacdo. Os halos foram visualizados corando as colonias com Coomassie Blue R-

250 [SmL de solugdo estoque (Comassie blue 2%); 4mL de 4cido acético; 20 mL de
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metanol e 11 mL de dgua destilada], e o didmetro dos halos comparado com a estirpe
selvagem. As estirpes que tiveram a producdo da enzima aumentada em comparagdo
com a estirpe selvagem foram selecionadas e posteriormente cultivadas em meio
tampao dcido citrico pH 5,5 com penas 1% por 6 dias a 37 °C. O extrato enzimatico foi
obtido por centrifugacdo a 2800 x g durante 15 minutos e a atividade queratinolitica
medida por dosagem segundo o método de GRYWNOWICZ et al., (1989), descrito no

item 7.

6. Cultivo dos mutantes para producao de queratinase

As amostras foram cultivadas em meio Sabouraud durante 72 horas a 37 °C
para a obtencdo de massa celular. Estas células foram lavadas com solu¢do salina em
condicdes estéreis para a remogcdo dos componentes do meio e 10° unidades formadoras
de colonia por mL (UFC/mL) foram inoculadas em meio tampao acido citrico pH 5.5
suplementado com penas 1% e extrato de levedura 0,01% durante 6 dias a 37 °C. Os
extratos enzimaticos foram centrifugados a 2800 x g durante 15 minutos, para separagao
das células, e foram concentrados 20 vezes em membrana de didlise com limite de

exclusdo de 9000 Da contra polietilenoglicol 4000.

7. Ensaio da atividade queratinolitica

A atividade queratinolitica foi medida conforme a metodologia descrita por
GRYWNOWICZ et al., (1989), usando o substrato de queratina extraida de penas
(conforme o item 4). Em 500 pl dos extratos enzimdticos foram adicionados uma
solucdo de queratina [0,5 mg de queratina em 750 pl. de tampao fosfato pH 7,4 (80mL
de Na,HPO, 0,06M e 20mL de KH,PO,4 0,04M)], e a mistura foi incubada por 1h a 37
°C. Ap6s este periodo, a reagdo foi interrompida pela adi¢do de 4cido tricloroacético
(TCA) a 10%. A solucdo foi entdo centrifugada 700 x g por 10 minutos e o extrato
enzimatico ndo concentrado foi lido em espectrofotdmetro a 280 nm. Uma unidade de
atividade queratinolitica foi definida como a quantidade da enzima que aumenta a

absorbancia em 0,01 no comprimento de onda de 280 nm.
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8. Efeito do pH na producao de queratinases durante o cultivo do

microrganismo

A estirpe selvagem e o mutante de maior producdo queratinolitica foram
inoculados em meio Sabouraud durante 72 horas a 37 °C para a obtencao de indculo.
Posteriormente, estas células foram lavadas com solu¢do salina em condigdes estéreis
para a remocdo dos componentes do meio, e 10° UFC/mL foram inoculadas em meio
tampao 4cido citrico pH 4,0 (61,45 mL de 4cido citrico 0,1M e 38,55 mL de Na,HPO,
0,2M) e pH 5,0 (48,50 mL de acido citrico 0,IM e 51,50 mL de Na,HPO4 0,2M), e
tampao fosfato pH 6,0 (12 mL de Na,HPO, 0,06M e 88 mL de KH,PO, 0,04M), todos
contendo extrato de levedura 0,01% e penas 1%. A incubacao ocorreu a 37 °C durante 6
dias. Ao final do tempo de incubagdo, foi realizada a centrifugacdo do meio de cultivo
para a retirada das células e o extrato enzimdtico foi coletado para verificagao da

atividade queratinolitica (de acordo com item 7).

9. Efeito da temperatura na producao de queratinases durante o

cultivo do microrganismo

A estirpe selvagem e o mutante de maior producdo queratinolitica foram
inoculados em meio Sabouraud durante 72 horas a 37 °C para a obtencao de indculo.
Posteriormente, estas células foram lavadas com solu¢do salina em condigdes estéreis
para a remocdo dos componentes do meio, e 10° UFC/mL foram inoculadas em meio
com penas 1% e extrato de levedura 0,01% no pH 6timo de crescimento previamente
obtido com a realizacdo do item 8. A incubacdo ocorreu separadamente nas
temperaturas de 28 °C, 37 °C e 46 °C durante 6 dias, e ao final do tempo de incubacio
foi realizada a centrifugacdo do meio de cultivo para a retirada das células e o extrato
enzimatico foi coletado para verificacdo da atividade queratinolitica (de acordo com

item 7).
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10. Ensaio da atividade gelatinolitica

A atividade enzimdtica foi verificada nas estirpes de C. parapsilosis selvagem
e do mutante com maior producdo queratinolitica para a andlise da producdo de
peptidases.

Para a realizacdo da dosagem, 400 uL dos extratos enzimdticos das amostras
foram acrescidos de 100 pL de tampao fosfato pH 7,4 (80mL de Na,HPO4 0,06M e
20mL de KH,PO4 0,04M) e de 750 puL de uma solucdo de gelatina a 1% segundo
metodologia descrita por JONES et al. (1998). As misturas foram incubadas por 1 hora
a 37 °C, e aliquotas de 375 pL foram retiradas das misturas de reacdo, as quais foram
adicionados 500 uL de isopropanol, a fim de precipitar as proteinas. Apds centrifugacao
(8000 x g/ 10 min), foram retirados 100 pL do sobrenadante centrifugado dessa reagao,
para a realizacdo da dosagem segundo o método de LOWRY et al. (1951), descrito no
item 11. Uma unidade de atividade de gelatinase foi definida como a quantidade da

enzima que aumenta a absorbancia em 0,01 no comprimento de onda de 660 nm.

11. Dosagem de proteinas

A concentracao de proteinas foi determinada segundo o método de LOWRY et
al. (1951), usando soro albumina bovina como padrao. A leitura foi realizada a 660 nm

em espectrofotdmetro.

12. Cinética de crescimento e de atividade enzimatica em meio

com penas

A estirpe selvagem e o mutante com maior producdo queratinolitica foram
inoculados em meio Sabouraud durante 72 horas a 37 °C para a obten¢do do indculo.
Posteriormente, as células foram lavadas com solucao salina em condi¢des estéreis para

a remocdao dos componentes do meio, e 10° UFC/ mL foram inoculadas em meio
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tampao 4cido citrico pH 5.0 suplementado com penas 1% e extrato de levedura 0,01%,
durante 6 dias a 37°C.

