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RESUMO

As proteases constituem um dos maiores grupos de enzimas e tém diversas aplicacdes
que variam desde processos alimenticios a farmacéuticos. Dentro desse grupo, a
Tripsina, uma serino protease excretada pelo pancreas como uma pré-enzima inativa
(tripsinogénio), esta presente nos sistemas digestivos de vertebrados e invertebrados.
Como a protease € uma das classes de enzimas mais abundantes, ha diversos estudos
sobre sua importancia fisiolégica. Alguns estudos mostram, por exemplo, o papel
significativo da interagdo de nanomateriais com biomoléculas enzimaticas, tais como as
proteases. Em comparagdo com pequenas moléculas, as estruturas em nanoescala
expressam diversas propriedades fisicas e quimicas, as quais podem ser associadas a
biomoléculas visando potencializar suas fungdes. Um dos nanomateriais mais utilizados
sdo as Nanoparticulas de ouro (NpAu), as quais sdo produzidas para varias aplicacoes,
por exemplo, em terapéutica, deteccdo e diagndstico, sensoriamento quimico e
biolégico e campos de catalise. Dentro deste contexto, esse trabalho reporta duas rotas
de Sinteses de Nanoparticulas de ouro associadas a enzima Tripsina. A metodologia das
Sinteses foi embasada no método tradicional de Turkevich seguida de adaptacGes. Os
resultados mostraram que as duas metodologias foram eficientes, gerando os sistemas
biconjugados esperados, conforme pode ser comprovado pelas analises por
espectroscopia na regido do UV-Vis. O infravermelho (FTIR) confirmou as interagdes
entre a enzima e a superficie da Nanoparticula de ouro. Morfologicamente, as imagens
obtidas por microscopia eletrénica de varredura (MEV) e de transmissdao (MET)
mostraram Nanoparticulas esféricas e sem aglomeracdes. O biossistema Nanoparticula
de ouro e Tripsina se mostrou estavel durante o periodo de 30 dias. Esse biossistema
mostra-se promissor para o0 entendimento de futuras aplicacbes que envolvem o

processo de interacdo entre a enzima e seu respectivo substrato.

Palavras-chave: Nanoparticulas de ouro, Tripsina, PEG.



ABSTRACT

Proteases are one of the largest groups of enzymes and have several applications
ranging from food processes to pharmaceuticals. Within this group, Trypsin, a serine
protease excreted by the pancreas as an inactive, proenzyme (trypsinogen), is present in
the digestive systems of vertebrates and invertebrates. As protease is one of the most
abundant classes of enzymes, there are several studies on its physiological importance.
Some studies show, for example, the significant role of the interaction of nanomaterials
with enzymatic biomolecules, such as proteases. In comparison with small molecules,
nanoscale structures express several physical and chemical properties, which can be
associated with biomolecules in order to enhance their functions. One of the most used
nanomaterials are gold nanoparticles (NpAu), which are produced for various
applications, for example, in therapeutics, detection and diagnosis, chemical and
biological sensing and catalysis fields. Within this context, this work reports two routes
of synthesis of gold nanoparticles associated with the enzyme Trypsin. The synthesis
methodology was based on the traditional Turkevich method followed by adaptations.
The results showed that the two methodologies were efficient, generating the expected
biconjugate systems, as can be proved by the spectroscopy analyzes in the UV-Vis
region. The infrared (FTIR) confirmed the interactions between the enzyme and the
surface of the gold nanoparticle. Morphologically, the images obtained by scanning
electron microscopy (SEM) transmission (TEM) showed nanoparticles spherical and
without agglomerations. The gold nanoparticle and trypsin biosystem proved to be
stable over the 30-day period. This biosystem is promising for the understanding of
future applications that involve the interaction process between the enzyme and its

respective substrate.

Keywords: Gold nanoparticles, trypsin, PEG.
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1.0 INTRODUCAO

O interesse pelo ouro sempre esteve presente na histéria da humanidade,
mas foram nas UGltimas décadas que a comunidade cientifica também percebeu a
potencialidade de aplicacdo desse elemento, em uma escala até entdo pouco usual, a
nanométrica. Nesta escala 0 ouro apresenta propriedades que ndo sdo observadas em
escala macro, dentre elas, a capacidade de ser um Oétimo catalisador, quando em
tamanhos menores que 5 nm e a mudanca de coloragéo que passa a ser vermelha, devido
ao fendmeno conhecido como ressonancia plasmonica de superficie (RPS) que ocorre
devido a excitacdo coletiva de elétrons de conducéo e tem dependéncia com o tamanho,
forma e estrutura das particulas (LOUIS & PLUCHERY, 2012; DYKMAN &
KHLEBTSOV, 2018). As propriedades oOticas, fisicas e quimicas exclusivas das
Nanoparticulas de ouro aliadas & baixa reatividade desse elemento em escala
nanométrica, faz com que elas tenham uma ampla variedade de aplicacGes em diversas
areas. Na biologia e medicina, essas propriedades vém sendo bastante exploradas e as
aplicacBes incluem biossensores, deteccdo e fototermdlise de microrganismos e células
cancerigenas, entrega dirigida de drogas, peptideos, DNA e antigenos, entre outras
(DYKMAN & KHLEBTSOV, 2018).

Estrategicamente, a realizagdo de estudos sobre como ocorre a interagéo
entre Nanoparticulas e a superficie de algumas enzimas sdo formas de entender e até
melhorar o desempenho de funcBes enzimaticas quando na presenca destes
nanomateriais. Além disso, o ouro, em tamanho nanométrico, por mais que seja
considerado ndo-toxico pode induzir um funcionamento ndo usual na célula podendo
trazer riscos a salde (ZHU et al. 2013; NEELY et al. 2013). Esses estudos trazem
informagdes quanto ao tipo de interagdo que ocorre, COmO OCOrre e COmMO essas

informacdes podem ajudar na aplicabilidade desses sistemas bioconjugados.

Diante disto, esse trabalho apresenta dois métodos de Sintese de
Nanoparticulas de ouro bioconjugadas a enzima Tripsina (com e sem a presen¢a do
polietilenoglicol), visando o entendimento de aspectos tais como a melhor rota sintética,
a interacdo Nanoparticula-enzima, e a busca por uma abordagem que leve a formagéo

do bionanomaterial mais estavel.
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1.1 Nanotecnologia

A nanotecnologia é o processo que envolve a fabricacdo, caracterizagao
e manipulagdo de dispositivos ou materiais que apresentem dimensdes de 1 a 100
nandmetros. O prefixo “nano” significa a bilionésima (107°) parte de uma unidade
(1/1.000.000.000) ou cerca de um centésimo de milésimo da espessura de uma folha de
papel. A nanoescala engloba diversos exemplos de particulas que ocorrem naturalmente,
como particulas de fumacga, cinzas vulcénicas, aerossol maritimo, de fontes
antropogénicas, e etc. Em termos de biologia, a nanoescala é o tamanho padrdo de
componentes celulares importantes, como o DNA, proteinas, paredes celulares, células
membranas e compartimentos (AVVAKUMOVA, 2012). Materiais que sdo reduzidos
a esses limites apresentam propriedades fisicas e quimicas distintas das propriedades
apresentadas por esses materiais em macroescala. Essas propriedades despertaram o
interesse de pesquisas nas ultimas decadas, e 0 seu impacto na economia pode
ultrapassar US$ 3 trilhGes até 2020. (DUNCAN, 2011)

O emprego da nanotecnologia se estende a diferentes areas, podendo ser
aplicada de diversas maneiras. Na industria alimenticia, alguns estudos ja usam a
nanotecnologia na deteccdo de moléculas organicas que possam indicar deterioracdo ou
alteracdo do produto. Outro exemplo é o estudo realizado por Ai e colaboradores
(2009), onde Nanoparticulas de ouro (NpAu) funcionalizadas com um derivado do
acido cianurico sdo utilizadas para detectar melamina - um composto adicionado
ilegalmente aos produtos lacteos para produzir uma leitura incorretamente alta na

medicdo do teor de proteinas com base no nitrogénio total - no leite cru.

