INSTITUTO DE PESQUISAS ENERGETICAS E NUCLEARES

AUTARQUIA ASSOCIADA A UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

Desenvolvimento de hidrogel nanoestruturado

contendo complexo de papaina e ciclodextrina

Gustavo Henrique Costa Varca

Tese apresentada como parte dos requisitos
para obtencdo do Grau de Doutor em
Ciéncias na Area de Tecnologia Nuclear -
Materiais

Orientador:
Prof. Dr. Ademar Benévolo Lugéo

Verséao corrigida

Sao Paulo

2014



Dedicatoria

“IN MEMORIAN”"

Dedico esta tese a minha querida avé Mafalda Filomena Costa, eterna fonte
de inspiracao e forga, sempre ao meu lado, mesmo apds sua passagem, € a minha
querida avo, Alice Antunes Varca. Aos guias espirituais Sebastido Mota de Melo e

Raimundo Irineu Serra pelas belas licoes.

Ao querido amigo Handerson Abbondanza Lima pela motivagdo e apoio.
Ao Kleber Danilo e Marco Rogério pelos momentos que dividimos em vida. E ao Bruno

Enrico Souza Pilan, grande amigo de infancia. Um dia nos encontraremos novamente.



Agradecimentos aos familiares:

Agradeco a Deus por tudo. A cada momento, vivendo na certeza de nunca
seguir desamparado. Aos meus pais, Angelo Marcio Antunes Varca e Maria Beatriz
Camargo Costa Varca, pelo exemplo diario de pai e mée, honestidade e carinho. Devo
tudo a vocés e nada seria possivel sem que tivessem dedicado suas vidas para

garantir meu futuro.

Agradeco ao meu tio Pedro Camargo Costa e minha tia tessalonicense Eleni
Michaelidou Costa que tornaram possivel esta etapa de estudos em Sao Paulo, assim
como os aprendizados e a convivéncia diaria. Muito obrigado!

Ao meu tio Carlos Camargo Costa, verdadeiro mestre dos mestres, exemplo
para a familia e todos os amigos. Quando penso em um professor de verdade, me

lembro de vocé, meu querido tio.

Ao meu irmao Marcelo Augusto Costa Varca, pelo exemplo de dedicagao e

esforgo, e por todos os momentos que passamos juntos.

A Justine Paula Ramos de Oliveira, minha mulher, pela paciéncia e
compreensao durante a redagao da tese assim como nas viagens e no dia a dia, nos

momentos mais dificeis.



Aos professores e pesquisadores:

Ao meu orientador Prof. Dr. Ademar Benévolo Lugdo pelo apoio e
oportunidade, assim como todo o aprendizado frente a cada dificuldade.

A professora Dra. Patricia Santos Lopes por ter acreditado em mim desde a
faculdade, quando tudo comecgou. Hoje, ao finalizar o doutorado, reconhego sua

salutar influéncia em minha formacéo.

A professora Dra. Monica B. Mathor pelo apoio e compreens&o nas horas mais

dificeis, principalmente pelos conselhos, ombro amigo e discussodes cientificas.

Ao professor Dr. Newton Andréo Filho, pelo apoio e os ensinamentos desde a
graduacéo; e ao professor Dr. Luiz Ricardo Goulart Filho, pela oportunidade de visita

cientifica e parceria.

Aos poloneses, em especial o Dr. Stawomir Kadtubowsky, Dr. Piotr Ulanski e
Dr. Janusz M. Rosiak, pelo treinamento e a oportunidade de estagiar em seu

laboratodrio.

Ao Dr. Traian Zaharescu, amigo pessoal, professor e parceiro de pesquisa.

Agradeco por sua amizade e por ser parte da familia.

Ao Dr. Emilio Ruiz-Bucio por todos os ensinamentos, e acima de tudo, por

ensinar a seus alunos que se ensina, sobretudo, com o exemplo. Meu muito obrigado!
Ao Dr. Mariano Grasselli pelo apoio, parceria e orientagao.

Ao professor Elio Fernandes Mas, por sempre ter me apoiado e acreditar em

mim desde a graduacao. Valeu pelo incentivo!

A Elizabeth S. R. Somessari e Carlos Gaia da Silveira pela irradiacdo das

amostras.
A pesquisadora Dra. Yasko Kodama por sua atencéo e parceria.

A Caroline Cristina Ferraz por sua amizade e parceria na pesquisa desde

sempre. Muito obrigado por tudo!



Ao Jorge Gabriel dos Santos Batista e ao Rodrigo Guimardes Queiroz,
parceiros e amigos de experimento e do dia a dia. Valeu pela forca, amizade e

motivagao.

Agradeco também as pesquisadoras Mayara Ingrid e Patricia Terra pela
atencao e relevante contribuicdo para conclusao da tese; a Gabriela G. Perossi, Bruna
Melo Diniz, Diana Rodriguez Linares, Maria José Alves de Oliveira, Mara Tania
Alcantara e a todos os que colaboraram direta ou indiretamente com o

desenvolvimento do projeto.



As instituicdes e agéncias de fomento:

Ao Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares (IPEN-CNEN/SP) e a
Universidade de Sao Paulo, pela infraestrutura disponivel e o ambiente agradavel de

aprendizado.

A Fundac&o de Amparo a Pesquisa do Estado de Sdo Paulo (FAPESP) pela

bolsa de doutorado direto, essencial para o desenvolvimento do trabalho.

A Agencia Internacional De Energia Atémica (Internacional Atomic Energy

Agency - IAEA) pelo apoio financeiro destinado a este trabalho.

A Associacdo Internacional de Irradiacdo (International Irradiation Association
- iia) e ao Congresso de Radiag&do lonizante e Polimeros (lonizing Radiation and
Polymers Symposium - IRaP) pelos prémios cientificos concedidos, bem como pela
oportunidade de divulgar este trabalho em diversos paises.

Ao Instituto de Quimica das Radiagdes Aplicadas (Institute of Applied Radiation
Chemistry), em Lodz na Polénia, pela oportunidade de aprendizagem e realizacéo de

experimentos.

A Universidade Federal de Uberlandia - UFU, mais especificamente ao
Laboratério de Nanobiotecnologia, pela oportunidade de realizagdo de experimentos

fundamentais para a tese e pela parceria cientifica.



“O cientista ndao é o homem que fornece as verdadeiras respostas; € quem faz as

verdadeiras perguntas”.

Claude Lévi-Strauss



DESENVOLVIMENTO DE HIDROGEL NANOESTRUTURADO CONTENDO
COMPLEXO DE PAPAINA E CICLODEXTRINA

Gustavo Henrique Costa Varca

RESUMO

A papaina € uma enzima proteolitica empregada no debridamento e
cicatrizacdo de feridas. Contudo, problemas de estabilidade na forma farmacéutica,
bem como reagbes alérgicas reportadas por pacientes submetidos a tratamentos com
a enzima, culminaram na restricdo aos produtos contendo papaina para uso tépico
por orgaos regulatérios internacionais. Este trabalho objetivou desenvolver hidrogel
nanoestruturado contendo complexo de papaina e ciclodextrina visando obter forma
farmacéutica estavel e eficaz como curativo dérmico, com reducdo da resposta
imunolégica. A sintese do hidrogel foi realizada combinando fendmenos de
cristalizagao e/ou reticulagéo e esterilizagado simultanea induzida por radiagdo gama,
de modo a promover nanoestruturacdo adequada da membrana para veiculagcao da
papaina nativa e do complexo. O complexo e o produto final tiveram suas
propriedades biolégicas e fisico-quimicas avaliadas. O hidrogel a base de PVA
contendo complexo de papaina-ciclodextrina apresentou caracteristicas adequadas
para aplicagdo como curativo, além de apresentar indicios de redugcédo na resposta
imunoldgica e melhora na citocompatibilidade quando comparado a papaina nativa,
isso devido ao encapsulamento molecular com a ciclodextrina e a alta retencao do
complexo por parte da matriz. Por outro lado, a irradiacdo, nao alterou o perfil
citotoxico da enzima, mas acarretou leve diminuicdo em seu potencial imunogénico.
O hidrogel se mostrou promissor para uso como curativo e demonstrou potencial

reducao nas reacgdes adversas desencadeadas pelo uso da papaina.

Palavras-Chaves: Complexo de Papaina e Ciclodextrina, Hidrogel, Radiagao

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; lonizing radiation,

Immunogenicity, Cytotoxicity.
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1  INTRODUGCAO

A produgdo de medicamentos contendo enzimas vem sofrendo constante
expansdo, gragas a seu amplo potencial terapéutico, constituindo novos recursos
farmacolégicos obtidos de fontes naturais. Tais produtos possuem diversas
aplicagbes, como auxiliares na absor¢ao cutdnea [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 facil aplicacdo capazes de conferir maior adesao e melhor desempenho
do produto, com reducdo de custos e de tempo de uso, considerando o limitado
numero de medicamentos disponiveis. Os principais procedimentos empregados
atualmente para tratar tais condigdes séao restritos a utilizagao de agentes debridantes

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

Enzimas proteoliticas, como a papaina e a bromelina sdo capazes de digerir o
tecido necrosado, facilitando o acesso de células saudaveis a area afetada e,
portanto, vém sendo exploradas para aplicagao em tratamentos domiciliar e hospitalar
[2]. Embora sua eficacia apds uso continuo por alguns dias seja conhecida [4], estas
enzimas sdo sensiveis as alteragbes de pH, temperatura e agitacdo dentre outros
fatores [5], os quais inviabilizam sua veiculagdo em determinadas formas

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

A busca por novas formas farmacéuticas que fornegam ambiente adequado,
capaz de promover maior estabilidade biolégica e, consequentemente, proporcionar
ao usuario garantia de utilizagdo de medicamento ativo e eficaz, € de grande

relevancia industrial e para os pacientes em geral.

A papaina é utilizada no tratamento de escaras por reduzir o crescimento
bacteriano e a formagédo de exsudatos, induzir a formagao de granulos e digerir o
tecido necrosado [6]. Contudo, além de problemas relacionados a estabilidade
enzimatica, a Food and Drug Administration (FDA) imp&s restricdes aos produtos para
uso tépico contendo papaina, em virtude das reagdes adversas graves reportadas,
como reacdes anafilaticas, e hipersensibilidades severas, observadas em pacientes

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

ampliando os recursos terapéuticos e explorando o potencial dessa enzima.

Esta protease é veiculada em bases dermatolégicas comuns, como emulsdes
e géis, e na forma extemporanea, devido a sensibilidade da prépria enzima, que
hidrolisa facilmente, expondo seu sitio ativo, e consequentemente, causando perda
da atividade enzimatica [8]. No entanto, estas formas farmacéuticas ainda ndo sao
capazes de manter a estabilidade por muito tempo, resultando em um produto final

de curto prazo de validade.

Na busca pela estabilizagcao e por formas farmacéuticas avancadas para a
veiculagado da papaina, diversos estudos vém sendo realizados visando a ligagao da
enzima a matrizes poliméricas por meio de imobilizagao [9], ligagdes com metais [10],

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

Os hidrogéis sdao uma forma farmacéutica util para o tratamento de feridas e
escaras, cujo emprego oferecer vantagens frente as formas convencionais de
curativos, por permitir o controle de suas propriedades mecanicas especificas e de

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

A polivinilpirrolidona (PVP) e o polivinil alcool (PVA) sdo exemplos de polimeros
utilizados na producdo de hidrogéis com baixos niveis de toxicidade e excelente
biocompatibilidade [14,15]. Ambos s&o frequentemente empregados em sistemas de
liberacdo controlada e apresentam caracteristicas adequadas para a aplicacdo em

feridas e escaras, bem como para a veiculagao da papaina.

O desenvolvimento de nanoestrutura controlada num hidrogel é capaz de
promover uma cinética especifica de liberacdo do principio ativo e de controlar as
propriedades fisicas do material, permitindo adequa-lo para aplicacbes ainda mais
especificas [16]. Portanto, a técnica se demonstra util para promover a liberagao

controlada da papaina e obter um produto com melhores propriedades.

A exposicao a radiagdo gama, técnica adotada para formagao do hidrogel, é
eficaz na reducao da imunogenicidade de venenos, derivados proteicos e alimentos
[17], por meio de modificagbes causadas na estrutura, modulando, assim, o
reconhecimento do material pelo organismo, além de causar a destruicdo de

patégenos e microrganismos deteriorantes [18]. Adicionalmente, a irradiagao
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promove a esterilizacdo do produto, essencial para aplicacdo em feridas, e a
reticulagdo das moléculas poliméricas, formando uma porcgao insoluvel denominada
gel [19].

O emprego da radiagao permite ainda a realizagao desse processo a frio e na
embalagem final, minimizando a degradagao enzimatica frente a esterilizagdo por
calor ou por 6xido de etileno e a manipulagdo humana do produto durante a producao.
Contudo, a irradiagdo também €& capaz de influir na estabilidade de compostos

proteicos e causar degradacgao, devido aos efeitos secundarios da radiagao.

Considerando a possivel degradagcdo enzimatica decorrente da sintese do
hidrogel que contém a enzima, se faz necessaria a escolha de um estabilizante
adequado. A utilizag&o de ciclodextrinas (CDs) para a formag&o de um complexo com
a papaina, em particular, pode ser ferramenta util para promover a estabilizacao,
podendo ainda ocasionar alteragcdes na sua solubilidade e melhora na estabilidade
térmica, conforme observado em farmacos de diversas classes [20,21] e proteinas
[22,23,24]. A formacgao do complexo com a ciclodextrina poderia acarretar tais efeitos,
além de promover a manutencao da estabilidade da papaina, conferindo prote¢céo aos
residuos complexados e a estrutura caracteristica da enzima, auxiliando na
preservagao, integridade estrutural e consequentemente na atividade biolégica da

enzima.

A formacgao de complexos de ciclodextrina com papaina ja foi alvo de estudo
anteriormente, no qual foi avaliada a influéncia da ciclodextrina (CD) no perfil térmico
e na citotoxicidade do complexo, fornecendo evidéncias preliminares do potencial do
emprego das ciclodextrinas na melhora da estabilidade térmica e na

citocompatibilidade da papaina [25].

De maneira mais especifica, a complexacao da papaina com ciclodextrina visa
a promover sua estabilidade e reduzir sua imunogenicidade, enquanto a
nanoestruturagdo da membrana de hidrogel tem o propdsito de adequar o perfil de
liberacdo as diferentes necessidades terapéuticas e, também, proporcionar
resisténcia mecanica adequada da membrana as necessidades de um paciente
imobilizado. O emprego da radiagao ionizante, essencial para formagao do hidrogel e
esterilizagdo, pode ainda vir a contribuir para a redu¢do da imunogenicidade,
conforme observado em diferentes compostos [17].
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2 OBJETIVOS

21 GERAL

O presente trabalho visa ao desenvolvimento de forma farmacéutica —
membrana nanoestruturada de hidrogel para veiculagdo de complexo de papaina e

ciclodextrina — para o tratamento de ulceras dérmicas e feridas.

2.2 ESPECIFICOS

e Avaliacao in silico das implicagdes estruturais da papaina na formagao
do complexo;

e Sintese e caracterizacdo de complexo de papaina e ciclodextrina;

e Sintese e caracterizagado do hidrogel contendo o complexo de papaina
e ciclodextrina;

¢ Nanoestruturacdo do hidrogel para promover reticulagdo adequada do
hidrogel contendo papaina;

e Avaliacéo da incorporagao e liberagao do complexo no hidrogel obtido;

e Avaliacdo da estabilidade da atividade biologica, perfil citotoxico,
avaliagcdo do potencial antimicrobiano e potencial alergénico da forma

farmacéutica.
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3 CONSIDERAGOES GERAIS

3.1 PAPAINA

A papaina é uma enzima extraida e isolada do latex das folhas e do fruto verde
do maméao papaia adulto, Carica papaya Linné [26]. Esta protease é constituida de
uma cadeia polipeptidica composta de 212 residuos de aminoacidos (FIGURA 1) que
se dobra para formar dois dominios, L e R. Sua forma é elipsoidal, com dimensbes
aproximadas de 5,0 x 3,7 x 3,7 nm e apresenta massa molecular de 23.350 Daltons

[8].
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FIGURA 1 - Representacao grafica da molécula da papaina e suas interagbes
intramoleculares (9pap.pdb).

Entre os dominios forma-se um profundo vale, onde se encontra o sitio ativo

da enzima, composto pelos residuos cisteina (Cys-25), histidina (His-159) e acido
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aspartico (Asp-158). O residuo Cys-25 possui o grupo sulfidrila essencial, que
permanece livre na enzima ativa, enquanto outros seis residuos de cisteina formam

entre si pontes de dissulfeto que estabilizam a estrutura terciaria da proteina [8,27].
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FIGURA 2 - Sequéncia de aminoacidos presentes na estrutura da papaina. Adaptado
de [28].

A distribuicdo dos aminoacidos (FIGURA 2) ocorre de modo que os residuos
10-11 e 207-212 estao localizados no dominio |, enquanto os residuos 1-9 e 12-206
compdéem o dominio R [27], conferindo uma estrutura tridimensional composta por
subestruturas conhecidas como alfa-hélices, folhas B-pregueadas, voltas B etc [8,28].
O residuo Cys-25 da papaina é posicionado no inicio da alfa-hélice no dominio L
(residuos 24-42).

Com relagao a polaridade dos residuos presentes na molécula de papaina, sua
distribuicdo e ocorréncia esta representada graficamente na FIGURA 3. A papaina

apresenta grande quantidade de residuos apolares e polares.
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Distribuigido dos Residuos Distribuigdo de Polaridade Distribuigido dos Residuos
Polares Apolares

FIGURA 3 - Distribuicdo dos aminoacidos presentes na molécula de papaina, de
acordo com a polaridade (9pap.pdb), considerando que: A — residuos polares (azul);

B — todos os residuos; C — residuos apolares (em vermelho);

A enzima apresenta ponto isoelétrico tedrico de 8,88 [8], e a distribuicdo das
diferentes cargas de cada residuo que compdem a molécula da papaina esta
representada na FIGURA 4.
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FIGURA 4 - Distribuicdo dos aminoacidos presentes na molécula de papaina, de
acordo com a carga (9pap.pdb), considerando que: A — residuos basicos; B —

residuos neutros (vermelho — apolares; azul — polares); C — residuos acidos.
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A papaina apresenta ampla faixa de estabilidade com relagédo ao pH, variando
entre 3-9, com pH 6timo de 6-7 [29] e estabilidade térmica, com temperatura 6tima de
65 °C [30] e solubilidade em agua 10 mg.mL"" [31].

3.1.1 ATIVIDADE BIOLOGICA

A papaina apresenta ampla atividade enzimatica, considerando agdo como
endopeptidase, amidase e estearase [32]. A especificidade da papaina em geral é
controlada pelo subsitio S2, exercendo a funcdo de acomodar a cadeia lateral do
substrato (P2). Além deste, outros seis subsitios (S1, S3 e S4; S1' - S3'), também

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

De maneira mais especifica, a papaina cliva ligagdes peptidicas de
aminoacidos basicos, como leucina ou glicina. Existe uma restrigdo para o residuo
valina na posicao P1[34] e a enzima é capaz de hidrolisar ésteres e amidas [32]. O
esquema representativo da interagao especifica da papaina com substratos proteicos
esta descrito na FIGURA 5.
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FIGURA 5 - Interacao especifica da papaina com substrato. Adaptado de [35].
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3.1.2 APLICAGOES FARMACEUTICAS E BIOTECNOLOGICAS

As aplicagdes farmacéuticas e biotecnoldgicas da papaina sdo amplas, tanto
em nivel industrial (devido a sua estabilidade térmica e especificidade) quanto
laboratorial ou ambulatorial. Dentre elas, destacam-se o isolamento de células como
neurdnios, retina e musculatura lisa, debridamento proteolitico (incluindo tratamento
de escaras e queimaduras), fragmentagao de anticorpos e peptideos, clarificagao de
cerveja, mapeamento de proteinas e peptideos, remogéo de caries, dentre outros [4,
32]. ATABELA 1 contém as principais aplicagdes industriais da papaina atualmente.