Diariamente foi retirada uma aliquota para contagem das células da estirpe
selvagem e mutante em Camara de Neubauer para observacdao do crescimento das
estirpes, e o sobrenadante foi utilizado para determinacdo da atividade queratinolitica

(item 7) e analise zimografica com queratina co-polimerizada (item 13).

13. Zimografia com gelatina, queratina, BSA, hemoglobina e

caseina incorporados

Aos extratos enzimdticos concentrados (item 6) foi adicionado o tampao de
amostra para peptidase para SDS-PAGE (tampao Tris-HCI 0,32M, pH 6,8; glicerol 48%
v/v; SDS 8% p/v e azul de bromofenol 0,06% p/v) na propor¢do 9:1 (90 pL. de amostra
para 10 pL de tampao da amostra para peptidase). As amostras foram aplicadas no gel
de poliacrilamida a 12,5% contendo 1% (p/v) de gelatina, queratina, BSA, hemoglobina
ou caseina co-polimerizadas. A corrida foi realizada a 170 V por 3 horas a 4 °C. Ap6s a
corrida, os géis foram lavados com Triton X-100 2,5% (v/v) duas vezes por 15 minutos
sob agitacdo para a remocao do SDS. Em seguida, os géis foram incubados por 48 horas
a 37 °C em tampao 4cido citrico pH 5,0. Para deteccdo da atividade proteolitica, os géis
foram corados overnight com Comassie blue R-250 (preparado como descrito no item
5) e descorados com a solugdo metanol: acido acético: dgua (50:10:40 v/v/v) sob

agitacdo até o aparecimento de bandas de degradacao (HEUSSEN & DOWDLE, 1980).

14. Determinacao da temperatura e pH 6timos das queratinases

A temperatura € o pH 6timos das queratinases foram determinados usando
andlise zimogrifica com queratina incorporada a malha do gel (item 13), no qual a
temperatura da reagcdo foi variada na faixa em 28 °C, 37 °C, 50 °C e 70 °C. Foram
analisadas as faixas de pH de 3,0 a 9,0, usando os seguintes sistemas de protedlise:
» Tampao 4cido citrico (Na,HPO4 0,2M e Acido Citrico 0,1M) nas faixas
de pH 3,4, 5.
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» Tampao fosfato de sédio (Na,HPO,4.7H,0 0,06M e KH,PO, 0,04M) nas
faixas de pH 6, 7 e 8.
*= Tampao glicina (glicina 0,2M e NaOH 0,2M) com pH 9,0.

15. Determinacio da classe proteolitica das queratinases

Para a determinacdo da classe proteolitica das queratinases, foi realizada
enzimografia (NOGUEIRA DE MELO et al. 2007), onde 20uL dos extratos
enzimaticos concentrados das amostras foram incubados com 20uL. de uma solugdo de
queratina (10mg/mL) e gelatina (5 mg/ mL) por 16 horas a 37 °C. Os seguintes
inibidores foram utilizados: fenilmetil sulfonil fluoreto (PMSF) 1 mM, inibidor de
serina-peptidases; L-frans—epoxisuccinil L-leucilamida-(4-guanidino)-butano (E-64)
10 pM, inibidor de cisteina-peptidases; 1,10-fenantrolina 10 mM, inibidor de
metalopeptidases; e pepstatina 1 mM, inibidor de aspartico-peptidases. Estes inibidores
foram incubados separadamente nas reacdes juntamente com a solu¢do de queratina ou
gelatina, mais os sobrenadantes concentrados. Apds a incubacdo foi adicionado a
mistura reacional SuL de tampao da amostra para SDS-PAGE [300 pL de tampdo da
amostra (Tris-HCI 0,15% pH 6,8, dodecil sulfato de sédio (SDS) 0,5%, glicerol a
10,8%), 10 pl de 2-mercaptoetanol e 10 pL. de azul de bromofenol 0,1%] na proporcao
9:1 — sobrenadante: tampao. As misturas entdo, foram aquecidas a 100 °C por cinco
minutos para desnaturacdo das proteinas. A corrida foi realizada a 170 V (volts) por 2h
e a coloragdo utilizada foi a impregnacdo pela prata (GONCALVES, NEHME, &
MOREL 1984).
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IV, Resultados



1. Isolamento e identificacao do microrganismo queratinolitico

A levedura foi previamente selecionada a partir de uma colecdo de
microrganismos isolados de residuos de uma industria avicola (VERMELHO et al.,
2009). A selecao foi realizada em tampao fosfato pH 7,2 suplementado com penas 1%.
Foi observado visualmente que houve crescimento neste meio e uma degradacdo parcial
das penas em 20 dias a 28 °C.

Para a identificacdo, o microrganismo foi submetido a anélise do perfil de
fermentagdo de acticares e testes de assimilacdo de carboidratos. O perfil de assimilacao
de carboidratos foi detectado usando meio de cultivo isento de vitaminas, de acordo
com WICKERHAM (1952). Nesse teste as células da levedura foram capazes de
assimilar glicose, D-galactose, L-sorbose, D-xilose, L-arabinose, sacarose, maltose,
trealose, o-metil-D-glucosideo, melizitose, glicerol, ribitol, D-manitol, D-glucitol,
citrato, sucinato, L-lisina. A levedura foi capaz de fermentar glicose e galactose de
forma lenta, e mostrou incapacidade de fermentar maltose, sacarose, trealose, lactose,
rafinose e celobiose, e apresentou melhor crescimento em 37 °C. Observacdes do
isolado em microscépio Optico, apds crescimento em meio de cultivo sélido Dalmau
com farinha de milho durante 7 dias, mostraram pseudohifas ramificadas de células com
cadeias de blastoconidios (Figura 13). Esses resultados mostraram que a amostra
queratinolitica de Candida isolada de residuos da industria avicola corresponde a

espécie Candida parapsilosis.

