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APRESENTACAO

Sabe-se que as Ciéncias Biologicas envolvem multiplas areas do conhecimento que
se dedicam ao estudo da vida e dos seus processos constituintes, sejam essas relacionadas
a saude, biotecnologia, meio ambiente e a biodiversidade. As Ciéncias bioldgicas
apresentam singularidades como campo de conhecimento e caracteristicas proprias em
relacdo as demais Ciéncias, exibindo caracteristicas especificas em termos de objetos
que estudam, objetivos que almejam, métodos e técnicas de pesquisa, linguagens que
empregam, entre outros. Dentro deste contexto, o E-book “Ciéncias Bioldgicas: realidades
e virtualidades” esta organizado com 22 capitulos escritos por diversos pesquisadores do
Brasil, resultantes de pesquisas de natureza basicas e aplicadas, revisdes de literatura,
ensaios tedricos e vivéncias no contexto educacional.

No capitulo “BACTERIAS ENTOMOPATOGENICAS COM POTENCIAIS DE
CONTROLE BIOLOGICO” Alves e colaboradores efetivaram uma revisdo de literatura
explicitando as principais bactérias com potenciais de controle biolégico, buscando
caracterizar suas particularidades e aplicagbes na agricultura. Cordeiro e Paulo em
“DETERMINACAO DOS DADOS DE COEFICIENTE DE PARTICAO DA LINHAGEM
BACTERIANA LACTOBACILLUS ACIDOPHILUS ATCC 4356 NOS SISTEMAS AQUOSOS
BIFASICOS, FORMADOS PELA DEXTRANA NATIVA E PELO PVA” apresentam no
capitulo o emprego dos sistemas aquosos bifasicos utilizando poliacetato de vinila
(PVA) e um exopolissacarideo, identificado como dextrana, produzido pelo Leoconostoc
pseudomesenteroides R2, e verificaram que esta consiste em uma alternativa excelente
de imobilizagcdo de células bacterianas para promover a encapsulagdo, protegendo os
microorganismos das intempéries do ambiente.

Vila e Saraiva no capitulo “CONDICOES FISICOQUIMICAS PARA A PRODUCAO
DE CAROTENOIDES POR FLAVOBACTERIUM SP.” estudaram os fatores fisico-quimicos
como a temperatura, fontes de carbono e nitrogénio e composicdo mineral na producéo
de carotendides de um isolado antartico identificado como Flavobacterium sp. No capitulo
“IMOBILIZACAO DE FRUTOSILTRANSFERASE EM SILICA GEL E BUCHA VEGETAL
PARA A SINTESE DE FRUTOOLIGOSSACARIDEOS” os autores apresentam a influéncia
da temperatura de imobilizacdo na velocidade e rendimento de imobilizagédo de enzimas
Frutosiltransferase extracelulares de Aspergillus oryzae IPT-301 imobilizadas em silica gel,
assim como a atividade recuperada e estabilidade destas enzimas imobilizadas em bucha
vegetal.

Costa e colaboradores em “BIOPROSPECCAO DE FUNGOS AMAZONICOS
PRODUTORES DE L-ASPARAGINASE EXTRACELULAR? realizaram uma bioprospeccao
através de fungos filamentosos produtores de Lasparaginase extracelular provenientes de
solos Amazonicos da area territorial da cidade de Coari, Amazonas. No capitulo “TESTES DE
SUBSTRATOS PARA PRODUCAO DE HIDROLASES DE INTERESSE BIOTECNOLOGICO



DE FUNGOS FILAMENTOSOS DA AMAZONIA” Costa e colaboradores testaram diferentes
residuos agricolas (cascas de castanha-do-para, mandioca e banana) como substratos
para producao de hidrolases por fungos filamentosos amazénicos no municipio de Coari,
amazonas.

De autoria de Fernandes e Colaboradores, o capitulo “DIVERSIDADE DE USO
MEDICINAL DA FLORA EM UMA AREA DE CERRADO NA CHAPADA DO ARARIPE, NE,
BR” realizaram um levantamento da diversidade de plantas medicinais em uma area de
Cerrado na Chapada do Araripe, e investigaram a percep¢do da comunidade local sobre
a aplicabilidade dessa flora em enfermidades e as epistemologias envolvidas nesses
conhecimentos. Em “ETNOECOLOGIA: TRANSVERSALIDADE PARA A CONSERVACAO
DE AREAS NATURAIS PROTEGIDAS” Dutra e colaboradores desenvolveram um ensaio
explorando a relevancia da transversalidade entre a Etnoecologia e a Educagdo Ambiental
para a conservacéao da biodiversidade de areas naturais protegidas.

Albuquerque e colaboradores em “DESEQUILIBRIOS AMBIENTAIS OCASIONADOS
POR LIXEIRAS VICIADAS NA CIDADE DE MANAUS — AM” realizaram uma revisao
da literatura com bases de dados especializadas sobre as problematicas ambientais
ocasionadas por lixeiras viciadas na cidade de Manaus — AM. De autoria de Almeida
Junior e colaboradores, o capitulo “RESISTENCIA AO TRIPES DO PRATEAMENTO
ENNEOTHRIPS FLAVENS MOULTON (THYSANOPTERA: THRIPIDAE) NOS GENOTIPOS
DO AMENDOINZEIRO ARACHISHYPOGAEAL. ERETQO” avaliaram a resisténcia aos tripés,
a interacéo de gendtipos e inseticida e o potencial produtivo de gendétipos de amendoim.