Outra area na qual a nanotecnologia vem sendo amplamente empregada é
na medicina, onde as aplicacdes vao desde diagndstico até métodos terapéuticos. Neste
sentido, um estudo realizado por Neely e colaboradores (2013), permitiu a deteccdo de
até cinco espécies relevantes de Candida a partir da Ressonancia Magnética T2 mediada
por Nanoparticulas superparamagneticas. Este teste foi aprovado pela organizacédo Food
and Drug Administration (FDA) dos Estados Unidos da Ameérica e testes similares estéo

sendo desenvolvidos para diagnosticos bacterianos.

Na terapéutica, microparticulas sdo amplamente usadas no transporte de
medicamentos e nos ultimos anos essa metodologia vem abrangendo a escala nano,
inclusive no tratamento do cancer. Nanoterapéuticos direcionados podem administrar o
tratamento diretamente na célula cancerigena, diminuindo reacdes adversas causadas
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pelo contato da substancia potencialmente toxica com tecidos saudaveis. (HRKACH, et
al. 2012)

A nanotecnologia tem como objetivo projetar e fabricar novos materiais,
desta forma, a procura por diferentes tipos de entidades moleculares para formar
nanoestruturas tem sido buscada. Peptideos e dominios proteicos tém recebido bastante
atencdo como blocos de construcdo por sua capacidade de formar estruturas
tridimensionais complexas e incorporar propriedades quimicas e fisicas diferentes e
versateis (DOLES, et al. 2012). A associacdo de nanomateriais a moléculas biologicas é
conhecida como bionanotecnologia, area cientifica que vem ganhando destaque e cada
vez mais pesquisas relacionadas. As Nanoparticulas de metais nobres tém sido muito
utilizadas, gracas as suas propriedades inertes frente a sistemas bioldgicos, causando

assim, menos riscos de contaminacao.

1.2 Nanoparticulas de ouro

Embora o interesse pela nanotecnologia seja relativamente recente, ela ja
é conhecida e aplicada ha séculos. Nanoparticulas de ouro (NpAu) e Nanoparticulas de
prata (NpAg), por exemplo, sdo utilizadas hd mais de 2000 anos na fabricacdo de
utensilios domésticos, sendo o mais conhecido, a Taca de Lycurgus (Figura 1),
produzida pelos romanos e que possui um dicroismo vermelho-verde, apresentando a
cor verde na luz refletida normal e coloracdo vermelha quando a luz € transmitida
através dela. Esta propriedade ocorre devido a presenca de Nanoparticulas de Ag-Au de
1-100 nm de tamanho que resultam em cores distintas das apresentadas pelo material na
macroescala correspondente (FREESTONE, et al. 2007).
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Figura 1: A taca de Lycurgus, em exposi¢do no British Museum, vista na luz refletida (direita) e na luz
transmitida (esquerda).

Fonte: Acervo digital “The British Museum” (https://www.britishmuseum.org/collection)

O tamanho e a forma das NpAu sdo de extrema importancia no que diz
respeito as propriedades Oticas apresentadas devido a relacdo direta dessas com um
fendmeno que ocorre em Nanoparticulas de metais nobres, como o ouro. Esse fenbmeno

é conhecido como Ressonancia Plasmdnica de Superficie (RPS).

A ressonéncia plasménica de superficie ocorre quando uma particula de
metal é exposta a luz, ocorrendo uma inducdo causada pelo campo eletromagnético da
luz que provoca uma oscilacdo coerente e coletiva dos elétrons livres do metal, que
causa uma separacédo de carga em relacdo a rede i6nica, formando uma oscilacao dipolar
ao longo da direcdo do campo elétrico da luz (Figura 2). A amplitude da oscilacédo
atinge o maximo em uma frequéncia especifica sendo chamada ressonancia plasmonica
de superficie. Esse fendbmeno ocorre com qualquer Nanoparticula metalica, porém é
muita mais intensa com particulas de metais nobres. E a intensidade depende de fatores
como o tamanho da particula, forma, estrutura, composicéo e a constante dielétrica do

meio envolvente, como teoricamente descrita pela teoria de Mie (HUANG, 2010).
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Figura 2: Esquema da interacéo de uma radiagdo eletromagnética com uma nanoesfera metalica.

Fonte: Adaptado de SANTOS (2016).

As propriedades apresentadas por Nanoparticulas de ouro, tais como alto
coeficiente de absorcdo de raios X, facilidade de manipulacdo sintética permitindo o
controle preciso das propriedades fisico-quimicas da particula, forte afinidade de
ligacdo a tiois, dissulfetos e aminas, propriedades Opticas ajustaveis Unicas, e
propriedades eletrénicas distintas (ELAHI, 2018), fazem com que o estudo em torno
dessa tecnologia esteja em ascensdo continua, e as aplicacdes as quais esses estudos se

direcionam englobam as mais distintas areas.

As propriedades citotoxicas de NpAu levam a uma grande aplicacdo na
biomedicina e medicina. Um estudo recente voltado a oncologia e com o objetivo de
minimizar a ressec¢do de tecidos saudaveis durante oncocirurgias apresentou resultados
satisfatorios utilizando nanobolhas plasmonicas pré-tratadas com ouro para diagndstico,
deteccdo intra-operatério e tratamento para células cancerigenas residuais. Esse estudo
baseou-se em uma técnica que utiliza a segmentacédo sisttmica do ouro (para formar
grupos de ouro nos tumores) geracdo local de nanobolhas plasmdnicas com um Unico
pulso a laser de baixa energia e deteccdo acustica, em combinagdo com a cirurgia
padrdo, para deteccdo e resseccdo, apresentando alta sensibilidade, especificidade,
velocidade e potencial de traducdo das células cancerigenas. A toxicidade dos
conjugados de ouro in vivo, foi monitorada e os resultados mostraram que elas
apresentam seguranga, ou seja, baixa toxicidade (LUKIANOVA-HLEB, et al. 2016).
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Dentre outras possiveis aplicacbes pode-se citar, também, a bio-
rotulagem, dispositivos de biossensores para a deteccdo de virus e bactérias,
administracdo de medicamentos, imagem de tecidos/tumores, fototerapia e foto-
termoterapia e identificacdo imuno-cromatografica de patdgenos em espécimes clinicos.
As Nanoparticulas de ouro sdo biocompativeis, inertes, e se ligam a uma grande
variedade de biomoléculas, como proteinas/enzimas, DNA e aminodcidos, 0 que
possibilita essa ampla variedade de aplicacbes (CHEN, et al. 2018; GOPINATH et al.
2013).

1.3 Sintese de Nanoparticulas de Ouro

A sintese de nanomateriais é uma etapa muito importante, pois o método
deve ser adequado as propriedades visadas e especificidades da sua aplicacdo. Os
processos escolhidos devem ser monitorados e proporcionar controle de possiveis

problematicas como agregacéo, e serem menos dispendiosos.

As diversas técnicas utilizadas para a preparacdo de Nanoparticulas se
baseiam em duas principais abordagens (Figura 3): Top-down (de cima para baixo, em
traducdo livre) e Bottom-up (de baixo para cima, em traducdo livre). Na abordagem
bottom-up, 0s materiais em nanoescala sé@o desenvolvidos a partir de precursores
atdbmicos ou moleculares que podem reagir e crescer em tamanho, ou se auto-montar em
estruturas mais complexas. A abordagem top-down esculpe estruturas em nanoescala
por meio do desgaste controlado de materiais de solidos maiores (YU, 2013). As
abordagens bottom-up séo as mais eficientes para producdo de Nps de metais nobres
devido ao menor desperdicio de material de partida e menor gasto energético, quando

comparadas as técnicas top-down, além de proporcionar um maior controle de tamanho.

Dentro das técnicas top-down, uma das mais utilizadas para producéo de
Nanoparticulas € a sintese quimica. Nesta tecnica, as Nps podem ser sintetizadas por
meio da reducdo de um ion metalico dando origem a um colodide. Umas das principais
rotas sintéticas para producdo de Nanoparticulas de ouro € pela reacdo de oxirredugéo
do ion de ouro usando citrato de sodio como agente redutor e estabilizante, sendo este
método relatado por Turkevich e colaboradores (1951). Porém, € possivel realizar a

sintese com outros agentes redutores, tais como borohidreto de sddio, que por ser um
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redutor forte gera Nps menores e a sintese € mais rapida, bem como redutores mais

fracos, como &cido férmico, &cido ascorbico, entre outros (AVVAKUMOVA, 2012).