Figura 13: Identificacdo da amostra de Candida parapsilosis isolada de residuos da
industria avicola por microscopia Optica. A levedura foi crescida em meio de cultivo
s6lido Dalmau contendo farinha de milho durante 7 dias: (A) microscopia Optica com
aumento de 200X e (B) microscopia Optica com aumento de 400X de Candida
parapsilosis mostrando pseudohifas ramificadas por células com cadeias de

blastoconidios.
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2. Obtencao da queratina a partir de penas de frango

O substrato queratina foi obtido usando penas de frango lavadas e delipidadas
a 100 °C e imersas em DMSO por aproximadamente duas horas. O substrato obtido
nesta extragdo apresentou homogeneidade, solubilidade parcial e uma unica banda com
massa molecular de 10 kDa em SDS-PAGE (figura 17). Para a determinagdo da massa
molecular, os seguintes padrdes foram utilizados: fosforilase b (94 kDa), soro albumina
bovina (67 kDa), ovoalbumina (43 kDa), anidrase carbdnica (30 kDa), inibidor de

tripsina de soja (20,1 kDa) e a-lactoalbumina (14,4 kDa) (Sigma).
Esse substrato (figura 18) foi utilizado em dosagens da atividade queratinolitica,
incorporado a malha do gel em zimografias, em placas de dgar-queratina para selecao
dos mutantes e em uma solucdo de incubagdo utilizada na enzimografia para

determinacdo da classe proteolitica das queratinases.

10kDa — -

Figura 17: Queratina em pé submetida a andlise por SDS-PAGE e coloragdao pela
impregnacdo com nitrato de prata. O valor a esquerda refere-se a massa molecular da

proteina.
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Figura 18: Esquema de extracdo do p6 de queratina a partir de penas de frango.

3. Mutagénese e selecao dos mutantes

A levedura foi tratada com o agente mutagénico (EMS). As células (1 x 10
UFC) foram semeadas em dgar Sabouraud para a obtencdo de coldnias isoladas, sendo
em seguida transferidas para outras placas, que foram nomeadas com uma letra para
identifica¢do das coldnias. Cada uma dessas placas continha 50 colonias (figura 14), e
as seguintes placas foram testadas: A, B,C,D,E,F,G,H,LJ,L, M, N, O, P, Q.

As coldnias de mutantes que estavam nas placas classificadas com letras foram
transferidas para placas de dgar-queratina contendo 25 colonias cada uma, sendo
classificadas da seguinte maneira: Al, A2, B1, B2, C1, C2, D1, D2, El, E2, F1, F2, G1,
G2, H1, H2, 11, 12, J1,J2, L1, L2, M1, M2, N1, N2, O1, O2, P1, P2, Q1 e Q2. As placas
de 4gar-queratina foram incubadas durante 15 dias a 37 °C, e foram coradas com
Comassie blue e descoradas com a solucdo metanol: acido acético: dgua (50:10:40
v/vlv). Os halos de degradacdo formados em torno das coldnias pela degradacdo
enzimatica da queratina pelos mutantes puderam ser observados. Os mutantes que
formaram halos com didmetro maior que o da estirpe selvagem foram selecionados
(figura 15).

Trés mutantes apresentaram halos de degradacdo superior ao da estirpe
selvagem, sendo denominados H36, I7 e J5 de acordo com a letra da placa em que se
encontravam e a numeragdo correspondente da sua colonia nesta placa. Estes mutantes
foram submetidos ao crescimento em meio tampao acido citrico pH 5,5 com penas 1%

por 6 dias a 37 °C e submetidos a ensaio da atividade queratinolitica (figura 16). Os trés
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mutantes demonstraram produgdo de queratinase relativamente superior a producdo da
estirpe selvagem, sendo o mutante J5 o mais promissor dentre os trés, apresentando uma

atividade cerca de 70% maior que a estirpe selvagem.
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Figura 14: Placa de dgar Sabouraud contendo 50 coldnias de mutantes de Candida

parapsilosis.

Estirpe
Selvagem

Figura 15: Placa de 4gar queratina corada com Comassie blue permitindo a
visualizacdo dos halos de degradacdo formados pela estirpe selvagem e seus mutantes

devido a producdo de queratinase pelas amostras de C. parapsilosis.
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Figura 16: Ensaio da atividade queratinolitica das amostras crescidas em pH 5,5 a 37
°C, demonstrando uma maior atividade queratinolitica pelos mutantes da Candida

parapsilosis.

4. Efeito do pH na produciao de queratinases durante o cultivo do

microrganismo

A estirpe selvagem de C. parapsilosis selvagem e o mutante J5 foram
cultivados por 6 dias em meio tampao com penas 1% em diferentes faixas de pH (4,0
5,0 e 6,0) para andlise da producdo de queratinase pelas leveduras de acordo com a
variacdo de pH do meio de cultivo (figura 19). As amostras demonstraram uma
atividade queratinolitica em pH 5,0 muito superior a atividade enzimdtica encontrada
nas outras faixas de pH testadas. Em pH 5,0 o mutante apresentou uma atividade de
130,4 U/mL de queratinase enquanto a estirpe selvagem teve uma atividade de 76,4
U/mL da enzima, confirmando a produg¢ao cerca de 70% superior do mutante quando
cultivado nessa faixa de pH. Quando cultivados em pH 4,0, as amostras demonstraram
uma atividade queratinolitica muito inferior em relacao ao cultivo em pH 5,0: a estirpe
selvagem apresentou uma atividade aproximadamente quatro vezes mais baixa e o
mutante teve uma producdo de queratinases de apenas 19 U/mL, o que corresponde a
1/6 da atividade queratinolitica quando cultivados em pH 5,0. A atividade

queratinolitica em meio tampao fosfato com penas em pH 6,0 foi muito reduzida tanto
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na estirpe selvagem quanto no mutante, permitindo concluir que a producdo de

queratinases nesse pH € praticamente nula.

Efeito do pH na produgdo de queratinases
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Figura 19: Dosagem da atividade queratinolitica das estirpes de C. parapsilosis

selvagem e mutante J5 em meio de cultivo nas faixas de pH 4,0; 5,0 e 6,0.

5. Efeito da temperatura na producio de queratinases durante o

cultivo do microrganismo

A estirpe selvagem de C. parapsilosis selvagem e o mutante J5 foram
cultivados por 6 dias nas temperaturas de 28 °C, 37 °C e 46 °C em frascos
independentes. O pH utilizado nesse experimento foi pH 5,0, previamente descrito no
item 4 como o mais promissor para a producao de queratinases nas amostras. Na figura
20, pode ser observado que tanto a estirpe selvagem quanto o mutante nao
demonstraram atividade queratinolitica na temperatura de 46 °C.