No capitulo “ACAO DE BIOESTIMULANTES VIA TRATAMENTO DE SEMENTES
PARA GERMINACAO E DESENVOLVIMENTO DE PLANTULAS DE CUCURBITA
MOSCHATA L.” Matsui e colaboradores avaliaram a emergéncia e desenvolvimento de
plantulas de Cucurbita moschata provenientes de sementes tratadas com um bioestimulante
e um extrato de algas. Veras e colaboradores em “LEVANTAMENTO DE FORMIGAS EM
AREAS ANTROPOMORFIZADAS NA UNIVERSIDADE ESTADUAL DO PIAUI, TERESINA
— PI”, realizaram um levantamento dos géneros de formigas encontradas em areas
antropomorfizadas, especificamente locais de alimentac@o, na Universidade Estadual do
Piaui (UESPI), no campus Poeta Torquato Neto, Piaui.

Silva, Teixeira e Sesterheim em “INFLUENCIA DO ENRIQUECIMENTO AMBIENTAL
SOBRE A PRODUCAO DE RATOS LEWIS EM UM CENTRO DE PESQUISA” avaliaram a
influéncia do enriquecimento ambiental nos indices zootécnicos de unidades reprodutivas
de ratos Lewis. Em “PROCEDIMENTOS DA BIOLOGIA MOLECULAR UTILIZADAS PARA
DESVELAR CRIMES” Aguiar e colaboradores apresentam os principais métodos que a
biologia molecular e a genética forense dispdem para desvendar e entender os diversos
tipos de crimes por intermédio dos marcadores moleculares.

Aguiar e colaboradores em “METODO SOROLOGICO E MOLECULAR DA
TOXOPLASMOSE” discutem aspectos do diagndstico sorolégico e molecular da



toxoplasmose. Os autores ainda identificaram a importancia do conhecimento sobre a
infeccao pelos profissionais de saude, visto que o diagnostico correto resulta da correlagao
das variaveis clinicas com a resultados de anélises laboratoriais. Em “PROFISSIONAIS
DOS CUIDADOS DE SAUDE, DIGNIDADE HUMANA E BIOETICA” Rocha, Chemin
e Meirelles efetivaram uma revisdo bibliografica apresentando a Bioética como uma
ferramenta norteadora para compatibilizar as necessidades de pacientes e o respeito a
profissionais dos cuidados de Saude, também detentores de dignidade.

No capitulo “O JOGO COMO UMA ESTRATEGIA DIDATICA PARA O ENSINO DA
EVOLUCAO VEGETAL” Fernandes e Souza Junior analisaram a eficacia do jogo didatico
“Detetive — Evolucdo Vegetal” no processo de ensino-aprendizagem de estudantes do
ensino fundamental de uma escola municipal de Ceara-Mirim, Rio Grande do Norte,
observando a influéncia da estratégia didatica utilizada para a compreensao da evolugcéao
das plantas através dos seus taxons: britfitas, pteridofitas, gimnospermas e angiospermas.
Santos, Conceigdo e Sales no capitulo “JOGO “BINGO DA REVISAO”: APLICACAO DE
INSTRUMENTO PEDAGOGICO NAS AULAS DE CIENCIAS NUMA ESCOLA PUBLICA
DO MUNICIPIO DE ALAGOINHAS-BA” avaliaram a relevancia do jogo “Bingo da Revis&o”
como uma atividade ludica para melhoria da aprendizagem e instrumento de reviséo para
os discentes do ensino fundamental, na Escola Estadual Luiz Navarro de Brito, municipio
de Alagoinhas, Bahia.

Maximo e Krzyzanowski Junior no capitulo “AS REDES SOCIAIS NO PROCESSO
DE BUSCA DE INFORMAGOES CIENTIFICAS NO ENSINO MEDIO: UM ESTUDO DE
CASO NAS AULAS DE MICROBIOLOGIA” fizeram um levantamento e verificaram os tipos
de fontes que estdo sendo utilizadas pelos estudantes da educagéo basica nas pesquisas
sobre assuntos cientificos, com énfase em temas da microbiologia. No capitulo “A
EXPERIMENTACAO NO ENSINO DE CIENCIAS: EM BUSCA DE UMA APRENDIZAGEM
SIGNIFICATIVA” Souza e colaboradores apresentam um relato de experiéncia de ex-
bolsistas do PIBID/UESC-Biologia sobre o desenvolvimento de uma aula prética utilizando
a metodologia experimentacdo com turmas do ensino fundamental em uma instituicédo da
rede publica de llhéus, Bahia.

