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Resumo

A papaina (Carica papaya) uma enzima proteolitica, foi covalentemente imobilizada
nos suportes hibridos contendo nanoparticulas de 6xido de zinco, ZnO NPs, e
quitosana (S1- ZnO/quitosana) e em nanoparticulas de magnetita, FesO4 Nps, e
quitosana (S2-Fes;O./quitosana). Cristalinidade, organizacdo e estrutura foram
investigadas por difracdo de raios-X (DRX), espectroscopia eletrénica e vibracional
nas regides do UV-Vis e infravermelho com transformada Fourier respectivamente.
Os planos cristalogréaficos para a fase hexagonal do tipo wurtizita foram observados
para as ZnO NPs, S1, e S1-Papaina bem como os picos referentes a estrutura
cubica de espinélio invertido das FezO4 NPs nos difratogramas das Fe3O4 NPs, S2 e
S2-papaina foram observados por DRX. Os espectros eletrbnicos apresentaram
maximos de absorcdo no UV-Vis em 371 nm para as ZnO NPs, 377 nm para S1 e
192 e 352 nm Sl-papaina referentes as transi¢cdes d-d, e n—1* relativas as ZnO
NPs e papaina, respectivamente. Para as Fe3;O, NPs 0 aumento na absor¢cdo em
345 nm confirma a formacdo destas. O espectro de FTIR para as ZnO NPs
apresentou o estiramento intenso em 497 cm™ referente a vZn-O confirmando a
formacéo das ZnO NPs, para as FesO4 NPs o estiramento em 585 cm™ foi atribuido
a vFe-O. Os suportes S1 e S2 apresentaram as vibragbfes e estiramentos
caracteristicos da quitosana e das ZnO NPs e Fe304, NPs respectivamente, ja nos
espectros de FTIR para a papaina imobilizada tanto em S1 como em S2 pode se
observar, além das bandas caracteristicas da quitosana, da papaina, das ZnO NPs
(para Sl-papaina) e das Fe3O; NPs (para S2-papaina) uma aumento na

absorbancia na banda em 1655 cm *

, para Sl-papaina e em 1645 cm-1, para S2-
papaina, podendo ser um indicativo da formacdo da ligacdo N=C, confirmando a
imobilizacdo da papaina nos suportes propostos. Todas as analises confirmam a
formacdo das ZnO NPs, das Fe3zO4 NPs, dos suportes S1 e S2 bem como a
imobilizacdo da papaina. Os ensaios farmacologicos realizados com Sl1-papaina
mostraram que a enzima imobilizada em ZnO NPs possui baixa citotoxicidade em
macréfagos (CC50 = 488,354 ug-mL™), sendo citotéxica apenas nas concentracdes
mais elevadas, e em eritrécitos. Além disso a enzima imobilizada provoca um
aumento na capacidade fagocitica dos macr6fagos em baixas concentracbes e

diminui este parametro em concentracfes elevadas. Os materiais propostos no



presentem trabalho, mostram-se promissores para 0 uso na castracdo quimica de

animais, entretanto mais estudos devem ser realizados.

Palavras chave: ZnO NPs, Fe304 NPs, Quitosana, Papaina, Imobilizacéo.



Abstract

Papain (carica papaya), a proteolytic enzyme, was immobilized on hybrid supports
containing zinc oxide nanoparticles, ZnO NPs; chitosan, (S1-ZnO/chitosan);
magnetite nanoparticles, Fe3O4 NPs and chitosan (S2-Fe3zO4/chitosan). Crystallinity,
organization and structure were investigated by X-ray diffraction (XRD), electronic
(UV-Vis) and vibrational (FTIR) spectroscopies. Crystalographic peaks for wurtzita
hexagonal phase were observed for ZnO NPs, S1, and S1-papin as well as peaks
referent to inversed spinel cubic structure of Fe3O4 NPs on Fe3O4 NPs, S2 and S2-
papain diffractograms. Electronic spectra showed Ayax at 371 nm for ZnO NPs, 377
nm for S1, and 192 and 352 nm for S1-papain assigned to d-d and n—1* transitions
related to ZnO NPs and papain, respectively. The increase in Fe304 NPs Amax to 345
confirms its formation. FTIR spectra for ZnO presented an intense stretching mode at
497 cm™ assigned to vZn-O confirming its formation, while for FesOsNPs, the
stretching mode vFe-O appeared at 585 cm™. S1 and S2 showed characteristic
vibrations and stretching modes of chitosan, ZnO NPs, and Fe3sO4 NPs, respectively.
For immobilized papain, besides S1 and S2 presenting characteristic bands for
chitosan and papain, ZnO NPs (S1l-papain only) and Fe3O4 NPs (S2-papain only)
had an increase in absorbance at 1655 cm™ for S1-papain and 1645 cm™ for S2-
papain, indicating N=C bond, confirming papain immobilization on to the proposed
supports. All analysis confirmed ZnO NPs, FesO4, NPs, S1 and S2 supports, and
papain immobilization. Pharmacological assays with S1-papain showed that the
immobilized papain on ZnO NPs has lower cytotoxicity on macrophages (CC50 =
488,354 pg-mL™), and high cytotoxicity on erythrocytes at high concentrations.
Besides, the immobilized enzyme causes an increase on macrophages phagocytic
capacity at lower concentrations along with a decrease at higher concentrations. All
material proposed on this work is promising for chemical castration of animals;

however, more studies need to be done.

Keywords: ZnO NPs, FezO4 NPs, Chitosan, Papain, Immobilization.
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1 INTRODUCAO

A superpopulagéo canina e o elevado numero de caes em condi¢es de rua,
representam um desafio mundial, uma vez que estes podem impactar
negativamente o meio ambiente além de aumentar o risco de surtos de doencas
zoonoticas, visto que estes cdes podem ser reservatorios ou vetores de doencas
transmissiveis ao homem. A eutanasia e captura desses animais sdo métodos
considerados ineficientes para o controle da populacdo de cdes de rua,
especialmente para cdes machos. A esterilizacdo de ambos 0s sexos desses
animais é uma forma eficaz para o controle dessa populacdo, entretanto a
esterilizagdo do macho € mais benéfica, uma vez que os machos possuem maior
potencial para produzir um maior numero de descendentes quando comparados as
fémeas (VANNUCCHI et al., 2015; VANDERSTICHEL et al., 2015; JANA,;
SAMANTA, 2007; KUTZLER; WOOD, 2006).

A castracao cirdrgica € um método invasivo de esterilizacao para machos que
consiste na remocdo dos testiculos por meio de uma incisdo. Esse método
apresenta desvantagens como, necessidade de cirurgias, cuidados prolongados no
pés-operatorio, infeccbes e sangramentos recorrentes apds a cirurgia e elevado
custo, que limitam sua aplicagcdo em larga escala, sendo, portanto, considerado um
método nao eficaz para o controle de popula¢gdes caninas. Desta forma, a castracao
quimica surge como uma alternativa a castracdo cirirgica em campanhas para
controlar o aumento da populacdo canina (VANDERSTICHEL et al., 2015; JANA;
SAMANTA, 2007).

1.1 Castracao Animal

A castracdo animal € definida como a extirpacdo ou supressao das funcbes
das gbnadas, e pode ser classificada como hormonal, fisica ou quimica (ANDRADE
NETO et al., 2014). A castracdo quimica promove alteracbes definitivas nas
estruturas do aparelho reprodutor masculino, levando a reducéo parcial ou total da
espermatogénese, pelo uso de agentes que geram inflamacéao, fibrose e dano fisico
definitivo as estruturas do aparelho reprodutor masculino, especialmente nos ductos

deferentes, nos epididimos e nos préprios testiculos (LOPES; SILVA, 2014).


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0093691X0600238X
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Para ser considerada eficaz, a castracdo quimica deve atender a fatores
como, eficiéncia em uma grande quantidade de animais tratados, ser segura para 0s
animais e para 0 meio ambiente, e claro, ser irreversivel ap6s um unico tratamento
(OLIVEIRA et al., 2011). Neste sentido, a castracdo quimica € um procedimento
mais seguro e de menor custo, quando comparada a métodos de castracao
cirurgicos tradicionais (LOPES; SILVA, 2014).

O primeiro produto considerado eficaz para a castracdo quimica de animais
foi o gluconato de zinco (FAHIM et al., 1993; OLIVEIRA et al, 2011). Entretanto,
diversos materiais ja foram testados através da injecéo intratesticular, como tanato
de zinco, gluconato de zinco, cloreto de calcio, glicerol, acido latico, clorexidina,
dimetil-sulfoxido, dentre outros (FAHIM et al., 1993; NISHIMURA et al., 1992;
ANDRADE NETO et al., 2014; JANA; SAMANTA, 2006), em diversas espécies de
mamiferos incluindo primatas, roedores, caninos, felinos e caprinos (ANDRADE
NETO et al., 2014). Entretanto, mais pesquisas com novos agentes esterilizantes
Sdo necessarias, visando o bem estar do animal, seja para 0o aumento da
produtividade, para ganho de peso, em bovinos por exemplo, ou para o controle de

populacoes.

O zinco €& um mineral presente naturalmente no processo de
espermatogénese, sua caréncia ou excesso trazem variagbes nesse processo que
podem levar a azoospermia. Sendo, por tanto, um material interessante para
estudos de castracdo quimica, uma vez que a exposicdo de uma elevada
concentragdo de zinco leva o aumento dos leucécitos polimorfonucleares,
macrofagos e linfocitos estimulados pela presenca do mineral (LOPES; SILVA, 2014;
OLIVEIRA et al., 2011). Neste sentido, se faz necessario desenvolver novos tipos de

materiais que possam ser mais eficazes neste tipo de tratamento.
1.2 Nanoparticulas de Oxido de Zinco - ZnO NPs

O 6xido de zinco (ZnO) € um semicondutor do tipo-n, pertencente ao grupo ll-
VI, com um band gap de 3,37 eV (a 300 K). E um dos mais importantes materiais
inorganicos, com propriedades cataliticas, elétricas, opticoeletrdnica e fotoquimica.
Gracas as suas excelentes propriedades fisicas e quimicas vém estimulando cada
vez mais investigacbes quanto a sua aplicabilidade. (SILVA; MAGALHAES;
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SANSIVIERO, 2010; PUDUKUDY; HETIEQA; YAAKOBA, 2014; SAHOO et al.,
2013)

Naturalmente o ZnO ocorre sob trés estruturas, blenda de zinco, sal de rocha
e wurtizita, Figura 1. A fase wurtizita € a mais estavel em condicbes ambiente, que
possui célula unitaria hexagonal, na qual cada anion se encontra rodeado por quatro
cations e vice-versa, tetracoordenados (Figura 1 (c)). A coordenacgdo tetraédrica do
ZnO resulta em uma estrutura simétrica ndo central (SAHOO et al, 2013; OZGUR et
al., 2005; WANG, 2004)

Figura 1. Representacao da célula cristalina do ZnO, (a) Sal de rocha; (b) Blenda de
zinco e (c) Wurtzita
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Fonte - Adaptado de TEIXEIRA, Dissertagéo- Teresina, 2016.