TABELA 1 — Resumo das principais aplicagcdes industriais da papaina e outras
cisteino-proteases.

Setor Industrial

Uso/Aplicagao

Detergente
biolégico

Fermentagoes

Laticinios

Alimenticia

Trat. de efluentes

Cosmeética

Farmacéutica
Téxtil

Nutricao animal

Industria quimica

Remocéo de proteinas.

Remocéo e separagdo de proteinas em cervejas e outros
produtos.

Hidrdlise do trigo; cura de queijo e derivados.

Amaciante de carnes; estabilizacdo de gelatinas; cura de
produtos.

Reducado da viscosidade de extratos aquosos; quebra de
proteinas.

Promotor de absorgao; peeling cutaneo; clareamento de
dentes.

Limpeza de lentes; agente debridante; auxiliar na digestao;
Processamento de |as; refinamento de seda; tratamento de
COouros.

Aumento da disponibilidade e inversao de proteinas.

Sintese de peptideos e agentes antitumorais; fragmentacao

de anticorpos.

*Adaptado de [35].
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A fragmentacdo de anticorpos é uma aplicagdo importante da papaina,
conforme detalhado por diversos autores [36, 37], uma vez que esta, de maneira
distinta de outras proteases, permite a separagdo 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 papaina, também contribuem

para o uso em larga escala desta biomolécula.
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FIGURA 6 - Seletividade e diferenga da clivagem de anticorpos utilizando a papaina

e a pepsina. Adaptado de [38].

O isolamento de células corresponde a uma das aplicacbes mais conhecidas
da papaina, considerando que, de maneira distinta em relagdo as outras proteases
ou métodos, o referido processo na presenga dessa enzima € desencadeado de modo
a permitir um isolamento gradual e lento das células, acarretando maior rendimento
e menor dano as células isoladas. Em especial, destaca-se o isolamento de células

neuronais [39].

A seguir, (FIGURA 7) apresenta-se papaina disponivel comercialmente para

isolamento de células de tecido neuronal.
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FIGURA 7 - Papaina de uso comercial (NeuroPapain™ - Gelantis) especifica para

dissociagao de células de tecido neuronal. Disponivel em [40].

Segundo dados do fabricante, a formulagdo assegura uma dissociagao
facilitada e com altos indices de viabilidade celular. O produto apresenta estabilidade
por seis meses sob armazenamento na forma sélida e temperaturas nao superiores
a4 °C.

Na FIGURA 8 observa-se uma solugdo padronizada de papaina,
comercialmente conhecida como ID-Papain®, destinada ao pré-tratamento de células
vermelhas, ou emprego como aditivo no isolamento de células. A solugdo apresenta

estabilidade por 7 semanas.
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FIGURA 8 - Solugao Padronizada de papaina (ID-Papain®). Disponivel em [41].
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3.1.3 MEDICAMENTOS CONTENDO PAPAINA

Anteriormente a restricdo imposta pela FDA [7], diversos produtos tdpicos
contendo papaina para uso humano estavam disponiveis no mercado. Produtos estes
comumente associados a outros agentes, como a ureia, a clorofila, e alguns metais,
com a finalidade de facilitar a acdo da enzima, além de melhorar os efeitos destes

agentes sobre a ferida em alguns casos [2].

Pomadas (FIGURA 9) e emulsdes (FIGURA 10) consistiam, e talvez ainda
sejam, as formas farmacéuticas de escolha para a veiculagao da papaina, dado o

baixo teor de agua, favorecendo, assim, a manutengao da estabilidade da enzima.

Enzyme Qintment
a, Chiorophyllin Copper Complex Sodium

intment

lin Copper Cor

FIGURA 9 - Pomada contendo papaina, uréia e clorofila (Allanfill®). Disponivel em
[42].
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FIGURA 10 - Emulsdo em spray contendo papaina e uréia (Accuzyme®)SE.

Disponivel em [43].
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No Brasil, atualmente a papaina é veiculada em géis que frequentemente
apresentam baixa estabilidade, com prazo de validade estimado de 60 dias, e na
forma extemporanea, sendo preparada solugcdo para debridamento em condicbes

assépticas.

No caso dos produtos para uso tépico, a aplicagado da papaina foi restrita [4].
Suplementos alimentares que auxiliam na digestdo e que contém papaina em sua
formulagéo (FIGURA 11) ainda s&o comercializados e, neste caso, ndo estéo sujeitos
a restricdo. Muitas vezes, a formulagado desses produtos contém papaina associada

a bromelina [44].
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FIGURA 11 - Suplementos contendo papaina como auxiliar na digestdo. Disponivel
em [45].

A forma sélida contendo papaina apresenta vantagens quando comparada a
outras formas farmacéuticas, devido ao baixo teor de agua e a pequena quantidade

de processos necessarios para obtencao do sistema [46].
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3.1.4 SISTEMAS DE ESTABILIZAGAO DA PAPAINA

Como caracteristica das cisteino-proteases, a papaina possui uma cisteina no
sitio ativo (Cis-25), e a oxidagao deste residuo € o principal mecanismo responsavel
pela inativagdo da enzima em solu¢cbes aquosas [8,28]. Adicionalmente a este
fenbmeno, a papaina apresenta um mecanismo natural de abertura que acarreta
perda de atividade enzimatica em solucdes aquosas [8]. Do ponto de vista pratico, o
decréscimo da atividade enzimatica em solugdes aquosas ocorre na faixa de 1-2 %
ao dia [26].

Considerando estas premissas, a formulacdo e o desenvolvimento de
medicamentos e formas farmacéuticas para veiculacdo da papaina correspondem a
uma tarefa ardua e desafiadora, com relacdo a manutencdo da estabilidade da

atividade enzimatica em fungdo do tempo.

Atualmente, algumas técnicas avangadas sao empregadas para estabilizacao
da papaina, como a imobilizagdo em suportes metalicos [47], nanocompdsitos de ouro
magnético [48], ou o aprisionamento em matrizes poliméricas [49,50] em tecidos a
base de algodao [51], dentre outras. Na FIGURA 12 observa-se papaina imobilizada
em resina de agarose, comercialmente disponivel, utilizada para fragmentagao de

anticorpos.
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FIGURA 12 - Papaina imobilizada em agarose comercialmente disponivel

(immobilized Papain - Thermo Scientific Pierce). Disponivel em [52].
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E relevante destacar que, além de problemas atribuidos as reacdes adversas
graves de origem imunologica, o problema de estabilidade biolégica da papaina ainda
permanece sem solugcdo, mesmo nas formas mais avancadas de administracao

disponiveis.

3.2 TECNOLOGIA DAS CICLODEXTRINAS

As CDs séo oligossacarideos ciclicos formados por moléculas de D-glicose,
unidas através de ligagdes a (1-4). De acordo com o numero de unidades de glicose
podemos classificar as ciclodextrinas (FIGURA 13) como a-CD (6 glicoses), 3-CD (7

glicoses) e y-CD (8 glicoses) [53].

FIGURA 13 - Representacdo grafica da estrutura das ciclodextrinas naturais.
Adaptado de [54].

Em solugdo aquosa, as cavidades das CDs proporcionam uma regiao
hidrofébica em um ambiente hidrofilico, conferindo a molécula a habilidade de formar
complexos de inclusdo com diferentes moléculas, limitadas, dentre outros fatores, por
restricbes estéricas de sua cavidade interna. Tal propriedade justifica seu amplo uso
industrial nas areas farmacéutica, cosmética, alimenticia e agricola [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 avango da tecnologia em sintese molecular permitiu a elaboragcéo de
ciclodextrinas com propriedades melhoradas por meio da adigdo ou substituicao de
um radical na molécula, denominadas ciclodextrinas modificadas. Dentre tais
propriedades, maior solubilidade em meios aquosos e melhor capacidade de
formacdo de complexos de inclusdo correspondem aos principais efeitos de tais
modificagdes. Exemplos de radicais adicionados a estrutura da molécula podem ser
visualizados na FIGURA 15.
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FIGURA 15 - Exemplos de modificagdes realizadas nas [-ciclodextrinas,

considerando que: A — Radical hidroxipropil; B — Radical dimetil.
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3.2.1 COMPLEXOS ENTRE CICLODEXTRINAS E PROTEINAS

As CDs apresentam a capacidade de formar complexos com moléculas
proteicas, por meio da formacdo de complexos de inclusdo entre sua cavidade
hidrofébica interna e alguns aminoacidos especificos, o que leva a modificagdes nas

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

A selecdo de [B-ciclodextrina ao invés de a ou y-CD para a formagao do
complexo é devida a possibilidade de acomodagao de moléculas bioldgicas no interior
de sua cavidade com maior eficacia, além do custo inferior e obtengdo mais simples

[22,56]. A formagao de complexos com proteinas pode ser observada na FIGURA 16.
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FIGURA 16 - Esquema representativo da formacdo de complexos entre proteinas

globulares e ciclodextrinas.

A interacdo da ciclodextrina com proteinas ocorre através da formacao de
complexos de inclusdo com alguns residuos de aminoacidos especificos presentes
na estrutura proteica, envolvendo os grupamentos aromaticos presentes na cadeia
lateral de alguns aminoacidos, como os residuos de fenilalanina, triptofano e tirosina
[56,57,58]. Os aminoacidos passiveis de complexag¢ao com a ciclodextrina podem ser
observados na FIGURA 17.
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FIGURA 17 - Aminoacidos-alvo do encapsulamento molecular das ciclodextrinas em

proteinas globulares e peptideos.

A formagao de complexo também pode ocorrer com residuos de histidina e

prolina. Contudo, em se tratando de ciclodextrinas naturais (a, e y-CD), as mesmas

tendem a apresentar uma forga de ligagao muito baixa, gragas a pouca afinidade entre

as estruturas apresentadas (FIGURA 18 A e B), dentre outros aspectos, e a presenga

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

Ciclodextrina - Aminoacido Forga de ligagao
A B ga de ligag
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HMN  COOH HN COCH H;N  COOH
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FIGURA 18 - Interacdo entre ciclodextrinas e aminoacidos, considerando que: A —

formacao dos complexos de inclusdo molecular entre aminoacidos e ciclodextrinas; B

— forga de ligagao entre ciclodextrina e os aminoacidos-alvo.
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O emprego de ciclodextrinas para formagcdo do complexo com proteinas é
conhecido por auxiliar na renaturagao proteica (protein folding agents) e promover

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

Estudos anteriores forneceram indicios da formacdo de complexo entre
papaina e ciclodextrina, resultando em melhora na citotoxicidade e na estabilidade
térmica da enzima [25]. No entanto, ndo existem evidéncias concretas de que as
melhorias ocorreram em fungao da formag¢ao do complexo, ou apenas em fungao da
presencga do oligossacarideo. Além da importancia de caracterizacdo adequada da
formacao do complexo de papaina e ciclodextrina, se faz necessaria uma avaliagao
da citocompatibilidade do ativo desenvolvido, bem como da influéncia da ciclodextrina
nas propriedades imunogénicas da papaina, uma vez que tais propriedades podem

ser alteradas em funcao da complexacao.

3.3 PROCESSAMENTO POR RADIAGAO

A irradiagcdo por altas energias é um processo amplamente utilizado
internacionalmente, com aplicagdes na agricultura, biomedicina, alimentos e outras
areas relacionadas. Dentre as principais aplicagdes, estdo a esterilizacdo de
dispositivos biomédicos e o desenvolvimento de materiais avancados. Do ponto de
vista nanotecnologico, a irradiagdo consiste em técnica promissora para o

desenvolvimento de materiais nanoestruturados [59,60].

O efeito da radiagdo sobre as moléculas induz a quebra das ligagbes
moleculares, levando a formacao de radicais livres [61], como o radical superoxido
[62,63], (subproduto da radidlise da agua) (FIGURA 19). Esses radicais s&o capazes
de induzir a degradagao enzimatica [64]. Ha também os intermediarios formados, OH*

€ €7aq, que sao responsaveis pela maioria dos efeitos causados as biomoléculas.
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RADIOLISE DA AGUA
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. Etapa fisica
Excitagao _— H0 — lonizagao (0-10-"3s7)
& "'--..}
H,0" HO" +8
AN N
f \-ll H.O l HJO\\\ \\‘
& A " : e
Hy + O('D) s \.\ H,0 Etapaft;slco;gmr:'uca
10°7 - 1072 &
Ha / | o\ ( )
v ' v \%
He+0H H, + 2HO- HO- + H, 0" HO- + Hy+OH ",
-
MN,O + e, + H,O = 0OH + HO- + N, Etapa quimica

(1072 - 10 577)
HO- (0.28), H- (0.062), e, (0.28)

{atmosfera de N:0) (G = pmol/J)

FIGURA 19 - Esquema representativo da radiolise da agua. Adaptado de [65].

Os efeitos destes radicais sobre estruturas proteicas podem levar a alteracoes
na cadeia lateral dos aminoacidos, comprometendo a integridade dos residuos
atingidos e, desta forma, comprometendo a estrutura secundaria, terciaria e
quaternaria da enzima; causando, consequentemente, alteragcdes na conformacgao da
proteina, e na estabilidade destas biomoléculas [66]. Tais efeitos, contudo, dependem
da dose e da fonte de radiagao utilizadas, das condi¢cdes de irradiacdo, do meio e

seus componentes e da proteina propriamente dita.

A exposicéo a radiagao gama consiste em técnica importante para a resolugéo
do problema de imunogenicidade da papaina, uma vez que o processo pode alterar
o perfil imunogénico de compostos proteicos [17] por meio de alteragdes na estrutura
de proteinas, além de causar a destruicdo de patdégenos e microrganismos

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

De maneira mais especifica, os principais efeitos causados pela radiagao séo
divididos em dois tipos: os efeitos diretos resultantes da transferéncia direta de
energia [67], conforme supracitado, e os efeitos indiretos, relacionados as espécies

reativas produzidas.
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Em meios aquosos, os efeitos indiretos sdo mais pronunciados, enquanto, na
forma sdlida, os efeitos causados sao resultantes da transferéncia direta de energia.
Com relacao a radidlise da agua, as espécies mais reativas correspondem a radical

hidroxila (OH") e o elétron aquoso eaq [67].

A interagao entre os radicais oriundos da radidlise da agua com as estruturas

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

da reacao.
papaina + OH® ?papaina‘ +H,0 (1A)
papaina + eg, 2 papaina” (1B)

Os alvos principais destes radicais correspondem a histidina, tirosina,
triptofano, metionina e cisteina, acarretando degradacdo proteica e perda
consideravel de atividade enzimatica [68]. A determinacdo destes parametros é

fundamental para se entender a interacdo da radiagdo com a molécula em estudo.

3.4 HIDROGEIS

Hidrogéis s&o sistemas poliméricos reticulados que apresentam a capacidade
de reter agua dentro da malha tridimensional formada. Tais reticulagdes ou

entrecruzamentos correspondem a porgéao insoluvel, denominada gel [19].

Atualmente, os hidrogéis sdao empregados como curativos por serem n&o
toxicos, hipoalergénicos, e permitirem a redugcdo do trauma durante a troca de
curativos [69]. Na FIGURA 20 destacam-se hidrogéis comercialmente disponiveis a

base de polivinilpirrolidona para aplicagédo como curativos dérmicos.
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FIGURA 20 - Hidrogéis a base de PVP comercialmente disponiveis produzidos por
radiagdo (Aqua-Gel® da KikGel) [70].

Tais materiais também sao alvos de estudos relacionados a veiculagao de
drogas, sendo amplamente utilizados como carreadores de ativos, principalmente por
promover uma cinética de liberacdo especifica, além de permitir a possibilidade de

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

Uma outra aplicagao importante dos hidrogéis envolve a produgao de lentes de
contato (FIGURA 21), as quais podem ainda apresentar ou ndo farmaco encapsulado
[71].

S P,

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

O emprego da radiacdo na formacgéo de hidrogéis possibilita diminuicdo no
numero de processos para obtencao do produto final frente as técnicas usuais de

producao, promovendo a esterilizagdo do produto, que é essencial para a aplicacao
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em feridas e escaras, além da formacgao simultdnea do hidrogel em si, por meio da
reticulagdo das moléculas poliméricas [19,69]. Desta forma, a possivel degradacao
enzimatica relacionada ao processamento € minimizada, quando o processamento

por radiagdo é empregado.

3.4.1 HIDROGEIS PARA LIBERACAO DE PROTEINAS

O processo de enredamento (ou imobilizagdo por enredamento) consiste no
aprisionamento da proteina nos poros da rede do hidrogel, sob a influéncia de efeitos
estéricos, ndo estando, necessariamente, ligada quimicamente a matriz. Embora
processos de imobilizagdo, como por enredamento ou via ligagdes covalentes,
acarretem perda de parte da atividade enzimatica decorrente da imobilizagdo, a
veiculagao de proteinas em hidrogéis é particularmente interessante, umas vez que,
embora o sistema possua alta quantidade de agua, entre 80-90%, essa agua é
compreendida entre a matriz polimérica assim como a proteina, conferindo mobilidade
restrita a ambas, propiciando maior estabilidade a proteina, mesmo em um ambiente

aquoso, frente aos sistemas convencionais.

A literatura dispde de alguns trabalhos relacionados ao desenvolvimento de
hidrogéis para liberagdo da papaina. Fogacga e colaboradores (2009) desenvolveram
hidrogel superabsorvente contendo papaina e prata (Ag*) para aplicagdo em feridas
crbnicas, com atividade biocida e liberagdo adequada [75]. Embora a forma
farmacéutica fosse comprovadamente eficaz, a imunogenicidade e a estabilidade

biolégica ndo foram avaliadas.

Acrilatos sao exemplos de classe de polimeros adequada para sintese de
hidrogéis superabsorventes, capazes de conferir um perfil de liberagdo adequado da
papaina [49]. Outros sistemas poliméricos também foram desenvolvidos para
administragao da papaina. Zulli (2008) desenvolveu uma matriz polimérica com base
de silicone mono e bicomponente para a liberagdo controlada da papaina. Porém,
esta liberagdo promovida pelas membranas avaliadas foi inadequada, devido aos
problemas na nanoestruturagao do gel, que conferiu poros de tamanho reduzido que
comprometeram a liberagdo da enzima [50].



49

No entanto, problemas relacionados aos possiveis efeitos imunogénicos da
papaina contida nos medicamentos disponiveis comercialmente e em sistemas
avancgados ainda permanecem nao solucionados. Por consequéncia, a busca por uma
forma farmacéutica ou um sistema capaz de promover reducéo na imunogenicidade

da enzima se faz de grande relevancia na atualidade.

