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DESENVOLVIMENTO DE HIDROGEL NANOESTRUTURADO CONTENDO 
COMPLEXO DE PAPAÍNA E CICLODEXTRINA 

 

Gustavo Henrique Costa Varca 

 

RESUMO 

 
A papaína é uma enzima proteolítica empregada no debridamento e 

cicatrização de feridas. Contudo, problemas de estabilidade na forma farmacêutica, 

bem como reações alérgicas reportadas por pacientes submetidos à tratamentos com 

a enzima, culminaram na restrição aos produtos contendo papaína para uso tópico 

por órgãos regulatórios internacionais. Este trabalho objetivou desenvolver hidrogel 

nanoestruturado contendo complexo de papaína e ciclodextrina visando obter forma 

farmacêutica estável e eficaz como curativo dérmico, com redução da resposta 

imunológica. A síntese do hidrogel foi realizada combinando fenômenos de 

cristalização e/ou reticulação e esterilização simultânea induzida por radiação gama, 

de modo a promover nanoestruturação adequada da membrana para veiculação da 

papaína nativa e do complexo. O complexo e o produto final tiveram suas 

propriedades biológicas e físico-químicas avaliadas. O hidrogel a base de PVA 

contendo complexo de papaína-ciclodextrina apresentou características adequadas 

para aplicação como curativo, além de apresentar indícios de redução na resposta 

imunológica e melhora na citocompatibilidade quando comparado à papaína nativa, 

isso devido ao encapsulamento molecular com a ciclodextrina e à alta retenção do 

complexo por parte da matriz. Por outro lado, a irradiação, não alterou o perfil 

citotóxico da enzima, mas acarretou leve diminuição em seu potencial imunogênico. 

O hidrogel se mostrou promissor para uso como curativo e demonstrou potencial 

redução nas reações adversas desencadeadas pelo uso da papaína. 

 

Palavras-Chaves: Complexo de Papaína e Ciclodextrina, Hidrogel, Radiação 

ionizante, Imunogenicidade, Citotoxicidade. 



DEVELOPMENT OF A NANOSTRUCTURED HYDROGEL CONTAINING 

PAPAIN AND CYCLODEXTRIN COMPLEX 

 

Gustavo Henrique Costa Varca 

 

ABSTRACT 

 

Papain is a proteolytic enzyme applied for wound healing and debridement. 

However, stability issues as well as allergenic reactions reported by patients submitted 

to papain pharmaceutics led to restriction of papain containing products for topical use 

by international regulatory agencies. This work aimed the development of 

nanostructured hydrogel containing papain and cyclodextrin complex or papain in 

order to obtain stable and suitable pharmaceutical form as a wound dressing with 

reduced allergenic properties. The hydrogel synthesis was performed by combining 

freezing cycles and the simultaneous crosslinking and sterilization process promoted 

by gamma irradiation to achieve a nanostructured hydrogel for the loading of the 

papain and cyclodextrin complex. The biological and physical-chemical properties of 

the complex and the final product were assayed. The PVA based hydrogel containing 

cyclodextrin-papain complex presented desirable characteristics for wound dressing 

purposes.  In addition, an in vitro shift in the immunological response and an increase 

in the cytocompatibility if compared to native papain were observed as a function of 

the molecular encapsulation with cyclodextrin. The process of irradiation was not 

capable of altering papain cytotoxicity, but conferred a slight decrease in the 

immunogenic properties. In conclusion, the developed hydrogel was promising as a 

novel papain containing dressing with potential reduced adverse reactions.  

 

Key-Words: Papain and Cyclodextrin complex; Hydrogel; Ionizing radiation, 

Immunogenicity, Cytotoxicity. 
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1 INTRODUÇÃO 

A produção de medicamentos contendo enzimas vem sofrendo constante 

expansão, graças a seu amplo potencial terapêutico, constituindo novos recursos 

farmacológicos obtidos de fontes naturais. Tais produtos possuem diversas 

aplicações, como auxiliares na absorção cutânea [1] e agentes debridantes no 

tratamento de feridas e escaras [2], dentre outros.  

O tratamento de feridas e escaras desafia os pesquisadores a desenvolverem 

sistemas de fácil aplicação capazes de conferir maior adesão e melhor desempenho 

do produto, com redução de custos e de tempo de uso, considerando o limitado 

número de medicamentos disponíveis. Os principais procedimentos empregados 

atualmente para tratar tais condições são restritos à utilização de agentes debridantes 

[3], e procedimentos cirúrgicos [4], dificultando assim o tratamento dos pacientes. 

Enzimas proteolíticas, como a papaína e a bromelina são capazes de digerir o 

tecido necrosado, facilitando o acesso de células saudáveis à área afetada e, 

portanto, vêm sendo exploradas para aplicação em tratamentos domiciliar e hospitalar 

[2]. Embora sua eficácia após uso contínuo por alguns dias seja conhecida [4], estas 

enzimas são sensíveis às alterações de pH, temperatura e agitação dentre outros 

fatores [5], os quais inviabilizam sua veiculação em determinadas formas 

farmacêuticas, que apresentam, por sua vez, baixa estabilidade.  

A busca por novas formas farmacêuticas que forneçam ambiente adequado, 

capaz de promover maior estabilidade biológica e, consequentemente, proporcionar 

ao usuário garantia de utilização de medicamento ativo e eficaz, é de grande 

relevância industrial e para os pacientes em geral.  

A papaína é utilizada no tratamento de escaras por reduzir o crescimento 

bacteriano e a formação de exsudatos, induzir a formação de grânulos e digerir o 

tecido necrosado [6]. Contudo, além de problemas relacionados à estabilidade 

enzimática, a Food and Drug Administration (FDA) impôs restrições aos produtos para 

uso tópico contendo papaína, em virtude das reações adversas graves reportadas, 

como reações anafiláticas, e hipersensibilidades severas, observadas em pacientes 

submetidos ao uso destes produtos [7]. Tais implicações tornam relevante a busca 
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por alternativas para a resolução do problema e por medicamentos adequados, 

ampliando os recursos terapêuticos e explorando o potencial dessa enzima. 

Esta protease é veiculada em bases dermatológicas comuns, como emulsões 

e géis, e na forma extemporânea, devido à sensibilidade da própria enzima, que 

hidrolisa facilmente, expondo seu sítio ativo, e consequentemente, causando perda 

da atividade enzimática [8]. No entanto, estas formas farmacêuticas ainda não são 

capazes de manter a estabilidade por muito tempo, resultando em um produto final 

de curto prazo de validade. 

Na busca pela estabilização e por formas farmacêuticas avançadas para a 

veiculação da papaína, diversos estudos vêm sendo realizados visando a ligação da 

enzima à matrizes poliméricas por meio de imobilização [9], ligações com metais [10], 

uso da ureia [11] e uso de carboidratos [12], dentre outras técnicas. 

Os hidrogéis são uma forma farmacêutica útil para o tratamento de feridas e 

escaras, cujo emprego oferecer vantagens frente às formas convencionais de 

curativos, por permitir o controle de suas propriedades mecânicas específicas e de 

sua estrutura, além de promover a liberação controlada de ativos [13]. 

A polivinilpirrolidona (PVP) e o polivinil álcool (PVA) são exemplos de polímeros 

utilizados na produção de hidrogéis com baixos níveis de toxicidade e excelente 

biocompatibilidade [14,15]. Ambos são frequentemente empregados em sistemas de 

liberação controlada e apresentam características adequadas para a aplicação em 

feridas e escaras, bem como para a veiculação da papaína. 

O desenvolvimento de nanoestrutura controlada num hidrogel é capaz de 

promover uma cinética específica de liberação do princípio ativo e de controlar as 

propriedades físicas do material, permitindo adequá-lo para aplicações ainda mais 

específicas [16]. Portanto, a técnica se demonstra útil para promover a liberação 

controlada da papaína e obter um produto com melhores propriedades. 

A exposição à radiação gama, técnica adotada para formação do hidrogel, é 

eficaz na redução da imunogenicidade de venenos, derivados proteicos e alimentos 

[17], por meio de modificações causadas na estrutura, modulando, assim, o 

reconhecimento do material pelo organismo, além de causar a destruição de 

patógenos e microrganismos deteriorantes [18]. Adicionalmente, a irradiação 
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promove a esterilização do produto, essencial para aplicação em feridas, e a 

reticulação das moléculas poliméricas, formando uma porção insolúvel denominada 

gel [19]. 

O emprego da radiação permite ainda a realização desse processo a frio e na 

embalagem final, minimizando a degradação enzimática frente à esterilização por 

calor ou por óxido de etileno e a manipulação humana do produto durante a produção. 

Contudo, a irradiação também é capaz de influir na estabilidade de compostos 

proteicos e causar degradação, devido aos efeitos secundários da radiação. 

Considerando a possível degradação enzimática decorrente da síntese do 

hidrogel que contém a enzima, se faz necessária a escolha de um estabilizante 

adequado. A utilização de ciclodextrinas (CDs) para a formação de um complexo com 

a papaína, em particular, pode ser ferramenta útil para promover a estabilização, 

podendo ainda ocasionar alterações na sua solubilidade e melhora na estabilidade 

térmica, conforme observado em fármacos de diversas classes [20,21] e proteínas 

[22,23,24]. A formação do complexo com a ciclodextrina poderia acarretar tais efeitos, 

além de promover a manutenção da estabilidade da papaína, conferindo proteção aos 

resíduos complexados e à estrutura característica da enzima, auxiliando na 

preservação, integridade estrutural e consequentemente na atividade biológica da 

enzima. 

A formação de complexos de ciclodextrina com papaína já foi alvo de estudo 

anteriormente, no qual foi avaliada a influência da ciclodextrina (CD) no perfil térmico 

e na citotoxicidade do complexo, fornecendo evidências preliminares do potencial do 

emprego das ciclodextrinas na melhora da estabilidade térmica e na 

citocompatibilidade da papaína [25].  

De maneira mais específica, a complexação da papaína com ciclodextrina visa 

a promover sua estabilidade e reduzir sua imunogenicidade, enquanto a 

nanoestruturação da membrana de hidrogel tem o propósito de adequar o perfil de 

liberação às diferentes necessidades terapêuticas e, também, proporcionar 

resistência mecânica adequada da membrana às necessidades de um paciente 

imobilizado. O emprego da radiação ionizante, essencial para formação do hidrogel e 

esterilização, pode ainda vir a contribuir para a redução da imunogenicidade, 

conforme observado em diferentes compostos [17]. 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 GERAL 

O presente trabalho visa ao desenvolvimento de forma farmacêutica – 

membrana nanoestruturada de hidrogel para veiculação de complexo de papaína e 

ciclodextrina – para o tratamento de úlceras dérmicas e feridas.  

 

2.2 ESPECÍFICOS 

 Avaliação in silico das implicações estruturais da papaína na formação 

do complexo;  

 Síntese e caracterização de complexo de papaína e ciclodextrina; 

 Síntese e caracterização do hidrogel contendo o complexo de papaína 

e ciclodextrina; 

 Nanoestruturacão do hidrogel para promover reticulação adequada do 

hidrogel contendo papaína; 

 Avaliação da incorporação e liberação do complexo no hidrogel obtido; 

 Avaliação da estabilidade da atividade biológica, perfil citotóxico, 

avaliação do potencial antimicrobiano e potencial alergênico da forma 

farmacêutica. 
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3 CONSIDERAÇÕES GERAIS 

 

3.1 PAPAÍNA 

A papaína é uma enzima extraída e isolada do látex das folhas e do fruto verde 

do mamão papaia adulto, Carica papaya Linné [26]. Esta protease é constituída de 

uma cadeia polipeptídica composta de 212 resíduos de aminoácidos (FIGURA 1) que 

se dobra para formar dois domínios, L e R. Sua forma é elipsoidal, com dimensões 

aproximadas de 5,0 x 3,7 x 3,7 nm e apresenta massa molecular de 23.350 Daltons 

[8].  

 

 

FIGURA 1 - Representação gráfica da molécula da papaína e suas interações 

intramoleculares (9pap.pdb). 

 

Entre os domínios forma-se um profundo vale, onde se encontra o sítio ativo 

da enzima, composto pelos resíduos cisteína (Cys-25), histidina (His-159) e ácido 

 



31 
 

 
 

aspártico (Asp-158). O resíduo Cys-25 possui o grupo sulfidrila essencial, que 

permanece livre na enzima ativa, enquanto outros seis resíduos de cisteína formam 

entre si pontes de dissulfeto que estabilizam a estrutura terciária da proteína [8,27]. 

  

 

FIGURA 2 - Sequência de aminoácidos presentes na estrutura da papaína. Adaptado 

de [28]. 

 

A distribuição dos aminoácidos (FIGURA 2) ocorre de modo que os resíduos 

10-11 e 207-212 estão localizados no domínio l, enquanto os resíduos 1-9 e 12-206 

compõem o domínio R [27], conferindo uma estrutura tridimensional composta por 

subestruturas conhecidas como alfa-hélices, folhas β-pregueadas, voltas β etc [8,28]. 

O resíduo Cys-25 da papaína é posicionado no início da alfa-hélice no domínio L 

(resíduos 24-42).  

Com relação à polaridade dos resíduos presentes na molécula de papaína, sua 

distribuição e ocorrência está representada graficamente na FIGURA 3. A papaína 

apresenta grande quantidade de resíduos apolares e polares. 
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FIGURA 3 - Distribuição dos aminoácidos presentes na molécula de papaína, de 

acordo com a polaridade (9pap.pdb), considerando que: A – resíduos polares (azul); 

B – todos os resíduos; C – resíduos apolares (em vermelho); 

 

A enzima apresenta ponto isoelétrico teórico de 8,88 [8], e a distribuição das 

diferentes cargas de cada resíduo que compõem a molécula da papaína está 

representada na FIGURA 4. 

 

 

FIGURA 4 - Distribuição dos aminoácidos presentes na molécula de papaína, de 

acordo com a carga (9pap.pdb), considerando que: A – resíduos básicos; B – 

resíduos neutros (vermelho – apolares; azul – polares); C – resíduos ácidos. 

A C B 
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 A papaína apresenta ampla faixa de estabilidade com relação ao pH, variando 

entre 3-9, com pH ótimo de 6-7 [29] e estabilidade térmica, com temperatura ótima de 

65 oC [30] e solubilidade em água 10 mg.mL-1 [31].  

 

3.1.1 ATIVIDADE BIOLÓGICA 

A papaína apresenta ampla atividade enzimática, considerando ação como 

endopeptidase, amidase e estearase [32]. A especificidade da papaína em geral é 

controlada pelo subsítio S2, exercendo a função de acomodar a cadeia lateral do 

substrato (P2). Além deste, outros seis subsítios (S1, S3 e S4; S1' - S3'), também 

acomodam um resíduo do substrato (P1-P4; P1'-P3') em sua cavidade [33].  

De maneira mais específica, a papaína cliva ligações peptídicas de 

aminoácidos básicos, como leucina ou glicina. Existe uma restrição para o resíduo 

valina na posição P1 [34] e a enzima é capaz de hidrolisar ésteres e amidas [32]. O 

esquema representativo da interação específica da papaína com substratos proteicos 

está descrito na FIGURA 5. 

 

 

FIGURA 5 - Interação específica da papaína com substrato. Adaptado de [35]. 
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3.1.2 APLICAÇÕES FARMACÊUTICAS E BIOTECNOLÓGICAS 

As aplicações farmacêuticas e biotecnológicas da papaína são amplas, tanto 

em nível industrial (devido à sua estabilidade térmica e especificidade) quanto 

laboratorial ou ambulatorial. Dentre elas, destacam-se o isolamento de células como 

neurônios, retina e musculatura lisa, debridamento proteolítico (incluindo tratamento 

de escaras e queimaduras), fragmentação de anticorpos e peptídeos, clarificação de 

cerveja, mapeamento de proteínas e peptídeos, remoção de cáries, dentre outros [4, 

32]. A TABELA 1 contém as principais aplicações industriais da papaína atualmente. 

   

TABELA 1 – Resumo das principais aplicações industriais da papaína e outras 

cisteíno-proteases.  

Setor Industrial Uso/Aplicação 

Detergente 

biológico  

Remoção de proteínas. 

Fermentações Remoção e separação de proteínas em cervejas e outros 

produtos. 

Laticínios Hidrólise do trigo; cura de queijo e derivados. 

Alimentícia Amaciante de carnes; estabilização de gelatinas; cura de 

produtos. 

Trat. de efluentes Redução da viscosidade de extratos aquosos; quebra de 

proteínas. 

Cosmética Promotor de absorção; peeling cutâneo; clareamento de 

dentes.   

Farmacêutica Limpeza de lentes; agente debridante; auxiliar na digestão;  

Têxtil Processamento de lãs; refinamento de seda; tratamento de 

couros. 

Nutrição animal Aumento da disponibilidade e inversão de proteínas.  

Indústria química Síntese de peptídeos e agentes antitumorais; fragmentação 

de anticorpos.  

*Adaptado de [35]. 
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 A fragmentação de anticorpos é uma aplicação importante da papaína, 

conforme detalhado por diversos autores [36, 37], uma vez que esta, de maneira 

distinta de outras proteases, permite a separação em dois fragmentos Fab 

monovalentes e um fragmento de FC (FIGURA 6). Fatores como elevada estabilidade 

em ampla faixa de pH, dentre outras propriedades da papaína, também contribuem 

para o uso em larga escala desta biomolécula. 

  

 

FIGURA 6 - Seletividade e diferença da clivagem de anticorpos utilizando a papaína 

e a pepsina. Adaptado de [38].  

  

 O isolamento de células corresponde a uma das aplicações mais conhecidas 

da papaína, considerando que, de maneira distinta em relação as outras proteases 

ou métodos, o referido processo na presença dessa enzima é desencadeado de modo 

a permitir um isolamento gradual e lento das células, acarretando maior rendimento 

e menor dano às células isoladas. Em especial, destaca-se o isolamento de células 

neuronais [39].  

 A seguir, (FIGURA 7) apresenta-se papaína disponível comercialmente para 

isolamento de células de tecido neuronal. 
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FIGURA 7 - Papaína de uso comercial (NeuroPapainTM - Gelantis) específica para 

dissociação de células de tecido neuronal. Disponível em [40]. 

  

 Segundo dados do fabricante, a formulação assegura uma dissociação 

facilitada e com altos índices de viabilidade celular. O produto apresenta estabilidade 

por seis meses sob armazenamento na forma sólida e temperaturas não superiores 

a 4 oC.  

 Na FIGURA 8 observa-se uma solução padronizada de papaína, 

comercialmente conhecida como ID-Papain®, destinada ao pré-tratamento de células 

vermelhas, ou emprego como aditivo no isolamento de células. A solução apresenta 

estabilidade por 7 semanas. 

  

 

FIGURA 8 - Solução Padronizada de papaína (ID-Papain®). Disponível em [41]. 
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3.1.3 MEDICAMENTOS CONTENDO PAPAÍNA 

Anteriormente à restrição imposta pela FDA [7], diversos produtos tópicos 

contendo papaína para uso humano estavam disponíveis no mercado. Produtos estes 

comumente associados a outros agentes, como a ureia, a clorofila, e alguns metais, 

com a finalidade de facilitar a ação da enzima, além de melhorar os efeitos destes 

agentes sobre a ferida em alguns casos [2]. 

Pomadas (FIGURA 9) e emulsões (FIGURA 10) consistiam, e talvez ainda 

sejam, as formas farmacêuticas de escolha para a veiculação da papaína, dado o 

baixo teor de água, favorecendo, assim, a manutenção da estabilidade da enzima.  

 

 

FIGURA 9 - Pomada contendo papaína, uréia e clorofila (Allanfill®). Disponível em 

[42]. 

  

  

FIGURA 10 - Emulsão em spray contendo papaína e uréia (Accuzyme®)SE. 

Disponível em [43]. 
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 No Brasil, atualmente a papaína é veiculada em géis que frequentemente 

apresentam baixa estabilidade, com prazo de validade estimado de 60 dias, e na 

forma extemporânea, sendo preparada solução para debridamento em condições 

assépticas. 

 No caso dos produtos para uso tópico, a aplicação da papaína foi restrita [4]. 

Suplementos alimentares que auxiliam na digestão e que contêm papaína em sua 

formulação (FIGURA 11) ainda são comercializados e, neste caso, não estão sujeitos 

à restrição. Muitas vezes, a formulação desses produtos contém papaína associada 

à bromelina [44].  