A sintese das ZnO NPs pode ser realizada por diferentes métodos, dentre
eles destacam-se o método de coprecipitacdo (PUDUKUDY; HETIEQA; YAAKOBA,
2014), sol-gel, (VAFAEE; GHAMSARI, 2007) sonoquimica (FU; FU, 2015),
evaporacao térmica (WANG, 2004), dentre outros. O método de coprecipitacdo, € o
mais viavel para ser utilizado, uma vez que € um método de rapida preparacao,
simples, de baixo custo e consiste basicamente na mistura de apenas dois
componentes, podendo ou nao necessitar de aquecimento (SHARMA; GHOSE et
al., 2015; PUDUKUDY; HETIEQA; YAAKOBA, 2014).
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1.3 Nanoparticulas de Magnetita - FezO4 NPs

As nanoparticulas de magnetita, FesO, NPs, sdo de bastante interesse no
campo da nanociéncia e nanotecnologia, em virtude de suas propriedades, como,
boa biocompatibilidade, baixa toxicidade, propriedades magnéticas, baixo custo e
facil obtencao, que possibilita a aplicacdo destas em diversas areas (CHUMMING;
XIANGQIN, 2009; LIU et al., 2011; LU; SALABAS; SCHUTH, 2007; SANTOS; MELO;
CRESPILHO, 2014; YANG; WU; HOU, 2011; ZHANG et al., 2010).

A magnetita € um oxido de ferro que possui uma estrutura de espinélio
invertido do tipo cubica de face centrada (CFC), com o ferro em dois estados de
oxidacao, Figura 2. A célula unitaria da magnetita ha dois sitios: 1) tetraédrico, que &
ocupado pelos fons Fe*; e 2) octaédrico que é ocupado pelos fons Fe** e Fe*
(YANG; WU; HOU, 2011).

Figura 2. Representacao da célula unitaria das FesO4 NPs
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Fonte - Adaptado de YANG; WU; HOU, 2011.

Dentre os métodos utilizados para a preparacdo das Fe3O, destaca-se o
método de coprecipitacdo, que consiste na adicdo de uma base forte, a uma solugéo
contendo os fons Fe®*" e Fe?* na proporcado estequiométrica de 2:1, respectivamente,
em atmosfera inerte para evitar a formacdo da maghemita, pela oxidacdo da

magnetita. A equacao 1 mostra a formacao das Fe;O4 (LIU et al., 2011).
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ZFe(?)a-Z) + Fe(za-tn + 80H™ - Fe304(5) + 4H20 1

A nanotecnologia tem fornecido uma diversidade de materiais que podem ser
utilizados como suportes para a imobilizacdo de enzimas, uma vez que o bom
desempenho da enzima imobilizada depende diretamente do suporte em que esta
esta ligada (CARVALHO; LIMA; SOARES, 2014).

1.4 Nanomaterias

Os nanomateriais ZnO e Fe30,4 sdo objetos de estudo da nanociéncia e da
nanotecnologia, pois apresentam pelo menos uma de suas dimensdes interna ou
externa na ordem de nanémetros (10° m). Como consequéncia do seu tamanho
diminuto, estes materiais apresentam novas propriedades, fisicas, quimicas e
biolégicas como, eletrbnicas, Opticas, de transporte, fotoquimicas, magnéticas,
eletroquimicas e cataliticas, diferentes daquelas que o mesmo material possui
enquanto bulk (sélido estendido), o que possibilita potencial aplicacdo desses
materiais em varios campos tecnologicos como, farméacia, medicina regenerativa,
diagnéstico, cosmética e tecnologia de alimentos (BARKALINA et al., 2014; JUTZ,;
BOKER, 2011; LIU, 2013; LLOYD; BYRNE; COKER, 2011).Nanoparticulas
metdlicas, nanoparticulas de semicondutores, nanotubos e nanofios sdo outros
exemplos de nanomateriais. (POOLE; OWENS, 2003).

1.5 Imobilizagdo enzimatica

Enzimas sao catalisadores bioldgicos cada vez mais utilizados, uma vez que
possuem uma seérie de caracteristicas vantajosas quando comparados aos
catalisadores convencionais, como elevada atividade catalitica, especificidade,
elevada atividade em condi¢cbes brandas de temperatura e pressdo. Ademais, estes
biocatalizadores por serem geralmente de origem protéica oferecem menor risco
guanto aos seus descartes. (SHARMA et al., 2011; HANSAN; SHAH; HAMEED,
2006; KRAJEWASKA, 2004; MENDES et al., 2011).

Apesar das inumeras vantagens, as enzimas apresentam algumas
desvantagens quanto a estabilidade operacional e de armazenamento, elevado
custo de producdo e purificacdo, instabilidade de suas estruturas, sensibilidade.
Também quando utilizadas na forma solGvel ndo é possivel sua recuperacdo para

posterior utilizagcdo, devido sua solubilidade em meio aquoso (CARVALHO; LIMA;
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SOARES, 2014; MENDES et al.,, 2011; KRAJEWASKA, 2004). Desta forma, a
imobilizagdo surge como uma alternativa para contornar as adversidades do uso de
enzimas na sua forma solavel.

A imobilizacdo consiste no confinamento, adsor¢cédo ou ligacdo da enzima de
interesse em um suporte, visando melhorias na estabilidade e retencédo atividade
catalitica da mesma (CARVALHO; LIMA; SOARES, 2014; MENDES et al., 2011).
Dentre as vantagens de se utilizar enzimas imobilizadas estédo: possibilidade de
reutilizacdo da enzima em diferentes ciclos, separacdo do produto final, melhoria na
dispersdo enzimatica e acesso ao substrato, e aumento da estabilidade térmica
(CARVALHO; LIMA; SOARES, 2014; HANEFELD; GARDOSSI; MAGNER, 2009;
MENDES et al.,, 2011). Adsorcédo, encapsulamento e ligacdo covalente em um
suporte sdo as trés categorias de métodos para a imobilizacdo (SHELDON; PELT,

2013). Na Figura 3 estéao ilustrados os métodos de imobilizacdo enzimatica.

Figura 3. Métodos de Imobilizacdo de Enzimas

Métodos de
Imobilizacao
l Encapsulagéao I Ligagao

Em Matriz EmMembrana  Em Microcapsula
" @5 " (2% '.\
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Fisicaou I6nica No Suporte  Ligagdo Cruzada

Fonte - Arquivo pessoal

1.5.1 Métodos para imobilizacdo de enzimas

Idealmente, o método de imobilizacdo deve assegurar a estabilidade da
enzima durante grandes periodos de tempo, evitar sua lixiviacdo, torna-la reutilizavel
e permitir a livre difusdo de substratos e produtos da reacdo. (ISPAS; SOKOLOV;
ANDREESCU, 2009).
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Enzimas podem ser imobilizadas por uma variedade de métodos,
classificados como fisicos e quimicos. Os métodos fisicos sdo adsor¢éo (fisica ou
idnica), inclusdo (aprisionamento em gel), encapsulacdo e formacdo de filmes
enzimaticos. Por outro lado, os métodos quimicos sdo ligacdo quimica com o
suporte; reticulagdo com o uso de um reagente multifuncional de baixo peso
molecular e ligagdo cruzada com outras substancias neutras. Nos métodos fisicos
de imobilizacdo a interacdo entre a enzima e 0 suporte sao consideradas fracas, ja
nos métodos quimicos a interacdo entre enzima e suporte ocorre gracas a formacao
de uma ligacdo covalente, sendo por tanto considerada forte. (CARVALHO; LIMA,;
SOARES, 2014; KRAJEWASKA, 2004; HANEDELF; GARDOSSI; MAGNER, 2009;
SHELDON, PELT, 2013).

N&o ha um método de imobilizacdo aplicavel a todas as enzimas, sendo por
tanto necessario a escolha de um método simples, de baixo custo e que resulte em
um derivado com boa estabilidade para a aplicagcdo desejada (MENDES et al.,
2011).

1.5.1.1 Imobilizagao por adsorcéo

A imobilizacdo por adsorcao fisica € um método simples e de baixo custo que
consiste na interacdo da enzima com o0 suporte por meio de interagcOes fracas, tais
como forcas de van der Walls (interacdes hidrofébicas, ibnicas) e ligacdes de
hidrogénio. A grande desvantagem desse método é a facilidade de perda
enzimética, uma vez que as interacdes fracas existentes entre a enzima e o suporte
podem ocasionar a lixiviagdo da enzima nos meios reacionais. Por outro lado, a
facilidade de dessorcdo pode ser encarada como uma vantagem, ja que permite a
recuperacgdo do suporte apds a desnaturagdo da enzima. Outra vantagem inerente a
esse método é que a enzima ndo necessita de um pré-tratamento para imobilizacao.
Gracgas as vantagens e facilidade de trabalho a adsorcéo fisica € o método mais
empregado para a imobilizacdo de enzimas (CARVALHO; LIMA; SOARES, 2014;
MENDES et al., 2011).

A adsorcédo ibnica baseia-se na atracdo da enzima pelo suporte sélido que
deve conter cargas residuais. Esse método depende fortemente da concentracéo de
sal e do pH durante a imobilizacdo (CARVALHO; LIMA; SOARES, 2014,
HANEFELD; GARDOSSI; MAGNER, 2009).
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1.5.1.2 Imobilizagéo por encapsulagéo

A imobilizacdo por encapsulagédo consiste em retencéo fisica da enzima nas
cavidades internas de uma matriz sélida porosa que devem possuir poros pequenos
o suficiente para ndao permitir a passagem das enzimas, porém suficientemente
grandes para permitir a livre passagem dos substratos e produtos, permitindo assim
que a enzima permaneca na solucdo sem sofrer exposicdo aos efeitos externos.
Como desvantagens esse meétodo apresenta uma necessidade de uma elevada
concentracdo de enzima para garantir a encapsulacdo, possivel inativacdo da
enzima durante o procedimento de imobilizacdo e instabilidade dos suportes
geralmente empregados. (CARVALHO; LIMA; SOARES 2014; HANEFELD;
GARDOSSI; MAGNER, 2009; MENDES et al., 2011).

1.5.1.3 Imobilizagéo por ligacdo cruzada

Esse método de imobilizagdo é um tipo especial de imobilizacdo por ligacao
covalente, em que as moléculas da enzima sdo fortemente ligadas entre si com o
uso de um agente multifuncional. Nesse método € de fundamental importancia que o
reagente utilizado para imobilizacdo promova a ligacdo entre grupos que nhao
estejam envolvidos no sitio catalitico da enzima, isto é, as ligagbes entres as
moléculas de enzima devem ocorrer em grupos funcionais que ndo sejam
responsaveis pela sua capacidade catalitica. Além disso, a concentracdo do agente
multifuncional deve ser suficiente para promover a completa imobilizacdo e
manutencao da atividade enzimatica (CARVALHO; LIMA; SOARES, 2014).

