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RESUMO

Este estudo teve como objetivo central a producdo de particulas modificadas
pela conjugagdo de metais com as proteinas albumina e caseina, visando sua
aplicacado contra as bactérias patogénicas, Staphylococcus pseudintermedius e
Enterococcus faecalis, causadoras de feridas de pele. As particulas foram
sintetizadas pela adi¢cdo de precursor de ferro e zinco as proteinas e o sistema
foi mantido sob forte agitacdo por 24 h a temperatura ambiente. As particulas
foram caracterizadas por meio de espectroscopia de fluorescéncia,
infravermelho, andlise de diametro hidrodinamico, potencial zeta e microscopia
de forca atbmica. E sua atividade antimicrobiana foi testada frente as bactérias
acima citadas. As andlises de infravermelho e fluorescéncia indicaram alteracfes
conformacionais nas proteinas e interacdes especificas entre proteina e metal,
influenciadas pelo pH e concentracdo do precursor metalico. As particulas de
zinco modificadas com ambas proteinas exibiram efeito antibacteriano (100%)
em concentracdes baixas (a partir de 5mM) contra S. pseudintermedius, em 24
h de contato. Para E. faecalis, foi observada uma atividade antimicrobiana de
99% para concentracdes maiores que 50 mM e 150 mM para particulas com
caseina e albumina, respectivamente. Com relacdo as particulas de ferro
modificadas, verificou-se atividade contra S. pseudintermedius acima de 99%
para concentracfes acima de 50mM para particulas com albumina. Bem como,
uma atividade acima de 90% para concentracdes maiores que 400 mM, quando

com caseina.

I Destaca-

se 0 alcance dos objetivos propostos, a sintese de materiais inovadores com

possibilidade de uso para tratamento de doencgas de pele.

Palavras-chave: ferro, zinco, caseina, albumina, atividade
antimicrobiana.



ABSTRACT

This study aimed at the central production of particles modified by the
conjugation of metals with the proteins albumin and casein, with the purpose
of their application against pathogenic bacteria, Staphylococcus
pseudintermedius, and Enterococcus faecalis, which cause skin wounds. The
particles were synthesized by adding iron and zinc precursors to the proteins,
and the system was kept under strong agitation for 24 hours at room
temperature. The particles were characterized using fluorescence
spectroscopy, infrared analysis, hydrodynamic diameter analysis, zeta
potential, and atomic force microscopy. Their antimicrobial activity was tested
against the mentioned bacteria. Infrared and fluorescence analyses indicated
conformational changes in the proteins and specific interactions between
protein and metal, influenced by pH and metal precursor concentration. Zinc
particles modified with both proteins exhibited antibacterial effects (100%) at
low concentrations (starting from 5mM) against S. pseudintermedius within 24
hours of contact. For E. faecalis, antimicrobial activity of 99% was observed
for concentrations higher than 50mM and 150mM for particles with casein and
albumin, respectively. Regarding modified iron particles, activity against S.
pseudintermedius was above 99% for concentrations above 50mM for
particles with albumin. Additionally, an activity above 90% was observed for
concentrations higher than 400 mM when using casein. Subsequently, casein
films containing the modified zinc particles were synthesized. The modified
films showed a high water absorption rate and antimicrobial efficacy (92%)
against S. pseudintermedius in 48 hours for films containing particles modified
with 150mM of zinc at pH 7.0. The achievement of the proposed objectives is
noteworthy, involving the synthesis of innovative materials with the potential

for use in the treatment of skin diseases.

Keywords: iron, zinc, casein, albumin, antimicrobial activity.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Estrutura da pele canina.

Figura 2. (A) Dermatite facial em Bulldog Inglés. (B) Papulas eritematosas, pustulas e
colarinhos epidérmicos em um cachorro com foliculite bacteriana.

Figura 3. Pioderma em um Pastor Alemdo com ulceragdo, secregdo purulenta e
formacao de crostas na virilha.

Figura 4. Recorréncia de diferentes espécies de bactérias Staphylococcus spp em 9
animais estudados.

Figura 5. Infecgdo por Staphylococcus pseudintermedius, no 11° dia pos-operatorio.
Fotografia externa do paciente no 11° dia pds-operatério, demonstrando crostas
amarelas ao longo da palpebra inferior esquerda e couro cabeludo; e leve eritema,
edema e induragao.

Figura 6. As proporgdes e os intervalos de confianca de 95% de cada antibidtico
comparados entre 2010 e 2021 para amoxicilina/clavulanato (AMC), cloranfenicol (C),
gentamicina (CN), cefpodoxima (CPD), clindamicina (DA), eritromicina (E), cefoxitina
(FOX), cefalotina (KF), marbofloxacina (MAR), oxacilina (OX), penicilina (P),
trimetoprima-sulfametoxazol (SXT) e tetraciclina (TE).

Figura 7. Rotas para obtencéo de nanoparticulas.

Figura 8. Férmula estrutural da B-caseina (A),k-caseina (B).e a-caseina (C).

Figura 9. Modelo de nanocluster para micelas de caseina (estruturas filamentares) e
nanoclusters de fosfato de calcio (circulos escuros).

Figura 10. Estrutura quaternaria da ovalbumina.

Figura 11. Microscopia eletronica de varredura de géis de clara de ovo em diferentes
pH. (a) pH 5,0; (b) pH 7,0 €; (c) pH 9,0.

Figura 12. Esquema reacional da obtenc¢éo de particulas.

Figura 13. Imagens das amostras contendo o precursor metalico de ferro sem a adi¢ao
de proteinas e com pH ajustado em 9.

Figura 14. Imagens das amostras contendo o precursor metélico de zinco sem a adicéo
de proteinas e com pH ajustado em 7.

Figura 15. Imagens das amostras contendo a proteina, sem a adicdo de metais, sem
ajuste de pH e em pH ajustado em 2, 7 ou 9.

Figura 16. Imagens das amostras de albumina e caseina com ferro, com e sem ajuste
de pH.

Figura 17. Imagens das amostras de albumina e caseina com zinco, com e sem ajuste
de pH.



Figura 18. Hipoteses de mudangas conformacionais da albumina em diferentes pH.
Uma unidade de proteina é representada por cada conjunto verde/laranja. As setas ao
lado do percentual indicam a variagdo em relagao a proteina em pH 10.

Figura 19. Hipoteses de mudangas estruturais das micelas de caseina em diferentes
valores de pH.

Figura 20. Hipotese de interacado dos ions ferro com albumina, na sintese sem ajuste
de pH.

Figura 21. Hipétese de interagdo dos ions ferro com albumina na sintese sem ajuste de
pH, quando do aumento observado no tamanho de particula devido a hidratagdo destes
ions.

Figura 22. Suposicao da hidratagdo do hidréxido de ferro formado em pH alcalino.
Figura 23. Hipotese de interagédo dos ions ferro com caseina na sintese sem ajuste de
pH, quando da diminuicdo do tamanho observado devido a dissociagdo micelar e
internalizacédo dos ions metalicos.

Figura 24. Hipo6tese 2 de conformagéo da caseina quando adicionado metal.

Figura 25. Conjunto de espectro de infravermelho para as particulas sintetizadas com
albumina e ferroa nas concentragdes de 0 a 300 mM, sem ajuste do pH.

Figura 26. Conjunto de espectro de infravermelho para as particulas sintetizadas com
albumina e ferro nas concentragdes de 0 a 400 mM, com ajuste do pH.

Figura 27. Conjunto de espectro de infravermelho para as particulas sintetizadas com
albumina e zinco nas concentragdes de 0 a 75 mM, sem ajuste do pH.

Figura 28. Conjunto de espectro de infravermelho para as particulas sintetizadas com
albumina e zinco nas concentragdes de 0 a 400 mM, com ajuste do pH em 7.

Figura 29. Conjunto de espectro de infravermelho para as particulas sintetizadas com
caseina e ferro nas concentragdes de 0 a 150 mM, sem ajuste do pH.

Figura 30. Conjunto de espectro de infravermelho para as particulas sintetizadas com
caseina e ferro nas concentragdes de 0 a 700 mM, com ajuste do pH em 9.

Figura 31. Conjunto de espectro de infravermelho para as particulas sintetizadas com
caseina e zinco nas concentragdes de 0 a 50mM, sem ajuste do pH.

Figura 32. Conjunto de espectro de infravermelho para as particulas sintetizadas com
caseina e zinco nas concentragdes de 0 a 400 mM, com ajuste do pH em 7.

Figura 33. Estrutura quaternaria da ovalbumina evidenciando os residuos de
aminoacidos presentes na estrutura: triptofano (e), fenilalanina (e) e tirosina (e).
Figura 34. Espectro de fluorescéncia para solu¢des contendo 2% de albumina (A) e

caseina (B) variando o pH e em comprimento de onda de excitagdo de 280 nm.



Figura 35. Espectro de fluorescéncia para as solu¢des contendo as particulas formadas
com 2% de albumina e 50 mM de FeCI3 (A) e 2% de caseina e 50 mM de FeCls (B)
variando o pH e em comprimento de onda de excitagdo de 280 nm.

Figura 36. Espectro de fluorescéncia para as solu¢des contendo as particulas formadas
com 2% de albumina e 50 mM de ZnCI2 (A) e 2% de caseina e ZnCI2 (B) variando o
pH e em comprimento de onda de excitagdo de 280 nm.

Figura 37. Relacao entre a intensidade maxima de fluorescéncia de albumina, corrigida
em relacdo ao fator de diluicdo, versus a concentracao de ferro adicionado na sintese
das particulas sem ajuste de pH (m e @) e em pH 9 (Ae V), nos comprimentos de onda
de excitagdo de 280 e 295 nm.

Figura 38. Relacao entre a intensidade maxima de fluorescéncia de caseina, corrigida
em relacao ao fator de diluicao, versus a concentragao de ferro adicionado na sintese
das particulas sem ajuste de pH (m e ) e em pH 9 (Ae V), nos comprimentos de onda
de excitacao de 280 e 295 nm.

Figura 39. Relacao entre a intensidade maxima de fluorescéncia da albumina, corrigida
em relagéo ao fator de diluicdo, versus a concentragéo de zinco adicionado, sem ajuste
depH(mee)eempH7 (Ae V), nos comprimentos de onda de excitagdo de 280 e 295
nm.

Figura 40. Relacao entre a intensidade maxima de fluorescéncia de caseina, corrigida
em relagao ao fator de diluigéo, versus a concentragédo de zinco adicionado, sem ajuste
depH(mee)eempH7 (Ae V), nos comprimentos de onda de excitagao de 280 e 295
nm.

Figura 41. Graficos de Stern-Volmer da supressao de fluorescéncia da albumina pelo
ferro com ajuste de pH igual 9 e em comprimento de onda excitagdo de 280 nm e 295
nm para todos os pontos (A e C) e pontos selecionados (B e D), respectivamente.
Figura 42. Graficos de Stern-Volmer da supressao de fluorescéncia da caseina pelo
ferro sem ajuste de pH e em comprimento de onda excitagao de 280 nm e 295 nm para
todos os pontos (A e C) e pontos selecionados (B e D), respectivamente.

Figura 43. Graficos de Stern-Volmer da supressao de fluorescéncia da caseina pelo
ferro com ajuste de pH igual a 9 e em comprimento de onda excitagdo de 280nm e
295nm para todos os pontos (A e C) e pontos selecionados (B e D), respectivamente.
Figura 44. Exemplo de desvio da linearidade observado em amostras onde ocorrem
simultaneamente supressdes dindmicas e estaticas.

Figura 45. Graficos de log[(Fo-F)/F] vs log[Fe] para a albumina e o ferro em pH 9, e
comprimentos de onda de 280 (A) e 295 nm (B).

Figura 46. Graficos de log[(Fo-F)/F] vs log[Fe] para a caseina e o ferro sem ajuste de

pH, e comprimentos de onda de 280 (A) e 295 nm (B).



Figura 47. Graficos de log [(Fo-F)/F] vs log [Fe] para a caseina e o ferro em pH 9, e
comprimentos de onda de 280 (A) e 295 nm (B).

Figura 48. Diferenca estrutural entre bactérias gram negativas e gram positivas.



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Caracteristicas gerais das moléculas de caseina.

Tabela 2. Tamanho médio, distribuicdo de tamanho e potencial zeta da proteina
albumina em diferentes pH.

Tabela 3. Tamanho médio, distribuicado de tamanho e potencial zeta da proteina
caseina em diferentes pH.

Tabela 4. A. Didmetro hidrodindmico das particulas e distribuicdo, pH, Span e
potencial zeta das solucdes de FeCls, sem as proteinas, em pH 9*.

Tabela 5. Didmetro hidrodindmico das particulas e distribuicdo, pH, Span e
potencial zeta das solu¢des de ZnClz, sem as proteinas, em pH 7*.

Tabela 6. Tamanhos de particulas, pH, Pdl e potencial zeta das amostras de
albumina com metal ferro, sem e com ajuste de pH.

Tabela 7. Tamanhos de particulas, pH, PDI e potencial zeta das amostras de
albumina com metal zinco, sem e com ajuste de pH.

Tabela 8. Tamanhos de particulas, pH, PDI e potencial zeta das amostras de
caseina com metal ferro, sem e com ajuste de pH.

Tabela 9. Tamanhos de particulas, pH, PDI e potencial zeta das amostras de
caseina com metal zinco, sem e com ajuste de pH.

Tabela 10. Resultados referentes as constantes de Stern-Volmer (Ksv) e
contante bimolecular de supressao (Kq).

Tabela 11. Comparacdo de constantes bimoleculares de supressdo para
diferentes compostos frente ao triptofano.

Tabela 12. Constantes de ligacado e numero de sitios de ligacdo para as amostras

o
-]
Qo
7
Q
o
QO
o






SUMARIO

1. INTRODUGAOD .........coomeieeeee ettt 41
2. OBUETIVOS ...ttt ettt s sttt et sennsenas 44
3. REVISAO BIBLIOGRAFICA ............o.oooooeeeeoeeeeeeeeeeeeeeeesees s snsannes 45
3.1. DOENCAS DE PELE EM ANIMAIS DOMESTICOS......coooueeeeeeereeeeeeeeseeeeereessenane. 45
3.2. BACTERIAS CAUSADORAS DE DOENCAS DE PELE EM CAES ..................... 47
3.2.1.Staphylococcus pseudintermedius ....................ccccoovveveieieecesieeceeieeeeceseeve e 47
3.2.2.Enterococcus faecalis ... 49
3.3. TRATAMENTOS sttt 50
3.4. NANOPARTICULAS METALICAS E OXIDO METALICAS ........coouvvemmmreenrrrernneeens 52
3.5. SINTESE DE NANOPARTICULAS METALICAS.......coovvumreerreemeeessesessnsesesnneeens 54
3.5.1.Sinteses verdes 56

3.5.2.Proteinas como tempPlates................cooeoieeeiiiiecieieceece et 57
4. METODOLOGIA ...ttt et aee 65
4.1, REAGENTES ...ttt 65

4.2. SINTESE DE PARTICULAS DE ZINCO E DE FERRO USANDO COMO
BIOTEMPLATES AS PROTEINAS CASEINA E ALBUMINA..........ccoooomverreereeeeresienene, 65

4.3. DETERMINAGAO DO DIAMETRO HIDRODINAMICO E DO POTENCIAL ZETA
DAS PARTICULAS ..ottt 66

4.4. ESPECTROSCOPIA DE INFRAVERMELHO COM TRANSFORMADA DE

FOURIER NO MODO DE REFLETANCIA TOTAL ATENUADA (FTIR-ATR).................. 67
4.5. ANALISE DA INTERACAO METAL-PROTEINA POR MEIO DE
ESPECTROSCOPIA DE FLUORESCENCIA ..o 67
4.6. I
I 69
4.7. CARACTERIZACAO DOS FILMES. .....ooiveieeeeeeeeeeeeeeeeeeseeee e, 70
4.7.1.Taxa de absorgao de AQUA.............cccooieieii e e 70

4.7.2.Microscopia de Forga Atomica (AFM) ...........ccoocoiiriieieieeeecese e 70



4.8. ENSAIO ANTIMICROBIANO......cociiiiiiircc s 70

6. RESULTADOS E DISCUSSAOQ ............cooocooroeeeeeeeeeeeseeseeeessess s 72
6.1. OBTENGAO DAS PARTICULAS .......oooiveeeeeeeeeeeeeeeesseesssessseessesssesssesssessssssssnsse 72
6.2. DETERMINACAO DO DIAMETRO HIDRODINAMICO E DO POTENCIAL ZETA

DAS PARTICULAS ..o sss s ss s essas s ss s s 78
6.3. ANALISE POR ESPECTROSCOPIA FTIR-ATR ......ovvirirrviereenseeeeseessesseeessensse. 99
6.4. ANALISE DA INTERACAO METAL-PROTEINA POR FLUORESCENCIA......... 110
6.4.1.Espectros de FIUOreSCENCIA..............cccoeieeieiiiiiceeceeeee e 110

6.4.2. Analise da supressao de fluorescéncia devido a interagao metal-proteina
120

6.4.3.Estudo de interacao entre metal-proteina através da constante de ligagcao

(Kb) e pelo numero de sitios ligantes (N)............cccooeirininininiiiee 128

6.5. ANALISE DAATIVIDADE ANTIMICROBIANA DAS PARTICULAS FORMADAS
131

6.6. OBTENGAO, CARACTERIZACAO E ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DE
FILMES INCORPORADOS SUPERFICIALMENTE COM PARTICULAS CASEINA-

ZINCO ..tttk s Rttt e e e netee 139
7. CONCLUSAO..........oooooiiieie ettt 147
BIBLIOGRAFIA ...ttt 147
APENDICE A - ESPectros de flUOr@SCENGCIA...........cveuveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeseeeseeeeeseseaees 162

APENDICE B - Dados de intensidade de fluOr€SCENCIA ........voveveveeeeeeeeeerereeeeeererereenn, 169



1. INTRODUGAO

A pele, maior 6rgdo do corpo canino, composta por epiderme e derme,
desempenha fungdes cruciais na protegao e regulagao do organismo. Essas camadas
formam uma complexa estrutura responsavel por fungdes vitais em humanos e
animais. Diversos fatores, como alergias, parasitas e predisposi¢cdo genética, podem
contribuir para doengas de pele em caes, destacando-se infecgdes bacterianas, como
o pioderma. A barreira cutanea comprometida facilita a invasao bacteriana, resultando
em infecgdes, sendo Staphylococcus pseudintermedius a causa mais comum. A
Staphylococcus pseudintermedius, a principal bactéria causadora de piodermite
canina, é prevalente em infecgbes auriculares e de feridas, complicando casos
dermatoldgicos e urinarios. Sua presenga comum na flora canina pode causar
infeccdo em situagdes de resisténcia diminuida do hospedeiro ou alteragdo na barreira
cutanea. Além dos efeitos em caes, destaca-se como uma zoonose preocupante,
sendo encontrada em complicagcdes de pele humana e associada a casos moderados,
como endocardite. Simultaneamente, Enterococcus faecalis, comensal
gastrointestinal em mamiferos, € uma causa frequente de bacteriuria em caes e pode
causar infecgdes cutdneas em humanos, alertando para o risco de zoonose devido a

sua prevaléncia em animais domésticos.