3.4.2 NANOESTRUTURAGAO

A formacao da rede tridimensional do hidrogel, decorrente da reticulagéo
polimérica é, dependente de varios fatores, como o meio reacional, influenciada pela
presenca de aditivos, a concentragdo polimérica, o0 método de obtencéo, além de
propriedades intrinsecas dos polimeros, como grau de cristalinidade dentre outros
fatores [76].

O controle e dominio de tais parametros permite controle da nanoestrutura
formada, levando a modificagcdes nas propriedades da rede polimérica [16], como a
cinética de liberacao especifica de farmacos e, propriedades mecanicas especificas,
como a macroporosidade e a integridade fisica da membrana.

O estudo da densidade de reticulagcdo, bem como a determinacédo de outros
parametros de rede, permitem uma avaliagcdo precisa sobre a estrutura do material
desenvolvido, o que esta diretamente relacionada com as propriedades finais do
produto [77].
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4 MATERIAIS E METODOS

41 MATERIAIS

411 EQUIPAMENTOS

Os seguintes equipamentos foram utilizados durante a pesquisa:

Acelerador linear (6 MeV) ELU-6 — Linac Eksma®

o Autoclave vertical 415 — Fanem®
o Balanca analitica BP121S — Sartorius®
o Banho termostatizado Q-226N1 — Quimis®

. Camara de Neubauer 9020-01 — HBG®
o Camera de seguranca bioldgica SBIIA-1266/4 classe || A1 — Filterflux®

. Centrifuga refrigerada 5804 R — Eppendorf®

. Citémetro de fluxo C6 — Accuri®

o Dosimetro de Alanina e-Scan — Bruker®

. Espectrofotdbmetro de microplacas Multiskan EX Microplate — Thermo
Scientific®

Espectrofotémetro UV/Vis Cary 300 — Varian®
o Estufa para secagem 520 — Fanem®

. Estufa incubadora de CO2 Orion 520 — Fanem®
. Extrator Soxhlet — Vidrolabor®

o Fluorimetro F-4500 — Hitachi®
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Freezer (-18 °C) CVT10BBBN — Consul®

Homogeneizador 723 — Fisatom®

Incubadora refrigerada TE-421 — Tecnal®

Incubadora tipo Shaker TE-420 — Tecnal®

Irradiador GammacCell fonte °Co — Atomic Energy of Canada Limited®
Liofilizador, modelo Dura Stop — TDS 3 Dura Dry — FTS Systems®
Microscoépio eletrénico de varredura XL 30 — Phillips®

Microscopio Invertido de campo claro e escuro TMS — Nikon®

Paquimetro digital de precisdo 100.280 (Resolugcédo de 0,01 mm) —

Digimess®

pHmetro DL 15 Titrator — Mettler Toledo®
Seladora a vacuo — SINBO (Registron®)

Termoformadora SR 200000 — Croydon®

REAGENTES ANALITICOS

Os reagentes empregados na pesquisa correspondem a:

Acido acético glacial 100%, P.A. — Synth®
Acido cloridrico 37%, P.A. — Synth®

Agar Muller Hinton — Difco®

Agua de osmose reversa

Albumina de Soro Bovina — Sigma Aldrich®

Alcool terc-butilico — Merck®
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o Anticorpo monoclonal IgG de cabra conjugado com peroxidase (HRP-

conjugated anti-goat 1gG) — Sigma-Aldrich®

Anticorpo de cabra policlonal anti-Carica papaya (LS-C59235) — LSbio®
. Argonio (>99.9%) — Praxair®

. Azul de Tripan — Sigma-Aldrich®

. B-ciclodextrina — Sigma Aldrich®

o Kit de citocinas CBA (Cytometry Bead Array) — BD Biosciences®

. Cloreto de sodio P.A. — Synth®

o Cloridrato de L-cisteina monohidratado — Synth®

o Cloridrato de Na-benzoil-DL-arginina p-nitroanilida — Sigma Aldrich®
o Dimetil-B-ciclodextrina — Sigma Aldrich®

. Dimetilsulféxido — Synth®

. Etilenodiaminotetracetato de sédio — Merck®

o -(2-hidroxipropil)-B-ciclodextrina — Sigma®

. Histopaque — Sigma Aldrich®

o Fosfato de sddio dibasico heptahidratado — Synth®

. Gel de AristoflexAVC — PharmaSpecial®

o Heptakis (2,6-di-O-metil)-B-ciclodextrina — Sigma Aldrich®
o Hidrogenocarbonato de sodio P. A. 100% — Synth®

. Hidroxido de sédio P.A. 100% — Synth®

o Metil-B-ciclodextrina — Sigma Aldrich®

. Meio de cultura DMEM — Gibco®

. Meio de cultura RPMI 1640 — Gibco®
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o Meio de cultura TSA (Trypic soy Agar soybean-casein digest agar) USP

23 — Acumedia®

o Meio de cultura TSB (tryptic soybroth Soybean-casein digest medium) —
BactoTM®

o Meio de cultura antibiético n° 1 — Acumedia®

. Meio de cultura antibiético n°® 11 — Acumedia®

. Metanol P. A. — Synth®

o MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium Bromide) —
Sigma Aldrich®

o N-dimetilformamida — Sigma Aldrich®

o Substrato para peroxidase (o-phenylenediamine dihydrochloride OPD

Sigma Fast) — Sigma-Aldrich®

o Disco de ouro (99,99%) de 60mm de didmetro e 3mm de espessura —
Ted Pella®

Oxido nitroso (>99%) — Praxair®

o Papaina (30000 USP-U/mg) para fins bioquimicos — Merck®

. Pellets de Alanina — Brucker®

o Polivinil alcool (Celvol® 325, grau de hidrdlise 98.4%) — Sigma Aldrich®
o Polivinilpirrolidona (PVP K90) — Sigma Aldrich®

o Polietilenoglicol 400 P.A. — Synth®

. Soro fetal bovino — Merck®

. Trealose — Sigma Aldrich®

. Tween 20 — Sigma Aldrich®

o Violeta de Genciana — Sigma Aldrich®
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As linhagens e cepas celulares, bem como os microrganismos empregados na

pesquisa estdo descritos abaixo:

Esplendcitos 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 METODOS

4.2.1 DESENVOLVIMENTO DE COMPLEXO DE PAPAINA E CICLODEXTRINA

O desenvolvimento do complexo de papaina e ciclodextrina foi realizado
englobando desde os estudos computacionais até a sintese, caracterizagao fisico-

quimica e biolégica do complexo.

4.2.1.1 ESTUDOS COMPUTACIONAIS

Os estudos computacionais foram realizados visando determinar parametros
estruturais como a area acessivel ao solvente (AAS), a area acessivel ao solvente
fracionada (AASf) e a disposi¢gdo dos aminoacidos na estrutura da papaina, visando
compreender as possiveis implicagdes da estrutura da papaina na formagao do

complexo.

AREA ACESSIVEL POR SOLVENTE

As areas acessiveis foram calculadas baseando-se em um peptideo fornecido
pelo programa VADAR - Volume, Area, Dihedral Angle Reporter [78], cuja sequéncia
corresponde a Gly-Xaa-Gly na posicdo phi=180 e psi=-180. Cada um dos 20
aminoacidos foi substituido na posicdo Xaa. A area de cada atomo do residuo foi
calculada utilizando o ANAREA [79] a partir do raio atdbmico de SHRAKE [80]. O
volume de cada residuo foi obtido utilizando o programa VOLUME [81].

Os calculos foram realizados considerando os dados obtidos por ensaios de
RMN e Raios-X de alta resolugao [8] disponiveis na base de dados de proteinas -
Protein Data Base (PDB) — (codigo 9pap.pdb - 1.65A). Os seguintes parametros
foram utilizados: raio de van der Waals (van der Waals radii) obtido de [80]; e as

pontes de hidrogénio consideradas como para molécula de agua.
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A area acessivel fracionada foi determinada através da divisdo do valor da area
acessivel por solvente referente ao residuo, pelo valor da AAS do residuo localizado

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

DISPOSICAO DOS AMINOACIDOS

A representacdo grafica das estruturas, bem como da area acessivel por
solvente, foi realizada utilizando o programa Jmol v. 12.0.4.1. [82]. Os valores
referentes a acessibilidade ao solvente, calculados para cada aminoacido presente

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

42.1.2 DETERMINACAO DOS PARAMETROS FisICO-QUIMICOS

ADEQUADOS PARA COMPLEXAGAO

Com a finalidade de determinar as condicbes mais propicias a formagao do
complexo, o processo de encapsulamento molecular foi realizado utilizando
parametros como tempo e concentragao de ciclodextrina. As amostras foram, entao,

submetidas aos ensaios de caracterizagao.

Os efeitos das concentragdes de p-ciclodextrina (B:CD) na atividade bioldgica,
bem como nas propriedades fisico-quimicas da papaina foram avaliados nas
proporgdes molares de 1-200 nMol.mL"" (papaina/B-ciclodextrina). As aliquotas foram
submetidas a incubacédo e coletadas em funcdo do tempo, sendo divididas em
avaliacao inicial (0-120 minutos), e prolongada (0-48 horas) sob temperatura
ambiente. Apds cada tempo, as aliquotas foram avaliadas por fluorescéncia e quanto

a atividade enzimatica da papaina.

Apoés determinados os parametros de sintese (tempo de 24 horas e proporgéao
molar de 1:10), os complexos foram novamente sintetizados utilizando ciclodextrinas
modificadas, como a dimetil-3:CD (dm-B:CD), metil-3:CD (m-B:CD), hidroxipropil-
B:CD (hp-B:CD) e trealose.
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4.2.1.3 SINTESE DO COMPLEXO

Em solugéo-tampéo fosfato (pH=6,0) foram acrescentadas a papaina e a 3:CD
dm-B:CD, m-B:CD, hp-B:CD ou trealose, na proporgdao molar de 1:10. O processo de
complexacao foi realizado em incubadora refrigerada, sob agitagdo mecanica de 80
rom e temperatura ambiente, determinados de acordo com cada condi¢cdo avaliada.
As amostras foram avaliadas novamente por fluorescéncia quanto a evidéncias da
complexacédo, e o ensaio de atividade enzimatica, visou a busca por alteragbes na

atividade enzimatica da papaina.

ESTADO SOLIDO

O complexo de papaina e -CD (1:10) contendo uma concentracéo de papaina
de 5 mg.mL-" foi coletado apds incubagao por 24 horas sob temperatura ambiente e
congelado utilizando nitrogénio liquido. Apds essa etapa, o complexo congelado foi
submetido ao processo de liofilizagdo por 72 horas. O material liofilizado foi entdo

selado e armazenado em freezer (-20 °C).

4.2.1.4 CARACTERIZAGAO FiSICO-QUIMICA DO COMPLEXO

A caracterizagao fisico-quimica do complexo foi realizada por meio de analises

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

uv

Amostras dos complexos selecionadas para analise de fluorescéncia foram
submetidas previamente a leitura em espectrofotdmetro no comprimento de onda fixo
de 280 nm e, posteriormente, diluidas em tampao para ajustar o conteudo proteico,

considerando valores equivalentes de absorbancia.
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FLUORESCENCIA

As amostras de papaina e do complexo, coletadas em fungao do tempo (0-48
horas), foram submetidas a analises de fluorescéncia utilizando um comprimento de
onda de excitagao (Aex) de 280 nm e varrendo a emissao (Aem) de 300-400 nm, Exsiit
de 5 nm e Emsit de 10 nm, com fenda de 1 cm e velocidade de varredura (scan speed)

de 240 nm.min".

4.2.1.5 CARACTERIZAGAO BIOLOGICA DO COMPLEXO

As analises realizadas para caracterizagao bioldgica do complexo de papaina
e ciclodextrina corresponderam aos ensaios de atividade enzimatica, ensaios de

citotoxicidade, imunogenicidade e capacidade de ligacdo com anticorpo especifico.

DOSEAMENTO DA ATIVIDADE ENZIMATICA

A quantificacdo da atividade enzimatica da papaina e do complexo foi realizada
em placas de 96 pocos, utilizando como substrato especifico o cloridrato de benzoil
DL-arginina p-nitroanilida (BAPA). A reagao foi realizada por 45 minutos a 40 °C, em
banho termostatizado, utilizando acido acético 10% (v/v) para interromper a reagao.
A p-nitroanilina liberada foi estimada colorimetricamente, utilizando-se de leitora de

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

CITOTOXICIDADE

Queratinocitos humanos

Os queratindcitos humanos foram fornecidos pelo Banco de Tecidos do
Instituto Central do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade
de S&o Paulo, obtidos por cirurgia plastica de redugcdo de mama, sob
responsabilidade do Dr. André Oliveira Paggiaro e Dra. Monica Beatriz Mathor. As

células foram extraidas pela técnica da desagregac¢ao enzimatica [85]. O registro de
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aprovacao do comité de ética para utilizagdo das células humanas no estudo
corresponde ao CAAE 00927912.7.0000.5421.

As células foram transferidas (2 x 10* célula/pogo) para placa de 96 pogos e
incubadas em estufa a 37 °C, 5 % CO:2por 24 horas. As amostras foram adicionadas
(0.02-1 mg/pocgo) e, apds estimulo de 24 h, aproximadamente 120 yL de meio de
cultura foram adicionados ao sistema, visando neutralizar/minimizar a acao da
papaina. As placas foram, entdo, mantidas em estufa a 37 °C, 5 % CO2 por 10
minutos, centrifugadas por mais 10 minutos a 1000 rpm e retornaram para a estufa
por 4 horas. Apos esse periodo, o meio foi aspirado e 120 uL de meio de cultura
contendo MTS [86] foi adicionado a cada pog¢o. Decorridas 2 horas, a leitura das
placas foi realizada em comprimento de onda fixo de 490 nm. O calculo de viabilidade

celular foi realizado conforme EQUAGAO 2, onde DO = densidade dtica.

(DO células Tratadas—DO branco)
(DO controle negativo—DO branco)

% Viabilidade celular = * 100 (2)

Células Mononucleares do Sangue Periférico

A coleta de sangue periférico (15 mL) foi realizada utilizando voluntarios
saudaveis, entre 20 e 30 anos, sem uso de medicamentos nem ingestdo de bebidas
alcodlicas, mediante assinatura de termo de consentimento, através de puncgao
venosa utilizando frascos com heparina. As células mononucleares do sangue
periférico (PBMC) foram isoladas utilizando o Ficoll-Hypaque, lavadas e diluidas em
meio RPMI. O registro de aprovagdo do Comité de Etica em Pesquisas com Seres

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

A suspensao celular foi transferida para placas de 96 pogos na ordem de 1x108
células por pogco, e, em seguida, as amostras foram adicionadas e as placas
acondicionadas em estufa a 37 °C e 5 % COz2 por periodos de 24 e 72 horas. Apds
cada periodo determinado, foram adicionados 10 uL de MTT (5 mg.ml' em PBS) por
poco e as placas foram novamente colocadas na estufa por 4 horas, seguida da
adicao de 50 pL de tampao de bloqueio (N-dimetilformamida) por pogo e, incubagéao

em estufa por 12 horas. A leitura foi, entdo, realizada em leitora de microplacas,
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utilizando o comprimento de onda fixo de 592 nm. O calculo de viabilidade celular foi
realizado conforme EQUAGAO 2.

ENSAIOS DE IMUNOGENICIDADE

Avaliagéo da ligagdo antigeno-anticorpo

Analises de Elisa foram realizadas em triplicata, em placas de 96 pocgos. Os
pogos foram sensibilizados por 12 horas utilizando 1 ug de amostra contendo papaina
pura ou complexo por pogo em 50 yL de solugédo-tampéo carbonato (0,1 M NaHCOs,
pH 8,6) a 4 °C. Os pogos foram lavados com PBS contendo 0,05 % de Tween 20
(PBS-T) e, entao, bloqueados com 3 % albumina de soro bovino (BSA) em PBS por
1 ha 37 °C, seguido de 5 lavagens com PBS-T e incubagéo com o anticorpo de cabra
policlonal anti-Carica papaya previamente diluido (1:5000 in BSA/PBS) por uma hora
a 37 °C. A placa foi novamente lavada por 5 vezes com PBS-T e incubada com o anti-
IgG conjugado com peroxidase diluido 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. Apés centrifugacao
por 10 minutos a 4000 rpm, sob temperatura de 25 °C, foi realizada nova lavagem
utilizando tampé&o de lise celular. Apos centrifugacao e lavagem com PBS, as células

foram quantificadas utilizando camara de Neuebauer e Azul de Tripan.

Os esplendcitos, (1x108 células por pogo) foram cultivados em placas de 96
pocos, utilizando meio de cultura RPMI suplementado a 37 °C em atmosfera contendo
5% COa. As células foram estimuladas com a papaina pura, irradiada, o complexo e
o hidrogel, sendo incubadas por um periodo de 5 dias em estufa a 37 °C e 5% CO..

O meio RPMI foi trocado a cada 12 horas. O registro de aprovacdo no Comité de Etica
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na Utilizacdo de Animais da Universidade Federal de Uberlandia para utilizagcédo
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 citdmetro de fluxo. A

amostragem realizada considerou 2100 eventos para cada analise.

ANALISE ESTATISTICA

Os resultados selecionados foram tratados estatisticamente por analise de
variancia (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 IRRADIAGAO NA PAPAINA

4.2.2.1 EFEITOS DIRETOS DA RADIAGAO

A papaina foi irradiada em diferentes meios - pd, solugdo aquosa, tampao
fosfato pH 6,0 (50 mM) contendo cisteina (0,2 %, p/v) e gel de aristoflexAVC (2 %, p/v)
contendo de cisteina (0,2 % p/v) - sob diferentes doses de radiagéo (0-25 kGy) em
irradiador com fonte de °Co (Gammacell). As amostras foram avaliadas quanto a
atividade enzimatica da papaina.

4.2.2.2 EFEITOS INDIRETOS DA RADIAGAO

RADIOLISE DE PULSO

Os experimentos de radiolise de pulso foram realizados em um acelerador de
elétrons linear de 6 MeV, gerando pulsos de 7 ns de duracdo e 20 Gy. A dosimetria

do pulso foi realizada pelo método da alanina em um dosimetro para determinagao
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da dose utilizada [87]. O sistema de deteccao otica utilizado e tratamento de dados
foram realizados conforme descrito na literatura [88].

Espectro do aduto papaina-OH*®

A papaina em solug¢ao aquosa (4,2 x 10-5 mol.dm-3) foi submetida a borbulha
com N20 por 45 minutos e, entdo, ao processo de irradiagéo, sob borbulha. Os pulsos
foram aplicados e a absorbancia foi registrada na faixa de comprimento de onda de
290-500 nm.

Determinacédo da constante de reacéo papaina-OH®

Os pulsos foram aplicados a solugdo aquosa contendo papaina nas
concentragdes de 1,9 x 10° até 4,2 x 10° mol.dm= e as medidas de absorbancia
foram realizadas no comprimento de onda fixo de 330 nm. A solugdo aquosa foi
tratada com N20 conforme descrito acima.

Determinagdo da constante de reagdo papaina-eaq

Em solugdo aquosa contendo 0,1 mol.dm de terc-butanol, os pulsos foram
aplicados e as medidas de absorbancia realizadas no comprimento de onda fixo de
720 nm. A enzima foi adicionada em concentragdes variando de 1,4 x 10°a 4,2 x 10
5 mol.dm3, e as solugbes foram submetidas a borbulha com argdnio por 45 minutos

previamente a irradiagao e mantidas durante o processo.