As enzimas imobilizadas por esse método apresentam alta estabilidade,
elevada atividade além de baixo custo e producdo uma vez que é excluida a adicao
de um suporte que de custo elevado (SHELDON; PELTI, 2013).

1.5.1.4 Imobilizacéo por ligacao covalente

Esse método de imobilizacdo consiste na modificacdo da superficie de um
suporte com agentes bifuncionais, que inserem em sua superficie grupos reativos
que reagem com grupos nucleofilicos da enzima formando assim uma ligacdo
covalente entre o suporte e a enzima. E um método eficiente e irreversivel de
imobilizacdo de enzimas. (CARVALHO; LIMA; SOARES, 2014; MENDES et al.,
2011). O sitio catalitico enzimatico ndo deve ser afetado pela imobilizacéo, isto €, a
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ligacdo formada entre o suporte e a enzima deve ocorrer em qualquer grupo

funcional presente na enzima que ndo seja essencial para sua atividade catalitica.

A ligacdo covalente de uma enzima a um suporte tem a vantagem de diminuir
a lixiviacdo da enzima, uma vez que esté firmemente fixada no suporte, evitando
assim a contaminagdo do produto de catélise pela enzima. Além disso, a formacao
de ligacBes na superficie da enzima diminui a flexibilidade conformacional da enzima
diminuindo o desdobramento e consequentemente a desnaturacéo por outro lado ha
uma modificacdo quimica na enzima, que pode acarretar em perda de atividade
(HANEFELD; GARDOSSI; MAGNER 2009; CAO, 2005).

1.5.2 Suportes para imobilizacéo

Imobilizacdo de enzimas implica necessariamente na interagcdo entre a
enzima e o suporte, de modo que as propriedades da enzima imobilizada dependam
das caracteristicas de ambos (KRAJEWASKA, 2004). Assim um suporte
criteriosamente escolhido pode melhorar significativamente o desempenho do

biocatalizador imobilizado.

Para um material ser considerado um suporte adequado para a imobilizacéao
de enzimas € necessario analisar suas propriedades fisicas, quimicas e
morfolégicas, e embora ndo exista um suporte universal para todos o0s
biocatalisadores e suas aplicacbes. Ha4 algumas caracteristicas que devem ser
levadas em consideracdo, como: elevada afinidade por proteinas, disponibilidade de
grupos funcionais reativos para reacoes diretas com enzimas e para as modificacfes
quimicas, hidrofilicidade, permeabilidade, insolubilidade, estabilidade mecanica,
regenerabilidade, resisténcia ao ataque microbiano e facilidade de preparacao e
elevada area superficial, além disso, devem ser biodegradaveis e de baixo custo
(KRAJEWASKA, 2004; MENDES et al., 2011, CARVALHO; LIMA; SOARES, 2014).

Os suportes para imobilizacdo s&o classificados como organicos ou
inorganicos. Um suporte hibrido pode ser definido como a combinacdo de
componentes organicos e inorganicos (LADERO et al., 2006; PAULA et al., 2008).
Dentre 0s suportes organicos os mais utilizados sdo os polimeros sintéticos que
podem exibir uma variedade de formas fisicas e estruturas quimicas ou naturais que

sdo, geralmente, facilmente degradados sem causar danos ao meio ambiente e
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possuem baixo custo se comparados aos sintéticos (CARVALHO; LIMA; SOARES,
2014; MENDES et al., 2011).

Os suportes mais adequados para uso industrial sdo 0s inorganicos, uma vez
gue possuem elevada resisténcia mecanica, alta estabilidade e resisténcia ao
ataque microbiano (CARVALHO; LIMA; SOARES, 2014). Um suporte hibrido por sua
vez, pode conter as propriedades organicas e inorganicas dos materiais que o0

constitui.

Dentre os muitos suportes considerados e estudados para a imobilizagcédo de
enzimas, sejam organicos, inorganicos, naturais ou sintéticos, destaca-se a
quitosana, uma vez que, este biopolimero possui a maior parte das caracteristicas
necessarias a um suporte adequado (KRAJEWASKA, 2004; MENDES et al., 2011).

1.5.3 Quitosana

A quitosana € um polissacarideo encontrado naturalmente em certas espécies
de fungos, entretanto sua principal fonte é a desacetilacdo da quitina, que é
encontrada em cascas de crustaceos. A cadeia polimérica da quitosana € formada
predominantemente por unidades de [-(1—4)-2-amino-deoxi-D-glucopiranose,
Figura 4 (a), (DUTTA; DUTTA; TRIPATHI, 2004; BARROS et al., 2006). E um
polimero natural, de baixo custo, renovavel e biodegradavel (MENDES et al., 2011).
A quantidade de monémeros desacetilados, grau de desatetilagédo, define a forma do
biopolimero predominante, isto é, o biopolimero é considerado quitosana quando
apresenta grau de desacetilacdo maior que 50% (BARROS et al., 2006).

Figura 4. Representacao da molécula de (a) Quitina e (b) Quitosana
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Produtos que contém quitosana em sua estrutura tém sido cada vez mais
desenvolvidos em um amplo espectro de aplicagdes, como no tratamento de aguas

residuais, na industria de alimentos, na agricultura, na industria de celulose e papel,
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na industria de cosmeéticos e em produtos de higiene pessoal. Devido as suas
propriedades quimicas e bioldgicas Unicas, a quitosana possui aplicacbes em areas
como a medicina e biotecnologia. Tais propriedades incluem biocompatibilidade,
biodegradabilidade, nao toxicidade, inercia fisioldgica, afinidade notavel com
proteinas, propriedades antitumorais e anticolisterémicas (KRAJEWSKA, 2004;
SHAHIDI; ARACHCHI; JEON, 1999).

Na medicina, a quitosana pode ser empregada como sistemas de distribuicéo
controlada de drogas (Drug Delivery), células artificiais, membranas de hemodidlise,
lentes de contato, pele artificial dentre outras. Por outro lado, em biotecnologia, os
materiais contendo quitosana podem ser aplicados em matrizes cromatograficas,
membranas para separacdo e em especial como suportes para a imobilizacdo de
enzimas (KRAJEWSKA, 2004).

Apesar das propriedades biologicas inquestionaveis que a quitosana possui,
para a imobilizacdo de enzimas, € necessario que se faca alteragbes em sua
estrutura, para se obter um suporte quimicamente mais resistentes ao meio acido,
visto que 0s grupos amina primaria presentes em sua estrutura conferem
solubilidade em meio acido em pH <6,5. (KRAJEWASKA, 2004; MENDES et al.,
2011).

Os meétodos de preparacdo de suportes para a imobilizacdo de enzimas
contendo quitosana podem ser divididos em quatro grupos: Método de evaporacéo
do solvente, de neutralizacdo, de reticulagdo e de gelificacdo ionotrépica
(KRAJEWASKA, 2004).

No método de reticulacdo estdo envolvidas reacdes por agentes bifuncionais
que podem ocorrer tanto com 0s grupos amino e hidroxilas da quitosana. Estas
modificacdes na estrutura da quitosana pode ser realiza com diferentes agentes de
reticulacdo, como glicidol, epicloridrina, glutaraldeido, glioxal, formaldeido e genipina
(MENDES et al., 2011). O agente de reticulagdo mais utilizado na modificacdo da
quitosana € o gluraldeido, devido a facilidade de utilizacdo e disponibilidade de
grupos amino, tanto na quitosana quanto nas enzimas, para a reagdo com
glutaraldeido (KRAJEWASKA, 2004).

Na reacdo do glutaraldeido com quitosana ocorre a forma¢do de uma ligacao

covalente irreversivel entre os grupos amino da quitosana e aldeido do glutaraldeido
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gue resiste a valores extremos de temperatura e pH (MENDES et al.,2011). O
mecanismo da reacao pode ser explicado pela interacdo entre 0s grupos amino
livres da quitosana com o grupo aldeido do glutaraldeido, formando uma base de
Schiff, ligacdo imina, considerando trés aspectos: (i) durante a reacdo forma-se
apenas uma base de Schiff entre 0 grupo amino da quitosana e o grupo aldeido,
permanecendo livre o outro grupo aldeido que seria utilizado na reagdo seguinte, a
imobilizacdo da enzima; (ii) a reticulacdo é formada entre duas unidades de grupo
amina da quitosana com apenas uma molécula de glutaraldeido, formando de duas
bases de Schiff e (iii) Ha ocorréncia de polimerizacdo com 0s grupos amino da
quitosana, ja que a reticulagcdo é formada ndo apenas com uma molécula de
glutaraldeido (MONTEIRO; AIROLDI, 1999).

1.7 Papaina

A papaina € uma enzima de origem vegetal presente nas folhas e nos frutos
do maméo (Carica Papaya Line), sua estrutura consiste na presenca de 212
residuos de aminoéacidos. (RASKOVIC et al., 2015). A atividade enzimatica da
papaina € decorrente da presenca do grupamento sulfidrila (SH) pertencente a
cisteina presente em sua estrutura. (LEITE et al., 2012). A papaina é uma enzima
proteolitica, sendo por tanto capaz de hidrolisar ligac6es peptidicas em aminoacidos.
(PINTO et al., 2007).

Dentre as propriedades da papaina encontram-se, acdo antiinflamatoria,
bactericida e bacteriostatica, desbridante, aceleradora e modeladora do tecido de
granulacdo e dos processos de cicatrizagdo tecidual, dentre outras. (LEITE et al.,
2012).

A papaina possui uma ampla faixa de aplicacdes, especialmente na industria
alimentar, como amaciante de carnes, na fabricacdo de cervejas, na industria de
lacticinios e panificagdo (HOMAEI, 2015) outras aplica¢des potenciais dessa enzima
incluem, remocdo de carie dentaria, como um componente em cosméticos e
detergentes, e tratamento de feridas (RASKOVIC et al. 2015; PERES et al., 2015).

A aplicagdo desse biocatalizador, em diversas tecnologias medicas e
farmacéuticas tém estimulado o desenvolvimento de uma variedade de protocolos
de imobilizagdo = (MORENO-CORTEZ;  ROMERO-GARCIA; GONZALEZ-


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1386142515006745
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0141813015000665
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1386142515006745
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GONZALEZ,2015), uma vez que, em a aplicacéo industrial necessita da reutilizacéo
dessas enzimas, 0 que € assegurado pelo processo de imobilizacdo (PERES et al.,
2015) sendo portanto mais vantajoso a utilizagdo de biocatalizadores imobilizados

guando comparados ao seu homologo soluvel (HOMAEI, 2015).