O tratamento convencional para doencas causadas por bactérias como
Staphylococcus pseudintermedius e Enterococcus faecalis envolve principalmente
antibidticos, inicialmente aplicados topicamente para evitar resisténcia. Contudo, o
uso extensivo de antibioticos resultou em resisténcia, especialmente com relacéo a S.
pseudintermedius. A E. faecalis também demonstra resisténcia, destacando a
necessidade de tratamentos alternativos. Pesquisas exploram novos métodos para
tratamentos de doencas de pele como utilizacdo de extratos de plantas e
nanomateriais, sendo as nanoparticulas metalicas (NPs) (prata, cobre, titanio, ferro,
zinco) foco de estudos devido a sua eficacia na desestruturagao celular e inibicao de
biofilmes. Essas alternativas visam reduzir a dependéncia de antibidticos e abordar

questdes de resisténcia.

As NPs metalicas, como prata e oxido de zinco, destacam-se pela eficacia

contra infecgdes bacterianas multirresistentes. As NPs de 6xido de ferro, além de sua
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biocompatibilidade, tém sido exploradas em tratamentos para condigbes como
Alzheimer e cancer. Em contextos antibacterianos, tanto as nanoparticulas de 6xido
de ferro quanto as de é6xido de zinco biossintetizadas mostram-se promissoras no
combate a uma variedade de microrganismos, representando alternativas eficazes

contra infecgdes bacterianas.

As NP podem ser sintetizadas por inumeras rotas, dentre as quais, os métodos
fisicos de sintese que se caracterizam por serem rapidos, mas tém baixa pureza. E,
0s métodos quimicos, que sao simples, mas geram residuos toxicos. Ja as sinteses
verdes, que utilizam substancias biologicas, tém ganhado destaque, sendo mais
ecologicas e econ6micas. Cabe destacar o uso de biomoléculas como polissacarideos
e enzimas que atuam como agentes redutores e estabilizadores. A sintese verde
resulta em nanoestruturas compativeis com sistemas biologicos, destacando-se por
sua citocompatibilidade e propriedades biomédicas, tornando-se uma alternativa
promissora para aplicacdes antibacterianas. Dentre as biomoléculas utilizadas na
sintese verde, as proteinas desempenham um papel crucial na sintese de
nanoparticulas (NP), atuando como templates para controlar a nucleagdao e
crescimento dessas estruturas nanométricas. Sua capacidade unica de auto-
organizagao e interacdo com compostos as torna ideais para direcionar a formagéao
de NP com propriedades especificas. A estrutura tridimensional das proteinas oferece
sitios de ligacao especificos para a coordenagao precisa com ions metalicos,
resultando em NP com morfologias bem definidas. A versatilidade das proteinas
permite ajustar as propriedades das NP, como tamanho, forma e estabilidade, por
meio de modificagbes em suas sequéncias. Essa abordagem biomimética, conhecida
como sintese verde, aproveita a eficiéncia e seletividade das proteinas, permitindo a

produgcao de NP em condi¢cdes suaves e ecologicamente sustentaveis.

A albumina da clara de ovo e a caseina do leite sdo utilizadas na sintese de
particulas. A albumina é soluvel em agua e capaz de amalgamar ions metalicos,
aplicando-se na obtengdo de NP metélicas, como as de 6xido de zinco (ZnQO), com
propriedades antimicrobianas. A caseina, principal proteina do leite, age como agente
redutor eficaz na formagdao de NP de ZnO, com menor citotoxicidade e maior
permeacao celular. Ambas sao proteinas naturais, biocompativeis e biodegradaveis,
destacando-se na sintese de NP e na industria alimenticia. A caseina, além de seu
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papel nutricional, apresenta propriedades de estabilizagao, emulsificagao, gelificagao
e ligagao a agua. A albumina, reconhecida por suas atividades bioldgicas, contribui
como coadjuvante na sintese de NP metalicas, atuando como biofemplate e
influenciando o controle do pH no processo. Em resumo, a sintese de NP utilizando
proteinas como templates oferece uma abordagem promissora, combinando
eficiéncia, seletividade e sustentabilidade para aplicagbes em diversas areas,

incluindo a biomedicina.

A principal proposta deste trabalho residiu na utilizacdo de métodos de sintese
verde para a obtencéo de particulas superficialmente modificadas com as proteinas
acima citadas, devido as suas caracteristicas de biocompatibilidade. Essas particulas
tém o proposito de aplicagdo antimicrobiana contra as bactérias patogénicas
Staphylococcus pseudintermedius e Enterococcus faecalis, que, como demonstrado,
causam danos significativos a saude animal, principalmente de caes. Portanto, foi
avaliado o potencial das particulas para interagir com as proteinas, bem como a sua
estabilidade estrutural. Além disso, ao final do processo, avaliou-se a utilizacdo dessas
particulas na modificagdo de filmes de caseina, buscando aumentar a agao
antimicrobiana em casos clinicos devido ao aumento da disposicdo das particulas

sobre areas contaminadas.
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2. OBJETIVOS

Objetivo Geral

Obter de particulas metalicas de zinco e ferro, assim como seus possiveis Oxidos
e conjugados bio-inorganicos, por meio da utilizagdo das proteinas albumina e
caseina, como biotemplate. Avaliar a interagdo metal-proteina e aplicagdo desses
compostos em solugao ou incorporados em filmes como antimicrobianos em bactérias

causadoras de doencgas de pele em caes.
Objetivos Especificos

- Sintetizar particulas de zinco usando como biotemplates as proteinas caseina e

albumina.

- Sintetizar particulas de ferro usando como biotemplates as proteinas caseina e

albumina.

- Produzir filmes a base de caseina e incorporagao das particulas de ferro e zinco

formadas;

- Avaliar a atividade antimicrobiana das particulas de zinco e de ferro, assim como
dos filmes produzidos, frente as bactérias Staphylococcus pseudintermeius e

Enterococcus faecalis, causadoras de doencas de pele em caes.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1. DOENCAS DE PELE EM ANIMAIS DOMESTICOS

Os animais domésticos sdo comumente acometidos por doengas das mais
variadas formas. Dentre as principais, as doengas de pele sdo um problema comum
que afeta muitos animais de estimacdo. A pele € o maior 6érgédo do corpo canino,
composto por duas camadas distintas: a epiderme e a derme,'? como pode ser

observado na Figura 1.

Pélo

Epiderme { ~

™~ Glandula
Derme sebacea
| Foliculo
piloso
Camada { AR
subcutanea ) k&t AW
Py

Figura 1. Estrutura da pele canina. (Adaptado de Karen A. Moriello, 2018).1

A epiderme, sendo a camada externa resistente e impermeavel, é formada por
um epitélio escamoso estratificado queratinizado que esta constantemente sujeito a
desgaste. A derme, situada abaixo da epiderme e de maior espessura, abriga nervos,
vasos sanguineos e raizes capilares. A derme é composta por tecido conjuntivo

areolar que inclui fibras de colageno e elastica.?

A pele desempenha fungdes essenciais para a protegao e regulagao do corpo.
A queratinizacdo constante pelos queratindcitos forma uma barreira protetora,
enquanto os melandcitos produzem melanina para defesa contra os raios solares.

Receptores sensoriais proporcionam sensacdes cruciais, como ao toque e
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temperatura. A regulagado térmica envolve transpiragao e retengdo de ar entre os
pelos, adaptando-se as condi¢des ambientais. As glandulas sebaceas secretam sebo,
preservando a flexibilidade da pele. A exposi¢cao solar contribui para a sintese de
vitamina D, crucial para a saude 6ssea e geral. Essas fun¢des destacam a importancia
vital da pele na manuteng¢do do equilibrio interno e na defesa contra elementos

externos.'?

Portanto, a pele exerce um papel fundamental na saude e bem-estar dos
animais. No caso dos caes, diversos fatores podem contribuir para o desenvolvimento
de doencgas de pele, incluindo alergias, parasitas, infecgdes fungicas (dermatofitoses)

ou bacterianas, desequilibrios hormonais e predisposi¢ao genética.®*

Entre as condigbes citadas acimas, destacam-se a infec¢des bacterianas. As
bactérias estdo frequentemente relacionadas as doencas de pele em animais.
Infecgdes bacterianas da pele, denominada pioderma (Figura 2A e 2B), podem ocorrer
quando a barreira cutanea é comprometida, permitindo que bactérias invadam a pele.
Sua transferéncia para a pele ocorre por meio de cuidados com a pelagem ou outras
atividades. Infecgdes sem um fator subjacente sao raras, sendo que quase qualquer
condigao de pele pode propiciar uma infecgéo. Os principais desencadeadores dessas
infeccdes incluem alergias, disturbios de queratinizagdo e doengas foliculares. Em
piodermas profundos, outros organismos nao residentes, como Pseudomonas spp.,
Actinomyces spp., Nocardia spp. e Mycobacteria spp., podem ser detectados na pele

e isolados.

A

Figura 2. (A) Dermatite facial em Bulldog Inglés. (B) Papulas eritematosas, pustulas
e colarinhos epidérmicos em um cachorro com foliculite bacteriana. (Adaptado de A.
HEINRICH et al., 2019).4
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A recorréncia primaria ou esporadica de pioderma superficial é rara, e
praticamente todos os piodermas recorrentes sao secundarios a disturbios cutaneos
ou sistémicos subjacentes, como ectoparasitas, hipersensibilidades, endocrinopatias
e defeitos de queratinizagcdo. A maioria dos piodermas em céaes esta associada a
estafilococos coagulase-positivos, sendo Staphylococcus pseudintermedius a espécie

mais comum:. 3#

Dentre as principais bactérias isoladas de peles de caes e causadoras de
problemas, destacam-se dois géneros, Staphylococcus e Enterococcus. Das quais,

suas caracteristicas e consequéncias serao discutidas a seguir.

3.2.BACTERIAS CAUSADORAS DE DOENCAS DE PELE EM CAES

3.2.1. Staphylococcus pseudintermedius

Staphylococcus pseudintermedius é a principal causa de piodermite canina
(Figura 3), frequentemente presente em infecgcbes auriculares e em feridas. Uma
analise mais aprofundada das sequéncias de Staphylococcus spp. revelou que o S.
pseudintermedius é a espécie estafilocdcica mais abundante em todos os tipos de
amostras ° (Figura 4). Esta espécie pode também complicar casos de pododermatite
linfocitica-plasmocitica e € a espécie de estafilococos mais comum em infecgcbes
urinarias caninas.>’ Até pouco tempo, ainda era confundido com a espécie

intermedius, sendo diferenciado somente a partir de 2005, ano de sua identificagéo. 8

Figura 3. Pioderma em um Pastor Alemao com ulceracdo, secrecao purulenta e
formacéao de crostas na virilha. (Adaptado de A. HEINRICH et al., 2019).4
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Figura 4. Recorréncia de diferentes espécies de bactérias Staphylococcus spp em 9
animais estudados. (Adaptado de Older et al., 2020). °
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A presenca da S. pseudintermedius na pele dos cédes nao sinaliza infeccéao,
mas um aumento na sua quantidade é indicativo de uma infecgcdo. Geralmente
presente na flora dos caes, é inofensiva, a menos que a resisténcia do hospedeiro
seja diminuida ou a barreira cutanea seja alterada por condigdes como dermatite

atopica, procedimentos médicos ou cirurgicos, e disturbios imunossupressores. %

Além da infeccdo em caes, a S. pseudintermedius causa grande preocupagao
em relacdo a contaminagcao de humanos, principalmente aqueles que mantem contato
direto com caes domésticos, ou seja, um caso de zoonose preocupante.’>’ Em um
estudo de Somayaii et al. (2016) ' considerando 24 casos das mais variadas
complicagdes em pele humana, pode-se observar a presenga de S. pseudintermedius
em todos os casos. Essa bactéria estava presente, frequentemente, em ambientes
polimicrobianos, causando principalmente infecgdes de pele e tecidos moles de
intensidade leve a moderada, semelhantes as descritas em espécies caninas.' Riegel
et al. (2011) “relataram em seu estudo, um caso em que houve contaminagao de uma

pessoa idosa pelo contato com animal doméstico, causando endocardite. Ha relatos

48



também de contaminagao apds procedimentos cirurgicos, como € o exemplo da
contaminagao apos retirada de carcinoma do rosto (Figura 5). Neste caso, os autores
relataram ser uma contaminacdo concomitante a infeccdo por COVID-19, o que
atenuou os efeitos colaterais na paciente de ambas as enfermidades.

Figura 5. Infeccdo por Staphylococcus pseudintermedius, no 11° dia pds-operatorio.
Fotografia externa do paciente no 11° dia pés-operatdrio, demonstrando crostas
amarelas ao longo da palpebra inferior esquerda e couro cabeludo; e leve eritema,

edema e induracédo. °

3.2.2. Enterococcus faecalis

Bactérias Enterococcus spp sao Gram-positivas, catalase-negativas,
anaerdbias facultativas e ndo formadoras de esporos.'® Sdo microrganismos
comensais no trato gastrointestinal de mamiferos, geralmente caracterizados por
baixa viruléncia. No entanto, seu potencial patogénico é elevado devido a capacidade
de crescer em uma variedade de ambientes, incluindo aqueles hipertdnicos,
hipotdnicos, acidos, alcalinos, aerébicos e anaerdbicos facultativos. Isso permite a
colonizagdo em areas como bile, sangue e urina de cdes. '8 Entre os cées, as E.
Spp. ocupam a posi¢cao de quarto ou quinto isolado mais frequente em casos de
bacteritria.'® Mais de 50 espécies foram descritas, mas E. faecium e E. faecalis sao

as mais detectadas tanto em humanos quanto em animais. '
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Em um estudo de Wood et al. (2020)'"° foram identificados 126 casos de
bacteriuria por Enterococcus, dos quais 83 eram de céaes distintos. Destes 83, 70
apresentaram crescimento bacteriano significativo para E. spp, sendo que 43 estavam

relacionados com E. faecalis, ou seja, em torno de 61% dos casos.

Em humanos, além dos efeitos no gastrointestinal, existem relatos de
contaminag&o de pele 2°, como é o caso de uma paciente de 63 anos, diabética, que
apresentou-se queixando-se de edema, vermelhiddo e dor na panturrilha direita.
Exames laboratoriais detectaram E. faecalis sensivel a amino penicilinas, tedizolida,
daptomicina e vancomicina. 2! Devido a alta taxa de incidéncia de animais domésticos
colonizados por esta bactéria, se faz necessario o cuidado para o risco de uma

possivel zoonose. 22

3.3. TRATAMENTOS

O tratamento para as doencgas causadas pelas bactérias acima citadas consta
principalmente do uso de antibidticos. Nesses tratamentos, recomenda-se
inicialmente o tratamento tépico, afim de minimizar o risco de resisténcia bacteriana. *
Agentes tépicos como peroxido de benzoila e clorexidina mostram eficacia contra a
piodermite superficial, sendo a clorexidina comparavel a amoxicilina-clavulanato

sistémica. *

Devido ao uso extensivo de antibidticos, o S. pseudintermedius passou a se
tornar resistente a meticilina e é globalmente reconhecido por sua resisténcia a f3-
lactdmicos e por apresentar frequentemente um perfil de resisténcia a multiplos
medicamentos. #2* Comparativamente, as cepas suscetiveis a meticilina também
podem exibir resisténcia a penicilina, ampicilina, oxiciclina, cefoxitina, fluoroquinolonas
e levofloxacina. 2~ Em um estudo comparativo entre os anos 2010 e 2021 (Figura 6),
pode-se observar o aumento de resisténcia do S. pseudintermedius a 13 antibidticos
durante mais de uma década. Destes 13 antibiticos, apenas 2 n&o apresentaram
diferenca significativa durante os anos (cefalotina e sulfonamidas), os demais tiveram

aumento da resisténcia 2, o que também corrobora com outros estudos. '
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Figura 6. As proporgdes e os intervalos de confianga de 95% de cada antibiotico

comparados entre 2010 e 2021 para amoxicilina/clavulanato (AMC), cloranfenicol (C),

gentamicina (CN), cefpodoxima (CPD), clindamicina (DA), eritromicina (E), cefoxitina

(FOX), cefalotina (KF), marbofloxacina (MAR), oxacilina (OX), penicilina (P),

trimetoprima-sulfametoxazol (SXT) e tetraciclina (TE). %

O tratamento tipico para infec¢cdes causadas pelo E. faecalis, uma bactéria
gram-positiva, geralmente envolve o uso de antibiéticos especificos. Entre os agentes
mais comumente prescritos estdo a vancomicina, a qual ocorre resisténcia por parte
da bactéria, e a ampicilina associada a um inibidor de beta-lactamase, como a
sulbactam. 323 Qutro exemplo é a aquisicao de genes que conferem resisténcia em
niveis elevados a estreptomicina ou gentamicina, e a magnitude das concentracdes
inibitérias minimas para a ampicilina que eliminou a possibilidade de aproveitar o
sinergismo entre esses dois compostos para a terapia. ** Em estudo de KuKanich
(2015) '7 foi possivel determinar a resisténcia a ampicilina, amoxicilina, enrofloxacina,
oxacilina, penicilina, ticarcilina e demais antibidticos. Em outro estudo no qual foram
avaliadas ulceras na pele, também foram encontradas 5 contaminagdes por E.

faecalis, sendo que houve resisténcia ao tratamento dessas ulceracbes por
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administragao oral de moxiflacina, tigemicina, vancomicina, penicilina e ciprofloxacina.
35

Alguns métodos alternativos s&o utilizados como forma de tratamento
antimicrobiano com a finalidade de contornar os problemas de resisténcia acima
citados, fazendo com que o uso de antibiéticos seja diminuido e/ou evitado. Diversos
sao os materiais e substancias que vem sendo estudados como alternativa aos
antimicrobianos, afim de potencializar a eficiéncia no tratamento de doencas de pele.
Cabe destacar o uso de extratos de plantas3¢-38 e nanomateriais. *®* Os nanomateriais,
em particular as nanoparticulas, tém sido cada vez mais estudadas, principalmente
pela ampla gama de formas de obtengao, funcionalidade, tamanho e incorporacao

com materiais biocompativeis.

