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RESUMO

Curativos a base de produtos naturais sdo de bastante interesse na industria
farmacéutica por apresentarem baixa rejeicdao pelo organismo. O alginato, um
polissacarideo encontrado nas paredes celulares de algas marrons, tem excelentes
propriedades para o uso como biomaterial, devido a sua biodegradabilidade e
biocompatibilidade. Curativos de alginato ja sdo uma realidade terapéutica, porém, eles
atuam apenas mantendo o ambiente adequado para a cicatrizacdo. Com o intuito de
melhorar suas propriedades, foi proposta a incorporacdo da papaina para acelerar e
melhorar a cicatrizacéo de feridas. Essa enzima ja é usada na composi¢cao de pomadas
e cremes para tratamento de feridas, pois € capaz de promover o desbridamento dos
tecidos desvitalizados ou necréticos proximos a lesdo, acelerando o processo de
cicatrizacdo. O desenvolvimento de um curativo a base de alginato e papaina agrega as
propriedades cicatrizantes de ambos 0s materiais que atuardo melhorando o processo
de cicatrizacdo. No presente trabalho, a papaina foi imobilizada por adsorcéo fisica e
foram avaliadas as melhores condi¢cdes para imobilizagdo (concentracdo inicial,
temperatura e pH) e medido o rendimento da imobiliza¢&o ao quantificar a proteina retida
através do teste de Bradford. Foi feito um estudo da estabilidade enzimatica apés
imobilizacdo e ao longo do periodo de armazenamento (28 dias). A libera¢do da enzima
foi quantificada utilizando célula de Franz. Foram feitos testes de caracterizacao quimica
e morfolégica (FTIR e MEV) e ensaios bioldgicos in vitro (hemolise, citotoxicidade e
antibacteriano). Verificou-se que as melhores condicdes de imobilizacdo foram
encontradas em meio neutro, concentracao inicial de 20 mg/mL de papaina e a 25 °C. A
enzima continuou ativa apds imobilizacéo (5,89 U/mg). Ao longo do tempo notou-se que
a papaina imobilizada tem menor reducéo da atividade relativa comparada a em solugéo
(manteve 29,15% da atividade inicial contra 6,31%). Foi constatado que 64,1% da
enzima total imobilizada foi liberada ap6s 24 horas. Os ensaios bioldgicos apontam para
um material bioativo e ndo hemolitico. Com base nesses testes iniciais, foi possivel obter

um biomaterial com bom potencial para ser aplicado como curativo bioativo.

Palavras-chave: curativo, alginato, papaina, adsorcao



ABSTRACT

Natural-based dressings are of considerable interest in the pharmaceutical industry
because they have low body rejection. Alginate, a polysaccharide found in the cell walls
of brown algae, has excellent properties for use as biomaterial, as it is biodegradable,
biocompatible and non-toxic. Alginate dressings are already a therapeutic reality,
however they act only by maintaining the proper moisture of the place. In order to improve
its therapeutic properties, it was proposed the incorporation of an enzyme (papain) to
accelerate and improve wound healing. Papain may be found in the composition of
ointments or creams for the treatment of wounds, as it is capable of promoting the
debridement of the devitalized or necrotic tissues near the lesion, accelerating the healing
process. The development of a dressing based on alginate and papain adds the healing
properties of both materials that will potentially act to improve the healing process. The
adsorption of the enzyme on a support can stabilize its structure and allow a controlled
release. In the present work, papain was immobilized by physical adsorption and the best
conditions for immobilization (initial concentration, temperature and pH) were evaluated
and the yield of immobilization was measured by the Bradford test. It was analyzed
whether the enzyme remained active after immobilization as well as measurements were
taken over time to assess its stability. Desorption of the protein and its release using
Franz cell was studied. Characterization tests (FTIR and SEM) and in vitro biological
assays were performed (hemolysis, cytotoxicity and antibacterial). It was found that the
best immobilization conditions were in neutral medium, 20 mg/mL and 25 ° C. The
enzyme remained active after immobilization (5.89 U/mg) and over time it was observed
that immobilized papain had a smaller decrease in relative activity compared to solution
(29.15% of its initial activity versus 6.31% over 28 days). Desorption showed that 97% of
the enzyme was released after 6 hours; in the Franz cell, 64.1% of the enzyme was
released after 24 hours. The biological assays point to a material with low cytotoxicity and
not hemolytic. Based on these initial tests, it was possible to obtain a biomaterial with
good potential to be applied as a bioactive dressing.

Key words: dressing, alginate, papain, adsorption
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1. INTRODUCAO

1.1. Curativos

Quando a continuidade da pele é interrompida devido a uma lesdo mecanica
ou uma fonte de calor, diz-se que houve um ferimento, o que gera dano estrutural e/ou
funcional ao tecido. Assim o corpo fica suscetivel a contaminagéo por agentes patdégenos
externos, como bactérias e virus, podendo acarretar em doencas mais graves (TANG et
al., 2019). O tratamento de ferimentos, especialmente as feridas cronicas, ainda € um
desafio para a medicina regenerativa, visto que envolve uma série de problemas, como
o0 surgimento de regides necroticas, propensao a infecgdo e possivel formacgéo de tecido
com fraca sustentacdo anatébmica e funcional (VAKILIAN et al., 2019). Para superar
esses problemas, o uso de curativos tem se mostrado comum e de relativa eficiéncia no
tratamento de feridas. Os curativos mais comuns, como algod&o e gaze, possuem baixo
custo e alta capacidade absortiva. Porém, eles agem apenas de forma passiva ao

proteger o ferimento de contaminantes externos (MA et al., 2019).

Para o curativo ser considerado ideal ele deve possuir as seguintes
propriedades: a) biocompatibilidade: o material deve desencadear uma resposta
bioldgica apropriada, quando aplicado no organismo, ndo causando reacao inflamatéria
cronica, reacao de corpo estranho ou mesmo toxicidade; b) manter a umidade ideal no
local da ferida para facilitar o processo de cicatrizacdo (ex.. no caso de feridas
exsudativas, o curativo devera absorver o excesso de fluidos para diminuir o risco de
contaminacgdo; c) permitir as trocas gasosas; d) funcionar como barreira protetora de
agentes externos infecciosos, como bactérias e; e) pouca aderéncia para evitar lesées
mecanicas ao ser retirado e proporcionar maior conforto ao paciente (GASPAR-
PINTILIESCU; STANCIUC; CRACIUNESCU, 2019; NASERI-NOSAR et al., 2017). Os
principais tipos de curativos existentes séo tradicionalmente classificados dependendo
de sua acgao. Os curativos passivos, como gaze e tule, sdo os mais simples e comuns do
mercado, representando o maior segmento de vendas do ramo farmacéutico. Os

curativos interativos permitem as trocas gasosas do ferimento e blogueiam a
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contaminacgao por bactérias, sdo geralmente compostos por filmes de polimeros, como
Band-Aid®, e sdo indicados para ferimentos com pouco exsudato. J4 os curativos
bioativos sdo dispositivos contendo moléculas bioativas que melhoram o processo de
cicatrizagdo ou sdo constituidos de material com propriedades enddégenas para 0 mesmo
efeito. Nesses materiais estdo incluidos quitosana, celulose bacteriana e alginato
(SCHOUKENS, 2009).

1.2. Cicatrizacao de ferimentos

O processo de cicatrizacdo € didaticamente dividido em trés fases
continuas e sobrepostas. A primeira, a fase inflamatoria, consiste na resposta vascular
caracterizada pela hemostasia e coagulacdo sanguinea, incluindo infiltracdo de
leucdcitos com funcdo de impedir infeccdes e o inicio da resposta para reparacédo do
ferimento. A fase seguinte, chamada de proliferacdo, consiste na formacdo de uma
camada epitelial que cobre o ferimento com concomitante crescimento de tecido
granuloso para preencher os espacos do ferimento. Depois da formacé&o do novo tecido,
inicia-se a fase de remodelacdo em que é restaurada a integridade estrutural do tecido
e sua funcdo. Os trés eventos ndo sao simplesmente lineares e ha sobreposicdo das

fases com o tempo (figura 1).

Ferimentos agudos refere-se aqueles ferimentos, como queimaduras, lesdes
traumaticas ou cirdrgicas, que se curam em tempo relativamente rapido. Embora o
resultado final esperado fosse um tecido com idéntica estrutura e sem formacéo de
cicatriz, a regeneracdo completa € incomum, mas o tecido reparado possui estrutura e
funcao satisfatéria. O processo de cicatrizacdo aparenta ser estritamente regulado por
varios fatores de crescimento e citosinas liberadas no lugar do ferimento (LI, Feng Yan;
XING; DING, 2007). Feridas cronicas tendem a ndo se regeneram em um pProcesso
ordenado nem em um tempo habil e o tecido novo formado pode néo ter estrutura e
funcéo satisfatéria para desempenhar seu papel de protecdo. Geralmente o surgimento

de feridas cronicas esta ligado a doengas metabdlicas como a diabetes. A hiperglicemia
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demonstrou dificultar a proliferacéo e infiltracdo de células, além de diminuir a producao

de colageno, principal proteina estrutural responsavel da pele (SHAO et al., 2019).