Figura 3: Abordagens para sintese de nanoparticulas.

Top-down Bottom-up

Nanoestmturas

»%» U«C’w% -

Aglomerado Atomos

Fonte: Adaptado de MENDES (2015).

Um dos grandes desafios, em se tratando de sintese de Nanoparticulas, é
a estabilizagdo do crescimento da Np. Devido a etapas de nucleacdo e crescimento da
Np, quando ndo controlados, essas etapas podem levar, por muitas vezes, a aglomeragéao
ou agregacdo de particulas, diminuindo os efeitos em escala hanométrica. Entretanto, o
uso de matrizes estabilizantes € uma alternativa para que ndo haja aglomeracdo ou
agregacdo das Nanoparticulas (BARUAH, 2017). O esquema da Figura 4 (a) e (b)
sumariza a atuacdo de uma matriz estabilizante proporcionando a estabilizagdo de

Nanoparticulas metalicas.

Figura 4: Esquema de estabilizacdo de Nanoparticulas evitando a aglomeracao e agregacao.
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metalico
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Fonte: Proprio autor.
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1.4 Matrizes de estabilizacdo de Nps

A existéncia de uma matriz na superficie de uma Nanoparticula metalica
é primordial devido a capacidade de inibir forcas atrativas, e forcas de Van der Waals,
com isso a presenca dessa matriz ocasiona forcas repulsivas, as quais sdo geradas por
impedimento estérico. Naturalmente, a superficie de uma Np €é repleta de cargas
positivas ou negativas, as quais podem atuar como estabilizacdo eletrostatica. Outra
maneira de ocorrer a estabilizacdo de uma Np é através do proprio agente redutor, como
ocorre no caso de se utilizar o citrato de sddio. No entanto, por vezes, essa estabilizacdo
ndo € eficiente devido as forcas de Van der Waals serem forcas de maior intensidade,
assim, é necessario o uso de uma matriz na rota de sintese. Neste sentido, a literatura
aborda inumeras estratégias de matrizes como, por exemplo, polimeros, tiois,
biopolimeros, enzimas, etc. (TIWARI, 2011; SIMPSON, 2010; SUNDARAMURTHY,
2015). Como consequéncia dessa interacdo entre a matriz estabilizante e a superficie da
Np, suas propriedades fisico-quimicas sdo alteradas. Por exemplo, a coloracdo que esta
relacionada ao fendbmeno de ressonancia plasmonica de superficie (RPS). Em escala
nanométrica o ouro coloidal apresenta uma coloracdo avermelhada, e essa coloracdo

pode variar em funcdo do didmetro da Np e o meio no qual ela esta inserida.

As Nanoparticulas de ouro apresentam uma ampla variedade de
aplicacdes bioldgicas, pois apresentam propriedades fisicas e quimicas especificas. A
bioconjugagdo de NpAu com moléculas bioldgicas, como enzimas pode ser benéfica
devido a estabilizacdo promovida, além de despertar muito interesse nas aplicacdes das
Nanoparticulas de ouro em diferentes areas biomédicas, incluindo biossensores,
deteccdo e controle de micro-organismos, direcionamento de medicamentos, ensaios de
imunidade, monitoramento de células biol6gicas (NAIMI SHAMEL, 2019; BARUAH,
2017).

1.5 Interacdo entre proteinas e Nanoparticulas

Em sistemas biolégicos, como proteinas, a interagio com 0S
nanomateriais pode ocorrer de diversas maneiras, dependendo de fatores como o tipo de
célula, empregando diferentes rotas de captacdo ou visando diferentes organelas
(ELAHI, KAMALI, BAGHERSAD, 2018). Outros fatores também afetam as interagdes

de um sistema bio-nano como tamanho, superficie, carga de superficie e a
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hidrofobicidade, conforme visto no esquema proposto por MU e co-autores (2014) na
Figura 5. E quando bem controladas essas caracteristicas influenciam drasticamente na

rugosidade, cristalinidade e estabilidade do nanobiomaterial.

Figura 5: Fatores que influenciam as intera¢des na interface bio-nano.
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Fonte: MU, et al. (2014) (adaptada).

Em relacdo a interacdo Nanoparticula-proteina, alguns cenérios sao
possiveis; (i) é possivel que ndo afete as propriedades da Np ou a funcdo proteica, (ii)
que haja modificacdo ou perturbacdo na estrutura proteica diminuindo sua
funcionalidade devido a reatividade da superficie da Np, (iii) a ligacdo as proteinas pode
ocultar a superficie das particulas, reduzindo ou alterando suas propriedades, e (iv)
devido a grande érea superficial da Np, poderia haver interagdo com uma grande

quantidade de proteina, aumentando sua atividade (BROWN, et al. 2010).

H& uma grande quantidade de estudos que analisam esse tipo de
interacdo, por exemplo, Turci e colaboradores (2010) avaliaram a interagdo de
Nanoparticulas de silicio e quatro tipos de proteinas com diferentes tipos de carga
superficial, neste estudo a quantidade e a distribui¢do de proteinas na superficie sélida
foram influenciadas pela carga liquida de proteinas, e a distribuicdo da carga superficial
das proteinas foi crucial para determinar a afinidade pelo suporte solido e a estabilidade

da adsorcao das duas proteinas.
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Dentre os produtos de proteinas, destacam-se as enzimas que atuam
como catalisadoras de quase todas as reacOes celulares, e que se tornaram alvo da
nanotecnologia. As enzimas sdo classificadas de acordo com o tipo de reagOes que
catalisam e dentre elas estdo as Serino proteases, classificadas como hidrolases e que
podem ser empregadas na “Sintese verde” de Nanoparticulas (SIRITAPETAWEE, et al.
2018), como moléculas alvo em ensaios eletroquimicos (SHAMSIPUR, et al. 2016), em
genossensores eletroquimicos (LI1U, et al. 2014), entre outros estudos.

1.6 Serino proteases

Muitos processos quimicos essenciais para o funcionamento do corpo
ndo ocorrem sem a presenca de um catalisador, e outras diversas funcfes bioldgicas
acontecem de forma extremamente lenta. As enzimas sdo capazes de resolver tais
problemas por proporcionar um ambiente adequado para que uma rea¢do possa ocorrer
mais rapidamente sem afetar o equilibrio quimico da reacdo. O processo ocorre em uma
cavidade da enzima, o sitio ativo, seu contorno é delimitado por residuos de
aminoacidos com grupos nas cadeias laterais que ligam o substrato (molécula que se
liga no sitio ativo e sobre a qual a enzima age) e que catalisam a sua transformacao
quimica (NELSON & COX, 2014). As enzimas sdo altamente especificas para seus
substratos, sendo classificadas pelo IUBMB (International Union of Biochemistry and
Molecular Biology) em sete classes, cada uma com subclasses, com base nos tipos de
reacOes que catalisam (Tabela 1):

Tabela 1: Classificacao internacional das enzimas.

Classe Tipo de reacdo catalisada
1. Oxidorredutase Transferéncia de elétrons
2. Transferases Reacdo de transferéncia de grupos
3. Hidrolases Reac0es de hidrolise
4. Liases Clivagem de ligagdes
5. Isomerases Transferéncia de grupos dentro de uma mesma molécula
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Formacdo de ligacbes C e C, S, O e N por reacdes de
6. Ligases condensacdo acopladas a hidrolise de ATP ou cofatores

similares

Transporte de ions ou moléculas atraves das membranas ou

7. Translocases N
sua separacdo dentro das membranas.

Fonte: Adaptado de NELSON & COX, 2014.

Segundo esse sistema de classificacdo, as proteases estdo inseridas no
grupo 3.4, hidrolases-peptidases, pois atuam sobre ligacbes peptidicas. Elas sao
encontradas em todos os organismos, e fazem parte de inimeros mecanismos vitais. E
um grupo de peptidases que mediam seletivamente a hidrdlise de ligacdes especificas de
amida da cadeia principal de peptideos (DI CERA, 2009). Séo classificadas de duas
formas: em relacdo as similaridades estruturais e sequenciais em clas, que € baseado no
mecanismo catalitico da protease e em familias, que se baseia na protease ancestral
comum. O cld ao qual a protease pertence é definido pelo mecanismo catalitico, ou
seja, no grupo funcional que ocupa o sitio catalitico sendo responsavel pela hidrélise do
substrato. Existem sete tipos de clés, sdo eles, aspartico, asparagina, cisteina, metalo,
glutamica, treonina e Serino proteases (PATRNOGIC, 2014).