O mutante J5 apresentou a melhor produgdo de queratinases na temperatura de
37 °C. Quando cultivado em 28 °C teve uma redugdo na sua atividade queratinolitica. A
estirpe selvagem apresentou a melhor producdo de queratinases a 28 °C, e quando
cultivada em 37 °C apresentou reducdo da producao de enzimas. Na temperatura de 46

°C ambas as leveduras ndo apresentaram producao de queratinases.

39



Efeito da temperatura na producdo de queratinases

120

100

B Estirpe Selvagem
mJ5

U/mL

28°C 37°C 46 °C

Figura 20: Dosagem da atividade queratinolitica das estirpes de C. parapsilosis

selvagem e do mutante J5 em meio de cultivo nas faixas de temperatura de 28 °C, 37°C
e 46 °C.

6. Cinética de crescimento e de atividade enzimatica

Para a realizac@o da cinética de crescimento e enzimadtica das amostras de C.
parapsilosis, foi utilizado o meio tampao 4cido citrico em pH 5,0 e temperatura de 37
°C, previamente observados como as melhores condi¢des para producdo de queratinases
pelo mutante J5. Foram inoculados 10° UFC/mL das estirpes selvagem e do mutante J5
nos frascos contendo penas 1%, e diariamente aliquotas foram retiradas para a contagem
de células em Camara de Neubauer. A cinética de crescimento foi analisada (figura 21),
e pode-se observar uma queda da quantidade de células de ambas as amostras quando
inoculadas no meio com penas, seguido por um pequeno crescimento até o terceiro dia,

onde as leveduras mantiveram um crescimento estavel até o sexto dia de cultivo.
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Figura 21: Cinética de crescimento da C. parapsilosis selvagem e do mutante J5 em

meio com penas 1% como unica fonte de carbono e nitrogénio.

O extrato enzimatico foi utilizado para a realizagdo da cinética enzimética
através do ensaio da atividade queratinolitica. Ambas as amostras demonstraram a
maior atividade no 5° dia de cultivo, apesar do 3° dia de cultivo apresentar uma
atividade queratinolitica quase equivalente ao 5° dia para o mutante J5. No 6° dia de
cultivo pode-se observar uma queda na atividade enzimadtica para as duas amostras
(figura 22).

Andlises zimogréficas com a queratina co-polimerizada ao gel também foram
realizadas para a observacao da atividade das queratinases durante 6 dias de cultivo. As
figuras 23 e 24 permitem a visualizagdo de bandas de degradacdo da queratina em gel
de poliacrilamida pelas queratinases de C. parapsilosis selvagem e do mutante J5, onde
as amostras apresentaram somente uma banda de 100 kDa. Esses resultados confirmam
a atividade das queratinases através do ensaio da atividade queratinolitica demonstrado
pela figura 22, onde no 5° dia de cultivo a maior atividade queratinolitica € encontrada

em ambas as leveduras.
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Figura 22: Cinética enzimatica das leveduras C. parapsilosis e mutante J5

demonstrando a atividade queratinolitica das amostras durante 6 dias de cultivo no meio

com penas pH 5,0 a 37 °C
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Figura 23: Zimograma com queratina co-polimerizada do extrato enzimatico da estirpe

selvagem concentrado 20 vezes, durante os seis dias de cultivo. O valor a esquerda se

refere a massa molecular da banda com atividade queratinolitica.
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Figura 24: Zimograma com queratina co-polimerizada do extrato enzimatico da estirpe
de C. parapsilosis mutante J5 concentrado 20 vezes, durante os seis dias de cultivo. O

valor a esquerda se refere a massa molecular da banda com atividade queratinolitica.

7. Deteccao de proteinas nos extratos enzimaticos da estirpe

selvagem e do mutante J5 de Candida parapsilosis

Os extratos enzimaticos da estirpe selvagem e do mutante J5 foram analisados
através de dosagem, e a concentracdo de proteinas do sobrenadante foi verificada. O

mutante J5 apresentou uma concentragdo de proteinas superior a estirpe selvagem

(figura 25).
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Figura 25: Concentracdo de proteinas nos extratos enzimaticos das estirpes de Candida

parapsilosis selvagem e do mutante J5.
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8. Determinacio do pH o6timo em zimograma com queratina

incorporada

Para realizar a determinagao do pH 6timo das queratinases da estirpe selvagem
e do mutante J5, foram realizadas zimografias com o substrato queratina incorporado.
Os géis foram incubados em tampdes com diferentes valores de pH (3,0 — 9,0) e as
bandas de degradacdo podem ser visualizadas na figura 26 e 27. As duas amostras
apresentaram o mesmo perfil de atividade queratinolitica em todas as faixas de pH,
porém a intensidade das bandas de degradacdo da queratina geradas pelas queratinases
do mutante J5 foi superior as bandas da estirpe selvagem. Em valores de pH 3,0 € 4,0 as
amostras nao apresentaram atividade queratinolitica. O pH 6,0 possibilitou a melhor
atividade enzimadtica para ambas as leveduras, também sendo possivel observar as

bandas em pH 5,0; 7,0 e 8,0, com intensidades menores. Na faixa de pH 9,0 nao foi
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possivel a observacdo de bandas de degradacao.
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Figura 26: Andlise das queratinases da estirpe de C. parapsilosis selvagem em
zimograma com queratina incoporada em diferentes faixas de pH. O valor a esquerda se

refere a massa molecular da banda com atividade queratinolitica.
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Figura 27: Andlise das queratinases da estirpe mutante de C. parapsilosis J5 em

zimograma com queratina incorporada em diferentes faixas de pH. O valor a esquerda

se refere a massa molecular da banda com atividade queratinolitica.

9. Determinacdo da temperatura o6tima em zimograma com

queratina incorporada

Foram realizadas zimografias com queratina co-polimerizada ao gel para
determinar a melhor temperatura para atividade queratinolitica das amostras de Candida
parapsilosis. Os géis foram incubados nas temperaturas de 28 °C, 37 °C, 50 °C e 70 °C
durante 48 horas. As estirpes selvagem e mutante apresentaram o mesmo perfil de
atividade queratinolitica nas diferentes temperaturas, porém o mutante J5 apresentou
bandas mais intensas (figuras 28 e 29). A temperatura de 37 °C foi a melhor para a

atividade queratinolitica das amostras.
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Figura 28: Andlise zimogréfica com queratina da estirpe selvagem da estirpe de C.
parapsilosis selvagem em diferentes temperaturas. O valor a esquerda se refere a massa

molecular da banda com atividade queratinolitica.