Figura 1 — Esquema mostrando as fases e as células envolvidas ao longo do

processo de cicatrizagao

4 g
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Fonte: ISAAC et al, 2010

1.3. Alginato

O polissacarideo alginato € obtido da parede celular de algas e vem sendo
amplamente estudado no tratamento de ferimentos, sendo ja vendido comercialmente
na forma de curativo (LEE; MOONEY, 2012; PAUL; SHARMA, 2004). Porém, mais
estudos estdo sendo feitos para melhorar suas propriedades e aumentar o seu efeito
cicatrizante. Alginato de célcio possui diversas propriedades que fazem com que esse
biopolimero seja utilizado para tal aplicacdo. O hidrogel de alginato de célcio permite a

devida umidade do ferimento, possui alta capacidade de absor¢cdo do exsudato e tem
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efeito hemostatico (BHATNAGAR; BHATNAGAR, 2015). Outras propriedades do
biopolimero sédo biocompatibilidade, biodegradabilidade e n&o toxicidade do material

(LEE; MOONEY, 2012), que séo caracteristicas fundamentais para um curativo.

Analisando a estrutura quimica do alginato, € possivel perceber que o
polimero é formado por blocos de dois monémeros, o acido 3-D-manurénico (M) e o
acido a-L-gulurénico (G) (Figura 2), sendo assim classificado como heterossacarideo
(D’AYALA; MALINCONICO; LAURIENZO, 2008).

Figura 2 — Mondémeros constituintes do polissacarideo alginato
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Figura 3 - Estrutura quimica do polimero anibnico alginato
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O bloco G possui uma cadeia mais ondulada (Figura 3), que na presenca de
cargas bivalentes, como o calcio, ha a formacéo de cross-link, onde os céations se alocam
na regido intersticial das cadeias interagindo com os grupos carboxilico e hidroxilas,
reticulando numa estrutura chamada egg-box (Figura 4). Essa caracteristica é
responsavel pela principal propriedade do alginato, que é a capacidade de formacao de
géis (GEORGE; ABRAHAM, 2006).

Figura 4 - Representacdo do egg-box entre o bloco G do alginato e o cétion

de calcio

Fonte: BRACCINI; PEREZ, 2001

A imobilizacao consiste na adesao de proteinas ou células na superficie solida
de uma matriz ou o aprisionamento de substancias dentro da mesma. Ha varias técnicas
de imobilizacdo e diferentes funcdes e propriedades serdo obtidas dependendo da
técnica empregada. As técnicas sao classificadas de acordo com a interacdo entre o
suporte e a enzima, as mais comuns sdo adsorcdo fisica, ligacdo covalente,
aprisionamento, cross-linking e por afinidade (RUSMINI; ZHONG; FEIJEN, 2007).

Alginato possui caracteristicas distintas que fazem com que ele seja uma boa
matriz para a imobilizacdo de células e proteinas, e um bom transportador/veiculo para
a liberacdo de uma gama de agentes terapéuticos (CHAUDHARI; KAR; SINGHAL, 2015).

As vantagens na utilizacdo do alginato séo: a) métodos faceis e simples de imobilizacéo
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e com alta eficiéncia; b) boa estabilidade mecanica; c) habilidade de formar gel viscoso
em determinadas condi¢cdes de concentracdo, pH e temperatura compativeis com a
proteina; d) alta porosidade e natureza hidrofilica do gel que permite uma alta difuséo de
macromoléculas; e) protecdo da enzima contra desativacdo em decorréncia de fatores
ambientais, como oxidacdo, mudancas de pH e temperatura, acdo de proteases; f)
resisténcia a contaminacdo microbioldgica; g) Baixo custo em relacdo aos polimeros
sintéticos e abundancia de origem renovavel; h) biocompatibilidade e baixa toxicidade; e
1) boas propriedades adsorventes (MATTO; HUSAIN, 2009) .

Aprisionamento e adsorcdo fisica sdo os métodos de imobilizagdo mais
utilizados com alginato devido as suas propriedades j& mencionadas. Aprisionamento
consiste na adicdo do agente a ser imobilizado ainda na fase gel do imobilizador, assim
os dois componentes interagem de forma uniforme por toda sua extensédo. A adsor¢ao
fisica consiste na formacdo de ligacdes fracas de Van der Waal entre o suporte e a
enzima devido a diferenca de cargas parciais (polo), sendo um processo reversivel e
ideal para a liberacao de farmaco, ha pouca inativacdo da enzima, além ser um processo
simples e barato (JADHAV; GOGATE, 2014; JESIONOWSKI; ZDARTA; KRAJEWSKA,
2014).

1.4. Papaina

Para melhorar as propriedades de cura do curativo de alginato, é eficaz
adicionar um agente de desbridamento porque eles podem funcionar em combinacgao
para um processo de cura aprimorado. A papaina é uma enzima proteolitica encontrada
no latex da Carica papaya, sendo uma arvore comum no Brasil, agregando valor
biolégico e tecnologico. Ela ja é disponivel comercialmente sendo utilizada em diversas
industrias, dentre elas, a farmacéutica para o tratamento de feridas. Porém, seu
tratamento isolado consiste na aplicacdo de cremes ou pomadas, 0 que pode ser

doloroso e acarretar em lesdes por atrito. A vantagem da utilizacdo dessa droga em um
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curativo consiste na sua facil aplicacdo e remocao, levando a um maior conforto ao

paciente, e um prolongamento da acédo do farmaco (DUTRA et al., 2017).

A papaina é uma cisteino protease, devido a presenca de ligacdes dissulfeto
entre os aminoacidos de cisteina, cuja estrutura possui 345 aminoacidos. Possui 0 peso
molecular de 23.406 Da (sequéncia de aminoacido) (figura 5). Ela tem se apresentado
como uma opg¢do mais viavel para substituir a colagenase, uma protease humana de

maior custo também usada no desbridamento de feridas.

Figura 5 - Estrutura tridimensional da papaina

Fonte: DUTTA et al, 2015 (PDB)

A enzima tem boa solubilidade em &gua. Consegue suportar altas
temperaturas em relagdo as outras enzimas, comecando a se desnaturar a partir de
70°C, enquanto a maioria das enzimas sdo desnaturadas a 40°C / 50°C, sendo
totalmente inativa a 90°C. Sua temperatura 6tima é de 65°C. E ativa em uma ampla faixa
de pH (3,5 a 9,0), com um pH 6timo entre 6,0 e 7,0, sendo rapidamente desnaturada em
pH inferiores a 3,5 e superiores a 10.

A papaina vem se mostrando bastante promissora no tratamento de feridas e
queimaduras (GURUNG; SKALKO-BASNET, 2009). Isso se deve a sua ac&o bactericida,
bacteriostatica e anti-inflamatéria no ferimento, além de promover o debridamento
autolitico, que consiste na remocé&o do tecido necrético e fragmentos celulares (LEITE et
al., 2012). A enzima também atua estimulando a producgéo de citocinas que promovem
a multiplicacdo celular local ao diminuir o pH do ferimento (FALANGA, Vincent, 2002) e
no estreitamento das bordas da ferida, diminuindo a cicatriz, tendo um efeito estético
favoravel (SINGH; SINGH, 2012).
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1.5 Adsorcéo Fisica

A adsorcao € um fendmeno fisico ou quimico onde uma substancia presente
em um fluido é aderida na superficie sélida de outro componente. O componente aderido
a superficie é chamado de adsorvato, enquanto a fase sélida onde o adsorvato € aderido
€ chamado de adsorvente. O processo inverso, onde a substancia é desprendida da
superficie sélida € chamado de dessor¢cdo. A migracdo entre fases ocorre devida a um
gradiente quimico gerando uma forca motriz gracas a diferenca de concentracdo do

fluido e da superficie do adsorvente.

A adsorcdo é um fenbmeno que pode ser representado por uma reacao

quimica e como tal possui uma constante de equilibrio:

A+S = AS (1)
= [AS] (2)
[A][S]

onde A é o adsorbato, S os sitios onde acontecera a adesado e AS a molécula aderida
(FOGLER, 2005)

Existem dois tipos de adsorc¢dao: fisica e quimica. A adsorcéo fisica ocorre por
interacOes fracas e longas, geralmente eletrostatica, chamadas de forcas de Van der
Waals, assim as moléculas ficam fisicamente presas no adsorvente. Esse tipo de
adsorcdo € exotérmico e reversivel, visto que o aumento da temperatura dificulta a

adesdo das moléculas na superficie devido a energia cinética e é possivel a dessor¢éao.

J& adsor¢do quimica ocorre uma interacdo mais forte, comparadas a ligacdes
guimicas, onde ha um rearranjo das moléculas envolvidas e os respectivos orbitais sdo

deformados, como ocorre em uma reagéo quimica.