Em meio aos inumeros tipos de proteases, as Serino proteases sao,
possivelmente, as mais investigadas. A triade catalitica das Serino proteases é formada
pelos amino&cidos: serina, histidina e aspartato. S8 chamadas Serino Proteases devido
ao fato de o residuo Serina ser o responsavel pelo ataque nucleofilico ao carbono
carbonil de uma ligacéo peptidica suscetivel (DVORAK, 2018). O mecanismo catalitico
tem inicio na triade catalitica caracteristica, His57 — Asp81 - Ser139, que esta localizada
no sitio ativo da enzima (Figura 6), o grau e tipo de especificidade do substrato sdo
determinados pela natureza da regido do centro ativo. Estas enzimas utilizam a catalise

acido-bésica geral e a catalise covalente para a sua acdo (MURI, 2014).

27



Figura 6: Mecanismo catalitico das Serino Proteases.
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Quando residuos na triade catalitica sdo alterados, separada ou
conjuntamente, ocorrem grandes mudangas na velocidade de turn over da enzima,
alterando a constante catalitica (Kcat), modificando o mecanismo enzimatico e afetando
a afinidade pelo substrato (Km). Os residuos da triade atuam em sinergismo

contribuindo para uma atividade catalitica otimizada (CHAVEZ, 2016).
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As Serino proteases tém participacdo em inimeras func@es fisioldgicas,
incluindo digestdo, diferenciacdo celular, artrite, coagulagdo sanguinea, apoptose e
inflamacdo. Por esse motivo, o seu desequilibrio no corpo humano pode estar associado
a diversos problemas de saude, incluindo céancer, doencas inflamatorias, infeccdes
virais, doenca de Alzheimer, dentre outros. Consequentemente, as Serino proteases
representam alvos terapéuticos atraentes e promissores para o desenvolvimento de
produtos farmacéuticos, principalmente pelo aumento da compreensdo das relagoes

estrutura-atividade e cinética enzimatica para esta familia de enzimas (YUN, 2013).

1.7 Tripsina

A Tripsina é uma Serino protease excretada pelo pancreas como uma
pré-enzima inativa (tripsinogénio), sua atuacdo Otima ocorre em pH 7.8, ou seja, em
meio fracamente alcalino (HIROSE, 2001). Essa enzima tem 223 residuos de
aminoacidos dispostos em dois barris beta de seis filamentos (SALAR, et al. 2017), é
uma proteina globular soltvel em adgua (CHANPHAI, 2016). Tem peso molecular de
23,3 kDa, e esta presente nos sistemas digestivos de vertebrados e invertebrados, € uma
enzima digestiva muito especifica e catalisa a clivagem de ligacGes peptidicas apenas no
lado carboxilico dos residuos de lisina e arginina, conforme pode ser observado no
esquema da Figura 7. Na estrutura da Tripsina existe um residuo de aspartato (Asp 189)
na base da bolsa S: que atrai e estabiliza um residuo de arginina ou lisina de carga
positiva no substrato (BERG, 2014). Como € a protease mais abundante, ha diversos
estudos sobre sua importancia fisiolégica (SHEN, 2015; LIZZI, et al. 2016; IBARRA-
GARCIA, et al. 2018).
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Figura 7: Bolsa S1 da enzima Tripsina (a esquerda); Especifidade da enzima Tripsina (a direita).
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Fonte: BERG, 2014.

A Tripsina é capaz de ativar o tripsinogénio e muitas outras pré-enzimas
digestivas, como o0 quimotripsinogénio, a proelastase, o calicreinogénio, a
procarboxipeptidase e algumas prolipases, além de células pancreaticas e inflamatdrias,
desempenhando um papel essencial na regulacdo da funcdo exocrina pancreatica. O
excesso ou deficiéncia dessa enzima esta diretamente associado a algumas doencas
pancreéticas, tais como pancreatite e cancer. Logo, um método simples e sensivel para
sua deteccdo em amostras biolégicas é essencial para o diagndstico precoce da doenca,
terapia e pesquisa bioldgica. A Tripsina é, também, comumente usada como um tipo de
protease-modelo por ser de baixo custo, prontamente disponivel e um biomarcador
promissor (SATO, 2018). A enzima utilizada neste estudo é a proveniente do pancreas

bovino e sua estrutura pode ser observada na Figura 8.

Figura 8: Estrutura da enzima Tripsina pancreatica bovina nativa.

Fonte: https://www.rcsb.org/3d-view/1S0Q/1
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Na biomedicina e bioquimica, pesquisas que envolvem essa enzima vém
sendo cada vez mais comuns. Gu et al (2018) desenvolveram um novo método de
rastreio de aptdmeros de proteinas utilizando a Tripsina na triagem com resultados
promissores, neste estudo inédito a enzima atua diretamente na otimizacdo do sensor,
mas existem diversos estudos em que ela atua como enzima modelo para o
desenvolvimento de biossensores (IONESCU et al. 2008; WU et al. 2015), para o
desenvolvimento de métodos de identificacdo e validagdo de ligagdes dissulfeto (CUI et
al. 2019), no processo de digestdo de proteinas para amostragem (HYEONIL et al.
2017) e diversas outras aplicagGes.

Ja ha algum tempo, a aplicacdo da Tripsina com Nanoparticulas tem
ganhado espaco e dedicacdo dos autores, Miao et al. (2013) utilizaram Nanoparticulas
de prata para detecta-la através de ensaios colorimétricos, Hinterwirth et al. (2012)
analisaram a atividade, estabilidade e auto-digestdo da Tripsina imobilizada em
Nanoparticulas de ouro, e mais recentemente foi utilizada junto a Nanoparticulas

magnéticas em um método de quantificacdo de proteinas (MARTINS et al. 2019).
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2.0 OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral
Sintetizar Nanoparticulas de ouro bioconjugadas a enzima
Tripsina e avaliar o comportamento do sistema bioconjugado.
2.2 Objetivos especificos

Sintetizar Nanoparticulas de ouro através do método da reducdo quimica na

presenca da enzima Tripsing;

Caracterizar espectroscopicamente (regido do UV-VIS e Infravermelho FTIR) e

morfologicamente (MEV) a obtencdo das NpAu-Tri;

Caracterizar espectroscopicamente (regido do UV-VIS e Infravermelho FTIR) e
morfologicamente (MET) a obtencdo das NpAu-PEG-Tri;

Realizar analises de Espalhamento dindmico de luz (EDL) e Potencial Zeta das
NpAu-PEG-Tri;

Analisar a banda espectroscopica caracteristica das NpAu;

Verificar a eficiéncia da enzima Tripsina em atuar como agente estabilizante das
NpAu.
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4.0 MATERIAIS E METODOS
4.1 Materiais:

As solugdes foram preparadas com &gua deionizada, obtida de um
sistema de purificagdo Millipore-Q, a Tabela 2 apresenta os reagentes utilizados:

Tabela 2: Lista de reagentes.

Formula Nome Procedéncia
AuCls. 3H20 Cloreto de ouro triidratado Sigma-Aldrich®
NaBH,4 Borohidreto de sddio Synth®
-------- Tripsina bovina Sigma-Aldrich®
PEG 1000 Polietilenoglicol RPI®

Fonte: Préprio autor.

4.2 Procedimento experimental:
4.2.1 Sintese da NpAu-Tri (Método 1):

Sob agitacdo constante e em temperatura ambiente, adicionou-se 20 mL
de Tripsina (0,1 mg/mL) (em meio tamponado — tampéo fosfato pH 7,2) e 20 mL de
solucdo aquosa de ouro (1 mmol/L) em um béquer de 100 mL, ap6s 1 minuto de
agitacdo adicionou-se, gota a gota, 8,2 mL de solucdo de NaBH4 (1 mmol/L). O sistema

foi mantido sob agitacdo por 15 minutos.