Figura 29: Andlise zimografica com queratina da estirpe mutante de C. parapsilosis J5
em diferentes temperaturas. O valor a esquerda se refere a massa molecular da banda

com atividade queratinolitica.
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10. Atividade gelatinolitica

A atividade enzimdtica foi verificada através de dosagem utilizando como
substrato a gelatina. A estirpe mutante de C. parapsilosis J5 demonstrou uma atividade
enzimatica superior a atividade apresentada pela estirpe selvagem (figura 30).
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Figura 30: Atividade enzimdtica usando o substrato gelatina nos extratos enzimaticos

de C. parapsilosis selvagem e do mutante JS5.

11. Zimografia com diferentes substratos protéicos

Foram realizadas zimografias com diferentes substratos protéicos incorporados
para a andlise da producdo de diferentes peptidases pelas estirpes de C. parapsilosis
selvagem e dos mutantes H36, I7 e J5. As peptidases das estirpes mutantes de C.
parapsilosis apresentaram massas moleculares de tamanhos iguais ao tamanho das
peptidases da estirpe selvagem. Com o substrato gelatina incorporado ao gel, as
amostras apresentaram bandas de degradacdo na faixa de 60 kDa, sendo os mutantes
H36, 17 e J5 superiores nesta ordem em producdo enzimética do que a estirpe selvagem.
O zimograma com queratina incorporada apresentou o mesmo perfil que o substrato
gelatina em relagdo a superioridade da producdo de enzimas pelos mutantes quando
comparado com a estirpe selvagem, porém a massa molecular desta enzima ficou na

faixa de 100 kDa (figura 31).
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Figura 31: Andlise zimogréifica com os substratos gelatina e queratina dos extratos
enzimaticos das estirpes de C. parapsilosis selvagem e dos mutantes H36, 17 e J5. Os

valores a esquerda se referem, a massa molecular das bandas com atividade proteolitica.

Os substratos BSA, hemoglobina e caseina também foram utilizados nas
zimografias. Com o substrato BSA, as bandas de degrada¢do apresentam cerca de 100
kDa, sendo o mutante J5 o maior produtor da enzima responsavel pela degradacao desse
substrato, seguido pelo mutante H36 e pelo mutante 17 (figura 32). Com o substrato
hemoglobina ocorreu o mesmo perfil de degradacdo detectado para BSA, porém a
massa molecular da enzima foi de 35 kDa (figura 33). Utilizando caseina incorporada a
malha do gel, pode-se observar um perfil mais complexo de degradacdao do que os
observados nos outros substratos: bandas de degradacdo de 100 kDa foram encontradas
apresentando uma superioridade na produgdo de enzimas pelo mutante J5, e além disso,
a estirpe selvagem, o mutante H36 e o mutante J5 demonstraram uma peptidase com

massa molecular em torno de 50 kDa (figura 34).
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Figura 32: Anélise zimografica com BSA dos extratos enziméticos das estirpes de C.
parapsilosis selvagem e dos mutantes H36, I7 e J5. O valor a esquerda se refere a massa

molecular da banda com atividade proteolitica.
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Figura 33: Andlise zimografica com hemoglobina dos extratos enzimaticos das estirpes

Selvagem

de C. parapsilosis selvagem e dos mutantes H36, 17 e J5. O valor a esquerda se refere a

massa molecular da banda com atividade proteolitica.
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Figura 34: Andlise zimografica com caseina dos extratos enziméaticos das estirpes de C.
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parapsilosis selvagem e dos mutantes H36, I7 e J5. O valor a esquerda se refere a massa

molecular da banda com atividade proteolitica.

12. Classificacao das peptidases da estirpe selvagem de Candida

parapsilosis e da estirpe mutante J5

A determinagdo da classe das peptidases das estirpes de C. paraspsilosis
selvagem e do mutante J5 foi realizada por meio de enzimografias. Os extratos
enzimaticos concentrados foram submetidos a incubacdo em uma solu¢do contendo
queratina e em outra contendo gelatina por 16 horas; além disso, inibidores de
peptidases foram adicionados as misturas de reacdes. As peptidases das duas
estirpes testadas, quando foram incubadas em solucdo de queratina, apresentaram
inibicdo de suas atividades enzimaticas quando PMSF, inibidor de serina-peptidases,
estava presente nas misturas de reagdes (figuras 35 e 36). No entanto, quando as
peptidases das estirpes selvagem e do mutante J5 foram submetidas a incubacdo
com gelatina, a atividade gelatinolitica foi completamente inibida pelo inibidor de

metalopeptidases, 1,10-fenantrolina (figuras 37 e 38).
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Figura 35: Enzimografia demonstrando a inibi¢do da atividade queratinolitica das
queratinases da estirpe selvagem de C. parapsilosis selvagem pelo PMSF. Tempo 0,

queratina + extrato enzimético sem tempo de incubacao.
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Figura 36: Enzimografia demonstrando a inibi¢ao da atividade queratinolitica das
queratinases da estirpe mutante de C. parapsilosis J5 pelo PMSF. Tempo 0, queratina +

extrato enzimadtico sem tempo de incubacdo.
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Figura 37: Enzimografia demonstrando a inibi¢do da atividade de gelatinase das

peptidases da estirpe selvagem de C. parapsilosis pela 1,10-fenantrolina. Tempo O,

queratina + extrato enzimatico sem tempo de incubagao.

Enzimografia com gelatina
Estirpe mutante J5

Figura 38: Enzimografia demonstrando a inibicdo da atividade de gelatinase das

peptidases da estirpe mutante de C. parapsilosis J5 pela 1,10-fenantrolina. Tempo 0,

queratina + extrato enzimético sem tempo de incubacao.
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1. Discussdo
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As peptidases sao enzimas hidroliticas encontradas em todos os organismos
vivos e essenciais para alguns processos fisiologicos; além disso, apresentam indmeras
aplicacdes biotecnoldgicas. Dentre as peptidases encontram-se as queratinases, que
apresentam aplicacdes potenciais na degradacdo de substratos ricos em queratina, como
bioprodutos gerados principalmente por processos agroindustriais (BRANDELLI,
2008). As enzimas queratinoliticas sd@o largamente encontradas na natureza, produzidas
por vdrios microrganismos, principalmente isolados de residuos da industria avicola
(GUPTA & RAMNANI, 2006). Sendo assim, o desenvolvimento de processos que
possam converter grandes quantidades desses residuos em outros produtos tem sido
investigado (BERTSCH & COELLO, 2005; GRAZZIOTIN et al., 2007). O Brasil € o
maior exportador de frango do mundo, sendo grande o descarte de residuos ndo
comestiveis desta atividade. O descarte das penas é de grande impacto ao meio
ambiente, pois sua degradacdo € lenta, porém apresentam cerca de 90% de queratina
(ONIFADE et al., 1998), uma proteina fibrosa com estabilidade mecénica que pode ser
degradada por microrganismos produtores de queratinases.