Devido a suas caracteristicas, a adsorcao fisica é a mais adequada para
liberacdo de farmacos, ja que o processo é reversivel e assim a droga adsorvida em uma

matriz polimérica, por exemplo, pode ser liberada para o meio. Além que ndo ha
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mudanca quimica devido a uma reacao quimica, como na adsorcédo quimica, mantendo

a integridade da droga.

Tabela 1 — Principais diferencas entre adsorcgéo fisica e quimica.

Fisica Quimica

Forcas fracas de Van der Waals Energia semelhante a uma ligagdo quimica

Entalpia de adsorcéo inferior a 20 kJ/mol | Entalpia de adsorcédo superior a 20kJ/mol

N&o ha mudanca da estrutura Pode haver origem de uma espécie diferente
Especificidade baixa Especificidade alta
Pode acontecer em multicamadas Somente em monocamada

Devido a suas caracteristicas, a adsorcdo fisica € a mais adequada para
liberacdo de farmacos, ja que o processo é reversivel e assim a droga adsorvida em uma
matriz polimérica, por exemplo, pode ser liberada para o meio. Além que ndo ha
mudanca quimica devido a uma reacao quimica, como na adsor¢ao quimica, mantendo

a integridade da droga.

Para modelar e estudar o fenbmeno da adsorcéo, a isoterma de adsorcéo de
Freundlich € uma equacao empirica muito utilizada e seus parametros geram dados para

avaliar o fenbmeno e é dado pela equacao:

1
ge=Kg.Cin 3)

onde ge é a capacidade adsortiva (mg/g), Ci a concentracdo estudada e Kr e n sé@o
constantes relacionadas a capacidade e intensidade da adsorcdo, respectivamente
(SUDHA BAI; ABRAHAM, 2003).

Estudos anteriores mostraram que, para 0 uso como curativo bioativo, a
imobilizacdo por adsorgdo fisica apresenta vantagens em relacdo a imobilizacdo por
aprisionamento, a saber: maior percentual de liberacdo; maior atividade enzimatica apos
imobilizacdo; melhor hemocompatibilidade; e possibilidade de esterilizacdo, essencial
para a aplicacdo biomédica (MOREIRA FILHO et al, 2017)
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2. JUSTIFICATIVA

Segundo Federacdo Internacional de Diabetes (IDF), estima-se que 425
milhdes da populacdo mundial tenha sido diagnosticada com diabetes em 2017. O Brasil
ocupa o quarto lugar com maior numero de individuos, 12,5 milhdes, o que significa que
8 a 9% da populacéo brasileira possue o sistema de cicatrizacdo natural prejudicado
devido ao alto nivel de glicose no sangue, podendo acarretar em ferimentos cronicos e
até mesmo amputamento de membros decorrentes de inflamacgdes graves, o que € 10 a
20 vezes mais comuns na populacdo com diabetes (IDF Diabete Atlas, 2017). Para
contornar esse problema, a utilizacdo de curativos se mostra simples e eficiente,
especialmente ao adicionar substancias que vao mimetizar os processos de cicatrizacao
gue foram perdidas pelo organismo dos pacientes acometidos por diabetes, tornando o

curativo bioativo.

Curativos feitos de materiais naturais tém-se mostrado bastante promissores
na area de biomateriais devido a alta biocompatibilidade e biodegrabilidade, além de
geralmente possuirem menor custo em relacdo a materiais artificiais. Os polimeros
naturais sdo amplamente usados como curativos devido a similaridade com a matriz
extracelular da pele e boa aceitacao biologica, o que evita a rejeicdo imunoldgica, que &
mais frequente nos polimeros sintéticos (MOGOSANU; GRUMEZESCU, 2014).

A imobilizacdo de enzima em biopolimeros traz diversas vantagens, pois a
matriz servira de protecéo e veiculo para o ativo. Alginato e papaina sdao amplamente
estudados e sozinhos j4 apresentam aplicacdes médicas conhecidas, porém a
possibilidade da atuacdo conjunta dessas duas substancias € promissor, permitindo dois

tratamentos em uma Unica aplicacéo, sendo mais cobmodo e mais eficiente.

Para tal, estudos das condi¢cdes de imobilizacdo enzimatica da papaina em
membranas de alginato de calcio foram realizados e parametros de imobilizacdo e de
atividade enzimética foram obtidos. Adicionalmente, foram feitos testes iniciais de
caracterizacdes fisico-quimicas e ensaios biolégicos com vistas a obter um curativo

bioativo efetivo no tratamento de lesdes cutaneas.
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3. OBJETIVOS

3.1. Geral

Desenvolver um curativo bioativo de alginato de calcio com papaina

imobilizada por adsorc¢ao fisica para o tratamento topico de lesdes cutaneas.

3.2. Objetivos especificos

e Caracterizar a matriz polimérica (alginato) utilizada;

e [dentificar as condi¢cdes de imobilizacdo da enzima;

e Quantificar a estabilidade enzimética ap6s imobilizagéo;

¢ Definir o perfil de liberacdo da enzima pela membrana utilizando Célula de
franz;

¢ Caracterizar fisico-quimicamente as membranas com e sem papaina;

e Investigar os efeitos biologicos atraveés de ensaios in vitro de citotoxidade,

hemodlise e antibacteriano.
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4. METODOLOGIAS

A producdo das membranas, os estudos da adsorcéo e testes de hemdlise
foram realizados no Nudcleo de Pesquisa em Lubrificantes (NPL), pertencente ao Grupo
de Pesquisa em Adsor¢cdo (GPSA) da Universidade Federal do Ceara, Campus do Pici.
A quantificacdo de proteina e o estudo da atividade enzimatica foram realizados no
Laboratério de Tecnologia da Biomassa (LTB) da Embrapa Agroindustria Tropical,
citotoxicidade no Laboratorio Integrado de Biomoléculas pertencente a Pés-Graduacao
em Biotecnologia da UFC e ensaios antibacteriano foram realizados no Laboratorio de
microbiologia, LABOMAR —-UFC.

4.1.Materiais

Alginato de sédio (NaAlg) (CAS 9005-38-3, viscosidade média, pureza de
99%) foi adquirido da Dinamica (Brasil). Tem um peso molecular de 134.000 Da e uma
razdo de grupos de acido gulurénico (G) para manurdnico (M) (G / M) de 0,96, conforme
medido por cromatografia de permeacao em gel (GPC) e ressonancia magnética nuclear
(NMR), respectivamente. A papaina do latex de mamao (CAS 9001-73-4) foi obtida na
Dinamica (Brasil). Cloreto de calcio, fosfato de sddio dibasico e monobasico, caseina,
cloreto de cisteina e tri-cloreto acético de grau analitico foram adquiridos da Sigma-
Aldrich (Brasil). Agua ultrapura foi obtida do sistema Milli-Q® com filtro de poro de 0,22

pm.

4.2.Producdo das membranas de alginato de calcio

Para a producdo das membranas, foi utilizada a metodologia adaptada de LI,
Qi et al., 2017. Foram adicionados 2 g de alginato de s6dio em 100 mL de agua
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deionizada, sob constante agitacdo (1000 rpm) e sob aquecimento constante (80 °C)
para facilitar a dissolucdo. ApOs aproximadamente 1 hora, observada completa
solubilizag&o, adicionou-se 3 mg de cloreto de calcio para dar inicio o 0o processo de
reticulacéo. Depois de 30 minutos, 25 g da solucdo séo distribuidos em cada placa Petri
de 9 cm de diametro, totalizando quatro membranas. A secagem foi feita a temperatura
ambiente por 24 horas, deixando em um sistema sem circulacdo forcada para haver
maior controle. Posteriormente, a membrana foi imersa em 1 litro de uma solucdo 1 mol/L
de cloreto de calcio por mais 1 hora para finalizar a reticulacdo e assim obter uma
membrana uniforme. Lavagens com agua deionizada foram feitas para eliminar o cloreto
de calcio excedente. Foram obtidas membranas com 9 cm de diametro e 1 mm de
espessura. No processo de esterilizagdo, as membranas foram autoclavadas por 15

minutos.

Figura 6 — Membrana de Alginato de Calcio

Fonte: Autor

4.3. Intumescimento

Pequenos pedacos de membrana (10mm x 10mm) inicialmente pesados
foram colocados em contanto com PBS for diferentes periodos de tempo. O excesso de

tampaéo foi cuidadosamente retirado com papel toalha e as membranas pesadas. O grau
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de intumescimento foi dado pela diferenca na massa em relacdo a massa inicial

(Equacéo 4).
emi
Gl (%)= x 100 (4)

onde mf & a massa final, mi a massa inicial.

4.4. Imobilizacéo enzimatica

4.4.1. Otimizacéo das condi¢cdes de imobilizagéo

Para avaliar as melhores condi¢cdes de imobilizagcédo, foram estudados os

principais fatores que influenciam esse processo: concentracéo, temperatura e pH.