Em “DEMOCRATIZACAO DO CONHECIMENTO CIENTIFICO: A EXPERIENCIA
DO PROJETO “SABERES DA MATA ATLANTICA” Agrizzi, Teixeira e Leite apresentam e
discutem as iniciativas e os impactos alcancados pela proposta de populariza¢do da ciéncia
do projeto “Saberes da Mata Atlantica”, desenvolvido pelo grupo de pesquisa BIOPROS,
da Universidade Federal de Vigosa, Minas Gerais. Rodrigues e Sousa em “OBJETOS DE
APRENDIZAGEM MULTIMIDIA E ENSINO DE BIOLOGIA: UMA ABORDAGEM SOBRE
BIOMAS BRASILEIROS” investigaram alguns objetos de aprendizagem destinados ao
ensino de Biologia, que realizam uma abordagem sobre os biomas brasileiros, analisando
as abordagens dos conteudos biolégicos, com base em referenciais da area e em suas

aproximagdes com documentos oficiais da educacgéo brasileira, propondo sugestdes sobre



suas possibilidades de utilizagéo.

Em todos os capitulos, percebe-se uma linha condutora envolvendo diversas areas
das Ciéncias Biolégicas, como a Microbiologia, Micologia, Biologia Celular e Molecular,
Botanica, Zoologia, Ecologia, bem como, pesquisas envolvendo aspectos das Ciéncias
da Saude, Ciéncias Ambientais, Educacéo em Ciéncias e Biologia. Espero que os estudos
compartilhados nesta obra contribuam para o enriquecimento de novas praticas académicas
e profissionais, bem como, possibilite uma viséo holistica e transdisciplinar para as Ciéncias
Biologicas em sua total heterogeneidade e complexidade. Desejo a todos uma boa leitura.

Clécio Danilo Dias da Silva
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RESUMO: A L-asparaginase € uma enzima que
desempenha um papel fundamental na industria
farmacéutica e alimenticia. No entanto, sua
maior aplicagédo tem sido na terapia da Leucemia
Linfoblastica Aguda (LLA). A L-asparaginase
atua hidrolisando asparagina livre, e pode ser
encontrada em alguns organismos eucariontes e
procariontes. As enzimas utilizadas mundialmente
como antileucémico séo de origem procaritica,
sendo a E. coli sua principal representante.
Contudo, taisfarmacos causam hipersensibilidade
imunolégica aos humanos, motivo pelo qual os
fungos filamentosos possibilitam a substituicédo
viavel da L-asparaginase procaribtica, pois séo
enzimas de origem eucarionte, de facil cultivo,
mais compactas e com alta afinidade. Além disso,
esses organismos podem produzir enzimas
extracelulares, facilitando os processos de
purificagdo. Nesse contexto, o bioma Amazdnico
destaca-se por sua biodiversidade, por seu
vasto campo inexplorado e seu grande potencial
microbiolégico. O objetivo do presente trabalho é
prospectar fungos filamentosos provenientes de
solos Amazénicos produtores de L-asparaginase
extracelular. Durante o estudo foram isoladas 63
cepas de amostras do solo do Centro de Apoio
a Pesquisa do Médio Solimbes na cidade de
Coari —Amazonas, através da técnica de diluicéo
seriada. Apds o isolamento, dezessete colbnias
foram selecionadas para o teste de produgéo por
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fermentacdo em Meio Czapek Dox’s modificado. Na 12 Etapa, pré-fermentativa, foi obtido a
massa micelial, a qual foi recuperada por filtragcdo e submetida a 2% Etapa, fermentativa (meio
de cultivo suplementado com 0,07% de azul de bromotimol), para a indugcéo de atividade
asparaginolitica extracelular. Todos os fungos isolados foram conservadas por congelamento
simples com solucédo de glicerol a 20%. A avaliacdo qualitativa da atividade enzimética de
L-asparaginase foi observada a partir da mudanca de coloragdo do meio de cultivo amarelo
para azul em 8 dos 17 fungos testados, indicando que os fungos amazénicos podem ser uma
nova fonte a ser explorada para a producédo enzimatica de L-asparaginase extracelular.
PALAVRAS-CHAVE: Leucemia Linfoblastica Aguda; Asparagina; Fungos Filamentosos;
Bioma Amazdnico.