Dentre as particulas ou nanoparticulas (NPs), as metalicas e de Oxidos
metalicos tém cada vez sendo mais estudas para aplicagcdo como antimicrobiano. As
particulas metalicas atuam por meio de uma interagcdo direta com as células de
patdogenos, rompendo as membranas celulares e causando a morte da bactéria. A
eficacia da agao antimicrobiana pelas NP se da através de varios mecanismos, o que
inclui a desestabilizacao das membranas celulares, indugédo de espécies reativas de
oxigénio, interferéncia no metabolismo bacteriano e inibicdo da formagédo de

biofilme.4°

Estudos indicam a utilizacdo das mais variadas particulas ou NP metaélicas, tais
como particulas de prata*', cobre 2, titanio 43, ferro e zinco como antimicrobianos para

tratamento de doencas.

3.4.NANOPARTICULAS METALICAS E OXIDO METALICAS
Segundo a IUPAC, o termo nanomaterial se refere ao material que em pelo
menos um dos dominios de fase tem pelo menos uma dimensdo da ordem de
nandmetros. “ As NP possuem inumeras propriedades que |he garantem
funcionalidades proprias, diferenciando-as de quando estdo no seu estado sodlido
estendido . 4° Essa mudancga significativa esta atrelada diretamente ao tamanho da
nanoparticula, sua forma, o meio em que est&o presentes e a forma de agregados. 46

Sendo que a principal razéo para a diferenga no seu comportamento em relagao aos
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materiais em seu estado sélido expandido esta relacionada a sua alta area superficial,
e entdo, sua facil interagcdo com o meio. 4748

As nanoparticulas possuem uma ampla gama de aplicagdes, desde areas
médicas e farmacologicas, passando pela engenharia e ciéncias, energia, area
forense entre outros. Entre as principais aplicagdes podemos citar: desenvolvimento
de novos farmacos*?; drug delivery 5°5'; fotocatalise *°; tratamentos para cancer 52-5;
cosméticos e semelhantes “°; células solares “°; catalise “°°%; microeletrénica *;
aplicacao antimicrobiana °7°8; aplicacao forense °%-%2; entre outros.

As nanoparticulas metalicas, como prata, ouro, 6xido de zinco e outras,
mostram-se promissoras contra infeccbes bacterianas multirresistentes devido as
suas propriedades nanoestruturadas. Essas NP agem perturbando a membrana
celular, inibindo biofilmes, gerando espécies reativas de oxigénio e interferindo em
processos intracelulares. Essa estratégia oferece uma alternativa eficaz para

combater a resisténcia bacteriana a multiplos medicamentos. %3

Entre as diversas nanoparticulas de 6xidos metalicos, € relevante enfocar nas
nanoparticulas de 6xido de ferro, as quais tém sido amplamente investigadas para
tratamento de doencas devido a sua biocompatibilidade e a variedade de formas pelas
quais podem desencadear atividade terapéutica. ®* Estudos anteriores ja exploraram
0 uso dessas nanoparticulas no tratamento de condigdes como Alzheimer, Parkinson
e cancer. % No contexto do cancer, as nanoparticulas de 6xido de ferro demonstraram
vantagens ao reduzir a toxicidade em comparagcdo com certos medicamentos
anticancer, incluindo docetaxel, mitoxantrona, cisplatina e carboplatina. Isso resulta
em uma melhoria na eficacia da administracdo de farmacos para tumores,
simultaneamente permitindo a reducdo da dose necessaria para atingir a eficacia

terapéutica.

Além disso, o ferro e seus Oxidos constantemente sao avaliados frente a
patdgenos bacteriano E. typhi, C. albicans.®® No artigo de revisdo de Gudkov et al
(2021) % sao citadas mais de 20 cepas bacterianas com susceptibilidade a agao de

nanoparticulas de ferro, como E. coli, E. hirae, S. epidermidis, entre outras.

Também foi observada atividade antibacteriana em nanoparticulas de 6xido de

zinco biossintetizadas, demonstrando eficacia contra uma ampla variedade de
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microrganismos, incluindo Acinetobacter baumanii, E. coli, L. monocytogenes,
B.subtilis, Klebsiella Pneumonia, Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus
aureus, Klebsiella pneumoniae. 6% Além disso, as NP de ZnO sdo compativeis e
seguras a pele humana. As nanoparticulas de ZnO mostraram efeitos bactericidas em
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. % A atividade antibacteriana esta
associada a geracao de espécies reativas de oxigénio (ROS), causando danos a
membrana celular, além de intera¢des tanto das ZnONP quanto dos ions de zinco com
componentes intracelulares. ° Além disso, A atividade antimicrobiana das NPs de ZnO
aumentou com o aumento da concentragdo e ocorreu devido a liberagéo de ions Zn?*,
que estendera a fase de laténcia do crescimento microbiano. O Zn?* pode entrar na
parede celular do microrganismo e reagir com componentes internos para alterar a

viabilidade da célula. %"

3.5.SINTESE DE NANOPARTICULAS METALICAS

Tratando-se das NP metalicas, as técnicas de obtencédo sao muito semelhantes
para os variados metais. Duas abordagens principais sdo adotadas na sintese das
nanoparticulas metalicas, séo elas: top-down e bottom-up (Figura 7). A abordagem
top-down inclui ablacédo a laser, moagem mecanica, pulverizagdo e corrosédo, e é
originalmente empregada para diminuir o tamanho das particulas. Ja a abordagem
bottom-up na sintese de nanoparticulas consiste em construir estruturas nanométricas
a partir de componentes moleculares ou ibnicos, comegando do nivel molecular ou

atomico. "
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Figura 7. Rotas para obtencdo de nanoparticulas.

Algumas das técnicas convencionais sao descritas a sequir:

Sol-gel: processo amplamente utilizado na obtencédo de NP de 6xidos de metal,
no qual a partir de uma solugédo forma-se um gel, que por sua vez passa por
reacgdes de hidrélise e polimerizagéo, seguido de vaporizagdo dos solventes e
aquecimento para obtencao final das NP ;72

Hidrotérmica: ocorre em recipiente especifico denominado autoclave onde é
exercida alta pressao e temperatura, fazendo com que os materiais insoluveis
(no caso metais) sejam dissolvidos; 72

Microemulsao: é definida como uma dispersao isotrépica termodinamicamente
estavel de dois liquidos imisciveis na presenca de um surfactante apropriado.
Com a forte agitacao realizada no meio, as goticulas de agua presentes no
meio microemulsionado levam a uma interagado entre os reagentes internos e
externos a emulsdo, resultando em uma reacdo de precipitagcdo em
nanogoticulas e crescimento de nucleacdo, com NP estabilizadas pela

presenca do surfactante; 273
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d) Ablagao a laser: ocorre a remogao de ions metalicos de uma superficie metalica
por meio de um feixe de laser; 72

e) Moagem de alta energia: como o0 nome sugere, sdo utilizadas bolas rigidas em
um moinho agitador de alta energia para produgéo das NP. 74

f) Descarga de arco: no qual precursores metalicos sdo comumente inseridos em
uma cavidade perfurada em um eletrodo de grafite e, posteriormente,

submetidos a vaporizagao por arco; ®

Os métodos convencionais possuem muitas vantagens, porém também
apresentam desvantagens. Os métodos fisicos se caracterizam por apresentarem um
tempo relativamente curto de obtencdo, alto rendimento e auséncia de produtos
quimicos perigosos, porém apresentam baixa pureza, desgaste mecéanico do
equipamento de obtencao e controle limitado da morfologia e tamanho das particulas.
576 Ja os métodos quimicos apresentam como vantagem uma reagao razoavelmente
rapida, temperatura de reagédo branda, simplicidade e além disso, reagentes como
surfactantes podem auxiliar no controle e distribuicido de tamanho das particulas.
Porém, apresentam uso excessivo de reagentes, assim como geragao de residuos
liquidos em grande quantidade e que podem ser toxicos, além de baixo rendimento.
678 Devido a estes fatores, novas metodologias sdo propostas, como é o caso das

denominadas sinteses verdes.

3.5.1. Sinteses verdes
A sintese verde consiste na obtencao de particulas e NPs por meio de reagdes
e rotas mais ambientalmente corretas. As sinteses verdes de NPs se baseiam na

utilizagcao de plantas e seus extratos, "*-% microrganismos 8" e moléculas naturais.®-

92

Na sintese de nanoparticulas por métodos verdes, substancias de origem
biolégica desempenham papéis cruciais, atuando como agentes redutores,
encapsulantes, estabilizadores e ligantes. Biomoléculas como polissacarideos,
enzimas, proteinas e peptideos sao utilizadas como agentes redutores e
estabilizadores, enquanto aminas, tidis e fosfinas sdo empregados como ligantes.

Esses componentes biolégicos podem ser derivados de plantas, microrganismos ou
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extratos, tanto em configuragbes intracelulares quanto extracelulares, em células
vivas ou inativadas. Além disso, biomodelos como DNA, membranas e virus s&o
explorados nesses processos. A sintese bioldgica de NP envolve a combinagao de um
composto precursor de metal com um agente bioldgico sob condigbes especificas,
sendo comum o uso de compostos metalicos como AgNOs, HAuCls, (CH3COO)2Zn,

entre outros, para a producéao de diferentes NP metalicas.”

A sintese verde tem como principio fundamental a redugcdo dos metais e
estabilizacao das particulas formadas por meio de métodos limpos, de facil realizagcao
e pouco ou nao prejudiciais a0 meio ambiente. Isto se baseia principalmente na
presenca de proteinas, peptideos e outras biomoléculas, que funcionam como
agentes redutores e estabilizantes.6:93%

A sintese verde possibilita a produgao de nanoestruturas por meio de métodos
simples, ecologicos e econémicos, utilizando organismos vivos e biomoléculas natura.
Vale ressaltar que os produtos resultantes desses métodos apresentam uma maior
compatibilidade com sistemas bioldgicos.® Além disso, as biomoléculas envolvidas na
sintese das nanoparticulas atuam como estabilizantes naturais, ndo apenas
prevenindo a agregagdao, mas também contribuindo para a estabilizacdo das
mesmas.® As nanoparticulas produzidas dessa maneira tém demonstrado melhorias
na citocompatibilidade e propriedades biomédicas em comparagdao com aquelas
geradas pelos meétodos tradicionais, destacando-se como excelentes agentes
antibacterianos ou anticancer.

As moléculas naturais, em especial as proteinas, surgem como potencial
aplicacao na producao de nanoparticulas. Isso se deve a sua baixa toxicidade, custo

relativamente baixo e reagdo de baixa complexidade.

3.5.2. Proteinas como templates

As proteinas desempenham um papel fundamental como templates na sintese
de nanoparticulas, proporcionando um meio altamente controlado e especifico para a
nucleagédo e crescimento dessas estruturas em escala nanométrica. A capacidade
unica das proteinas de se auto-organizarem e interagirem com diferentes compostos
as torna excelentes candidatas para direcionar a formacado de nanoparticulas com

propriedades desejadas. A estrutura tridimensional das proteinas oferece sitios de
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ligacdo especificos, permitindo a coordenagao precisa com ions metalicos ou
precursores, resultando em nanoparticulas com morfologias bem definidas. Além
disso, a versatilidade das proteinas permite a modificacdo de suas sequéncias para
ajustar as propriedades das nanoparticulas, como tamanho, forma e estabilidade.
Essa abordagem biomimética aproveita a eficiéncia e a seletividade das proteinas,
abrindo caminho para a produgcdo de nanoparticulas sob condigbes suaves e
ecologicamente sustentaveis. Cabe destacar dentre as proteinas usadas como

template para sintese de NP, a albumina e a caseina.

3.5.21. Caseina

As caseinas desempenham um papel vital no transporte de nutrientes do leite
da mae para a prole lactente. E a principal proteina encontrada no leite, de baixo custo,
amplamente disponivel, ndo téxica e altamente estavel. Como se trata de uma
substancia alimentar natural, é biocompativel e biodegradavel. ® A caseina é
composta pelas subunidades aS1- caseina, aS2- caseina, B- caseina e k-caseina
(Figura 8), que formam micelas de caseina no leite. ®® As caracteristicas de cada
porcao proteica sdo apresentadas na Tabela 1. Seus pesos moleculares estao entre
19 e 25 kDa e seu ponto isoelétrico (pl) médio esta entre 4,6 e 4,8.98 A aS2-caseina
desempenha um papel importante no transporte de fosfato de calcio. Seu peptideo
antimicrobiano casocidin-l tem a capacidade de inibir o crescimento de E. coli e outras
bactérias. A k-caseina cobre predominantemente a superficie das micelas, formando
uma camada hidrofilica carregada, que estabiliza as micelas por meio de repulsao

eletrostatica e barreira estérica intermicelar.'%
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Figura 8. Formula estrutural da B-caseina (A),k-caseina (B).e a-caseina (C).

Tabela 1. Caracteristicas gerais das moléculas de caseina.

Subunidades Os1- caseina  ds2- caseina B-caseina K-caseina
Peso Molecular
23,61 25,23 23,98 19,02
(kDa)
N° de aminoacidos
199 207 209 169
totais
N° de residuos
8 11 5 1
fosfoserinas
Residuos nao
36 40 33 33
polares (%)
Glicosilagao (%) 0 0 0 0-5
Ponto Isoelétrico 5.1 - 5,3 4.1

Fonte: Wusigale; Liang; Luo, 2020.91
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As caseinas possuem estrutura aberta e rica em prolina, permitindo varias
conformacdes favoraveis em solugao. A presenca de peptideos de prolina interrompe
as fitas alfa-hélice e beta, e a auséncia de pontes dissulfeto resulta em pouca estrutura
secundaria ou terciaria. Isso lhes confere uma estabilidade térmica. 12 As caseinas
sao proteinas anfifilicas que se organizam espontaneamente em micelas estaveis em
solugdes aquosas (Figura 9). Essas micelas de caseina sdo compostas por
numerosas unidades complexas de caseinato de calcio, levemente compactadas,
unidas por uma combinacdo de calcio e ligagbes de fosfato de calcio coloidal e citrato
entre fosfoserina de caseina e grupos carboxila. Ligacdées hidrofdbicas e pontes de
caseinato de calcio estabilizam as submicelas, enquanto o fosfato de calcio coloidal
ajuda a agregar as submicelas na estrutura micelar . '° Todas as proteinas de caseina,
em seus estados nativos, ndo possuem uma estrutura terciaria ou secundaria bem
definida.'®* A caseina é classificada como uma proteina intrinsecamente desordenada,
implicando que a proteina é funcional em sua forma n&o estruturada.’® Outra
caracteristica unica das caseinas é a grande quantidade de residuos de prolina,
especialmente no caso da B-caseina, o que afeta significativamente a estrutura
secundaria e terciaria das caseinas.'® Além disso, todas as proteinas de caseina
possuem diferentes regides hidrofilicas e hidrofébicas ao longo da cadeia proteica.'®”
Contém 32—42% de aminoacidos nao polares, o que as torna altamente hidrofdbicas,
mas devido a presencga de um grande numero de aminoacidos fosfatados e sulfurados

e carboidratos na k-caseina, elas s&o bastante sollveis em solventes aquosos.'%8

Figura 9. Modelo de nanocluster para micelas de caseina (estruturas filamentares) e

nanoclusters de fosfato de célcio (circulos escuros). (Adaptado de Qi (2007)).1%°
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Além de facilitarem a transferéncia nutricional, as micelas também transportam
minerais essenciais para o crescimento 6sseo do recém-nascido. A atividade
superficial das caseinas as torna valiosas na industria alimenticia, onde sdo usadas
como estabilizadores de emulsao.