Neste sentido, ha interesse de desenvolvimento de novos suportes hibridos
gue sejam eficazes para a imobilizacdo de enzimas via ligacao covalente, visando o
emprego dos mesmos em diversas aplicacdes, incluindo a castracdo quimica de

animais.


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0141813015000665
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2 Objetivos

2.1 Objetivo Geral

Desenvolver suportes hibridos contendo éxido metéalicos nanoparticulados,

biopolimero quitosana e a enzima papaina com vistas na aplicagdo para castracao

quimica de animais.

2.2 Objetivos Especificos

v

Sintetizar nanoparticulas de 6xido de zinco (ZnO NPs) e de magnetita (Fe3O4
NPs);

Desenvolver suportes hibridos contendo, ZnO NPs e Fe3;04 NPs e quitosana;
Investigar a cristalinidade dos materiais hibridos por Difratometria de raios-X;

Caracterizar os materiais por Espectroscopias Eletrénica e Vibracional nas

regides do Ultravioleta-Visivel (UV-Vis) e Infravermelho, respectivamente;

Investigar a capacidade de transporte de carga das ZnO NPs, Fe3z04 NPs, do
suporte ZnO/quitosana e da papaina imobilizada por eletroquimica utilizando

a técnica de voltametria ciclica;

Avaliar o comportamento citotoxico da enzima imobilizada frente a

macrofagos e eritrocitos;

Avaliar a capacidade de ativagdo de macréfagos da enzima imobilizada.
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3 PARTE EXPERIMENTAL
3.1 Materiais e Reagentes

Os materiais e reagentes utilizados no desenvolvimento deste trabalho estéo
listados na Tabela 1. Estes foram de grau analitico sem a necessidade de
purificacdo adicional. Todas as solucdes foram preparadas com &gua ultrapura,

sistema Purelab Option-Q (Elga), com resistividade 18,2 MQ cm.

Tabela 1. Materiais e reagentes utilizados e suas procedéncias

Reagentes Procedéncia
Acido Acético P.A. (Glacial) — CH;COOH Netec
Acetato de Zinco Il dihidratado - Zn(CH3;COO), 2H,0 Synth
Cloreto de ferro hexahidratado — FeCl; 6H,O Sigma Aldrich
Cloreto de ferro tetrahidratado - FeCl, 4H,0 Sigma Aldrich
Glutaraldeido, 25% Sigma Aldrich
Hidréxido de sédio — NaOH 99% Impex
Hidréxido de amoénio NH4OH (30 %) Dinamica Quimica ®
Papaina Galeno
Quitosana Padetec-UFC*

*Adquirida na empresa Polymar Ciéncia e Nutricdo S/A localizada no parque de

desenvolvimento tecnoldgico da Universidade Federal do Ceara

Fonte — Arquivo Pessoal
3.2 Procedimento Experimental
3.2.1 Sintese das Nanoparticulas de Oxido de Zinco — ZnO NPs

As nanoparticulas de oxido de zinco foram sintetizadas pelo método de
coprecipitacdo como descrito por Pudukudy e colaboradores (PUDUKUDY;
HETIEQA; YAAKOBA, 2014) com algumas modificagbes. Em um frasco reacional
contendo 25 mL de acetato de zinco dihidratado 0,1 mol.L™ (2,5 mmol), adicionou-se
gota a gota 50 mL de hidréxido de sédio 0,1 mol.L™*(5 mmol), quando observou-se a

formacdo de uma suspenséao coloidal de coloracdo branca (Zn(OH),). A mistura foi
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deixada sob agitacdo magnética constante por 1 hora e 30 minutos a temperatura
ambiente (T = 25 °C). Apos a decantagdo o precipitado branco foi lavado trés vezes
com &gua ultrapura e seco em estufa a 100 °C por 2 horas e finalmente calcinado
em forno mufla por 2 horas a 300 °C com taxa de aquecimento de 10 °C por minuto,
para se obter as nanoparticulas de ZnO. Na Figura 5 estd ilustrado as etapas de

preparacao das ZnO NPs.

Figura 5. Representacdo esquematica da sintese das ZnO NPs
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Fonte — Arquivo Pessoal
3.2.2 Sintese das Fe3;04 NPs

As nanoparticulas de magnetita, Fe;O, NPs, foram sintetizadas pelo método
de coprecipitacdo (ZANG et al., 2014). Inicialmente preparou-se 50 mL de uma
solugéo contendo 1,999 de FeCl,.4H,0 (0,01 mol) e 5,4g de FeCls;.6H,0O (0,02 mol),

na proporcdo de 1:2, em seguida essa mistura foi transferida para um frasco
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reacional, no qual foi submetida a agitacdo magnética vigorosa, sob atmosfera de N,
e aguecimento a 80 °C. Ap6s 30 minutos de reagdo, adicionou-se gota a gota 10 mL
NH4OH a 7,2 mol.L™ (0,07 mol) para obtencdo de um precipitado de coloracéo preta,
caracteristico das Fe3O4 NPs, que foi mantido nas condic¢des iniciais por duas horas.
Finalmente, o precipitado foi lavado com agua ultrapura até que pH 7 fosse atingido,
com auxilio de um ima. Por fim o precipitado foi seco em estufa a 90 °C por 3 horas.
A Figura 6 mostra o esquema de sintese das Fe3;O4 NPs.

Figura 6. Representacao esquematica da sintese das Fe3O4 NPs
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Fonte — Arquivo Pessoal
3.2.3 Sintese dos suportes ZnO/Quitosana e Fe;O4/Quitosana

A preparacdo dos suportes foi realizada como descrito por Zang e

colaboradoes (ZANG et al., 2014) com algumas modificacbes. A preparacdo dos
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suportes ZnO/quitosana (S1) ocorreu da seguinte forma: inicialmente 125 mg de
quitosana foram totalmente dissolvidas em 25 mL de &cido acético (1% v/v), que em
seguida foram transferidas para um frasco reacional. Apds esta etapa adicionaram
neste frasco 350 mg de ZnO NPs. A mistura foi entdo mantida por 30 minutos sob
agitacdo magnética constante a fim de que as nanoparticulas se dispersassem na
solucdo. Em seguida, 25 mL de NaOH 1,0 molL™ foram adicionados sobre & mistura
para que ocorresse a precipitacdo da quitosana sobre as ZnO NPs. O precipitado de
coloracdo branca foi lavado com agua ultrapura até que a disperséo atingisse o pH
igual a 7 e reservado para a imobilizacdo. A sintese do suporte Fe3O4/quitosana (S2)
ocorreu de forma analoga, entretanto utilizou-se 1,0 g das Fe3;O, NPs na segunda
etapa. O suporte FezO4/quitosana (S2) possui coloragdo marrom. A Figura 7 mostra

0 esquema de preparacdo dos suportes.

Figura 7. Representacdo esquematica para preparacao dos suportes S1 e S2
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3.2.4 Imobilizacdo da Papaina

A papaina foi imobilizada covalentemente nos suportes S1 e S2 pelo método
de ativacdo com glutaraldeido. Com intuito de obter os suportes ativados S1A e
S2A, adicionou-se 330 mg do suporte S1 (ou S2) sobre 10 mL de uma solucédo de
glutaraldeido a 2,5% (v/v), que permaneceu sob agitacdo constante por 2 horas a
temperatura ambiente (T = 25 °C). Em seguida, lavou-se o suporte por trés vezes
com agua ultrapura para remover o excesso de glutaraldeido. Ao suporte ativado, foi
adicionado 16,5 mL de uma solucédo de papaina a 6 mg.mL™, que permaneceu sob
agitacdo magnética suave por 2 horas a temperatura ambiente (T = 25 °C), para que
ocorresse a imobilizacdo por ligacdo quimica. O precipitado de coloracdo levemente
amarelada (S1-papaina) ou marrom (S2-papaina) foi ainda lavado trés vezes com
agua ultrapura com a finalidade de remover o excesso de papaina que nao reagiu, e
finalmente seco em estufa a 50 °C por 1 hora (ZANG et al., 2014). O esquema da

imobilizacdo da papaina nos suportes S1 ou S2 esta ilustrado na Figura 8.

Figura 8. Representacdo esquematica da imobilizacdo da papaina no suporte
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3.3 Caracterizacdes
3.3.1 Difratometria de Raios-X

As analises de difracdo de raios X foram realizadas utilizando um difratbmetro
de raios X Empyrean Instrument (PANanalitical) com velocidade de varredura de
0,026°/min, com intervalo de 10 a 90° e radiac&o de cobalto (Co-Ka1 = 1,7902 A). @)
tamanho do cristalito das ZnO NPs e das Fe3;O, NPs foi estimado utilizando-se
dados das analises de DRX por meio da equacdo de Debye-Scherrer (Eg. 2), em
que A é o comprimento de onda do raio X (sendo para Co-K, A=1,7902 A); K refere-
se a constante de Scherrer e foi dotado como 0,89 para estruturas hexagonais e 0,9
para materiais esféricos; B € a largura a meia altura (FWHM) do pico de maior
intensidade em radianos; 6 o angulo de Bragg e D corresponde ao tamanho do
cristalito.

D KA
~ Bcosb

)

3.3.2 Espectroscopia Eletrénica na regido do Ultravioleta-Visivel (UV-Vis)

Os espectros eletronicos na regido do Ultravioleta-visivel (UV-Vis) foram
obtidos utilizando um  espectrofotbmetro  UV-6100S  6100S  Allcrom
spectrophotometer (Mapada Instruments, Shanghai, China) de feixe duplo utilizando
cubetas de quartzo com 1 cm de caminho 6tico. As amostras foram dispersas com o

auxilio de banho ultrassonico.
3.3.3 Espectroscopia vibracional na regido do Infravermelho

Os espectros da regiao do infravermelho (FTIR) das amostras, preparados em
pastilhas de KBr, foram obtidos utilizando um aparelho de FTIR, modelo Spectrum
100 FTIR Spectrometer na regido de 4000 a 400 cm™. Para a comparac&o entre 0s
espectros dos materiais, os dados de absorbancia (Abs) foram normalizados
utilizando a Equacdo 3, de modo que os valores numéricos maximo e minimo

correspondessem a 1,0 e 0,0, respectivamente.

(Valor exp. Abs. - Valor min. exp. Abs.) (3)
(Valor max. exp. Abs. —Valor min. exp. Abs.)