BIOPROSPECTION OF AMAZON FUNGI EXTRACELLULAR L-ASPARAGINASE
PRODUCERS

ABSTRACT: L-asparaginase is an enzyme that plays a fundamental role in pharmaceutical
and food industry. However, its greatest application has been in acute lymphoblastic
leukemia (ALL) therapy. L-asparaginase acts by hydrolyzing free asparagine, and can be
found in some eukaryotic and prokaryotic organisms. Such enzymes, worldwide used as
antileukemics, comes from prokaryotics, and E. coli are their main representatives. However,
these drugs cause immunological hypersensitivity to humans. Thus, filamentous fungi enable
the viable substitution of prokaryotic L-asparaginase, as they are enzymes from eukaryotics,
easy to grow, more compact and with high affinity. In addition, they can use extracellular
enzymes, facilitating purification processes. In this context, the amazonic biome stands out
for its biodiversity, its vast unexplored field and its great microbiological potential. This work
aims to prospect the filaments of fungi affiliated to amazonian producers of extracellular
L-asparaginase. During the study, 63 pieces of soil were isolated from the Research Support
Center of the Middle Solimdes in the city of Coari - Amazonas, using the serial dilution
technique. After isolation, seventeen colonies were selected for fermentation production test
in the modified Czapek Dox’s Medium. In the first one, pre-fermentative stage, was got the
mycelial mass, which was recovery by filtration and then submitted to the second stage, the
fermentative one (culture medium supplemented with 0.07% bromothymol blue), to induce
extracellular asparaginolytic activity. All isolated fungies were preserved by simple freezing
with 20% glycerol solution. A qualitative evaluation of the enzymatic activity of L-asparaginase
was observed from the color change of the yellow to blue culture medium in 8 of the 17 fungi
tested, that Amazonian fungi can be a new source or explored for the enzymatic production of
L - extracellular asparaginase.

KEYWORDS: Acute Lymphoblastic Leukemia; Asparagine; Filamentous Fungi; Amazonic
Biome.

11 INTRODUGAO
A L-asparaginase ou L-asparagina amidohidrolase — E.C. 3.5.1.1. (IlUBMB, 1961),

€ uma enzima que possui aplicagdes importantes na industria farmacéutica e alimenticia.
Ela pertence a classe das hidrolases e atua em ligagdes de carbono e amidas lineares,

catalisando a reag@o de asparagina livre em acido aspartico e amoénio. As reagbes de
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hidrolise acontecem a partir da quebra de uma Unica molécula com adicdo de elementos
da agua, resultando em uma despolimerizagcdo da enzima (VERMA et al., 2007; NELSON
e COX, 2014; CANDIDO, 2015).

A acdo da L-asparaginase foi perceptivel a partir de estudos pioneiros iniciados por
Clementi (1922), que estudava linfomas em mamiferos, onde foi observado que o soro de
18 porquinhos-da-india (Cavia porcellus) ocasionava a morte dos linfomas, porém, ndo se
sabia ainda qual substancia era responsavel pela morte dos linfomas. Kidd (1953), também
pdde observar que quando induzia em camundongos o crescimento de tumores, eles
entravam em remiss&o ou eram inibidos pelo soro de porquinhos-da-india (Cavia porcellus)
que era usado como tratamento. Ainda no mesmo estudo, o autor realizou testes com soro
humano, no qual ndo obteve resultados positivos (SREENIVASULU et al., 2009).

Partindo desses estudos, Broome (1963), analisou os resultados de Clementi (1922)
e Kidd (1953) e concluiu que a regresséao dos linfomas transplantados em camundongos
tinha haver com a dependéncia nutricional das células malignas, e realizou testes para
descobrir qual substancia tinha correlagdo com a doenca, e partir disso descobriu-se que
a L-asparagina estava diretamente envolvida com a dependéncia nutricional das células
malignas, concluindo assim que a atividade antineoplasica do soro foi causada pela enzima
L-asparaginase (SREENIVASULU et al., 2009).

Diante disto, Sanson e Jaskolski (2004), sugerem que o mecanismo de reacao
da L-asparaginase ocorre a partir de um ataque nucleofilico pela enzima, no carbono da
amida da asparagina, gerando um intermediario, o beta-acil-enzima, que sofre um novo
ataque nucleofilico por uma molécula de agua (FIGURA 1). O resultado final da reacéo é a
transformagéo do aminoacido asparagina em acido aspartico e amonia.

L-Asparaginase L-Asparaginase

Mue L- Asparaginase Muc
MNH; ' (

NH;} Nuc
- )\/<
L-asparagine )_\ [_\
e

Beta-acyl-enzym
MHz intermediate

L-aspartate

Figura 1 — Mecanismo de reacéo da L-asparaginase
Fonte: Sanson e Jaskolski (2004).

Devido ao seu mecanismo de acdo, a L-asparaginase é bastante utilizada pela
industria alimenticia, atuando na redugé@o dos niveis de acrilamida. Alguns alimentos,
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quando expostos a altas temperaturas formam acrilamida, uma neurotoxina altamente
cancerigena, da qual o amino4cido asparagina e agUcares redutores contribuem para
sua formacédo. No entanto, faz-se uso da L-asparaginase durante os processos industriais
alimenticios para evitar a formagédo da neurotoxina citada (CANDIDO, 2015).

Outra aplicacao importante da enzima L-asparaginase tem sido realizada pela
industria farmacéutica. Estudos clinicos comprovam a eficacia desta enzima em tratamentos
quimioterapicos de doencas como melanossarcoma, leucemia mielomonocitica, linfoma
de Hodgkin e linfosarcoma, no entanto, dentre todas as indicagbes de tratamento com
L-asparaginase, sua maior aplicacdo tem sido na terapia da Leucemia Linfoblastica Aguda
ou Leucemia Linfoide Aguda (LLA) (THOMAS et al., 2010; ZUO et al., 2014).

A enzima L-asparaginase € o principal agente terapéutico utilizado no tratamento
da LLA, com resultados promissores a cerca de 90% de cura entre criancas e 50% de
remiss@o completa entre adultos (VERMA et al., 2007; ABRALE, 2016).