 

 

FIGURA 11 - Suplementos contendo papaína como auxiliar na digestão. Disponível 

em [45]. 

 

A forma sólida contendo papaína apresenta vantagens quando comparada a 

outras formas farmacêuticas, devido ao baixo teor de água e à pequena quantidade 

de processos necessários para obtenção do sistema [46].   
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3.1.4 SISTEMAS DE ESTABILIZAÇÃO DA PAPAÍNA 

 Como característica das cisteíno-proteases, a papaína possui uma cisteína no 

sítio ativo (Cis-25), e a oxidação deste resíduo é o principal mecanismo responsável 

pela inativação da enzima em soluções aquosas [8,28]. Adicionalmente a este 

fenômeno, a papaína apresenta um mecanismo natural de abertura que acarreta 

perda de atividade enzimática em soluções aquosas [8]. Do ponto de vista prático, o 

decréscimo da atividade enzimática em soluções aquosas ocorre na faixa de 1-2 % 

ao dia [26]. 

 Considerando estas premissas, a formulação e o desenvolvimento de 

medicamentos e formas farmacêuticas para veiculação da papaína correspondem a 

uma tarefa árdua e desafiadora, com relação à manutenção da estabilidade da 

atividade enzimática em função do tempo.  

 Atualmente, algumas técnicas avançadas são empregadas para estabilização 

da papaína, como a imobilização em suportes metálicos [47], nanocompósitos de ouro 

magnético [48], ou o aprisionamento em matrizes poliméricas [49,50] em tecidos à 

base de algodão [51], dentre outras. Na FIGURA 12 observa-se papaína imobilizada 

em resina de agarose, comercialmente disponível, utilizada para fragmentação de 

anticorpos.  

  

 

 FIGURA 12 - Papaína imobilizada em agarose comercialmente disponível 

(immobilized Papain - Thermo Scientific Pierce). Disponível em [52]. 
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 É relevante destacar que, além de problemas atribuídos às reações adversas 

graves de origem imunológica, o problema de estabilidade biológica da papaína ainda 

permanece sem solução, mesmo nas formas mais avançadas de administração 

disponíveis. 

  

3.2 TECNOLOGIA DAS CICLODEXTRINAS 

As CDs são oligossacarídeos cíclicos formados por moléculas de D-glicose, 

unidas através de ligações  (1-4). De acordo com o número de unidades de glicose 

podemos classificar as ciclodextrinas (FIGURA 13) como -CD (6 glicoses), -CD (7 

glicoses) e -CD (8 glicoses) [53]. 

 

 

FIGURA 13 - Representação gráfica da estrutura das ciclodextrinas naturais. 

Adaptado de [54]. 

 

Em solução aquosa, as cavidades das CDs proporcionam uma região 

hidrofóbica em um ambiente hidrofílico, conferindo à molécula a habilidade de formar 

complexos de inclusão com diferentes moléculas, limitadas, dentre outros fatores, por 

restrições estéricas de sua cavidade interna. Tal propriedade justifica seu amplo uso 

industrial nas áreas farmacêutica, cosmética, alimentícia e agrícola [55]. A estrutura 

da molécula de ciclodextrina pode ser visualizada na FIGURA 14. 
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FIGURA 14 - Esquema representativo da molécula de ciclodextrina. Adaptado de [53]. 

  

 O avanço da tecnologia em síntese molecular permitiu a elaboração de 

ciclodextrinas com propriedades melhoradas por meio da adição ou substituição de 

um radical na molécula, denominadas ciclodextrinas modificadas. Dentre tais 

propriedades, maior solubilidade em meios aquosos e melhor capacidade de 

formação de complexos de inclusão correspondem aos principais efeitos de tais 

modificações. Exemplos de radicais adicionados à estrutura da molécula podem ser 

visualizados na FIGURA 15.  

  

 

FIGURA 15 - Exemplos de modificações realizadas nas β-ciclodextrinas, 

considerando que: A – Radical hidroxipropil; B – Radical dimetil. 

 

A B 
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3.2.1 COMPLEXOS ENTRE CICLODEXTRINAS E PROTEÍNAS 

As CDs apresentam a capacidade de formar complexos com moléculas 

proteicas, por meio da formação de complexos de inclusão entre sua cavidade 

hidrofóbica interna e alguns aminoácidos específicos, o que leva a modificações nas 

propriedades da substância complexada [22,24,56,57]. 

A seleção de β-ciclodextrina ao invés de α ou γ-CD para a formação do 

complexo é devida à possibilidade de acomodação de moléculas biológicas no interior 

de sua cavidade com maior eficácia, além do custo inferior e obtenção mais simples 

[22,56]. A formação de complexos com proteínas pode ser observada na FIGURA 16. 

 

 

FIGURA 16 - Esquema representativo da formação de complexos entre proteínas 

globulares e ciclodextrinas. 

 

A interação da ciclodextrina com proteínas ocorre através da formação de 

complexos de inclusão com alguns resíduos de aminoácidos específicos presentes 

na estrutura proteica, envolvendo os grupamentos aromáticos presentes na cadeia 

lateral de alguns aminoácidos, como os resíduos de fenilalanina, triptofano e tirosina 

[56,57,58]. Os aminoácidos passíveis de complexação com a ciclodextrina podem ser 

observados na FIGURA 17. 
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FIGURA 17 - Aminoácidos-alvo do encapsulamento molecular das ciclodextrinas em 

proteínas globulares e peptídeos. 

 

A formação de complexo também pode ocorrer com resíduos de histidina e 

prolina. Contudo, em se tratando de ciclodextrinas naturais (α, β e γ-CD), as mesmas 

tendem a apresentar uma força de ligação muito baixa, graças à pouca afinidade entre 

as estruturas apresentadas (FIGURA 18 A e B), dentre outros aspectos, e à presença 

de cargas (histidina) ou efeitos estéricos (prolina) [56,57,58]. 

 

 

FIGURA 18 - Interação entre ciclodextrinas e aminoácidos, considerando que: A – 

formação dos complexos de inclusão molecular entre aminoácidos e ciclodextrinas; B 

– força de ligação entre ciclodextrina e os aminoácidos-alvo. 
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O emprego de ciclodextrinas para formação do complexo com proteínas é 

conhecido por auxiliar na renaturação proteica (protein folding agents) e promover 

melhora na estabilidade térmica e biológica, entre outros [56,58].  

Estudos anteriores forneceram indícios da formação de complexo entre 

papaína e ciclodextrina, resultando em melhora na citotoxicidade e na estabilidade 

térmica da enzima [25]. No entanto, não existem evidências concretas de que as 

melhorias ocorreram em função da formação do complexo, ou apenas em função da 

presença do oligossacarídeo. Além da importância de caracterização adequada da 

formação do complexo de papaína e ciclodextrina, se faz necessária uma avaliação 

da citocompatibilidade do ativo desenvolvido, bem como da influência da ciclodextrina 

nas propriedades imunogênicas da papaína, uma vez que tais propriedades podem 

ser alteradas em função da complexação.  

  

3.3 PROCESSAMENTO POR RADIAÇÃO 

A irradiação por altas energias é um processo amplamente utilizado 

internacionalmente, com aplicações na agricultura, biomedicina, alimentos e outras 

áreas relacionadas. Dentre as principais aplicações, estão a esterilização de 

dispositivos biomédicos e o desenvolvimento de materiais avançados. Do ponto de 

vista nanotecnológico, a irradiação consiste em técnica promissora para o 

desenvolvimento de materiais nanoestruturados [59,60]. 

 O efeito da radiação sobre as moléculas induz à quebra das ligações 

moleculares, levando à formação de radicais livres [61], como o radical superóxido 

[62,63], (subproduto da radiólise da água) (FIGURA 19). Esses radicais são capazes 

de induzir a degradação enzimática [64]. Há também os intermediários formados, OH• 

e e-aq, que são responsáveis pela maioria dos efeitos causados às biomoléculas. 
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FIGURA 19 - Esquema representativo da radiólise da água. Adaptado de [65]. 

 

Os efeitos destes radicais sobre estruturas proteicas podem levar a alterações 

na cadeia lateral dos aminoácidos, comprometendo a integridade dos resíduos 

atingidos e, desta forma, comprometendo a estrutura secundária, terciária e 

quaternária da enzima; causando, consequentemente, alterações na conformação da 

proteína, e na estabilidade destas biomoléculas [66]. Tais efeitos, contudo, dependem 

da dose e da fonte de radiação utilizadas, das condições de irradiação, do meio e 

seus componentes e da proteína propriamente dita. 

A exposição à radiação gama consiste em técnica importante para a resolução 

do problema de imunogenicidade da papaína, uma vez que o processo pode alterar 

o perfil imunogênico de compostos proteicos [17] por meio de alterações na estrutura 

de proteínas, além de causar a destruição de patógenos e microrganismos 

deteriorantes [18] e, desta forma, promover esterilização. 

De maneira mais específica, os principais efeitos causados pela radiação são 

divididos em dois tipos: os efeitos diretos resultantes da transferência direta de 

energia [67], conforme supracitado, e os efeitos indiretos, relacionados às espécies 

reativas produzidas.  
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Em meios aquosos, os efeitos indiretos são mais pronunciados, enquanto, na 

forma sólida, os efeitos causados são resultantes da transferência direta de energia. 

Com relação à radiólise da água, as espécies mais reativas correspondem à radical 

hidroxila (OH•) e o elétron aquoso e-aq [67].  

A interação entre os radicais oriundos da radiólise da água com as estruturas 

proteicas pode ser definida pela EQUAÇÃO 1 A e B, onde k representa a constante 

da reação.   

 

𝒑𝒂𝒑𝒂í𝒏𝒂 + 𝑶𝑯•

𝒌
→ 𝒑𝒂𝒑𝒂í𝒏𝒂• +𝑯𝟐𝑶                                                                     (1A) 

 

𝒑𝒂𝒑𝒂í𝒏𝒂 + 𝒆𝒂𝒒
ି

𝒌
→ 𝒑𝒂𝒑𝒂í𝒏𝒂ି                                                                                          (1B) 

 

Os alvos principais destes radicais correspondem à histidina, tirosina, 

triptofano, metionina e cisteína, acarretando degradação proteica e perda 

considerável de atividade enzimática [68]. A determinação destes parâmetros é 

fundamental para se entender a interação da radiação com a molécula em estudo. 

 

3.4 HIDROGÉIS 

Hidrogéis são sistemas poliméricos reticulados que apresentam a capacidade 

de reter água dentro da malha tridimensional formada. Tais reticulações ou 

entrecruzamentos correspondem à porção insolúvel, denominada gel [19]. 

Atualmente, os hidrogéis são empregados como curativos por serem não 

tóxicos, hipoalergênicos, e permitirem a redução do trauma durante a troca de 

curativos [69]. Na FIGURA 20 destacam-se hidrogéis comercialmente disponíveis à 

base de polivinilpirrolidona para aplicação como curativos dérmicos. 
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FIGURA 20 - Hidrogéis à base de PVP comercialmente disponíveis produzidos por 

radiação (Aqua-Gel® da KikGel) [70]. 

 

Tais materiais também são alvos de estudos relacionados à veiculação de 

drogas, sendo amplamente utilizados como carreadores de ativos, principalmente por 

promover uma cinética de liberação específica, além de permitir a possibilidade de 

veiculação de uma vasta classe de moléculas e compostos de interesse. 

Uma outra aplicação importante dos hidrogéis envolve a produção de lentes de 

contato (FIGURA 21), as quais podem ainda apresentar ou não fármaco encapsulado 

[71].  

 

 

FIGURA 21 - Lente de contato constituída de hidrogel de silicone [72]. 

 

O emprego da radiação na formação de hidrogéis possibilita diminuição no 

número de processos para obtenção do produto final frente às técnicas usuais de 

produção, promovendo a esterilização do produto, que é essencial para a aplicação 
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em feridas e escaras, além da formação simultânea do hidrogel em si, por meio da 

reticulação das moléculas poliméricas [19,69]. Desta forma, a possível degradação 

enzimática relacionada ao processamento é minimizada, quando o processamento 

por radiação é empregado.  

  

3.4.1 HIDROGÉIS PARA LIBERAÇÃO DE PROTEÍNAS 

O processo de enredamento (ou imobilização por enredamento) consiste no 

aprisionamento da proteína nos poros da rede do hidrogel, sob a influência de efeitos 

estéricos, não estando, necessariamente, ligada quimicamente à matriz. Embora 

processos de imobilização, como por enredamento ou via ligações covalentes, 

acarretem perda de parte da atividade enzimática decorrente da imobilização, a 

veiculação de proteínas em hidrogéis é particularmente interessante, umas vez que, 

embora o sistema possua alta quantidade de água, entre 80-90%, essa água é 

compreendida entre a matriz polimérica assim como a proteína, conferindo mobilidade 

restrita a ambas, propiciando maior estabilidade a proteína, mesmo em um ambiente 

aquoso, frente aos sistemas convencionais. 

A literatura dispõe de alguns trabalhos relacionados ao desenvolvimento de 

hidrogéis para liberação da papaína. Fogaça e colaboradores (2009) desenvolveram 

hidrogel superabsorvente contendo papaína e prata (Ag+) para aplicação em feridas 

crônicas, com atividade biocida e liberação adequada [75]. Embora a forma 

farmacêutica fosse comprovadamente eficaz, a imunogenicidade e a estabilidade 

biológica não foram avaliadas.  

Acrilatos são exemplos de classe de polímeros adequada para síntese de 

hidrogéis superabsorventes, capazes de conferir um perfil de liberação adequado da 

papaína [49]. Outros sistemas poliméricos também foram desenvolvidos para 

administração da papaína. Zulli (2008) desenvolveu uma matriz polimérica com base 

de silicone mono e bicomponente para a liberação controlada da papaína. Porém, 

esta liberação promovida pelas membranas avaliadas foi inadequada, devido aos 

problemas na nanoestruturação do gel, que conferiu poros de tamanho reduzido que 

comprometeram a liberação da enzima [50].  
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No entanto, problemas relacionados aos possíveis efeitos imunogênicos da 

papaína contida nos medicamentos disponíveis comercialmente e em sistemas 

avançados ainda permanecem não solucionados. Por consequência, a busca por uma 

forma farmacêutica ou um sistema capaz de promover redução na imunogenicidade 

da enzima se faz de grande relevância na atualidade.  

 

3.4.2 NANOESTRUTURAÇÃO 

A formação da rede tridimensional do hidrogel, decorrente da reticulação 

polimérica é, dependente de vários fatores, como o meio reacional, influenciada pela 

presença de aditivos, a concentração polimérica, o método de obtenção, além de 

propriedades intrínsecas dos polímeros, como grau de cristalinidade dentre outros 

fatores [76].  

O controle e domínio de tais parâmetros permite controle da nanoestrutura 

formada, levando a modificações nas propriedades da rede polimérica [16], como a 

cinética de liberação específica de fármacos e, propriedades mecânicas específicas, 

como a macroporosidade e a integridade física da membrana.  

O estudo da densidade de reticulação, bem como a determinação de outros 

parâmetros de rede, permitem uma avaliação precisa sobre a estrutura do material 

desenvolvido, o que está diretamente relacionada com as propriedades finais do 

produto [77]. 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1 MATERIAIS 

  

4.1.1 EQUIPAMENTOS 

 Os seguintes equipamentos foram utilizados durante a pesquisa:  

 Acelerador linear (6 MeV) ELU-6 – Linac Eksma® 

 Autoclave vertical 415 – Fanem® 

 Balança analítica BP121S – Sartorius® 

 Banho termostatizado Q-226N1 – Quimis® 

 Câmara de Neubauer 9020-01 – HBG® 

 Câmera de segurança biológica SBIIA-1266/4 classe II A1 – Filterflux® 

 Centrífuga refrigerada 5804 R – Eppendorf® 

 Citômetro de fluxo C6 – Accuri® 

 Dosímetro de Alanina e-Scan – Bruker® 

 Espectrofotômetro de microplacas Multiskan EX Microplate – Thermo 

Scientific® 

 Espectrofotômetro UV/Vis Cary 300 – Varian® 

 Estufa para secagem 520 – Fanem® 

 Estufa incubadora de CO2 Orion 520 – Fanem® 

 Extrator Soxhlet – Vidrolabor® 

 Fluorímetro F-4500 – Hitachi® 
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 Freezer (-18 ºC) CVT10BBBN – Consul® 

 Homogeneizador 723 – Fisatom® 

 Incubadora refrigerada TE-421 – Tecnal® 

 Incubadora tipo Shaker TE-420 – Tecnal®  

 Irradiador GammaCell fonte 60Co – Atomic Energy of Canada Limited® 

 Liofilizador, modelo Dura Stop – TDS 3 Dura Dry – FTS Systems® 

 Microscópio eletrônico de varredura XL 30 – Phillips® 

 Microscópio Invertido de campo claro e escuro TMS – Nikon® 

 Paquímetro digital de precisão 100.280 (Resolução de 0,01 mm) – 

Digimess® 

 pHmetro DL 15 Titrator – Mettler Toledo® 

 Seladora à vácuo – SINBO (Registron®) 

 Termoformadora SR 200000 – Croydon® 

 

4.1.2 REAGENTES ANALÍTICOS 

Os reagentes empregados na pesquisa correspondem à: 

 Ácido acético glacial 100%, P.A. – Synth® 

 Ácido clorídrico 37%, P.A. – Synth® 

 Ágar Muller Hinton – Difco® 

 Água de osmose reversa 

 Albumina de Soro Bovina – Sigma Aldrich® 

 Álcool terc-butílico – Merck® 
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 Anticorpo monoclonal IgG de cabra conjugado com peroxidase (HRP-

conjugated anti-goat IgG) – Sigma-Aldrich® 

 Anticorpo de cabra policlonal anti-Carica papaya (LS-C59235) – LSbio® 

 Argônio (>99.9%) – Praxair® 

 Azul de Tripan – Sigma-Aldrich® 

 β-ciclodextrina – Sigma Aldrich® 

 Kit de citocinas CBA (Cytometry Bead Array) – BD Biosciences® 

 Cloreto de sódio P.A. – Synth® 

 Cloridrato de L-cisteína monohidratado – Synth® 

 Cloridrato de Nα-benzoil-DL-arginina p-nitroanilida – Sigma Aldrich® 

 Dimetil-β-ciclodextrina – Sigma Aldrich® 

 Dimetilsulfóxido – Synth® 

 Etilenodiaminotetracetato de sódio – Merck® 

 -(2-hidroxipropil)-β-ciclodextrina – Sigma® 

 Histopaque – Sigma Aldrich® 

 Fosfato de sódio dibásico heptahidratado – Synth® 

 Gel de AristoflexAVC – PharmaSpecial® 

 Heptakis (2,6-di-O-metil)-β-ciclodextrina – Sigma Aldrich® 

 Hidrogenocarbonato de sódio P. A. 100% – Synth® 

 Hidróxido de sódio P.A. 100% – Synth® 

 Metil-β-ciclodextrina – Sigma Aldrich® 

 Meio de cultura DMEM – Gibco® 

 Meio de cultura RPMI 1640 – Gibco® 
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 Meio de cultura TSA (Trypic soy Agar soybean-casein digest agar) USP 

23 – Acumedia® 

 Meio de cultura TSB (tryptic soybroth Soybean-casein digest medium) – 

BactoTM® 

 Meio de cultura antibiótico nº 1 – Acumedia® 

 Meio de cultura antibiótico nº 11 – Acumedia® 

 Metanol P. A. – Synth® 

 MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium Bromide) – 

Sigma Aldrich® 

 N-dimetilformamida – Sigma Aldrich® 

 Substrato para peroxidase (o-phenylenediamine dihydrochloride OPD 

Sigma Fast) – Sigma-Aldrich® 

 Disco de ouro (99,99%) de 60mm de diâmetro e 3mm de espessura – 

Ted Pella® 

 Óxido nitroso (>99%) – Praxair® 

 Papaína (30000 USP-U/mg) para fins bioquímicos – Merck®  

 Pellets de Alanina – Brucker® 

 Polivinil álcool (Celvol® 325, grau de hidrólise 98.4%) – Sigma Aldrich® 

 Polivinilpirrolidona (PVP K90) – Sigma Aldrich® 

 Polietilenoglicol 400 P.A. – Synth®  

 Soro fetal bovino – Merck® 

 Trealose – Sigma Aldrich®  

 Tween 20 – Sigma Aldrich® 

 Violeta de Genciana – Sigma Aldrich® 
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4.1.3 ANIMAIS, LINHAGENS CELULARES E MICROORGANISMOS 

As linhagens e cepas celulares, bem como os microrganismos empregados na 

pesquisa estão descritos abaixo:  

 Esplenócitos de camundongo (Swiss) 

 Candida albicans (ATCC 10231) – ATCC® 

 Células mononucleares do sangue periférico 

 Escherichia coli (ATCC 25922) – ATCC® 

 Escherichia coli (ATCC 8739) – ATCC® 

 BALB/3T3 clone A31 (ATCC® CCL-163™) – ATCC®  

 Klebsiella pneumoniae (cepa selvagem) 

 Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027) – ATCC® 

 Pseudomonas aeruginosa (cepa selvagem)  

 Staphylococcus aureus (ATCC 25923) – ATCC® 

 Staphylococcus aureus (ATCC 6538) – ATCC® 
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4.2 MÉTODOS 

 

4.2.1 DESENVOLVIMENTO DE COMPLEXO DE PAPAÍNA E CICLODEXTRINA 

O desenvolvimento do complexo de papaína e ciclodextrina foi realizado 

englobando desde os estudos computacionais até a síntese, caracterização físico-

química e biológica do complexo.  