A caseina possui inumeras propriedades, tais como propriedades ligagao de
ions e pequenas moléculas, excepcionais propriedades de estabilizacdo, excelentes
propriedades de emulsificacdo e automontagem, juntamente com excelentes
capacidades de gelificagdo e ligagdo a agua. 92 Além disso, a caseina possui varias
capacidades de blindagem, essenciais para proteger cargas uteis sensiveis,
permitindo controlar a bioacessibilidade do bioativo e promover sua
biodisponibilidade.°

A caseina, foi identificada como um agente redutor eficaz, facilitando a
formagao de nanoparticulas de 6xido de zinco através da redugao do nitrato de zinco.
Este estudo demonstrou que a caseina permaneceu funcionalizada nas
nanoparticulas, resultando em menor citotoxicidade e maior permeacao celular %8. A
caseina também foi utilizada na obtengdo de NP como proposto por Ma et al (2019)7
e Somu et al (2018).%8 Em ambos os trabalhos a caseina foi utilizada como template
para a obtencdo de NP de ZnO, as quais foram eficientes em relagdo a atividade
antimicrobiana, foram produzidas por meio de sintese limpa, rapida e econémica, além

de apresentaram formas e tamanhos nanométricos.

3.5.2.2. Albumina

A clara de ovo possui cerca de 54% de ovalbumina, seguido de ovotransferrina
(12%) e ovomucadide (11%). A ovalbumina, uma glicoproteina fosforilada composta por
trés subunidades completas, cada uma contendo diferentes grupos fosfato, além de
um grupo de carboidrato ligado ao seu grupamento N-terminal. """ A ovalbumina tem
um peso molecular de 45 kDa, € composta por 385 aminoacidos, possui ponto
isoelétrico igual a 4,5 e temperatura de desnaturacao de 84°C. Além disso, possui 6
residuos de cisteina (pontes dissulfeto). Cerca de 50% dos residuos de aminoacidos
na ovalbumina s&o hidrofobicos, enquanto aproximadamente um tergco é composto por

residuos acidos, resultando no pl acido citado. Quanto a estrutura secundaria, a
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ovalbumina apresenta 30% de hélice alfa e 32% de estrutura de folha beta (Figura
10)_112,113

Figura 10. Estrutura quaternaria da ovalbumina. (Adaptado de RSCB - Protein Data
Bank, 2024).

A ovalbumina em condi¢bes controladas de forga idnica e pH podem produzir
agregados proteicos com tamanhos e morfologias diferentes.'* A ovalbumina
desempenha um papel central na formagéo de géis na clara de ovo. A influéncia do
pH est4 ligada a sua acéo na carga liquida das proteinas e a reatividade dos grupos
sulfidrila em valores de pH mais elevados. No estudo de Croguennec; Nau; Brulé,
(2002),""% os autores realizaram micrografias eletrénicas de varredura de géis de clara
de ovo (Figura 11). Os resultados mostram que, a um pH de 5,0, é observada uma
rede de gel grosseira e aberta constituida de agregados aleatérios. A um pH de 7,0,

particulas de 100 a 150 nm se agrupam em uma estrutura de "colar de contas" para
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formar agregados lineares. A pH 9, é observada uma rede de gel uniforme com
tamanhos de particulas de 60 a 80 nm e tamanho minimo de poro devido a um alto

grau de entrelagamento.

- o
-

RS, -

Figura 11. Microscopia eletrbnica de varredura de géis de clara de ovo em diferentes
pH. (@) pH 5,0; (b) pH 7,0 e; (c) pH 9,0. (Adaptado de Croguennec; Nau; Brulé,
2002).1%5

A ovalbumina também € reconhecida principalmente por sua ampla gama de
atividades bioldgicas, incluindo propriedades anticancerigenas, anti-hipertensivas,
antimicrobianas, antioxidantes e imunomoduladoras. Também, demonstra atividade
antimicrobiana contra diversas cepas de bactérias e fungos. As propriedades
hidrofébicas e carga positiva desses peptideos desempenham um papel crucial em
sua atividade bactericida. Hidrolisados de ovalbumina também contribuem para

atividades antimicrobianas e imunoestimulantes. 116

A albumina tem sido apontada como coadjuvante na obtencdo de
nanoparticulas metalicas. %"7-"% A albumina possui como caracteristicas a alta
solubilidade em agua e a capacidade de amalgamar ions metalicos o que lhe confere
vantagens na aplicagdo na obtencdo de NP metalicas. ® Dentre as NP produzidas
utilizando-se a albumina pode-se citar as NP de 6xido de zinco, as quais apresentaram

atividade antimicrobiana frente a bactérias e também biocompatibilidade. 8-
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A albumina atua como biotemplate, ou seja, uma espécie de molde para a
formacao das particulas. "'® Isso se deve principalmente a presenca de grupos
funcionais que propiciam a estabilizacdo e redugcédo de metais, além da possibilidade
de recobrimento das nanoparticulas. '’ Devido ao fato de a albumina apresentar alta
afinidade por ions metalico, esta proteina é capaz de formar complexos organico-
inorganicos. O papel da albumina na sintese de nanoparticulas como ZnO é complexo,
envolvendo varias hipoteses. A transformacédo de magnetita em maghemita, neste
caso, pode ser desencadeada pela desnaturagao parcial da proteina, destacando o
papel da estrutura quaternaria das proteinas em diferentes condi¢oes de reagao. Além
disso, o pH emerge como um parametro crucial na formagao de nanoparticulas de
ZnO, sugerindo que a albumina desempenha um papel significativo ao influenciar o

controle do pH durante a sintese.®

As propriedades fisicas e quimicas das proteinas, como tamanho, composic¢ao de
aminoacidos, carga, estruturas e capacidade de interagdo, influenciam sua
funcionalidade.’” Devido a diversidade dessas caracteristicas, é desafiador

determinar como cada uma afeta uma fungao especifica.
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4. METODOLOGIA
4.1.REAGENTES

As sinteses foram realizadas em agua ultrapura (Milli-Q Millipore). Os
reagentes utilizados foram cloreto de zinco P.A. ACS >98% (Sigma-Aldrich, Brasil),
cloreto de ferro Il hexahidratado P.A. ACS (Neon, Brasil), albumina (Naturovos,
Brasil), caseina micelar (Naked Casein - Naked Nutrition, USA), acido cloridrico 37%

(Quimica Moderna, Brasil) e hidréxido de sédio P.A. (Symth, Brasil).

4.2 SINTESE DE PARTICULAS DE ZINCO E DE FERRO USANDO COMO
BIOTEMPLATES AS PROTEINAS CASEINA E ALBUMINA

9]



FIGURA OCULTA
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4.3.DETERMINACAO DO DIAMETRO HIDRODINAMICO E DO POTENCIAL

ZETA DAS PARTICULAS
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Primeiramente, a distribuicdo de didametro das amostras na faixa de 40 nm - 2
mm foi determinada empregando a técnica de difracdo a laser (Mastersizer 2000
Instrument, Malvern, Reino Unido). Foram determinados os valores das curvas de
distribuicdo de diametro, o didmetro médio ponderado por volume (D[4 ,3]v) e a
polidispersidade (Span). A unidade de dispersao (Hydro 2000SM-AWMZ2002, Malvern,
Reino Unido) foi preenchida com agua destilada e agitada a 2000 rpm, entdo, cada
amostra foi aplicada gota a gota na unidade umida até atingir um obscurecimento de
2%.

Posteriormente, o didmetro hidrodinamico médio (z-Average) e indice de
polidispersao foram determinados pela técnica de espalhamento dindmico de luz
(Zetasizer Nano-ZS®, Malvern Panalytical, Reino Unido), para determinar os
diametros das populagdes entre 1 nm e 2000 nm. Os valores de potencial zeta foram
determinados pela técnica de mobilidade eletroforética (Zetasizer Nano-ZS®, Malvern
Panalytical, Reino Unido). Para estas analises, as amostras foram diluidas em agua
ultrapura (1:100, v/v). As medigbes foram realizadas a 25 °C e a luz espalhada foi

detectada em um angulo de 173° e o indice de refragédo escolhido foi de 1,330.

4.4 ESPECTROSCOPIA DE INFRAVERMELHO COM TRANSFORMADA DE
FOURIER NO MODO DE REFLETANCIA TOTAL ATENUADA (FTIR-ATR)

A espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier foi realizada

no equipamento de infravermelho (Bruker Alpha Series FTIR, UK) equipado com o

espectrometro de refletancia total atenuada (ATR) equipado com cristal de diamante

a 45°. Os espectros foram medidos por meio de 24 scans na faixa espectral de 4000

a 400 cm™ e resolugéo de 4 cm-.

45 ANALISE DA |INTERACAO METAL-PROTEINA POR MEIO DE
ESPECTROSCOPIA DE FLUORESCENCIA
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Apos sintese das particulas, as mesmas foram analisadas por meio de
espectroscopia de fluorescéncia. Inicialmente foram realizadas avaliagdes em relagéo
as proteinas sem metal em pH 6, 7, 8, 9 e sem ajuste de pH. Posteriormente, foram
realizadas medidas em relacéo as particulas formadas por proteinas com os metais,
nos mesmos valores de pH, para determinagdo do maximo de intensidade de
fluorescéncia e consequentemente escolha do pH de trabalho para cada mistura

metal-proteina.

Para tanto, foram realizadas diluicbes das amostras, em agua ultrapura, para
que nao ocorresse a extrapolagdao da leitura no equipamento. Essas dilui¢cdes
variaram para cada amostra e condicao de ensaio e foram consideradas para o calculo

da intensidade de fluorescéncia maxima observada.

Os espectros de emissao de fluorescéncia foram medidos usando um
espectrofluorofotdmetro Shimadzu modelo RF-5301PC.S e as larguras de fenda para
ambos 0s monocromadores de excitagao e emissado foram ajustadas em 5,0 nm. As
leituras foram realizadas nos comprimentos de onda de excitagdo de 280 e 295 nm e
varredura de emissao de 250 — 450 nm com a finalidade de investigar a propriedade
das diferentes por¢cdes de aminoacidos das proteinas, buscando elucidar assim sua

interagdo com o metal.

A partir dos dados coletados foram aplicadas a equacédo de Stern-Volmer
(equacao 1) e o duplo logaritmo (equacao 2). As equagdes foram utilizadas com a
finalidade de identificar tendéncia de ajuste linear dos dados, assim como obtengéo
da constante de Stern-Volmer (Ksv), numero de sitios de ligagao proteina-metal (n) e

também a constante de ligagao proteina-metal (Kb).
2 = 1 4 Ky, [M] (1)
Onde:
Fo: é a intensidade de fluorescéncia sem a adicdo de metal;
F: é a intensidade de fluorescéncia com a adicdo de metal
Ksv: € a constante de Stern-Volmer e;

[M]: é a concentragdo do metal em mmol L.
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= log K, + nlog[M] (2
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Onde:

Fo: é a intensidade de fluorescéncia sem a adigao de metal,;
F: é a intensidade de fluorescéncia com a adicdo de metal;
Kb: € a constante de ligacéo;

n: € o numero de sitios de ligacao e;

[M]: é a concentragéo do metal em mmol L.
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4.7.CARACTERIZACAO DOS FILMES.

4.7.1. Taxa de absorgao de agua

Para realizagcdo da analise, utilizou-se amostras de filme em duplicada com
area de 1 cm?. Essas amostras foram imersas em solucédo tampéao de fosfato de sédio
pH 6,5 pelos periodos de 0,5; 1,0; 3,0; 6,0 e 24 h. As amostras foram previamente
secas em estufa a 40 °C e entdo pesadas. Apds cada intervalo de tempo mencionado,
as amostras foram retiradas da imersao e enxugadas com papel filtro para retirada do
excesso de tampao que pudesse restar e pesadas. Os calculos do percentual de

absorc¢ao de agua foram realizados conforme a equagéao 3:

mf—mo

Ao = ( ) x 100 % (3)

mo

Onde mf € a massa da amostra apds o tempo de imersdo e mo € a massa da

amostra inicialmente seca.
4.7.2. Microscopia de Forga Atomica (AFM)

A investigacdo da topografia de superficie e da rugosidade dos filmes foi
realizada utilizando a Microscopia de Forca Atdmica (AFM). Um microscopio de
varredura por sonda Multimode 8 (Bruker, EUA) com sondas SCANASYST-AIR
(Bruker, EUA) foi empregado. O raio nominal da ponta era de 2 nm, e a constante
elastica nominal era de 0,4 N/m. Varreduras de uma area de 1x1 ym foram realizadas
com taxa de varredura de 0,9 Hz e resolucao de 256 x 256 pixels. Neste caso, o modo
ScanAsyst do microscépio de forgca atdbmica foi utilizado, e por essa razdo, os
parametros de aquisicdo foram ajustados automaticamente durante a analise das
amostras de superficie. Os dados obtidos foram analisados por dois softwares: o

software NanoScope Analysis (Bruker, EUA) e o Gwyddion (software gratuito).

4.8.ENSAIO ANTIMICROBIANO
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4.9. TESTE ESTATISTICO

A

de andlises de variancia (ANOVA) seguidas pelos testes post hoc de Tukey. As

diferencas foram consideradas significativas se p < 0,05.

7
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO
6.1.OBTENCAO DAS PARTICULAS

As particulas foram sintetizadas em todas as condigdes previamente definidas.
Primeiramente foram realizados os ensaios das amostras sem adi¢ao de proteina, ou
seja, a solucdo de metais nas concentragdes pré-definidas. As amostras foram
previamente avaliadas quanto da interagdo metal-proteina por meio de fluorescéncia,
onde os valores de pH de 7 e 9 obtiveram os melhores resultados para zinco e ferro,

respectivamente. A discussao a cerca desta determinacao se dara na secéo 5.4.

Em relacdo as amostras de FeCls ajustada em pH 9 (Figura 13) observa-se a
formagao de precipitado marrom, caracteristico de Fe(OH)s ou 6xidos de ferro, sem

turbidez aparente.

o de

| |
| |
)

Figura 13. Imagens das amostras contendo o precursor metalico de ferro sem a adi¢
proteinas e com pH ajustado em 9.

Em relagdo as amostras com o precursor de zinco (ZnCl2) em pH ajustado a 7
(Figura 14) observou-se a presenga de precipitado branco, caracteristico de 6xido de
zinco. Vale salientar que em concentragdes mais elevadas o sodlido formado

apresentada caracteristica semelhante a gel.
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Figura 14. Imagens das amostras contendo o precursor metalico de zinco sem a adi¢céo de

proteinas e com pH ajustado em 7.

As proteinas também sem ajuste de pH e em pH 2, 7 e 9 sdo apresentadas na
Figura 15. Podemos observar que no caso da albumina ndo ocorrem mudancas
visuais tao significativas, ja em relacdo a caseina observa-se mudanca drastica em
pH 2, onde € possivel observar o desaparecimento da turvacao da solugdo comparado
a amostra sem ajuste de pH (maior turvacédo) e em pH 7 e 9, com menor intensidade
de turvacdo comparada a amostra sem ajuste. A diminuicdo da turvacdo de deve,
provavelmente a mudanca da estrutura micelar da caseina neste de pH &cido, fazendo
com que possivelmente tenha ocorrido desnaturacdo da proteina, ou desagregacéao

em particulas menores.
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Figura 15. Imagens das amostras contendo a proteina, sem a adigdo de metais, sem

ajuste de pH e em pH ajustado em 2, 7 ou 9.

Logo em seguida, foram preparadas as amostras misturando-se a proteina de
interesse (caseina ou albumina) com o precursor metalico de ferro (Figura 16). Essas
amostras foram produzidas em duas condigdes, inicialmente sem o ajuste de pH e
ap6s com ajuste de pH igual a 9. O controle de pH inicial das amostras pode ser
encontrado em anexo. Ao analisar as imagens para a proteina albumina com o
precursor metalico de ferro, podemos observar que quando ndo foi realizado o ajuste
de pH, as amostras apresentaram coloracdo mais clara em relagdo as amostras que
tiveram seu pH ajustado a 9. Isso se deve potencialmente ao deslocamento do
equilibrio da reacao para a formacgao de hidroxidos ou 6xidos de ferro, que possuem

coloragao marrom.

As amostras sem ajuste de pH apresentaram estabilidade consideravel, sem
precipitacdo significativa em todas as concentragcées analisadas. O mesmo nao
ocorreu para as amostras com o pH ajustado, até a concentragdo de 50mM de ferro
adicionado ndo ocorreu precipitacdo, em concentragdes maiores observou-se
precipitacdo da mistura e a presenca de sobrenadante levemente turvo, indicando a

possivel presencga de ferro, nas suas mais variadas formas, livre na solugao.

Para as amostras de caseina a caracteristica visual foi semelhante aquela

encontrada para as particulas obtidas com albumina. Ocorreram ligeiras precipitagcoes
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em concentragdes mais elevadas, quando sem ajuste de pH, provavelmente devido a
desnaturacao da proteina devido ao pH extremamente acido do meio (em torno de 1).
O que difere nesta proteina € que em todas as concentragdes nado foram observadas
precipitagdes significativas, o que pode indicar uma maior estabilizagcdo do metal por

esta proteina.

As préximas particulas a serem produzidas, foram aquelas utilizando as
proteinas caseina e albumina, mas alterando o precursor metalico para zinco. Foram
avaliadas novamente as particulas sem ajuste de pH e no caso do zinco o pH foi

ajustado em 7 (Figura 17).

Para as preparagdes utilizando a proteina albumina observou-se formacao de
solucao ligeiramente amarelada, caracteristica da solugao de albumina. No caso das
amostras onde nao houve ajuste de pH observou-se estabilidade visual das amostras
em todas as concentragdes avaliadas, sem a presenca de precipitado evidente. Ja
para as amostras onde o pH foi ajustado em 7,0 ocorreu precipitagdo das particulas
em concentragdes na faixa entre 10 e 75 mM de Zn adicionado. Isso pode ser um
efeito de desnaturacao proteica em concentragdes inferiores ou desestabilizagao da

proteina.