Para a concentragéo, tampao fosfato 0,1 mol/L em pH 7,0 foi preparado com
diferentes concentracdes de papaina: 5, 10, 15 e 20 mg/mL. As solucBes foram filtradas
utilizando filtros de seringa Polipersulfona (PES) com poros de 0,22 um para reter
qualquer impureza ou contaminantes. Entdo, cada membrana foi imersa em 30 mL

dessas solucdes de papaina em meio neutro a 25°C por 24 horas em repouso.

Achada a melhor concentracdo (maior capacidade adsortiva), a mesma
imobilizagdo ocorreu em diferentes temperaturas: 25, 35 e 45 °C para estudar o efeito
cinético da adsorcdo em meio neutro. Posteriormente, foi avaliado o melhor pH para a
imobilizacdo da enzima, utilizando tampdes fosfato com diferentes pH (5,8, 7,0 e 8,0).

Foi considerado que os parametros sdo independentes para efeito estatistico.

As medidas foram feitas no espectrofotdmetro (modelo Serie Biomate™ 3 da
Thermo Electron Corporation) no comprimento de onda de 280 nm. Para o calculo das
concentracdes de papaina adsorvida foi feita uma curva padréo de papaina. Através de

um balanco de massa, a capacidade adsortiva (ge) foi encontrada como a concentracao
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da solucéo inicial antes da imobilizacdo (Ci) menos a concentracédo da solucédo apés a
imobilizacdo (Cf) multiplicada pelo volume V (massa de papaina adsorvida, isso tudo

dividido pela massa M de membrana de alginato de célcio (Equacéo 5).

(Ci-Cf)

v x V %)

qe=

4.4.2. Quantificacdo e rendimento de imobilizacéo

Para quantificar a proteina final imobilizada, foi utilizado o teste de Bradford
gue consiste na ligacao do reagente Coomassie Brilliant G-250 a proteina. Essa ligacdo
faz com que o corante mude de cor, deslocando sua banda de 465 para 595 nm que
pode ser medida usando um espectrofotometro (BRADFORD, 1976). A curva padréao foi

feita com BSA (Bovine Serum Albumin) (Apéndice B).

Para calcular o total de enzima imobilizada pela membrana foi feito um

balanco de massa, segundo a Equacéo 6:

qe=w (6)

onde ge € a quantidade de enzima imobilizada, ou a capacidade adsortiva (mg/g), mi a
massa de papaina na soluc¢do antes da imobilizacdo (mg), mf a massa de papaina na
solucéo depois de imobilizacdo (mg) e ml a massa que foi retirada pela lavagem de PBS

(mg), todos determinado pelo teste de Bradford, por massa M de membrana (g).

O rendimento de imobilizacao foi dado pela razdo da massa de papaina

adsorvida (ge) e a massa total da enzima antes da imobilizagao (mi):

e
Rendimento(%) = % x 100 (7)
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Figura 7 — Membrana estéril de CaAlg com papaina imobilizada

~ ‘
)
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Fonte: Autor
4.4.3. Atividade enzimatica

Foi utilizado o método descrito segundo ALPAY e UYGUN (2015), que segue
o0 protocolo universal da Sigma-Aldrich (AU - CUPP-ENYARD, 2008) para a medida da
atividade de protease. A quantificacéo € feita apds a degradacao da caseina (substrato)
pela papaina e formacdo de um produto (tirosina) que pode ser quantificado por

espectrofotometria.

Para o controle, foram adicionados 1,8 mL da solug&o ativadora, que consiste
em 0,038 mol/L de EDTA e 0,034 mol/L de cloreto de cisteina em solu¢éo tampéo fosfato
pH = 8,0 (0,1 mol/L). Depois, adicionou-se 0,2 mL da solu¢cédo de papaina 2% (m/v) no
sistema. Logo em seguida, foram adicionados 2mL de uma solugéo de caseina 1% (m/v)
gue serve como substrato da reacéo, que ocorre por 10 minutos e a 37°C. Finalizado o
tempo de reacao, foram adicionados 2mL de &cido tricloroacético 10% (m/v), para parar

a reacao.

Ja para as membranas, foram adicionados 10 mL da solugéo ativada, em
seguida 11,1mL da solucdo de caseina 1% (m/v) e esperou-se 10 minutos novamente a

37 °C quando entao foi adicionado 11,1 mL do acido tricloroacético 10% (m/v).
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Para o branco que foi usado na leitura do espectrofotometro, 1,8mL da
solucéo ativadora foram adicionados em 2 mL do acido tricloroacético a 10% e entdo

adicionou-se 0,2 mL da solucéo de papaina 2%.

As amostras foram centrifugadas a 10.000 rpm por 10 minutos, o
sobrenadante foi recolhido em tubos de ensaios e quantificados em espectrofotbmetro

no comprimento de onda de 280 nm contra o branco.

Uma unidade da atividade enzimatica foi definida como a quantidade de
enzima capaz de hidrolisar a caseina e produzir a absorbancia equivalente a 1 ymol de

tirosina/min com tirosina como padréao.

A atividade recuperada (Ar) € um parametro para estudar o grau de
desativacdo da enzima apds a imobilizacédo e é definida como a relagdo da atividade da
papaina imobilizada (Ai) e a atividade da enzima livre (Al), como mostrado na Equacédo
8 (SHELDON; VAN PELT, 2013).

N
Ar(%)=K:x1 00 8)

4.4.4. Estabilidade

A estabilidade da papaina livre e imobilizada foi determinada a 4 ° C durante
28 dias de armazenamento. As membranas com papaina imobilizada foram
armazenadas em placa de Petri e papaina livre em tampéo fosfato 0,1 mol/L pH 7,0 (2%
m/v de enzima). Suas atividades foram avaliadas periodicamente, conforme descrito
anteriormente. Estabilidade de armazenamento foi dada em atividade relativa,
relacionada a atividade imediatamente apds a imobilizacéo e solu¢éo de papaina recém-

preparada.
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4.4.5. Liberacdao in vitro

O estudo de liberacédo in vitro foi conduzido com células verticais de difusédo
de Franz com capacidade de 15 mL e 1,8 cm2 de area de difusdo composta por acetato
de celulose. O compartimento do receptor foi preenchido com solucéao de tampéo fosfato
0,1 mol/L (pH 7,4). A concentracdo homogénea no receptor foi mantida pela barra de
agitacdo magnética. Cinco pares de células doadoras e receptoras que eram mantidas
juntas por um grampo. As células receptoras continham uma camisa com agua e o
suprimento de &gua de cada matriz foi conectado a um banho com temperatura
controlada (37 °C). Amostras do fluido (1 mL) foram coletadas periodicamente a partir da
porta de amostragem e lidas a 285 nm e entdo 1mL de novo tampao foi adicionado ao

receptor.

Figura 8 — Célula de difusao de Franz, identificando todos os seus componentes

Compartimento doador

Formulacio a ser testada ~—9

Membrana b

Coleta
Entrada e saida de dgua \ N Q_—‘ 3 !
N 4__ Tampio
o

Circulacao de agua =%

e

Agitador magnético

Fonte: SILVA et al, 2008 (adaptada)
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As membranas foram cuidadosamente cortadas em circulos com didmetro de
1 cm afim de ocupar toda a area de difusédo. Foram utilizadas quatro amostras de alginato
com a papaina imobilizada e uma amostra de alginato sem a enzima, totalizando um

sistema com cinco células verticais.

A porcentagem acumulada de papaina liberada das membranas de alginato
em relacdo a massa inicial de papaina foi plotada em funcéo do tempo para determinar
o perfil de liberacdo de acordo com a equacgéao de Korsmeyer-Peppas (KORSMEYER et
al., 1983).

M‘k-tn 9
o ©)

onde M é a massa acumulada de papaina no tempo t, e M- a massa total no estado

estacionario, k € uma constante cinética e n € o exponente de difusédo para liberacéao

O perfil liberado obtido também foi analisado com modelos de cinética de zero

(Equacéo 10), de primeira (Equacédo 11) e de segunda ordem (Equacéo 12).

Mt = Mo+kt (10)

In(Mo-Mt) = In(Mo) - kt (11)
1 1

= . 12

Mo-Mt Mo Kt (12)

4.5. Caracterizacao fisico-quimica

4.5.1. Espectroscopia com transformada de Fourier (FTIR)

Para avaliar a estrutura quimica do alginato de calcio antes e depois do
processo de esterilizagédo (autoclavagem) e observar a interacdo do biopolimero com a

papaina depois de imobilizada foram realizadas analises de FTIR. As membranas foram
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liofilizadas para remover a agua, que interfere nas leituras. Os espectros de FTIR foram
obtidos em espectrofotdmetro da Perkin Elmer, modelo FT-IR/NIR FRONTIER, equipado
com acessorio da Pike Technologies ATR/MIRacle, anexado com cristal de ZnSe. A
resolucdo espectral foi de 4 cm™, com nimero de onda variando de 4000 a 600 cm%, em

modo transmitancia.