Os microrganismos sdo excelentes fontes de peptidases com grande
diversidade estrutural e funcional, além de poderem ser manipulados geneticamente.
Um grande ndmero de bactérias e fungos € conhecido pela sua capacidade de degradar a
queratina, porém as queratinases de leveduras sdo pouco estudadas. Uma queratinase do
tipo aspartico-peptidase foi descrita em Candida albicans (HATTORI et al., 1984). Esta
espécie € responsavel por infecgdes na epiderme de frangos, causando perda de suas
penas. Esta patologia pode estar relacionada a capacidade destes microrganismos de
produzirem queratinases (KUTTIN, BEEMER, & MEROZ, 1976). No entanto, os
estudos da producdo de queratinases nas espécies de Candida sao raros, o que dificulta a
compreensdo dos mecanismos de producdo dessas enzimas por estas leveduras.

Foi utilizada neste estudo uma estirpe de C. parapsilosis queratinolitica
isolada da indistria avicola. Visando um possivel aumento da producio de queratinases
por esta levedura, foi realizada a mutagénese com o agente alquilante etil
metanosulfonato (EMS).

A eficdcia da mutagénese com agentes quimicos e fisicos para o isolamento de
mutantes com capacidade aumentada para a producdo de enzimas, tem sido
demonstrada em alguns estudos. SHU-FEI et al. (2008) utilizaram irradiagdo de

microondas ¢ EMS para aumentar a produc¢do de -mananase, enzima capaz de clivar

ligacdes B-1,4 entre unidades de manose, em Aspergillus niger LW-1. NANMOR]I,
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NUMATA & SHINKE (1987) trataram uma estirpe de Bacillus cereus produtora de [3-
amilase com MNNG e selecionaram um mutante que apresentou uma atividade de [3-
amilase cerca de cinco vezes maior que a estirpe selvagem. A luz ultravioleta foi usada
como ferramenta para aumentar a secre¢do de proteinas em Ophiostoma floccosum, um
fungo ascomiceto frequentemente isolado de madeira. Para confirmar o aumento da
secrecdo de proteinas pelo mutante, a atividade da amilase foi usada como parametro, e
foi observado um aumento de seis vezes na secre¢dao de proteinas em relacdo a estirpe
selvagem (WU et al., 2006). Para o aumento da expressdao de a-galactosidase, WANG
et al. (2004) empregaram a mutagé€nese utilizando EMS e MNNG.

No presente estudo, o isolamento de trés mutantes de Candida parapsilosis foi
realizado, os quais foram denominados H36, 17 e J5 apresentando um aumento na
expressao de queratinases em torno de 40%, 50% e 70% respectivamente, em relacdo a
estirpe selvagem. Os mutantes obtidos com esta metodologia também passaram a
expressar uma maior quantidade de outras peptidases capazes de degradar gelatina,
caseina, BSA e hemoglobina.

O tnico relato na literatura que trata de mutagénese quimica para o aumento
da expressdo de queratinases, além do presente estudo, descreve o tratamento de uma
estirpe de Bacillus subtilis com o agente mutagénico MNNG, tendo como resultado o
isolamento de um mutante denominado KD-N2 com atividade queratinolitica duas
vezes superior a estirpe selvagem (CAI, LOU, & ZHENG, 2008). Os resultados do
presente trabalho com a levedura C. parapsilosis foram similares aos resultados obtidos
com o B. subtilis, o que refor¢a a importancia do uso de uma técnica simples como a
mutagénese quimica para aumentar a atividade enzimadtica dos microrganismos. CAI,
LOU, & ZHENG (2008) realizaram a selecdo dos mutantes através de placas contendo
agar-caseina para avaliar a producdo de queratinase, ao contrério deste estudo, no qual
os mutantes os mutantes foram selecionados em 4gar contendo queratina extraida de
penas de frango.

Nos resultados apresentados no presente trabalho, os zimogramas com o
substrato caseina incorporado a malha do gel demonstraram a presenca de uma
peptidase migrando na faixa de 100 kDa. Nas zimografias com queratina e BSA
incorporados ao gel, as peptidases encontradas apresentaram a mesma massa molecular

de 100 kDa. E possivel que a mesma peptidase esteja envolvida na degradagdo dos trés
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substratos, contudo ndo se pode fazer esta afirmacao, pois testes comprobatorios teriam
que ser realizados.

Através dos zimogramas realizados nesse estudo, foi observado que o agente
quimico EMS permitiu a producdo de mutantes com atividade enzimdtica superior a
estirpe selvagem através de bandas de degradacdo mais intensas. Em geral, as estirpes
mutantes apresentaram as mesmas massas moleculares das peptidases da estirpe
selvagem. Embora peptidases com massa molecular de 100 kDa tenham sido
encontradas com queratina, BSA e caseina, uma outra peptidase com massa molecular
de 50 kDa foi detectada com o substrato caseina em todas as amostras testadas, com
excecao do mutante I7.

Quando gelatina e hemoglobina foram incorporadas na malha do gel, foram
observadas enzimas de 60 kDa e 35 kDa, respectivamente. Segundo GUPTA &
RAMNANI (2006), as queratinases apresentam massa molecular entre 18 e 200 kDa. O
menor valor, 18 kDa, foi descrito para Streptomyces albidoflavus SK 1-02 (CHITTE et
al., 1999) e o maior, 200 kDa, para Kocuria rosea e Fervidobacterium islandicum AW-
1 (NAM et al., 2002; BERNAL et al., 2003).