A eficacia do tratamento € justificada pelo ndo comprometimento das células
saudaveis, pois as mesmas possuem a capacidade de sintetizar o0 aminoacido asparagina
para suas necessidades metabdlicas no citoplasma, utilizando a enzima asparagina
sintetase, 0 que ndo ocorre entre células malignas. (NARTA et al., 2007; VAN DEN BERG,
2011).

A L-asparaginase pode ser encontrada em diversos seres vivos, tais como
animais, vegetais, bactérias, fungos e algas. Porém, as enzimas utilizadas mundialmente
no tratamento quimioterapico tém sido produzidas pela bactéria Escherichia coli, o que
causam diferentes reacdes adversas por conta da hipersensibilidade imunolégica (VAN
DEN BERG, 2011; CACHUMBA et al., 2016).

O fungo, por sua vez, é de facil cultivo e pode produzir enzimas de forma extracelular.
Alguns autores acreditam que sua producdo extracelular poderia facilitar em processos
de downstream, tal condicdo causaria menos efeitos adversos. Devido as caracteristicas
encontradas nos fungos filamentosos, pode-se dizer que a L-asparaginase de origem
fungica é uma boa alternativa quanto a producéo biotecnolégica (VERMA et al., 2007;
HOSAMANI E KALIWAL, 2011; VAN DEN BERG, 2011).

No Brasil, havia uma grande dependéncia do mercado internacional para a obtencao
do medicamento utilizado no tratamento de pacientes com LLA, devido alguns problemas
observados quanto ao abastecimento deste importante quimioterapico (MINISTERIO DA
SAUDE, 2017a).

Em 2013, o Laboratério Bagd do Brasil Ltda., que importava este medicamento,
informou que o farmaco deixaria de ser produzido mundialmente. Diante das circunstancias,
o Ministério da Saude passou a comprar o medicamento devido a escassa disponibilidade
no mercado farmacéutico e por ndo haver nenhum produto com registro no pais. Passou
entdo a adquiri-lo da empresa chinesa Xatley, porém mostrava-se duvidosa a eficacia e
seguranca deste farmaco segundo especialistas (MINISTERIO DA SAUDE, 2017b).
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Em 2017 o Ministério da Saude foi notificado oficialmente de uma acéo judicial que
restringia a compra e o repasse do medicamento Leuginase para os hospitais (MINISTERIO
DA SAUDE, 2017c¢). E em janeiro de 2018, o Ministério da Saude se reuniu com entidades
de referéncia em oncologia no pais para validar a nova aquisicdo do medicamento
L-asparaginase (MINISTERIO DA SAUDE, 2017d), e um novo modelo foi proposto, dividido
por fases (indugéo, consolidagéo, intensificagdo e manutencdo). O Ministério da Saude
decidiu repassar o pagamento correspondente a cada etapa do tratamento para os hospitais,
tornando-os autbnomos para realizarem novas compras do farmaco. Vale ressaltar que
os efeitos adversos sdo os mesmos citados em literaturas disponiveis (MINISTERIO DA
SAUDE, 2018).

Devido as condicbes apresentadas, estimulou-se um interesse maior quanto
a procura de novos produtores da enzima. Baseado nisso, os fungos filamentosos tem
mostrado maior potencial para serem bons produtores da L-asparaginase. Por serem seres
eucariontes, produzirem enzimas mais compactas e com alta afinidade, além de poder
produzir enzimas extracelularmente, facilitando assim, os processos de purificagdo (VERMA
et al., 2007; HOSAMANI E KALIWAL, 2011; VAN DEN BERG, 2011; CANDIDO, 2015).
Diferentemente das bactérias, que produzem enzimas de forma intracelular e requerem
técnicas de lise celular que sdo mais complexas e com custos mais elevados quando feitas
em larga escala (GACESA E HOBBLE, 1990; WISEMAN, 1985).

Nesse cenério, o Brasil se destaca por sua biodiversidade, em especial o bioma
Amazbnico, que tem um vasto campo inexplorado e um grande potencial microbiologico
devido suas caracteristicas definidas através de fatores climaticos, temperatura, umidade
do ar, tipo de solo, entre outros (NEVES et al., 2006).

A regido Amazonica é vista com potencial para descobertas de fungos produtores
de L-asparaginase, por esse motivo, torna-se viavel selecionar fungos filamentosos do solo
e investigar sua potencialidade quanto & produg¢é@o da enzima L-asparaginase de forma
extracelular, contribuindo assim, para o avango biotecnol6gico brasileiro (SREENIVASULU
et al., 2009; PIROTA et al., 2015). Portanto, o presente trabalho visa prospectar fungos
filamentosos produtores de Lasparaginase extracelular provenientes de solos Amazonicos
da éarea territorial da cidade de Coari — AM.