4.2.2.3 IRRADIAGAO DA PAPAINA E DO COMPLEXO

EM SOLUCAO

A papaina (5 mg.mL-") e o complexo de papaina e B-CD na proporg&o molar

de 1:10 foram submetidos a radiagdo gama em irradiador com fonte de %°Co até atingir
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dose de 10 kGy. Estas amostras foram avaliadas quanto a atividade enzimatica,

ligacédo antigeno-anticorpo e produgao de citocinas.

LIOFILIZADO

As embalagens contendo o complexo de papaina e 3-CD na propor¢ao molar
de 1:10 foram submetidas a irradiagdo em irradiador com fonte de %°Co 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"'. As amostras foram mantidas congeladas (em CO2 soélido) durante
toda a exposigcdo aos raios gama. Apos a irradiacdo, a atividade enzimatica da
papaina foi quantificada conforme descrito para o complexo.

4.2.3 DESENVOLVIMENTO DO HIDROGEL CONTENDO COMPLEXO DE

PAPAINA E CICLODEXTRINA

4.2.3.1 SINTESE DO HIDROGEL

A sintese do hidrogéis foi realizada pela técnica de reticulagéo e esterilizagao
simultanea utilizando radiagao ionizante desenvolvida por Rosiak e colaboradores
[19]. Para o hidrogel a base de PVA, ciclos térmicos foram realizados previamente a

técnica de reticulagao e esterilizagdo simultanea.

HIDROGEL A BASE DE PVP

O preparo das formulagbes a serem estudadas foi realizado através da
solubilizacdo e homogeneizagdo dos componentes em agua de osmose reversa sob

aquecimento com auxilio de homogeneizador. Apés resfriamento da solugdo até
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temperaturas nao inferiores a 40 °C, a papaina, cisteina e/ou complexo foram

adicionados sob agitagao manual, equivalente a 0,5 % (p/p) de papaina.

Apoés solubilizagdo total dos componentes, o conteudo foi vertido em
embalagens de polipropileno termoformadas, que foram seladas em seladora a vacuo

(FIGURA 22) e submetidas a irradiagao gama.

FIGURA 22 - Esquema de produgao dos hidrogéis, considerando que: A — Preparo
dos filmes; B — corte dos filmes; C — moldagem dos filmes; D — termoformagem dos

bercos; E — solugéo de polimero vertida no bergo pronto; F — selagem a vacuo.

A composicao das formulagdes utilizadas para producao dos hidrogéis a base
de PVP esta descrita na TABELA 2.

TABELA 2 - Formulagbes-base do hidrogéis a base de PVP.
Composicgao (%, p/p)

Formulagées 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



TABELA 2 - Formulagdes-base do hidrogéis a base de PVP (continuagao).

F-3B
F-1C
F-2C
F-3C
F-1D
F-2D
F-3D
F-1E
F-2E
F-3E
F-1F
F-2F
F-3F

6

oD O O

5
0
1,5
5
0
1,5
5
0
1,5
5
0
1,5
5

0,5
1,5
1,5
1,5
0
0
0
0,5
0,5
0,5
1,5
1,5
1,5

HIDROGEL A BASE DE PVA

homogeneizador e submetidos a autoclavagem utilizando autoclave vertical por 30-
45 minutos para solubilizacdo adequada dos componentes descritos na TABELA 3.
A adicao da papaina e/ou do complexo e da cisteina foi realizado conforme descrito

para os hidrogéis a base de PVP.

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

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

descongelamento sob temperatura ambiente por 24 horas.

O PVA e os outros componentes foram adicionados sob agitagdo utilizando

Aproximadamente 10 mL do conteudo foram, entéo, vertidos nas embalagens
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TABELA 3 - Formulagbes dos hidrogéis para veiculagdo do complexo a base de
PVA.

Formulagées (%, p/p)

Componentes A B C D E F G Controle
PVA 10 10 10 10 10 10 10 10

Agar 1 1 1 1 1 1 1 1

PEG 400 1,5 1,5 15 1,5 1,5 1,5 15 1,5
Papaina 2 2 2 2 2 2 2 -
Cisteina 0,2 0 0,6 - - 0,2 0,2 -
B-Ciclodextrina O 0 0 0,96 - 0,96 - -
Trealose 0 0 0 0 029 O 0,29 -

Agua O.R. Qsp Qsp Qsp Qsp Qsp Qsp Qsp Qsp

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

IRRADIACAO DO HIDROGEL

As amostras previamente congeladas foram submetidas a radiagdo gama em
irradiador com fonte de 8°Co, até atingir dose de 25 kGy. A taxa de dose variou entre
1,2 a 1,5 kGy.h"'. As amostras foram mantidas congeladas (em CO2 sélido) durante

toda a exposicao a radiagao.

4.2.3.2 CARACTERIZAGAO DA FORMA FARMACEUTICA

DETERMINAGCAO DAS DIMENSOES DO HIDROGEL

Parametros como espessura, comprimento e largura foram realizados
utilizando paquimetro digital de precisdao. A amostragem foi realizada utilizando 3

membranas de cada formulagao produzida, selecionadas de modo aleatério.
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DETERMINAGCAO DA MASSA

A determinacdo da massa do hidrogel foi realizada individualmente utilizando
balanca digital analitica. A amostragem foi realizada conforme supracitado e as

massas registradas correspondem aos valores médios obtidos.

FRACAO 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 agua por 48 h. Apos
extracdo, as membranas foram secas novamente até peso constante, conforme
estabelecido pela norma [90]. Os resultados de fragdo gel foram tratados utilizando
as EQUACOES 3 e 4.

Fs (%) = "L 3)

Fg (%) = 100- Fs (4)

Considerando que: Fs = fragdo soluvel; Fg = fracdo gel; mi = massa inicial da amostra

seca e; mf = massa final da amostra seca.

INTUMESCIMENTO MAXIMO

Amostras de 0,3 g do hidrogel foram imersas em agua 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 EQUAGAO 5.
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1(%) = 2", 100 (5)

mi

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

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

CARACTERIZAGAO NANOESTRUTURAL

Densidade de reticulagao

A caracterizagao nanoestrutural foi realizada por meio da avaliacdo da
densidade de reticulacdo e do tamanho de poro. Os valores de intumescimento
maximo em equilibrio foram tratados segundo a equacédo de Flory-Rehner [77],

indicando a densidade de reticulagao.

O valor de x € correspondente a fracdo do volume molar do polimero, e é
determinado utilizando as EQUAGOES 6 e 7, a partir dos valores de intumescimento

maximo obtidos:

_ (nf-mi) dp
I= mi * ds (6)
x =11 +1D (7)

Considerando que: | = razdo de Intumescimento; mi = massa inicial da amostra seca;
mf = massa da amostra intumescida; ds a densidade do solvente e; dp a densidade do

polimero.
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Apo6s obtencao de tais valores, foi entdo aplicada a EQUAGAO 8:

q=[In(1—x)+x+uwx2+p.v]/Mc(x1/3-0,5¢)*m (8)

Considerando que: x = fracdo do volume molar do polimero intumescido; p=
densidade do polimero; v = volume molar do solvente; m = volume molar das unidades
monomeéricas na cadeia do polimero; Mc = média de massa molar entre as cadeias
reticuladas do polimero; p= valor de interacdo entre polimero e solvente, e; g=

densidade de reticulagdo em mol.cm.

CARACTERIZAGCAO MORFOLOGICA

Microscopia eletronica de varredura

Amostras dos hidrogéis com 0,1 g foram previamente secas em estufa na
temperatura de 25 °C, e entdo, acondicionadas em frasco fechado a vacuo. As
amostras foram fixadas em um suporte e recobertas com ouro e, apds este processo,

observadas utilizando microscopio eletrénico de varredura.

AVALIACAO DA LIBERACAO IN VITRO DE PAPAINA E DO COMPLEXO

Ensaio de liberagéo in vitro

A avaliagéo da liberagéo da papaina e do complexo no hidrogel foi realizada
utilizando Incubadora tipo Shaker. Amostras selecionadas dos hidrogéis, cortadas em
pedagos de 1 x 1 x 0,33 cm?® e aproximadamente 0,3 g foram imersas em solugéo
fisiolégica (0,9 % NaCl), pH 7,4 e temperatura de 37 °C. Aliquotas de 2 mL foram
coletadas nos tempos determinados e avaliadas quanto ao conteudo proteico e a
atividade enzimatica, com subsequente reposicdo do meio extrator. O teste foi

realizado em triplicata.
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Quantificagdo do contetdo proteico

As aliquotas coletadas envolvendo periodo de 48 horas foram filtradas,
utilizando filtros para seringa de 0,45 ym, e analisadas por espectrofotometria UV,

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

Doseamento da atividade enzimatica

O doseamento da atividade enzimatica foi realizado a partir das aliquotas
retiradas para quantificagdo do conteudo proteico, de maneira idéntica ao

doseamento realizado para a atividade da papaina no complexo.

AVALIACAO DO POTENCIAL ANTIMICROBIANO DO HIDROGEL

Ensaio de inibicdo microbiana

A avaliacdo das propriedades antimicrobianas, ou ensaio de inibicdo
microbiana dos hidrogéis a 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 difusdo em agar.

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 Antibidtico 11 [91]
onde foram inoculados 106 UFC/cm? de cada microrganismo testado (E. coli, C.
Albicans, S. aureus e P. aeruginosa). Os hidrogéis previamente cortados em forma
circular foram esterilizados utilizando radiacdo UV por 5 minutos cada lado e
posicionados sobre o agar na placa de Petri. As placas foram incubadas por 24 horas
a uma temperatura de 35 °C para as bactérias e 25 °C para a levedura. Apos esse
periodo foi efetuada a leitura dos halos de inibicdo formados utilizando paquimetro

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 agar Muller Hinton e
plaqueados conforme supracitado.

AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE DO HIDROGEL

A avaliagédo da citotoxicidade do hidrogel foi realizada por meio de testes de
citotoxicidade direta, cujos efeitos s&o resultantes do contato direto do hidrogel com
as células, e testes de toxicidade indireta, cujas células ficam em contato com liquido
extrator contendo os possiveis componentes téxicos extraidos do hidrogel. O

procedimento foi realizado utilizando PBMC.

Citotoxicidade direta

Os hidrogéis previamente cortados em fluxo laminar com dimensdes de
aproximadamente 3 mm de didmetro foram esterilizados em radiacdo UV por 15

minutos cada lado e transferidos para cada pog¢o da microplaca.

Citotoxicidade indireta

As membranas, previamente esterilizadas por radiagao UV foram mantidas em
meio extrator, meio de cultura e DMEM acrescido de 10 % de soro bovino, por 6 horas
a 70 °C, conforme estabelecido [92] e foram realizadas dilui¢des seriadas utilizando
meio de cultura, de modo a atingir as concentragdes de 25-100 %, para serem entao

submetidos ao contato com as células.

AVALIACAO DA IMUNOGENICIDADE DO HIDROGEL

Dosagem de citocinas

Os hidrogéis foram avaliados quanto a capacidade de induzir a produgao de

citocinas, conforme descrito para avaliagdo da resposta imunoldgica do complexo. As



72

células foram expostas aos hidrogéis a base de PVA e suas extragbes realizadas
conforme descrito para o ensaio de citotoxicidade.

AVALIACAO DAS PROPRIEDADES DE ADESAO CELULAR

Ensaio de adesédo celular

Para determinar o potencial de adesao 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 umida com 5 %
de CO2 e 37 °C por 24 horas. Apos atingir 80 % de confluéncia, as células foram
descoladas da garrafa de cultura com auxilio de um removedor de células (cell

scraper).

Os hidrogéis previamente esterilizados conforme descrito nos ensaios de
citotoxicidade foram transferidos para placa estéril de 12 pogos. Aproximadamente
50.000 ceélulas foram inseridas em cada pogo em meio de cultura (DMEM
suplementado com 10 % de soro fetal bovino) e subsequentemente incubadas por 4

horas a 37 °C. Os hidrogéis foram retirados dos pogos e transferidos para outra placa.

A fixagao das células foi realizada utilizando metanol, considerando 5 minutos
de contato, e lavagem com PBS pH 7,2. Apés fixagao, as células foram coradas com
violeta de genciana e os hidrogéis foram visualizados em microscopio otico invertido.

O controle positivo correspondeu as células e o negativo, a um pogo vazio.



73

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 DESENVOLVIMENTO DO COMPLEXO

Para desenvolvimento do complexo de papaina e ciclodextrina foram
realizadas avaliacbes das implicagdes estruturais da enzima na formacdo do
complexo, efeito da concentragao de ciclodextrina e tempo de complexagéao, visando

determinar as condi¢cbes adequadas para sintese.

5.1.1 IMPLICAGOES DA ESTRUTURA PROTEICA NA FORMAGAO DO

COMPLEXO

5.1.1.1 AVALIAGAO DA ESTRUTURA DA PAPAINA

Para um estudo especifico sobre a estrutura molecular da enzima, assim como
sobre a disposicdo dos aminoacidos na molécula, foi estimada a distribuicdo das
subestruturas proteicas, onde observou-se um predominio das folhas-B sobre a
ocorréncia da a-hélices (TABELA 4), além da ocorréncia de voltas ( turns) e zonas

que nao apresentam estrutura secundaria definida (random coil).

TABELA 4 - Distribuicdo das subestruturas proteicas na molécula de papaina.

Estrutura secundaria Ocorréncias Porcentagem (%)
Helix 58 27
Beta 69 32
Random Coil 84 39
Voltas 3 28 13

* Calculos realizados considerando o raio atdmico obtido de [80].



74

A seguir, foram avaliadas as ligagdes de hidrogénio (TABELA 5) e a ocorréncia
e distribuicdo dos angulos diédricos (TABELA 6).

TABELA 5 - Ligagdes de hidrogénio presentes na estrutura da papaina.

Parametro Calculados Esperado*
Distancia média (A) 22104 2,204
Energia média (kcal/mol) -1,7 £1.0 -2,0 £0.8
Residuos com Lig. H 148 (70 %) 158 (75 %)

*Valores esperados obtidos de [93]; Lig. — Ligagao, H — Hidrogénio.

Os angulos diédricos permitem avaliar a possibilidade de acesso ao solvente
e definir as regides especificas onde a combinagédo dos angulos Phi e Psi de cada
unidade peptidica apresentam ou nao colisbes estéricas entre atomos dos

aminoacidos envolvidos [81].

TABELA 6 — Valores calculados e tedricos para os angulos diédricos presentes na

estrutura da papaina.

Estatistica Observado Teodrico*
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 (x 18.0) -66,7 (x 15,0)
Chi Gauche- médio 59,1 (£ 18,2) 64,1 (£ 15,7)

Chi Trans médio

Desvio padrao de chi
Média Omega (>90)

168,1 (£12,4)
16,11
-179,8 (+ 5,4)

168,6 (+ 16,8)
15,70
180,0 (+ 5,8)
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TABELA 6 — Valores calculados e tedricos para os angulos diédricos presentes na
estrutura da papaina (continuacgéo).
Residuos com (<90) 1 (0 %) -

* Valores obtidos por [95].

5.1.1.2 INTERAGAO PROTEINA SOLVENTE

A avaliagcao da interagao proteina-solvente fornece informacdes especificas
sobre a estrutura da proteina, permitindo uma analise da interacdo de cada
aminoacido presente na molécula com o solvente, considerando as possiveis
implicacbes da estrutura proteica [81]. Os resultados a seguir sdo baseados na

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

A representagao grafica dos resultados obtidos com relacdo a avaliagao
estrutural da papaina e sua interacdo com o solvente estao representadas abaixo
(FIGURA 23).

Superficie de
solvente

Ligagdio de |
hidrogénio

Ligantes ~ Ponte de
hidrogénio

Metanol

Superficie acessivel por solvente Superficie inacessivel por s'ol_vsnm
(Raio de Van der Waals + Sonda de 1,4 angstrons) (Sonda de 1,4 angstrons)

FIGURA 23 - Representagdo grafica da Interagdo papaina-solvente, considerando
que: A — superficie acessivel ao solvente (considera a area obtida pela sonda de 1,4
angstrons + o raio de Van der Walls); B — superficie inacessivel por solvente (toda a

area situada dentro dos limites da area obtida por uma sonda de 1,4 angstrons).
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A superficie do solvente, relacionada a interface papaina-solvente foi obtida e
esta representada graficamente a seguir (FIGURA 24).

Superficie do solvente
(Sonda de 1,4 angstrons)

FIGURA 24 - Representagao grafica da superficie de solvente (interface papaina-

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

A area acessivel por solvente da papaina (TABELA 7) foi calculada
considerando os valores estimados com relagdo aos dados descritos nas TABELAS
5e 6. Observa-se uma AAS total de 9142,3 A2, onde 7842,2 A2 s&o atribuidos & cadeia

lateral, e 1300,1 A2 & estrutura proteica (backbone).

A determinacdo da AAS da papaina revela que 5126,8 A2 e 5127,3 A?
correspondem & regido exposta e cadeia lateral respectivamente, onde 1220,2 A2 e

1134,2 A2 correspondem & porgéo com carga (TABELA 7).
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TABELA 7 — Area de superficie acessivel por solvente da molécula de papaina.

AREA ACESSIVEL AO CALCULADO TEORICO*
SOLVENTE

AAS total 9142,3 A2 9726,2 A?

AAS da estrutura (backbone) 1300,1 A2 -

AAS das cadeias laterais 7842,2 A2 -

AAS do C 5161,2 A2 -

AAS of N 11132 A2 -

AAS of N* 529,2 A2 -

AAS of O 2155,1 A2 -

AAS of O 161,8 A2 -

AAS do S 21,8 A2 -

Exposta apolar 5126,8 A2 5576,8 A2

Exposta polar 2795,3 A2 1828,5 A2

Exposta com carga 1220,2 A2 1737,0 A2

Cadeia lateral apolar 5127.3 A2 -

Cadeia lateral polar 1580.7 A2 -

Cadeia lateral ¢/ carga 1134.2 A2 -

Fracionada apolar 0.56 0.61 (£ 0.03)

Fracionada polar 0.31 0.20 (£ 0.05)

Fracionada c/ carga 0,13 0,19 (£ 0,05)

Média residual 43,3 A3 -

Média fracionada 0,2 -

*Valores esperados de acordo com [94].

A porcdo acessivel apolar corresponde a 11545,5 A2, e a porcéo lateral a
3888,6 A2 (TABELA 8), frente a um volume total de 27682 A3 (TABELA 9). O peso
molecular obtido corresponde a 23.323,21 Da e, apresenta correlagdo adequada com
os dados da literatura, descritos como 23.500 Da [26].
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TABELA 8 — Area de superficie acessivel por solvente para a cadeia lateral (exceto
N, C, O).

AREA ACESSIVEL AO SOLVENTE CALCULADO
Estendida apolar 21867,8 A2
Estendida polar 11545,5 A2
Estendida ¢/ carga 3013,3 A2
Cadeia lateral estendida apolar 21741,3 A2
Cadeia lateral estendida polar 3888,6 A2
Cadeia lateral estendida c/ carga 2937,6 A2

E relevante notar que, nos resultados obtidos, alguns parametros de calculo,
bem como as areas atbmicas e residuais, apresentam divergéncias se comparados
aos dados apresentados pelos autores pioneiros, tal fato se atribui aos algoritmos
empregados que, no respectivo periodo, eram aproximados, e os dados apresentados
possuem menor erro implicito, conforme calculados analiticamente utilizando o
programa ANAREA.