Absnormalizada -
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3.3.4 Microscopia Eletronica de transmissao

As imagens de microscopia eletronica de transmissdo (MET) foram obtidas
em um microscopio TECNAI 20 da Universidade do Minho em Portugal, utilizando
uma voltagem de aceleracdo de 200 KV. As amostras foram diluidas com agua
ultrapura e dispersas com o auxilio do banho ultrassénico, em seguida colocou-se
uma gota da suspensdo coloidal de cada material (ZnO NPs, S1, S1-Papaina,
Fes04, S2, S2-papaina) sobre o grid (rede de cobre revestida de carbono), seco sob

temperatura ambiente (T = 25 °C) e realizada a analise de MET.
3.3.5 Voltametria Ciclica

A capacidade de transporte de carga dos materiais sintetizados foi
investigada na forma imobilizada como filme cast, que foi preparado utilizando
deposicdo do material (ZnO NPs, S1, S1-papaina, Fe304 NPs, S2 e S2-papaina) via
drop coating (gotejamento manual) em que 20 pL de uma dispersdo de 1 mg mL™ foi
depositado sobre a superficie de lamina de vidro recoberta com 6xido condutor de
estanho dopado com fltior (FTO, areas = 0,2 cm? e 0,25 cm?). Utilizando uma
solucdo de hexacianoferrato (Ill) de potassio, Ks[Fe(CN)g], com concentracdo de
5,0x10 mol L™* em solugéo de KCI 0,1 mol L™ e velocidade de varredura variando
de 10 a 1200 mV s*. Os voltamogramas ciclicos foram obtidos utilizando um
potenciostato Autolab PGSTAT128N acoplado a uma cela eletroquimica
convencional contendo trés eletrodos, em atmosfera inerte. Eletrodos de calomelano
saturado (ECS) e platina (area = 0,35 cm?) foram utilizados como referéncia e contra

eletrodo respectivamente.
3.4 Teste de atividade da enzima imobilizada

3.4.1 Hidrdlise do colageno

A capacidade proteolitica da enzima imobilizada foi avaliada utilizando teste
com gelatina, como demostrado por Lima e colaboradores (2008). Neste ensaio,
adicionou-se 10 mL de gelatina (preparadas seguindo as instru¢des presentes na
embalagem) a quatro tubos de ensaio denominados tubos A, B, C e D. Em seguida,
no tubo A adicionou-se 3 mL de agua para o controle negativo, no tubo B adicionou-

se 3 mL de papaina livre a 1 mg.mL™ para o controle positivo, no tubo C adicionou-
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se 3mL Sl-papaina e no tubo D adicionou-se S2-papaina a 10 mg.mL™,
permanecendo sob agitacdo até homogeneizacao e finalmente resfriado por 4 horas.
A capacidade de protedlise da enzima imobilizada foi avaliada mediante a

observacao de formacao de gel.
3.4.2 Degradacédo da caseina pela papaina imobilizada

No teste de degradacdo da caseina para 10 mL de leite adicionou-se 10 mL
da dispersdo de papaina imobilizada 6 mg.mL™?, que permaneceu sob agitacdo
constante durante 24 horas a temperatura ambiente (T=25 °C). A degradacdo da
caseina foi acompanhada por espectrofotometria na regido do UV-vis e 0s espectros
foram registrados a partir de uma dispersdo contento uma gota do meio reacional
em 6 mL de agua, ao longo do tempo (5, 15, 30, 45, 60, 90, 120, 180, 240, 300
minutos e 24 horas) (CARREIRA et al., 2003).

3.5 Ensaios de Citotoxicidade
3.5.1 Animais

Foram utilizados camundongos BALB/c (20-30 g), machos e fémeas de 4-5
semanas de vida, provenientes do biotério setorial do Nucleo de Pesquisas em
Plantas Medicinais NPPM-UFPI, mantidos a 25 +1 °C e ciclo claro escuro de 12 h
com agua e racdo ad libitum. Os animais foram eutanasiados por deslocamento
cervical apoés tranquilizacdo e sedacdo por injecdo intraperitoneal de uma
associacdo de cloridrato de xilazina (10 mg/Kg de peso vivo) e cloridrato de
cetamina (80 mg/Kg de peso vivo) de acordo com a RESOLUCAO N° 1000, DE 12
DE MAIO DE 2012, CRMV (Conselho Regional de Medicina Veterinaria), as
eutanasias foram realizadas sob a responsabilidade do Prof. Dr. Fernando Aécio de
Amorim Carvalho, CFMV-PI N° 0335. Todos os experimentos desenvolvidos neste
estudo foram aprovados pelo Comité de Etica em Experimentacdo com Animais da
UFPI (CEEA/UFPI N° 022/15).

3.5.2 Células

As células utilizadas foram macro6fagos de camundongos BALB/c e eritrocitos

de carneiros do Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal do Piaui. Os
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macrofagos foram isolados do peritbnio de camundongos BALB/c, de sexo
masculino ou feminino, entre 5 a 6 semanas de vida (20 a 25,0 g), provenientes do
biotério do Nucleo de Pesquisa em Plantas Medicinais (NPPM/CCS/UFPI).

3.5.3 Citotoxicidade em eritrocitos

Para a avaliacdo da atividade hemolitica utilizou-se eritrocitos de carneiro,
coletado com anticoagulante (EDTA). Os eritrécitos coletados foram diluidos em 80
ML de PBS, a concentragcdo do sangue foi ajustada para 5 % de hemacias. Em
seguida, foi adicionado, separadamente, papaina livre e papaina imobilizada, nas
concentragbes de 800 a 6,25 pg/mL, diluidas num volume de 20 uL de PBS, em
seguida a placa foi incubada por 1 h a 37 °C e a reagao foi interrompida pela adicdo
de 200 pL de PBS. Logo apds, as suspensdes foram centrifugadas a 1000 rpm, por
10 min, a temperatura ambiente. O sobrenadante foi utilizado para leitura a um
comprimento de onda de 550 nm, a fim de quantificar a atividade hemolitica. A
auséncia (controle negativo) e 100% de hemolise (controle positivo) foram
determinadas, substituindo a solucdo de amostra testada com igual volume de PBS
e agua Milli-Q estéril, respectivamente. Os resultados foram expressos em

porcentagem.
3.5.4 Citotoxicidade em macréfagos peritoneais murinos pelo teste do MTT

Em placa com 96 pocos foram adicionados 100 yL de meio RPMI 1640
suplementado com cerca de 2 x 10° macréfagos por poco e, incubados a 37°C e 5%
de CO; por 4 horas para adesdo celular. Apos esse periodo, foram feitas duas
lavagens com RPMI 1640 suplementado para retirada das células que ndo aderiram.
Posteriormente, foram adicionados 100 yL de meio e das enzimas livre e imobilizada
diluidas nas concentracées de 800 a 6,25 pg.mL™, em triplicata. Apds esta etapa, a
placa foi incubada por 48 h e, ao término deste periodo foi adicionando 10 uL de
MTT diluido meio RPMI suplementado (5 mg mL™). A placa foi incubada novamente
por 4 horas em estufa a 37°C com 5% de CO,. O sobrenadante foi descartado e
adicionado 100 yL de DMSO em todos os pogos. A placa foi agitada por cerca de 30
minutos a temperatura ambiente para dissolu¢cdo completa do MTT-formazan. Por
fim, a leitura foi realizada a 550 nm em leitora de placa, com resultados expressos



44

em termos porcentagem. O controle negativo foi realizado com meio RPMI a 0,2%
de DMSO.

3.5.5 Avaliacéo de parametros de ativacdo de macrofagos pela papaina pura e

papaina imobilizada

3.5.5.1 Preparo de solugdes

A solucdo estoque de corante de vermelho neutro foi preparada pela
solubilizagédo de 0,002 g de corante em 1 mL de DMSO. A solucdo de extracéo
utilizada nos dois protocolos consistiu em &cido acético glacial 96% e etanol PA
dissolvidos em agua bidestilada. O zimosam corado para 0s ensaios de capacidade
fagocitica foi obtido pela diluicdo de 0,3 ml da solucéo estoque e 0,02 g de zimosam
nao opsonizado em 3 mL de PBS, ja o fixador utilizado foi o de Baker formal-célcio
constituido por formaldeido 4% v/v, cloreto de sodio 2% p/v e acetato de calcio 1%

p/v em agua destilada.

3.5.5.1 Avaliacao e determinacao da capacidade fagocitica

Os macroéfagos peritoneais foram plaqueados e incubados com as
solucbes de papaina livre e papaina imobilizada por 48 h estufa a 37°C e a 5% de
CO,, apoés esse periodo foi adicionado 10 pL de solu¢do de zimosan corado e
novamente foram incubados por 30 min a 37°C. Em seguida adicionou-se 100 pL de
fixador de Baker para paralisar o processo de fagocitose e apos 30 minutos, a placa
foi lavada com salina 0,9 % a fim de remover o zimosan e o vermelho neutro ndo
fagocitado pelos macréfagos. Apos remocdo do sobrenadante adicionou-se 100 pL
de solucao de extragdo. Feito isso a placa foi agitada para solubilizagdo em agitador

de Kline. Por fim as absorbéancias formam medidas a 550 nm.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Sintese, estrutura molecular e cristalinidade

A papaina foi imobilizada em suportes contendo ZnO NPs e quitosana ou
FesO4 NPs e quitosana, através do método de ativacéo via glutaraldeido, com vistas
na aplicacdo para a castracdo quimica de caes, conforme exposto na parte
experimental. A Figura 9 ilustra a representacao esquematica para a imobilizacdo da
papaina nos suportes hibridos. Inicialmente a quitosana foi dissolvida em acido
acético, pH 5,0 ocorrendo protonacédo dos grupos —NH, presentes na estrutura do
biopolimero, em seguida adicionou-se ZnO NPs (ou FezOs ocorrendo assim a
formacao dos suportes S1-ZnO/quitosana (ou S2- FeszO4/quitosana), provavelmente,
através de interacBes eletrostaticas e ligacdes de hidrogénio formadas pela
interacdo entre atomos de oxigénio das nanoparticulas e nitrogénio da quitosana,
que interagem eletrostaticamente com a superficie das nanoparticulas de ZnO ou
Fes04, apos ajuste do pH para 14 pela adicdo de NaOH. Em seguida, 0s grupos —
NH, da quitosana sao convertidos em grupos aldeidos via adicdo de glutaraldeido e
finalmente a enzima é entéo ligada covalentemente ao suporte (FAHAMI; BEALL,
2015; Ql; XU, 2004).

Figura 9. Representacdo esquematica para imobilizacdo da papaina no suporte
hibrido

Ay

,‘l.ﬂ_ 2 PrCROmO & 0/2: .0,“' : {,\
'14\ ,‘.\’A’ NCies e -'- e J 4\ 2 0\" .
O Quitosana O OHC(CH,),CHO > ‘ - Papaina-NH, \“‘ ../:m
\ A TG . 0-55"{ 0,;4
ZnO NPs ou ‘l % i - : o
Fe:04 NPs ‘51 ou S2 S$1 Ativado ou Papaina Imobilizada
S2 Ativado

Fonte — Arquivo Pessoal

A organizagdo e estrutura molecular dos materiais sintetizados e de seus
percursores foram investigados por difratometria de raios X (DRX). Na Figura 10
estdo dispostos os difratogramas da quitosana e papaina. Para a quitosana (Figura
10 (a)) os picos em 20 = 12° e 20 = 23° sao atribuidos a rede cristalina a desse
biopolimero, uma vez que as fortes intera¢des intermoleculares e intramoleculares

provenientes das ligacdes de hidrogénio existentes nos grupamentos hidroxila,
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amina e outros grupos funcionais presentes na molécula conferem um perfil
semicristalino a esse polimero (KUMAR, 2004; URAGAMI; TOKURA, 2006;
KRISHNAMOORTHY et al.,2012). Por outro lado, o pico de difracdo em 20 = 23°
presente no difratograma da papaina, Figura 10 (b), é referente a larga extenséo dos
sitios ativos da enzima que podem ser divididos em 7 dominios em que cada um
deles acomoda um residuo de amino&cido do substrato peptidico. Nesses dominios
h& presenca de fendas onde ocorre o encaixe do substrato, o que acaba por conferir
um perfil semicristalino a papaina (SCHECHTER, 1967; SCHRBDER et al., 1993).