 

4.2.1.1 ESTUDOS COMPUTACIONAIS 

Os estudos computacionais foram realizados visando determinar parâmetros 

estruturais como a área acessível ao solvente (AAS), a área acessível ao solvente 

fracionada (AASf) e a disposição dos aminoácidos na estrutura da papaína, visando 

compreender as possíveis implicações da estrutura da papaína na formação do 

complexo. 

 

ÁREA ACESSÍVEL POR SOLVENTE 

As áreas acessíveis foram calculadas baseando-se em um peptídeo fornecido 

pelo programa VADAR - Volume, Area, Dihedral Angle Reporter [78], cuja sequência 

corresponde à Gly-Xaa-Gly na posição phi=180 e psi=-180. Cada um dos 20 

aminoácidos foi substituído na posição Xaa. A área de cada átomo do resíduo foi 

calculada utilizando o ANAREA [79] a partir do raio atômico de SHRAKE [80].  O 

volume de cada resíduo foi obtido utilizando o programa VOLUME [81].  

Os cálculos foram realizados considerando os dados obtidos por ensaios de 

RMN e Raios-X de alta resolução [8] disponíveis na base de dados de proteínas -  

Protein Data Base (PDB) – (código 9pap.pdb - 1.65Å). Os seguintes parâmetros 

foram utilizados: raio de van der Waals (van der Waals radii) obtido de [80]; e as 

pontes de hidrogênio consideradas como para molécula de água. 
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A área acessível fracionada foi determinada através da divisão do valor da área 

acessível por solvente referente ao resíduo, pelo valor da AAS do resíduo localizado 

no tripeptídeo Gly-Xaa-Gly, utilizando o programa VADAR. 

 

DISPOSIÇÃO DOS AMINOÁCIDOS 

A representação gráfica das estruturas, bem como da área acessível por 

solvente, foi realizada utilizando o programa Jmol v. 12.0.4.1. [82]. Os valores 

referentes à acessibilidade ao solvente, calculados para cada aminoácido presente 

na estrutura da papaína, foram obtidos no VADAR, conforme descrito acima. 

 

4.2.1.2 DETERMINAÇÃO DOS PARÂMETROS FÍSICO-QUÍMICOS 

ADEQUADOS PARA COMPLEXAÇÃO 

Com a finalidade de determinar as condições mais propícias à formação do 

complexo, o processo de encapsulamento molecular foi realizado utilizando 

parâmetros como tempo e concentração de ciclodextrina. As amostras foram, então, 

submetidas aos ensaios de caracterização. 

Os efeitos das concentrações de -ciclodextrina (β:CD) na atividade biológica, 

bem como nas propriedades físico-químicas da papaína foram avaliados nas 

proporções molares de 1-200 ƞMol.mL-1 (papaína/-ciclodextrina). As alíquotas foram 

submetidas à incubação e coletadas em função do tempo, sendo divididas em 

avaliação inicial (0-120 minutos), e prolongada (0-48 horas) sob temperatura 

ambiente. Após cada tempo, as alíquotas foram avaliadas por fluorescência e quanto 

à atividade enzimática da papaína. 

Após determinados os parâmetros de síntese (tempo de 24 horas e proporção 

molar de 1:10), os complexos foram novamente sintetizados utilizando ciclodextrinas 

modificadas, como a dimetil-β:CD (dm-β:CD), metil-β:CD (m-β:CD), hidroxipropil-

β:CD (hp-β:CD) e trealose. 
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4.2.1.3 SÍNTESE DO COMPLEXO 

Em solução-tampão fosfato (pH=6,0) foram acrescentadas a papaína e a β:CD 

dm-β:CD, m-β:CD, hp-β:CD ou trealose, na proporção molar de 1:10. O processo de 

complexação foi realizado em incubadora refrigerada, sob agitação mecânica de 80 

rpm e temperatura ambiente, determinados de acordo com cada condição avaliada. 

As amostras foram avaliadas novamente por fluorescência quanto a evidências da 

complexação, e o ensaio de atividade enzimática, visou a busca por alterações na 

atividade enzimática da papaína. 

 

ESTADO SÓLIDO 

O complexo de papaína e β-CD (1:10) contendo uma concentração de papaína 

de 5 mg.mL-1 foi coletado após incubação por 24 horas sob temperatura ambiente e 

congelado utilizando nitrogênio líquido. Após essa etapa, o complexo congelado foi 

submetido ao processo de liofilização por 72 horas. O material liofilizado foi então 

selado e armazenado em freezer (-20 ºC). 

 

4.2.1.4 CARACTERIZAÇÃO FÍSICO-QUÍMICA DO COMPLEXO 

A caracterização físico-química do complexo foi realizada por meio de análises 

de espectrofotometria na faixa ultravioleta (UV) e de fluorescência.  

 

UV 

 Amostras dos complexos selecionadas para análise de fluorescência foram 

submetidas previamente à leitura em espectrofotômetro no comprimento de onda fixo 

de 280 nm e, posteriormente, diluídas em tampão para ajustar o conteúdo proteico, 

considerando valores equivalentes de absorbância.  
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FLUORESCÊNCIA 

 As amostras de papaína e do complexo, coletadas em função do tempo (0-48 

horas), foram submetidas a análises de fluorescência utilizando um comprimento de 

onda de excitação (λEx) de 280 nm e varrendo a emissão (λEm) de 300-400 nm, Exslit 

de 5 nm e Emslit de 10 nm, com fenda de 1 cm e velocidade de varredura (scan speed) 

de 240 nm.min-1.  

  

4.2.1.5 CARACTERIZAÇÃO BIOLÓGICA DO COMPLEXO 

As análises realizadas para caracterização biológica do complexo de papaína 

e ciclodextrina corresponderam aos ensaios de atividade enzimática, ensaios de 

citotoxicidade, imunogenicidade e capacidade de ligação com anticorpo específico.  

 

DOSEAMENTO DA ATIVIDADE ENZIMÁTICA  

A quantificação da atividade enzimática da papaína e do complexo foi realizada 

em placas de 96 poços, utilizando como substrato específico o cloridrato de benzoil 

DL-arginina -nitroanilida (BAPA). A reação foi realizada por 45 minutos a 40 oC, em 

banho termostatizado, utilizando ácido acético 10% (v/v) para interromper a reação. 

A -nitroanilina liberada foi estimada colorimetricamente, utilizando-se de leitora de 

microplacas, na faixa de 405 nm [83,84]. 

 

CITOTOXICIDADE 

 

Queratinócitos humanos 

Os queratinócitos humanos foram fornecidos pelo Banco de Tecidos do 

Instituto Central do Hospital das Clínicas da Faculdade de Medicina da Universidade 

de São Paulo, obtidos por cirurgia plástica de redução de mama, sob 

responsabilidade do Dr. André Oliveira Paggiaro e Dra. Monica Beatriz Mathor. As 

células foram extraídas pela técnica da desagregação enzimática [85]. O registro de 
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aprovação do comitê de ética para utilização das células humanas no estudo 

corresponde ao CAAE 00927912.7.0000.5421. 

 As células foram transferidas (2 x 104 célula/poço) para placa de 96 poços e 

incubadas em estufa a 37 oC, 5 % CO2 por 24 horas.  As amostras foram adicionadas 

(0.02-1 mg/poço) e, após estímulo de 24 h, aproximadamente 120 µL de meio de 

cultura foram adicionados ao sistema, visando neutralizar/minimizar a ação da 

papaína. As placas foram, então, mantidas em estufa a 37 oC, 5 % CO2 por 10 

minutos, centrifugadas por mais 10 minutos a 1000 rpm e retornaram para a estufa 

por 4 horas. Após esse período, o meio foi aspirado e 120 µL de meio de cultura 

contendo MTS [86] foi adicionado a cada poço. Decorridas 2 horas, a leitura das 

placas foi realizada em comprimento de onda fixo de 490 nm. O cálculo de viabilidade 

celular foi realizado conforme EQUAÇÃO 2, onde DO = densidade ótica.  

  

 % 𝑽𝒊𝒂𝒃𝒊𝒍𝒊𝒅𝒂𝒅𝒆 𝒄𝒆𝒍𝒖𝒍𝒂𝒓 =
(𝑫𝑶 𝒄é𝒍𝒖𝒍𝒂𝒔 𝑻𝒓𝒂𝒕𝒂𝒅𝒂𝒔ି𝑫𝑶 𝒃𝒓𝒂𝒏𝒄𝒐)

(𝑫𝑶 𝒄𝒐𝒏𝒕𝒓𝒐𝒍𝒆 𝒏𝒆𝒈𝒂𝒕𝒊𝒗𝒐ି𝑫𝑶 𝒃𝒓𝒂𝒏𝒄𝒐)
∗ 𝟏𝟎𝟎                             (2)  

  

Células Mononucleares do Sangue Periférico  

A coleta de sangue periférico (15 mL) foi realizada utilizando voluntários 

saudáveis, entre 20 e 30 anos, sem uso de medicamentos nem ingestão de bebidas 

alcoólicas, mediante assinatura de termo de consentimento, através de punção 

venosa utilizando frascos com heparina. As células mononucleares do sangue 

periférico (PBMC) foram isoladas utilizando o Ficoll-Hypaque, lavadas e diluídas em 

meio RPMI. O registro de aprovação do Comitê de Ética em Pesquisas com Seres 

Humanos para utilização destas células no estudo corresponde ao CEP 176/08. 

A suspensão celular foi transferida para placas de 96 poços na ordem de 1x106 

células por poço, e, em seguida, as amostras foram adicionadas e as placas 

acondicionadas em estufa a 37 oC e 5 % CO2 por períodos de 24 e 72 horas. Após 

cada período determinado, foram adicionados 10 µL de MTT (5 mg.ml-1 em PBS) por 

poço e as placas foram novamente colocadas na estufa por 4 horas, seguida da 

adição de 50 µL de tampão de bloqueio (N-dimetilformamida) por poço e, incubação 

em estufa por 12 horas. A leitura foi, então, realizada em leitora de microplacas, 
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utilizando o comprimento de onda fixo de 592 nm. O cálculo de viabilidade celular foi 

realizado conforme EQUAÇÃO 2.  

 

ENSAIOS DE IMUNOGENICIDADE 

 

Avaliação da ligação antígeno-anticorpo 

Análises de Elisa foram realizadas em triplicata, em placas de 96 poços. Os 

poços foram sensibilizados por 12 horas utilizando 1 µg de amostra contendo papaína 

pura ou complexo por poço em 50 µL de solução-tampão carbonato (0,1 M NaHCO3, 

pH 8,6) a 4 oC. Os poços foram lavados com PBS contendo 0,05 % de Tween 20 

(PBS-T) e, então, bloqueados com 3 % albumina de soro bovino (BSA) em PBS por 

1 h a 37 oC, seguido de 5 lavagens com PBS-T e incubação com o anticorpo de cabra 

policlonal anti-Carica papaya previamente diluído (1:5000 in BSA/PBS) por uma hora 

a 37 oC. A placa foi novamente lavada por 5 vezes com PBS-T e incubada com o anti-

IgG conjugado com peroxidase diluído em (1:1000) BSA/PBS. As amostras foram 

reveladas utilizando substrato para peroxidase e as leituras realizadas a 490 nm em 

leitora de microplacas. 

 

Dosagem de citocinas 

 As células do compartimento peritoneal de camundongos Swiss foram 

coletadas através de lavagem peritoneal utilizando 5 mL de PBS. Após centrifugação 

por 10 minutos a 4000 rpm, sob temperatura de 25 oC, foi realizada nova lavagem 

utilizando tampão de lise celular. Após centrifugação e lavagem com PBS, as células 

foram quantificadas utilizando câmara de Neuebauer e Azul de Tripan. 

Os esplenócitos, (1x106 células por poço) foram cultivados em placas de 96 

poços, utilizando meio de cultura RPMI suplementado a 37 oC em atmosfera contendo 

5% CO2. As células foram estimuladas com a papaína pura, irradiada, o complexo e 

o hidrogel, sendo incubadas por um período de 5 dias em estufa a 37 oC e 5% CO2. 

O meio RPMI foi trocado a cada 12 horas. O registro de aprovação no Comitê de Ética 
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na Utilização de Animais da Universidade Federal de Uberlândia para utilização 

destas células no estudo corresponde ao CEUA 128/11. 

A dosagem de citocinas murinas - Th1/Th2/ Th17 foi realizada utilizando o kit 

de citocinas CBA. As leituras foram realizadas em triplicata em citômetro de fluxo. A 

amostragem realizada considerou 2100 eventos para cada análise. 

 

ANÁLISE ESTATÍSTICA 

Os resultados selecionados foram tratados estatisticamente por análise de 

variância (ANOVA) utilizando o programa STATISTICA, (data analysis software 

system - StatSoft, Inc.) v. 7.1., e o GraphPad Prisma v.4.0. (GraphPad Software, Inc.). 

Os resultados foram considerados estatisticamente significativos com p<0,05.  

 

4.2.2 EFEITO DA IRRADIAÇÃO NA PAPAÍNA  

  

4.2.2.1 EFEITOS DIRETOS DA RADIAÇÃO 

 A papaína foi irradiada em diferentes meios - pó, solução aquosa, tampão 

fosfato pH 6,0 (50 mM) contendo cisteína (0,2 %, p/v) e gel de aristoflexAVC (2 %, p/v) 

contendo de cisteína (0,2 % p/v) - sob diferentes doses de radiação (0-25 kGy) em 

irradiador com fonte de 60Co (Gammacell). As amostras foram avaliadas quanto à 

atividade enzimática da papaína. 

  

4.2.2.2 EFEITOS INDIRETOS DA RADIAÇÃO 

 

RADIÓLISE DE PULSO 

Os experimentos de radiólise de pulso foram realizados em um acelerador de 

elétrons linear de 6 MeV, gerando pulsos de 7 ns de duração e 20 Gy. A dosimetria 

do pulso foi realizada pelo método da alanina em um dosímetro para determinação 
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da dose utilizada [87]. O sistema de detecção ótica utilizado e tratamento de dados 

foram realizados conforme descrito na literatura [88].  

 

Espectro do aduto papaína-OH● 

A papaína em solução aquosa (4,2  10-5 mol.dm-3) foi submetida a borbulha 

com N2O por 45 minutos e, então, ao processo de irradiação, sob borbulha. Os pulsos 

foram aplicados e a absorbância foi registrada na faixa de comprimento de onda de 

290-500 nm. 

 

Determinação da constante de reação papaína-OH● 

Os pulsos foram aplicados à solução aquosa contendo papaína nas 

concentrações de 1,9  10-5 até 4,2  10-5 mol.dm-3 e as medidas de absorbância 

foram realizadas no comprimento de onda fixo de 330 nm. A solução aquosa foi 

tratada com N2O conforme descrito acima. 

  

Determinação da constante de reação papaína-e-aq 

Em solução aquosa contendo 0,1 mol.dm-3 de terc-butanol, os pulsos foram 

aplicados e as medidas de absorbância realizadas no comprimento de onda fixo de 

720 nm. A enzima foi adicionada em concentrações variando de 1,4  10-5 a 4,2  10-

5 mol.dm-3, e as soluções foram submetidas à borbulha com argônio por 45 minutos 

previamente à irradiação e mantidas durante o processo.  

 

4.2.2.3 IRRADIAÇÃO DA PAPAÍNA E DO COMPLEXO 

 

EM SOLUÇÃO 

A papaína (5 mg.mL-1) e o complexo de papaína e β-CD na proporção molar 

de 1:10 foram submetidos à radiação gama em irradiador com fonte de 60Co até atingir 
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dose de 10 kGy. Estas amostras foram avaliadas quanto à atividade enzimática, 

ligação antígeno-anticorpo e produção de citocinas. 

 

LIOFILIZADO 

As embalagens contendo o complexo de papaína e β-CD na proporção molar 

de 1:10 foram submetidas à irradiação em irradiador com fonte de 60Co até atingir 

dose de 25 kGy, dose capaz de esterilizar materiais [89]. A taxa de dose variou entre 

1,2 a 1,5 kGy.h-1. As amostras foram mantidas congeladas (em CO2 sólido) durante 

toda a exposição aos raios gama. Após a irradiação, a atividade enzimática da 

papaína foi quantificada conforme descrito para o complexo. 

 

4.2.3 DESENVOLVIMENTO DO HIDROGEL CONTENDO COMPLEXO DE 

PAPAÍNA E CICLODEXTRINA 

  

4.2.3.1 SÍNTESE DO HIDROGEL  

A síntese do hidrogéis foi realizada pela técnica de reticulação e esterilização 

simultânea utilizando radiação ionizante desenvolvida por Rosiak e colaboradores 

[19]. Para o hidrogel à base de PVA, ciclos térmicos foram realizados previamente à 

técnica de reticulação e esterilização simultânea. 

  

HIDROGEL À BASE DE PVP 

O preparo das formulações a serem estudadas foi realizado através da 

solubilização e homogeneização dos componentes em água de osmose reversa sob 

aquecimento com auxílio de homogeneizador. Após resfriamento da solução até 
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temperaturas não inferiores a 40 °C, a papaína, cisteína e/ou complexo foram 

adicionados sob agitação manual, equivalente a 0,5 % (p/p) de papaína.  

Após solubilização total dos componentes, o conteúdo foi vertido em 

embalagens de polipropileno termoformadas, que foram seladas em seladora à vácuo 

(FIGURA 22) e submetidas à irradiação gama. 

  

 

FIGURA 22 -  Esquema de produção dos hidrogéis, considerando que: A – Preparo 

dos filmes; B – corte dos filmes; C – moldagem dos filmes; D – termoformagem dos 

berços; E – solução de polímero vertida no berço pronto; F – selagem a vácuo. 

  

 A composição das formulações utilizadas para produção dos hidrogéis à base 

de PVP está descrita na TABELA 2. 

  

TABELA 2 – Formulações-base do hidrogéis à base de PVP. 

 

Formulações 

                 Composição (%, p/p)  

PVP PEG  Agar 

F-1A 6 0 0 

F-2A 6 1,5 0 

F-3A 6 5 0 

F-1B 6 0 0,5 

F-2B 6 1,5 0,5 
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TABELA 2 – Formulações-base do hidrogéis à base de PVP (continuação). 

F-3B 6 5 0,5 

F-1C 6 0 1,5 

F-2C 6 1,5 1,5 

F-3C 6 5 1,5 

F-1D 15 0 0 

F-2D 15 1,5 0 

F-3D 15 5 0 

F-1E 15 0 0,5 

F-2E 15 1,5 0,5 

F-3E 15 5 0,5 

F-1F 15 0 1,5 

F-2F 15 1,5 1,5 

F-3F 15 5 1,5 

  

 

HIDROGEL À BASE DE PVA 

O PVA e os outros componentes foram adicionados sob agitação utilizando 

homogeneizador e submetidos a autoclavagem utilizando autoclave vertical por 30-

45 minutos para solubilização adequada dos componentes descritos na TABELA 3. 