Os ensaios com a proteina caseina apresentaram formacéo de precipitados
nas concentragdes de 10, 25 e 35 mM sem ajuste de pH e 25 e 75mM quando foi
realizado o ajuste de pH. Isso corrobora com os ensaios utilizando o metal ferro, onde
a caseina demonstrou maior estabilidade visual da particula formada. Observa-se que
somente em condicdes de menor concentragcdo ocorreram a formagao dos
precipitados, isso provavelmente se deve as caracteristicas do meio, como carga e

tamanho de particula formado, o que sera discutido posteriormente ao longo texto.

75



]
E =

[
o

I I
|
|
y
I I
\
1 |

|

DL i

|

Figura 16. Imagens das amostras de albumina e caseina com ferro, com e sem ajuste de pH.*Nao foram realizadas | imagens
nessa condicéao.
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Figura 17. Imagens das amostras de albumina e caseina com zinco, com e sem ajuste de pH.*N&o foram realizadas imagens
nessa condicéao.
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6.2. DETERMINACAO DO DIAMETRO HIDRODINAMICO E DO POTENCIAL
ZETA DAS PARTICULAS

A compreensio precisa da estrutura e do comportamento de proteinas em
solugdo € de suma importancia para avangos significativos na pesquisa biomédica e
na industria alimenticia. Técnicas como o espalhamento dinamico de luz (DLS) e o
potencial zeta, desempenham um papel vital na caracterizagdo das propriedades
coloidais e estabilidade de proteinas, tais como a albumina e caseina. O DLS revela
informacgdes cruciais sobre o tamanho efetivo das particulas, proporcionando uma
visao detalhada das interagées moleculares e agregacao. Paralelamente, a potencial
zeta oferece informagdes sobre a carga superficial das proteinas, desempenhando
um papel determinante na compreensao da estabilidade de particulas proteicas e de

possiveis interagbes com ions.

Para melhor entendimento do leitor, algumas considera¢gbes devem sem
esplanadas em relagao a forma de apresentagao dos resultados a seguir. Os ensaios
foram realizados em dois equipamentos distintos. Amostras com tamanho maior de
particula foram analisadas por meio do Mastersizer 2000, onde os resultados
apresentados de referem ao didmetro médio ponderado por volume (D[4 ,3]v) e a
polidispersidade (Span). Porém, para melhor avaliagdo da diversidade de particulas
no meio, foi optado por apresentar dados referentes as populagdes nas faixas de 10%
(d[0,1]), 50% (d[0,5]) e 90% (d[0,9]). Nas discussbes ao longo do trabalho o enfoque
sera dado para os valores de d[0,9], devido a representatividade de um maior numero

de particulas.

As amostras de tamanho menor foram analisadas por meio de Zetasizer Nano-
ZS® e sao retornados os valores referentes aos picos de distribuicdo para as
amostras, assim como sua intensidade percentual relativa e o indice de polidispersao
(PDI), o valor médio (Z-Average), neste caso, nao sera apresentado devido ao
entendimento da analise dos picos ser mais apropriada.

Inicialmente, foi avaliada a conformacgdo e estabilidade da albumina em
solugao, sem ajuste do pH (pH aproximadamente 10) e ajustando-se o pH com HCI
para os valores de 9 e 7. Esses pHs foram previamente avaliados frente a interagao

das proteinas com os metais, onde foram observadas melhores interagdes da
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proteina albumina com ferro e zinco, respectivamente, nos pHs 9 e 7. Também foi
avaliado o efeito do pH 2 na estrutura e estabilidade da proteina, visto que ao adicionar
os metais, o pH diminui consideravelmente até valores proximos a este. Para a

proteina caseina também foram realizados ajustes de pH nos valores de 2, 7 e 9.

Os tamanhos das solugdes contendo a albumina sofreram variacdes
significativas com as variagcdes de pH (Tabela 2). Na solugéo de albumina sem ajuste
de pH (pH 10,0) observou-se o tamanho de particula variavel entre 0,471 e 0,117 pym
com percentual de 81 e 19%, respectivamente. Para melhor interpretacao, a partir
deste ponto os valores apresentados em parénteses, assim como percentual, se
referirdo a distribuicdo do volume de particulas nesta faixa. Ao se ajustar o pH para
valores de 9, 7 e 2, verificou-se alteracbes em relacdo ao tamanho e o percentual
distribuicdo. A amostra de pH 9 obteve um tamanho maximo de particula de 0,472
(60%), 0,934 (32%) e 0,0189 um (8%), valores que coincidem com o maior valor de
tamanho para a amostra A em pH 10, divergindo somente pelo fato de ocorrer
diminui¢cdo do percentual no maior tamanho e aumento no valor intermediario, além
de aparecimento de uma pequena porgao de amostras em tamanho de 0,0189 um. A
amostra em pH 7 passou a ter o seu tamanho maximo de particula diminuido em
valores de 0,381 uym (68%), mas nesse caso ocorreu diminuigdo ainda maior do valor
intermediario em relagdo as amostras A e A9, com tamanhos neste caso de 0,040 um
(26%). Em relagao ao pH acido em 2, a amostra A2 apresentou tamanho maximo de
particula semelhante a A7, com valor de 0,400 uym, porém diminuiu o percentual
comparado a A7, chegando em 55,9% neste caso, além do que ocorreu a formacgao
de agregados volumosos com tamanho de 1,477 ym (12,4%), que nao foram

observados nas demais amostras.

Portanto, foi observado que o tamanho de particula foi A> A9 > A2 > A7, e que
em todos os casos com pH ajustado ocorreu uma possivel modificagdo da proteina,
visto a diminuicado da frequéncia do valor maximo. Considerando que ao se ajustar o
pH das solugdes com HCI, adicionam-se ions oriundos da solugdao que podem
propiciar modificagdes na estrutura da proteina. A solucdo em pH 9,0 encontrar-se
mais distante do seu ponto isoelétrico (pl de 5,3, tedrico) e, portanto, mais
negativamente carregada, o que leva a um aumento da repulsdo eletrostatica

intramolecular que acarretaria em uma dificuldade de agregacdo. A diminuigdo de
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tamanho em relagdo ao pH 10,0 deu-se provavelmente pela influéncia dos ions da
solucdo de HCI, resultando em desdobramento estrutural ou dissociacdo das
subunidades das proteinas %223, 0 que corrobora com os resultados polidispersos

observados.

Nesse trabalho, pode-se observar que ocorreu diminuicdo do tamanho da
particula de albumina para em pH 9,0, visto o0 menor percentual de particulas em
tamanho de aproximadamente 0,470 um em relagdo a proteina sem ajuste (60% e
81%, respectivamente). Com aproximagao dos valores de pH para 7,0, relativamente
mais préximo aos valores do pl da proteina (5,3), verificou-se diminuicdo do tamanho
maximo de particula no pico 1 chegando a 0,381 um (68%), inferindo entdo que com
0 a adicdo de ions H* e CI esteja ocorrendo certa dissociagdo das subunidades da
albumina e mudanca estrutural da superficie proteica. No pH 2,0, a proteina encontra-
se menos negativamente carregada em relacdo a demais, com pZ de -1,4, comparado
a-26,2,-10,5e-26,2 mV para A, A9 e A7, respectivamente. Mais uma vez € observado
a diminuicdo da intensidade do maior pico de distribuicdo da proteina, indicando que
esta ocorrendo uma dissociagao das subunidades da mesma, fazendo com que ocorra
diminui¢do da distribuicdo do tamanho de particulas e nesse caso até mesmo uma
possivel desnaturacdao. As possiveis ocorréncias estruturais sdo apresentadas na
Figura 18. Observou-se um percentual consideravel de 12% de particulas com
tamanho de 1,477 um, isto deve-se pelo potencial zeta estar proximo de 0 (-1,4 mV),
indicando a presencga de aglomerados. Os valores de PDI seguiram que A2 > A9 > A7
> A, indicando que amostras sem adicdo de ions (H* e CI) apresentaram menor
polidispersao e maior estabilidade. Em compensa¢cdo com a diminuicdo do pH e a
aproximacao do valor de pH com o pl (5,3), foram observadas amostras mais

dispersas entre si.
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Tabela 2. Tamanho médio, distribuicdo de tamanho e potencial zeta da proteina

albumina em diferentes pH.

Amosta GO G @ PP vy PH
A (08?7/1) 85191/7) - 0,507 262 9,99
A9 v Caon ey 0810 105 9,05
AT (Oég°8/o1) (Oz’gf’zo) (Zé%/l? 0,561 6,2 7,11
e 080 0 WS eeso a2

pH=9
0,472 um (60% |)
0,093 pm (32% )
0,019 pm (8%)

pH=7
0,381 um (68% 1)
0,040 pum (26% 1)
0,013 pm (6%)

Albumina em Solucao
Sem ajuste de pH
0,471 pm (81%)
0,117 pm (19%)

pH=2
0,400 pm (56% |)
0,070 um (15% |)
1,477 um (12% 1)

Figura 18. Hipoteses de mudancas conformacionais da albumina em diferentes pH.
Uma unidade de proteina € representada por cada conjunto verde/laranja. As setas

ao lado do percentual indicam a variacdo em relacdo a proteina em pH 10.

No caso da caseina (Tabela 3) sdo observados resultados semelhantes aos da
albumina. Porém, neste caso, o que se pode prever € que provavelmente estejam

ocorrendo mudangas na estrutura micelar, ao contrario do aglomerado de proteinas
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da albumina. As caseinas constituem cerca de 75-80% da proteina total e precipitam
em pH 4,6 a 30 °C. As micelas de caseina sdo compostas por numerosas unidades
compactadas do complexo de caseinato de calcio, unidas em associagdo por uma
combinagdo de calcio e ligacbes de fosfato de calcio e citrato entre caseina
fosfosserina e grupos carboxila. A ligacdo hidrofébica e as pontes de caseinato de
calcio estabilizam a micela, enquanto o fosfato de calcio ajuda a agregar as
submicelas em estruturas micelares'*. Cada uma dessas unidades do complexo de
caseinato de calcio é composta por um nucleo constituido por aS1 e [B-caseina,
rodeado por uma camada externa rica em aS1 e k-caseina a qual interage com a

agua.

A solucdo de caseina sem ajuste de pH apresenta um valor igual a 6,8, ao
elevar o pH para 9,0, verificou-se uma diminui¢do do tamanho e uma distribuigdo mais
uniforme da micela de caseina de 0,319 pm (94%) para 0,200 um (100%)). Isto deve-
se provavelmente a uma desagregacdo das micelas da proteina ou entdo a uma
compactagdo da mesma, devido ao aumento da repulsdo entre particulas, fazendo
com que as micelas diminuam de tamanho '%°. Ja no pH 7,0, proximo ao pH
encontrado para a proteina em solugcdo, pode-se observar uma diminuicdo do
tamanho majoritario de particulas para 0,256 ym (96,9%), porém, também se
observou que apesar de ter ocorrido uma diminuicdo da porcentagem de particulas

com tamanho acima de 5 ym, houve um aumento de 5,1 para 5,2 uym.

O valor de tamanho de particula elevado para a amostra C, muito
provavelmente se da pela diminuicdo de cargas superficiais e relaxamento da
estrutura, devido a auséncia de ions oriundos do HCI e NaOH utilizados quando do
ajuste de pH e que podem estar interferindo na carga estrutural da proteina. Neste
caso, ensaios mais proximos ao pl da proteina sdo recomendados para melhor
elucidacao dos fatos. Com exceg¢ao da amostra C9, todas as demais apresentaram
pico com intensidade baixa na faixa aproximada de 5,2 ym, oriundo de agregados
grandes de proteina. Além disso, pode-se observar que a solu¢gao contendo a caseina
sem ajuste do pH (pH 6,8) apresentou maior estabilidade que as demais, corroborando
uma possivel influéncia dos ions das solugbes de NaOH e HCI levando a uma
diminuigéo da estabilidade das micelas. O aumento da adigao de meio alcalinizante
tende a ainda maior diminuigdo deste potencial (de -22,9 para -10,9). Em pH 2, a

82



proteina apresenta tamanho menor as demais condigdes, isso implica possivelmente
em uma dissociagdo das micelas ou colapso da camada externa® , devido a presenca
de grande quantidade de ions provenientes do HCI utilizado para acidificar o meio e
que interagem com a superficie proteica formando carga interagdes repulsivas e
dissociativas. Um esquema demonstrando um breve resumo das possiveis

modificagdes nos pHs avaliados é demonstrado a seguir (Figura 19).

Tabela 3. Tamanho médio, distribuicdo de tamanho e potencial zeta da proteina

caseina em diferentes pH.

Amostra Pico1(d. Pico2(d. Pico 3 (d. PDI Pot. Zeta oH
km) pm) pm) (mV)
0,318 5,131
c (94%) (6%) 0,523 -22,9 6,84
0,136 5,227
2 (97%) (3%) 0,424 -0,9 2,07
0,256 5,243 _
cr 7%  (3%) 0,350 13 701
0,200
9 (100%) 0,258 -10,9 8,99
oY A .‘{;'V
re -
oV oV
w 0,256 pm (97%)
h " 5,243 pm (3%)
a3 |
pH=2

0,1356 um (97%)
5,227 um (3%)

Q Parte polar Caseina em Solucio
0,318 pm (94%) i pH=9
¢ Parte apolar 5,131 ym (6%) TR 0,200 pm (100%)

Figura 19. Hip6teses de mudancas estruturais das micelas de caseina em diferentes

valores de pH.
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A formacdo de possiveis particulados nas solucdes de FeCls e ZnCl2 sem as
proteinas a partir da adicdo de NaOH no ajuste do pH para 9, no caso dos ions de
ferro, e 7 para os de zinco, foi avaliada. Em relacdo as particulas de ferro (Tabela 4),
pode-se observar elevado tamanho destes sistemas, considerando d(0,9) com valores
de entre 2,000 e 7,000 um. Isto deve-se, muito provavelmente, pela formacdo de
agregados de hidréxidos metalicos, assim como alta taxa de hidratacdo e formacéao

de coloides.

Tabela 4. A. Diametro hidrodindmico das particulas e distribuicdo, pH, Span e

potencial zeta das solucdes de FeCls, sem as proteinas, em pH 9*.

d(0.1) d(0.5) d(0.9) Potencial
Amostra Span pH
(d. pm) (d. pm) (d. pm) Zeta (mV)

Fe5 0,084 0,182 2,309 12,21 -4,39 9,10
Fe10 0,088 0,239 5,094 20,91 -9,12 8,80
Fe25 0,073 0,160 4,105 25,27 -5,35 9,03
Fe35 0,084 0,206 5,502 26,29 -5,4 8,98
Fe50 0,077 0,184 6,671 35,84 -5,96 8,88
Fe75 0,080 0,205 5,765 27,78 -9,19 9,21
Fe150 0,076 0,175 5,949 33,55 -6,89 8,82
Fe300 0,078 0,183 4,588 24,60 -8,36 8,92
Fe400 0,076 0,171 4,666 26,85 -10,6 9,22
Fe700 0,083 0,209 4,196 19,69 -4,87 8,94

*Amostras medidas em equipamento Mastersizer 2000.

As particulas provenientes da solucdo de ZnCl. (Tabela 5) apresentaram
tamanho relativamente menor comparado as particulas de ferro. A distribuicdo de até
90% das particulas em todas as amostras nao foi maior do que 2,000 um, sendo que
as particulas de ferro chegaram a valores de até 6,671 um. Isto pode ser pelo fato de
0 ajuste ter sido até o pH 7 e ndo 9 como no caso do ferro, sendo assim, a quantidade
de ions OH" consequente foi menor formando menores concentracdes de hidréxidos

metalicos.
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Tabela 5. Diametro hidrodinamico das particulas e distribuicédo, pH, Span e potencial

zeta das solugdes de ZnClz, sem as proteinas, em pH 7*.

d(0.1) d(0.5) d(0.9) Potencial
Amostra Span pH
(d. pm) (d. pm) (d. pm) Zeta (mV)

Zn5 96 229 728 31,3 -1,19 6,95
Zn10 82 182 605 38,7 -2,57 6,98
Zn25 68 147 1375 45,5 -2,7 6,95
Zn35 68 150 1725 447 -0,622 6,95
Zn50 71 156 1002 43,7 -0,431 6,96
Zn75 72 159 865 43,7 -1,6 7,00
Zn150 77 174 909 40 2,68 6,95
Zn300 89 220 1084 32,7 5,64 7,10
Zn400 97 235 981 30,3 6,41 7,03
Zn700 85 195 892 35,8 6,66 6,99

*Amostras medidas em equipamento Mastersizer 2000.

ApoOs estas observacbes, se faz necessario a avaliagcdo do tamanho e
estabilidade das particulas metal-proteina. A primeira a ser analisada sao as particulas
oriundas da mistura de albumina com FeCls, sem ajuste de pH (pH finalentre 4 e 1) e

com ajuste de pH (pH9) (Tabela 6).