Figura 10. Difratogramas para (a) Quitosana e (b) Papaina Livre
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(b) —— Papaina Livre

Intensidade

10 20 30 40 50 60 70 80 90
20 (Graus)

A Figura 11 ilustra os difratogramas para (a) ZnO NPs e (b) FesO4 NPs. As
ZnO NPs apresentam 10 picos cristalinos em 20 = 37°, 40°, 32°, 55°, 66°, 74°, 79°,
81°, 82° e 87° que sao referentes aos planos (100), (002), (101), (102), (110), (103),
(200), (112), (201) e (202), respectivamente, correspondendo a estrutura hexagonal
do tipo wurtzita de acordo com o padrao JCPDS No. 03-065-3411. O difratograma
das Fe3O4 NPs, Figura 11 (b), apresentou nove picos em: 20 = 21°; 35°; 41°; 50°;
63°; 67°; 74°; 85° e 89° referentes aos planos (111), (220), (311), (400), (422), (511),
(440), (620) e (533), respectivamente. A posicdo e a intensidade dos picos de
difracdo observados para a magnetita correspondem a estrutura cristalina cubica de

espinélio invertido, de acordo com o padrdao JCPDS 01-088-0315 (ZHANG et al.,
2010).
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Figura 11. Difratogramas para (a) ZnO NPs e (b) Fe304 NPs
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No padréo cristalografico para o suporte S1: ZnO/quitosana, observou-se a
presenca de todos os picos cristalinos referentes a fase hexagonal das ZnO NPs
(Figura 12 (a)), bem como a presenga de um pico de baixa intensidade em 26 = 23°

que foi atribuido a rede cristalina a da quitosana, presente no suporte, S1, uma vez
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gue esta possui certo grau de cristalinidade (KUMAR, 2004; URAGAMI; TOKURA
2006). No difratograma da papaina imobilizada, S1-Papaina (Figura 12 (b)), a
presencga do pico em 20 = 23° provavelmente ocorre devido uma sobreposicdo dos
picos referentes a quitosana e a papaina que também possui certa cristalinidade,
entretanto a caracteristica do pico sugere que este seja proveniente da papaina
(SCHECHTER, 1967).

Figura 12. Difratogramas para (a) S1: ZnO/quitosana e (b) S1-Papaina
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(b) —— S1- Papaina
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Nos padrdes cristalograficos do suporte S2:Fe;O./quitosana e da S2-Papaina,
Figuras 13 (a) e (b) respectivamente, estao presentes todos 0s picos cristalogréaficos
referentes a estrutura cubica de espinélio invertido das FezO4 NPs. N&o é possivel
observar o pico caracteristico da quitosana ou da papaina, entretanto a mudancga da

linha de base em torno de 10° a 20° sugere a incorporacdo desses materiais na

estrutura da magnetita.
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Figura 13. Difratogramas para (a) S2 e (b) S2-papaina
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O diametro médio estimado pela através da técnica de DRX a partir da
formula de Scherrer, Eq. 2, foi de 29 e 13 nm para as ZnO NPs e Fe3O4 NPs,
respectivamente. Outro fator que pode ser observado pela técnica de DRX € o indice
de cristalinidade dos materiais, que foi calculado de acordo com a Eq. 4, em que, Xc
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€ o indice de cristalinidade, Ic é o somatorio das integrais das areas dos picos da
fracdo cristalina e la é a &rea dos picos da fracdo amorfa. Para esse calculo,
considerou-se a faixa de 10 a 30° como fracdo amorfa e de 30° a 90° graus como
fracdo cristalina (LIMA et al., 2012). Na Tabela 2 estdo dispostos os indices de
cristalinidade para as ZnO NPs, Fe3O4 NPs, suportes S1 e S2 e para a enzima

imobilizada em S1 e S2.

Xc 100 “)

c
J—
(Ic + Ia)

Tabela 2. indice de cristalinidade dos materiais sintetizados

Material indice de Cristalinidade (%) Xc
ZnO NPs 81,18
S1: ZnO/quitosana 83,47
S1-Papaina 86,83
Fes04 Nps 91,43
S2: Fe3z04/quitosana 92,33
S2-Papaina 90,94

Nota-se pelos difratogramas que os picos cristalinos das ZnO NPs possuem
intensidades ligeiramente menores que 0s picos do suporte S1, sugerindo um
aumento no grau de cristalinidade do mesmo com a adicdo da quitosana as ZnO
NPs, sendo confirmado com o valor de Xc. Similar comportamento foi observado
para a enzima imobilizada. Além do estreitamento do pico em torno de 23°, que
confere maior grau de cristalinidade para a enzima imobilizada em ZnO NPs. O
aumento no indice de cristalinidade crescente com a adicdo de quitosana e papaina
as ZnO NPs, respectivamente, sugere uma organizacdo desses materiais na
estrutura das ZnO NPs. E interessante destacar que nos difratogramas do S1 e da
S1-papaina ocorreu uma alteracao no pico referente ao plano 002, indicando que a
interacao entre esses materiais ocorre através dessa face da célula unitaria das ZnO
NPs. Sabe-se que o indice de cristalinidade do material esta relacionado com o seu
tamanho, assim para S1 e S1-papaina, o aumento na largura dos picos de difracéo,
sugere que as nanoparticulas possuem menor tamanho, esse fato foi confirmado
pela estimativa de tamanho através da equacéo de Scherrer, Eq. 2, sendo 23 e 22

nm para o S1 e S1-papaina respectivamente.
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A insercdo de quitosana a estrutura das Fe3;O, NPs provocou um leve
aumento na cristalinidade da mesma, que pode ser observado pelo incremento das
intensidades dos picos de difracdo. Por outro lado, a adicdo de papaina ao suporte
S2 leva a diminuicdo desse parametro, fato observado pela elevacdo da linha de
base do difratograma, porém a adi¢cdo desses materiais a sua estrutura ndo provoca
alteragcfes significativas no indice de cristalinidade das mesmas, permanecendo a
estrutura cristalina das nanoparticulas de magnetita inalterada (ZANG et al, 2014).

4.2 Investigacao espectroscopica e reatividade

A fim de investigar a formacdo dos materiais em suspenséo coloidal, foi
realizado medidas de espectroscopia de absorcdo molecular na regido do
ultravioleta visivel (UV-Vis). O indicativo da formagéo de materiais nanoparticulados
pode ser evidenciado pelo aumento da linha de base, que é provocado pela
dispersao da luz. Assim, de acordo com a lei de Mie, EqQ. 5, ao irradiar um feixe de
luz sob uma suspenséo coloidal a absorcao total ou coeficiente de extingao (Qex:)
sera igual ao somatorio da radiagdo absorvida (aans) com a radiacdo espalhada (Qesp)
(LU, 2013), fato esse observado nos espectros de absorcdo das ZnO NPs e das
Fes04 NPs.

Aext = (Aaps) + Tesp (5)

A Figura 14 ilustra os espectros de absorcdo no UV-vis para papaina livre,
ZnO e Fe3z04 NPs. A absorcdo em 192 nm no espectro da papaina foi atribuida a
transicao eletrbnica do orbital ndo ligante n para o orbital antiligante 1 desocupado
(n—11*). Esse tipo de transicdo € possivel devido a presenca do grupo amina e
amida presentes na estrutura da enzima (PAVIA, 2010). Para as ZnO NPs, a banda
de absorcdo em 371 nm foi atribuida a absorcdo do band gap intrinseco do ZnO,
caracteristica deste material semicondutor, devido a transi¢cdes de elétrons da banda
de valéncia para a banda de conducgdo (O, — Znzq) (AZARANG, 2014). As Fe304
NPs ndo possuem banda de absorcdo plasmonica, apenas um aumento na
absorcdo em torno de 350 nm e um aumento na linha de base ocasionado pelo
efeito de dispersdo pelas particulas em escala manométrica (SANTOS; MELO;
CRESPILHO, 2014; SILVA, 2015; MELO et al., 2013).
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Figura 14. Espectros eletronicos na regido do UV-Vis para Papaina livre (1,3 mg.mL"
1y, Zn0O (0,2567 mol.L™") e Fe;04 NPs
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Nos espectros de UV-Vis para os suportes S1 e S2 (Figura 15), é possivel
notar uma absorcdo em 192 nm, atribuida a transicdo (n—T1*) provenientes dos
grupos NH, presentes na estrutura da quitosana. Também observou-se uma
absorcdo em 362 nm que foi atribuida a transicdo do bang gap intrinseco das ZnO
NPs presentes no suporte S1. Para ao suporte S2, a elevacdo na absorgédo em torno
de 356 nm ocorre devido a presenca das FezO4 NPs. Neste caso, ambos materiais
provocaram aumento na linha de base decorrente do espalhamento de luz,

caracteristico de materiais em escala manométrica (MELO et al., 2013).
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Figura 15. Espectros eletrénicos na regido do UV-Vis para S1 (1,6 mg.mL™?) e S2
(9,057 mg. mL™)
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A presenca de quitosana nos suportes S1 e S2 também foi evidenciada de
maneira qualitativa através da reagcdo com ninidrina, uma vez que, em determinadas
condi¢cBes, a ninidrina reage com grupos NH; livres formando um composto de
coloragdo purpura, o dicetohidrindilideno-dicetohidrindamina, conhecido como Roxo
de Ruhemann. Esta reacdo pode ser confirmada por UV-Vis, uma vez que o Roxo
de Ruhemann apresenta absorcdo caracteristica em torno de 568 nm, como
mostrado na Figura 16 (LU, 2013).
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Figura 16. Espectros eletronicos na regido do UV-Vis para reacdo com ninidrina de