A adição da papaína e/ou do complexo e da cisteína foi realizado conforme descrito 

para os hidrogéis a base de PVP.  

Aproximadamente 10 mL do conteúdo foram, então, vertidos nas embalagens 

termoformadas, as quais foram seladas a vácuo e submetidas ao ciclo térmico, que 

consistiu no congelamento das amostras a -20 oC por 24 horas, seguido de 

descongelamento sob temperatura ambiente por 24 horas.  
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TABELA 3 – Formulações dos hidrogéis para veiculação do complexo à base de 

PVA.  

 

Componentes 

Formulações (%, p/p)  

A B C D E F G Controle 

PVA 10 10 10 10 10 10 10 10 

Ágar 1 1 1 1 1 1 1 1 

PEG 400 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 

Papaína 2 2 2 2 2 2 2 - 

Cisteína 0,2 0 0,6 - - 0,2 0,2 - 

β-Ciclodextrina 0 0 0 0,96 - 0,96 - - 

Trealose 0 0 0 0 0,29 0 0,29 - 

Água O.R.  Qsp Qsp Qsp Qsp Qsp Qsp Qsp Qsp 

O.R.= Osmose Reversa; Qsp = Quantidade suficiente para. 

 

IRRADIAÇÃO DO HIDROGEL 

As amostras previamente congeladas foram submetidas à radiação gama em 

irradiador com fonte de 60Co, até atingir dose de 25 kGy. A taxa de dose variou entre 

1,2 a 1,5 kGy.h-1. As amostras foram mantidas congeladas (em CO2 sólido) durante 

toda a exposição à radiação.  

 

4.2.3.2 CARACTERIZAÇÃO DA FORMA FARMACÊUTICA 

 

DETERMINAÇÃO DAS DIMENSÕES DO HIDROGEL 

Parâmetros como espessura, comprimento e largura foram realizados 

utilizando paquímetro digital de precisão. A amostragem foi realizada utilizando 3 

membranas de cada formulação produzida, selecionadas de modo aleatório. 
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DETERMINAÇÃO DA MASSA  

A determinação da massa do hidrogel foi realizada individualmente utilizando 

balança digital analítica. A amostragem foi realizada conforme supracitado e as 

massas registradas correspondem aos valores médios obtidos. 

 

FRAÇÃO GEL  

Amostras de 0,5 g foram secas em estufa a 50 °C até peso constante, 

embaladas em non woven e colocadas em soxhlet contendo água por 48 h. Após 

extração, as membranas foram secas novamente até peso constante, conforme 

estabelecido pela norma [90]. Os resultados de fração gel foram tratados utilizando 

as EQUAÇÕES 3 e 4.  

 

  𝑭𝒔 (%) =
𝒎𝒇ି𝒎𝒊

𝒎𝒊
                                                                                                                       (3) 

 

  𝑭𝒈 (%)  =  𝟏𝟎𝟎 –  𝑭𝒔                                                                                              (4) 

 

Considerando que: Fs = fração solúvel; Fg = fração gel; mi = massa inicial da amostra 

seca e; mf  = massa final da amostra seca. 

 

INTUMESCIMENTO MÁXIMO 

Amostras de 0,3 g do hidrogel foram imersas em água de osmose reversa e 

retiradas, posteriormente, em intervalos regulares de tempo até atingir massa 

constante. O ensaio foi realizado de acordo com a norma vigente [90]. O grau de 

intumescimento foi calculado conforme descrito na EQUAÇÃO 5. 
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 𝑰(%) =
𝒎𝒇ି𝒎𝒊

𝒎𝒊
∗ 𝟏𝟎𝟎                                                                               (5) 

 

Considerando que: I = Intumescimento (%); I = Valor de Intumescimento (%); mi = 

massa inicial da amostra seca e; mf = massa da amostra intumescida. 

  

CARACTERIZAÇÃO NANOESTRUTURAL  

 

Densidade de reticulação 

A caracterização nanoestrutural foi realizada por meio da avaliação da 

densidade de reticulação e do tamanho de poro. Os valores de intumescimento 

máximo em equilíbrio foram tratados segundo a equação de Flory-Rehner [77], 

indicando a densidade de reticulação. 

 O valor de χ é correspondente à fração do volume molar do polímero, e é 

determinado utilizando as EQUAÇÕES 6 e 7, a partir dos valores de intumescimento 

máximo obtidos:  

 

  𝑰 =
(𝒎𝒇ି 𝒎𝒊)

𝒎𝒊
∗

𝒅𝒑

𝒅𝒔
                                                                                               (6) 

 

  𝝌 =  𝟏/(𝟏 +  𝑰)                                                                                      (7) 

 

Considerando que: I = razão de Intumescimento; mi = massa inicial da amostra seca; 

mf = massa da amostra intumescida; ds à densidade do solvente e; dp à densidade do 

polímero. 
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 Após obtenção de tais valores, foi então aplicada a EQUAÇÃO 8: 

 

  𝒒 = [𝒍𝒏(𝟏 − 𝝌) + 𝝌 + μ. 𝝌𝟐 + 𝒑. 𝒗]/Mc.(χ1/3–0,5χ)*m                                   (8) 

 

Considerando que: χ = fração do volume molar do polímero intumescido; p= 

densidade do polímero; v = volume molar do solvente; m = volume molar das unidades 

monoméricas na cadeia do polímero; Mc = média de massa molar entre as cadeias 

reticuladas do polímero; µ= valor de interação entre polímero e solvente, e; q= 

densidade de reticulação em mol.cm-3. 

 

CARACTERIZAÇÃO MORFOLÓGICA 

 

Microscopia eletrônica de varredura  

Amostras dos hidrogéis com 0,1 g foram previamente secas em estufa na 

temperatura de 25 ºC, e então, acondicionadas em frasco fechado a vácuo. As 

amostras foram fixadas em um suporte e recobertas com ouro e, após este processo, 

observadas utilizando microscópio eletrônico de varredura. 

 

AVALIAÇÃO DA LIBERAÇÃO IN VITRO DE PAPAÍNA E DO COMPLEXO 

 

Ensaio de liberação in vitro 

A avaliação da liberação da papaína e do complexo no hidrogel foi realizada 

utilizando Incubadora tipo Shaker. Amostras selecionadas dos hidrogéis, cortadas em 

pedaços de 1 x 1 x 0,33 cm3 e aproximadamente 0,3 g foram imersas em solução 

fisiológica (0,9 % NaCl), pH 7,4 e temperatura de 37 ºC. Alíquotas de 2 mL foram 

coletadas nos tempos determinados e avaliadas quanto ao conteúdo proteico e a 

atividade enzimática, com subsequente reposição do meio extrator. O teste foi 

realizado em triplicata. 
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Quantificação do conteúdo proteico 

As alíquotas coletadas envolvendo período de 48 horas foram filtradas, 

utilizando filtros para seringa de 0,45 µm, e analisadas por espectrofotometria UV, 

utilizando espectrofotômetro UV/vis no comprimento de onda fixo de 280 nm. 

 

Doseamento da atividade enzimática  

O doseamento da atividade enzimática foi realizado a partir das alíquotas 

retiradas para quantificação do conteúdo proteico, de maneira idêntica ao 

doseamento realizado para a atividade da papaína no complexo. 

 

AVALIAÇÃO DO POTENCIAL ANTIMICROBIANO DO HIDROGEL 

 

Ensaio de inibição microbiana  

A avaliação das propriedades antimicrobianas, ou ensaio de inibição 

microbiana dos hidrogéis à base de PVA desenvolvidos foi realizada de acordo com 

[91], utilizando as seguintes cepas microbianas: Staphylococcus aureus (ATCC 6538 

e ATCC 25923), Klebsiella pneumoniae (linhagem selvagem), Pseudomonas 

aeruginosa (ATCC 9027 e linhagem selvagem), Candida albicans (ATCC 10231), e 

Escherichia coli (ATCC 8739 e ATCC 25922), utilizando o método de difusão em ágar.  

Para esse teste, o método escolhido foi o de bicamada sendo que em placas 

de Petri foram adicionados 15 mL de meio TSA e 5 mL de meio Antibiótico 11 [91] 

onde foram inoculados 106 UFC/cm2 de cada microrganismo testado (E. coli, C. 

Albicans, S. aureus e P. aeruginosa). Os hidrogéis previamente cortados em forma 

circular foram esterilizados utilizando radiação UV por 5 minutos cada lado e 

posicionados sobre o ágar na placa de Petri. As placas foram incubadas por 24 horas 

a uma temperatura de 35 °C para as bactérias e 25 ºC para a levedura. Após esse 

período foi efetuada a leitura dos halos de inibição formados utilizando paquímetro 

para cada amostra. 

Os seguintes microrganismos Staphylococcus aureus (ATCC 25923), 

Pseudomonas aeruginosa (cepa selvagem), Klebsiella pneumoniae (cepa selvagem), 
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Escherichia coli (ATCC 25922) foram cultivados utilizando ágar Muller Hinton e 

plaqueados conforme supracitado. 

 

AVALIAÇÃO DA CITOTOXICIDADE DO HIDROGEL  

A avaliação da citotoxicidade do hidrogel foi realizada por meio de testes de 

citotoxicidade direta, cujos efeitos são resultantes do contato direto do hidrogel com 

as células, e testes de toxicidade indireta, cujas células ficam em contato com líquido 

extrator contendo os possíveis componentes tóxicos extraídos do hidrogel. O 

procedimento foi realizado utilizando PBMC. 

 

Citotoxicidade direta 

Os hidrogéis previamente cortados em fluxo laminar com dimensões de 

aproximadamente 3 mm de diâmetro foram esterilizados em radiação UV por 15 

minutos cada lado e transferidos para cada poço da microplaca.  

 

Citotoxicidade indireta 

As membranas, previamente esterilizadas por radiação UV foram mantidas em 

meio extrator, meio de cultura e DMEM acrescido de 10 % de soro bovino, por 6 horas 

a 70 oC, conforme estabelecido [92] e foram realizadas diluições seriadas utilizando 

meio de cultura, de modo a atingir as concentrações de 25-100 %, para serem então 

submetidos ao contato com as células. 

 

AVALIAÇÃO DA IMUNOGENICIDADE DO HIDROGEL  

 

Dosagem de citocinas 

Os hidrogéis foram avaliados quanto à capacidade de induzir a produção de 

citocinas, conforme descrito para avaliação da resposta imunológica do complexo. As 
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células foram expostas aos hidrogéis à base de PVA e suas extrações realizadas 

conforme descrito para o ensaio de citotoxicidade.  

 

AVALIAÇÃO DAS PROPRIEDADES DE ADESÃO CELULAR  

 

Ensaio de adesão celular 

Para determinar o potencial de adesão celular dos hidrogéis, fibroblastos de 

Balb/c 3T3 foram cultivados em garrafas (passagem 17) com meio de cultura DMEM 

suplementado com 10 % de soro fetal bovino utilizando incubadora úmida com 5 % 

de CO2 e 37 oC por 24 horas. Após atingir 80 % de confluência, as células foram 

descoladas da garrafa de cultura com auxílio de um removedor de células (cell 

scraper).  

Os hidrogéis previamente esterilizados conforme descrito nos ensaios de 

citotoxicidade foram transferidos para placa estéril de 12 poços. Aproximadamente 

50.000 células foram inseridas em cada poço em meio de cultura (DMEM 

suplementado com 10 % de soro fetal bovino) e subsequentemente incubadas por 4 

horas a 37 oC. Os hidrogéis foram retirados dos poços e transferidos para outra placa.  

A fixação das células foi realizada utilizando metanol, considerando 5 minutos 

de contato, e lavagem com PBS pH 7,2. Após fixação, as células foram coradas com 

violeta de genciana e os hidrogéis foram visualizados em microscópio ótico invertido. 

O controle positivo correspondeu às células e o negativo, a um poço vazio.  
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

5.1 DESENVOLVIMENTO DO COMPLEXO 

Para desenvolvimento do complexo de papaína e ciclodextrina foram 

realizadas avaliações das implicações estruturais da enzima na formação do 

complexo, efeito da concentração de ciclodextrina e tempo de complexação, visando 

determinar as condições adequadas para síntese.  

 

5.1.1 IMPLICAÇÕES DA ESTRUTURA PROTEICA NA FORMAÇÃO DO 

COMPLEXO 

 

5.1.1.1 AVALIAÇÃO DA ESTRUTURA DA PAPAÍNA 

Para um estudo específico sobre a estrutura molecular da enzima, assim como 

sobre a disposição dos aminoácidos na molécula, foi estimada a distribuição das 

subestruturas proteicas, onde observou-se um predomínio das folhas-β sobre a 

ocorrência da α-hélices (TABELA 4), além da ocorrência de voltas (β turns) e zonas 

que não apresentam estrutura secundária definida (random coil). 

 

TABELA 4 – Distribuição das subestruturas proteicas na molécula de papaína. 

Estrutura secundária Ocorrências Porcentagem (%) 

Helix 58 27 

Beta 69 32 

Random Coil 84 39 

Voltas β  28 13 

* Cálculos realizados considerando o raio atômico obtido de [80]. 
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A seguir, foram avaliadas as ligações de hidrogênio (TABELA 5) e a ocorrência 

e distribuição dos ângulos diédricos (TABELA 6).  

 

TABELA 5 – Ligações de hidrogênio presentes na estrutura da papaína. 

Parâmetro Calculados Esperado* 

Distância média (A)  2,2 ±0.4 2,2 ±0.4 

Energia média (kcal/mol) -1,7 ±1.0 -2,0 ±0.8 

Resíduos com Lig. H 148 (70 %) 158 (75 %) 

*Valores esperados obtidos de [93]; Lig. – Ligação, H – Hidrogênio. 

 

Os ângulos diédricos permitem avaliar a possibilidade de acesso ao solvente 

e definir as regiões específicas onde a combinação dos ângulos Phi e Psi de cada 

unidade peptídica apresentam ou não colisões estéricas entre átomos dos 

aminoácidos envolvidos [81]. 

 

TABELA 6 – Valores calculados e teóricos para os ângulos diédricos presentes na 

estrutura da papaína. 

Estatística Observado Teórico* 

Helix Phi médio               -68,6 (± 14.2) -65,3 (± 11,9) 

Helix Psi médio -37,3 (± 13.3) -39,4 (± 25,5) 

res com Gauche+ Chi 79 (49 %) 87 (55 %) 

res com Gauche- Chi 25 (15 %) 31 (20 %) 

res com Trans Chi 55 (34 %) 39 (25 %) 

Chi Gauche+ médio -62,3 (± 18.0) -66,7 (± 15,0) 

Chi Gauche- médio 59,1 (± 18,2) 64,1 (± 15,7) 

Chi Trans médio 168,1 (±12,4) 168,6 (± 16,8) 

Desvio padrão de chi  16,11 15,70 

Média Omega (>90) -179,8 (± 5,4) 180,0 (± 5,8) 
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TABELA 6 – Valores calculados e teóricos para os ângulos diédricos presentes na 

estrutura da papaína (continuação). 

Resíduos com (<90) 1 (0 %) - 

* Valores obtidos por [95].  

 

5.1.1.2 INTERAÇÃO PROTEÍNA SOLVENTE 

A avaliação da interação proteína-solvente fornece informações específicas 

sobre a estrutura da proteína, permitindo uma análise da interação de cada 

aminoácido presente na molécula com o solvente, considerando as possíveis 

implicações da estrutura proteica [81]. Os resultados a seguir são baseados na 

estrutura da papaína obtida por raio-X com resolução de 1,65 A [8]. 

A representação gráfica dos resultados obtidos com relação a avaliação 

estrutural da papaína e sua interação com o solvente estão representadas abaixo 

(FIGURA 23). 

 

 

FIGURA 23 - Representação gráfica da Interação papaína-solvente, considerando 

que: A – superfície acessível ao solvente (considera a área obtida pela sonda de 1,4 

angstrons + o raio de Van der Walls); B – superfície inacessível por solvente (toda a 

área situada dentro dos limites da área obtida por uma sonda de 1,4 angstrons). 
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A superfície do solvente, relacionada a interface papaína-solvente foi obtida e 

está representada graficamente a seguir (FIGURA 24). 

 

 

FIGURA 24 - Representação gráfica da superfície de solvente (interface papaína-

solvente correspondente aos limites da área obtida por uma sonda de 1,4 angstroms) 

  

 A área acessível por solvente da papaína (TABELA 7) foi calculada 

considerando os valores estimados com relação aos dados descritos nas TABELAS 

5 e 6. Observa-se uma AAS total de 9142,3 Å2, onde 7842,2 Å2 são atribuídos à cadeia 

lateral, e 1300,1 Å2 à estrutura proteica (backbone). 

A determinação da AAS da papaína revela que 5126,8 Å2 e 5127,3 Å2 

correspondem à região exposta e cadeia lateral respectivamente, onde 1220,2 Å2 e 

1134,2 Å2 correspondem à porção com carga (TABELA 7). 
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TABELA 7 – Área de superfície acessível por solvente da molécula de papaína. 

ÁREA ACESSÍVEL AO 

SOLVENTE 

CALCULADO TEÓRICO* 

AAS total                  

AAS da estrutura (backbone)           

AAS das cadeias laterais           

AAS do C                     

AAS of N                     

AAS of N+                    

AAS of O                     

AAS of O-                  

AAS do S                     

Exposta apolar         

Exposta polar           

Exposta com carga         

Cadeia lateral apolar  

Cadeia lateral polar  

Cadeia lateral c/ carga 

Fracionada apolar        

Fracionada polar            

Fracionada c/ carga     

Média residual 

Média fracionada                 

9142,3 Å2 

1300,1 Å2 

7842,2 Å2 

5161,2 Å2 

11132 Å2 

529,2 Å2 

2155,1 Å2 

161,8 Å2 

21,8 Å2 

5126,8 Å2 

2795,3 Å2 

1220,2 Å2 

5127.3 Å2 

1580.7 Å2 

1134.2 Å2 

0.56 

0.31 

0,13 

43,3 Å3 

0,2  

9726,2 Å2 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

5576,8 Å2 

1828,5 Å2 

1737,0 Å2 

- 

- 

- 

0.61 (± 0.03) 

0.20 (± 0.05) 

0,19 (± 0,05) 

- 

- 

*Valores esperados de acordo com [94]. 

 

A porção acessível apolar corresponde a 11545,5 Å2, e a porção lateral a 

3888,6 Å2 (TABELA 8), frente a um volume total de 27682 Å3 (TABELA 9). O peso 

molecular obtido corresponde a 23.323,21 Da e, apresenta correlação adequada com 

os dados da literatura, descritos como 23.500 Da [26].   
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TABELA 8 – Área de superfície acessível por solvente para a cadeia lateral (exceto 

N, C, O). 

ÁREA ACESSÍVEL AO SOLVENTE CALCULADO 

Estendida apolar 

Estendida polar 

Estendida c/ carga 

Cadeia lateral estendida apolar 

Cadeia lateral estendida polar 

Cadeia lateral estendida c/ carga 

21867,8 Å2 

11545,5 Å2 

3013,3 Å2 

21741,3 Å2 

3888,6 Å2 

2937,6 Å 2 

 

 

É relevante notar que, nos resultados obtidos, alguns parâmetros de cálculo, 

bem como as áreas atômicas e residuais, apresentam divergências se comparados 

aos dados apresentados pelos autores pioneiros, tal fato se atribui aos algoritmos 

empregados que, no respectivo período, eram aproximados, e os dados apresentados 

possuem menor erro implícito, conforme calculados analiticamente utilizando o 

programa ANAREA. 

 

TABELA 9 – Volume calculado da molécula de papaína. 

PROPRIEDADE CALCULADO TEÓRICO* 

Volume Total (A3) 

Volume residual médio (A3) 

Volume Fracionado médio 

Peso Molecular (Da)  

 27682,0 

131,2 ± 43,3 

 1,0 ± 0,1 

  23323,21 

27971,8 

125,0 ± 40,0 

1,0 ± 0,1 

 23500** 

*[8];**[26]. 

 

5.1.1.3 ÁREA ACESSÍVEL AO SOLVENTE FRACIONADA 

 A AAS fracionada da papaína apresentada a seguir (FIGURA 25) indica a 

superfície exposta de cada resíduo da papaína acessível ao contato com moléculas 
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de água/solvente. Em geral, índices mais baixos de AAS correspondem aos resíduos 

hidrofóbicos ou localizados no interior da estrutura, enquanto valores elevados de 

AAS são atribuídos aos resíduos hidrofílicos ou localizados no exterior [81, 95].  