As amostras contendo albumina e ions de ferro nas concentracdes de 5 a 150
mM, sem ajuste de pH (AFe5, AFe10, AF25, AFe35, AFe75 e AFe150) apresentaram
tamanho de particulas na faixa de 0,186 a 0,337 ym, em relacdo a maior intensidade
percentual. Amostras de tamanhos menores entre 0,030 e 0,102 ym também sao
observadas, com percentuais relativamente inferiores. Todas as amostras
apresentaram pH em torno de 2, com excec¢édo da amostra menos concentrada AFe5
(pH 4,45). Esse tamanho de particula (0,186-0,337 um), comparado com o tamanho
maximo de pico encontrado para a amostra contendo somente a proteina em pH 2
(0,400 pm), indica que ocorreu diminuicdo do tamanho médio das particulas com a
adicdo do metal. Isto pode indicar mudanca conformacional que levou a uma

compactacgao ou dissociacao devido a variagao da carga superficial da proteina pela
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possivel interagdo com os ions de Fe3* (Figura 20). As amostras AFe50 e AFe700

apresentaram tamanho elevado de particula, com tamanhos em torno de 4,000 um.
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Tabela 6. Tamanhos de particulas, pH, Pdl e potencial zeta das amostras de albumina com metal ferro, sem e com ajuste de

pH.
Amostra Pico 1 (d. ym) ou Pico 2 (d. ym) ou Pico 3 (d. pm) ou Pdl 2 ou Potencial H
(pH) d(0.9) d(0.5) d(0.1) Span ® Zeta (mV) P

A 0,471 (81%) 0,117 (19%) 0,5072 -26,2 9,99

A2 0,400 (56%) 0,070 (15%) 1,477 (12%) 0,950 2 -1,4 2,11

A9 0,472 (60%) 0,093 (32%) 0,019 (8%) 0,610° -10,5 9,05
AFe5 0,187 (89%) 0,030 (7%) 5,056 (4%) 0,414 2 11,1 4,45
AFe10 0,337 (51%) 0,102 (39%) 0,019 (8%) 0,452 2 27,7 2,79
AFe25 0,234 (85%) 0,011 (8%) 5,192 (5%) 0,692 2 28,0 2,11
AFe35 0,239 (55%) 0,078 (32%) 0,014 (13%) 0,354 @ 29,9 2,04
AFe50 4,702 (60%) 0,485 (40%) 1,000 @ 28,6 2,04
AFe75 0,197 (64%) 0,041 (17%) 0,622 2 28,2 1,71
AFe150 0,223 (77%) 0,067 (33%) 1,000 @ 29,6 1,80
AFe300 10,800 (100%) 0,244 @ 29,8 1,51
AFe400 2,745 (100%) 0,287 20,0 1,36
AFe700 4,154 (100%) 0,2252 251 1,14
AFe5 9 2,239 0,138 0,068 15,716° -14,5 9,12
AFe10 9 2,096 0,132 0,067 15,317° -18,6 9,05
AFe25 9 2,291 0,136 0,068 16,343° -24 9,02
AFe35 9 2,214 0,154 0,072 13,934° -30,5 8,96
AFe50 9 4,255 0,190 0,0078 21,996 ° -18,9 8,12
AFe75 9 4,592 0,241 0,084 18,686 " * 9,04
AFe150_9 3,486 0,185 0,078 18,443° * 9,06
AFe300_9 4,378 0,206 0,081 20,863° * 9,10
AFe400 9 3,362 0,171 0,076 19,241P * 9,01
AFe700 9 3,509 0,184 0,079 18,674° * 9,04

(a) Amostras medidas em equipamento Zetasizer Nano-ZS® (b) amostras medidas em equipamento Mastersizer 2000. *N&o foi realizada medida

nesta condigao.
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Figura 20. Hipo6tese de interacéo dos ions ferro com albumina, na sintese sem ajuste
de pH.

Ainda sobre as amostras sem ajuste de pH, as amostras AFe300, AFe400 e
AFe700 apresentaram tamanhos mais elevados, de 10,800 uym, 2,745 um e 4,154 ym.
Esse aumento significativo dos tamanhos das particulas na amostra se deve muito
provavelmente a agregag¢ao da proteina devido ao baixo pH do meio, fazendo com
que a camada externa da proteina colapse e se agregue em particulas maiores, ou
entdo ao fato que o metal em excesso pode estar formando uma camada de
hidratacdo no exterior da proteina, fazendo com que seu tamanho hidrodinamico seja
mais elevado, vide a grande interagdo do Fe3* com agua (Figura 21). Em relagéo ao
potencial zeta, pode-se observar que as particulas apresentaram valores positivos e
mais elevados nas concentragdes de 10 a 300 mM (27,7 a 29,8 mV), muito
provavelmente devido a carga positiva exercida pelo ion Fe3* na camada externa da
proteina (Figura 21). A medida do indice de polidispersao (PDI) pode evidenciar que
as amostras apresentaram alta polidispersividade, com valores maiores que 0,6 na
maioria dos ensaios, devido provavelmente a diferentes formas e tamanhos de
agregados proteicos, sendo que valores mais proximos de 0 indicam uma baixa

polidispersidade, enquanto valores proximos de 1 indicam polidispersidade,
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Figura 21. Hipotese de interacédo dos ions ferro com albumina na sintese sem ajuste
de pH, quando do aumento observado no tamanho de particula devido a hidratacao

destes ions.

Nas particulas sintetizadas com albumina e ions ferro ajustando-se o pH em 9
(Tabela 7), as amostras iniciais apresentaram aumento significativo de tamanho em
relagdo as amostras com mesma concentracdo sem ajuste de pH. Por exemplo, a
amostra AFe5 apresentou tamanho maximo de particula de 0,187 um (88,5%), ja a
amostras AFe5_9 apresentou tamanho de 2,239 um considerando 90% das particulas
(d[0,9]). A partir da amostra AFe35_ 9 , foi possivel observar ainda maior aumento da
particula, chegando a particulas entre 3,362 (AFe400 _9)e 4,378 um (AFe300_9). Este
aumento significativo no tamanho das particulas se deve muito provavelmente ao
aumento da camada externa de solvatacao proveniente da interagcdo dos metais com
o ion OH-, proveniente da alcalinizagdo do meio. Estes hidroxidos metalicos situados

na camada externa fazem com que o tamanho observado seja cada vez maior.

Em relagcdo ao potencial zeta, as amostras sem ajuste de pH apresentaram
valores na faixa de 11,1 (AFe5) a 29,9 mV (AFe35), indicando que o ion metélico pode
estar interferindo na carga do sistema devido ao seu potencial positivo. Nas amostras
com ajuste de pH, foram observados valores de potencial zeta negativo (entre -14,5 e
-30,5 mV), indicando que neste caso ha a presenga de grupamentos OH" provenientes
da base e que estdo presentes na superficie da particula. Assim como, pode estar
ocorrendo a formacéao de hidréoxidos metalicos que estejam promovendo a diminuigao

da carga superficial. As concentragdes maiores para com o ajuste de pH ndo puderam

89



ser medidas devido a alta taxa de oxidagdo do metal presente na cubeta do

equipamento.

Outro fato que merece ser apreciado € o de que, comparando-se o tamanho
das solugdes de FeCls sem proteina, alcalinizadas em pH 9 (Tabela 4), as mesmas
apresentaram tamanhos de particula relativamente superiores aos da proteina com o
metal. Isto pode ser pelo ion Fe3* em pH ajustado a 9 estar circundado por porgbes
de ions OH" e por sua vez com sua superficie solvatada, fazendo com que seu
tamanho seja elevado (Figura 22). Quando interagindo com a proteina, provavelmente
pelo fato de o metal adentrar na sua estrutura, mudangas conformacionais podem
estar ocorrendo, desde perda da hidratacdo superficial, diminuicdo do seu tamanho
de particulas devido a interacbes com a proteina ou até mesmo reducao do centro

metalico.

Figura 22. Suposi¢éo da hidratagéo do hidroxido de ferro formado em pH alcalino.

As particulas sintetizadas com albumina e ZnCl2 em diferentes concentragoes,
apresentaram diferenga significativas entre si (Tabela 7). As amostras menos
concentradas sem ajuste de pH, AZn5, AZn10 e AZn25, apresentaram tamanhos de
0,270 uym (56%), 0,433 pm (55%) e 0,250 pm (82%),respectivamente. Comparados
aos valores de tamanho em pH mais préximo da proteina sem metal (amostra A7), em

que o tamanho foi de 0,381 um (68%), pode-se concluir que as amostras AZn5 e
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AZn25 apresentaram tamanho inferior ao encontrado para a albumina nesta condigao.
Isso se deve muito provavelmente a uma dissociagao da estrutura da proteina devido
a interacao do zinco, fazendo com que a estrutura colapse, dissociando e formando

estruturas menores ou mais compactas.

Com o sequencial aumento da concentragao de zinco, observa-se aumento do
tamanho de particula, o que é esperado, visto o aumento de metal interagindo com a
proteina O potencial zeta das amostras também diminuiu com o aumento da
concentracédo de zinco, indo de -15,3 mV para a amostra AFe5 até -3,17 mV para a
amostra AZn700. Essa diminuicdo do potencial zeta pode estar relacionada com a
presenca de cargas positivas oriundas do ion Zn?* na superficie da particula, fazendo

assim com que seja observado um potencial inferior nas concentragdes maiores.

Em relagcao as amostras com o pH ajustado em 7, ocorreu aumento significativo
de tamanho das amostras, com valores da ordem de 450 a 800 ym , chegando na
faixa de centenas de micrometros. A justificativa para isto se da muito provavelmente
pela formagao de agregados de Zn(OH)2 na superficie da proteina, fazendo com que
seja observado um diametro hidrodinamico elevado nestas amostras, visto que a
interagcdo entre a agua e os grupamentos OH- nesta superficie pode ser
extremamente elevada, fato semelhante ao da Figura 21, porém com maior

quantidade de ions circundando a parte externa dos aglomerados proteicos.
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Tabela 7. Tamanhos de particulas, pH, PDI e potencial zeta das amostras de albumina com metal zinco, sem e com ajuste de

pH.
Amostra Pico 1 (d. ym) ou Pico 2 (d. ym) ou Pico 3 (d. um) ou Potencial
(pH) d((0.9‘; ) dgo.sl; ) d((0.1l; ) PDIouSpan® " "7 . PH
A 0,471 (81%) 0,117, (19%) 0,507 2 -26,2 9,99
A2 0,400 (56%) 0,070 (15%) 1,477 (12%) 0,9502 -1,4 2,11
A7 0,381 (68%) 0,040 (26%) 0,013 (6%) 0,5612 -26,2 7,11
AZn5 0,270 (56%) 0,839 (21%) 0,050 (23%) 0,7492 -15,3 7,59
AZn10 0,433 (55%) 0,118 (39%) 0,030 (6%) 0,5792 -15,1 7,14
AZn25 0,250 (82%) 0,064 (18%) 0,4992 -10,2 6,89
AZn35 1,240 (82%) 0,133 (18%) 0,8622 -9,45 6,78
AZn50 2,365 (100%) 0,0122 -8,36 6,70
AZn75 3,350 (100%) 0,0322 -7,2 6,58
AZn150 1,727 (77%) 5,408 (23%) 0,3532 -5,78 6,29
AZn300 5,830 (100%) 0,5292 -4.4 5,98
AZn400 6,188 (100%) 0,3702 -3,41 5,80
AZn700 2,308 (80%) 5,410 (20%) 0,3152 -3,17 5,29
AZn5 7 489,906 286,688 4,027 1,679 -16,1 7,01
AZn10 7 526,056 52,39 3,153 8,614% -12,3 6,94
AZn25 7 532,757 317 3,031 1,734 -12,1 7,08
AZn35 7 842,493 345 5,151 7,361 -13,8 6,91
AZn50 7 531,191 71,688 4,384 8,062° -13,9 6,93
AZn75 7 533,021 79,637 4,679 3,067 P -17,7 7,01
AZn150 7 496,439 20,998 5,229 22,91b -11,4 6,95
AZn300 7 * * * * * *
AZn400 7 491,075 21,001 7,186 23,090 -7,52 7,15
AZn700 7 456,427 13,310 4,641 34,469° -6,45 7,21

(a) Amostras medidas em equipamento Zetasizer Nano-ZS® (b) amostras medidas em equipamento Mastersizer 2000.
*N&o foi realizada medida nesta condigao.

92



Em relagdo a caseina, temos que levar em consideragao que a estrutura da
proteina muda em relagao a albumina. Neste caso, tem-se a formagao de micelas,
como explicado no inicio deste topico. Ao realizar ensaios com a adi¢ao de FeCls sem
e com o ajuste de pH (Tabela 8), podemos observar que as amostras sem ajuste de
pH sofrem diminuigdo do pH ja nas primeiras concentragdes analisadas, chegando a
pH 2 nas concentragdes a partir de 10 mM. Além disso, com relagdo a menor
concentracdo de metal adicionado a caseina sem ajuste de pH, observa-se um
aumento significativo do tamanho em 1,268 nm, muito provavelmente, por algum
efeito de agregacao da proteina, visto que a quantidade de metal ainda é pequena
para inferir um aumento tao significativo de tamanho. O tamanho diminui em relagéo
a CFe5 em relacéo a CFe10 (0,532 ym), CFe 25 (0,995 um), CFe35 (0,481 ym) e
CFe50 (0,791 pm). Isto indica que, nessas concentragdes, provavelmente a estrutura
da proteina tende a dissociar e formar novos agregados menores, onde o metal
encontra-se no seu interior e em alguns casos interagindo com a fase externa da

proteina (Figura 23).

@ Particula Metalica

'# Particula Metalica Hidratada

o Submicela
N

Figura 23. Hipotese de interagdo dos ions ferro com caseina na sintese sem ajuste
de pH, quando da diminuicdo do tamanho observado devido a dissociagdo micelar e

internalizacdo dos ions metalicos.

Em concentragdes superiores a 50 mM para as amostras sem ajuste de pH,

foram observados tamanhos maiores, muito provavelmente devido ao excesso de ions
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ferro em solugdo, os quais estio interagindo fortemente com a proteina na sua parede
externa, fazendo com que seu tamanho hidrodindmico aumente (Figura). O potencial
zeta das amostras mostra uma mudanga de carga de negativo para positivo, da
amostra AFe5 para as demais, bem como, um aumento de valor, indicando que
possivelmente os ions Fe3* podem estar mais disponiveis na superficie, o que
corrobora com o tamanho aumentado da particula com o aumento da concentragao.
Os valores para algumas amostras, como € o caso de CFe25 com valor de potencial
zeta de 35,8 mV, assim como valores elevados para CFe35 (34,7 mV), CFe75 (29,5

mV) e CFe300 (31,3 mV) sao indicativos de uma estabilidade da particula.

@ Particula Metalica

qﬁ '@ Particula Metalica Hidratada

Q Submicela
5

Figura 24. Hipdtese 2 de conformacéo da caseina quando adicionado metal.

As amostras com o metal ferro no pH ajustado em 9 apresentaram tamanhos
na faixa entre 2,651 e 37,650 ym para as concentracdes avaliadas, com excecao das
amostras CFe5 9 e CFe10_9 que apresentaram tamanhos de 0,723 e 1,720 pym,
respectivamente. Acredita-se que nestas condigdes estejam sendo realizadas
interagdes eletrostaticas fortes entre o metal com a superficie e mais relevantemente
com o interior proteico. O tamanho e a polidispersividade n&o variaram

significativamente para as amostras acima de 10 mM, indicando que o metal nao afeta
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significativamente as micelas de caseina com a adicdo do metal e do ajuste de pH em
9.

O potencial zeta para essas amostras mostraram uma tendéncia a reducao das
cargas negativas, saindo de valores de -20,4 mV para CFe5_9 para -10,7 mV para
CFe50 9, indicando que muito provavelmente o ion Fe3* esteja favorecendo a
formagao de cargas positivas na superficie. Para as amostras mais concentradas n&o
foi possivel a realizacdo de medidas de potencial zeta, devido ao dano causado pelo
metal na cubeta do equipamento. Portanto os ensaios em concentracbes maiores

foram interrompidos.
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Tabela 8. Tamanhos de particulas, pH, PDI e potencial zeta das amostras de caseina com metal ferro, sem e com ajuste de

pH.

Amostra Pico 1 (d. ym) ou Pico 2 (d. ym) ou Pico 3 (d. pm) ou PDI ou Potencial H

(pH) d(0.9) d(0.5) d(0.1) Span Zeta (mV) P
C 0,318 (94%) 5,131 (6%) 0,523 @ -22,9 6,84
C2 0,136 (97%) 5,227 (3%) 0,424 2 -0,9 2,07
C9 0,200 (100%) 0,200 (100%) 0,258 @ -10,9 8,99
CFe5 1,268 (100%) 0,424 2 -16,5 5,63
CFe10 0,532 (73%) 0,120 (27%) 0,743 2 26,7 4,04
CFe25 0,995 (66%) 0,230 (34%) 0,788 @ 35,8 2,29
CFe35 0,481 (81%) 0,107(19%) 0,961 2 34,7 2,16
CFe50 0,791 (100%) 0,5102 28,8 2,06
CFe75 4,355 (68%) 0,251 (32%) 1,000 @ 29,5 1,96
CFe150 1,530(100%) 0,922 2 20,1 1,73
CFe300 0,396 (90%) 90,86 (10%) 0,401 2 31,3 1,49
CFe400 7,230 (100%) 0,048 2 20,1 1,36
CFe700 11,940 (100%) 0,141 2 12,9 1,12
CFe5 9 0,723 0,140 0,068 4,68° -20,4 9,08
CFe10 9 1,720 0,152 0,071 10,853° -21,9 8,94
CFe25 9 2,951 0,168 0,074 17,146 " -21,7 9,10
CFe35 9 2,960 0,158 0,072 18,327° -15,4 9,08
CFe50_9 2,721 0,145 0,069 18,304 " -10,7 8,99
CFe75 9 3,540 0,163 0,073 21,313° * 8,95
CFe150_9 3,765 0,170 0,075 21,708° * 9,13
CFe300_9 2,666 0,138 0,068 18,87° * 9,09
CFe400 9 3,158 0,156 0,072 19,781P 9,02
CFe700_9 2,651 0,149 0,071 17,274° * 9,11

(a) Amostras medidas em equipamento Zetasizer Nano-ZS® (b) amostras medidas em equipamento Mastersizer 2000. *Nao
foi realizada medida nesta condicéo.
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As particulas de caseina com adigdo do metal zinco (Tabela 9) apresentaram
diferengas significativas nas amostras sem ajuste de pH. As amostras entre 5 e 50
mM (CFe5-CFe50) apresentaram tamanhos de 2916, 3,676, 3,612, 2,476 e 3,542 ym,
respectivamente. Ja as amostras seguintes (CFe75-CFe700) apresentaram tamanhos
entre 0,163 e 0,190 pm, com span baixo, indicando baixa polidispersao. Além disso,
essas amostras apresentaram pH inferior a 5 e o potencial zeta mostrou uma
tendéncia a reducdo das cargas negativas, de -11 mV para CFe50 e chegando a -8,3
mV em CFe75. O que explicaria esta mudanca estrutural pode ser o mesmo
encontrado para a caseina quando do pH ajustado em 2, onde observou-se diminui¢gao
do tamanho de particula comparado aos demais valores de pH. Como justificado
entdo, possivelmente esteja ocorrendo uma dissociagdo das micelas e formagéo de
aglomerados de tamanho reduzido, devido provavelmente a grande quantidade de

ions na superficie da caseina, fazendo com que ocorra repulséo e divisdo micelar.