As queratinases podem degradar muitos substratos protéicos e podem ser ativas
contra substratos soliiveis e insoliveis. Entre os substratos soliveis, sdo capazes de
hidrolisar a caseina, gelatina, BSA e hemoglobina. Entre os substratos insoldveis ji
reportados na literaura estdo as penas, 13, seda, coldgeno, elastina, cabelo, azoqueratina
e unhas (GUPTA & RAMNANI, 2006). A levedura C. parapsilosis mostrou neste
trabalho a producdo de peptidases com habilidade para degradar muitos substratos
soliveis, além da queratina em pd, que € um substrato parcialmente insoltvel.

A presenca de atividade proteolitica foi descrita em Candida lipolytica e Candida
rugosa, sendo estas espécies importantes do ponto de vista clinico (NOGUEIRA DE
MELO et al., 2007). No estudo citado anteriormente, os substratos protéicos gelatina,
caseina, BSA e hemoglobina foram usados em zimografias. C. lipolytica apresentou
uma peptidase de 60 kDa em gelatina como substrato, enquanto C. rugosa apresentou
bandas de 50 kDa, 94 kDa e 120 kDa com gelatina, caseina ¢ BSA como substratos
protéicos As estirpes de C. parapsilosis utilizadas neste trabalho apresentaram uma
peptidase de 60 kDa em zimograma com gelatina incorporada, semelhante a amostra de
C. lipolytica do trabalho citado anteriormente.

Diferentes substratos protéicos também foram utilizados para analisar

peptidases de Pseudallescheria boydii, e duas bandas de degradacdo foram observadas
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em BSA, caseina e hemoglobina, com massa molecular de 35 e 28 kDa nos substratos
descritos acima, enquanto que em gelatina as peptidases ndo demonstraram atividade
(SILVA, et al, 2006).

Neste trabalho, foi demonstrado que a levedura C. parapsilosis isolada de
residuos da industria avicola apresenta peptidases capazes de degradar, além da
queratina, a caseina, o BSA, a hemoglobina e a gelatina. Estudos anteriores descrevem a
producdo de peptidases intimamente ligada a fatores ambientais, principalmente quando
relacionados a leveduras do género Candida em casos clinicos, sugerindo que a
producdo dessas peptidases esteja envolvida com fatores de viruléncia desses
microrganismos (SANTOS et al, 2005). Em 1993, FUSEK et al. descreveram duas
aspartico-peptidases de C. parapsilosis com capacidade de degradar BSA.

Para a realizacdo da degradagcdao completa ou parcial da queratina, a literatura
apresenta microrganismos que precisam permanecer no meio de cultivo por até 10 dias,
como a Thermoanaerobacter keratinophilus e o Bacillus licheniformis PWDI1
(WILLIAMS et al., 1990; RISSEN & ANTRANIKIAN, 2001). Outros microrganismos
conseguem degradar a queratina em até 48 horas como Fervidobacterium pennavorans
(FRIEDRICH & ANTRANIKIAN, 1996) e Fervidobacterium islandicum AW-1 (NAM
et al., 2002). As leveduras utilizadas neste trabalho permaneceram por 6 dias no meio
de cultivo contendo penas inteiras, porém mesmo sendo capazes de produzir uma
quantidade razodvel de queratinases ndo sdo capazes de degradar completamente as
penas.

A estirpe selvagem e o mutante J5 de C. parapsilosis estudados neste trabalho
apresentaram a melhor atividade queratinolitica no 5° dia de cultivo. Porém, no 3° dia de
cultivo esta estirpe também apresentou uma excelente atividade. As amostras testadas
se encontravam na fase estaciondria no pico de sua atividade queratinolitica.
SUNTORNSUK & SUNTORNSUK (2003) relataram que a amostra de Bacillus sp. FK
46 isolada de solo demonstrava sua melhor producdo de queratinases no 5° dia de
cultivo em fermentac@o submersa, com penas como Unica fonte de carbono e nitrogénio.

Os mecanismos de degradacdo da queratina ndo s@o ainda completamente
conhecidos. Entretanto, sabe-se que, provavelmente, muitos componentes podem estar
envolvidos incluindo as peptidases. Nao é conhecida a producdo de enzimas que clivam
as pontes dissulfeto nas espécies de leveduras do género Candida, nem a producio de

compostos, como o sulfito, que auxiliam na hidrélise das pontes dissulfeto. Outros

57



estudos precisam ainda ser feitos no género para uma melhor compreensio do
mecanismo queratinolitico nestes microrganismos.

Os parametros fisicos sdo importantes fatores para a producdo de
queratinases, e sdo especificos de acordo com a espécie estudada. A temperatura de
cultivo para a produ¢do de queratinases pode variar de 70 °C no caso de
Fervidobacterium pennavorans (FRIEDRICH & ANTRANIKIAN, 1996) a 20 °C para
o cultivo de Stenotrophomonas sp. DI(YAMAMURA et al., 2002), mas a faixa de
temperatura mais relatada na literatura varia de 28 a 50 °C. A maioria dos estudos sobre
a producdo de queratinases relata a producdo dessas enzimas em pH alcalino de 6 a 9
para a maioria dos microrganismos. (GUPTA & RAMNANI, 2006). No entanto, a
producdo de queratinases ja foi descrita na faixa de pH de 5 a 6 para Bacillus pumilis
(PISSUWAN & SUNTORNSUK, 2001).

A estirpe selvagem e a estirpe mutante J5 de C. parapsilosis demonstraram a
melhor produgdo de queratinases em pH 5,0, ou seja, em pH 4cido, diferentemente da
maioria dos microrganismos. Em pH 4,0, as amostras também apresentaram atividade
queratinolitica, mas muito reduzida se comparada com o cultivo em pH 5,0.

A temperatura de cultivo que mais favoreceu a producdo de queratinases na
estirpe mutante J5 foi 37 °C, sendo esta producdo queratinolitica 70% superior a
producdo da estirpe selvagem na mesma temperatura. Em 28 °C a atividade
queratinolitica do mutante foi um pouco reduzida, enquanto a atividade queratinolitica
da estipe selvagem aumentou duas vezes se comparada com o cultivo em 37 °C. Na
temperatura de 46 °C, as queratinases ndo apresentaram atividade, talvez porque essa
temperatura tenha inibido também o crescimento da levedura, mas como as células ndo
foram contadas, pois o objetivo do experimento era apenas analisar a producdo de
queratinases em diferentes temperaturas, nao podemos fazer esta afirmacao.