  

 

FIGURA 25 - Área acessível por solvente fracionada obtida para a molécula de 

papaína (9pap.pdb) utilizando o software VADAR.   

  

O perfil apresentado revela uma predominância de resíduos com baixos 

índices de acessibilidade por solvente, inferiores a 0,5. Por outro lado, alguns 

resíduos apresentam uma grande área acessível por solvente, indicando que a 

disposição específica dos resíduos e a estrutura tridimensional da papaína conferem 

acessibilidade suficiente para permitir interações com as ciclodextrinas.   

 

5.1.1.4 DISPOSIÇÃO DOS AMINOÁCIDOS 

Com a finalidade de avaliar a possibilidade de interação da ciclodextrina com 

cada resíduo passível de complexação, foi realizado um estudo a partir de cada 
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aminoácido da papaína fornecendo dados para descrever a formação do complexo, 

auxiliar na interpretação dos resultados e na seleção das técnicas a serem utilizadas 

para uma caracterização adequada do complexo formado.  

 

FENILALANINA 

A disposição e a ocorrência dos resíduos de fenilalanina na estrutura da 

papaína estão descritas na FIGURA 26, e correspondem aos resíduos Phe-28, Phe-

141, Phe-149 e Phe-207.  

 

 

FIGURA 26 - Disposição e interação dos resíduos de fenilalanina presentes na 

papaína com o solvente, considerando que: A – distribuição dos resíduos; B –  

superfície molecular; C – superfície inacessível por solvente; D –  área acessível por 

solvente. 

  

Conforme observado, a área acessível por solvente para tais resíduos é 

relativamente pequena (TABELA 10). Os valores estimados para a AAS variam de 

6,2 a 29,5 Å2, indicando pouca ou nenhuma possibilidade de interação com as 
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moléculas de CDs, devido à disposição do aminoácido na estrutura tridimensional da 

molécula, sendo, portanto, menos suscetíveis à complexação com as ciclodextrinas. 

A Phe-207 apresentou o maior índice de AAS entre os resíduos apresentados 

(29,5 Å2); contudo, os resultados indicam baixa acessibilidade geral para estes 

resíduos devido às implicações bioquímicas impostas pela estrutura proteica da 

papaína. 

 

TABELA 10 – Análise estrutural dos resíduos de fenilalanina presentes na papaína. 

No 

Resíduo 

Estrutura 

Secundária 

Superfície 

lateral 

AAS 

Superfície 

fracionada 

AAS 

AAS    AAS 

fracionada 

Volume 

28 H 6,2 0,03 6,4 0,03 204,4 

141 H 0,0 0,00 0,0 0,00 205,1 

149 B 15,2 0,08 15,2 0,07 189,3 

207 B 29,5 0,16 29,5 0,13 188,2 

AAS fracionada – 0,00 a 1,00; AAS – Å2; Volume – Å3; Hélices – "H"; Folhas β – "B";  

  

TRIPTOFANO 

 Os resíduos de triptofano encontrados na estrutura da papaína e sua 

respectiva interação com o solvente estão descritos graficamente na FIGURA 27 e 

correspondem ao Trp-7, Trp-26, Trp-69, Trp-177 e Trp-181. 
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FIGURA 27 - Disposição e interação dos resíduos de triptofano presentes na papaína 

com o solvente, considerando que: A – distribuição dos resíduos; B – superfície 

molecular; C – superfície inacessível por solvente; D – área acessível por solvente. 

  

TABELA 11 – Análise estrutural dos resíduos de triptofano. 

No 

Resíduo 

Estrutura 

Secundária 

Superfície 

lateral 

AAS 

Superfície 

fracionada 

AAS 

AAS    AAS 

fracionada 

Volume 

7 B 27,0 0,12 27,0 0,10 246,9 

26 C 4,0 0,02 12,8 0,05 240,8 

69 H 85,7 0,38 86,3 0,32 218,5 

177 C 50,9 0,22 64,7 0,24 213,3 

181 C 21,1 0,09 21,1 0,09 216,9 

AAS fracionada – 0.00 a 1,00; AAS – Å2; Volume – Å3; Hélices – "H"; Folhas β – "B"; 
Estruturas não definidas (Coil) – "C";  

  

Os valores da AAS calculados estão descritos na TABELA 11, e, embora 

apresentem valores relativamente superiores aos resíduos de fenilalanina, variando 

de 4,0 a 86,3 Å2, a possibilidade maior de interação é atribuída apenas a dois 

resíduos, Trp-69 e Trp-177, localizados nas estruturas H e C respectivamente, os 

quais apresentaram 86,3 e 64,7 Å2 de AAS residual, respectivamente. 
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De maneira geral, valores de AAS superiores ou equivalentes a 60 Å2 indicam 

acessibilidade ao solvente. 

  

TIROSINA 

Dentre os aminoácidos hidrofóbicos aromáticos presentes na estrutura da 

papaína está a tirosina, que, além da ocorrência em maior número, apresentou 

valores superiores da AAS (TABELA 12), indicando que a posição e disposição 

destes resíduos na molécula permitem uma maior interação entre o aminoácido e o 

solvente, e, por consequência, a ciclodextrina. 

 

TABELA 12 – Análise estrutural dos resíduos de tirosina presentes na molécula da 

papaína. 

No 

Resíduo 

Estrutura 

Secundária 

Superfície 

lateral 

AAS 

Superfície 

fracionada 

AAS 

AAS    AAS 

fracionada 

Volume 

4 B 120,9 0,59 128,5 0,53 184,5 

48 B 2,4 0,02 2,4 0,01 208,5 

61 C 119,9 0,59 124,8 0,52 163,8 

67 C 72,7 0,36 72,7 0,30 181,7 

78 H 122,2 0,60 126,1 0,52 180,9 

82 B 86,1 0,42 86,1 0,36 202,7 

86 C 1,5 0,01 1,6 0,01 195,0 

88 C 26,6 0,13 49,5 0,20 184,6 

94 C 150,9 0,74 151,6 0,63 169,2 

103 B 58,1 0,29 77,8 0,32 186,6 

116 C 88,0 0,43 101,4 0,42 169,9 

123 H 136,3 0,67 136,3 0,56 183,5 

144 C 16,5 0,08 17,5 0,07 195,3 

166 B 4,0 0,02 4,8 0,02 216,3 

170 B 30,6 0,15 30,6 0,13 201,9 
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TABELA 12 – Análise estrutural dos resíduos de tirosina presentes na molécula da 

papaína (Continuação). 

186 B 16,7 0,08 16,7 0,07 199,8 

197 C 108,3 0,53 108,3 0,45 174,5 

203 C 4,9 0,02 5,7 0,02 216,8 

208 B 41,8 0,21 41,8 0,17 200,6 

AAS fracionada – 0,00 a 1,00; AAS – Å2; Volume – Å3; Hélices – "H"; Folhas β – "B"; 

Estruturas não definidas (Coil) – "C";  

 

Particularmente os resíduos Tyr-4, Tyr-61, Tyr-67, Tyr-78, Tyr-82, Tyr-94, Tyr-

103, Tyr-116, Tyr-123 e Tyr-197 apresentam valores mais elevados, com alguns 

valores superiores a 100 Å2, indicando que, em geral, os resíduos de tirosina 

encontram-se mais acessíveis quando comparados com os resíduos de fenilalanina 

e triptofano. A representação gráfica da interação destes resíduos com o solvente, 

bem como sua acessibilidade, está na FIGURA 28. 

 

 

FIGURA 28 - Disposição e interação dos resíduos de tirosina presentes na papaína 

com o solvente, considerando que: A – distribuição dos resíduos; B – superfície 

molecular; C – superfície inacessível por solvente; D – área acessível por solvente. 



85 
 

 
 

HISTIDINA 

Os resíduos de histidina presentes na molécula de papaína (FIGURA 29), His-

81 e His-159 apresentam valores de AAS reduzidos (TABELA 13), o que indica baixa 

acessibilidade.  

 

FIGURA 29 - Disposição e interação dos resíduos de histidina presentes na papaína 

com o solvente, considerando que: A – distribuição dos resíduos; B – superfície 

molecular; C – superfície inacessível por solvente; D – superfície acessível por 

solvente. 

 

Cabe ressaltar que o resíduo His-159, em particular, faz parte do sítio ativo da 

enzima, composto por His-159, Cys-25 e Asn-175 e, deste modo, uma complexação 

neste local poderia acarretar em alterações na interação sítio-ativo/substrato, e que 

podem refletir diretamente na atividade enzimática. De maneira semelhante, a 

complexação com resíduos localizados próximos do sítio ativo podem comprometer 

a atividade enzimática devido ao possível impedimento estérico, capaz de dificultar 

ou impedir a ligação do substrato com o sítio ativo.  
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TABELA 13 – Análise estrutural dos resíduos de histidina presentes na molécula da 

papaína. 

No 

Resíduo 

Estrutura 

Secundária 

Superfície 

lateral 

AAS 

Superfície 

fracionada 

AAS 

AAS    AAS 

fracionada 

Volume 

81 B 3,8 0,02 3,8 0,02 160,3 

159 B 27,5 0,17 27,9 0,14 166,8 

AAS fracionada – 0,00 a 1,00; AAS – Å2; Volume – Å3; Folhas β – "B";  

 

PROLINA 

 Os resíduos de prolina presentes na molécula de papaína apresentam uma 

AAS elevada, com exceção dos resíduos Pro-129 e Pro-209 (TABELA 14), que 

apresentam AAS reduzidas, confirmando a possibilidade da interação destes 

resíduos com as moléculas de ciclodextrina. 

 

TABELA 14 – Análise estrutural dos resíduos de prolina presentes na papaína. 

No 

Resíduo 

Estrutura 

Secundária 

Superfície 

lateral AAS 

Superfície 

fracionada 

AAS 

AAS    AAS 

fracionada 

Volume 

2 C 79,3 0,60 121,2 0,61 136,4  

15 C 102,7 0,77 102,7 0,66 109,0 

68 H 10,9       0,08 10,9   0,07   133,3   

87 C 76,0 0,57 76,1   0,49   116,1   

102 C             120,5       0,91     127,2  0,82   109,4   

115 C 48,3       0,36 55,5   0,36   111,6   

129 B 0,1     0,00 0,1   0,00   141,5   

152 C 107,9       0,81 109,2  0,71   121,5   

168 C 43,8       0,33     61,9   0,40   108,8   

209 B               0,3       0,00     0,5   0,00   131,3   

AAS fracionada – 0,00 a 1,00; AAS – Å2; Volume – Å3; Hélices – "H"; Folhas β –"B"; 

Estruturas não definidas (Coil) – "C";  
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Tais resultados apontam que as implicações da estrutura da papaína na 

formação de complexos de inclusão com ciclodextrinas acarretam em baixa 

acessibilidade para fenilalanina, histidina, bem como alguns resíduos de triptofano, e 

maior acessibilidade para tirosina e prolina. Destaca-se, então, a possibilidade de 

formação de complexos entre ciclodextrinas e papaína. Os resíduos de prolina e suas 

interações com o solvente estão representados na FIGURA 30. 

 

 

FIGURA 30 - Interação dos resíduos de prolina presentes na papaína com o solvente, 

considerando que: A – distribuição dos resíduos; B – superfície molecular; C – 

superfície inacessível por solvente; D – superfície acessível por solvente. 

 

5.1.2 DETERMINAÇÃO DOS PARÂMETROS DE SÍNTESE DO COMPLEXO 

 Visando estabelecer a concentração de ciclodextrina adequada para a 

formação do complexo, o complexo de papaína e β-ciclodextrina em diferentes 
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proporções molares foi avaliado quanto à sua atividade enzimática e perfil de 

fluorescência. 

 Após a solubilização dos componentes (T=0), não foram observados efeitos 

estatísticos sobre a atividade da papaína, considerando a adição de β-CD até a 

proporção molar de 1:50. O perfil de atividade enzimática da papaína na presença da 

ciclodextrina está contido nas FIGURAS 31 e 32. 

  

 

FIGURA 31 - Atividade enzimática da papaína em função da adição de concentrações 

distintas de ciclodextrina (1-10 nMol-1) após solubilização dos compostos (T=0).  

  

 Em concentrações superiores de ciclodextrina, foi observado uma redução da 

bioatividade da enzima, conforme os dados apresentados na FIGURA 32. Contudo, 

os valores só se apresentaram estatisticamente significativos em proporções molares 

superiores a 1:100. 

 A literatura reporta que a CD influencia na bioatividade das enzimas, devido à 

formação do complexo molecular, e que, quando se encontram em altas 

concentrações, elas tendem a desestabilizar ou denaturar proteínas [56]. Tal efeito é 

atribuído à formação de complexo com resíduos do sítio ativo ou próximos a ele, de 
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modo a impedir total ou parcialmente o encaixe do substrato. Outro fator é a redução 

da mobilidade. 

  

 

FIGURA 32 - Atividade enzimática da papaína em função da adição de concentrações 

distintas de ciclodextrina (25-200 nMol-1) após solubilização dos compostos (T=0).  

  

 A avaliação in silico da AAS revelou que, no caso específico da papaína, 

existem poucas chances de complexação com a his-159 (TABELA 13), e, deste 

modo, tal efeito sobre a atividade enzimática seria minimizado. Os resultados 

demonstram que, corroborando os ensaios computacionais, apenas em 

concentrações muito elevadas de ciclodextrina foi observado o decréscimo de 

bioatividade.  

 Almejando uma melhor visualização da influência da ciclodextrina sobre a 

papaína, os valores de atividade relativa em função das diferentes concentrações de 

β-CD utilizadas foram estimados (FIGURA 33). Destaca-se o fenômeno de 

hipoativação, que ocorreu para os complexos na proporção molar de 1:100 e 1:200. 

  

 *** *** 
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FIGURA 33 - Atividade relativa da papaína (papaína isolada considerado 100%) em 

função da concentração de ciclodextrina após solubilização dos compostos. 

  

 No momento inicial (T=0), os espectros de emissão de fluorescência obtidos 

utilizando excitação no comprimento de onda 280 nm, relacionado aos resíduos 

aromáticos presentes na papaína, revelaram que os complexos quando contrastados 

com a enzima isolada (FIGURA 34) apresentaram perda significativa de 

fluorescência, com uma diminuição mais expressiva para a proporção molar de 1:5.  

  

*** *** 
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FIGURA 34 - Espectro de fluorescência (300-400 nm) dos complexos de papaína e 

ciclodextrina após solubilização dos compostos (T=0). 

  

 Tais distinções passam a ser mais pronunciadas com o aumento da 

concentração de ciclodextrina. Destacam-se as alterações observadas para as 

concentrações de 5-10 ƞmol-1 de CD. 

Corroborando as informações da literatura, bem como os efeitos de 

hipoativação desencadeados por concentrações maiores de ciclodextrina, os 

espectros emissão obtidos para estas amostras indicaram que, nas proporções 

molares superiores a 1:25, as modificações são ainda mais significativas e intensas, 

possivelmente indicando uma desestabilização da estrutura (FIGURA 35). Cabe 

ressaltar que não foram registrados deslocamentos de picos, apenas alterações que 

indicam mudanças no microambiente que envolve os resíduos aromáticos presentes 

na papaína [96].  

De maneira mais específica, as modificações observadas no espectro de 

fluorescência indicam a ocorrência de dois fenômenos: a formação de uma 

conformação menos rígida como resultado do aumento da intensidade (1-10 ƞMol) e 

o desenvolvimento de uma estrutura mais compacta, observada para as 

concentrações maiores (25-200 ƞMol). Tais mudanças são atribuídas também devido 

às modificações no microambiente, de natureza mais apolar, gerado ao redor dos 

aminoácidos encapsulados, neste caso em específico, os resíduos aromáticos – Trp, 

Phe, His.  
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FIGURA 35 - Espectro de emissão (300-400 nm) dos complexos de papaína e 

ciclodextrina em diferentes proporções molares após solubilização dos compostos 

(T=0).  

  

A interação da papaína e da ciclodextrina em função do tempo foi avaliada 

visando estabelecer o tempo de incubação a ser adotado para a realização da síntese 

do complexo, permitindo uma avaliação da influência deste parâmetro na formação 

do complexo. 

 Após 24 horas de incubação, os espectros de fluorescência (FIGURA 36) 

indicaram que existe, para todas as concentrações de β-CD, um aumento significativo 

da intensidade de fluorescência se comparada a papaína nativa, fornecendo uma 

evidência da formação do complexo. 

 A utilização dos complexos nas proporções molares maiores (superiores à 50 

ƞMol) de CD foram descartados, considerando a perda de atividade enzimática 

registrada nos experimentos utilizando o substrato específico. 
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FIGURA 36 - Espectro de fluorescência da papaína e ciclodextrina após 24 horas de 

incubação. 

  

 A análise de bioatividade enzimática revelou decréscimo de atividade para 

todas as concentrações após 24 horas (FIGURA 37), com exceção da proporção 

molar de 1:10, que, embora tenha apresentados modificações nos perfis de 

fluorescência, não apresentou perda significativa da atividade enzimática. 

  

 

FIGURA 37 - Atividade enzimática dos complexos de papaína e β-ciclodextrina (1-25 

ƞMol) após 24 horas de incubação. 
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 Decorridas 48 horas de incubação, a análise de fluorescência revelou que 

todos os complexos apresentaram diminuição da intensidade dos picos se 

comparados ao controle (FIGURA 38). Cabe ressaltar que a sensibilidade à hidrólise 

da enzima [8] aumenta de acordo com a exposição por longos períodos de incubação. 

    

 
FIGURA 38 - Espectro de fluorescência de complexo de papaína e ciclodextrina em 

diferentes proporções molares no tempo de 48 horas.   

  

 Destaca-se que a proporção molar de 1:10 apresenta, novamente, 

modificações mais significativas em relação às demais amostras.   

 Com estes experimentos, foi possível selecionar a concentração de 1:10 como 

possível proporção molar adequada para a formação do complexo, embora 

caracterizações ainda sejam necessárias para confirmar tal escolha. O tempo de 

incubação selecionado foi de 24 horas, considerando que, nas decorridas 48 horas, 

o espectro de fluorescência indicou possível desestabilização da estrutura proteica e 

maior queda na bioatividade da enzima, corroborando os resultados obtidos.  

A estequiometria dos complexos de ciclodextrina envolvem proporções 

molares de 1:1, 1:2; contudo, nestes casos o encapsulamento ocorre com 

praticamente a molécula toda, e, como resultado, observam-se modificações intensas 

nas propriedades físico-químicas do material como resultado deste fenômeno. No 

caso das proteínas, como os complexos são múltiplos, a localização exata destes 
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complexos pode ou não assegurar modificações significativas na molécula 

encapsulada, resultando em alterações menos pronunciadas frente a complexos 

típicos.  

 As ciclodextrinas não complexadas presentes no meio contribuem para a 

manutenção da conformação original da proteína, favorecendo sua estabilidade e, em 

alguns casos, assegurando manutenção da estabilidade enzimática. Os resultados 

obtidos sugerem alterações mais significativas na faixa de 5-10 ƞMol, e deste modo, 

selecionamos a proporção molar de 1:10 (PAP:βCD) para a formação do complexo, 

considerando também os resultados computacionais.  

Embora os resultados tenham evidenciado modificações mais significativas 

com uso de proporções molares superiores ao selecionado, o fator limitante que 

inviabiliza a utilização de concentrações mais elevadas de ciclodextrina corresponde 

à solubilidade destes oligossacarídeos [97,98], impossibilitando a execução dos 

processos em maior escala, além do efeito desestabilizante sobre proteínas. 

 

 

5.1.3 OTIMIZACÃO DO COMPLEXO DE PAPAINA E CICLODEXTRINA 

 A influência do uso de diferentes ciclodextrinas e da trealose, açúcar não cíclico 

reconhecido por melhorar a estabilidade da papaína [12], na fluorescência da papaína 

em função do tempo foi avaliada. 