TABELA 9 — Volume calculado da molécula de papaina.

PROPRIEDADE CALCULADO TEORICO*

Volume Total (A3) 27682,0 27971.,8

Volume residual médio (A3 131,2+43,3 125,0 £40,0

Volume Fracionado médio 1,0+ 0,1 1,0+ 0,1

Peso Molecular (Da) 23323,21 23500**
*[8];**[26].

5.1.1.3 AREA ACESSIVEL AO SOLVENTE FRACIONADA

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

superficie exposta de cada residuo da papaina acessivel ao contato com moléculas
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de agua/solvente. Em geral, indices mais baixos de AAS correspondem aos residuos
hidrofébicos ou localizados no interior da estrutura, enquanto valores elevados de

AAS sao atribuidos aos residuos hidrofilicos ou localizados no exterior [81, 95].
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Area de superficie acessivel por salvente fracionada

M? do amincacido
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FIGURA 25 - Area acessivel por solvente fracionada obtida para a molécula de
papaina (9pap.pdb) utilizando o software VADAR.

O perfil apresentado revela uma predominancia de residuos com baixos
indices de acessibilidade por solvente, inferiores a 0,5. Por outro lado, alguns
residuos apresentam uma grande area acessivel por solvente, indicando que a
disposicao especifica dos residuos e a estrutura tridimensional da papaina conferem
acessibilidade suficiente para permitir interagdes com as ciclodextrinas.

5.1.1.4 DISPOSIGAO DOS AMINOACIDOS

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

cada residuo passivel de complexagao, foi realizado um estudo a partir de cada
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aminoacido da papaina fornecendo dados para descrever a formacédo do complexo,
auxiliar na interpretagcéo dos resultados e na selegéo das técnicas a serem utilizadas

para uma caracterizacao adequada do complexo formado.

FENILALANINA

A disposi¢cao e a ocorréncia dos residuos de fenilalanina na estrutura da
papaina estado descritas na FIGURA 26, e correspondem aos residuos Phe-28, Phe-
141, Phe-149 e Phe-207.

Fenilalanina

P

p iy -

A

Superficie acessivel por
solvente % A

Superficie inacessivel
por solvente

Superficie molecular

FIGURA 26 - Disposicdo e interagao dos residuos de fenilalanina presentes na
papaina com o solvente, considerando que: A — distribuicdo dos residuos; B —
superficie molecular; C — superficie inacessivel por solvente; D — area acessivel por

solvente.

Conforme observado, a area acessivel por solvente para tais residuos é
relativamente pequena (TABELA 10). Os valores estimados para a AAS variam de

6,2 a 29,5 A2 indicando pouca ou nenhuma possibilidade de interacdo com as
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moléculas de CDs, devido a disposi¢ao do aminoacido na estrutura tridimensional da

molécula, sendo, portanto, menos suscetiveis a complexagao com as ciclodextrinas.

A Phe-207 apresentou o maior indice de AAS entre os residuos apresentados
(29,5 A?); contudo, os resultados indicam baixa acessibilidade geral para estes
residuos devido as implicagdes bioquimicas impostas pela estrutura proteica da
papaina.

TABELA 10 — Analise estrutural dos residuos de fenilalanina presentes na papaina.

Ne° Estrutura Superficie Superficie AAS AAS Volume
Residuo Secundaria lateral fracionada fracionada
AAS AAS
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 — A2; Volume — A3; Hélices — "H"; Folhas B —"B";

TRIPTOFANO

Os residuos de triptofano encontrados na estrutura da papaina e sua
respectiva interagdo com o solvente estado descritos graficamente na FIGURA 27 e
correspondem ao Trp-7, Trp-26, Trp-69, Trp-177 e Trp-181.
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Triptofano
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FIGURA 27 - Disposicéao e interagao dos residuos de triptofano presentes na papaina
com o solvente, considerando que: A — distribuicdo dos residuos; B — superficie

molecular; C — superficie inacessivel por solvente; D — area acessivel por solvente.

TABELA 11 — Analise estrutural dos residuos de triptofano.

Ne° Estrutura Superficie Superficie AAS AAS Volume
Residuo Secundaria lateral fracionada fracionada
AAS AAS

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 211 0,09 211 0,09 216,9

AAS fracionada — 0.00 a 1,00; AAS — A2; Volume — A3; Hélices — "H"; Folhas 8 — "B";
Estruturas n&o definidas (Coil) — "C";

Os valores da AAS calculados estdo descritos na TABELA 11, e, embora
apresentem valores relativamente superiores aos residuos de fenilalanina, variando
de 4,0 a 86,3 A2 a possibilidade maior de interacdo é atribuida apenas a dois
residuos, Trp-69 e Trp-177, localizados nas estruturas H e C respectivamente, os

quais apresentaram 86,3 e 64,7 A2de AAS residual, respectivamente.
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De maneira geral, valores de AAS superiores ou equivalentes a 60 A2 indicam
acessibilidade ao solvente.

TIROSINA

Dentre os aminoacidos hidrofébicos aromaticos presentes na estrutura da
papaina esta a tirosina, que, além da ocorréncia em maior numero, apresentou
valores superiores da AAS (TABELA 12), indicando que a posi¢cdo e disposigcao
destes residuos na molécula permitem uma maior interagado entre o aminoacido e o

solvente, e, por consequéncia, a ciclodextrina.

TABELA 12 — Analise estrutural dos residuos de tirosina presentes na molécula da

papaina.
Ne° Estrutura Superficie Superficie AAS AAS Volume

Residuo Secundaria lateral fracionada fracionada

AAS AAS

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 — Analise estrutural dos residuos de tirosina presentes na molécula da

papaina (Continuacao).

186 B 16,7 0,08 16,7 0,07 199,8
197 C 108,3 0,93 108,3 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 — A2; Volume — A3; Hélices — "H"; Folhas 8 — "B";

Estruturas n&o definidas (Coil) — "C";

Particularmente os residuos 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 A?, indicando que, em geral, os residuos de tirosina
encontram-se mais acessiveis quando comparados com os residuos de fenilalanina
e triptofano. A representagao grafica da interagdo destes residuos com o solvente,

bem como sua acessibilidade, esta na FIGURA 28.
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FIGURA 28 - Disposicao e interagao dos residuos de tirosina presentes na papaina
com o solvente, considerando que: A — distribuicdo dos residuos; B — superficie

molecular; C — superficie inacessivel por solvente; D — area acessivel por solvente.
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HISTIDINA

Os residuos de histidina presentes na molécula de papaina (FIGURA 29), His-
81 e His-159 apresentam valores de AAS reduzidos (TABELA 13), o que indica baixa

acessibilidade.

Histidina

| . h - .}
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]
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e
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Superficie molecular

FIGURA 29 - Disposicao e interagcao dos residuos de histidina presentes na papaina

com o solvente, considerando que: A — distribuicdo dos residuos; B — superficie

molecular; C — superficie inacessivel por solvente; D — superficie acessivel por

solvente.

Cabe ressaltar que o residuo His-159, em particular, faz parte do sitio ativo da
enzima, composto por His-159, Cys-25 e Asn-175 e, deste modo, uma complexacéo
neste local poderia acarretar em alteragdes na interagao sitio-ativo/substrato, e que
podem refletir diretamente na atividade enzimatica. De maneira semelhante, a
complexagao com residuos localizados proximos do sitio ativo podem comprometer
a atividade enzimatica devido ao possivel impedimento estérico, capaz de dificultar
ou impedir a ligagdo do substrato com o sitio ativo.
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TABELA 13 — Analise estrutural dos residuos de histidina presentes na molécula da

papaina.
Ne° Estrutura Superficie Superficie AAS AAS Volume
Residuo Secundaria lateral fracionada fracionada
AAS AAS
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 — AZ; Volume — A3; Folhas B — "B";

PROLINA

Os residuos de prolina presentes na molécula de papaina apresentam uma
AAS elevada, com excegédo dos residuos Pro-129 e Pro-209 (TABELA 14), que
apresentam AAS reduzidas, confirmando a possibilidade da interacdo destes

residuos com as moléculas de ciclodextrina.

TABELA 14 — Analise estrutural dos residuos de prolina presentes na papaina.

Ne° Estrutura Superficie Superficie AAS AAS Volume
Residuo Secundaria lateral AAS fracionada fracionada
AAS

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 — A% Volume — A3; Hélices — "H"; Folhas B —"B";
Estruturas n&o definidas (Coil) - "C";
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Tais resultados apontam que as implicagdes da estrutura da papaina na
formacdo de complexos de inclusdo com ciclodextrinas acarretam em baixa
acessibilidade para fenilalanina, histidina, bem como alguns residuos de triptofano, e
maior acessibilidade para tirosina e prolina. Destaca-se, entdo, a possibilidade de
formacéo de complexos entre ciclodextrinas e papaina. Os residuos de prolina e suas
interagdes com o solvente estédo representados na FIGURA 30.
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FIGURA 30 - Interacao dos residuos de prolina presentes na papaina com o solvente,
considerando que: A — distribuicdo dos residuos; B — superficie molecular; C —

superficie inacessivel por solvente; D — superficie acessivel por solvente.

5.1.2 DETERMINAGAO DOS PARAMETROS DE SINTESE DO COMPLEXO

Visando estabelecer a concentracdo de ciclodextrina adequada para a

formacdo do complexo, o complexo de papaina e [(-ciclodextrina em diferentes
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propor¢cdes molares foi avaliado quanto a sua atividade enzimatica e perfil de

fluorescéncia.

Apobs a solubilizagdo dos componentes (T=0), ndo foram observados efeitos
estatisticos sobre a atividade da papaina, considerando a adi¢cao de B-CD até a
proporcao molar de 1:50. O perfil de atividade enzimatica da papaina na presenga da
ciclodextrina esta contido nas FIGURAS 31 e 32.
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FIGURA 31 - Atividade enzimatica da papaina em fungao da adicao de concentragbes

distintas de ciclodextrina (1-10 nMol-') apds solubilizagdo dos compostos (T=0).

Em concentragdes superiores de ciclodextrina, foi observado uma redugéo da
bioatividade da enzima, conforme os dados apresentados na FIGURA 32. Contudo,
os valores s0 se apresentaram estatisticamente significativos em proporgdes molares

superiores a 1:100.

A literatura reporta que a CD influencia na bioatividade das enzimas, devido a
formacdo do complexo molecular, e que, quando se encontram em altas
concentragoes, elas tendem a desestabilizar ou denaturar proteinas [56]. Tal efeito €

atribuido a formacgao de complexo com residuos do sitio ativo ou proximos a ele, de
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modo a impedir total ou parcialmente o encaixe do substrato. Outro fator é a reducao
da mobilidade.

110

*kk

Atividade relativa
(%)

controle 1:25 1:50 1:100 1200
Complexos de papaina e p-ciclodextrina

FIGURA 32 - Atividade enzimatica da papaina em funcao da adicao de concentracdes
distintas de ciclodextrina (25-200 nMol") apds solubilizagdo dos compostos (T=0).

A avaliacao in silico da AAS revelou que, no caso especifico da papaina,
existem poucas chances de complexagdo com a his-159 (TABELA 13), e, deste
modo, tal efeito sobre a atividade enzimatica seria minimizado. Os resultados
demonstram que, corroborando 0s ensaios computacionais, apenas em
concentragbes muito elevadas de ciclodextrina foi observado o decréscimo de

bioatividade.

Almejando uma melhor visualizagdo da influéncia da ciclodextrina sobre a
papaina, os valores de atividade relativa em funcéo das diferentes concentragbes de
B-CD utilizadas foram estimados (FIGURA 33). Destaca-se o fendbmeno de

hipoativagao, que ocorreu para os complexos na proporgdo molar de 1:100 e 1:200.



90

110

Alividade relativa
(%)

controle 11 12 15 1:10 1:25 1:50 1:100  1:200
Complexos de papaina e p-ciclodextrina

FIGURA 33 - Atividade relativa da papaina (papaina isolada considerado 100%) em
funcao da concentragao de ciclodextrina apds solubilizagdo dos compostos.

No momento inicial (T=0), os espectros de emissao de fluorescéncia obtidos
utilizando excitacdo no comprimento de onda 280 nm, relacionado aos residuos
aromaticos presentes na papaina, revelaram que os complexos quando contrastados
com a enzima isolada (FIGURA 34) apresentaram perda significativa de

fluorescéncia, com uma diminuigdo mais expressiva para a proporgao molar de 1:5.
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FIGURA 34 - Espectro de fluorescéncia (300-400 nm) dos complexos de papaina e

ciclodextrina apos solubilizagdo dos compostos (T=0).

Tais distingbes passam a ser mais pronunciadas com o aumento da
concentracdo de ciclodextrina. Destacam-se as alteracbes observadas para as

concentragdes de 5-10 nmol-' de CD.

Corroborando as informacdes da literatura, bem como os efeitos de
hipoativagdo desencadeados por concentracbes maiores de ciclodextrina, os
espectros emissao obtidos para estas amostras indicaram que, nas proporgcdes
molares superiores a 1:25, as modificagdes s&o ainda mais significativas e intensas,
possivelmente indicando uma desestabilizagdo da estrutura (FIGURA 35). Cabe
ressaltar que nao foram registrados deslocamentos de picos, apenas alteragbes que
indicam mudancgas no microambiente que envolve os residuos aromaticos presentes

na papaina [96].

De maneira mais especifica, as modificacbes observadas no espectro de
fluorescéncia indicam a ocorréncia de dois fendmenos: a formacdo de uma
conformagao menos rigida como resultado do aumento da intensidade (1-10 nMol) e
o desenvolvimento de uma estrutura mais compacta, observada para as
concentragdes maiores (25-200 nMol). Tais mudangas séo atribuidas também devido
as modificagdes no microambiente, de natureza mais apolar, gerado ao redor dos
aminoacidos encapsulados, neste caso em especifico, os residuos aromaticos — Trp,
Phe, His.
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FIGURA 35 - Espectro de emissdo (300-400 nm) dos complexos de papaina e
ciclodextrina em diferentes propor¢cdes molares apds solubilizacdo dos compostos
(T=0).

A interacao da papaina e da ciclodextrina em funcdo do tempo foi avaliada
visando estabelecer o tempo de incubacéo a ser adotado para a realizacido da sintese
do complexo, permitindo uma avaliacdo da influéncia deste parametro na formagao

do complexo.

Apoés 24 horas de incubagéo, os espectros de fluorescéncia (FIGURA 36)
indicaram que existe, para todas as concentragdes de 3-CD, um aumento significativo
da intensidade de fluorescéncia se comparada a papaina nativa, fornecendo uma

evidéncia da formacao do complexo.

A utilizagdo dos complexos nas propor¢des molares maiores (superiores a 50
nMol) de CD foram descartados, considerando a perda de atividade enzimatica

registrada nos experimentos utilizando o substrato especifico.
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FIGURA 36 - Espectro de fluorescéncia da papaina e ciclodextrina apos 24 horas de
incubacao.

A analise de bioatividade enzimatica revelou decréscimo de atividade para
todas as concentragdes apds 24 horas (FIGURA 37), com excegado da proporgéo
molar de 1:10, que, embora tenha apresentados modificagdes nos perfis de

fluorescéncia, ndo apresentou perda significativa da atividade enzimatica.
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FIGURA 37 - Atividade enzimatica dos complexos de papaina e B-ciclodextrina (1-25

nMol) apés 24 horas de incubacéo.
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Decorridas 48 horas de incubagado, a analise de fluorescéncia revelou que
todos os complexos apresentaram diminuicdo da intensidade dos picos se
comparados ao controle (FIGURA 38). Cabe ressaltar que a sensibilidade a hidrdlise

da enzima [8] aumenta de acordo com a exposigao por longos periodos de incubagéo.

Unidades de fluorescéncia

Comprimento de onda de emisséo (nm)
FIGURA 38 - Espectro de fluorescéncia de complexo de papaina e ciclodextrina em

diferentes propor¢des molares no tempo de 48 horas.

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

modificagdes mais significativas em relagdo as demais amostras.

Com estes experimentos, foi possivel selecionar a concentragao de 1:10 como
possivel propor¢cdo molar adequada para a formagdo do complexo, embora
caracterizagdes ainda sejam necessarias para confirmar tal escolha. O tempo de
incubacao selecionado foi de 24 horas, considerando que, nas decorridas 48 horas,
o espectro de fluorescéncia indicou possivel desestabilizagcdo da estrutura proteica e

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

A estequiometria dos complexos de ciclodextrina envolvem proporgdes
molares de 1:1, 1:2; contudo, nestes casos 0 encapsulamento ocorre com
praticamente a molécula toda, e, como resultado, observam-se modificagdes intensas
nas propriedades fisico-quimicas do material como resultado deste fenbmeno. No

caso das proteinas, como os complexos sdo multiplos, a localizagcao exata destes
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complexos pode ou n&o assegurar modificagdes significativas na molécula
encapsulada, resultando em alteragcdes menos pronunciadas frente a complexos
tipicos.

As ciclodextrinas ndo complexadas presentes no meio contribuem para a
manutengao da conformacgao original da proteina, favorecendo sua estabilidade e, em
alguns casos, assegurando manutencao da estabilidade enzimatica. Os resultados
obtidos sugerem alteragdes mais significativas na faixa de 5-10 nMol, e deste modo,
selecionamos a propor¢ao molar de 1:10 (PAP:BCD) para a formagéao do complexo,
considerando também os resultados computacionais.

Embora os resultados tenham evidenciado modificagdes mais significativas
com uso de proporcdes molares superiores ao selecionado, o fator limitante que
inviabiliza a utilizacdo de concentracbes mais elevadas de ciclodextrina corresponde
a solubilidade destes oligossacarideos [97,98], impossibilitando a execugdo dos
processos em maior escala, além do efeito desestabilizante sobre proteinas.

5.1.3 OTIMIZACAO DO COMPLEXO DE PAPAINA E CICLODEXTRINA

A influéncia do uso de diferentes ciclodextrinas e da trealose, agucar nao ciclico
reconhecido por melhorar a estabilidade da papaina [12], na fluorescéncia da papaina

em fungao do tempo foi avaliada.

Ao compararmos os espectros de fluorescéncia da papaina utilizando (3:CDs
modificadas com 24 horas de incubagdo (FIGURA 39), um perfil distinto indica
diferentes respostas frente ao uso de diferentes ciclodextrinas, onde as alteracdes
mais significativas foram observadas para B-CD, ocasionando um aumento de
fluorescéncia. O complexo obtido com HP-BCD se mostrou similar ao controle, e
utilizando DM-BCD, uma redugao na intensidade foi observada. A trealose revelou um

perfil similar ao da DM-BCD, porém com maiores alteracdes.
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FIGURA 39 - Espectros de fluorescéncia dos complexos de papaina e diferentes

ciclodextrinas apds 24 horas de incubacao.

As modificagdes apresentaram uma tendéncia a se tornarem mais
significativas em fung&o do tempo, contudo o periodo nao foi estendido, uma vez que
se estipulou o tempo de encapsulamento molecular de 24 horas, considerando perda

de atividade caracteristica da enzima em solugdes aquosas.

Considerando que a alteracao no perfil da enzima é diferenciada frente ao tipo
de ciclodextrina utilizada, ressalta-se a necessidade de avaliar os resultados da
caracterizagdo biologica para ver qual delas € mais eficaz para atender as

necessidades propostas no trabalho.