21 MATERIAL E METODOS

2.1 Local da coleta

As amostras de solo foram coletadas na cidade de Coari que esta localizada na
regido central do estado do Amazonas, ocupando uma area territorial de 57.970,768 km?2,
com populagéo estimada de 84.272 pessoas para 2018 e densidade demogréfica de 1,31
hab/km?, segundo o ultimo censo em 2010 do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
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— IBGE (2019). A regiao apresenta caracteristica climatica equatorial quente e Umido,
sendo uma regido tropical Af segundo a classificagcédo de Képpen (PEEL et al., 2007). As
coletas foram realizadas em cinco pontos aleatérios dentro das coordenadas 04°07°31.4” S
e 063°04'23.9” W, no Centro de Apoio a Pesquisa do Médio Solimées — CAPMEDSOL na
cidade de Coari — AM.

2.2 Coleta

Para arealizagéo da coleta, foi utilizada uma espétula para que o solo fosse escavado
a uma profundidade de aproximadamente 10 a 20 centimetros (SCHAEFER, 2002), onde
foram retiradas amostras e acondicionadas em sacos de papel, devidamente identificadas
com informacgdes béasicas e encaminhadas para o Laboratério de Microbiologia do Instituto
de Saude e Biotecnologia da Universidade Federal do Amazonas (ISB/UFAM), seguindo a
metodologia adotada por Mello, Reis e Silva (2011), para manipulag¢do posterior.
2.3 Isolamento dos fungos

Para o isolamento dos fungos filamentosos as amostras foram submetidas a técnica
de diluicdo em série, onde foram transferidas 10 g de cada amostra para frascos de
Erlenmeyer de 250 mL, contendo 225 mL de solugéo salina 0,85% estéril (CLARK, 1965;
TORTORA et al., 2017), sendo vedados e homogeneizadas na incubadora Shaker SL 222,
sob agitacao constante de 120 rpm e temperatura de 28 °C, permanecendo em overnight.

Apo6s o pré-cultivo foi realizada diluicao seriada seguida de plaqueamento em meio
de cultura Sabouraud Dextrose Agar com clorafenicol (50 mg/L) (COUTINHO et al., 2010).
As placas de Petri foram devidamente identificadas e incubadas a 30°C, por um periodo
de sete dias.

Para a obtencé@o de colbnias puras foi realizado sucessivos repiques utilizando o
método Hyphae Tip (MELLO et al., 2011), onde as pontas de hifas mais isoladas eram
retiradas e reinoculadas em um novo meio de cultura. O método se repetiu até o completo
isolamento de apenas uma espécie por placa.

2.4 Conservacao dos isolados
ApO6s o isolamento dos fungos, foram realizadas as conservagdes das col6nias em

duplicatas pelo método de congelamento simples, com adicao de uma solugéo crioprotetora
de glicerol a 20 %, que foi mantida a uma temperatura de - 10 °C em freezer (ROSA, 2014).

2.5 Producéo de L-asparaginase em meio liquido

Para a producéo de L-asparaginase foram selecionadas cepas com caracteristicas
morfologicas distintas (coloragao e textura). As coldnias foram reativadas em meio de cultivo
Sabouraud Dextrose Agar (SDA), onde, ap6s sete dias de crescimento as mesmas foram
submetidas ao um novo in6culo em meio liquido Czapek Dox’s modificado (LOUREIRO et
al., 2012).
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2.5.1 Etapa pré-fermentativa

Cerca de 1x107 esporos/mL em meio do cultivo SDA foi inoculado em Erlenmeyers
de 250 mL contendo 50 mL do meio Czapek Dox’s modificado (Glicose (C,H,,0,) 12,00 g, L-
asparagina (C,H;N20,) 10,00 g, Fosfato de potassio monobasico (KH,PO,) 1,52 g, Cloreto
de potéassio (KCI) 0,52 g, Sulfato de magnésio hepta-hidratado (MgSO4. 7H20) 0,52 g,
Nitrato de cobre tri-hidratado (Cu (NO,) ,. 3H,0) 0,01 g, Sulfato de zinco hepta-hidratado
(Zn80,.7H,0) 0,01 g, Sulfato de ferro hepta-hidratado (FeSO,-7H,0) 0,01 g, Nitrato de
aménia ((NH,) (NO,)) 2,00 g, Agua destilada (H,O) g.s.p.),sendo realizadas em ftriplicatas.
As culturas foram mantidas sob agitagdo constante (120 rpm) durante 96 horas a 30 °C

para o crescimento da massa micelial.

2.5.2 Etapa fermentativa

Para a etapa fermentativa, foi necessario recuperar por filtragdo o micélio produzido
na 12 etapa. A filtragédo foi realizada por um sistema montado com Erlenmeyer, funil de
vidro e papel filtro comum estéril. Com o micélio recuperado, 0 mesmo foi reinoculado em
Erlenmeyers de 250 mL contendo 50 mL de um novo meio Czapek Dox’s, obedecendo
as seguintes modificacdes: adicdo de 0,07% de azul de bromotimol — BTB (indicador
quimico), concentragdo de glicose 2 g.L-1 e auséncia de nitrato de aménia. As culturas
foram mantidas sob as mesmas condicdes da etapa anterior.