  Ao compararmos os espectros de fluorescência da papaína utilizando β:CDs 

modificadas com 24 horas de incubação (FIGURA 39), um perfil distinto indica 

diferentes respostas frente ao uso de diferentes ciclodextrinas, onde as alterações 

mais significativas foram observadas para β-CD, ocasionando um aumento de 

fluorescência. O complexo obtido com HP-βCD se mostrou similar ao controle, e 

utilizando DM-βCD, uma redução na intensidade foi observada. A trealose revelou um 

perfil similar ao da DM-βCD, porém com maiores alterações.  
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FIGURA 39 - Espectros de fluorescência dos complexos de papaína e diferentes 

ciclodextrinas após 24 horas de incubação. 

  

As modificações apresentaram uma tendência a se tornarem mais 

significativas em função do tempo, contudo o período não foi estendido, uma vez que 

se estipulou o tempo de encapsulamento molecular de 24 horas, considerando perda 

de atividade característica da enzima em soluções aquosas.  

Considerando que a alteração no perfil da enzima é diferenciada frente ao tipo 

de ciclodextrina utilizada, ressalta-se a necessidade de avaliar os resultados da 

caracterização biológica para ver qual delas é mais eficaz para atender às 

necessidades propostas no trabalho. 

 

5.1.4 SÍNTESE DO COMPLEXO DE PAPAÍNA E CICLODEXTRINA 

 A síntese do complexo de papaína e β-CD foi realizada utilizando os 

parâmetros determinados, como proporção molar de 1:10, 24 horas de incubação e 

agitação de 90 rpm. O processo de liofilização durou em torno de 3 a 4 dias, levando 

a formação de um pó altamente higroscópico. O rendimento do processo está em 

torno de 90 %.  
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 Após terminado o processo, o complexo desenvolvido foi embalado, selado à 

vácuo e devidamente identificado. O produto foi armazenado em freezer (-20 oC) até 

o momento do uso. O produto desenvolvido em uma embalagem própria está 

representado na FIGURA 40.  

  

 

FIGURA 40 - Complexo de papaína e β-CD desenvolvido, considerando que:  A –  

embalagem contendo 1 g do complexo; B – complexo liofilizado. 

 

5.1.5 CARACTERIZACAO BIOLÓGICA DO COMPLEXO 

 

5.1.5.1 CITOTOXICIDADE 

 

QUERATINÓCITOS HUMANOS 

 A avaliação da citocompatibilidade do complexo foi inicialmente estudada 

utilizando queratinócitos humanos, uma vez que estas são as células alvo, por 

comporem a camada mais externa da pele [85]. A FIGURA 41 contém os resultados 

de viabilidade celular frente ao estímulo utilizando papaína nativa como controle e o 

complexo sintetizado em diferentes proporções molares.  

 

A B 
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FIGURA 41 - Ensaio de viabilidade celular após contato da papaína e complexo em 

queratinócitos humanos, utilizando como corante vital o MTS.  

  

 A papaína nativa foi capaz de induzir a morte celular de maneira significativa 

em concentrações muito baixas, como inferiores a 0.2 mg.mL-1. Estes dados 

corroboram a literatura, contudo, a enzima apresenta como característica uma ação 

semelhante à da tripsina (trypsin-like activity) [84], conhecida como efeito 

"detachment", causando o descolamento das células.  

 Deste modo, a toxicidade gerada parece estar mais relacionada com um 

impedimento da adesão celular e, portanto, impedindo a célula de desempenhar suas 

funções vitais. Por esta mesma razão, não se observa um efeito dose-dependente, 

porém, após atingir a concentração necessária para promover o descolamento, não 

há uma influência direta na perda de viabilidade em função do aumento da 

concentração de papaína, conforme observado na FIGURA 41. 

  A seleção da faixa de concentração para estudo da citotoxicidade da papaína 

foi fundamentada em estudos anteriores, que já apontaram essa faixa de 

concentração como tóxica nessa linhagem celular [25], de modo a permitir a 

identificação de um possível efeito das ciclodextrinas sobre a citotoxicidade intrínseca 

da enzima.  

O emprego da β-ciclodextrina levou a um aumento nos índices de viabilidade 

celular de maneira dose dependente, uma vez que os melhores índices de viabilidade 

foram atingidos para o complexo na proporção molar de 1:10, corroborando os 
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ensaios físico-químicos e ensaios computacionais. Tal alteração foi limitada com 

relação a modificar a resposta de tóxica para não tóxica, porém foram observadas 

melhoras significativas na viabilidade celular em torno de 30 %. Tal efeito foi 

observado em todas as concentrações testadas e proporções molares. 

 Sumarizando os resultados obtidos, com relação ao perfil citotóxico, o emprego 

da β-CD como ferramenta para diminuir a toxicidade da enzima se mostrou eficaz 

com redução na toxicidade característica da papaína, porém não suficiente para 

eliminar o caráter citotóxico da enzima. 

 

PBMC 

 De modo a determinar se a citotoxicidade observada de fato correspondia a 

ação citotóxica da enzima ou era apenas decorrente de efeitos sobre a adesão 

celular, células com propriedades distintas aos queratinócitos foram selecionadas. 

Para tanto, o ensaio de viabilidade celular foi realizado em PBMC. Estas células têm 

contato secundário com a lesão, e mesmo não correspondendo às células-alvo, elas 

possuem papel fundamental na resposta imune, além de não serem aderentes como 

os queratinócitos, o que permite uma avaliação precisa do efeito citotóxico da enzima 

sem influência do efeito sobre a adesão celular.   

 Decorridas 24 horas do estímulo com papaína (FIGURA 42), as concentrações 

foram viáveis até a concentração de 0,8 mg.mL-1, considerando o material como 

citocompatível com índices de viabilidade celular superiores a 80%. 
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FIGURA 42 - Avaliação da citotoxicidade da papaína em PBMC após 24 horas de 

contato. 

  

 Após 72 horas de estímulo, apenas as concentrações de 0,2 e 0,4 mg.mL-1 se 

mostraram citocompatíveis, enquanto as amostras em concentração igual ou superior 

a 0,8 mg.mL-1 se mostraram citotóxicas (FIGURA 43). Esta informação permite 

identificar que existem ao menos dois parâmetros que influenciam na citotoxicidade 

da papaína, a concentração e o tempo, indicando que concentrações superiores 

podem ser seguras, desde que sejam utilizadas por um tempo reduzido.    
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FIGURA 43 - Avaliação da citotoxicidade da papaína em PBMC após 72 horas de 

contato. 
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 Ao compararmos os resultados obtidos do estímulo de papaína frente aos 

queratinócitos com os resultados do PBMC, é possível distinguir um efeito citotóxico 

real observado no PBMC em relação ao efeito da adesão celular da papaína, 

evidenciado nos queratinócitos humanos. 
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FIGURA 44 - Avaliação da citotoxicidade da papaína complexada com B-CD em 

PBMC após 24 horas de contato. 

 

 Na presença do complexo na proporção molar de 1:10, a resposta celular foi 

ligeiramente distinta (FIGURA 44) decorridas 24 horas de contato, evidenciando um 

possível efeito citoprotetor, uma vez que os índices de viabilidade sofrem mudanças 

mínimas até a concentração de 0,8 mg.mL-1. 

 Após 72 horas, tal efeito é ainda mais evidente, conforme observado na 

FIGURA 45. Os complexos não se mostraram mais citotóxicos e, de maneira 

semelhante ao efeito de 24 horas de estímulo, as concentrações viáveis foram 

estabelecidas como 0,8 mg.mL-1. Tal efeito não foi observado para os queratinócitos 

humanos, considerando que a papaína já era citotóxica em concentrações muito mais 

baixas. 
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FIGURA 45 - Avaliação da citotoxicidade da papaína em PBMC após 72 horas de 

contato. 

 

 Considerando tais informações, é possível verificar que o efeito da formação 

do complexo acarreta melhora nos perfis de viabilidade celular, tornando possível o 

emprego da papaína no tratamento de feridas, seja visando debridamento ou 

cicatrização, com redução das reações adversas decorrentes do emprego da enzima 

isolada.  

  

5.1.5.2 AVALIÇÃO DO POTENCIAL INFLAMATÓRIO E IMUNOGÊNICO  

LIGAÇÃO ANTÍGENO-ANTICORPO 

 A avaliação de possíveis modificações na resposta imune desencadeada pela 

papaína foi realizada por meio de ensaios de ELISA, utilizando anticorpo policlonal 

específico obtido de cabra, com o objetivo de identificar possíveis modificações 

causadas pela irradiação e/ ou pela formação dos complexos com ciclodextrina.  

A técnica selecionada permite detectar e determinar a ligação de anticorpos 

frente a um antígeno, além de fornecer dados quantitativos sobre a ligação. À 

natureza policlonal do anticorpo, ela assegura múltiplos epítopos de ligação com o 

antígeno e, desta forma, é adequada para monitorar as possíveis modificações na 

ligação da enzima com seu anticorpo específico frente à modificação realizada. 

 

 

(mg.mL-1) 
(mg.mL-1) 
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 Na FIGURA 46 observa-se perfil equivalente estatisticamente para a papaína 

livre e irradiada, e redução significativa da ligação com o anticorpo na presença da 

ciclodextrina. 

 

 
FIGURA 46 - Interação papaína-anticorpo por método de ELISA da papaína nativa, 

irradiada (10 kGy) e complexo de papaína e B-CD. ***= p<0,0001. 

 

 De maneira mais específica, a irradiação da papaína, na dose estabelecida de 

10 kGy, não desencadeou alteração ou modificação estrutural capaz de perturbar ou 

mascarar os sítios de ligação da enzima com o anticorpo específico (FIGURA 46), 

indicando que ao contrário do reportado na literatura para outros derivados proteicos 

[17], possivelmente, no caso da papaína, não seriam observadas diferenças na 

resposta imunológica frente à exposição do anticorpo ante à papaína irradiada e 

nativa. 

 Com relação ao emprego da ciclodextrina, os resultados evidenciaram o 

potencial de redução na resposta imunológica induzida pela papaína quando 

complexada com ciclodextrina, se comparada à proteína nativa; e, embora tal 

resultado seja limitado com relação a indicar e revelar possíveis efeitos de supressão 

na resposta imune, o mesmo consiste em evidência experimental de possível 

diminuição das reações imunológicas desencadeadas. É relevante destacar que as 

ciclodextrinas isoladas não apresentaram leitura significativa (controle negativo) e, 
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deste modo, confirma a ausência de possível interferência deste componente no 

ensaio. 

 Dada a evolução na tecnologia das ciclodextrinas, a β-ciclodextrina, alvo do 

estudo, apresenta diversas modificações em seus radicais, incluindo grupamentos 

metil, dimetil, hidroxipropil e outras, a fim de melhorar as características deste 

oligossacarídeo cíclico, como solubilidade, hidrofobicidade, dentre outras. Deste 

modo, visando otimizar possíveis efeitos da complexação utilizando β-ciclodextrinas 

modificadas, o ensaio foi realizado empregando m-β:CD, dm-β:CD e hp-β:CD.  

 Ao compararmos os perfis de ligação antígeno-anticorpo, observamos que as 

ciclodextrinas modificadas apresentam um efeito adicional sobre os sítios de ligação 

da papaína se comparadas à complexação utilizando β-ciclodextrina, revelados pelo 

decréscimo de intensidade na interação papaína-anticorpo para os complexos obtidos 

a partir de diferentes ciclodextrinas (FIGURA 47), onde se destaca um perfil de 

ligação decrescente na ordem de BCD>MBCD>DM≥HP respectivamente. Novamente 

as ciclodextrinas isoladas não apresentaram intensidade de ligação significativa com 

o anticorpo, excluindo possível interferência nos resultados. 

 

 
FIGURA 47 - Avaliação da ligação papaína-anticorpo por método de ELISA dos 

complexos de papaína e diferentes ciclodextrinas. ***= p<0,0001. 
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 Estas informações fornecem evidências experimentais de que o emprego de 

tais ciclodextrinas poderia, eventualmente, reduzir ainda mais as possíveis respostas 

imunológicas desencadeadas pela papaína se comparadas a β:CD, embora o 

experimento realizado não permita identificação do motivo para tal modificação, seja 

por motivos de impedimento estérico ou por diferenças de polaridade.  

 O emprego de tais β:CDs modificadas, entretanto, não promove apenas 

benefícios com relação ao encapsulamento molecular utilizando β-ciclodextrina, uma 

vez que existem limitações atribuídas ao custo elevado [97], e à toxicidade em 

algumas vias de administração. De maneira mais específica, as ciclodextrinas 

metiladas ou lipofílicas são indicadas para uso oral, enquanto a hidroxipropil é útil 

para administração parenteral [97,98,99].  

 A β-CD, embora apresente limites de solubilidade, permite um emprego de 

seus complexos, do ponto de vista farmacêutico, pelas vias oral e tópica, sendo em 

geral bem tolerado e empregado em medicamentos comercialmente disponíveis. No 

entanto, seu emprego via parenteral é restrito, justamente devido à sua baixa 

solubilidade [98]. 

 As ciclodextrinas hidrofílicas, como a hp:β-CD, são bem toleradas via oral e 

intravenosa, em concentrações de baixas a moderadas. Em contrapartida, as 

ciclodextrinas mais lipofílicas, como a metil ou dm:β-CD, são amplamente absorvidas 

pelo trato gastrintestinal e são tóxicas para uso parenteral. Seu emprego por via oral 

é possível, porém restrito pela toxicidade [98,99]. 

  

DOSAGEM DE CITOCINAS 

 Partindo da premissa de possível supressão, ou ainda, de uma modificação 

nas propriedades de ligação antígeno-anticorpo, conforme observado 

experimentalmente, fez-se necessária a avaliação de possíveis mediadores 

envolvidos na resposta imunológica frente ao estímulo com a papaína livre e 

complexada. Para tal avaliação foi realizado o estímulo de esplenócitos murinos com 

as amostras, com posterior dosagem dos níveis de citocinas produzidos.  
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 A IL2 é uma interleucina essencial para o desenvolvimento e função regulatória 

das células T, que desempenham o papel de inibir resposta imune e prevenir doenças 

autoimunes [100]. De maneira mais específica, a IL-2 promove a diferenciação de 

células T em células T efetoras e células T de memória; quando estimulada por 

antígenos, tais interleucinas desempenham papel no combate a infecções, podendo 

também contribuir para supressão de doenças como a dermatite alérgica crônica 

[101].  

 A FIGURA 48 contém a dosagem de IL2 produzida a partir do estímulo com as 

amostras. Destaca-se um perfil mais pronunciado para a papaína irradiada e o 

complexo, evidenciando que tais modificações foram capazes de estimular a 

produção desta interleucina de maneira muito superior à enzima nativa, em nas 

concentrações mais baixas. Em concentrações maiores tal produção foi suprimida 

para todas as amostras avaliadas.  

 

 
FIGURA 48 - Dosagens de IL2 produzidas por esplenócitos murinos expostos à 

papaína pura (PP), papaína irradiada (IP) e o complexo de papaína e β-ciclodextrina 

(P-βC), realizada por citometria de fluxo usando o kit CBA. 

  

 O doseamento de IL6 (FIGURA 49) revelou que a produção desta interleucina 

ocorre de maneira basal, e tendo sido observadas diferenças pouco significativas 

frente ao estímulo com papaína nativa e complexada, se comparadas à produção 

basal. O estímulo com papaína irradiada levou a um leve aumento em tais níveis. 
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 A IL6 é uma citocina pró-inflamatória e altos níveis desta substância indicariam 

a presença de um processo inflamatório [102]. Desta forma, as alterações nos níveis 

de IL6 foram consideradas não significativas, com possível leve resposta pró-

inflamatória indesejável, quando a enzima é irradiada.  

 

 
FIGURA 49 - Dosagens de IL6 produzidas por esplenócitos murinos expostos à 

papaína pura (PP), papaína irradiada (IP) e o complexo de papaína e β-ciclodextrina 

(P-βC), realizada por citometria de fluxo usando o kit CBA. 

  

 Com relação a produção de IFNɣ (FIGURA 50), novamente, observa-se uma 

produção basal; após estímulos com as amostras, observa-se um efeito mínimo sobre 

os níveis celulares de IFNɣ, identificados por um leve aumento. Esta alteração foi 

menos significativa para o complexo. Contudo, os resultados observados são 

semelhantes quando comparados com alguns alérgenos quanto aos níveis de 

interferon local. 

 A importância desse interferon é que ele é um fator de ativação de macrófago, 

sendo a principal citocina efetiva da resposta imune celular, mostrando-se crucial para 

resolução de imunopatologias relacionadas à alergias [103]. Adicionalmente, essa 

citocina pode ser eficaz na redução da inflamação, e eosinofilia em dermatite severa 

alérgica [104]. 
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FIGURA 50 - Dosagens de IFNɣ produzidas por esplenócitos murinos expostos à 

papaína pura (PP), papaína irradiada (IP) e o complexo de papaína e β-ciclodextrina 

(P-βC), realizada por citometria de fluxo usando o kit CBA. 

 

 Os níveis de TNFα não foram alterados em função dos estímulos realizados 

(FIGURA 51), excluindo possível relação desta citocina com a resposta imune 

desencadeada pela enzima. A não ativação deste fator é particularmente desejável, 

uma vez que esta citocina é altamente inflamatória [105]. 

 

 
FIGURA 51 - Dosagens de TNFα produzidas por esplenócitos murinos expostos à 

papaína pura (PP), papaína irradiada (IP) e o complexo de papaína e β-ciclodextrina 

(P-βC), realizada por citometria de fluxo usando o kit CBA. 
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  O mesmo perfil foi observado para IL17a (FIGURA 52) indicando que esta 

interleucina não participa da resposta do organismo frente à reação alérgica causada 

pela papaína. Esta interleucina apresenta importante ação pró-inflamatória e está 

associada a produção de IL6 [106]. 

 

 

FIGURA 52 - Dosagem de IL 17a produzidas por esplenócitos murinos expostos à 

papaína pura (PP), papaína irradiada (IP) e o complexo de papaína e β-ciclodextrina 

(P-βC), realizada por citometria de fluxo usando o kit CBA. 

  

 Os perfis de IL4 (FIGURA 53) também não sofreram alteração frente aos 

estímulos. Esta informação é relevante, considerando que uma produção exacerbada 

de IL-4 está diretamente associada a alergias, enquanto a ausência de produção 

desta citocina evidencia que as formulações testadas não são potencialmente 

alergênicas [107]. De maneira específica, a Interleucina-4 é uma citocinas que 

desempenha papel crucial na regulação de resposta imune, sendo capaz de causar 

supressão dos macrófagos e estimular produção de imunoglobulinas [107].    

 



110 
 

 
 

 
FIGURA 53 - Dosagens de IL4 produzidas por esplenócitos murinos expostos à 

papaína pura (PP), papaína irradiada (IP) e o complexo de papaína e β-ciclodextrina 

(P-βC), realizada por citometria de fluxo usando o kit CBA. 

  

 A Il-10 é uma interleucina anti-inflamatória que modula inflamações 

promovidas por doenças alérgicas [108], e de maneira frequente, os níveis de IL10 

são expressados em reações de natureza alérgica como asma, anafilaxia e alergia, 

regulando estas respostas mediadas por IgE, estando também relacionada com 

inflamação [109]. Embora a expressão desta interleucina esteja reduzida frente ao 

estímulo com papaína, papaína irradiada e o complexo (FIGURA 54), tal expressão 

é desejável, pois compõe resposta do sistema imune frente a reações alérgicas.  

  

  
FIGURA 54 - Dosagens de IL10 produzidas por esplenócitos murinos expostos à 

papaína pura (PP), papaína irradiada (IP) e o complexo de papaína e β-ciclodextrina 

(P-βC), realizada por citometria de fluxo usando o kit CBA. 
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 Em suma, o esplenócitos murinos apresentaram produção de citocinas pró e 

anti-inflamatórias frente ao estímulo com papaína, que aparentam estar em equilíbrio 

e a produção de IL10, que possivelmente corresponde a um dos principais 

mediadores da respostas imunogênicas induzidas pelo uso da papaína, se mostrou 

reduzida  O emprego da radiação se mostrou pouco significativo sobre as citocinas 

envolvidas na inflamação, mas levou a redução significativa nos níveis de IL10, 

evidenciando possível supressão da reposta imune. 

 O complexo também foi capaz de alterar as citocinas relacionadas à 

inflamação, e de forma mais significativa se comparado à papaína pura e irradiada, 

ocasionou uma supressão da IL10, mais uma vez indicando possível redução nos 

efeitos indesejáveis.  Os resultados indicaram ativação celular local, porém com ação 

balanceada entre IFNy e IL-10, sugerindo baixa ou nenhuma alergenicidade 

desencadeada pelas formulações.  