4.5.2. Calorimetria de varredura diferencial (DSC)

DSC foi usado para estudar a estabilidade térmica do alginato, papaina e
alginato com papaina imobilizada. As curvas DSC (Q20 DSC, TA Instruments, New
Castle, EUA) foram obtidas sob atmosfera de N2 com fluxo de gas de 50 mL/min. As
amostras (~ 3 mg) foram liofilizadas, em seguida, moidas em moinho analitico (base All
/ IKA®) e varridas de 25 a 350 °C para membranas e 25 a 250 °C para papaina com uma
taxa de aguecimento de 10 °C/min em uma panela de aluminio hermeticamente fechada
com uma tampa. Uma panela vazia foi usada como referéncia. A variagdo na quantidade
de energia do alginato, papaina e ambas as reacfes de decomposicdo (DHd) foi
calculada como a integral da area do pico usando o software Universal Analysis 2000
(Versao 4.74A, TA Instruments, Waters, LLC).

4.5.3. Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

As membranas foram liofilizadas ap6s autoclavagem e imagens no MEV
foram feitas para avaliar se houve mudanca estrutural das membranas durante o
processo de esterilizacdo. Imagens também foram feitas com a membrana liofilizada
apos a imobilizagdo. O material foi metalizado com platina sob atmosfera de argénio (Ar)
pelo equipamento da Fisons Instruments, modelo Polaron SC500. As micrografias das
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amostras foram obtidas no Microscopio Eletrénico de Varredura da FEG/Quanta-250,

operando com 15 kV de aceleracao de voltagem.

4.6. Ensaios bioldgicos

4.6.1. Hemolise

A hemdlise mede a taxa de morte de células sanguineas que entram em
contato com o material, mostrando-se como um 6timo ensaio para estudar os efeitos

bioldgicos do curativo.

Os testes de hemdlise foram feitos de acordo com os procedimentos descritos
pela American Society for Testing and Materials (ASTM F756-00, 2000) (HENKELMAN
et al., 2009). O sangue total foi coletado de doadores humanos saudaveis com tubos de
coleta de sangue a vacuo de 3,6 mL, contendo solugdo tampao de citrato de sodio 3,2%
(0,109 mol/L). Amostras de 21 cm? foram transferidas para um tubo contendo 7 mL de
tampéo PBS (livre de Ca e Mg). 1 mL de sangue diluido (concentracdo de hemoglobina
de 10 mg/mL) foi adicionado. O material foi mantido em contato por 3 h, a 37 °C, em
banho de agua onde foram invertidos duas vezes a cada 30 minutos para promover maior
interacdo. Em seguida, as membranas foram retiradas e o sangue dos tubos foi
centrifugado a 750 g, por 15 minutos. A hemoglobina foi determinada pela adi¢cdo de 1mL
do sobrenadante em 1 mL de reagente de Drabkin (Sigma); depois de 15 minutos, a
absorbancia no comprimento de onda de 540 nm foi lido. A concentragdo de hemoglobina
(HC) foi determinada usando uma curva de calibragdo com hemoglobina humana

(Sigma) e calculada pela Equacao 13.

HC=AxF xd (13)

onde A, é a absorbancia; F a inclinacdo da curva de calibracdo; d o fator de diluigc&o.



33

O indice hemolitico (HI) foi obtido pela equacéo 8, onde HC € a concentracéo
de hemoglobina liberada no sobrenadante e HCt é a concentracgéo total no tubo Falcon.
Tampdao PBS (livre de Ca e Mg) foi usado como controle negativo e agua ultrapura como
controle positivo. Como material de referéncia foi usado o curativo comercial de alginato

de célcio e s6dio da Empresa Curatec (S&o José dos Campos, SP, Brazil).

HC
HI(% =H_CtX1OO (14)

Figura 9 - Representacdo esquematica simplificada do ensaio de hemdalise, ilustrando

um resultado hemolitico e ndo hemolitico
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4.6.2. Citotoxidade

O teste de viabilidade celular foi realizado de forma indireta, que consiste na
avaliacdo da citotoxidade dos extrativos das amostras em contato com as células,

segundo metodologia adaptada de QIU et al., 2016.

Para a obtencéo dos extrativos as amostras (1x1,4 cm?) foram colocadas em
placas de 24 pocos e 8 réplicas foram feitas. Posteriormente, 1mL do meio de cultura
DMEM com 1% de penicilina-estreptomicina e 10% de soro fetal bovino foi adicionado
sobre as amostras e entdo incubado por 24 horas a 37 °C, segundo a norma International
Organization for Standardization, 10993-5 (2009) (BIOLOGICAL EVALUATION OF
MEDICAL DEVICES—PART 5: TESTS FOR IN VITRO CYTOTOXICITY, 2009). Apos

esse periodo, o extrato foi recolhido e armazenado em tubos Falcon sob refrigeragéo.

Para o ensaio de viabilidade celular, 100 yL de suspencao celular (10x104
células/mL) de fibroblastos (Linhagem L929, passagem 18) e queratinécitos (HaCat) em
meio DMEM com 1% de penicilina-estreptomicina e 10% de soro fetal bovino (no caso
dos queratindcitos 1mM piruvato de sddio no meio) foram adicionadas em cada poco de
uma placa de 96-pocos. As placas foram entdo incubadas por 24 horas a 37°C, 5% de
CO2 e 95% de umidade para adeséo das células a superficie da placa. Depois desse
periodo de incubacido, o meio de cultura foi removido e substituidos por 100 uL dos
extrativos das amostras, havendo um novo periodo de incubacgéo por 24 e 48 horas nas
mesmas condi¢cdes. Apds os tempos de incubacédo, os extratos foram removidos e 0s
pocos lavados uma vez com PBS estéril. Em seguida, 100 yL de meio de cultura
contendo 10% (v/v) de MTT ([3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)2,5-difenil brometo de tetrazolium)
foram adicionados e deixado em repouso por 4 horas a 37°C, 5% de CO:z2e 95% de
umidade. Finalmente, o meio foi removido e os cristais formados foram dissolvidos pela
adicao de 100 pl de dimetilsulfoxido em cada pogo. A absorbancia (A) foi lida a 570 nm
(em um espectrofotometro (ELISA da BioRad, modelo 540). A viabilidade das células do

grupo contendo o controle positivo foi ajustada para 100%.
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Os resultados foram expressos em porcentagem de viabilidade celular dado
segundo a Equacéao 15. O grupo controle foi composto pelas células que s6 receberam

0 meio DMEM com 1% de penicilina-estreptomicina e 10% de soro fetal bovino.

A
Viabilidade celular (%) = () x 100 (15)

Acontrole

4.6.3. Atividade antibacteriana

Para comprovacdo da pureza e caracterizacdo morfoldégica das estirpes
isoladas, foi semeado material em &gar TSA para as bactérias provenientes de agua
doce e agar TSA para as bactérias de agua salgada e apos o periodo de 24 horas de
incubacédo, em estufa a 35°C, utilizou-se a técnica de coloracdo de Gram, que permite a
classificacdo das bactérias em dois grandes grupos: Gram positivas ou Gram negativas,
baseado em sua reacéo aos corantes (TORTORA; FUNKE; CASE, 2012);

Uma vez purificadas, as estirpes foram crescidas em agar TSA Difco e
incubadas em estufa bacterioldgica a 35°C por 24 horas. Apés incubacdo, foi retirado
material de colonia crescida e transferido para tubos contendo 9 mL de solucéo salina
0,85%. O conteudo foi homogeneizado com ajuda de um agitador do tipo vértex para a
padronizacdo de densidade de cada inoculo, de modo a se obter aproximadamente 1,5
x 108 UFC/mL. A absorbancia de cada inéculo foi conferida em um espectrofotémetro
(Micronal B542) com comprimento de onda de 625 nm.

Em seguida, com o auxilio de um swab estéril, as culturas foram semeadas
sobre toda a superficie das placas de Petri contendo Agar Muller-Hinton.Os discos de
CaAlg contendo papaina foram aplicados no meio com a ajuda de uma pinca estéril. As
placas foram incubadas em estufa a 35°C por 24 horas, segundo as recomendacdes do
Clinical and Laboratory Standard Institute (CLSI 2016). Considerou-se que houve
atividade antibacteriana na formacdo de alo superior a 2mm medido através de

paquimetro.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Intumescimento

Intumescimento em meio simulado (PBS) foi medido nesse trabalho pois é
uma propriedade interessante para curativos, visto que o material deve ser capaz de
absorver excesso de liquidos e exsudatos da ferida, uma caracteristicas ideal para os
curativos que serdo aplicados em ferimentos que podem possuir uma quantidade
consideravel de exsudato (MATTO; HUSAIN, 2009).

Figura 10 — Variacdo da massa (%) pelo tempo ao imergir as membranas de alginato
em PBS
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Observa-se (Figura 10) que a membrana é capaz de intumescer quase sua
massa em 20 minutos, mostrando um alto grau de intumescimento. Isso mostra que a

membrana constituida de hidrogel de alginato € capaz de absorver uma boa quantidade
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de fluido, o que para sua aplicacdo desejada ird proporcionar um meio mais adequado

para a cicatrizacdo (sem excesso de liquidos).