Geralmente o pH 6timo para a atividade queratinolitica é neutro ou alcalino,
como os descritos para Microbacterium sp. Krl10 e Bacillus pseudofirmus FA30-10, que
sdo respectivamente na faixa de 7,5 ¢ 9-10 (THYS & BRANDELLI, 2006; KOJIMA et
al., 2006). Através de zimogramas com queratina co-polimerizada a malha do gel, as
queratinases das estirpes selvagem e do mutante J5 apresentaram pH 6timo em torno de
6,0, se diferenciando da maioria das queratinases. A temperatura 6tima das queratinases
varia de 30 °C a 80 °C. Excepcionalmente, a enzima do terméfilo Fervidobacterium

islandicum AW-1 apresenta sua temperatura 6tima em 100 °C (NAM et al., 2002). No
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presente trabalho, as peptidases das amostras testadas apresentaram sua melhor
atividade em 37 °C.

A maioria das queratinases descritas pertence a classe das serina peptidases ou
metalopeptidases, independentemente do microrganismo. Logo, PMSF e 1,10-
fenantrolina sdo potenciais inibidores dessas peptidases (DOZIE, OKEKE & UNAEZE,
1994; RIFFEL et al., 2003). Chryseobacterium sp. kr6 produz uma peptidase com
atividade queratinolitica que € inibida na presenca de 1,10-fenantrolina, indicando sua
classificacdo como metalopeptidases (RIFFEL et al., 2007). Uma queratinase do tipo
serina-peptidase foi encontrada em Trichophyton sp. HA-2, e a amostra queratinolitica
foi selecionada através da utilizacdo do meio dgar-queratina (ANBU et al., 2008). B.
subtilis RM-01 apresenta a producdo de uma serina-peptidase dependente de ferro
caracterizada como uma B-queratinase de 20 kDa (RAI, KONWARH & MUKHERIJEE,
2009). As queratinases da estirpe selvagem e do mutante J5 foram fortemente inibidas
por PMSF, indicando que seriam serina peptidases, como a maioria das queratinases.
No entanto, quando o substrato gelatina foi utilizado, a atividade proteolitica foi inibida
por 1,10-fenantrolina, enquanto o PMSF ndo foi capaz de impedir a degradacdo do
susbtrato. Dessa forma, pode-se sugerir que as leveduras utilizadas neste trabalho
produzem pelo menos duas peptidases diferentes, uma pertencente a classe das serina
peptidases com habilidade para degradar queratina e outra da classe das
metalopeptidases com capacidade de degradar gelatina.

A diversidade dos mecanismos cataliticos, incluindo serina e
metalopeptidases, pode ter um importante efeito no meio ambiente, onde consércios de
microrganismos podem hidrolisar queratina mais facilmente que um tnico
microrganismo (ICHIDA et al., 2001). Em adi¢do, a clivagem das pontes dissulfeto
pode ocorrer para uma melhor degradacdo da proteina (KUNERT, 1992). As
queratinases sao endopeptidases que apresentam atividade para diversos substratos
protéicos e sua habilidade para degradar a queratina pode estar associada com a acao
cooperativa de varias enzimas (YAMAMURA et al., 2002; GIONGO et al., 2007).

O uso dos microrganismos queratinoliticos surgiu como uma alternativa para a
reciclagem de bioprodutos que contenham queratina, gerados principalmente pelas
industrias avicolas e de couro.

No presente trabalho, conseguiu-se aumentar em 70% a producdo de
queratinases de uma estirpe de C. parapsilosis, e tendo em vista que essas enzimas

apresentam diversas aplicagdes industriais, o mutante J5 pode ser utilizado para

59



produzir queratinases que atuem em diversas dreas biotecnoldgicas. Exemplos de
aplicagdes, seriam o melhoramento do valor nutricional de ragdes animais, formulagdo
de cosméticos que contenham essa enzima, e formulagdes tdpicas para eliminacdo de
acne e psoriase, além de poderem ser utilizadas para aumentar a absor¢do de drogas

através da placa ungueal, ja que € grande a dificuldade de tratamento de onicomicoses.
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VI. Conclusoes



As queratinases sdo peptidases importantes para o tratamento de residuos ricos
em queratina. O aumento da informag¢do sobre microrganismos queratinoliticos e sobre
as propriedades bioquimicas das queratinases € importante para um melhor
entendimento sobre a degradag¢do da queratina. Essa grande quantidade de informacoes
que estdo sendo disponiveis leva ao desenvolvimento de produtos e processos
relacionados ao adequado manejo de residuos através da reciclagem de bioprodutos
agroindustriais. Sendo as queratinases de leveduras do género Candida muito pouco
estudadas, o presente trabalho conseguiu caracterizar peptidases de uma amostra de
Candida parapsilosis e gerar mutantes através do uso do agente mutagénico etil
metanosulfonato com uma maior expressao de queratinases e peptidases.

Com base nos resultados obtidos podemos concluir que:

- A mutacdo com o agente mutagé€nico etil metanosulfonato foi capaz de
aumentar a produgdo de queratinases pela estirpe de Candida parapsilosis isolada de
residuos da industria avicola.

- Os trés mutantes de Candida parapsilosis denominados H36, 17 e J5
apresentam uma atividade queratinolitica respectivamente 40%, 50% e 70% superior a
estirpe selvagem.

- As queratinases do mutante J5 e da estirpe selvagem apresentaram uma
melhor atividade queratinolitica no 5° dia de cultivo quando foi realizada uma cinética
enzimadtica através de dosagens queratinoliticas e zimografias com queratina co-
polimerizada.

- Foram determinados o pH e a temperatura Otimos para a atividade
queratinolitica dos sobrenadantes de cultura das amostras de C. parapisilosis, onde as
duas estipes tiveram seu maximo de atividade em pH 6,0 e temperatura de 37°C.

- A mutagénese foi capaz de aumentar a produgdo de outras peptidases além da
queratinase, como peptidases capazes de degradar BSA, gelatina, caseina e
hemoglobina.

- As amostras apresentaram a produgdo de metalopeptidases com capacidade
de degradar gelatina e serina peptidases com atividade queratinolitica.

- Tendo em vista o enorme potencial das queratinases em aplicagdes
industriais, as queratinases dos mutantes de C. parapsilosis podem apresentar
aplicacoes em diversas dreas como em cosméticos, formulacdes tdpicas para

onicomicoses, entre outras aplicagdes.
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