2.6 Analise Qualitativa

A analise qualitativa foi realizada ap6s a etapa fermentativa, sendo observada a
mudanca ou ndo da coloragéo do meio de cultivo amarelo para azul, onde é possivel indicar
a presenca ou auséncia da atividade de L-asparaginase, visto que o indicador quimico
BTB é amarelo em pH &cido e azul em pH alcalino (MAHAJAN et al., 2013). Os critérios de
avaliag@o qualitativa foram propostos de acordo com grau de intensidade da cor. Quanto

mais intenso o azul no meio, maior € o pH, logo, maior a atividade da L-asparaginase.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Segundo, Murray, Rosenthal e Pfaller (2014), os fungos s&o organismos eucariéticos,
heterotroficos que se nutrem por absorcdo de matéria orgéanica. Tortora, Funke e Case
(2017), afirmam que os fungos s@o encontrados nos mais diversos ambientes, especialmente
em lugares Umidos e ricos em matéria organica, entre eles, solo, agua do mar, agua doce,
hospedeiro animal ou vegetal.

Para Sotdo, Campos e Costa (2004), os fungos possuem um arsenal enzimatico
que esta correlacionado com a absorc¢éo realizada pelos mesmos. Enzimas séo produzidas

intracelularmente e excretadas para o meio extracelular, contribuindo para quebra de
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macromoléculas, formando moléculas mais simples de facil absor¢cdo. Esse mecanismo
contribui principalmente para a dindmica do solo em termos de reciclagem de residuos
orgéanicos, devido a rica disponibilidade de matéria organica e umidade encontradas no
solo.

Por meio das amostras de solo foram isolados um total de sessenta e trés colénias
de fungos filamentosos da area do Centro de Apoio a Pesquisa do Médio Solimdes —
CAPMEDSOL na cidade de Coari — AM, evidenciando a diversidade fungica na Amazoénia.
Segundo Sotdo, Campos e Costa (2004), regides tropicais, em especial a Amazdnia,
apresentam caracteristicas que a tornam um potencial para novas descobertas de fungos,
devido a composi¢do quimica do solo, umidade e temperatura.

A metodologia adotada neste estudo para diluicdo seriada, foi baseada em Clark
(1965), Tortora et al., (2017) modificados, 0os quais se mostram bastante eficazes para
0 objetivo proposto, onde pdde-se observar que o meio de cultura seletivo (SDA +
Cloranfenicol 50,0 mg/L 1) apresentou um resultado esperado, visto que o antibiotico
utilizado possui amplo espectro de acéo, suprimindo o crescimento bacteriano durante as
fases de crescimento e manutencédo das sessenta e trés colbnias fangicas. Resultados
semelhantes a este, foram descritos por Oliveira (2013), que utilizou 0 mesmo método
descrito por Clark (1965), e obteve o isolamento de oitenta e cinco espécies de fungos do
solo na area semiarida de Pernambuco, Brasil, confirmando que a metodologia utilizada
neste estudo foi efetiva.

Os fatores fotoperiodo e temperatura foram determinantes para o crescimento
fungico, pois ao longo do estudo foi observado que durante o periodo de incubacdo em
que os fungos eram mantidos em temperatura constante e auséncia de luz, os mesmos
mantinham crescimento lento, quando comparados aos fungos que foram mantidos
posteriormente em temperatura ambiente e luz natural. As observacdes do presente
trabalho podem ser justificadas pelos estudos realizados por Loureiro et al. (2002), que
enquanto estudava os efeitos da temperatura e luminosidade no desenvolvimento do fungo
Sporothrix insectorum péde observar que a auséncia de luz afetou a esporulacéo do fungo
e constatou que houve um melhor desenvolvimento fungico quando a utilizagéo da luz era
alternada para 12 horas de luz e 12 horas de escuro, além de identificar as temperaturas
ideais para um bom desenvolvimento fungico de S. insectorum, que estava em torno de
22,25 e 28°C.

Bem como os resultados de Marcuzzo e Xavier (2017), que também destacaram
o melhor desenvolvimento dos fungos Sclerotium cepivorum Berk., quando 0s mesmos
eram mantidos em um fotoperiodo com 12 horas de luz. Uma vez isoladas as col6nias, as
mesmas foram conservadas a — 10°C em freezer.

A triagem de fungos filamentosos para a produgéo enzimatica de L-asparaginase &
um passo fundamental para a descoberta de novas fontes da enzima. Diante disto, dentre

os isolados foram selecionadas dezessete cepas fungicas para as etapas fermentativas,

Ciéncias Biologicas: Realidades e Virtualidades Capitulo 1 _



a selecdo ocorreu baseada em suas respectivas caracteristicas morfologicas distintas
observadas macroscopicamente como: coloracdo e textura. Vale ressaltar que nédo foram
realizadas identificacdo morfologica e molecular das espécies.