 Estes resultados corroboram os experimentos da capacidade de ligação da 

papaína com o anticorpo, onde foi observada menor capacidade de ligação do 

complexo com anticorpo específico e consequentemente, menor resposta 

imunológica.  

 

5.2 EFEITO DA IRRADIACÃO NA PAPAÍNA 

 

5.2.1 EFEITOS DIRETOS DA IRRADIAÇÃO 

A irradiação da papaína em pó não acarretou perda de atividade biológica 

frente às doses de irradiação aplicadas (TABELA 15). Tal efeito se atribui a dois 

fatores: o primeiro relacionado à presença de dissulfito de sódio, potente agente 

antioxidante empregado no ajuste da atividade da enzima, que impede a oxidação da 

papaína; e o segundo, relacionado aos efeitos diretos da radiação, que, no caso da 

irradiação proteínas, são menos expressivos se comparados aos indiretos.  
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TABELA 15 – Valores de atividade relativa (USP.U/mL) registrados em cada meio 

frente a dose de radiação especificada. 

Amostra 0 kGy 5 kGy 15kGy 25 kGy 

Pó 240 240 240 240 

Solução 

aquosa 
216,5 169,2 57,24 42,76 

Tampão 

fosfato 
283,1 258 243,5 233,8 

Gel 255,12 241,5 226,1 201 

 
 

Em solução aquosa, a atividade enzimática da papaína sofreu alterações 

bruscas em função da dose, levando à inativação de quase 80 % utilizando 15 kGy, 

corroborando a literatura. Tal fato é atribuído aos efeitos indiretos da irradiação, uma 

vez que, ao sofrer radiólise, a água libera radicais capazes de atacar a estrutura 

proteica e levar à inativação da papaína [68]. 

Visando confirmar tal teoria, a papaína foi irradiada em tampão fosfato 

contendo cisteína, um agente antioxidante natural, e observou-se que o decréscimo 

de atividade em função da dose de irradiação foi suprimido quase que na totalidade, 

confirmando a hipótese elaborada.  

De modo a avaliar possíveis interferências das propriedades de difusão do 

meio, a papaína foi irradiada em gel, contendo a mesma concentração de cisteína da 

solução tampão. Novamente o decréscimo de atividade enzimática foi similar. A 

proteção conferida pelo gel e pelo tampão foram muito semelhantes, mesmo sob 

diferentes doses de radiação (0-25 kGy) e diferentes condições de difusão, 

confirmando, portanto, que os efeitos da exposição à radiação estão diretamente 

relacionados com os efeitos indiretos da irradiação.  É importante destacar que a 

cisteína também é capaz de ativar a papaína e, por isso, os valores de atividade inicial 

estão maiores que os registrados para papaína em pó.  

Visando à esterilização do complexo, estes resultados indicam a possibilidade 

de irradiação do complexo na forma sólida e posterior incorporação em condições 

assépticas a uma forma farmacêutica ou, ainda, permitindo aplicação direta, 
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considerando o emprego do complexo como uma nova forma de apresentação da 

papaína. 

 

5.2.2 EFEITOS INDIRETOS DA RADIAÇÃO 

Considerando o papel dos efeitos indiretos da irradiação na atividade da 

papaína, um estudo específico da interação da papaína com os principais radicais 

oriundos da radiólise da água, OH● e e-aq foi realizado. 

 

EFEITO DA OH●  

 Para avaliar a interação da papaína com a OH● foi realizada uma varredura 

frente a cada pulso de radiação aplicado. O aduto papaína-OH● apresenta uma faixa 

máxima de absorbância entre 290 e 350 nm (FIGURA 55) e deste modo, a 

determinação da constante de reação foi realizada a 330 nm. 

 

 
FIGURA 55 - Espectro de absorção no UV-Vis do aduto papaína-OH● determinado 

por radiólise de pulso em atmosfera de N2O. Pulso de 7 ns, 20 Gy por pulso e λ = 290 

a 500 nm. 
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 A cada pulso de radiação conferido, a formação e o decaimento do aduto foi 

foram acompanhados. A constante de reação, estabelecida como decaimento de 

cinética de primeira ordem (k’) dos radicais em função da concentração da enzima 

em uma escala de microssegundos (FIGURA 56). 

 

 
FIGURA 56 - Determinação da constante de reação do aduto papaína-OH●

 por 

radiólise de pulso em atmosfera de N2O. Pulso de 7 ns, 20 Gy por pulso e ʎ= 330 nm. 

  

 A constante de reação com OH● (kOH●) com a papaína foi estabelecida como 

1,3  1011 dm-3 mol-1 s-1. A literatura específica também descreve valores próximos 

aos obtidos, estabelecidos como 4,7  1010 dm-3 mol-1 s-1 [68,110]. A discrepância 

obtida, possivelmente, consiste na diferença de purificação das papaínas utilizadas, 

já que a papaína utilizada neste trabalho corresponde ao grau de pureza bioquímico. 

 Os efeitos do OH● na molécula de papaína são capazes de desencadear a 

ativação da enzima, uma vez que o radical pode reagir diretamente com o resíduo 

cisteína-25, causando a oxidação do sítio ativo e, desta forma, inativando a enzima. 

Tais resultados evidenciam que embora a constante de reação com o OH● por resíduo 

seja baixa, a contribuição destes radicais para a inativação da enzima é relevante. 
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EFEITO DO E-AQ 

 O elétron aquoso é uma molécula redutora, e seus efeitos na molécula da 

papaína são mais pronunciados sobre as pontes de dissulfeto, causando, assim, uma 

inativação irreversível da enzima [68].  

 

 
FIGURA 57 - Determinação da constante de reação do aduto papaína-e-aq. por 

radiólise de pulso. Pulso de 7 ns, 20 Gy por pulso e ʎ= 720 nm. 

 

A constante de reação da papaína com o e-aq foi estabelecida como 1,44 x106 

para a molécula toda e 1,68 x 105 para cada aminoácido (FIGURA 57), indicando 

contribuição de tal espécie reativa na degradação da enzima. No entanto, ao 

compararmos as constantes obtidas para o e-aq e OH● respectivamente, observou-se 

que o elétron, embora exerça um efeito conhecido sobre a papaína, possivelmente 

não seja o principal responsável pela inativação da mesma, causada pela exposição 

à radiação, considerando os valores muito superiores obtidos para o OH●. 
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5.3 DESENVOLVIMENTO DO HIDROGEL 

 

5.3.1 HIDROGEL DE PVP 

Os hidrogéis à base de PVP apresentam translucidez característica e permite 

a visualização da ferida durante seu emprego como curativo (FIGURA 58), além de 

excelente biocompatibilidade, sendo, portanto, material de escolha para síntese de 

hidrogéis. 

 

 

FIGURA 58 -  Hidrogel de PVP desenvolvido. 

 

As formulações protótipo utilizadas no estudo foram elaboradas considerando 

três compostos como base, o PVP, polímero a ser reticulado e formar a rede 

polimérica, o ágar, e o polietileno glicol. De maneira específica, o ágar foi empregado 

para permitir consistência mecânica adequada para as etapas de envase e exposição 

à radiação, e o polietileno glicol, para conferir plasticidade ao material. 

 Após a síntese do hidrogel, propriedades específicas dos sistemas foram 

avaliadas visando caracterização da forma farmacêutica, como integridade física 

(avaliação macroscópica), fração gel e intumescimento (TABELA 16).  

Dentre os hidrogéis desenvolvidos, poucos apresentaram integridade física 

suficiente para aplicação como curativo. Dentre elas, as formulações mais adequadas 
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para aplicação como curativo dérmico corresponderam as formulações F-2B, F-2C, 

F-2D, F-2E e F-2F. 

 

TABELA 16 – Caracterização dos hidrogéis à base de PVP desenvolvidos. 

*Formulações 
PVP 

(%) 

PEG 

(%) 

Agar 

(%) 

 Intumescimento 

(%) 

Fração gel 

(%) 
Aprovadas 

F-1A 6 0 0 - 95,39 Não 

F-2A 6 1,5 0 121 76,62 Não 

F-3A 6 5 0 263 44,30 Não 

F-1B 6 0 0,5 27 90,02 Não 

F-2B 6 1,5 0,5 127 64,54 Sim 

F-3B 6 5 0,5 201 44,17 Não 

F-1C 6 0 1,5 49 78,23 Não 

F-2C 6 1,5 1,5 104 46,47 Sim 

F-3C 6 5 1,5 92 41,43 Não 

F-1D 15 0 0 242 90,54 Não 

F-2D 15 1,5 0 438 82,15 Sim 

F-3D 15 5 0 504 67,73 Não 

F-1E 15 0 0,5 218 93,42 Não 

F-2E 15 1,5 0,5 256 85,70 Sim 

F-3E 15 5 0,5 282 92,97 Não 

F-1F 15 0 1,5 185 87,12 Não 

F-2F 15 1,5 1,5 124 72,57 Sim 

F-3F 15 5 1,5 121 68,58 Não 

*Formulações desenvolvidas sem papaína; 

 

Os níveis de intumescimento obtidos variaram entre 27-438 %, variando de 

acordo com a fração gel obtida (TABELA 16), que variou entre 44-95%. Embora 

esses valores de intumescimento não sejam suficientes para assegurar uma 

membrana capaz de absorver o exsudato formado, esses níveis permitem o emprego 
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do curativo em feridas pouco exsudativas ou, no caso de feridas com muito exsudato, 

recomendar-se-ia a troca frequente. Os valores de fração gel obtidos revelam uma 

boa porcentagem de reticulação do sistema.  

A seguir demonstramos a caracterização morfológica, utilizando microscópio 

eletrônico de varredura em diferentes resoluções das amostras selecionadas 

(FIGURA 59). Destaca-se a homogeneidade das membranas obtidas. 

O ágar foi utilizado, considerando que ele favorece a reticulação e a formação 

de uma estrutura policristalina, além de assegurar a integridade da membrana 

previamente ao processo de irradiação, o que permite um envase adequado. Fato 

este observado nos experimentos, nos quais a formulação F-2C contendo 6 % PVP 

e 0,5 % ágar, e a F-2D, contendo 15 % PVP, apresentaram melhores resultados. 

 

FIGURA 59 - Morfologia dos Hidrogéis desenvolvidos a base de PVP, considerando 

que:  A –  6 % de PVP; B – 15 % de PVP.  

  

 As microscopias também indicaram (FIGURA 60 A e B) que o efeito do PEG 

na formação da membrana contribuiu para a homogeneidade do hidrogel, ao 

compararmos as formulações contendo diferentes concentrações de PEG, 

apresentando um perfil similar. 

 

A B 
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FIGURA 60 - Microscopia eletrônica dos hidrogéis à base de PVP, considerando que: 

A – 3 % de PEG; B – 5 % de PEG; C – 3 % de PEG na presença de papaína (0,5 %, 

p/p) com aumento de 1000x; D – 3 % de PEG na presença de papaína de com 

aumento de 10.000x na presença de papaína 0,5 % (p/p). 

 

Com relação à veiculação da papaína nas membranas selecionadas, todas as 

formulações conferiram resultados insatisfatórios – membrana de hidrogel com 

problemas de formação, indicando predomínio de cisão molecular ao invés de 

reticulação, levando à perda de viscosidade do sistema e ausência de integridade 

física. Exemplo de estrutura com papaína pode ser visualizado na FIGURA 60 C e D. 

Tais experimentos evidenciaram a necessidade de alteração do polímero-base. De 

maneira específica, ao adicionarmos a concentração de papaína de 0,5 % (p/p), 

observamos que o sistema apresenta baixa ou nenhuma capacidade de veiculação 

de papaína, sendo, portanto, inadequado para veiculação da enzima.  

B 

C D 
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De maneira alternativa, foi realizada a substituição do polímero empregado 

para o polivinil álcool, dada sua biocompatibilidade, elevada solubilidade em meio 

aquoso e baixo custo, vem sendo empregado extensivamente no desenvolvimento de 

hidrogéis. 

 

5.3.2 HIDROGEL DE PVA 

 De modo a atender às necessidades de veiculação da papaína dentro da faixa 

terapêutica (0,2-2 %), foi selecionado o PVA como polímero base, dada a 

possibilidade de associar fenômenos de reticulação física, induzidos por ciclos de 

congelamento [111] e reticulação química [19], produzida em função da irradiação da 

amostra.  

 As membranas foram produzidas considerando a formulação base de 10 % de 

PVA, concentração esta, que é usual para preparo de hidrogéis com este polímero 

[111], 1,5 % de PEG e 1,5 % de ágar, utilizando concentração de papaína de 2 %. 

Neste caso, ambas as concentrações levaram à formação da membrana, indicando 

maior capacidade de veiculação de papaína se comparado ao sistema obtido à base 

de PVP.  

 As embalagens desenvolvidas para preparo e acondicionamento, bem como o 

preparo dos hidrogéis desenvolvidos estão apresentados na FIGURA 61. 
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FIGURA 61 - Preparo e embalagem dos hidrogéis à base de PVA contendo papaína 

e o complexo de papaína e β-ciclodextrina, considerando que: A – disposição das 

soluções poliméricas nas embalagens; B – hidrogéis enformados; C e D – hidrogéis 

dispostos na embalagem final para e acondicionamento.  

   

 As membranas desenvolvidas a base de PVA apresentaram integridade física 

adequada para utilização como curativo, demonstrando propriedades físicas 

preservadas na presença de papaína (FIGURA 62).  

 

FIGURA 62 - Hidrogel contendo o complexo de papaína e β-ciclodextrina 

desenvolvido sendo manuseado, considerando que: A – ao início da remoção da 

placa; B – remoção quase completa.  

A B 

A B 

C D 
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 As propriedades físicas apresentadas pelos hidrogéis permitem seu uso como 

curativo primário, para diversas aplicações e locais (FIGURA 63), sendo ainda 

possível a aplicação de um curativo secundário. Adicionalmente, tais propriedades 

permitem também uma adequação do curativo à cada ferida, uma vez que é possível 

realizar o corte mecânico sem dificuldades, desde que realizado em condições 

assépticas. 

 

  

FIGURA 63 - Hidrogel desenvolvido sendo aplicado, considerando que: A – na mão; 

B – no antebraço.  

  

 Em suma, o hidrogel a base PVA se mostrou mais adequado para veiculação 

da papaína e do complexo em concentrações terapêuticas, correspondendo à forma 

farmacêutica alternativa ao sistema à base de PVP, observado como inadequado 

para veiculação de concentrações de papaína superiores a 0,5 %.   

 

5.3.1.1 PROPRIEDADES DE INTUMESCIMENTO 

 O grau de intumescimento é uma propriedade relacionada com a interação 

polímero-solvente e o grau de reticulação do polímero. A medida é realizada 

considerando a massa em função do tempo. O intumescimento máximo das 

membranas foi atingido em torno de 8 horas e os valores estão descritos na TABELA 

17.   

A B 
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TABELA 17 – Avaliação das propriedades de intumescimento máximo dos hidrogéis 

desenvolvidos à base de PVA. 

Formulação Intumescimento 

máximo (%) 

Desvio padrão 

A 8,11 0,027 

B 10,31 0,028 

C 10,58 0,016 

D 10,62 0,021 

E 10,93 0,014 

F 15,95 0,028 

G 9,12 0,014 

Controle (1 ciclo) 375,36 0,032 

Controle (3 ciclos) 85,73 0,040 

 

 Os hidrogéis a base de PVA apresentam, em geral, baixa capacidade de 

intumescimento. No caso do emprego da radiação ionizante associada a cristalização 

como rota de síntese, os níveis de intumescimento atingidos estavam na faixa de 8-

15 % na presença de papaína, dependendo da formulação (TABELA 17). A 

formulação F apresentou maior capacidade de intumescimento, enquanto a 

formulação A, apresentou menores índices. Tal efeito pode ser atribuído a presença 

da ciclodextrina e cisteína, no entanto, a variação é pouco significativa. 

 Os hidrogéis controle, contendo apenas PVA, PEG e ágar apresentaram 

propriedades de intumescimento muito superiores aos obtidos para as mesmas 

membranas na presença de proteína e dos outros componentes (TABELA 17). 

Corroborando os resultados da literatura [49], a presença de proteínas acarreta 

diminuição intensa das propriedades de intumescimento apresentadas pelo hidrogel. 

Atribui-se tal efeito a alterações na pressão osmótica, e no tamanho de poros da rede 

formada, dificultando assim a expansão das cadeias poliméricas e reduzindo a 

absorção de água, por consequência [77].   

 Ao compararmos a influência dos ciclos de congelamento na formação do 

hidrogel destacamos que (TABELA 17) quanto mais se congela, mais se diminui o 
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intumescimento, decorrente da formação de uma estrutura cristalina mais densa e 

rígida, e redução da fase amorfa. 

 De maneira prática, as propriedades de intumescimento são relevantes uma 

vez que esta propriedade está relacionada com possível capacidade de absorção de 

fluidos e exsudato pela membrana, podendo ou não restringir a aplicação do curativo 

em feridas exsudativas e, neste caso, é possível estabelecer que estes sistemas são 

mais recomendados para aplicação em feridas pouco exsudativas. No caso do 

debridamento de feridas exsudativas, uma solução pode ser utilizar o curativo por 

menos tempo, realizando trocas recorrentes, de modo a permitir uma manutenção 

adequada da ferida.  

 

   

5.3.1.2 FRAÇÃO GEL 

 A fração gel é uma propriedade que avalia a porcentagem reticulada do 

sistema. No caso das formulações à base de PVA, os valores de fração gel variaram 

pouco, entre 82-86 % (TABELA 18). Destaca-se que o processo de cristalização 

associado a reticulação por radiação permitiu uma nanoestruturação adequada do 

sistema na presença de papaína.   

  

TABELA 18 – Avaliação da fração gel dos hidrogéis à base de PVA desenvolvidos.   

Formulações Fração Gel (%) Desvio padrão 

A 83,84 0,742 

B 86,02 1,095 

C 84,33 0,177 

D 82,69 0,117 

E 83,48 1,717 

F 85,30 0,075 

G 82,19 0,585 

Controle (1 ciclo) 93,35 1,15 

Controle (3 ciclos) 87,70 2,01 
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 A principal diferença entre os hidrogéis de PVA e PVP é que o primeiro recebe 

grande influência da temperatura, podendo ou não desencadear um fenômeno 

denominado cristalização [111]. Esta cristalização, não apenas confere resistência 

mecânica à membrana como aproxima e reduz a quantidade de regiões amorfas dos 

polímeros. 

 Conforme podemos observar na TABELA 18 a fração gel diminuiu com os 

ciclos de congelamento. Tal fenômeno ocorre uma vez que a redução da fase amorfa, 

região-alvo das reticulações, restringe consideravelmente os sítios disponíveis para 

formação de reticulações [19,111]. Embora os valores de fração gel obtidos foram 

altos para os sistemas, especula-se que tais reticulações sejam majoritariamente 

físicas, e químicas em uma menor escala, indicando que o fenômeno da cristalização 

desempenha papel majoritário na manutenção da estrutura e integridade física do 

material.  

 Embora o hidrogel B tenha apresentado maiores índices de fração gel, tal valor 

é mínimo se comparado as demais formulações contendo papaína e na ausência de 

papaína, evidenciando experimentalmente que a presença dos demais componentes 

da formulação não exercem efeito significativo sobre a formação das reticulações e 

consequentemente da fração gel. 

 

5.3.1.3 DENSIDADE DE RETICULAÇÃO 

 A densidade de reticulação revela detalhes sobre a nanoestrutura do material 

em se tratando de distribuição e tamanho médio dos poros do hidrogel. A avaliação 

da densidade de reticulação dos hidrogéis está descrita na TABELA 19.  

 Os níveis de densidade de reticulação dos sistemas avaliados indicaram uma 

diminuição da densidade de reticulação na presença de papaína e dos outros 

componentes. Na presença de ciclodextrina (formulação F) destaca-se uma maior 

densidade de reticulação, se comparado aos demais. 

 Embora tais diferenças tenham sido observadas, não houve distinção no perfil 

de liberação, indicando que na faixa de densidade de reticulação atingida não existem 

variações significativas com relação ao perfil de liberação. 
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TABELA 19 – Valores de densidade de reticulação obtidos para os hidrogéis à base 

de PVA desenvolvidos para veiculação do complexo.  