4.2.2 Sintese da NpAu-PEG-Tri (Método 2):

Sob agitacdo constante e em temperatura ambiente, adicionou-se 50 mL
de solugdo aquosa de ouro (1 mmol/L) em um béquer de 100 mL, ap6s alguns segundos
de agitagdo, adicionou-se 0,5 mL de NaBH4 (0,5 mmol/L) na temperatura de 17 °C. A
solucdo foi mantida sob agitacdo por 10 minutos até a reducdo dos ions Au®* para Au®.
Apobs, adicionou-se 20 mL de Polietilenoglicol (PEG) 24% e manteve-se a agitacdo por
15 minutos. Posteriormente, adicionou-se a enzima Tripsina (0,1 mg/mL) e apds 5

minutos de agitacao, o sistema foi desligado e a solu¢do armazenada sob refrigeracéo.
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4.3 Técnicas de caracterizacao:
4.3.1 Espectrofotometria na regidao do UV-Vis

As solucdes de NpAu-Tri, NpAu_PEG-Tri, Tripsina e HAuCls foram
caracterizadas por meio da Espectroscopia na regido do UV-Vis em um
Espectrofotdmetro UV-Vis Marca Varian, Modelo Cary 50 Scan. Neste sentido,
varreduras entre 300 e 800 nm foram realizadas na solugdo do sal HAuCl4, e nas
solucBes contendo as Nanoparticulas com e sem a Tripsina. A caracterizagao
espectroscopica € uma técnica que permite identificar a formacdo das Nanoparticulas
baseada na interacdo da luz com a superficie da Nanoparticula. Comportamentos
espectroscopicos podem evidenciar a formacdo do nanomaterial devido ao fenbmeno
das transigdes eletrdnicas ser ausente. Além disso, a Nanoparticula de ouro apresenta a
banda de ressonancia plasmonica de superficie (RPS) bem reportada na literatura, o que

facilita a identificacdo da obtencdo desses nanomateriais.

4.3.2 Espectroscopia na regido do infravermelho (FTIR)

CaracterizagcOes através de espectroscopia na regido do infravermelho
(FTIR) também foram realizadas para observacdo das modificacbes que ocorrem na
estrutura da enzima. As solucdes de Tripsina, NpAu-Tri, NpAu-PEG-Tri e de
polietilenoglicol, foram gotejadas em pastilhas de KBr e deixadas sob vacuo para
secagem controlada. As leituras foram realizadas em um Espectrofotdmetro Modelo R

Prestige — 21, Marca Shimadzu com resolucgdo de 4 cm™.

4.3.3 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

A morfologia, distribui¢do e tamanho das NpAu-Tri foram caracterizadas
por microscopia eletrénica de varredura (MEV), a analise foi feita em um Microscopio
Eletronico de Varredura Modelo JEOL JSM IT300LV.

4.3.4 Microscopia Eletronica de Transmissdo (MET)

A microscopia eletrénica de transmissdo (MET) foi utilizada para a

determinacdo do tamanho (diametro) das Nanoparticulas obtidas apds secagem. As
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imagens de Microscopia Eletrénica de Transmissdo foram obtidas no equipamento
JEOL JEM2100 LaBs — 200 kV. A solucdo de NpAu-PEG-Tri foi gotejada na grade
para microscopia que foi seca durante 48 horas.

4.3.5 Espalhamento dindmico de luz (EDL)

O espalhamento dinamico de luz (EDL) é uma técnica utilizada para
determinar o raio hidrodindmico de diversos tipos particulas em solugdes coloidais.
Sendo determinado pelo movimento Browniano da particula, um movimento randémico
das particulas em um liquido devido ao bombardeamento das moléculas vizinhas a
particula, e esse movimento randdémico e a velocidade de seus movimentos determina o
tamanho da particula (LORBER, 2012).

As medidas de EDL foram realizadas para o biossistema NpAu-PEG-Tri
em um equipamento Zetasizer Nano Series Malvern, a 25°C. As solucdes foram
diluidas para 50 mg Lt em PBS 0,01 mol L, pH 7,4.

4.3.6 Potencial Zeta

O potencial zeta € a diferenca de potencial entre 0 meio de dispersao e a
camada de solvente existente ao redor da particula dispersa. No caso de moléculas e
particulas que apresentam apenas estabilidade coloidal elétrica, um alto valor absoluto
de potencial zeta (25 mV) confere estabilidade, resistindo a agregacdo. No entanto se o
potencial zeta se aproximar de zero, as forcas atrativas excedem as de repulséo, gerando
agregacdo. O potencial zeta é o potencial eletrostatico gerado pela acumulacdo de ions
na superficie da particula e é aplicado na determinagdo da carga de superficie de
particulas e proteinas (BALLOTTIN, 2014).

Ao interagir com o campo elétrico as particulas carregadas sao atraidas
para o eletrodo de carga oposta, sendo a mobilidade eletroforética, a velocidade da
particula mediante o campo elétrico (HUNTER, 1988).

As medidas de potencial zeta foram realizadas para o biossistema NpAu-
PEG-Tri em equipamento Zetasizer Nano Series Malvern, a 25°C. As solugfes foram
diluidas para 50 mg L™ em PBS 0,01 mol L™, pH 7,4.
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5.0 RESULTADOS E DISCUSSAO

A discussdo dos resultados sobre a Sintese das Nanoparticulas
bioconjugadas a enzima Tripsina, esta dividida em duas partes: Método 1 e Método 2,

conforme apresentado a seguir.
5.1 Sintese das NpAu-Tri — Método 1

A Sintese das Nanoparticulas de ouro biconjugadas a Tripsina foi
realizada baseando-se no método de Turkevich, com adaptacfes (TURKEVICH, 1951).
Esse método consiste na adi¢do do agente redutor na mistura das solucdes de HAuCl4 e
Tripsina em meio tamponado. Dessa forma as Nps foram sintetizadas na presenca da
enzima Tripsina, que atua como matriz de estabilizacdo do crescimento das Nps. O
agente redutor usado nessa Sintese foi o Borohidreto de sodio (NaBH.) que é
relativamente forte, seu método de reducdo é simples, reprodutivel e tem eficacia

comprovada na Sintese de Nanoparticulas menores (BRANDALISE, 2010).

A Figura 9 mostra uma fotografia das solucdes de Tripsina (a), HAuCl4
(b) e de NpAu-Tri (c), onde, claramente, é possivel observar a mudanga de coloragéo de
um tom amarelo para um tom rosa apos a Sintese. Essa mudanca de coloracéo é tipica
do ouro em escala nanométrica, ocasionado pela reducdo dos ions Au®* para Au®, devido
a acdo do agente redutor NaBHa4. O ouro coloidal ndo apresenta a coloracdo amarela
caracteristica do ouro metéalico, isso é devido as Nanoparticulas absorverem na regido
de ~500 a ~560 nm (VIEIRA, 2012).

Figura 9: (a) Soluces de Tripsina, (b) HAUCI, e (c) NpAu-Tri.

Fonte: Prdprio autor.
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5.2 Espectroscopia de absorcdo no UV-Vis

O comportamento espectroscopico da enzima Tripsina pura foi analisado
e conforme observado na Figura 10 (a), no espectro de cor preta, ndo se observa a
presenca de nenhuma banda de absorcéo na regido estudada de 250 nm a 800 nm. A
Figura 10 (b) mostra a representacéo da estrutura secundéria da enzima Tripsina, a qual
é rica em fitas de inmeros aminoacidos. Ao utilizar a simulagdo computacional através
do site Protein Data Bank, observa-se que essa estrutura apresenta inumeros
aminoéacidos, conforme visto na Figura 10 (c). Os cromoforos presentes, por exemplo,
nos aminodacidos Fenilalanina (d) e Triptofano (e) s6 absorvem na regido entre 200 nm e
280 nm. (VIEIRA, 2008).

Figura 10: (a) Espectro de UV-Vis para NpAu-Tri (vermelho), HAUCIs (azul) e Tripsina (preto). (b)
Representacdo da estrutura secundaria e (c) estrutura de residuos de aminodcidos da Tripsina: site PDB-
1H4A. Estruturas quimicas dos aminoacidos (d) Fenilamina e (e) Triptofano.