5.2. Imobilizagdo enzimética

5.2.1. Otimizacao das condi¢cfes de imobilizacéo

5.1.1.1. Efeito da concentracao inicial
A concentracao de papaina na solucédo tampao fosfato foi variada (5, 10, 15 e
20 mg/ml) e seu efeito na adsorcéo da proteina foi estudado, através da razéo entre a

massa de enzima adsorvida e a massa de membrana de alginato (Figura 11).

Figura 11 — Influéncia da concentracao de papaina na imobilizacdo da enzima em
membranas de CaAlg (n = 3)
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Como mostrado na Figura 11, houve adsorc¢ao significativa na concentracéo
de 20 mg/mL de solucédo de papaina com valor de capacidade adsortiva de 3,8 mg/g
(x0,0067), o que significa que 37,25% da papaina disponivel foi imobilizada e foi
escolhida como a melhor condi¢cdo de concentracdo para a imobilizagdo. A solucao de
2,5% (m/l) de papaina nao foi estudada devido a sua dificil solubilizacdo em tampéao

citrato-fosfato.

Os resultados condizem com a equacdo de equilibrio j& que uma maior
concentracdo de adsobato [A] forcara o deslocamento do equilibrio para uma maior

formacao de [AS].

Ao tirar a linha de tendéncia exponencial dos valores obtidos, obteve-se Kr =
1,075 en=0,99 com R2=0,99, esse alto valor de R2Z mostra que a isoterma de Freundlich
é aplicavel. Na literatura, um maior valor de Kr significa maior adsor¢céo e valores de
n>1 representam uma adsorcdo energeticamente favoravel (SUDHA BAI; ABRAHAM,
2003). Quando n = 1, implica-se que nao ha interacdo entre o adsorvato e adsorvente e
gue a substancia libre ndo tem preferéncia nem pelo adsorvente nem por ficar em

solucéo.

Logo, a adsorcdo de papaina no alginato mostra-se favoravel e o baixo valor
de n mostra que a interacao é fraca, sendo uma fator promissor visto a aplicabilidade do
curativo. A intencdo é que essa enzima esteja disponivel durante o tempo de aplicacao
do curativo, logo uma interacéo forte possivelmente faria com que parte da enzima néo

fosse utilizada no tratamento.

5.1.1.2. Efeito da temperatura

O efeito da temperatura foi estudado ao variar a mesma durante a
imobilizagdo da enzima, usando as temperaturas de 25°C, 35°C e 45°C e obteve-se na
Figura 12.

O fendbmeno da adsorcdo € um processo exotérmico, com isso, 0 aumento da

temperatura dificulta a adesdo da proteina na superficie da membrana. Isso acontece
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devido ao aumento da energia cinética das moléculas, onde ficam mais agitadas e menos

predispostas a se depositar na superficie da matriz (MYERS, 2004).

E possivel observar que o aumento da temperatura teve um efeito negativo
na imobilizacdo, onde a temperatura de 25°C obteve a maior capacidade adsortiva de
3,8 (mg/g) (x0,0062). Esse valor representa 32,9% da papaina disponivel para a
imobilizagao e essa temperatura foi escolhida como a melhor para a imobilizagao.

Figura 12 — Influéncia da temperatura na imobilizacao de papaina (n = 3)
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Calculando a entropia do processo usando a equacgao de Van't Hoff, obteve-
se AH = - 6,32 KJ. O valor negativo mostra que a adsor¢ao de papaina em alginato é um
processo exotérmico, entdo o aumento da temperatura dificulta o depdsito das moléculas

na matriz, uma vez que a agitagado (energia cinética) também aumenta (MYERS, 2004).
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5.1.1.3 Efeito do pH

Pela natureza da adsorcéo, espera-se que o pH do meio tenha bastante
influéncia na imobilizacdo da enzima, ja que a adsorcao fisica acontece devido a atracéo
eletrostatica das particulas envolvidas e o pH tem efeito direto nas cargas das particulas
(ORTEGA et al., 2009).

Como observado na Figura 13, o meio béasico teve efeito negativo na
capacidade adsortiva. Isso provavelmente ocorre devido ao acumulo de cargas
negativas nos grupos hidroxila do alginato e do &cido carboxilico da papaina o que
aumenta a repulsdo do grupo, para pH maior de 7,0. (SANGEETHA; ABRAHAM, 2006).

Figura 13 — Influéncia do pH na imobilizacdo de papaina (n = 3)
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A papaina possui um ponto isoelétrico de 9,5 (LI; XING; DING, 2007) o que
significa que nos pH estudados a proteina se encontra carregada positivamente. Isso é

ideal para uma interacdo mais forte com o grupo &cido carboxilico do alginato
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(CHAUDHARI; KAR; SINGHAL, 2015). Em contrapartida, a interacdo fica mais fraca ao

aumentar a carga negativa (OH") do sistema, 0 que resultou em menor adsorcéo.

Como observado na Figura 14, os agrupamentos hidroxilas possuem pKa
entre 11,2 e 14,3, o que ao aumentar o pH do meio, aumenta a desprotonacao desses
grupos, aumentando a carga negativa. Os grupos carboxilicos ja se encontram
completamente desprotonados, o que é fundamental para a interacdo com a amina da

proteina.

Figura 14 — pKa dos grupamentos do alginato calculados através do

software Marvin®
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Ja4 em meio &cido, ha um acumulo das cargas positivas (H*) nos grupos —
COO- do alginato (CHAUDHARI; KAR; SINGHAL, 2015), diminuindo a carga negativa da

regido o que diminui a interacdo entre o acido carboxilico e a amina da proteina.

A melhor condi¢ao de imobilizacao foi meio neutro, onde supostamente houve
maior adsorcdo, provavelmente devido ao balanco de cargas envolvidas. Mas

estatisticamente ndo pode ser confirmado, visto o desvio padréo. A atividade enzimatica
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também deve ser estudada nessas duas condi¢cdes, ja que € um fator primordial para a

utilizacdo da enzima.

5.2.2. Quantificagcdo e rendimento de imobilizagcao

Foi utilizado o método de Bradford para quantificar a proteina imobilizada nas
melhores condicBes previamente estudadas. Trata-se de um método colorimétrico

eficiente devido a especificidade da interacdo do reagente com a proteina.

Figura 15 — Capacidade adsortiva em pH 5,8 e 7,0 de papaina em

membranas de CaAlg quantificados através do método de Bradford (n = 3)
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Com o teste de Bradford foi possivel observar que hd maior imobilizagdo de
proteina no pH=7, apresentando valor de capacidade adsortiva de 1,58 mg/g (£0,08) em
relacdo a 1,29 mg/g (x0,05) no pH = 5,8.
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Para melhor estudar o pH ideal de imobilizacdo, pode-se observar o
rendimento de imobilizacdo nas duas condi¢cdes (Figura 15). O pH = 7,0 teve um
rendimento ligeiramente maior, com o valor de 50,7% (+0,026) contra 49,2% (+0,002) do
pH 5,8. Apesar de proximos, houve pouca variancia dos resultados apresentados. A
atividade sera o fator principal para a definicdo do melhor pH.

Figura 16 — Rendimento de imobilizacdo da papaina nas membranas de CaAlg em pH
58e7,0.
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5.2.3. Atividade enzimética

A atividade enzimatica é um parametro fundamental para estudar a eficiéncia
da imobilizacdo, j& que a enzima deve manter sua fungdo proteolitica apdés a
imobilizacdo. A papaina possui faixa de atividade de pH entre 3,9 e 9 (TURK; TURK;
TURK, 1997), logo os pH estudados se encontram dentro da faixa de atividade.

A Figura 17 mostra que a atividade da papaina livre em meio neutro foi

ligeiramente maior do que em acido (5,89 e 5,17 U/mg, respectivamente). Isso tambéem
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foi observado pelos estudos de SANGEETHA; ABRAHAM, 2006, que estudaram varias

faixas de pH e acharam em meio neutro a maior atividade dessa enzima.

Figura 17 — Atividade enzimatica da papaina livre (controle) e imobilizada

(membrana).
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Analisando as atividades proteoliticas da papaina imobilizada nos dois pH
testados, o0 mesmo fenbmeno acontece em relacdo as enzimas livres, nos respectivos
pH. Em meio neutro a enzima imobilizada obteve a maior atividade enzimética,
apresentando valores de 4,13 U/mg (x0,58) para o pH = 5,8 e de 4,7 U/mg (x0,73) para

pH neutro. Assim pH 7 foi considerado a melhor condicédo de pH para a imobilizacao.