Ao ajustar o pH em 7, as amostras demonstraram aumento do tamanho de
particulas, com valores em torno de 4,314-5,986 ym para as amostras CZn35 7 a
CZn700_7, muito provavelmente pela formagao de Zn(OH)2, o qual interage de certa
forma com a estrutura da proteina, assim como ocorrido com a albumina em pH 7 com
o mesmo metal. Desta forma entdo, é favorecida a formacéo de particulas maiores,
seja por interagao no interior da micela, fazendo com que ela seja expandida ou entéo

formagao de agregados na superficie, como ja exemplificado pela Figura 24.
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Tabela 9. Tamanhos de particulas, pH, PDI e potencial zeta das amostras de caseina com metal zinco, sem e com ajuste de
pH.

Amostra Pico 1 (d. ym) ou Pico 2 (d. ym) ou Pico 3 (d. pm) ou PDI ou Potencial H
(pH) d(0.9) d(0.5) d(0.1) Span Zeta P
C 0,318 (94%) 5,131 (6%) 0,523° -22,9 6,84
C2 0,136 (97%) 5,227 (3%) 0,424 2 -0,9 2,07
C7 0,256 (97%) 5,243 (3%) 0,350° -13 7,01
CZn5 2,916 0,198 0,078 14,296 ° -16,0 5,95
CZn10 3,676 0,327 0,091 10,951° -14,1 5,38
CZn25 3,612 0,343 0,097 10,246 " -14,5 5,15
CZn35 2,476 0,299 0,093 7,961° -6,6 5,05
CZn50 3,542 0,418 0,104 8,232° -11 4,95
CZn75 0,190 0,111 0,061 1,169° -8,3 4,86
CZn150 0,168 0,110 0,073 0,862° -7,8 4,79
CZn300 0,168 0,111 0,073 0,863° -3,5 4,60
CZn400 0,163 0,110 0,075 0,799° -3,3 4,48
CZn700 0,190 0,110 0,061 1,170P -2,3 4,42
CzZn5 7 54,151 408,045 1,259 1,324° -23,1 6,93
CZn10 7 50,568 394,257 1,026 1,280° -141 6,95
CZn25 7 10,563 23,750 4,877 10,209° -12,1 6,92
CZn35 7 50,336 11,312 4,531 44,099° -8,17 6,95
CZn50_7 48,632 10,803 4,314 44,618° -11,6 6,95
CZn75 7 44,114 13,969 5,549 31,184° -0,203 6,97
CZn150_7 47,605 20,862 4,808 22,588° 12,7 6,97
CZn300 7 47,524 20,206 5,356 23,255° 11,1 6,99
CZn400 7 63,715 18,617 5,986 3,101k 8,16 7,10
CZn700 7 48,262 11,894 4,940 40,162° 11,5 6,96

(a) Amostras medidas em equipamento Zetasizer Nano-ZS® (b) amostras medidas em equipamento Mastersizer 2000
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Os ensaios, portanto, demonstraram mudancas significativas quando do ajuste
de pH para as proteinas. A presenga de ions como H*, ClI, OH- podem ser cruciais na
mudanga estrutural das proteinas em solugdo. Em geral, valores de pH mais elevados
fazem com que o ocorra o aumento do tamanho das proteinas, devido a efeitos de
dissociagao e agregagcao. Em valores acidos observa-se menor tamanho, causado
provavelmente por maior efeito repulsivo, dissociativo ou de desnaturagdo. O efeito
do metal frente a proteina pura foi diferente para cada proteina, metal e pH avaliado.
Para amostras de albumina com adig&o de ferro e sem ajuste de pH, na maioria das
concentragdes, foram observadas particulas com volumes hidrodinamico inferiores ao
da proteina sem metal, muito provavelmente for efeitos dos ions Fe3* na superficie da
proteina, fazendo com que ocorram efeitos repulsivos no sistema. Para os ensaios
com zinco sem ajuste de pH os volumes hidrodindmicos encontrados para as
particulas foram relativamente maiores ao da proteina em solugdo, muito
provavelmente a formacao de novos agregados e aumento da estrutura micelar, no
caso da caseina, pela presenca de ions Zn?* no interior ou parte externa da proteina.
Quando do ajuste de pH, € observado o aumento de volume, relacionado,
provavelmente, ao efeito da existéncia de hidréxidos metalicos (Fe(OH)s e Zn(OH)2),

assim como de camada de hidratacado na superficie da particula.

6.3. ANALISE POR ESPECTROSCOPIA FTIR-ATR

A espectroscopia FTIR é um método eficaz e rapido para a determinagao da
estrutura das proteinas. As proteinas sao formadas por inUmeros tipos de ligagdes,
como residuos de aminoacidos e grupamentos organicos diversos. Visto isso, é
importante avaliar mudangas conformacionais das proteinas nativas e das mesmas
apo6s a adicdo de reagentes que possam vir a alterar sua estrutura e ligagao, como &

0 caso dos ensaios realizados neste trabalho.

Variagdes na intensidade e deslocamentos espectrais tanto para a banda amida
primaria da proteina (amida 1), na faixa de 1600-1700 cm-! (estiramento C=0), quanto
para a banda da amida secundaria (amida Il), que ocorre na regido <1548 cm-

(estiramento C-N acoplado com a flexdo N-H), tém sido amplamente utilizadas na
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interacdo com polifendis e estdo relacionadas com a estrutura secundaria das
proteinas '?. Além disso, outras bandas tipicas podem ser Uteis para avaliar a

interacdo metal-proteina.

A seguir serao apresentados os graficos referentes aos espectros obtidos para
as solugdes somente com proteina e também para as solugdes contendo as particulas
sintetizadas com os metais com e sem o ajuste de pH. Os espectros serdo
apresentados primeiramente de forma ampla e em seguida setorizados por intervalos

de numeros de onda para melhor elucidacéo e observagao das mudangas ocorridas.
6.3.1. Particulas de albumina e ferro sem ajuste de pH

Na amostra de albumina com ferro sem ajuste de pH (Figura 25) observou-se
o aparecimento de bandas em 2970, 1593, 1557, 1367, 1092 e 540/525 cm™', assim
como deslocamento da banda situada em 3270 cm™' para 3469 cm-' exclusivamente
para AFe300.

A banda tipica em 3270 cm™! pode ser atribuida ao estiramento dos grupos O-
H ou N-H da proteina, e seu deslocamento pode inferir mudanga conformacional
destes grupos'?”'28, Podemos observar que houve deslocamento positivo para a
amostra AFe300. Neste caso, é tipico que aminas secundarias apresentem
estiramento nesta regido, ja aminas primarias aparecem em porgodes inferiores'®. Isto
pode indicar principalmente que ocorra mudanca conformacional da estrutura
proteica, principalmente devido a algum tipo de desnaturacao, fazendo que com que
porcoes diferentes da proteina estejam dispostas para interagao, visto que o pH esta
na faixa de 2,0 para amostras mais concentradas. A banda situada em 1593 cm-! é
tipica da molécula de agua '3%131 | o0 que é apreciavel, mesmo apos a liofilizagao, visto

que o precursor metalico é higroscopico e pode ter absorvido agua do ambiente.

A banda situada em 1557 cm™' é tipica de amidas secundarias, que surge
principalmente de uma combinagao fora de fase das vibracdes de flexdo no plano N—
H e estiramento C-N das ligacdes peptidicas’32. Em 1395 cm™' observa-se para a
proteina, uma banda tipica de grupamentos amino'?®, e observa-se que esta banda
desaparece com a adicao do metal, o que pode indicar a interacdo metal-proteina

pelos residuos de aminoacidos, exceto para AFe300 onde ocorre deslocamento para
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regido de 1367 cm™'. Para a proteina também se observa banda em 1311 cm™,

indicativo de amida Il '3, A banda em 1092 cm™' é tipica de estiramento P-O %7, Ja

na faixa proxima a 550 cm™' observa-se ligeiro aparecimento de bandas, indicativos

da ligacédo Metal-O 8134135 como 6xidos e hidroxidos de ferro ou zinco, neste caso

ferro. Para a amostra AFe50 ocorreu aparecimento de banda em 992 cm-! referente a

ligagdo P-O '213%_Além disso, na faixa compreendida entre 1700-1500 n&do houve

mudangas significativas, o que indica que ndo houve mudanga significativa da

estrutura secundaria da proteina com a adicdo do metal. 132133.137.138
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Figura 25. Conjunto de espectro de infravermelho para as particulas sintetizadas com

albumina e ferroa nas concentracdes de 0 a 300 mM, sem ajuste do pH.

6.3.2. Albumina e ferro com ajuste de pH

Com o ajuste de pH para amostra de albumina com ferro (Figura 26), observou-

se uma diminuicdo da intensidade das bandas em relacdo ao aumento de
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concentragédo do metal nas bandas de 2960, 2930 e 2870, 1445, 1315, 1074 cm™. As
bandas em 2960 e 2930 cm™' s&o tipicas da ligagdo C-H e de dificil interpretagdo em
relagcdo a mudanga estrutural da proteina, visto sua complexidade. Ja a banda situada
proximo de 2870 cm™' é tipica de ligagbes C-H de aminas. Como relatado para as
amostras de AFe, o estiramento em aproximadamente 1074 cm-' se refere a ligagao
P-O. O inverso foi observado para a banda em 1740 cm™!, tipica de C=0, onde ocorreu

ligeiro aumento de intensidade com o aumento da concentragéo.

2960 2930 2870

=,_~E-‘~—'M~E., =N

0,9
0,94

0,8

0,84

0,7 4

Transmitancia (u.a.)

0,6 4

—A9

- v
—— AFe5_9

—— AFel10_9
—— AFe25_9
—— AFe35_9
—— AFe50_9
—— AFe75_9
—— AFe150_9

AFe300_9

0,5

—— AFe400_9

—A9
—— AFe5_9
AFe10_9

—— AFe25_9
—— AFe35_9
—— AFe50_9
—— AFe75_9
—— AFel50_9
AFe300_9
—— AFe400_9

Transmitancia (u.a.)

0,7 H

40

T
00 3500

T T T T
3000 2500 2000 1500

NUmero de Onda (cm™)

T 1 T T
1000 500 3900 3750

T
3600

T T T
3450 3300 3150

Namero de Onda (cm™)

T T
3000 2850

1740 1445/1395/1365/1315 1215 1074
=\ B p— —
N WA~
NN
, Y
AN
- A, 2\, /\,\ /‘A
S 08+
Q
(E —A9 /r\/—\/
E 071 AFes o /\/
2 —— AFel10_9
o —— AFe25_9
= —— AFe35_9
0,6 4—— AFe50_9
——AFe75_9
—— AFe150_9
AFe300_9
0,5 {—— AFe400_9

T T T T T T
1800 1650 1500 1350 1200 1050 90C

Namero de Onda (cm™)

Figura 26. Conjunto de espectro de infravermelho para as particulas sintetizadas com

albumina e ferro nas concentragdes de 0 a 400 mM, com ajuste do pH.

Ocorreu deslocamento das bandas de 1395 para 1365 cm” em maiores
concentragdes do metal. Esta regido contempla as amidas terciarias, logo pode ser
indicativo de interacdo metal-proteina por meio destes grupos, além disso, a faixa

compreendida pelas demais amidas também diminui com o aumento da concentragéo
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de metal, indicando interagdo metal-proteina.’®® Em aproximadamente 1230 cm', a
banda se desdobra em dois ombros, um permanece na mesma posi¢ao e surge novo
em 1215 cm™', somente para maiores concentragbes de ferro. Esta faixa é tipica de
O-H de por¢des aromaticas, logo pode ser inferido que esses grupos podem estar
servindo de sitios de ligacao para o metal.”® Cabe destacar, ainda que a intensidade

das amidas diminui com a concentracio.
6.3.3. Albumina e zinco sem ajuste de pH

Para a amostra de albumina com zinco sem ajuste de pH (Figura 27) observou-
se apenas uma banda em aproximadamente 1740 cm', tipico de ligagdes C=0 para
a amostra AFe75. As demais bandas n&o apresentaram mudangas quando se
compara a proteina sem e com a adi¢ao de metal. Logo sugere-se que nédo houve

interacdes significativas que pudessem ser observadas por essa técnica.

1,0

09 0.9

)
)

0,7 4 0,7 4

0,6 0,6

— A
—— AZn5

Transmitancia (u.a.
Transmitancia (u.a.

AZn10
0,5 4—— AZn25
—— AZn35

0,5 4—— AZn25
—— AZn35

AZn50
—— AZn75

AZn50
—— AZn75

04 T T T T T T 1 T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500 3900 3750 3600 3450 3300 3150 3000 2850

Namero de Onda (cm™) Namero de Onda (cm™)

10

0,9

o o
~ ]
1 1

Transmitancia (u.a.)
o
[<2]
1

—A
—— AZn5

—— AZn10
—— AZn25
—— AZn35
—— AZn50
0.4 4—Azn75

o
v
1

T T
2000 1500 1000

Numero de Onda (cm™)

Figura 27. Conjunto de espectro de infravermelho para as particulas sintetizadas com

albumina e zinco nas concentragdes de 0 a 75 mM, sem ajuste do pH.
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6.3.4. Albumina e zinco com ajuste de pH

Ao realizar o ajuste de pH para a amostra de albumina e zinco (Figura 28) foram
observadas bandas em 3500 e 3455 cm™' para AZn400, tipicos de moléculas de agua.
O pico em 3276 atribuida ao estiramento dos grupos O-H ou N-H da proteina diminui
com o0 aumento da concentragcéo do zinco, o que pode indicar maior interagdo com o
metal ou entdo mudanca estrutural pelo pH alcalino avaliado. As bandas em 2961,
2930 e 2873, 1395, 1310, 1155, 1073 cm-! diminuem com o aumento da concentragao,
como foi observado anteriormente para os ensaios de AFe 9. As mesmas
observagbes de AFe 9 para a banda de 1740 cm™', ou seja, com o aumento da
concentracdo de metal ocorre aumento da intensidade. Ocorre também o
deslocamento de 1370 para 1360 cm-', diferindo em algumas unidades de AFe_9, isto
pode indicar que devido a variagao de pH outras amidas ou entao outras formas de
ligag&o entre os grupos amida e o metal podem estar ocorrendo. Em 715 cm-" observa-
se uma banda somente para a amostra AZn400 7, o que indica a formacao de
hidréxido de zinco Zn(OH)2'3".
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Figura 28. Conjunto de espectro de infravermelho para as particulas sintetizadas com

albumina e zinco nas concentragdes de 0 a 400 mM, com ajuste do pH em 7.

6.3.5. Caseina e ferro sem ajuste de pH

No conjunto de espectros de CFe (Figura 29), em 1737 cm™ ocorre
aparecimento de banda bem pronunciado com a adi¢édo do metal, tipico de vibracdes
C=0. Ocorre deslocamento da banda em 1395 cm! demonstrado para a proteina para
1367 cm™' para as demais amostras, que como ja discutido para as amostras AFe 9
e AZn_7, pode ser indicativo de interagcdes por meio dos grupos amidas. Em 1233 cm-
', novamente ocorre mudanca em relagéo a proteina. Para as amostras com o metal,
ocorre ligeiro deslocamento para em torno de 1216 cm™' e a formagao de dois ombros,
indicando interagao dos grupos O-H de aromaticos com a proteina, como ja observado
em AFe_9. A banda em 1083 cm-' referente a P-O diminui ao adicionarmos metais,

indicando possivelmente uma interacdo deste grupo com o0 metal. Em
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aproximadamente 900 cm-!, banda tipica de ligagdes P-O ocorre descolamento para

maiores concentragdes, o que corrobora com o observado em 1083 cm-'. 12°
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Figura 29. Conjunto de espectro de infravermelho para as particulas sintetizadas com

caseina e ferro nas concentracdes de 0 a 150 mM, sem ajuste do pH.