5.1.4 SINTESE DO COMPLEXO DE PAPAINA E CICLODEXTRINA

A sintese do complexo de papaina e [(B-CD foi realizada utilizando os
parametros determinados, como proporcdo molar de 1:10, 24 horas de incubacgao e
agitacao de 90 rpm. O processo de liofilizagdo durou em torno de 3 a 4 dias, levando
a formagdo de um po6 altamente higroscopico. O rendimento do processo esta em
torno de 90 %.
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Apods terminado o processo, o complexo desenvolvido foi embalado, selado a
vacuo e devidamente identificado. O produto foi armazenado em freezer (-20 °C) até
o momento do uso. O produto desenvolvido em uma embalagem prépria esta
representado na FIGURA 40.

FIGURA 40 - Complexo de papaina e B-CD desenvolvido, considerando que: A —
embalagem contendo 1 g do complexo; B — complexo liofilizado.

5.1.5 CARACTERIZACAO BIOLOGICA DO COMPLEXO

5.1.5.1 CITOTOXICIDADE

QUERATINOCITOS HUMANOS

A avaliagdo da citocompatibilidade do complexo foi inicialmente estudada
utilizando queratindcitos humanos, uma vez que estas sao as células alvo, por
comporem a camada mais externa da pele [85]. A FIGURA 41 contém os resultados
de viabilidade celular frente ao estimulo utilizando papaina nativa como controle e o

complexo sintetizado em diferentes propor¢cées molares.
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FIGURA 41 - Ensaio de viabilidade celular apds contato da papaina e complexo em

queratinécitos humanos, utilizando como corante vital o MTS.

A papaina nativa foi capaz de induzir a morte celular de maneira significativa
em concentragdes muito baixas, como inferiores a 0.2 mg.mL-'. Estes dados
corroboram a literatura, contudo, a enzima apresenta como caracteristica uma agao
semelhante a 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 adeséo celular e, portanto, impedindo a célula de desempenhar suas
funcdes vitais. Por esta mesma raz&o, n&do se observa um efeito dose-dependente,
porém, apds atingir a concentragdo necessaria para promover o descolamento, nao
ha uma influéncia direta na perda de viabilidade em funcdo do aumento da

concentracédo de papaina, conforme observado na FIGURA 41.

A selecao da faixa de concentragao para estudo da citotoxicidade da papaina
foi fundamentada em estudos anteriores, que ja apontaram essa faixa de
concentragdo como toxica nessa linhagem celular [25], de modo a permitir a
identificacdo de um possivel efeito das ciclodextrinas sobre a citotoxicidade intrinseca

da enzima.

O emprego da B-ciclodextrina levou a um aumento nos indices de viabilidade
celular de maneira dose dependente, uma vez que os melhores indices de viabilidade

foram atingidos para o complexo na propor¢ao molar de 1:10, corroborando os
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ensaios fisico-quimicos e ensaios computacionais. Tal alteracdo foi limitada com
relacdo a modificar a resposta de toxica para néo toxica, porém foram observadas
melhoras significativas na viabilidade celular em torno de 30 %. Tal efeito foi

observado em todas as concentracdes testadas e propor¢cdes molares.

Sumarizando os resultados obtidos, com relagéo ao perfil citotdxico, o emprego
da B-CD como ferramenta para diminuir a toxicidade da enzima se mostrou eficaz
com reducado na toxicidade caracteristica da papaina, porém nao suficiente para

eliminar o carater citotdoxico da enzima.

PBMC

De modo a determinar se a citotoxicidade observada de fato correspondia a
acao citotoxica da enzima ou era apenas decorrente de efeitos sobre a adesao
celular, células com propriedades distintas aos queratinécitos foram selecionadas.
Para tanto, o ensaio de viabilidade celular foi realizado em PBMC. Estas células tém
contato secundario com a lesdo, e mesmo nao correspondendo as células-alvo, elas
possuem papel fundamental na resposta imune, além de ndo serem aderentes como
os queratindcitos, o que permite uma avaliagao precisa do efeito citotdxico da enzima

sem influéncia do efeito sobre a adesao celular.

Decorridas 24 horas do estimulo com papaina (FIGURA 42), as concentracdes
foram viaveis até a concentragdo de 0,8 mg.mL"', considerando o material como

citocompativel com indices de viabilidade celular superiores a 80%.
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FIGURA 42 - Avaliagao da citotoxicidade da papaina em PBMC apds 24 horas de

contato.

Apds 72 horas de estimulo, apenas as concentragdes de 0,2 e 0,4 mg.mL"' se
mostraram citocompativeis, enquanto as amostras em concentragao igual ou superior
a 0,8 mg.mL"' se mostraram citotoxicas (FIGURA 43). Esta informagédo permite
identificar que existem ao menos dois parametros que influenciam na citotoxicidade
da papaina, a concentragdo e o tempo, indicando que concentragcdes superiores

podem ser seguras, desde que sejam utilizadas por um tempo reduzido.
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FIGURA 43 - Avaliacdo da citotoxicidade da papaina em PBMC apds 72 horas de

contato.
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Ao compararmos os resultados obtidos do estimulo de papaina frente aos
queratinécitos com os resultados do PBMC, é possivel distinguir um efeito citotoxico
real observado no PBMC em relacdo ao efeito da adesdo celular da papaina,

evidenciado nos queratindcitos humanos.
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FIGURA 44 - Avaliagdo da citotoxicidade da papaina complexada com B-CD em
PBMC apés 24 horas de contato.

Na presenca do complexo na propor¢cdo molar de 1:10, a resposta celular foi
ligeiramente distinta (FIGURA 44) decorridas 24 horas de contato, evidenciando um
possivel efeito citoprotetor, uma vez que os indices de viabilidade sofrem mudancgas

minimas até a concentragdo de 0,8 mg.mL-".

Apds 72 horas, tal efeito € ainda mais evidente, conforme observado na
FIGURA 45. Os complexos ndo se mostraram mais citotoxicos e, de maneira
semelhante ao efeito de 24 horas de estimulo, as concentragdes viaveis foram
estabelecidas como 0,8 mg.mL™". Tal efeito n&o foi observado para os queratindcitos
humanos, considerando que a papaina ja era citotoxica em concentragdes muito mais

baixas.
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FIGURA 45 - Avaliagao da citotoxicidade da papaina em PBMC apds 72 horas de
contato.

Considerando tais informagdes, é possivel verificar que o efeito da formagao
do complexo acarreta melhora nos perfis de viabilidade celular, tornando possivel o
emprego da papaina no tratamento de feridas, seja visando debridamento ou
cicatrizagéo, com redugao das reacgdes adversas decorrentes do emprego da enzima

isolada.

5.1.5.2 AVALIGAO DO POTENCIAL INFLAMATORIO E IMUNOGENICO

LIGAGAO ANTIGENO-ANTICORPO

A avaliacao de possiveis modificagdes na resposta imune desencadeada pela
papaina foi realizada por meio de ensaios de ELISA, utilizando anticorpo policlonal
especifico obtido de cabra, com o objetivo de identificar possiveis modificagdes

causadas pela irradiacao e/ ou pela formacao dos complexos com ciclodextrina.

A técnica selecionada permite detectar e determinar a ligagdo de anticorpos
frente a um antigeno, além de fornecer dados quantitativos sobre a ligagdo. A
natureza policlonal do anticorpo, ela assegura multiplos epitopos de ligacdo com o
antigeno e, desta forma, é adequada para monitorar as possiveis modificagcbes na

ligacdo da enzima com seu anticorpo especifico frente a modificagéo realizada.
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Na FIGURA 46 observa-se perfil equivalente estatisticamente para a papaina
livre e irradiada, e reducao significativa da ligagdo com o anticorpo na presenga da

ciclodextrina.
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FIGURA 46 - Interacdo papaina-anticorpo por método de ELISA da papaina nativa,
irradiada (10 kGy) e complexo de papaina e B-CD. ***= p<0,0001.

De maneira mais especifica, a irradiacao da papaina, na dose estabelecida de
10 kGy, nao desencadeou alteragao ou modificagcédo estrutural capaz de perturbar ou
mascarar os sitios de ligagcdo da enzima com o anticorpo especifico (FIGURA 46),
indicando que ao contrario do reportado na literatura para outros derivados proteicos
[17], possivelmente, no caso da papaina, ndo seriam observadas diferengas na
resposta imunoldgica frente a exposigao do anticorpo ante a papaina irradiada e

nativa.

Com relagdo ao emprego da ciclodextrina, os resultados evidenciaram o
potencial de redugdo na resposta imunoldgica induzida pela papaina quando
complexada com ciclodextrina, se comparada a proteina nativa; e, embora tal
resultado seja limitado com relagao a indicar e revelar possiveis efeitos de supressao
na resposta imune, 0 mesmo consiste em evidéncia experimental de possivel
diminuicdo das reacdes imunolégicas desencadeadas. E relevante destacar que as

ciclodextrinas isoladas n&o apresentaram leitura significativa (controle negativo) e,
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deste modo, confirma a auséncia de possivel interferéncia deste componente no

ensaio.

Dada a evolugao na tecnologia das ciclodextrinas, a B-ciclodextrina, alvo do
estudo, apresenta diversas modificagdes em seus radicais, incluindo grupamentos
metil, dimetil, hidroxipropil e outras, a fim de melhorar as caracteristicas deste
oligossacarideo ciclico, como solubilidade, hidrofobicidade, dentre outras. Deste
modo, visando otimizar possiveis efeitos da complexacgao utilizando 3-ciclodextrinas

modificadas, o ensaio foi realizado empregando m-p:CD, dm-3:CD e hp-3:CD.

Ao compararmos os perfis de ligagado antigeno-anticorpo, observamos que as
ciclodextrinas modificadas apresentam um efeito adicional sobre os sitios de ligacao
da papaina se comparadas a complexacao utilizando B-ciclodextrina, revelados pelo
decréscimo de intensidade na interagcéo papaina-anticorpo para os complexos obtidos
a partir de diferentes ciclodextrinas (FIGURA 47), onde se destaca um perfil de
ligacao decrescente na ordem de BCD>MBCD>DM=HP respectivamente. Novamente
as ciclodextrinas isoladas ndo apresentaram intensidade de ligagao significativa com

o anticorpo, excluindo possivel interferéncia nos resultados.
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FIGURA 47 - Avaliagcao da ligacdo papaina-anticorpo por método de ELISA dos

complexos de papaina e diferentes ciclodextrinas. ***= p<0,0001.
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Estas informagdes fornecem evidéncias experimentais de que o emprego de
tais ciclodextrinas poderia, eventualmente, reduzir ainda mais as possiveis respostas
imunoldgicas desencadeadas pela papaina se comparadas a [(:CD, embora o
experimento realizado nao permita identificacdo do motivo para tal modificagao, seja

por motivos de impedimento estérico ou por diferengas de polaridade.

O emprego de tais B:CDs modificadas, entretanto, ndo promove apenas
beneficios com relagdo ao encapsulamento molecular utilizando B-ciclodextrina, uma
vez que existem limitagdes atribuidas ao custo elevado [97], e a toxicidade em
algumas vias de administragdo. De maneira mais especifica, as ciclodextrinas
metiladas ou lipofilicas sdo indicadas para uso oral, enquanto a hidroxipropil é util
para administracao parenteral [97,98,99].

A B-CD, embora apresente limites de solubilidade, permite um emprego de
seus complexos, do ponto de vista farmacéutico, pelas vias oral e tdpica, sendo em
geral bem tolerado e empregado em medicamentos comercialmente disponiveis. No
entanto, seu emprego via parenteral é restrito, justamente devido a sua baixa
solubilidade [98].

As ciclodextrinas hidrofilicas, como a hp:B-CD, sao bem toleradas via oral e
intravenosa, em concentracbes de baixas a moderadas. Em contrapartida, as
ciclodextrinas mais lipofilicas, como a metil ou dm:B-CD, sdo amplamente absorvidas
pelo trato gastrintestinal e sdo toxicas para uso parenteral. Seu emprego por via oral

€ possivel, porém restrito pela toxicidade [98,99].

DOSAGEM DE CITOCINAS

Partindo da premissa de possivel supressao, ou ainda, de uma modificacido
nas propriedades de ligagdo antigeno-anticorpo, conforme observado
experimentalmente, fez-se necessaria a avaliacdo de possiveis mediadores
envolvidos na resposta imunoldgica frente ao estimulo com a papaina livre e
complexada. Para tal avaliagao foi realizado o estimulo de esplendécitos murinos com

as amostras, com posterior dosagem dos niveis de citocinas produzidos.
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A IL2 é uma interleucina essencial para o desenvolvimento e fung&o regulatoria
das células T, que desempenham o papel de inibir resposta imune e prevenir doencas
autoimunes [100]. De maneira mais especifica, a IL-2 promove a diferenciacao de
células T em células T efetoras e células T de memoria; quando estimulada por
antigenos, tais interleucinas desempenham papel no combate a infec¢des, podendo
também contribuir para supressdo de doengas como a dermatite alérgica crbnica
[101].

A FIGURA 48 contém a dosagem de IL2 produzida a partir do estimulo com as
amostras. Destaca-se um perfil mais pronunciado para a papaina irradiada e o
complexo, evidenciando que tais modificagbes foram capazes de estimular a
producao desta interleucina de maneira muito superior a enzima nativa, em nas
concentracdes mais baixas. Em concentragbes maiores tal producao foi suprimida
para todas as amostras avaliadas.
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FIGURA 48 - Dosagens de IL2 produzidas por esplendcitos murinos expostos a
papaina pura (PP), papaina irradiada (IP) e o complexo de papaina e B-ciclodextrina
(P-BC), realizada por citometria de fluxo usando o kit CBA.

O doseamento de IL6 (FIGURA 49) revelou que a produgéo desta interleucina
ocorre de maneira basal, e tendo sido observadas diferengas pouco significativas
frente ao estimulo com papaina nativa e complexada, se comparadas a produgcao

basal. O estimulo com papaina irradiada levou a um leve aumento em tais niveis.
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A IL6 é uma citocina pro-inflamatoria e altos niveis desta substancia indicariam
a presencga de um processo inflamatoério [102]. Desta forma, as alteragdes nos niveis
de IL6 foram consideradas n&o significativas, com possivel leve resposta pro-

inflamatdria indesejavel, quando a enzima € irradiada.
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FIGURA 49 - Dosagens de IL6 produzidas por esplendcitos murinos expostos a

Concentragdo (pg/mL}

papaina pura (PP), papaina irradiada (IP) e o complexo de papaina e B-ciclodextrina

(P-BC), realizada por citometria de fluxo usando o kit CBA.

Com relacéo a produgao de IFNy (FIGURA 50), novamente, observa-se uma
producao basal; apos estimulos com as amostras, observa-se um efeito minimo sobre
os niveis celulares de IFNy, identificados por um leve aumento. Esta alteragc&o foi
menos significativa para o complexo. Contudo, os resultados observados sao
semelhantes quando comparados com alguns alérgenos quanto aos niveis de
interferon local.

A importancia desse interferon € que ele é um fator de ativagdo de macrofago,
sendo a principal citocina efetiva da resposta imune celular, mostrando-se crucial para
resolucdo de imunopatologias relacionadas a alergias [103]. Adicionalmente, essa
citocina pode ser eficaz na reducao da inflamacgao, e eosinofilia em dermatite severa
alérgica [104].
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FIGURA 50 - Dosagens de IFNy produzidas por esplendcitos murinos expostos a
papaina pura (PP), papaina irradiada (IP) e o complexo de papaina e B-ciclodextrina
(P-BC), realizada por citometria de fluxo usando o kit CBA.

Os niveis de TNFa nao foram alterados em funcdo dos estimulos realizados
(FIGURA 51), excluindo possivel relagdo desta citocina com a resposta imune
desencadeada pela enzima. A ndo ativagao deste fator € particularmente desejavel,

uma vez que esta citocina é altamente inflamatoria [105].
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FIGURA 51 - Dosagens de TNFa produzidas por esplenécitos murinos expostos a
papaina pura (PP), papaina irradiada (IP) e o complexo de papaina e B-ciclodextrina

(P-BC), 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 ndo participa da resposta do organismo frente a rea¢ao alérgica causada
pela papaina. Esta interleucina apresenta importante acdo proé-inflamatéria e esta
associada a producéo de IL6 [1086].

400
= IL17a
E 300+
6B ==
2
Q
'S 200
g
g
S 100
o
0 T T T T T T 1 T
Célula ConcA 0,2 0,8 0,2 0,8 0,2 0,8
PP IP P-gC

FIGURA 52 - Dosagem de IL 17a produzidas por esplendcitos murinos expostos a
papaina pura (PP), papaina irradiada (IP) e o complexo de papaina e B-ciclodextrina
(P-BC), realizada por citometria de fluxo usando o kit CBA.

Os perfis de IL4 (FIGURA 53) também nao sofreram alteragao frente aos
estimulos. Esta informacao é relevante, considerando que uma produgao exacerbada
de IL-4 esta diretamente associada a alergias, enquanto a auséncia de producéo
desta citocina evidencia que as formulagdes testadas ndo sdo potencialmente
alergénicas [107]. De maneira especifica, a Interleucina-4 é uma citocinas que
desempenha papel crucial na regulagao de resposta imune, sendo capaz de causar

supresséo dos macrofagos e estimular produgao de imunoglobulinas [107].
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FIGURA 53 - Dosagens de IL4 produzidas por esplendcitos murinos expostos a
papaina pura (PP), papaina irradiada (IP) e o complexo de papaina e B-ciclodextrina

(P-BC), realizada por citometria de fluxo usando o kit CBA.

A 1I-10 é uma interleucina anti-inflamatéria que modula inflamacdes
promovidas por doengas alérgicas [108], e de maneira frequente, os niveis de IL10
sdo expressados em reagdes de natureza alérgica como asma, anafilaxia e alergia,
regulando estas respostas mediadas por IgE, estando também relacionada com
inflamacéao [109]. Embora a expressao desta interleucina esteja reduzida frente ao
estimulo com papaina, papaina irradiada e o complexo (FIGURA 54), tal expressao

€ desejavel, pois compde resposta do sistema imune frente a reag¢des alérgicas.
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FIGURA 54 - Dosagens de IL10 produzidas por esplendcitos murinos expostos a
papaina pura (PP), papaina irradiada (IP) e o complexo de papaina e B-ciclodextrina

(P-BC), realizada por citometria de fluxo usando o kit CBA.
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Em suma, o esplendcitos murinos apresentaram producéo de citocinas pré e
anti-inflamatérias frente ao estimulo com papaina, que aparentam estar em equilibrio
e a producao de IL10, que possivelmente corresponde a um dos principais
mediadores da respostas imunogénicas induzidas pelo uso da papaina, se mostrou
reduzida O emprego da radiagdo se mostrou pouco significativo sobre as citocinas
envolvidas na inflamac&o, mas levou a reducéo significativa nos niveis de IL10,

evidenciando possivel supressio da reposta imune.

O complexo também foi capaz de alterar as citocinas relacionadas a
inflamacéao, e de forma mais significativa se comparado a papaina pura e irradiada,
ocasionou uma supressao da IL10, mais uma vez indicando possivel redugdo nos
efeitos indesejaveis. Os resultados indicaram ativagao celular local, porém com agéo
balanceada entre IFNy e IL-10, sugerindo baixa ou nenhuma alergenicidade

desencadeada pelas formulacoes.