Formulações Densidade de reticulação (Mol/cm3)  

A 2,93 . 10-3  

B 1,58 .10-3  

C 1,48 . 10-3  

D 1,46 . 10-3  

E 1,36 . 10-3  

F 5,08 .10-4  

G 2,167. 10-2  

PVA (1 ciclo) 2,10-2  

PVA (3 ciclos) 4,93 . 10-1  

  

  Na ausência de proteínas, observou-se que a densidade de reticulação atingiu 

valores muito superiores, evidenciando que o sistema se comporta de maneira distinta 

na presença da proteína. Tal fenômeno pode ser explicado pelo fato de que, na 

ausência de proteína, a reticulação não encontra barreiras ou implicações 

estereoquímicas, levando à formação de um hidrogel com maior densidade de 

reticulação. 

 A distribuição das proteínas na forma farmacêutica corresponde a um 

parâmetro de avaliação da qualidade do material, uma vez que uma membrana 

heterogênea não permitiria um debridamento adequado e uniforme, além de 

influenciar em outras propriedades, como as mecânicas, que podem acarretar em 

porções mais rígidas e outras mais frágeis.  

 O reagente de Bradford, corante específico para proteínas, ao entrar em 

contato com proteínas, adquire uma coloração azul, e permite ensaio a nível 

quantitativo e qualitativo. Destacamos que tal corante não possui interação com o 

polímero. Observou-se uma distribuição homogênea do corante sobre a membrana, 

evidenciando distribuição homogênea da papaína no hidrogel (FIGURA 64).  
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FIGURA 64 - Avaliação da distribuição das proteínas no hidrogel contendo complexo 

de papaína e β-ciclodextrina desenvolvido. 

  

5.3.1.4 VEICULAÇÃO DA PAPAÍNA E DO COMPLEXO 

 A adição da papaína em etapa final permite redução nas etapas de processo, 

que poderiam acarretar perda de atividade biológica, minimizando a degradação 

enzimática relacionada à produção do hidrogel.  

 É relevante destacar que a formação dos hidrogéis à base de PVA não 

dependeu apenas da reticulação química promovida pela radiação, como foi 

observado para os hidrogéis à base de PVP. A cristalização permitiu associar a 

manutenção da atividade biológica e melhora nas propriedades da membrana, além 

de permitir a veiculação de maiores quantidades de papaína, efeito este que não 

ocorreu de maneira tão pronunciada em hidrogéis à base de PVP.  

 Com relação à translucidez, a adição de papaína em maiores concentrações 

contribuiu para uma perda considerável de translucidez dos hidrogéis. 

Adicionalmente, um comprometimento maior neste aspecto foi observado nos 

hidrogéis de PVA, decorrente da cristalização, que levou a formação de um hidrogel 

branco e opaco. Tal fenômeno não foi observado quando o PVP foi utilizado.  
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5.3.1.5 AVALIAÇÃO DA LIBERAÇÃO DO COMPLEXO PELO HIDROGEL 

 A liberação da membrana foi simulada em sistema tampão (FIGURA 65) 

utilizando o pH fisiológico. Observa-se uma liberação pouco significativa nos 

momentos iniciais (até 6 horas de incubação). Decorridas 24 horas, o sistema atinge 

seu equilíbrio, e a liberação é mantida estável até as 48 horas de incubação. 

 

 
FIGURA 65 - Perfil de liberação dos hidrogéis à base de PVA. 

  

 Destaca-se que o perfil de liberação é muito similar ao perfil de 

intumescimento, confirmando a imobilização por enredamento, uma vez que, 

alterados os tamanhos dos poros, a liberação ocorre. Não foi observado um efeito 

"burst" inicial, conforme observado para outros hidrogéis poliméricos [113]. 

  É relevante destacar que para a aplicação desejada, ou seja, na ferida, o 

contato do hidrogel com os fluidos biológicos é muito menor do que o contato 

promovido no ensaio, e, desta forma, os resultados indicam que existiria pouca ou 
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nenhuma liberação e os efeitos seriam promovidos por efeito de contato. Tal 

informação é relevante uma vez que pode acarretar em menor taxa de reações 

adversas e problemas atribuídos ao emprego da papaína. O efeito terapêutico, então, 

seria promovido por efeito de contato majoritariamente. 

 A ausência de liberação nos momentos iniciais pode ser um indicativo de uma 

boa distribuição da proteína na membrana, uma vez que esse efeito inicial tende a 

ocorrer em função da liberação das proteínas presentes na superfície do hidrogel 

[114].  

 Ao observarmos a cinética de liberação da papaína e do complexo nas 

membranas desenvolvidas, observou-se um perfil similar, corroborando os resultados 

obtidos, nos quais pouca variação em outras propriedades como fração gel e 

intumescimento foram relatadas. A liberação da papaína ocorreu em torno de 26 % 

do conteúdo inicial, evidenciando uma nanoestrutura capaz de impedir essa liberação 

e, dessa forma, tentar minimizar os efeitos adversos promovidos. 

 A avaliação da atividade biológica frente ao tempo (coletado após 24 horas de 

incubação) revelou que, destes 26 % comparado à solução mãe contendo papaína a 

2 %, a bioatividade medida é equivalente a uma atividade de 14,42 %, indicando a 

perda de atividade em função do processo estabelecida como aproximadamente 45 

%. 

  A FIGURA 66 revela o perfil de atividade dos hidrogéis contendo papaína e 

complexo frente ao hidrogel contendo apenas papaína nativa (hidrogel B). Observa-

se que na presença de trealose e ciclodextrina, ambos com cisteína (formulação F e 

G), foram obtidos os valores máximos de atividade, indicando que o efeito da 

ciclodextrina foi similar ao do emprego da trealose. 

 O efeito da concentração de cisteína também influiu na bioatividade, indicando 

que, mesmo em concentrações baixas, esta molécula não só auxilia na atividade da 

enzima, mas atua na manutenção de sua estabilidade, conforme descrito em literatura 

[115]. 
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FIGURA 66 - Avaliação da bioatividade dos hidrogéis desenvolvidos 7 dias após 

irradiação.  

 

5.3.1.6 AVALIAÇÃO DO POTENCIAL CITOTÓXICO DO HIDROGEL 

 

PBMC 

A citocompatibilidade do material foi avaliada frente às células mononucleares 

do sangue periférico, revelando o potencial citotóxico da forma farmacêutica. A 

FIGURA 67 contém os resultados de viabilidade celular obtidos após estímulo de 24 

horas com os hidrogéis por contato direto.  

A intenção deste teste foi de avaliar os possíveis efeitos citotóxicos da forma 

farmacêutica associada ao ativo. Os resultados indicaram um perfil citotóxico similar 

para todos os géis. No entanto, foi observado que ocorreu absorção do meio de 

cultura que continha as células suspensas durante o experimento, o que levou a uma 

contagem reduzida de células e baixos índices de viabilidade celular. 
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FIGURA 67 - Ensaio de citotoxicidade dos hidrogéis à base de PVA em contato direto 

com células mononucleares do sangue periférico. 

  

 O ensaio de citotoxicidade indireta das membranas foi realizado conforme 

preconizado pelas normas estabelecidas para avaliação biológica de biomateriais 

[93]. Para tanto, foram realizadas extrações dos hidrogéis e os volumes de meio 

extrator foram calculados com base na capacidade de intumescimento das 

membranas. 

  

 

FIGURA 68 - Ensaio de citotoxicidade das extrações dos hidrogéis à base de PVA 

com células mononucleares do sangue periférico. 
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 Após estímulo de 24 horas com os extratos dos hidrogéis destaca-se uma 

citocompatibilidade adequada, não tendo sido observadas concentrações citotóxicas 

para nenhuma das concentrações dos extratos utilizados. 

 Decorridas 72 horas de estímulo (FIGURA 69) nenhuma toxicidade foi 

observada. Efeitos de proliferação celular foram observados, evidenciados pelo 

aumento da viabilidade celular se comparados às células isoladas. 

 No caso da papaína livre, tanto o tempo quanto a concentração são fatores 

importantes para desencadear a toxicidade da papaína. No entanto, para os hidrogéis 

desenvolvidos, não foram observados tais efeitos, devido à baixa liberação da 

papaína e do complexo por parte do hidrogel, além do efeito citoprotetor promovido 

pela ciclodextrina. 

 O conceito envolvido nas diluições é atribuído à possibilidade da presença de 

compostos tóxicos na formulação, como monômeros ou outros fragmentos 

possivelmente gerados na formação da membrana. Para tanto, o processo de 

extração foi realizado de maneira a garantir que a papaína presente estaria inativada. 

Entretanto, nas condições em que o teste foi realizado, as membranas não 

apresentaram citotoxicidade, estando de acordo com o que preconiza a norma para 

biomateriais [93].  

  

 

FIGURA 69 - Ensaio de citotoxicidade das extrações dos hidrogéis à base de PVA 

com células mononucleares do sangue periférico após 72 horas de estimulo. 
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5.3.1.7 AVALIÇÃO DO POTENCIAL INFLAMATÓRIO E IMUNOGÊNICO 

 

DOSAGEM DE CITOCINAS 

 A dosagem de citocinas foi realizada após o estímulo das células 

mononucleares do sangue periférico por 5 dias. As citocinas envolvidas na resposta 

dos esplenócitos frente ao estímulo do hidrogel corresponderam a IL2, IL6, IFNy, 

TNFa e IL10. 

 Com relação a IL2, destaca-se que o efeito foi desencadeado pelos extratos, 

indicando que por contato direto, não existe papaína suficiente para desencadear tal 

resposta. Os resultados obtidos estão descritos na FIGURA 70.  

 

 

FIGURA 70 - Dosagem de IL2 produzidas por esplenócitos murinos expostos ao 

hidrogel e suas extrações, realizada por citometria de fluxo usando o kit CBA.  

  

 A IL6 foi observada para as diluições e apenas para o PVA isolado, indicando 

que a membrana sozinha é também capaz de desencadear resposta inflamatória. 

Entretanto, tal resposta é inibida na presença da papaína e do complexo (FIGURA 

71). 
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FIGURA 71 - Dosagem de IL6 produzidas por esplenócitos murinos expostos ao 

hidrogel e suas extrações, realizada por citometria de fluxo usando o kit CBA. 

  

 Os níveis de IFNy obtidos são inferiores ao nível basal celular e, portanto, estes 

efeitos são desprezíveis (FIGURA 72). 

  

 

FIGURA 72 - Dosagem de IFNɣ produzidas por esplenócitos murinos expostos ao 

hidrogel e suas extrações, realizada por citometria de fluxo usando o kit CBA. 

  

 O hidrogel apresentou, também, um efeito sobre a produção de TNFa; porém, 

tal efeito parece estar relacionado com o polímero ou demais constituintes da matriz, 

uma vez que a formulação não induziu resposta por contato direto, apenas a 

membrana controle (FIGURA 73). 
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FIGURA 73 - Dosagem de TNFa, produzidas por esplenócitos murinos expostos ao 

hidrogel e suas extrações, realizada por citometria de fluxo usando o kit CBA. 

 

 É relevante destacar que um dos principais efeitos do estímulo com papaína 

observados corresponde aos níveis de IL10. Destaca-se que com relação ao hidrogel 

por contato direto, tal efeito não é observado (FIGURA 74). Esta informação permite 

compreender que os efeitos observados estão relacionados com a membrana em si, 

envolvendo de forma mais expressiva os mediadores pró e anti-inflamatórios, e outros 

que não foram observados para a papaína. 

 

 

FIGURA 74 - Dosagem de IL10 produzidas por esplenócitos murinos expostos ao 

hidrogel e suas extrações, realizada por citometria de fluxo usando o kit CBA. 
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 Estes resultados indicam que o hidrogel desenvolvido apresenta potencial 

como uma forma de administração da papaína que, dada a sua nanoestrutura, não 

permite uma liberação significativa da papaína, minimizando, desta forma, os efeitos 

indesejáveis relacionados ao emprego da papaína, com ação através do contato. 

Adicionalmente, tais efeitos podem ser minimizados de modo mais efetivo se 

utilizarmos o complexo ao invés da enzima nativa. 

  

AVALIAÇÃO DO POTENCIAL ANTIMICROBIANO DO HIDROGEL 

 A abordagem das propriedades antimicrobianas de dispositivos se torna 

relevante ao considerarmos a possibilidade de auxiliar na manutenção e recuperação 

da ferida através do controle da carga microbiana local, assim como diminuir a 

necessidade do emprego de agentes antibióticos ou biocidas utilizados e, 

consequentemente, reduzir a necessidade de intervenções cirúrgicas.  

  

 

FIGURA 75 - Avaliação das propriedades antimicrobianas dos hidrogéis de PVA 

contendo papaína, complexo de papaína e β-ciclodextrina frente a cepa de 

Escherichia coli (ATCC 8739) em meio TSB utilizando método de difusão em disco.  

  

De modo a avaliar as propriedades biocidas da forma farmacêutica, os hidrogéis 

à base de PVA contendo a papaína e o complexo (formulações A, B, F e G) foram 

avaliados com relação a sua atividade contra bactérias gram positivas - 
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Staphylococcus aureus; gram negativas - Escherichia coli e Pseudomonas 

aeruginosa, Klebsiella pneumoniae; fungo - Candida albicans;  

 A seleção de tais microrganismos, além de ter sido realizada em conformidade 

com a literatura específica [92], engloba os principais grupos de microrganismos 

patogênicos. Na FIGURA 75, os efeitos dos hidrogéis sobre o crescimento de 

Escherichia coli, ao contrário de um efeito inibitório, foi observado um crescimento 

sobre a superfície do hidrogel. 

  

 

FIGURA 76 - Avaliação das propriedades antimicrobianas dos hidrogéis de PVA 

contendo papaína e complexo de papaína e β-ciclodextrina frente a cepa de 

Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027) em meio TSB utilizando método de difusão 

em disco.  

 

 O mesmo caso ocorreu quando avaliamos os hidrogéis frente a linhagens de 

Pseudomonas (FIGURA 76) e Staphylococcus aureus (FIGURA 77). 
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FIGURA 77 - Avaliação das propriedades antimicrobianas dos hidrogéis de PVA 

contendo papaína e complexo de papaína e β-ciclodextrina frente a cepa de 

Staphylococcus aureus (ATCC 6538). 

  

 A cepa de Candida albicans também não sofreu nenhum efeito inibitório frente 

à exposição ao hidrogel (FIGURA 78). Considerando os resultados dos ensaios 

microbiológicos realizados, destaca-se a ausência de capacidade biocida dos 

hidrogéis na presença ou ausência de papaína e/ou complexo, indicando que nas 

concentrações utilizadas (2%, p/p) não foi observado nenhum efeito de inibição 

microbiana. 

  

 

FIGURA 78 - Avaliação das propriedades antimicrobianas dos hidrogéis frente à cepa 

de Candida albicans (ATCC 10231). 
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AVALIAÇÃO DAS PROPRIEDADES DE ADESÃO CELULAR 

 Na busca por identificar a interação entre o hidrogel e seus componentes, com 

as células da lesão ou ferida, a capacidade de permitir a adesão celular dos sistemas 

produzidos foi avaliada utilizando fibroblastos. Tal propriedade é de grande relevância 

para o desenvolvimento de curativos avançados, uma vez que a adesão celular sobre 

o curativo pode acarretar graves prejuízos aos pacientes e consequentemente 

dificultar o processo de cicatrização. 

 O processo de adesão celular é de fato uma ação tempo-dependente, portanto 

o cultivo foi realizado por 24 horas de modo a garantir tempo necessário para a 

realização do processo de adesão celular.    

 

 

FIGURA 79 - Micrografia obtida por microscopia óptica (aumento de1000x) do 

controle de fibroblastos utilizados para o teste de adesão celular, considerando que: 

A – campo escuro; B – campo claro. 

  

 O controle de células (FIGURA 79) utilizado correspondeu às células em meio 

de cultura de modo a permitir a visualização e a contagem das células viáveis 

empregadas no ensaio, assegurando a viabilidade do mesmo e, permitindo a 

confirmação da ausência ou não de fibroblastos nos hidrogéis. 

 Os resultados obtidos por microscopia após cultivo das células sobre os 

hidrogéis está descrito na FIGURA 80 (A e B) e FIGURA 81 (A e B), onde observam-

se os hidrogéis sem a presença de células aderidas. 

 

A B A 
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FIGURA 80 - Micrografia obtida por microscopia óptica do hidrogel de PVA sem 

papaína após 24 horas de contato com as células BALB/c 3T3 para o teste de adesão 

celular, considerando que: A – utilizando aumento de 1000x; B – utilizando aumento 

de 4000x.  

  

   

FIGURA 81 - Micrografia obtida por microscopia óptica (aumento de 1500x) do 

hidrogel à base de PVA após 24 horas de contato com as células BALB/c 3T3 para o 

teste de adesão celular, considerando que:  A – hidrogel com papaína; B – hidrogel 

contendo o complexo. 

  

 Apesar do efeito conhecido da papaína sobre a adesão celular, o hidrogel de 

PVA, contendo ou não papaína em sua composição, não conferiu ambiente propício 

à adesão e ao crescimento dos fibroblastos. Tal informação é de grande relevância, 

considerando que o tratamento de queimaduras ou problemas de pele, requer o 

emprego de agentes ou dispositivos não aderentes, evitando assim problemas na 

cicatrização, remoção e troca do curativo.  

  

A B
/ 

A B 



141 
 

 
 

6 CONCLUSÃO 

 A avaliação in sílico das implicações estruturais da papaína indicou 

acessibilidade de resíduos-alvo para a formação do complexo, como Triptofano, 

fenilalanina e tirosina, evidenciando, desta forma, a possibilidade de formação de 

múltiplos complexos de inclusão entre a ciclodextrina e a papaína. 

 A formação do complexo acarretou redução da citotoxicidade da papaína, além 

de diminuir o reconhecimento por anticorpo específico e levar a uma diminuição na 

produção de citocinas murinas frente ao estímulo com papaína. Outro ponto relevante 

é que a formação do complexo não exerceu nenhum efeito significativo sobre a 

atividade proteolítica da papaína. Deste modo, o complexo liofilizado demonstrou 

adequado para a administração da papaína, com melhor biocompatibilidade e 

possível redução dos efeitos adversos decorrentes de seu uso tópico, se comparados 

a enzima isolada. 

 O emprego da radiação sobre a papaína isolada, objetivando redução dos 

efeitos imunológicos, apresentou algum efeito quando realizado em solução. A 

influência do processo de irradiação do complexo e da papaína a uma dose 

estabelecida de 10 kGy não foi capaz de desencadear alterações na resposta imune 

por meio da ligação com o anticorpo. No entanto, o doseamento de citocinas, revelou 

ausência de TNFa e IL-4 e, um pequeno aumento nos níveis de IL-2, IFNy e IL10, 

sugerindo possível redução da resposta imunogênica da papaína, porém de maneira 

menos efetiva que a complexação com ciclodextrinas. É relevante destacar que, 

embora a radiação seja conhecida por alterar e/ou reduzir as propriedades tóxicas e 

imunogênicas de proteínas e toxinas, tal efeito não se mostrou efetivo no caso da 

papaína dentro das condições avaliadas. 

 O hidrogel à base de PVA demonstrou ser uma forma farmacêutica adequada 

para veiculação do complexo e da papaína isolada por permitir a associação dos 

processos de cristalização e reticulação, e ainda promover a esterilização causada 

pela exposição à radiação gama, levando a formação de nanoestrutura adequada 

para veiculação destas substâncias em concentrações terapêuticas.  

 Tal sistema, contendo o complexo ou a papaína isolada se mostrou 

biocompatível e não aderente, além de apresentar integridade física adequada para 
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utilização como curativo dérmico, mesmo não apresentando propriedades 

antimicrobianas frente as cepas estudadas. 

 Por fim, conclui-se que o desenvolvimento do complexo de papaína e 

ciclodextrina permitiu uma forma de apresentação biocompatível da enzima 

associada à possível redução nas reações adversas causadas pelo uso tópico da 

papaína. Adicionalmente, o hidrogel à base de PVA contendo o complexo de papaína 

e ciclodextrina desenvolvido apresentou propriedades adequadas para utilização 

como curativo primário, e, desta forma, constituindo novo dispositivo biomédico 

promissor para tratamento de feridas e úlceras dérmicas. 
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