Figura 18 — Atividade recuperada (%) da papaina imobilizada em relagéo a
papaina livre
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A Figura 18 apresenta a atividade recuperada (Ar) das duas condi¢cdes. Em
ambos os pH a enzima obteve Ar de aproximadamente 80%, ou seja, apenas 20% das
enzimas foram desativadas. Esse valor ainda é inferior ao 87,21% encontrado por GU et
al., 2018 na imobilizacdo de papaina em microparticulas de quitosana. Uma possivel
explicacéo para a diminui¢cdo da atividade, pode ser devido ao fato de que a dessorgéao
(liberagdo) da enzima pela membrana seja lenta, como sera visto no proximo tépico, e
gue 10 minutos de reac¢ao seja pouco para que toda a papaina presente tenha reagido.
Porém, essa reducédo de 20% na atividade é satisfatoria para o objetivo final e mostra

que a enzima continua bastante ativa ap6s a imobilizacao.

5.2.4. Estabilidade

A estabilidade da papaina livre e imobilizada foi avaliada ao longo de 28 dias
de armazenamento a 4°C. Como mostrado na Figura 19, a enzima livre perdeu 94% de
sua atividade inicial apés 28 dias, enquanto a enzima imobilizada perdeu 70% no mesmo
periodo de tempo. A estabilidade melhorada € provavelmente um resultado da prevencéo
da autolise e desdobramento das moléculas de papaina pela imobilizacdo. Resultados
semelhantes foram relatados por NIKOLIC et al., 2010, que usaram tripsina imobilizada
em fios de algodéo.
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Para aplicacéo clinica, o melhor momento para imobilizar a enzima seria
imediatamente antes do uso no paciente. Kits com membranas e sais para o tampéao
seriam entregues em hospitais, por exemplo, e quando necessario, alguém imobilizava
a enzima na membrana e usava como curativo. Por exemplo, em odontologia, o
alginato € comumente usado como material de impressao e, antes de sua aplicagéo, o
material é preparado de acordo com o instrutor do fabricante (NALLAMUTHU;
BRADEN; PATEL, 2012).

Figura 19 — Estabilidade da papaina livre e imobilizada em membrana de
CaAlg durante armazenamento a 4 °C, medida através da atividade enzimatica
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5.2.5. Célula de Franz

O estudo cinético in vitro € importante para avaliar como seria a liberacéo de

papaina pela matriz polimérica em uma ferida.

Como mostrado na Figura 19, foi observado um gradiente lento no inicio.

Depois de 24 horas, a liberacdo permaneceu constante e aproximadamente 65% da
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enzima foi liberada. Uma liberacdo mais lenta é interessante pelo prolongamento da acao
da papaina na pele, além de garantir que durante o tempo de aplicacdo do curativo o
mesmo esteja ainda bioativo, diminuindo também o numeros de trocas necessarias
(BOATENG et al., 2008; THU; ZULFAKAR; NG, 2012).

A fim de determinar a cinética de liberacdo, o modelo de Korsmeyer-Peppas
foi utilizado. Os parametros obtidos foram k = 2,248 e n = 0,9354 (R? = 0,9521). Como n
foi menor do que 1 e superior a 0,5, a liberagéo € caracterizada como andmala, o que
significa que ha acédo conjunta da difusdo e intumescimento do material (mudanca da
estrutura na cadeia do polimero). A constante cinética foi baixa, demonstrando uma

liberacéo lenta da papaina pela matriz polimérica.

Figura 20 — Teste de liberacao in vivo. A liberacdo da papaina expressa em
porcentagem considerando a massa total inicial (n = 4)
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Aplicando outras equacdes cinéticas (4-6), obteve-se a seguinte tabela com
0S parametros.
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Tabela 2 - Parametros obtidos utilizando os modelos cinéticos de liberacao

Modelo Kk n R2
Zero ordem 3,7415 0,984
Primeira ordem 0,1048 0,781
Segunda ordem 0,007 0,404
Korsmeyer—Peppas 4.39 0.79 0,982

Conforme mostrado na Tabela 1, os modelos de ordem zero e Korsmeyer-
Peppas foram os mais préximos dos dados coletados. Korsmeyer-Peppas foi usado
porque da um melhor entendimento sobre a cinética de liberacdo e propriedades do

fendbmeno (n depende do mecanismo de liberacéo).

5.3. Caracterizacdao fisico-quimica

5.3.1. Espectroscopia com transformada de Fourier (FTIR)

Os espectros das membranas de alginato de célcio estdo apresentados na
Figura 22. Foram feitos espectros de antes da imobilizacdo e depois para avaliar se
houve mudanca quimica no processo. A Tabela 3 mostra as bandas caracteristica de

cada ligacao presentes no alginato e papaina, respectivamente.

Os espectros do alginato obtidos estdo de acordo com a literatura (LAWRIE
et al., 2007) com as ligacbes caracteristicas do polimero aparecendo nas suas
respectivas bandas (Tabela 1). Como esperado, o processo de autoclavagem néo alterou

a estrutura quimica da membrana, pois ndo ha grande diferenca entre os espectros.
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N&o foi observado nenhuma formacgédo de ligacdo quimica no espectro do
alginato com papaina, logo descarta-se a possibilidade formacao de ligacdo (adsorcao

covalente) e a interacdo € de fato apenas eletrostatica.

Figura 21 — Espectros obtidos por FTIR das membranas de CaAlg antes da
imobilizacéo (a) e depois da imobilizacéo (b).
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Tabela 3 — Bandas do FTIR do alginato e papaina com suas atribuicées no
espectro (LAWRIE et al., 2007; SANKALIA et al., 2005).

Alginato (cm™) Atribuicdo Papaina (cm™) Atribuicéo
3500-3200 Estiramento O-H 3500-3200 Estiramento O-H
3000-2850 Estiramento C-H 3274 Estiramento N-H
1412 Deformacgao C-H 3000-2850 Estiramento C-H
1385 Deformacao O-H 1640-1540 Deformacao C=0O-N-

H
1347 Deformacéo C-O 1149-1020 Deformacéo C-S
1081-1027 Deformacao C-O-C
820 Deformacao C-C
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5.3.2. Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

A morfologia da superficie das membranas de alginato de calcio estéo
mostradas na imagem de MEV (Figura 23).

Figura 22 — MEV da superficie da membrana de alginato de calcio a) antes da
autoclavagem, b) depois da autoclavagem e ¢) membrana de alginato de célcio com

papaina imobilizada.
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E possivel verificar que o processo de autoclavagem compactou a estrutura
da membrana, que antes era rugosa e passou para uma estrutura menos rugosa e com

rachaduras. Ndo houve mudanca estrutural aparente depois da imobilizagéo da papaina.

5.3.3. Calorimetria de varredura diferencial (DSC)

DSC foi usado para investigar qualquer interacao fisico-quimica entre a droga
e o0 polimero da matriz. O termograma DSC de alginato, papaina e alginato com papaina
sdo mostrados na Fig. 23.
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Figura 23 - Curvas DSC para amostras de alginato, papaina e CaAlg +

papaina, com taxa de aquecimento de 10 °C/min, em atmosfera de nitrogénio
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Um pico endotérmico ocorre freqiientemente em compostos organicos, e €
atribuido a temperatura de fusdo (Tm) (FAN et al., 2016). O segundo evento exotérmico
ocorre em temperaturas superiores a 280 ° C e esta relacionado a degradacédo da

temperatura do alginato (Td).



52

O alginato sofre trés estagios de degradacéo térmica. Um pico endotérmico
inicial proximo a 130 °C esté correlacionado com a perda de agua nos grupos hidrofilicos
do polimero que nao foi removido durante a liofilizagdo. O segundo pico endotérmico
ocorreu em Tm = 154,3 °C devido a alteracdo da entalpia de fusdo. Ocorreu a
decomposicdo do polimero representada por um pico exotérmico em torno de Td = 300
°C. O pico exotérmico resultou das reacfes de degradacdo e despolimerizacdo, muito
provavelmente para a descarboxilacdo parcial dos grupos carboxilicos protonados e
oxidagdo (EL-HOUSSINY et al., 2016) Resultados semelhantes foram observados por
DUTRA et al., 2017.

O primeiro evento endotérmico na curva de papaina esta relacionado ao
desdobramento da estrutura da enzima (desnaturacdo). As curvas DSC da papaina
mostraram um aumento da estabilidade térmica confirmado pela medicdo da
temperatura de desnaturacdo térmica aparente da papaina na auséncia e presenca de
alginato (de 141,8 °C a 151 °C, respectivamente) (SATHISH; KUMAR; PRAKASH, 2007).
Além disso, o0 evento exotérmico ocorreu em temperatura mais baixa em comparacéo ao
alginato sozinho por causa da presenca da enzima, que degrada em temperatura mais

baixa.

5.4. Ensaios bioldgicos

5.4.1. Hemodlise

O estudo do contato do material com células sanguineas é um ponto
importante quando se pretende aplicar o material como compressa hemostéatica devido
a um contato maior do material com o sangue do paciente. Neste caso a membrana seria

aplicada em ferimentos com sangramento mais intenso e por isso o estudo foi realizado.

A Tabela 4 mostra os resultados do indice hemolitico (HI) para a membrana

com e sem papaina. Um curativo comercial também foi testado para efeito de
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comparacao. Foi observado que a membrana de alginato e o curativo comercial sao
considerados hemoliticos, segundo a norma (Tabela 5). No entanto, dependendo do tipo
de ferida isso nao limitaria a aplicacdo das membranas obtidas como curativo visto que

o préprio curativo comercial é bastante hemolitico.