S1 e S2 (I: Antes e II: Depois da reacao com ninidrina).
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No espectro eletrbnico na regido do UV-Vis para a enzima imobilizada (em S1
e S2), ilustrada na Figura 17, observou-se que a absorcao caracteristicas das ZnO
NPs e Fe3O4 NPs sofreram deslocamento para 379 nm e 381 nm, respectivamente,

podendo ser indicativo de interagao entre esses materiais.
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Figura 17. Espectros eletrdnicos na regido do UV-Vis para S1-Papaina (1,9 mg. mL’
Y e S2-Papaina (0,78 mg. mL™)
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Na Figura 18 estdo dispostos os espectros de FTIR para a quitosana pura e
papaina livre. Para a quitosana o estiramento em torno de 3350 cm™ foi atribuido
aos estiramentos O-H e N-H e as ligacdes de hidrogénio intra e intermoleculares das
moléculas de quitosana. Os estiramentos em 2931 e 2875 cm™ séo tipicas de vC-H,
enquanto as vibracdes de deformacdo em 1658, 1583, 1418, 1315 cm™ foram
atribuidas a amida |, deformacao vN-H presente no grupo NH,, deformacao axial vC-
N e da amida Ill, respectivamente. As vibracdes em 1074 e 1034 cm™ foram
atribuidas aos estiramentos C-O de C3-OH e C6-OH (DEHAGHI et al, 2014; CAl et
al 2015). Para a papaina livre, a banda larga entre 3594 e 3033 cm™ 2931 cm-1
foram atribuidas aos OH, vN-H da amina secundaria e v,ssC-H sp3. O espectro de
FTIR da papaina também apresentou estiramentos em 1638 e 1532 cm™,
correspondentes a vibragoes de estiramento vC=0 de amida | e II, respectivamente.
Similar atribuicdes foram atribuidas pela literatura (MAHMOUD et al., 2013). Na
regido entre 1074 e 928 cm™ notou-se uma sobreposicdo de diversas bandas, nas

quais, encontram-se presentes as deformacdes em 1050 cm™, 1076 cm™ e 844 cm™
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provenientes dos estiramentos C-S de sulfeto e dissulfeto (PERES et al., 2015;
SHARMA et al., 2011).

Figura 18. Espectros de FTIR para quitosana pura e papaina livre
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A formacao da estrutura molecular dos nanomateriais também foi investigada
por FTIR. Para as ZnO NPs, Figura 19, o estiramento em 3646 cm™ foi atribuido a
vO-H devido a presenca de agua de hidratacdo (MOHAJERANI et al., 2008). Os
estiramentos em 1642 cm™ e 1448 cm™ sdo atribuidas as vibragcdes de C=O
assimétrico e simétrico, respectivamente, pertencentes ao grupamento acetato (nao
removido durante as lavagens) (SHARMA; GHOSE et al, 2015). Um aumento na
temperatura de calcinagdo do material acarretaria numa diminuigdo acentuada tanto
nos estiramentos O-H quanto nas vibracdes de C=0 (SHARMA; GHOSE et al,
2015), entretanto a elevacéo da temperatura de calcinacdo das ZnO NPs acarretaria
na formacdo de nanoparticulas com propriedades modificadas e maior tamanho
(PUDUKUDY; HETIEQA; YAAKOBA, 2014). A deformacao intensa em 497 cm™? no
espectro de FTIR das ZnO NPs foi atribuido a deformacdo vZn-O confirmando a
formacdo das mesmas. No espectro de FTIR para as Fe3O4 Nps, Figura 17, nota-se

a presenca de estiramentos em 3401 e 1625 cm™ que foram atribuidos aos
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estiramentos da ligacdo O-H de moléculas OH- adsorvidas na superficie das
nanoparticulas de magnetita. Ja4 o estiramento em 588 cm™ foi atribuido a vFe-O
(WANG et al., 2012; SHARAFI; SEYEDSADJADI, 2013).

Figura 19. Espectros de FTIR para ZnO NPs e Fe304 NPs
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A Figura 20 mostra os espectros de FTIR para os suportes S1 e S2, percebe-
se que para o S1 ha presenca de todos os estiramentos e deformacgdes provenientes
da quitosana pura, além de uma nova deformacdo em 497 cm™ que foi atribuido a
vibracdo Zn-O, devido a interacdo eletrostatica e a formacdo de ligacBes de
hidrogénio ente as ZnO NPS e a quitosana (SUGANTHI; RAJAN, 2012; CAI et al.,
2015). De maneira similar, no espectro de FTIR para S2 nota-se a presenca tanto da
quitosana quanto das Fe3O4NPs gue interagem entre si por meio de interacdes
eletrostaticas (ZANG et al., 2014).
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Figura 20. Espectros de FTIR para os suportes S1 e S2
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A imobilizacdo da papaina nos suportes propostos, S1: ZnO/quitosana e S2:
Fes;O4/quitosana foi confirmada por FTIR, Figuras 21 (a) e (b) respectivamente, visto
que o aumento na absorcdo em 1665 cm™, para Sl-glutaraldeido e S1-Papaina e
em 1640 cm™ para S2-glutaraldeido e S2-Papaina confirmaram a formacéo da
ligacdo N=C entre o suporte, S1 ou S2 e a enzima. A formacado da ligacdo N=C é
possivel gracas a presenca dos grupos NH, nos suportes e na papaina, ja que 0s
grupamentos amina nucledfilos atacam o0s grupos aldeidos presentes no
glutaraldeido formando uma ligacdo imina, facilmente observada por FTIR
(KRAJEWESKA, 2004; HANEFELD; GARDOSSI; MAGNER, 2009). A reagdo que
ocorre entre 0s grupamentos amina da quitosana e da enzima com o glutaraldeido

estad esquematizada na Figura 22.
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Figura 21. Espectros de FTIR para (a) S1-Glutaraldeido e S1-Papaina e (b) S2-

Glutaraldeido e S2-Papaina
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Figura 22. Esquema de reacgao entre quitosana, glutaraldeido e papaina
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4.3 Arranjo supramolecular e tamanho

A microscopia eletrénica de transmissdo (MET) foi utilizada com o intuito de
analisar a organizacdo supramolecular, a morfologia e o tamanho dos materiais
sintetizados. As ZnO NPs (Figura 23 (a)) apresentaram uma organizagao
polidispersa com forma triangular (nanotriangulos, SALAVATI-NIASARI, 2009) em
diferentes tamanhos, com a presenca de agregados. O histograma de distribuicdo
do tamanho das particulas dos nanotriangulos (n = 113 particulas) revelou um
didmetro médio de 193 nm, com prevaléncia de nanoparticulas com tamanho de
aproximadamente 200 nm (Figura 24 (a)). A forma triangular das ZnO NPs pode ser
explicada pela capacidade de estabilizacdo do solvente, agua, sobre os planos
cristalograficos de crescimento do cristal (YILDIRIM; DURUCAN, 2012). A enzima
imobilizada em ZnO NPs, Sl-papaina (Figura 23 (b), apresentou uma organizacao
supramolecular semelhante as ZnO NPs, entretanto com tamanho menores, como
previsto pela equacdo de Scherrer. A Figura 24 (b) ilustra o histograma de
distribuicAo de tamanho para Sl-papaina que apresentou didmetro médio dos
nanotriangulos de 107 nanémetros. O tamanho médio dos nanotridngulos de S1-
papaina estimado com 223 particulas foi de 153 nm.
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Figura 23. Imagens de microscopia eletrénica de transmissao para (a) ZnO NPs e
(b) S1-papaina com 500 nm
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Figura 24. Histogramas de distribuicdo de tamanho das particulas para (a) ZnO NPs

e (b) S1-papaina e as imagens de MET correspondentes
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A Figura 25 (a) mostra a formacdo das FezO, NPs em formatos esféricos
inferiores a aproximadamente 16 nm. Além disso, as Fe3;Os NPs mostram-se
polidispersas com formacao agregados em virtude de sua natureza magnética, que
tendem a atrair umas as outras (ZANG et al., 2014). O mesmo comportamento é
observado para S2-papaina, Figura 25 (b) entretanto, a formagdo de agregados
maiores ocorre em virtude da condensacdo das moléculas de quitosana quando
estas sdo submetidas a reacdo com glutaraldeido (ZANG et al., 2014). Nao foi
possivel a construcdo de um histograma de distribuicdo do tamanho para as Fe3O,4
NPs e S2-papaina, devido ao seu diminuto tamanho e baixa resolugédo das imagens
de MET.

Figura 25. Imagens de microscopia eletrénica de transmissao para (a) FesO4 NPs e

(b) S2-papaina com 500 nm
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4.4 Ensaio de Atividade Proteolitica

Avaliar a capacidade proteolitica da papaina imobilizada torna-se necessario
uma vez que, a imobilizacdo de enzimas via ligacdo covalente pode piorar o
desempenho catalitico da mesma (KRAJEWSKA, 2004). A Figura 26 mostra o
resultado do teste qualitativo realizado utilizando gelatina comercial para avaliacao
da atividade proteolitica da papaina imobilizada. Neste ensaio observou-se que para
o controle negativo, Figura 26 (a), houve total gelificagédo, isso porque ndo houve
hidrélise da proteina presente na gelatina, uma vez que no meio nao ha a presenca
de enzima proteolitica (LIMA, 2008). Por outro lado, para o controle positivo, para
Sl-papaina e S2-papaina, Figuras 26 (b), (c) e (d), respectivamente, a presenca de
protedlise ndo acarretou na formacao de gel, devido a presenca da papaina no meio
causar hidrélise das moléculas de proteinas presentes na gelatina, interrompendo o

processo de gelificacao (LIMA, 2008).
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Figura 26. Teste da atividade proteolitica sob a formacdo da gelatina para: a)
controle negativo b) controle positivo - Papaina livre e c) Sl-papaina e d) S2-

papaina

a)

Outra maneira utilizada para avaliar a atividade proteolitica da enzima
imobilizada foi através da reacao de hidrolise da caseina. Sabe-se que o leite bovino
possui alto teor de caseina, sendo, portanto, um material acessivel para encontrar
essa proteina (CARREIRA, et al., 2003). A Figura 27 (a) mostra o0 espectro de
absorcdo na regido do UV-Vis para uma amostra de leite diluida em agua.
Observou-se a presenca de uma absorcdo em 235 nm que foi atribuida as moléculas

de caseina e aminoacidos aromaticos presentes no leite (CARREIRA, et al., 2003).

A reacdo de hidrolise da caseina pela papaina imobilizada em S1 e em S2 foi
acompanhada por espectrofotometria na regido do UV-Vis. E interessante destacar
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gue a papaina pode hidrolisar a caseina presente no leite em peptideos menores
(CARREIRA et al., 2003), tonando possivel a avaliacdo de sua atividade proteolitica
por esta técnica. E possivel observar nas Figuras 27 (b) e (c), reacéo da S1-papaina
e S2-papaina com o leite, respectivamente, que a absorcdo caracteristica da
caseina diminuiu com o tempo até desaparecer completamente em 24 horas para
Sl1-papaina, Figura 27 (d), demostrando que a enzima imobilizada ndo perdeu sua
atividade.