Estes resultados corroboram os experimentos da capacidade de ligagao da
papaina com o anticorpo, onde foi observada menor capacidade de ligagdo do
complexo com anticorpo especifico e consequentemente, menor resposta

imunoldgica.

5.2 EFEITO DA IRRADIACAO NA PAPAINA

5.2.1 EFEITOS DIRETOS DA IRRADIAGAO

A irradiacdo da papaina em pd ndo acarretou perda de atividade bioldgica
frente as doses de irradiagdo aplicadas (TABELA 15). Tal efeito se atribui a dois
fatores: o primeiro relacionado a presencga de dissulfito de sddio, potente agente
antioxidante empregado no ajuste da atividade da enzima, que impede a oxidag&o da
papaina; e o segundo, relacionado aos efeitos diretos da radiag&o, que, no caso da

irradiacao proteinas, sdo 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 radiacao especificada.

Amostra 0 kGy 5 kGy 15kGy 25 kGy
Po6 240 240 240 240
Solugao
216,5 169,2 57,24 42,76
aquosa
Tampao
283,1 258 243,5 233,8
fosfato
Gel 255,12 241,5 226,1 201

Em solucdo aquosa, a atividade enzimatica da papaina sofreu alteracgdes
bruscas em fungéo da dose, levando a inativagao de quase 80 % utilizando 15 kGy,
corroborando a literatura. Tal fato é atribuido aos efeitos indiretos da irradiagdo, uma
vez que, ao sofrer radidlise, a agua libera radicais capazes de atacar a estrutura

proteica e levar a inativagdo da papaina [68].

Visando confirmar tal teoria, a papaina foi irradiada em tampao fosfato
contendo cisteina, um agente antioxidante natural, e observou-se que o decréscimo
de atividade em funcéo da dose de irradiagao foi suprimido quase que na totalidade,

confirmando a hipétese elaborada.

De modo a avaliar possiveis interferéncias das propriedades de difusdo do
meio, a papaina foi irradiada em gel, contendo a mesma concentragao de cisteina da
solugcdo tampao. Novamente o decréscimo de atividade enzimatica foi similar. A
protecdo conferida pelo gel e pelo tampao foram muito semelhantes, mesmo sob
diferentes doses de radiacédo (0-25 kGy) e diferentes condi¢des de difuséao,
confirmando, portanto, que os efeitos da exposicdo a radiagcao estdo diretamente
relacionados com os efeitos indiretos da irradiacdo. E importante destacar que a
cisteina também é capaz de ativar a papaina e, por isso, os valores de atividade inicial

estdo maiores que os registrados para papaina em po.

Visando a esterilizagdo do complexo, estes resultados indicam a possibilidade
de irradiacdo do complexo na forma sdélida e posterior incorporacdo em condi¢coes

assépticas a uma forma farmacéutica ou, ainda, permitindo aplicagdo direta,
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considerando o emprego do complexo como uma nova forma de apresentagao da

papaina.

5.2.2 EFEITOS INDIRETOS DA RADIAGAO

Considerando o papel dos efeitos indiretos da irradiagdo na atividade da
papaina, um estudo especifico da interacdo da papaina com os principais radicais
oriundos da radidlise da agua, OH® e e-44 foi realizado.

EFEITO DA OHe

Para avaliar a interacao da papaina com a OH?®* foi realizada uma varredura
frente a cada pulso de radiacéo aplicado. O aduto papaina-OH® apresenta uma faixa
maxima de absorbancia entre 290 e 350 nm (FIGURA 55) e deste modo, a

determinagao da constante de reacéo foi realizada a 330 nm.
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FIGURA 55 - Espectro de absor¢ao no UV-Vis do aduto papaina-OH® determinado
por radidlise de pulso em atmosfera de N20O. Pulso de 7 ns, 20 Gy por pulso e A = 290
a 500 nm.
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A cada pulso de radiacéo conferido, a formacgao e o decaimento do aduto foi
foram acompanhados. A constante de reacédo, estabelecida como decaimento de
cinética de primeira ordem (k’) dos radicais em fung¢do da concentragdo da enzima

em uma escala de microssegundos (FIGURA 56).
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FIGURA 56 - Determinacdo da constante de reacdo do aduto papaina-OH® por

radiolise de pulso em atmosfera de N20. Pulso de 7 ns, 20 Gy por pulso e A= 330 nm.

A constante de reagdo com OH* (kOH*®) com a papaina foi estabelecida como
1,3 x 10" dm mol"' s™'. A literatura especifica também descreve valores proximos
aos obtidos, estabelecidos como 4,7 x 10" dm= mol' s*' [68,110]. A discrepancia
obtida, possivelmente, consiste na diferenca de purificagdo das papainas utilizadas,

ja que a papaina utilizada neste trabalho corresponde ao grau de pureza bioquimico.

Os efeitos do OH*® na molécula de papaina sdo capazes de desencadear a
ativacdo da enzima, uma vez que o radical pode reagir diretamente com o residuo
cisteina-25, causando a oxidacao do sitio ativo e, desta forma, inativando a enzima.
Tais resultados evidenciam que embora a constante de reacido com o OH® por residuo

seja baixa, a contribuicdo destes radicais para a inativagao da enzima é relevante.
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EFEITO DO E'aa

O elétron aquoso é uma molécula redutora, e seus efeitos na molécula da
papaina sdo mais pronunciados sobre as pontes de dissulfeto, causando, assim, uma

inativacao irreversivel da enzima [68].
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FIGURA 57 - Determinagcdo da constante de reacdo do aduto papaina-eaq. por

radidlise de pulso. Pulso de 7 ns, 20 Gy por pulso e A= 720 nm.

A constante de reagdo da papaina com o eaq foi estabelecida como 1,44 x10°
para a molécula toda e 1,68 x 10° para cada aminoacido (FIGURA 57), indicando
contribuicdo de tal espécie reativa na degradagdo da enzima. No entanto, ao
compararmos as constantes obtidas para o eaq € OH*® respectivamente, observou-se
que o elétron, embora exerca um efeito conhecido sobre a papaina, possivelmente
nao seja o principal responsavel pela inativagcdo da mesma, causada pela exposi¢cao

a radiacao, 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 a base de PVP apresentam translucidez caracteristica e permite
a visualizagao da ferida durante seu emprego como curativo (FIGURA 58), além de
excelente biocompatibilidade, sendo, portanto, material de escolha para sintese de

hidrogéis.

FIGURA 58 - Hidrogel de PVP desenvolvido.

As formulagdes protétipo utilizadas no estudo foram elaboradas considerando
trés compostos como base, o PVP, polimero a ser reticulado e formar a rede
polimérica, o agar, e o polietileno glicol. De maneira especifica, o agar foi empregado
para permitir consisténcia mecéanica adequada para as etapas de envase e exposi¢cao

a radiagao, e o polietileno glicol, para conferir plasticidade ao material.

Apoés a sintese do hidrogel, propriedades especificas dos sistemas foram
avaliadas visando caracterizagdo da forma farmacéutica, como integridade fisica

(avaliacdo macroscopica), fragao gel e intumescimento (TABELA 16).

Dentre os hidrogéis desenvolvidos, poucos apresentaram integridade fisica

suficiente para aplicagdo como curativo. Dentre elas, as formulagdes mais adequadas
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para aplicacdo como curativo dérmico corresponderam as formulacdes F-2B, F-2C,
F-2D, F-2E e F-2F.

TABELA 16 — Caracterizagao dos hidrogéis a base de PVP desenvolvidos.

PVP PEG Agar

Intumescimento Fragao gel

*Formulagoes Aprovadas
(%) (%) (%) (%) (%)
F-1A 6 0 - 95,39 Nao
F-2A 6 1,5 121 76,62 Nao
F-3A 6 5 263 44,30 Nao
F-1B 6 0 0,5 27 90,02 Nao
F-2B 6 1,5 0,5 127 64,54 Sim
F-3B 6 5 0,5 201 4417 Nao
F-1C 6 0 1,5 49 78,23 Nao
F-2C 6 1,5 15 104 46,47 Sim
F-3C 6 5 1,5 92 41,43 Nao
F-1D 15 0 0 242 90,54 Nao
F-2D 15 1,5 0 438 82,15 Sim
F-3D 15 5 0 504 67,73 Nao
F-1E 15 0 0,5 218 93,42 Nao
F-2E 15 15 05 256 85,70 Sim
F-3E 15 5 0,5 282 92,97 Nao
F-1F 15 0 1,5 185 87,12 Nao
F-2F 15 15 15 124 72,57 Sim
F-3F 15 5 1,5 121 68,58 Nao

*Formulagdes desenvolvidas sem papaina;

Os niveis de intumescimento obtidos variaram entre 27-438 %, variando de

acordo com a fragdo gel obtida (TABELA 16), que variou entre 44-95%. Embora

esses valores de intumescimento ndo sejam suficientes para assegurar uma

membrana capaz de absorver o exsudato formado, esses niveis 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 fragdo gel obtidos revelam uma

boa porcentagem de reticulagcéo do sistema.

A seguir demonstramos a caracterizagdo morfologica, utilizando microscépio
eletrdbnico de varredura em diferentes resolugdes das amostras selecionadas

(FIGURA 59). Destaca-se a homogeneidade das membranas obtidas.

O agar foi utilizado, considerando que ele favorece a reticulagao e a formagao
de uma estrutura policristalina, além de assegurar a integridade da membrana
previamente ao processo de irradiagdo, o que permite um envase adequado. Fato
este observado nos experimentos, nos quais a formulagcédo F-2C contendo 6 % PVP

e 0,5 % agar, e a F-2D, contendo 15 % PVP, apresentaram melhores resultados.

Spot Magn  Det WD ————— 2 um AccV  Spot Magn Det WD —— 2um
10000x SE 13.1 F2C 20.0kv 2.4 10000x SE 128 F2D

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 formagdo da membrana contribuiu para a homogeneidade do hidrogel, ao
compararmos as formulagbes contendo diferentes concentracbes de PEG,

apresentando um perfil similar.
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AccV  SpotMagn Det WD —— 2pm
20.0 kv 25 10000x SE 12.8 F3E

AccV Spot Magn Det WD —— 2um
200kv 1.7 10000x SE 126 F2E

AccV SpotMagn Det WD ——— 2ym
200KV 26 10000x SE 113 F3E-P

v - £ ¥ 8
AccV  Spot Magn Det WD —— 20um
200kv 25 1000x SE 113 F3E-P

FIGURA 60 - Microscopia eletrénica dos hidrogéis a base de PVP, considerando que:
A -3 % de PEG; B -5 % de PEG; C — 3 % de PEG na presenca de papaina (0,5 %,
p/p) com aumento de 1000x; D — 3 % de PEG na presenga de papaina de com

aumento de 10.000x na presenca de papaina 0,5 % (p/p).

Com relagao a veiculacado da papaina nas membranas selecionadas, todas as
formulagbes conferiram resultados insatisfatérios — membrana de hidrogel com
problemas de formagao, indicando predominio de cisdo molecular ao invés de
reticulagéo, levando a perda de viscosidade do sistema e auséncia de integridade
fisica. Exemplo de estrutura com papaina pode ser visualizado na FIGURA 60 C e D.
Tais experimentos evidenciaram a necessidade de alteragdo do polimero-base. De
maneira especifica, ao adicionarmos a concentragcao de papaina de 0,5 % (p/p),
observamos que o sistema apresenta baixa ou nenhuma capacidade de veiculagao

de papaina, sendo, portanto, inadequado para veiculagdo da enzima.
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De maneira alternativa, foi realizada a substituicdo do polimero empregado
para o polivinil alcool, 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 as necessidades de veiculagado da papaina dentro da faixa
terapéutica (0,2-2 %), foi selecionado o PVA como polimero base, dada a
possibilidade de associar fenbmenos de reticulagao fisica, induzidos por ciclos de
congelamento [111] e reticulagdo quimica [19], produzida em fung&o da irradiacéo da

amostra.

As membranas foram produzidas considerando a formulagéo base de 10 % de
PVA, concentracao esta, que é usual para preparo de hidrogéis com este polimero
[111], 1,5 % de PEG e 1,5 % de &gar, utilizando concentracado de papaina de 2 %.
Neste caso, ambas as concentracdes levaram a formagao da membrana, indicando
maior capacidade de veiculacido de papaina se comparado ao sistema obtido a base
de PVP.

As embalagens desenvolvidas para preparo e acondicionamento, bem como o

preparo dos hidrogéis desenvolvidos estdo apresentados na FIGURA 61.
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\
FIGURA 61 - Preparo e embalagem dos hidrogéis a base de PVA contendo papaina
e 0 complexo de papaina e B-ciclodextrina, considerando que: A — disposicao das
solugdes 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 fisica
adequada para utilizagdo como curativo, demonstrando propriedades fisicas

preservadas na presencga de papaina (FIGURA 62).

FIGURA 62 - Hidrogel contendo o complexo de papaina e [-ciclodextrina
desenvolvido sendo manuseado, considerando que: A — ao inicio da remogao da

placa; B — remogao quase completa.
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As propriedades fisicas apresentadas pelos hidrogéis permitem seu uso como
curativo primario, para diversas aplicagdoes e locais (FIGURA 63), sendo ainda
possivel a aplicagcdo de um curativo secundario. Adicionalmente, tais propriedades
permitem também uma adequacéao do curativo a cada ferida, uma vez que € possivel
realizar o corte mecanico sem dificuldades, desde que realizado em condigbes

asseépticas.

FIGURA 63 - Hidrogel desenvolvido sendo aplicado, considerando que: A — na mao;
B — no antebraco.

Em suma, o hidrogel a base PVA se mostrou mais adequado para veiculagéo
da papaina e do complexo em concentracdes terapéuticas, correspondendo a forma
farmacéutica alternativa ao sistema a base de PVP, observado como inadequado

para veiculacao de concentra¢des de papaina superiores a 0,5 %.

5.3.1.1 PROPRIEDADES DE INTUMESCIMENTO

O grau de intumescimento € uma propriedade relacionada com a interagao
polimero-solvente e o grau de reticulagdo do polimero. A medida € realizada
considerando a massa em fungdo do tempo. O intumescimento maximo das
membranas foi atingido em torno de 8 horas e os valores estdo descritos na TABELA
17.
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TABELA 17 — Avaliacao das propriedades de intumescimento maximo dos hidrogéis

desenvolvidos a base de PVA.

Formulagao Intumescimento Desvio padrao

maximo (%)

A 8,11 0,027
B 10,31 0,028
Cc 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 radiagao ionizante associada a cristalizagao
como rota de sintese, os niveis de intumescimento atingidos estavam na faixa de 8-
15 % na presenca de papaina, dependendo da formulagdo (TABELA 17). A
formulacdo F apresentou maior capacidade de intumescimento, enquanto a
formulacao A, apresentou menores indices. Tal efeito pode ser atribuido a presenca

da ciclodextrina e cisteina, no entanto, a variagdo é pouco significativa.

Os hidrogéis controle, contendo apenas PVA, PEG e agar apresentaram
propriedades de intumescimento muito superiores aos obtidos para as mesmas
membranas na presenca de proteina e dos outros componentes (TABELA 17).
Corroborando os resultados da literatura [49], a presenca de proteinas acarreta
diminuicdo intensa das propriedades de intumescimento apresentadas pelo hidrogel.
Atribui-se tal efeito a altera¢des na pressao osmatica, e no tamanho de poros da rede
formada, dificultando assim a expansao das cadeias poliméricas e reduzindo a

absorcao de agua, por consequéncia [77].

Ao compararmos a influéncia dos ciclos de congelamento na formagao do

hidrogel destacamos que (TABELA 17) quanto mais se congela, mais se diminui o
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intumescimento, decorrente da formacdo de uma estrutura cristalina mais densa e

rigida, e reducéo da fase amorfa.

De maneira pratica, as propriedades de intumescimento séo relevantes uma
vez que esta propriedade esta relacionada com possivel capacidade de absorcéo de
fluidos e exsudato pela membrana, podendo ou nao restringir a aplicagdo do curativo
em feridas exsudativas e, neste caso, € possivel estabelecer que estes sistemas sao
mais recomendados para aplicagdo em feridas pouco exsudativas. No caso do
debridamento de feridas exsudativas, uma solucdo pode ser utilizar o curativo por
menos tempo, realizando trocas recorrentes, de modo a permitir uma manutencao

adequada da ferida.

5.3.1.2 FRAGAO GEL

A fragdo gel € uma propriedade que avalia a porcentagem reticulada do
sistema. No caso das formulagbes a base de PVA, os valores de fragéo gel variaram
pouco, entre 82-86 % (TABELA 18). Destaca-se que o processo de cristalizagao
associado a reticulacao por radiacdo permitiu uma nanoestruturacdo adequada do

sistema na presenga de papaina.

TABELA 18 — Avaliacao da fragao gel dos hidrogéis a base de PVA desenvolvidos.

Formulagoées Fracao Gel (%) Desvio padrao
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 diferenga entre os hidrogéis de PVA e PVP é que o primeiro recebe
grande influéncia da temperatura, podendo ou ndo desencadear um fendmeno
denominado cristalizacdo [111]. Esta cristalizacdo, ndo apenas confere resisténcia
mecanica a membrana como aproxima e reduz a quantidade de regiées amorfas dos

polimeros.

Conforme podemos observar na TABELA 18 a fragdo gel diminuiu com os
ciclos de congelamento. Tal fendmeno ocorre uma vez que a reducao da fase amorfa,
regido-alvo das reticulagdes, restringe consideravelmente os sitios disponiveis para
formacao de reticulagbes [19,111]. Embora os valores de fragdo gel obtidos foram
altos para os sistemas, especula-se que tais reticulagbes sejam majoritariamente
fisicas, e quimicas em uma menor escala, indicando que o fendbmeno da cristalizagao
desempenha papel majoritario na manutengdo da estrutura e integridade fisica do
material.

Embora o hidrogel B tenha apresentado maiores indices de frag&o gel, tal valor
€ minimo se comparado as demais formulagdes contendo papaina € na auséncia de
papaina, evidenciando experimentalmente que a presenca dos demais componentes
da formulagao ndo exercem efeito significativo sobre a formacéo das reticulagdes e

consequentemente da fracao gel.

5.3.1.3 DENSIDADE DE RETICULAGAO

A densidade de reticulacao revela detalhes sobre a nanoestrutura do material
em se tratando de distribuicdo e tamanho médio dos poros do hidrogel. A avaliagéo

da densidade de reticulagdo dos hidrogéis esta descrita na TABELA 19.

Os niveis de densidade de reticulacdo dos sistemas avaliados indicaram uma
diminuicdo da densidade de reticulagcdo na presenga de papaina e dos outros
componentes. Na presenga de ciclodextrina (formulacdo F) destaca-se uma maior

densidade de reticulacédo, se comparado aos demais.

Embora tais diferengas tenham sido observadas, ndo houve distingao no perfil
de liberagao, indicando que na faixa de densidade de reticulagao atingida nao existem

variagdes significativas com relagéo ao perfil de liberagéo.
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TABELA 19 — Valores de densidade de reticulagdo obtidos para os hidrogéis a base

de PVA desenvolvidos para veiculagdo do complexo.

Formulagoées Densidade de reticulagdo (Mol/cm3)
A 2,93.10°%

B 1,58 .10°3

C 1,48 .10

D 1,46 .10

E 1,36. 103

F 5,08 .10

G 2,167. 102

PVA (1 ciclo) 2,10

PVA (3 ciclos) 4,93 .10

Na auséncia de proteinas, observou-se que a densidade de reticulagao atingiu
valores muito superiores, evidenciando que o sistema se comporta de maneira distinta
na presenca da proteina. Tal fendbmeno pode ser explicado pelo fato de que, na
auséncia de proteina, a reticulacdo nao encontra barreiras ou implicacbes
estereoquimicas, levando a formagdo de um hidrogel com maior densidade de

reticulacao.