(@) (b)

—— NpAu-Tripsina
— HAUCI,
1.0- — Tripsina

300 400 500 600 700 800
Al nm

Fenilalanina

NH H,N H
Triptofano
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Para a solucdo de HAuClI4 (Figura 10 (a), linha azul), o espectro na regido
do UV-Vis apresenta uma banda com absorcdo méaxima em 314 nm. Essa banda é tipica
das transicBes eletronicas d-d do ion Au** em solugdo aquosa. No entanto, diferencas
espectrais significativas sao observadas ao realizar a varredura na solucdo contendo as
Nanoparticulas bioconjugadas com a enzima Tripsina, conforme pode ser observado na
Figura 10 (a), linha vermelha. Nitidamente, nota-se a presenca de uma banda com
absorcdo maxima em 545 nm, caracteristica da ressonancia plasménica de superficie
(RPS), fendbmeno de oscilacdo coletiva de elétrons livres, produzindo absorcbes

inerentes ao ouro em tamanho nanométrico (AHMED, 2014).

Outra caracteristica espectral que comprova a formagdo de ouro em
tamanho nanométrico é o efeito do espalhamento da luz. Isso pode ser visto no aumento
na linha de base, o qual é atribuivel aos efeitos de espalhamento (cesp) de luz por parte
da superficie da Np. De acordo com a Teoria de Mie, 0 aumento é também atribuivel a
radiacdo absorvida pelas Nanoparticulas (aans), onde a absorcéo total (ou coeficiente de
extingdo: aext) € dada pela somatoria da radiacdo espalhada mais a radiacdo absorvida,

conforme a Equacéo (1):
Olext = Olabs + Olesp (Equagéo 1)

Na Figura 11 é evidente o efeito da elevacdo da linha de base no espectro
do sistema NpAu-Tri quando comparado ao espectro do sal de ouro. Essa elevacdo é
tipica da interacdo da luz com materiais que apresentem praticamente 0 mesmo
comprimento de onda, o que provoca um espalhamento da luz pela superficie do
nanomaterial, conforme visto do aumento da regido do espectro de 600 a 700 nm
(CRESPILHO, 2007; MARTINS, et al. 2010). As propriedades Gticas e eletronicas das
Nanoparticulas dependem de seu tamanho e forma, portanto o pico na BRPS esta
diretamente ligado a essas caracteristicas, conforme sera visto nas imagens de

microscopia eletronica de varredura (MEV).
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Figura 11: Espectro de UV-Vis da suspensdo de Nanoparticulas destacando a elevacdo na linha de base
devido a RPS.
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5.3 Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

A fim de se obter informacbes morfoldgicas do sistema bioconjugado
NpAu-Tri, realizou-se a Microscopia Eletronica de Varredura (MEV). Observa-se nas
imagens, particulas com geometria aproximadamente esférica e com didmetro em torno
de 5 nm. Devido ao astigmatismo presente nas imagens esse valor de didmetro foi
determinado com base na Nanoparticula isolada (em destaque) da Figura 12 (a).
Conforme pode ser observado na Figura 12 (a) e (b) as Nanoparticulas apresentaram
certa aglomeracdo, o que também pode ser observado no teste de estabilidade que sera

discutido mais a frente.
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Figura 12: Imagens de microscopia eletrdnica de varredura.

(a)

(b)

5.4 Espectroscopia na regido do infravermelho com transformada de Fourier
(FTIR)

A espectroscopia na regido do Infravermelho (FTIR) foi empregada para
comprovar as interacdes entre a superficie da NpAu e a enzima Tripsina, conforme pode

ser visto na Figura 13.
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Figura 13: Espectros de FTIR para a Tripsina (linha preta) e NpAu-Tripsina (linha vermelha).
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A Figura 13 apresenta os espectros na regido do IR para a Tripsina
(preto) e para o sistema bioconjugado NpAu -Tri (vermelho). E possivel observar em
ambos 0s espectros os principais modos vibracionais que caracterizam a Tripsina. Os
picos em 1608 cm™, 1437 cm™ e 1085 cm™ podem ser atribuidos, respectivamente ao
estiramento C=0, deformacdo N-H e estiramento C-O, na Tripsina livre. Entretanto,
para 0 sistema bioconjugado NpAu-Tri esses modos vibracionais deslocam-se,
respectivamente para 1624 cm?, 1514 cm™ e 1078 cm™. Todos esses estiramentos
encontram-se sumarizados na Tabela 3. Tais deslocamentos s&o indicativos de uma
interacdo de natureza eletrostatica entre a enzima Tripsina e a superficie do material,

conforme também foi observado por Sun (2012) e Chanphai (2017) em outros estudos.

Tabela 3: Principais picos apresentados no espectro de FTIR.

Vibragéo Tripsina NpAu-Tripsina Referéncia*
v N-H 3400 cm? 3352 cmt
S N-H 1437 cmt 1514 cmt 1640 cm
v C=0 1608 cm™* 1624 cm™ 1540-1870 cmt
vC-0 1085 cm'? 1078 cm* 1000 -1260 cm*

*(COMPARATO FILHO et al. 2016; FORATO, 2010; PAVIA, 2010)
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5.5 Estudo da estabilidade das NpAu-Tri

A estabilidade do sistema bioconjugado NpAu-Tri foi monitorada por
espectroscopia na regido do UV-Vis por um periodo de 29 dias com leituras realizadas
com intervalos de 48 horas na regido do espectro compreendida entre 300 a 800 nm. As

solugdes foram armazenadas sob refrigeracéo (10 °C) e protegidas da luz.

Na Figura 14 (a) é possivel observar no espectro uma diminuicdo da
absorbancia entre o primeiro (linha preta) e o ultimo dia (linha laranja). Essa diminuicéo
reporta uma certa perda de estabilidade do sistema bioconjugado entre o primeiro dia
(linha preta) e o ultimo dia (linha vermelha). Esse efeito fica mais evidente quando se
constréi um grafico dos maximos de cada espectro em funcdo dos dias em que a
varredura foi realizada (Figura 14 b). Observa-se que hd uma varia¢do do primeiro dia
até o décimo sexto dia e ap0s isso percebe-se que a solugdo mantém a estabilidade,
apresentando pouca oscilacdo da banda de absor¢cdo maxima. Isso pode indicar que o

sistema atinge certa estabilidade a partir do décimo sexto dia da Sintese.
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Figura 14: (a) Espectros de absorcdo na regido do UV-vis para estudo de estabilidade e (b) grafico da
absorcdo maxima em func&o dos dias.
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A perda de certa estabilidade antes do décimo sexto dia pode ser
atribuida a mudancas sutis no meio e/ou mudancas bruscas que provocaram a agregacao
das Nps. Isso faz com que haja uma alteracdo na coloracdo da solugdo, indo de
vermelho para roxo azulado. Esse fendmeno provocaria o deslocamento da BRPS para
650 nm (COMPARATO FILHO, et al. 2016). No entanto, as bandas variaram de 543
nm a 537 nm, corroborando com o aspecto visual, pois ndo houve alteracdo na
coloragéo da solucdo. Entretanto, esse decaimento pode indicar que houve aglomeragéo
das Nps ou o fendmeno de sinterizacdo das Nanoparticulas, nesse caso duas particulas
se unem dando origem a uma maior ndo havendo o deslocamento da banda e sim o

deslocamento do méximo de absorcéo e o alargamento da banda (BONIFACIO, 2006).

Alguns fatores externos, como a temperatura e agitacdo do sistema,
podem contribuir para a aglomeracdo das Nps. A fim de se preservar a atividade
enzimatica da Tripsina, as solu¢des foram armazenadas sob refrigeracdo e no escuro,
tais fatores podem ter influenciado na aglomeracdo das Nps e, portanto, no decaimento

das absorbancias, além do manuseio na hora da realizacdo do experimento.

5.6 Sintese das NpAu-Tri — Método 2

Nessa metodologia foram alterados alguns parametros visando melhorar
a estabilidade do sistema. O NaBH4 foi usado em uma temperatura mais baixa que a
ambiente, 17 °C. A diminuicdo da temperatura do agente redutor foi feita visando
proteger a estrutura quimica da enzima Tripsina de modo a ndo afetar a sua atividade
(BLANCO, 1989). Outro fator alterado foi a adicéo, durante a Sintese, do polietileno
glicol (PEG), um polimero formado a partir do etileno glicol que possui alta afinidade
com &gua, baixa toxicidade, biocompatibilidade e facilidade de excrecdo, podendo ser
usado para adicionar estabilidade por meio de uma barreira estérica (ZHU, 2013),
evitando com isso que houvesse uma agregacdo das Nps. A estrutura quimica do PEG

esta representada na Figura 15.
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Figura 15: Estrutura quimica do Polietileno glicol (PEG).
n
Fonte: Préprio autor.