Figura 27. Espectros eletrénicos na regido do UV-Vis para (a) leite puro e teste de
atividade proteolitica para (b) Sl-papaina (c) S2-papaina e (d) reacdo com S1-
papaina apos 24horas
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4.5 Propriedades Eletroquimicas de Filmes cast formados por ZnO, quitosana e

papaina

Filmes cast constituidos por ZnO NPs, Fe3O4 NPs, quitosana e papaina e
depositados sobre substratos de FTO foram utilizados com intuito de avaliar se o
transporte de carga estava sendo bloquedado apos a incorporacdo da quitosana na
superficie das nanoparticulas. Para este propésito, filmes de 07 eletrodos foram
preparados: a) FTO, b) ZnO/FTO, c) S1/FTO, d) S1-papaina/FTO, e) Fe304/FTO, f)
S2/FTO e g) S2-papaina, utiizando mesma concentracdo dos materiais. Os
eletrodos foram utilizados em experimentos de voltametria ciclica na presenca de
hexacianoferrato (Il) (eletrélito KCl 0,1 mol L%) uma vez que o sistema
Ferro/Ferricianeto tem se mostrado como uma valiosa ferramenta para testar as
propriedades eletroquimicas sobre a superficie eletrédica (COELHO, 2011). As
figuras 28 (a) e (b) ilustram os voltamogramas para FTO, ZnO/FTO, S1/FTO, S1-
papaina/FTO e (e) FesO4/FTO, (f) S2/FTO e (g) S2-papaina, respectivamente, a 50
mV.s™ na faixa de potencial de -0.4 a 1.0 V (vs ECS). Os sistemas apresentaram um
processo redox bem definido com valor E;, de ~ 0,109 mV atribuido a conversao
[Fe'(CN)e]*/[Fe"(CN)e]* (COELHO, 2011). As densidades de correntes exibidas
pelo filme S1/FTO e Sl-papaina/FTO séo proximas e menores em relagdo ao FTO
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descoberto, pois a presenca de quitosana aumenta a resistividade do filme. O filme
ZnO/FTO apresentou aumento nas correntes faradaicas em aproximadamente 16%
indicando uma facilidade de transporte de carga das ZnO NPs. O filmes cast
constituidos de S2/FTO mostrou densidade de corrente inferior a 9%
aproximadamente. Filmes constituidos de Fe304/FTO e S2-papaina/FTO
apresentaram um aumento das correntes faradaicas de cerca de 6%. Também
observou-se que a imobilizacdo dos diversos materiais sobre o substrato de FTO
ocasionou o deslocamento do processor redox para regibes mais positivas,

sugerindo ganho de estabilidade com relacdo a oxidacao.

Figura 28. Voltamogramas de filmes cast para (a) ZnO/FTO, S1/FTO, S1-
papaina/FTO, FTO e (b) FesO4/FTO, S2/FTO, S2-papaina/FTO e FTO em eletrdlito

KCI 0,1 mol L'}, na presenca de [Fe'(CN)g]*, com velocidade de varredura 50 mVs™
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O estudo realizado com os filmes cast constituidos de ZnO/FTO e Fe3zO4/FTO,

com diferentes velocidades de varredura, Figura 29 (a) e (b) respectivamente,

mostra um aumento das correntes faradaicas com o aumento da velocidade de
varredura indicando que as ZnO e as Fe3O,; Nps respondem rapidamente ao

mecanismo de transporte de carga.
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Figura 29. Voltamogramas de filmes cast constituidos de (a) ZnO/FTO e (b)
Fes04/FTO, em eletrélito KCI 0,1 mol L™, na presenca de [Fe'"(CN)g]*, em diferentes

velocidades de varredura
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4.6 Avaliacao da atividade citotoxica e de ativacdo do S1-papaina

Eritrocitos e macréfagos sdo células comumente usadas para avaliacdo de
citotoxicidade in vitro pois sdo responsaveis por combater infec¢des e adaptar-se a
corpos estranhos (PARKIN, J.; COHEN, B., 2001), sendo por tanto, importantes no
processo imunoldgico (AUDE-GARCIA et al., 2016). A citotoxicidade da papaina livre
e imobilizada em nanoparticulas de 6xido de zinco (S1-papaina) foi avaliada em
cultura de eritr6citos de carneiro. A porcentagem de hemdlise aumentou
proporcionalmente a concentracao apos tratamento com enzima livre e S1-papaina.
As Figuras 30 (a) e (b) mostram a percentagem de hemolise em eritrécitos com
variacdo na concentracdo de papaina livre e S1-papaina, respectivamente. Nota-se
que para os testes realizados com diferentes concentracbes, ambas amostras
mostraram-se poucas citotoxicas. Mesmo na maior concentracdo testada, 800 ug

mL™, a porcentagem de hemélise foi inferior a 5%.

Figura 30. Percentual de hemolise em eritrécitos de carneiro apos tratamento com

(a) Papaina Livre e (b) S1-papaina

20 4 0 -
a) b)
—
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A figura 31 (a) mostra a avaliacdo da citotoxicidade da papaina livre sobre
macrofagos peritoneais murinos pelo teste do MTT. Observou-se que a enzima livre
mostrou baixa citotoxicidade nas concentracdes estudadas e por esse motivo nao foi
possivel determinar a CCs para essa enzima, uma vez que os valores de viabilidade
celular permanecem superiores a 80%. O ensaio realizado com S1-papaina resultou
no perfil apresentado na Figura 31 (b), em que o nanomaterial se mostrou citotéxico
nas quatro ultimas concentragdes, tal comportamento confirmado pela CCsg igual a
488,3 ug-mL™.
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Figura 31. Efeito sob macréfagos peritoneais murinos da (a) papaina livre e (b) S1-
papaina
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Um estudo realizado por Pati e colaboradores (2009) mostrou que a
viabilidade celular de macréfagos frente a nanoparticulas de éxido de zinco possui
relacdo dependente da concentracao, diminuindo em 80% quando expostos a uma
concentracdo de 100 pg.mL™* de ZnO NPs (PATI et al.,2016) sendo, portanto,
citotoxica as células. Isso porque as ZnO NPs induzem apoptose (ZHANG et al.,
2012) e autofagia celular (PATI et al., 2016), contribuindo para elevagao na atividade
citotoxica da S1-papaina ja que nesta ha presenca de ZnO NPs.

Os macrofagos possuem funcdes que se tornam aumentadas durante o
processo de ativacdo, dentre elas esta a capacidade fagocitica. A fagocitose é um
processo crucial para a resisténcia a invasdo de microorganismos (MENDES, et al.,
2003). Na Figura 32 estdo dispostos os graficos de avaliacdo dos parametros de
ativacdo dos macrofagos através da capacidade fagocitica pela papaina livre e
imobilizada (S1-Papaina). As Figuras 32 (a) e (b) ilustram a capacidade fagocitica
dos macrofagos peritoneais frente a papaina livre e imobilizada, respectivamente,
gque aumenta a medida que ocorre o incremento da concentracdo, entretanto,
quando a concentracdo torna-se bastante elevada h& reducdo deste paréametro.
Esse fator indica que a capacidade fagocitica dos macro6fagos peritoneais frente a
papaina livre e imobilizada € dependente da concentracdo (LIM et al., 2007). A
diminuicdo da capacidade fagocitica dos materiais em concentracdes elevadas esta
relacionada ao aumento da citotoxicidade, fato observado na Figura 31, isto é, com a
elevacdo da citotoxicidade hd uma diminuicdo na viabilidade celular, logo, com a

morte de parte dos macréfagos estes, perdem sua capacidade de fagocitose.
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Figura 32. Avaliacdo da capacidade fagocitica de (a) Papaina Livre e (b) imobilizada
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A enzima imobilizada em suporte de ZnO/quitosana possui um perfil de

toxicidade celular, sendo capaz de alterar células como macrofagos gerando um

processo inflamatorio local, entretanto, sdo necessérios estudos para avaliar a

toxicidade aguda do material. A enzima imobilizada podera ser aplicada na

castracdo quimica de animais, uma vez que, esta pode ser alcancada por meio de

fibrose e dano fisico causados por meio de inducdo de uma inflamacdo aguda no
aparelho reprodutor masculino (LOPES; SILVA, 2014; OLIVEIRA et al., 2011).
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5 CONSIDERACOES FINAIS

A papaina foi covalentemente imobilizada nos suportes hibridos contendo
nanoparticulas de 6xidos metalicos (ZnO e Fe30,) e quitosana. Por Difratometria de
raios-X pode-se confirmar a formacédo das ZnO NPs e Fe3;O4 NPs, bem como dos
suportes S1 e S2, visto que os difratogramas desses materiais apresentou os planos
cristalogréficos referentes a estrutura hexagonal do tipo wurtzita, e de espinélio
invertido caracteristicos das ZnO NPs e Fe3z04 NPs respectivamente.

Os espectros eletrbnicos apresentaram as absorcdes caracteristicas das ZnO
NPs nos espectros das ZnO NPs, S1 e Sl-papaina e das FesO4 NPs nos espectros
da Fe3O4 NPs, S2 e s2-papaina. O espectro de FTIR para as ZnO NPs e para as
nanoparticulas de magnetita, confirma a formacado das mesmas, assim como dos
suportes que apresentaram vibracdes e estiramentos relativos a quitosana e as ZnO
NPs, para S1, e FesO4 NPs, para S2. O aumento da intensidade da vibragdo em
1655 cm™ e em 1640 cm™ nos espectros de FTIR para Sl-papaina e S2-papaina,
respectivamente, sugere que a papaina foi imobilizada nos suportes propostos. Por
MET pode-se observar a formacao ZnO NPs e das Fe304 NPs em forma triangular e
esférica respectivamente. Todas as técnicas de caracterizacdo sugeriram a

imobilizacdo da papaina nos suportes propostos.

O filme cast de ZnO/FTO e Fe304/FTO apresentou maior eficiéncia no
transporte de carga para o sistema Ferro/Ferricianeto quando comparados aos
filmes cast dos suportes e da enzima imobilizada. Os testes de formagédo do
colageno e degradacdo da caseina indicam que a enzima imobilizada ndo perdeu
sua capacidade proteolitica. Os ensaios de citotoxicidade indicaram uma baixa
toxicidade da Sl1-papaina em macréfagos peritoneais murinos. Pode-se observar a
ativacdo dos macrofagos frente a capacidade fagocitica. A papaina imobilizada em
suporte de ZnO/quitosana tem potencialidade para ser empregada como agente de

castracao quimica em cées e gatos, entretanto mais testes devem ser realizados.



6 PERSPECTIVAS

v" Realizar testes de toxicidade aguda in vivo;

v Avaliar a capacidade de castracdo quimica da enzima imobilizada;

v' Determinar a quantidade ideal de papaina a ser imobilizada nos suportes;



v" Realizar estudos de estabilidade da enzima imobilizada;

v Publicacao de artigo cientifico em periédico especializado.
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