A distribuicdo das proteinas na forma farmacéutica corresponde a um
parametro de avaliacdo da qualidade do material, uma vez que uma membrana
heterogénea nao permitiria um debridamento adequado e uniforme, além de
influenciar em outras propriedades, como as mecanicas, que podem acarretar em

por¢cdes mais rigidas e outras mais frageis.

O reagente de Bradford, corante especifico para proteinas, ao entrar em
contato com proteinas, adquire uma coloracdo azul, e permite ensaio a nivel
quantitativo e qualitativo. Destacamos que tal corante ndo possui interacdo com o
polimero. Observou-se uma distribuicdo homogénea do corante sobre a membrana,

evidenciando distribuigdo homogénea da papaina no hidrogel (FIGURA 64).
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FIGURA 64 - Avaliagao da distribuigdo das proteinas no hidrogel contendo complexo

de papaina e B-ciclodextrina desenvolvido.

5.3.1.4 VEICULAGAO DA PAPAINA E DO COMPLEXO

A adicao da papaina em etapa final permite redugao nas etapas de processo,
que poderiam acarretar perda de atividade bioldgica, minimizando a degradagéo

enzimatica relacionada a produg¢éao do hidrogel.

E relevante destacar que a formacdo dos hidrogéis a base de PVA nao
dependeu apenas da reticulagdo quimica promovida pela radiagdo, como foi
observado para os hidrogéis a base de PVP. A cristalizacdo permitiu associar a
manutencgao da atividade bioldgica e melhora nas propriedades da membrana, além
de permitir a veiculagdo de maiores quantidades de papaina, efeito este que nao
ocorreu de maneira tao pronunciada em hidrogéis a base de PVP.

Com relacao a translucidez, a adicao de papaina em maiores concentragcbes
contribuiu para uma perda consideravel de translucidez dos hidrogéis.
Adicionalmente, um comprometimento maior neste aspecto foi observado nos
hidrogéis de PVA, decorrente da cristalizagao, que levou a formagao de um hidrogel
branco e opaco. Tal fendmeno nao foi observado quando o PVP foi utilizado.
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5.3.1.5 AVALIAGAO DA LIBERAGAO DO COMPLEXO PELO HIDROGEL

A liberagcdo da membrana foi simulada em sistema tampao (FIGURA 65)
utilizando o pH fisiolégico. Observa-se uma liberagdo pouco significativa nos
momentos iniciais (até 6 horas de incubagdo). Decorridas 24 horas, o sistema atinge

seu equilibrio, e a liberacdo € mantida estavel até as 48 horas de incubacéo.
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FIGURA 65 - Perfil de liberagdo dos hidrogéis a base de PVA.

Destaca-se que o perfil de liberacdo €& muito similar ao perfil de
intumescimento, confirmando a imobilizacdo por enredamento, uma vez que,
alterados os tamanhos dos poros, a liberacdo ocorre. Nao foi observado um efeito

"burst" inicial, conforme observado para outros hidrogéis poliméricos [113].

E relevante destacar que para a aplicacdo desejada, ou seja, na ferida, o
contato do hidrogel com os fluidos biolégicos € muito menor do que o contato

promovido no ensaio, e, desta forma, os resultados indicam que existiria pouca ou
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nenhuma liberagdo e os efeitos seriam promovidos por efeito de contato. Tal
informacéo € relevante uma vez que pode acarretar em menor taxa de reacgdes
adversas e problemas atribuidos ao emprego da papaina. O efeito terapéutico, entao,

seria promovido por efeito de contato majoritariamente.

A auséncia de liberacdo nos momentos iniciais pode ser um indicativo de uma
boa distribuicdo da proteina na membrana, uma vez que esse efeito inicial tende a
ocorrer em fungédo da liberagdo das proteinas presentes na superficie do hidrogel
[114].

Ao observarmos a cinética de liberagdo da papaina e do complexo nas
membranas desenvolvidas, observou-se um perfil similar, corroborando os resultados
obtidos, nos quais pouca variagdo em outras propriedades como fragcdo gel e
intumescimento foram relatadas. A liberagao da papaina ocorreu em torno de 26 %
do conteudo inicial, evidenciando uma nanoestrutura capaz de impedir essa liberacao

e, dessa forma, tentar minimizar os efeitos adversos promovidos.

A avaliagao da atividade biolégica frente ao tempo (coletado apds 24 horas de
incubacéao) revelou que, destes 26 % comparado a solugdo mae contendo papaina a
2 %, a bioatividade medida é equivalente a uma atividade de 14,42 %, indicando a
perda de atividade em fungao do processo estabelecida como aproximadamente 45
%.

A FIGURA 66 revela o perfil de atividade dos hidrogéis contendo papaina e
complexo frente ao hidrogel contendo apenas papaina nativa (hidrogel B). Observa-
se que na presenca de trealose e ciclodextrina, ambos com cisteina (formulacéo F e
G), foram obtidos os valores maximos de atividade, indicando que o efeito da
ciclodextrina foi similar ao do emprego da trealose.

O efeito da concentracao de cisteina também influiu na bioatividade, indicando
que, mesmo em concentragdes baixas, esta molécula ndo s6 auxilia na atividade da
enzima, mas atua na manutencao de sua estabilidade, conforme descrito em literatura
[115].
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FIGURA 66 - Avaliagdo da bioatividade dos hidrogéis desenvolvidos 7 dias apés

irradiacao.

5.3.1.6 AVALIAGAO DO POTENCIAL CITOTOXICO DO HIDROGEL

PBMC

A citocompatibilidade do material foi avaliada frente as células mononucleares
do sangue periférico, revelando o potencial citotoxico da forma farmacéutica. A
FIGURA 67 contém os resultados de viabilidade celular obtidos apés estimulo de 24

horas com os hidrogéis por contato direto.

A intencao deste teste foi de avaliar os possiveis efeitos citotdxicos da forma
farmacéutica associada ao ativo. Os resultados indicaram um perfil citotdxico similar
para todos os géis. No entanto, foi observado que ocorreu absorgdo do meio de
cultura que continha as células suspensas durante o experimento, o que levou a uma

contagem reduzida de células e baixos indices de viabilidade celular.
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FIGURA 67 - Ensaio de citotoxicidade dos hidrogéis a 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 avaliagdo biolégica de biomateriais
[93]. Para tanto, foram realizadas extragdes dos hidrogéis e os volumes de meio

extrator foram calculados com base na capacidade de intumescimento das

membranas.
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FIGURA 68 - Ensaio de citotoxicidade das extracbes dos hidrogéis a base de PVA

com células mononucleares do sangue periférico.
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Apoés estimulo de 24 horas com os extratos dos hidrogéis destaca-se uma
citocompatibilidade adequada, nao tendo sido observadas concentragdes citotdxicas

para nenhuma das concentragdes dos extratos utilizados.

Decorridas 72 horas de estimulo (FIGURA 69) nenhuma toxicidade foi
observada. Efeitos de proliferacdo celular foram observados, evidenciados pelo

aumento da viabilidade celular se comparados as células isoladas.

No caso da papaina livre, tanto o tempo quanto a concentracédo sao fatores
importantes para desencadear a toxicidade da papaina. No entanto, para os hidrogéis
desenvolvidos, ndo foram observados tais efeitos, devido a baixa liberagdo da
papaina e do complexo por parte do hidrogel, além do efeito citoprotetor promovido

pela ciclodextrina.

O conceito envolvido nas diluicdes € atribuido a possibilidade da presenca de
compostos toxicos na formulagcdo, como mondmeros ou outros fragmentos
possivelmente gerados na formagdo da membrana. Para tanto, o processo de
extragao foi realizado de maneira a garantir que a papaina presente estaria inativada.
Entretanto, nas condicbes em que o teste foi realizado, as membranas nao
apresentaram citotoxicidade, estando de acordo com o0 que preconiza a norma para

biomateriais [93].

72h

S ET =T

80===F F==q===ft==~==F"

i

HH
r
i
|
i
_|
HH

I

;

60+
50
40+
30
20
10+

Wiabilidade Celular %

Cell 25 50 75 100 25 50 75 100 25 50 75 100 25 50 75 100
I 1 L 1 1

FVA Hidrogel A l Hidrogel F I Hidrogel G
Diluicéo do hidrogel (%)
FIGURA 69 - Ensaio de citotoxicidade das extracbes dos hidrogéis a base de PVA

com células mononucleares do sangue periférico apés 72 horas de estimulo.
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5.3.1.7 AVALIGAO DO POTENCIAL INFLAMATORIO E IMUNOGENICO

DOSAGEM DE CITOCINAS

A dosagem de citocinas foi realizada ap6s o estimulo das células
mononucleares do sangue periférico por 5 dias. As citocinas envolvidas na resposta

dos esplendcitos frente ao estimulo do hidrogel corresponderam a IL2, IL6, IFNy,
TNFa e IL10.

Com relacdo a IL2, destaca-se que o efeito foi desencadeado pelos extratos,
indicando que por contato direto, ndo existe papaina suficiente para desencadear tal

resposta. Os resultados obtidos estdo descritos na FIGURA 70.
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FIGURA 70 - Dosagem de IL2 produzidas por esplendcitos murinos expostos ao

hidrogel e suas extragdes, realizada por citometria de fluxo usando o kit CBA.

A IL6 foi observada para as diluicdes e apenas para o PVA isolado, indicando
que a membrana sozinha é também capaz de desencadear resposta inflamatéria.

Entretanto, tal resposta € inibida na presenca da papaina e do complexo (FIGURA
71).
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FIGURA 71 - Dosagem de IL6 produzidas por esplendcitos murinos expostos ao

hidrogel e suas extragdes, realizada por citometria de fluxo usando o kit CBA.

Os niveis de IFNy obtidos sao inferiores ao nivel basal celular e, portanto, estes

efeitos sao despreziveis (FIGURA 72).
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FIGURA 72 - Dosagem de IFNy produzidas por esplendcitos murinos expostos ao

hidrogel e suas extragdes, realizada por citometria de fluxo usando o kit CBA.

O hidrogel apresentou, também, um efeito sobre a produgédo de TNFa; porém,

tal efeito parece estar relacionado com o polimero ou demais constituintes da matriz,

uma vez que a formulacdo nao induziu resposta por contato direto, apenas a

membrana controle (FIGURA 73).
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FIGURA 73 - Dosagem de TNFa, produzidas por esplendcitos murinos expostos ao

hidrogel e suas extragdes, realizada por citometria de fluxo usando o kit CBA.

E relevante destacar que um dos principais efeitos do estimulo com papaina
observados corresponde aos niveis de IL10. Destaca-se que com relagao ao hidrogel
por contato direto, tal efeito ndo é observado (FIGURA 74). Esta informacgao permite
compreender que os efeitos observados estao relacionados com a membrana em si,
envolvendo de forma mais expressiva os mediadores pro e anti-inflamatérios, e outros

gue nao foram observados para a papaina.
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FIGURA 74 - Dosagem de IL10 produzidas por esplendcitos murinos expostos ao

hidrogel e suas extragdes, 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 administracdo da papaina que, dada a sua nanoestrutura, néo
permite uma liberagao significativa da papaina, minimizando, desta forma, os efeitos
indesejaveis relacionados ao emprego da papaina, com agao através do contato.
Adicionalmente, tais efeitos podem ser minimizados de modo mais efetivo se

utilizarmos o complexo ao invés da enzima nativa.

AVALIACAO DO POTENCIAL ANTIMICROBIANO DO HIDROGEL

A abordagem das propriedades antimicrobianas de dispositivos se torna
relevante ao considerarmos a possibilidade de auxiliar na manutengao e recuperacgao
da ferida através do controle da carga microbiana local, assim como diminuir a
necessidade do emprego de agentes antibidticos ou biocidas utilizados e,

consequentemente, reduzir a necessidade de intervengdes cirurgicas.

FIGURA 75 - Avaliagao das propriedades antimicrobianas dos hidrogéis de PVA
contendo papaina, complexo de papaina e [-ciclodextrina frente a cepa de
Escherichia coli (ATCC 8739) em meio TSB utilizando método de difusdo em disco.

De modo a avaliar as propriedades biocidas da forma farmacéutica, os hidrogéis
a base de PVA contendo a papaina e o complexo (formulagbes A, B, F e G) foram

avaliados com relagdo 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 selegéao de tais microrganismos, além de ter sido realizada em conformidade
com a literatura especifica [92], engloba os principais grupos de microrganismos
patogénicos. Na FIGURA 75, os efeitos dos hidrogéis sobre o crescimento de
Escherichia coli, ao contrario de um efeito inibitorio, foi observado um crescimento

sobre a superficie do hidrogel.

FIGURA 76 - Avaliagao das propriedades antimicrobianas dos hidrogéis de PVA
contendo papaina e complexo de papaina e B-ciclodextrina frente a cepa de
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027) em meio TSB utilizando método de difuséo

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 - Avaliagao das propriedades antimicrobianas dos hidrogéis de PVA
contendo papaina e complexo de papaina e B-ciclodextrina frente a cepa de
Staphylococcus aureus (ATCC 6538).

A cepa de Candida albicans também nao sofreu nenhum efeito inibitério frente
a exposi¢ao ao hidrogel (FIGURA 78). Considerando os resultados dos ensaios
microbiolégicos realizados, destaca-se a auséncia de capacidade biocida dos
hidrogéis na presenga ou auséncia de papaina e/ou complexo, indicando que nas
concentragbes utilizadas (2%, p/p) nédo foi observado nenhum efeito de inibigdo

microbiana.

FIGURA 78 - Avaliacao das propriedades antimicrobianas dos hidrogéis frente a cepa
de Candida albicans (ATCC 10231).
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AVALIACAO DAS PROPRIEDADES DE ADESAO CELULAR

Na busca por identificar a interagao entre o hidrogel e seus componentes, com
as células da lesdo ou ferida, a capacidade de permitir a adesao celular dos sistemas
produzidos foi avaliada utilizando fibroblastos. Tal propriedade € de grande relevancia
para o desenvolvimento de curativos avancados, uma vez que a adesao celular sobre
o curativo pode acarretar graves prejuizos aos pacientes e consequentemente

dificultar o processo de cicatrizagao.

O processo de adeséo celular é de fato uma agao tempo-dependente, portanto
o cultivo foi realizado por 24 horas de modo a garantir tempo necessario para a

realizacao do processo de adesao celular.
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FIGURA 79 - Micrografia obtida por microscopia 6ptica (aumento de1000x) do
controle de fibroblastos utilizados para o teste de adesao celular, considerando que:

A — campo escuro; B — campo claro.

O controle de células (FIGURA 79) utilizado correspondeu as células em meio
de cultura de modo a permitir a visualizagdo e a contagem das células viaveis
empregadas no ensaio, assegurando a viabilidade do mesmo e, permitindo a

confirmagéo da auséncia ou nido de fibroblastos nos hidrogéis.

Os resultados obtidos por microscopia apds cultivo das células sobre os
hidrogéis esta descrito na FIGURA 80 (A e B) e FIGURA 81 (A e B), onde observam-
se os hidrogéis sem a presenca de células aderidas.
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FIGURA 80 - Micrografia obtida por microscopia optica do hidrogel de PVA sem
papaina apos 24 horas de contato com as células BALB/c 3T3 para o teste de adesao
celular, considerando que: A — utilizando aumento de 1000x; B — utilizando aumento
de 4000x.

FIGURA 81 - Micrografia obtida por microscopia 6ptica (aumento de 1500x) do
hidrogel a base de PVA apds 24 horas de contato com as células BALB/c 3T3 para o
teste de adesao celular, considerando que: A — hidrogel com papaina; B — hidrogel

contendo o complexo.

Apesar do efeito conhecido da papaina sobre a adeséo celular, o hidrogel de
PVA, contendo ou n&o papaina em sua composi¢cao, ndao conferiu ambiente propicio
a adeséao e ao crescimento dos fibroblastos. Tal informagao € de grande relevancia,
considerando que o tratamento de queimaduras ou problemas de pele, requer o
emprego de agentes ou dispositivos ndo aderentes, evitando assim problemas na

cicatrizacdo, remocao e troca do curativo.
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6 CONCLUSAO

A avaliacdo in silico das implicagdes estruturais da papaina indicou
acessibilidade de residuos-alvo para a formagdo do complexo, como Triptofano,
fenilalanina e tirosina, evidenciando, desta forma, a possibilidade de formacao de

multiplos complexos de inclusao entre a ciclodextrina e a papaina.

A formacao do complexo acarretou reducio da citotoxicidade da papaina, além
de diminuir o reconhecimento por anticorpo especifico e levar a uma diminuicdo na
producéo de citocinas murinas frente ao estimulo com papaina. Outro ponto relevante
€ que a formagédo do complexo ndo exerceu nenhum efeito significativo sobre a
atividade proteolitica da papaina. Deste modo, o complexo liofilizado demonstrou
adequado para a administracdo da papaina, com melhor biocompatibilidade e
possivel reducao dos efeitos adversos decorrentes de seu uso topico, se comparados

a enzima isolada.

O emprego da radiacdo sobre a papaina isolada, objetivando redugédo dos
efeitos imunoldgicos, apresentou algum efeito quando realizado em solugdo. A
influéncia do processo de irradiacdo do complexo e da papaina a uma dose
estabelecida de 10 kGy n&o foi capaz de desencadear alteragdes na resposta imune
por meio da ligacdo com o anticorpo. No entanto, o doseamento de citocinas, revelou
auséncia de TNFa e IL-4 e, um pequeno aumento nos niveis de IL-2, IFNy e IL10,
sugerindo possivel redugéo da resposta imunogénica da papaina, porém de maneira
menos efetiva que a complexagdo com ciclodextrinas. E relevante destacar que,
embora a radiag&do seja conhecida por alterar e/ou reduzir as propriedades toxicas e
imunogénicas de proteinas e toxinas, tal efeito ndo se mostrou efetivo no caso da

papaina dentro das condi¢des avaliadas.

O hidrogel a base de PVA demonstrou ser uma forma farmacéutica adequada
para veiculagdo do complexo e da papaina isolada por permitir a associagao dos
processos de cristalizacao e reticulagdo, e ainda promover a esterilizacao causada
pela exposi¢cdo a radiagdo gama, levando a formagao de nanoestrutura adequada

para veiculacido destas substancias em concentracdes terapéuticas.

Tal sistema, contendo o complexo ou a papaina isolada se mostrou

biocompativel e nao aderente, além de apresentar integridade fisica adequada para
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utilizacdo como curativo dérmico, mesmo nao apresentando propriedades

antimicrobianas frente as cepas estudadas.

Por fim, conclui-se que o desenvolvimento do complexo de papaina e
ciclodextrina permitiu uma forma de apresentacdo biocompativel da enzima
associada a possivel reducdo nas reacdes adversas causadas pelo uso tépico da
papaina. Adicionalmente, o hidrogel a base de PVA contendo o complexo de papaina
e ciclodextrina desenvolvido apresentou propriedades adequadas para utilizacao
como curativo primario, e, desta forma, constituindo novo dispositivo biomédico

promissor para tratamento de feridas e ulceras dérmicas.
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