A Figura 16 mostra uma fotografia das solucGes de Tripsina (a), HAuCl4
(b) e de NpAu-PEG-Tri (c). Claramente, é possivel observar a mudanca de coloracdo de
um tom amarelo para um tom rosa, de maneira similar ao ocorrido na Sintese 1. Nessa
Sintese, observa-se a coloracdo rosa mais intensa e uniforme do que a coloracdo rosa na
Sintese 1. Isso é um indicio de que a reducdo do ouro ocorreu e, portanto, de que as
NpAu-PEG-Tri foram sintetizadas apresentando maior estabilidade.

Figura 16: Fotografia das solucdes (a) de Tripsina; (b) HAuCls; e (¢) NpAu-PEG-Tri.

Fonte: Préprio autor.
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5.7 Espectroscopia de absorc¢do no UV-Vis

A Figura 17 (a) apresenta os espectros UV-Vis para a Tripsina (preto),
HAuUCI4 (azul) e para o biossistema NpAu-PEG-Tri (vermelho). A presenga da banda de
ressonancia plasmonica de superficie com maximo de absorcdo na regido de 523 nm
indica que houve a formag&o das Nps. Assim como observado na Sintese realizada pelo
método 1, o efeito do espalhamento da luz também pode ser observado a partir da
elevacdo da linha de base tipica da interacdo da luz com materiais que apresentem
praticamente o mesmo comprimento de onda. Em relacdo a Sintese 1, que foi realizada
sem a presenga do polietilenoglicol, a intensidade do coeficiente de extingdo (oext) esta
menor na Sintese 2, conforme pode ser visto na Figura 17 (b). Essa diferenca pode ser
atribuida a menor concentracdo do acido aurico, em funcéo da diluicdo ocorrida pela

adicdo do volume de agua proveniente da solucéo de PEG.

46



Figura 17: Espectros de absorcdo na regido do UV-Vis para (a) Tripsina (preto), HAuCl, (azul) e NpAu-
PEG-Tri (vermelho). (b) Comparacéo entre os perfis espectroscdpicos para NpAu-Tri (linha pontilhada) e

NpAu-PEG-Tri (linha sélida).
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Fonte: Préprio autor.



5.8 Espectroscopia na regido do infravermelho (FTIR)

A espectroscopia na regido do infravermelho (IV) desempenha um papel
muito importante na identificacdo de materiais, através da andlise das vibragdes das
ligagbes quimicas de uma ampla gama de espécies e compostos moleculares. A
espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) tem sido
amplamente utilizada para a identificacdo de materiais quimicos e bioldgicos, pois
permite a caracterizacdo rapida, ndo invasiva e altamente sensivel de impressoes digitais

moleculares.

Com o proposito de investigar a natureza da interacdo entre as Nps, o
PEG e a enzima Tripsina, realizou-se a andlise, por meio da espectroscopia no
infravermelho por transformada de Fourier. Os espectros obtidos podem ser observados
na Figura 18.
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Figura 18: Espectros de FTIR para o sistema NpAu-PEG-Tri (a); Polietilenoglicol (b) e Tripsina (c).
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A Tabela 4 sumariza os principais picos encontrados nas trés amostras
analisadas Tripsina, PEG e NpAu-PEG-Tri.

Tabela 4: Principais picos apresentados nos espectros de FTIR.

Vibragéo Tripsina PEG NpAU-PEG-Tri Referéncia*
v N-H 3408 cmt 3352 cmt
5 N-H 1543 cm? 1560 cm?
0 C-N-H 1398 cm'? -—-- -—-- 1300 cm'™?
v C=0 1635 cm* ---- 1600 cm* 1540-1870 cm*!
vC-0 1110 cm 1093 cmt 1110 cmt
v O-H 3414 cmt 3415 cmt 3400 cmt
v C-H 2875 cm'? 2908 cm 2880 cm
5 C-0 952 cm'? 954 cm'? 950 cm'?

*(COMPARATO FILHO et al., 2016; GUIMARAES, 2018; DRUMOND, 2004;
FORATO et al., 2010; PAVIA, 2010).

A Figura 18 apresenta os espectros na regido do IV para o sistema
bioconjugado NpAu-PEG-Tri (preto), o Polietilenoglicol (PEG) (azul) e para a Tripsina
livre (vermelho). Pelos espectros é possivel notar que as Nanoparticulas interagiram
com o PEG, devido a presenca das bandas referentes ao PEG no espectro do sistema
bioconjugado com deslocamentos das vibracdes. As duas principais bandas
caracteristicas do PEG sdo o estiramento O-H, uma banda larga na regido de 3400 cm*
associada as ligacdes de hidrogénio; e o estiramento assimétrico C-O na regido de 1110
cm?, e no espectro do sistema bioconjugado esses modos vibracionais sofreram
deslocamentos (3415 cm™? e 1093 cm™, respectivamente), o pico referente ao
estiramento C-O ainda sofreu uma reducdo, mostrando que o polimero sofreu uma

mudanga na sua conformacéo estrutural.

Em relacdo & enzima Tripsina, o pico referente a sua estrutura que pode
ser observado no espectro do sistema biconjugado, € o referente ao estiramento C=0 na
regido de 1635 cm, que sofreu um deslocamento para uma regido de menor energia
(1600 cm™). Tais deslocamentos séo indicativos de mudangas estruturais na enzima e no
polimero, e que sugerem interacdo destes com a superficie das Nanoparticulas de

natureza apenas eletrostatica.
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5.9 Microscopia eletrénica de transmissdo (MET)

A andlise estrutural do biossistema NpAu-PEG-Tri foi realizada
utilizando-se 0 MET com o propdsito de se determinar o didametro e a forma. A Figura
19 (a) e (c) mostra que as Nanoparticulas de ouro conjugadas ao PEG e a enzima
Tripsina apresentam geometria esférica e que ndo houve presenca consideravel de
aglomerados. O histograma de tamanho de particula (Figura 19 (b) (d)), revela uma
populacdo de didmetro médio de, aproximadamente, 4 nm representado pela curva
Gaussiana, sendo que a maioria das Nps tém entre 3 e 4 nm de diametro.

Um dos pontos que deve ser observado ao compararmos a metodologia
de Sintese (1) com (2) é que nos dois casos as Nanoparticulas geradas apresentaram
didametros pequenos (5 e 4 nm, respectivamente), o que pode demonstrar a eficiéncia
tanto da Tripsina como do PEG em atuar como agente de controle de crescimento das

Nanoparticulas.

Figura 19: Imagens de microscopia eletrénica de transmissdo das NpAu-PEG-Tri () e (c); Histogramas
referentes as Nps (b) e (d).
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Outro fato que merece destaque é a posicdo da BRPS na comparacao
entre os perfis espectroscopicos dos dois biossistemas NpAu-Tri e NpAu-PEG-Tri,
conforme visto na Figura 20. Nesta figura observa-se que a absorbancia méaxima para o
sistema NpAu-Tri é de 545 nm, enquanto que para o sistema NpAu-PEG-Tri é de 523
nm. A relacdo existente entre o comprimento de onda (L) é inversamente proporcional a
energia absorvida (E) para gerar a BRPS, conforme a Equacao 2. Onde E é a energia, h

constante de Planck, ¢ a velocidade da luz e A 0 comprimento de onda.

E=hc/A (Equacéo 2)

Assim, fica evidente com a morfologia de cada sistema que na Sintese 1
as Nps necessitam de uma menor energia, levando o aparecimento da BRPS em 523
nm, diferentemente das Np da Sintese 2, as quais necessitam de uma maior energia. 1Sso
ocorre porque as Nps na Sintese 2 sdo menores, mais isoladas e polidispersas,
diferentemente das Nps na Sintese 1, as quais sao maiores, mais agregadas e pouca
polidispersdo, conforme visualizado nos dois detalhes das microscopias inseridas dentro
da Figura 20.