Dados na literatura sugerem que a atividade asparaginolitica esta diretamente
associada a regulacao de nitrogénio, Sarquis (2004), apresentou a melhor condicéo para
producdo de L-asparaginase por fungos filamentosos, quando utilizou prolina como fonte
de nitrogénio (indutor). Enquanto Farag et al. (2015), observou que as melhores condigbes
de cultivo para a atividade de L-asparaginase produzida por Aspergillus terreus estavam
na utilizacdo de L-asparagina como fonte de nitrogénio. No entanto, Cachumba (2017),
apresentou como melhor fonte de nitrogénio L-glutamina seguida da L-asparagina para a
producéo de asparaginase extracelular de A. terreus.

No entanto, no presente trabalho optou-se pela utilizacdo de L-asparagina, que é
considerada pela literatura como uma das melhores fontes indutoras para a produgéo da
enzima de interesse do estudo. Ainda assim, embora a atividade enzimatica possa estar
relacionada com a regulacédo de nitrogénio, foi observado por Cachumba et al. (2016), que
as maiores atividades de L-asparaginase realizada por fungos, ocorreram pelo método de
fermentacdo submersa e temperatura média de 30 °C, quando o mesmo correlacionou
estudos recentes sobre a producao de L-asparaginase por bactérias e fungos. Em estudos
realizados por Farag et al. (2015), demonstraram que a maior atividade asparaginolitica
de A. terreus, ocorreu em pH 6,0 e temperatura de 35 °C, apesar disso, as atividades
enzimaticas aconteceram entre a variacao de temperaturas de 25 °C a 35 °C.

No presente estudo, as cepas selecionadas foram submetidas as etapas
fermentativas a temperatura de 30 °C e pH 6,2, sendo posteriormente avaliadas por meio
de analise colorimétrica, segundo a metodologia descrita por Mahajan et al. (2013), onde
o BTB avalia de forma indireta a presenca de L-asparaginase. A técnica descrita baseia-se
na conversao do meio liquido amarelo para azul, uma vez havendo atividade enzimatica da
L-asparaginase, sera liberado no meio moléculas de acido aspartico e amdnia, provocando
0 aumento do pH e consequentemente a mudanca na coloragcédo de amarelo para a azul.

Através da analise colorimétrica (FIGURA 2), foi possivel observar que dentre as
dezessete colbnias testadas ao longo do estudo, oito foram capazes de produzir a enzima
L-asparaginase extracelularmente, sendo indicadas pela mudanca de coloracédo do meio
de cultivo.

Ciéncias Biologicas: Realidades e Virtualidades Capitulo 1 _



Figura: a) Atividade asparaginolitica b) Sem atividade asparaginolitica.

Figura 2 — Analise colorimétrica

Fonte: A autora (2019).

Os resultados obtidos através da mudanca de coloragdo do meio de cultivo das
oito cepas apresentaram intensidades de cor diferentes, tendo seus resultados expressos
na Tabela 1, de acordo com o grau de intensidade da coloragcédo, conforme citado na

metodologia.

Amostra Resultado

AS 2 (+++)
AS 6 (+++)
AS 8 (+++)
AS 13 (=)
AS 16 (=)
AS 23 (=)
AS 32 (=)
AS 34 (=)
AS 36 (=)
AS 38 (+)
AS 39 (=)
AS 42 (++)
AS 47 (=)
AS 48 (+)
AS 59 (+++)
AS 60 (+)
AS 61 )

Tabela 1 — Resultado da avaliagdo qualitativa de L-asparaginase
Fonte: A autora (2019).
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Com os resultados obtidos no presente estudo é possivel observar que ha bons
candidatos para produg¢do enzimatica de L-asparaginase a partir de fontes naturais, o que
torna o trabalho mais suscetivel a um melhoramento genético, aumentando ainda mais
a produtividade e reduzindo os custos da producdo enzimética de forma significativa.
Segundo, Cachumba et al. (2016), a maioria dos micro-organismos produz L-asparaginase
intracelularmente, o que dificulta os processos de extragdo e purificagdo, nesse sentido,
as enzimas produzidas extracelularmente podem adiantar, pular e/ou facilitar etapas nos
processos de Downstream, e consequentemente diminuindo os efeitos adversos.

Nossos resultados sugerem que experimentos futuros sejam realizados
para quantificar a producdo enzimatica das oito cepas que apresentaram atividade
asparaginolitica e identificar os melhores produtores de L-asparaginase extracelular. Visto
que hd uma escassa demanda de trabalhos realizados sobre a producdo enzimatica de
L-asparaginase por fungos filamentosos de solo amazénico.

41 CONCLUSAO

Os resultados apresentados evidenciaram que os métodos e procedimentos
adotados para o isolamento de fungos filamentosos e a inducdo dos mesmos para a
atividade enzimatica de L-asparaginase extracelular, apresentaram eficicia para o objetivo
proposto. E que a Amazénia, em especial o municipio de Coari, apresentou um potencial
microbiolégico evidenciado pelas sessenta e trés colonias de fungos filamentosos isolados
do solo do CAPMEDSOL. Além do que, dentre os dezessete fungos selecionados para as
etapas fermentativas, oito apresentaram resultados positivos para a producéo enzimatica
de L-asparaginase extracelular, os quais demonstraram ser fortes candidatos a novos
produtores enzimaticos da supracitada enzima.
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