Tabela 4 — Resultados do ensaio hemolitico das membranas de CaAlg

Amostra HI
(%)
Membrana
CaAlg 66
Curativo CaAlg 59
comercial*
Membrana 0

CaAlg + papaina

PBS (controle 0
positivo)
H20 (controle 93
negativo)

*Curativo de alginato de calcio e s6dio da Empresa Curatec

Tabela 5 - Classificacdo do grau hemolitico (%) segundo a norma ASTM
F756-00

indice hemolitico (%)  Grau hemolitico

0-2 N&o hemolitico
2-5 Levemente hemolitico

>5 Hemolitico
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A Tabela 5 mostra os resultados do indice hemolitico (HI) para a membrana
com e sem papaina. Um curativo comercial também foi testado para efeito de
comparacao. Foi observado que a membrana de alginato e o curativo comercial s&o
considerados hemoliticos, segundo a horma (Tabela 3). No entanto, dependendo do tipo
de ferida isso néo limitaria a aplicacdo das membranas obtidas como curativo visto que

0 proprio curativo comercial € bastante hemolitico.

A membrana com papaina imobilizada apresentou ser ndo hemolitica, pois
seu indice hemolitico igual a zero, sendo uma caracteristica promissora, ja que as
hemacias séo responsaveis pelo transporte de oxigénio ao local e assim havera trocas
gasosas apropriadas, permitindo a neovascularizacdo da area. A baixa oxigenacéo do
tecido (hipoxia) é prejudicial pois prolonga a fase inflamatério, o que pode acarretar em
infeccbes e enfraquecimento do novo tecido, além de retardar o fechamento da ferida
(SIQUEIRA, 2001).

5.4.2. Citotoxidade

A viabilidade celular é importante parametro biol6gico para entender o
comportamento do material com as células. Fibroblastos fazem parte do sistema de
cicatrizacdo e sado eles os responsaveis pela producéo de colageno, proteina constituinte
das novas fibras formadas no processo de fechamento da ferida e queratindcitos séao
células presentes na epiderme que constituiu 80% da pele (FALANGA, V., 1998) e por
isso a citotoxicidade das membranas de alginato com e sem papaina foi avaliada pelo
método indireto, no qual a viabilidade celular € medida ap6s a exposicdo aos extratos

das amostras.

Com os valores apresentados nas Figuras 24 e 25, é possivel perceber que a
membrana com papaina imobilizada apresentou pouca viabilidade celular em relacéo ao
controle (células que estiveram em contato somente com o meio de cultivo e considerada

como sendo 100% de viabilidade) e as amostras de CaAlg. Isso ndo necessariamente
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significa que a papaina € citotoxica, mas como os fibroblastos e quaratinécitos aderem
ao plastico da placa de cultura através de proteinas de adeséo constituido principalmente
de colageno (SAED; ZHANG; DIAMOND, 2001). Provavelmente a papaina (uma
protease) liberada pelo suporte digeriu essas proteinas de adesdo e ocasionou 0
destaque das células do fundo do poco da placa, de modo semelhante a tripsina (enzima
utilizada comumente na cultura de células para promover o destacamento das células
dos frascos de cultivo). Estes resultados sdo interessantes por confirmarem que a
papaina mantém sua atividade proteolitica apds liberacdo do suporte, o que indica que
possivelmente esta proteina podera atuar como agente ativo no processo de

desbridamento de feridas da pele.

Figura 24 — Viabilidade celular (%) de fibroblastos em contanto com os extrativos das

amostras testadas. A viabilidade das células nos materiais testados é relativa ao

controle.
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Figura 25 — Viabilidade celular (%) de queratindcitos em contanto com o0s extrativos

das amostras testadas. A viabilidade das células nos materiais testados é relativa ao

controle.
HaCat Cells
100 I
_ B0 A
£
5
3 60
= _
: 24h
=
=]
= # A8h
£ 40 1
=
>
20 1
I
Cahlg+ Curativo Controle DMSO 40%
comercial

Os resultados também mostram que o CaAlg puro ndo apresentou
citotoxidade, pois obteve viabilidade de 81% e 93% em 24 horas. Esses resultados
concordam com os experimentados por REZVANIAN, AMIN, SHIOW-FERN, (2016) que
fizeram testes em fibroblastos e houve viabilidade de 83,2%. Segundo ISO 10993-5,
(2009) a viabilidade celular superior a 80% significa que o material ndo € citotdxico, assim
as membranas de CaAlg ndo sdo citotoxicas nas primeiras 24 horas. Enquanto os
curativos de CaAlg encontrados comercialmente que obtiverem viabilidade de 53,3%
neste mesmo tempo. No entanto, apds 48h de exposi¢do ao extrativo da membrana de

CaAlg produzida a viabilidade celular baixou para cerca de 65% e 70%.
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5.4.3. Atividade antibacteriana

Ensaios bacterianos foram realizado por disco, onde foi avaliado a formacéao
de alo de inibicdo. Das quatro bactérias testadas (Staphylococcus aureus, Escherichia
coli, Pseudomonas aeruginosa e Streptococcus mutans), apenas a S. mutans formou

alo de inibicéo visivel.

Figura 26 — Placas de Petri contendo as quatros bactérias testadas e as
amostras em discos de CaAlg com papaina, CaAlg (-) e antibiotico (+). Do lado
esquerdo da figura estdo as bactérias gram negativas (E. coli (superior) e P.

aeruginosa (inferior)) e do lado direito estao as bactérias gram positivas (S. mutans

(superior) e S. aureus (inferior))

Essas cepas sdo as mais utilizadas nos testes para determinar o efeito
antimicrobiano de amostras. E. coli estédo presentes no trato intestinal de animas e sua
ocorréncia € indicador de contaminacao. S. mutans séo bactérias causadoras de céaries
e P. aeruginosa podem causar inflamacdes na pele ao se aproveitarem de feridas e
gueimaduras para se multiplicarem (HACHEM et al., 2007). S. aureus séo bactérias gram
positivas presentes na pele que podem causar desde pequenas infeccdées como acnes
e celulites, até infecgcbes mais graves na epiderme, como furiinculos e impetigo, que séo
inflamacbes na pele que podem se espalhar para outras regibes (TENOVER,
MCDONALD, 2005).
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Essa seria uma grande vantagem da adicdo de papaina ao curativo de
alginato, visto que trard uma propriedade antibacteriana fundamental para evitar

inflamagdes.

Tabela 6 — Formacao de alo de inibicdo em bactérias. Sinal (=) significa que

nao houve formacao de alo e (+) houve formacéao

Atividade bacteriana
Bactéria

AlgCa AlgCa + papaina
E. coli - -
P. aeruginosa - -
S. aureus - -
S. mutans - +

Todavia, no primeiro experimento houve contaminacdo da amostra e para
confirmar que a inibicéo foi causada realmente pela presenca de papaina, o experimento

sera refeito.
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6. CONCLUSAO

Os resultados mostraram que a imobilizacdo de papaina em membranas de
alginato de calcio é possivel e que as condi¢cdes otimizadas de imobilizacado ocorrem em
meio neutro e temperatura de 25°C. A isoterma de adsor¢do mostrou também maior
imobilizacdo utilizando concentracdo inicial de solucdo de papaina 20 mg/mL. A
imobilizacdo obteve rendimento satisfatorio, e 0 mais importante, a enzima continuou
ativa ap0s a imobilizacdo com pouca desativacdo em relacdo a mesma em estado livre.
Ao longo do tempo foi visto que a matriz polimérica protege a enzima de sua desativacao.
A liberagdo da droga pela matriz foi satisfatoria, e obteve uma boa permeabilidade
observada pela célula de Franz. Os testes de caracterizacao do material mostraram que
nao houve grande mudanca na membrana antes e depois do processo de esterilizagéo,
fator importante para o produto final que deve ser comercializado de forma estéril, visto
sua aplicacdo na area médica. Os testes de hemolise apontam que o material produzido
ndo é hemolitico. Os ensaios com cultura de células mostraram que a papaina mantém
a sua atividade proteolitica apos liberacdo do suporte, apontando seu potencial como
agente ativo no processo de desbridamento de feridas da pele. No entanto, ainda séo
necessarios testes adicionais para uma completa avaliagdo da acdo da papaina
associada a membrana de alginato no processo de cicatrizacéo de feridas.

De modo geral, os resultados aqui apresentados apontam para a obtencao de
um bom biomaterial com propriedades interessantes para ser utilizado como curativo

bioativo para o tratamento de feridas.
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APENDICE A

Curva padréo para a papaina

Absorbinda [A)

14

1,2

0,8
0,6
0,4

0,2

y = 0,6638x - 0,004
R*=0,9993

0,5 1 15 2 25
Concentracao [%)




APENDICE B

Curva padréao para o reagente de Bradford em Bovine Serum Albumin (BSA)
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