Figura 20: Espectros de absorcéo na regido do UV-Vis correlacionando as caracteristicas morfoldgicas
com o posicionamento da BRPS em cada biossistema.
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5.10 Espalhamento dinamico da Luz (EDL)

O espalhamento dindmico da luz € uma técnica de analise de tamanho de
particula baseada no movimento aleatério ou browniano de particulas em solugédo. A
magnitude desse movimento é dependente do tamanho e forma da particula que se
encontra no meio. De modo que, particulas maiores se movem mais lentamente e
dispersam mais luz do que as particulas menores. O didmetro hidrodindmico pode ser
calculado a partir da dependéncia do tempo nas medi¢cdes da intensidade de

espalhamento e esta representado na Figura 21.

Figura 21: Curvas de distribuicdo de didmetro hidrodinamico.
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A analise por EDL das NpAu-PEG-Tri representada na Figura 21,
avaliou o tamanho das particulas em dispersao aquosa. O diametro hidrodindmico (DH)
apresentou uma bimodal, com méximos em 164 nm e 615 nm, indicando a presenca de
duas populagdes de particulas. A presenca de duas populacdes de Nanoparticulas na
solucdo pode indicar aglomeragdo de particulas ou/e que os agentes estabilizadores
(PEG e Tripsina) se conjugaram a apenas umas parcelas das NpAu. Porém, é possivel
destacar que o EDL fornece uma estimativa simples e rapida do tamanho das particulas,

entretanto, alguns estudos relatam limitacGes, como, por exemplo, a ineficacia em se
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analisar a distribuicdo de particulas com perfil multimodal devido ao encobrimento de
particulas menores por maiores, além de ndo ser capaz de discriminar Nps isoladas de
agregadas (GHOSH et al. 2011; MARSON, 2019).

O indice de polidispersdo (IP) foi de 0,530 + 0,01. Esse indice é
adimensional e basicamente descreve o grau de ndo uniformidade da distribuicdo das
populagdes de tamanho dentro de uma determinada amostra. Valores abaixo de 0,05 sdo
considerados altamente monodispersos e valores acima de 0,7 indicam que a amostra
possui uma alta polidispersdo sendo inadequada para andalise por EDL. Sendo assim o
biossistema NpAuU-PEG-Tri se encontra dentro do limite aceitavel (DANAEI et al.
2018).

O aumento do didametro nas anélises por EDL pode ser atribuido a
solvatacdo das Nanoparticulas em meio agquoso via ligacdo de hidrogénio entre
moléculas de 4gua do meio e os terminais moleculares do PEG presentes na superficie
das Nanoparticulas. Além de que, o0 EDL mede o didametro hidrodindmico de um grande
namero de particulas enquanto que o MET se baseia ha medigdo que uma populagdo
limitada de Nanoparticulas.

A fim de se propor um esquema de interacdo entre a Np e a enzima,
realizou-se uma simulacdo computacional no site Protein Data Bank com a enzima
Tripsina modelo 1H4A para obter informacOes acerca de suas dimensfes. Assim, A
Figura 22 (a) mostra que a enzima Tripsina apresenta uma geometria relativamente
esférica com dimens@es de 1,5 nm por 1,3 nm. Isso permite concluir que o diametro de
uma Nanoparticula é praticamente o dobro do didmetro da enzima, o que leva ao
esquema proposto na Figura 22 (b), onde varias enzimas ficam na superficie da Np. No
entanto, como a técnica de EDL detecta a somatoria de Nps, PEG, Tripsina e moléculas
de agua, o raio hidrodinamico visto no EDL consiste de uma macromolécula composta

de inumeros sistemas semelhante ao da Figura 22 (b) agrupados.
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Figura 22: (a) Simulagdo computacional (site PDB) da enzima Tripsina. (b) Esquema proposto para o
sistema NpAu-PEG-Tri.

(@)

(b)

Fonte: Proprio autor.

5.11 Potencial Zeta (C)

O potencial Zeta é uma técnica usada para determinar a carga superficial
de Nanoparticulas em uma solugdo coloidal, e tem grande influéncia na interacdo de
uma Np, sendo um preditivo da estabilidade da solu¢do. Como referéncia tem-se que
particulas com potencial zeta mais positivo que +30 mV ou mais negativo que -30 mV
tém estabilidade coloidal mantida por repulsdo eletrostatica. Porém, assim como ocorre
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no EDL, em amostras bimodais o valor de { das particulas maiores domina o sinal
(CHO et al. 2013; KUMAR; DIXIT, 2017).

O Potencial-¢ foi de -12,19 £ 0,03 mV, esse valor indica que as
nanoparticulas estdo carregadas negativamente e tém baixa estabilidade e podendo ser
aglomerar, pois em dispersées com valores menores +25 mV ou maiores que -25 mV,
ocasionalmente haveré aglomeracdo causada pela interacdo (Van der Waals, ligacdes de
hidrogénio, etc.) entre as Nanoparticulas visto que a repulsdo eletrostatica
entreparticulas previne aglomeracdo. Entretanto, o teste de estabilidade de 30 dias
mostrou que as NpAu-PEG-Tri mantiveram-se estaveis, o que indica que por

determinado tempo a suspensao manteve sua estabilidade.

5.12 Estudo da estabilidade das NpAu-PEG-Tri

O estudo de estabilidade é realizado com a finalidade de demonstrar
como a solucdo se mantém com o passar dos dias. As analises foram realizadas com
intervalo de 48 horas durante um periodo de 30 dias (15 leituras), em um
espectrofotdmetro na regido do UV-Vis, conforme visto na Figura 23 (a). As amostras
foram armazenadas na temperatura de 10 °C e protegidas da luz (embrulhadas em papel
aluminio).

Os resultados obtidos foram satisfatorios, tendo em vista que conforme
observado na Figura 23 (b) ndo houve grandes variagdes na absor¢cdo maxima. Tais

resultados indicam que o sistema se mantém durante esse periodo de tempo.
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Figura 23: (a) Espectros de absorcdo na regidao do UV-vis para estudo de estabilidade e (b) grafico da
absorcdo maxima em func&o dos dias.
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6.0 CONCLUSAO

A formagdo das Nanoparticulas estabilizadas pela enzima Tripsina e
pela Tripsina e PEG foi comprovada pela mudanca na coloracdo da solucéo, tipica
do ouro em escala nanométrica e na analise por espectroscopia na regido do UV-Vis
com a presenca da banda de ressonancia plasménica de superficie caracteristica de
Nanoparticulas de ouro, portanto o processo de reducdo do ouro ndo é afetado pela
presenca da enzima e do polimero e a Sintese pode ser considerada eficaz.

Os resultados da espetroscopia de infravermelho (FTIR)
comprovaram por meio de deslocamentos nos modos vibraces da enzima que, na
Sintese realizada pela metodologia (1), houve interacdo entre a enzima e a superficie
da Nanoparticula. Na Sintese realizada pela metodologia (1) observou-se que a
superficie da enzima foi preenchida com o PEG, porém, no sistema biconjugado em
si houve a presenca de apenas uma banda caracteristica da enzima, a sobreposicao
das bandas pode ter contribuindo para isso.

As imagens obtidas por MEV e MET apresentaram Nanoparticulas
esféricas com didmetros abaixo de 10 nm e sem grandes aglomerac6es. Entretanto, o
EDL obtido para as Nps sintetizadas pela metodologia (11) mostrou que em solugéo
o didmetro das particulas tem um aumento de até 155 vezes o tamanho original, esse
comportamento pode ter sido provocado pela interacdo do PEG com a agua. O
potencial zeta e o indice de polidispersdo mostraram que o sistema tende a se
aglomerar.

O teste de estabilidade mostrou decaimento nas absor¢fes maximas
das bandas caracteristicas da formacéo de Nanoparticulas com o passar dos dias no
caso das Nps na auséncia do PEG, porém as bandas se mantiveram no mesmo
comprimento de onda demonstrando que o sistema manteve certa estabilidade. Com
base nos testes de estabilidade das duas Sinteses realizadas, pode-se observar que a
Sintese realizada na presenca do PEG manteve-se mais estavel, elucidando que

embora a Tripsina tenha um potencial estabilizante, este pode ser otimizado.
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