6.3.6. Caseina e ferro com ajuste de pH

Para a amostra com ajuste de pH da mistura caseina e ferro (Figura 30)
observou-se duas bandas em 2928 e 2873 cm™', tipicas do estiramento C-H, para as
amostras C_9 e CFe50 9, bem como, este aparecimento também pbde ser observado
para as amostras AFe_9. A banda em 1740 cm™' também seguiu o observado para a
amostra AFe_9, ocorrendo aumento da intensidade correspondente a concentracao.
Ocorre o aparecimento de banda em 1395 cm™' amostra C_9 e CFe50_9, assim como
deslocamento para as demais amostras para em torno de 1365 cm-', indicando que

possa estar ocorrendo interagdo com os grupos amida da proteina, como ja citado
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anteriormente. Em 1310 cm™' observa-se banda tipica de amida Ill '** somente para

as amostras C_9 e CFe50_9, indicando que para as demais amostras pode estar

ocorrendo interagédo por meio deste grupo funcional, o que corrobora com o observado

em 1395 cm™'. Em aproximadamente 1230 cm-! nota-se uma banda da proteina, para

as demais amostras este pico € deslocado para em torno de 1215 cm'. Esta faixa é

tipica de O-H de porgdes aromaticas, logo pode ser inferido que esses grupos podem

estar servindo de sitios de ligag&o para o metal®. Em 1077 e 981 cm™' sdo observadas

as bandas referentes a ligagdo P-O e que variam com as concentragdes avaliadas,

indicando que este grupo funcional sofre mudangas durante a reagao.
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Figura 30. Conjunto de espectro de infravermelho para as particulas sintetizadas com

caseina e ferro nas concentracdes de 0 a 700 mM, com ajuste do pH em 9.
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6.3.7. Caseina e zinco sem ajuste de pH

Para o conjunto de espectros das amostras CZn (Figura 31), em 3270 ocorre
aumento significativo da intensidade para CZn25, enquanto as demais diminuem com
a adicdo do metal. Esta mudanca nesta faixa pode ser tipica da banda amida | (modo
de estiramento N-H) e pode ser uma evidéncia adicional de alteragdes na estrutura
das caseinas '%. Em 1397 cm™, regido tipica das amidas, a banda se torna aparente
somente para C e CZn25, indicando que nessas amostras ndo houve alteracdo do
grupo funcional, e que consequentemente a ligacdo metal-proteina pode ser

desfavorecida. As demais bandas n&o sofreram mudancas significativas.
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Figura 31. Conjunto de espectro de infravermelho para as particulas sintetizadas com

caseina e zinco nas concentracdes de 0 a 50mM, sem ajuste do pH.
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6.3.8. Caseina e zinco com ajuste de pH

No caso da amostra CZn_7 (Figura 32), em 2961 e 2925 cm™' observa-se a

diminui¢cdo das bandas, tipicos de estiramento C-H, proporcionalmente ao aumento

da concentragdo de metal. Em 1396, 1307 e 1078 cm™' ocorre desaparecimento das

bandas, exceto para a amostra somente com caseina e na menor concentragao de

metal. Essas bandas sao tipicas de amidas e fosfatos, indicando que esses grupos

podem estar interagindo com o zinco. Em 895 e 706 cm™', regido tipica novamente de

ligacbes P-O, ocorre somente nas concentragdes mais elevadas (CZn300 7 e

CZn400_7), assim como aparecimento de banda somente para amostra mais

concentrada em 620 cm™, regido tipica de ligagbes Metal-O ou Zn-OH, podendo

indicar a formacao de 6xidos ou hidréxidos de zinco '3"140
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Figura 32. Conjunto de espectro de infravermelho para as particulas sintetizadas com

caseina e zinco nas concentracdes de 0 a 400 mM, com ajuste do pH em 7.
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Em geral, observaram-se mudangas significativas frente a grupamentos
especificos da proteina, tais como amidas primarias, secundaria e terciarias com a
formagao das particulas metalicas. Estes grupamentos podem ter servido como sitios
de interagdo das proteinas com os metais. As bandas tipicas em 1395 cm’
apresentaram deslocamento em boa parte das amostras, sugerindo que ocorreu
alteracdo nas amidas terciarias da proteina. Outra fragdo modificada foi a em 1310
cm' referente a ligagdo O-H de porgdes aromaticas, onde a banda se desdobrou em
duas quando da elevacgao da concentragao dos metais adicionados. As amostras AZn,
CZn e CZn_7 foram as que apresentaram menores mudangas nos espectros, isso se
deve muito provavelmente a uma fraca ligacao entre as proteinas e os metais por meio
dos grupos analisados e discutidos. Essa diminuicdo de interacdo pode ser
corroborada com os ensaios de DLS, onde as amostras de proteinas com zinco
obtiveram maiores tamanhos. Esse aumento de tamanho, justificado pela presenca
de metal na superficie da proteina e a formacgao de hidréxidos, pode fazer com que
ocorra diminuicdo da interagdo metal-proteina, desfavorecendo ligagbes que possam
estar ocorrendo no interior da proteina. As demais amostras corroboram com a
hipétese onde sugere-se que o metal, além de estar situado na superficie da proteina,
pode estar mais fortemente interagindo no interior da estrutura, fazendo com que

entdo sejam propiciadas maiores interagdes.

6.4. ANALISE DA INTERAGAO METAL-PROTEINA POR FLUORESCENCIA

6.4.1. Espectros de Fluorescéncia

Inicialmente foi realizada analise da intensidade de fluorescéncia das
proteinas caseina e albumina em diferentes pHs com a finalidade de estimar o pH no
qual as proteinas apresentariam a maior intensidade de fluorescéncia. Os espectros
foram coletados em comprimento de onda de excitacdo de 280 nm e emissao de 280-
450 nm, visando avaliar a fluorescéncia intrinseca dos residuos de aminoacidos das
proteinas, que sao, principalmente, a fenilalanina, tirosina e triptofano (Figura 33).
Em especial o residuo de aminoacido triptofano, que é encontrado em menor

proporgao. '41.142
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Figura 33. Estrutura quaternaria da ovalbumina evidenciando os residuos de
aminoacidos presentes na estrutura: triptofano («), fenilalanina (e) e tirosina (e).
(Adaptado de RSCB - Protein Data Bank, 2024).

Para isso, foram realizadas medidas de fluorescéncia das solucbes das
proteinas variando o pH nos valores de 6; 7; 8 e 9. Os espectros de fluorescéncia
encontram-se em anexo. Os primeiros resultados (Figura 34A e 34B) sao referentes
as proteinas albumina e caseina, respectivamente, sem adicdo de metais e em
comprimento de onda de excitagdo de 280 nm. Em seguida foram realizados ensaios
com as particulas formadas usando como precursores 0 ZnCl2 ou FeClz na
concentragdo de 50 mM e com pH ajustado nos valores previamente citados. Ao
avaliar as amostras somente contendo 2% m/v de proteina e alterando o pH das

solugdes, podemos observar que para a amostra de albumina nao foi detectada
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relacdo do aumento da intensidade de fluorescéncia com a variagéo de pH, a ordem
de intensidade foi A8 > A9 > A6 > A (~pH 10) > A7.
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Figura 34. Espectro de fluorescéncia para solu¢cdes contendo 2% de albumina (A) e

caseina (B) variando o pH e em comprimento de onda de excitacdo de 280 nm.

A caseina por sua vez apresenta maior relacdo com a variacdo do pH.
Observa-se que a intensidade de fluorescéncia foi C9 > C8 > C (~pH 7,2) > C7 > C6,
ou seja, com o0 aumento do pH observa-se o aumento de intensidade. Este aumento
de intensidade pode estar diretamente relacionado com a estrutura proteica. A
amostra C9 apresentou tamanho de 0,200 ym (100%) durante as analises de DLS.
Ja a amostra C7 e C apresentaram tamanhos de 0,256 e 0,318 ym, com formagao
de agregados de aproximadamente 5 um. . A formacao dos agregados pode estar
influenciando na intensidade de fluorescéncia da proteina, de forma a prejudicar a
analise. Ja a faixa de pH elevada ¢é distante do ponto isoelétrico da proteina, o que
pode indicar que nesse caso a mesma possa estar com carga residual negativa na
sua superficie, fazendo assim com que grupos como o triptofano e demais
cromoforos estejam com carga residual modificada, aumentando assim sua
fluorescéncia. Esta carga residual negativa foi constatada pelas medidas de potencial
zeta para a proteina em pH 7, 9 e sem ajuste, onde apresentaram valores de pZ

iguais a -13, -10,9 e -22,9 mV, respectivamente.

Em ambas as proteinas, a maior intensidade de fluorescéncia foi observada
para as particulas sintetizadas com 50mM de ferro no pH igual a 9 (Figura 35A e 35B).
Vale salientar que ocorreu supressao significativa da intensidade de fluorescéncia das

proteinas ao adicionar o ion férrico a solugao, o que indica um possivel processo de
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quenching do metal, que se refere a um processo no qual a fluorescéncia de uma
molécula, no caso a proteina, é reduzida por algum agente externo adicionado ao
meio. Esse fenbmeno ocorre quando a molécula excitada que emite luz (fluoréforo)
interage com outra molécula (quencher) e transfere energia para ela, resultando na

diminui¢ao da fluorescéncia.
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Figura 35. Espectro de fluorescéncia para as solucBes contendo as particulas
formadas com 2% de albumina e 50 mM de FeCI3 (A) e 2% de caseina e 50 mM de

FeCls (B) variando o pH e em comprimento de onda de excitacdo de 280 nm.

Ja em relacao as particulas sintetizadas com 50mM de zinco, foi observada
maior intensidade em pH igual a 7, para albumina (Figura 36A) e caseina (Figura 36B),
indicando assim que este valor de pH € mais apropriado para monitoramento das
mudancas de interacao entre grupos cromoforos e ions metalicos. Portanto, os pHs
selecionados para o estudo da interagao metal-proteina, por fluorescéncia, foi o 9,0

para o ferro e o 7,0 para o zinco.

113



Albumina + Zinco Caseina + Zinco
500 1000
A —— AZn_6 B ——C2Zn 6
—AZn_7 900 —CzZn_7
—AZn_8 —CZn_8
——AZn_9 800 ——CzZn 9

400
700
300 + 600
500

200+ 400 4

Intensidade (u.a.)
Intensidade (u.a.)

300 —

100 200
100

T T T T T T T T T T T T
275 300 325 350 375 400 425 300 325 350 375 400 425 450
Comprimento de onda (nm) Comprimento de onda (nm)

Figura 36. Espectro de fluorescéncia para as solucBes contendo as particulas
formadas com 2% de albumina e 50 mM de ZnCI2 (A) e 2% de caseina e ZnCI2 (B)

variando o pH e em comprimento de onda de excitacdo de 280 nm.

Para melhor avaliar o tipo de interagcao proteina-metal para a formacgao da
particula, realizou-se um estudo do efeito da concentracdo de metal adicionado em
relagcao a proteina. Neste caso, optou-se por manter a concentragao da proteina fixa
(2% m/v) e variou-se a concentracdo de metal adicionado de 0 a 700 mM. Esta
avaliacao foi realizada nos valores de pH determinados anteriormente (6, 7, 8 € 9) e
também sem o ajuste de pH apds a adicdo do metal a proteina (os resultados
completos encontram-se em anexo). Para esses testes, foram selecionados dois
comprimentos de onda de excitacéo, 280 e 295 nm. Estudos relatam que é observada
a fluorescéncia de diferentes residuos de aminoacidos no comprimento de onda de
excitacao de 280 nm, como triptofano, fenilalanina e tirosina, e no comprimento de
295 nm, tem-se triptofano como o Unico aminoacido aromatico a absorver luz nesse

comprimento de onda. 141142

A seguir serdo apresentados os resultados das fluorescéncias referentes a
avaliagao da sintese de particulas com diferentes concentracdes de metal e as duas
proteinas e sua relagdo com o pH ajustado ou n&o. Além disso, serdo apresentados
os graficos referentes ao valor de intensidade de fluorescéncia em 280 e 295 nm
corrigida pelo fator de diluicido das amostras em relagdo a concentracdo de metal

usado na formacéao da particula.
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As amostras contendo as particulas sintetizadas com albumina e ferro sem
ajuste de pH apresentaram supressao significativa nos espectros (Apéndice A) de
fluorescéncia em todas as concentragdes avaliadas, com relagédo a solugédo contendo
apenas 2% de albumina. Ao corrigir a intensidade de fluorescéncia considerando o
fator de diluicdo (Figura 37), podemos observar claramente uma diminuicdo drastica
da intensidade de fluorescéncia maxima, com supressao quase total desde
concentragdes relativamente baixas (5 e 10 mM). Vale salientar que nas concentragdes
de 50 mM e 75 mM, para os comprimentos de onda de excitacdo de 280 e 295 nm,
respectivamente, ocorreu um aumento da intensidade de fluorescéncia, o que pode

indicar alguma modificagao da interagao do ferro com a proteina.
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Figura 37. Relacdo entre a intensidade maxima de fluorescéncia de albumina,
corrigida em relacéo ao fator de diluicdo, versus a concentracdo de ferro adicionado
na sintese das particulas sem ajuste de pH (m € o) e em pH 9 (Ae V), nos

comprimentos de onda de excitagcédo de 280 e 295 nm.

Para as amostras de albumina e ferro com pH ajustado em 9, observou-se
diminuicao da supressao de fluorescéncia em relagdo as amostras sem ajuste de pH.

Isso indica que possivelmente esteja havendo mudancga de interagéo entre a proteina
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e o metal, devido provavelmente pela mudanca conformacional da proteina nesse
pH. Segundo analises do tamanho de particulas para estas amostras, o valor
encontrado quando do ajuste de pH foi entre 2-4 um, enquanto para as amostras sem
ajuste de pH foi entre 0,2 e 4 ym. O aumento de tamanho observado nas particulas
quando do ajuste de pH pode corroborar com a hipoétese de que esteja ocorrendo

mudanca conformacional na estrutura da proteina.

No pH 9,0, considerando-se o comprimento de onda de 280 nm (Figura 37 m e
A), observa-se maior intensidade de fluorescéncia nas concentragcées de 0 a 75nm
comparado ao comprimento de onda de 295 nm (Figura 37 m € o). Isto deve-se
possivelmente ao fato de que em 280 nm, a mudanca conformacional da proteina,
nesse pH, propiciou uma maior exposi¢céo de outros residuos de aminoacidos além
do triptofano comparado com a conformagao da albumina sem ajuste de pH. Em
geral, podemos observar que ocorreu uma diminuicdo gradativa da fluorescéncia com
o0 aumento da concentragdo do metal, o que difere das amostras sem ajuste de pH
(Figura 37 m e o), as quais apresentam decréscimo acentuado ja nas primeiras
concentragdes. Mais uma vez, a concentragdo de 50 mM apresenta aumento da
fluorescéncia, porém neste caso nos dois comprimentos de onda. Apesar das
diferengas observadas no pH 9,0 em relagdo aos ensaios sem ajuste de pH, pode-se

observar a interagéo dos ions de ferro desde a concentragdo de 5 mM.

As particulas sintetizadas com caseina e ferro sem ajuste de pH e com ajuste
de pH para 9 apresentaram semelhangas com as particulas sintetizadas usando
albumina discutidas anteriormente, ou seja, apresentaram supressdo da
fluorescéncia, porém nesse caso foi menos pronunciada em concentracdo mais
baixas (5 e 10mM), isto porque nestas faixas de concentragao podem estar ocorrendo
mudancas estruturais na proteina devido a presenca dos ion metalico em solugao,
fazendo com que os residuos fluorescentes permanegam mais expostos na caseina

em comparacao a albumina. .

Quando comparada a intensidade de fluorescéncia corrigida, (Figura 38)
observa-se que nas primeiras concentragdes chega a ocorrer aumento da
fluorescéncia em relagdo a caseina sem adicdo de metais no comprimento de onda

de 280 nm com e sem ajuste de pH (Figura 38 m e A), isto pode ser explicado por
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uma maior exposi¢ao de grupos cromoforos da proteina em contato com o metal, o
que nao se nota tdo pronunciado quando das analises em comprimento de onda de
295 nm (Figura 38 e e V), onde a intensidade & consideravelmente inferior. Logo
pode-se inferir que os grupamentos cromoforos além do triptofano (Unico a emitir em
295 nm), podem estar mais expostos. Além disso, ocorre diminuigdo ligeiramente
linear da intensidade relativo a concentracao, indicando que o cromoforo perde sua

intensidade de fluorescéncia por meio da interagdo com o metal.
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Figura 38. Relacao entre a intensidade méaxima de fluorescéncia de caseina, corrigida
em relacdo ao fator de diluicdo, versus a concentracao de ferro adicionado na sintese
das particulas sem ajuste de pH (m € ) e em pH 9 (Ae V), nos comprimentos de

onda de excitagédo de 280 e 295 nm.

As particulas sintetizadas com albumina e zinco apresentaram intensidade de
fluorescéncia mais elevadas quando comparadas com as amostras contendo
albumina e ferro, indicando que possivelmente o zinco esteja interagindo de tal forma
que os grupos funcionais cromdéforos da albumina estejam mais expostos e que a
interacédo do ion com estes grupos ndo seja do tipo quenching. Além disso, é

consideravel a mudancga de intensidade nas amostras em comprimento de onda de
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280 nm (Figura 39 m € A), onde para a amostra sem ajuste de pH (Figura 39 m)
ocorre elevado aumento da intensidade de fluorescéncia em comparagéao a proteina
pura, indicando que o metal de certa forma, mais uma vez, favorece a exposigcao dos
grupos cromoéforos, ndo sendo exclusivamente, neste caso, o triptofano. Ja em
comprimento de onda de 295 nm (Figura 39 e e V), para as duas condi¢gdes podemos
observar que ocorre diminuicdo da intensidade de fluorescéncia, comparado as
medidas de em 280 nm, apds a interagao da albumina com o metal o que pode indicar
entédo que esteja ocorrendo maior interagao do zinco com o triptofano, visto que neste

comprimento de onda somente ele emite fluorescéncia.
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Figura 39. Relacdo entre a intensidade méxima de fluorescéncia da albumina,
corrigida em relacéo ao fator de diluicdo, versus a concentracdo de zinco adicionado,
sem ajuste de pH (me o) eem pH 7 (A e V), nos comprimentos de onda de excitacédo
de 280 e 295 nm.

Por fim, as particulas sintetizadas com caseina (Figura 40) apresentaram
grande variagado da intensidade de fluorescéncia, principalmente nos comprimentos
de onda de 280 nm sem (Figura 40 m) e com ajuste de pH (Figura 40 A). Para a

amostra CZn_280 e CZn_295 podemos observar que nas concentragdes de 35 e 500
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mM foi observado aumento da fluorescéncia, comparado as demais concentragoes,
assim como diminuigdo em 5, 10 e 150 mM. Isto pode ser um indicativo que nas
concentracbes onde houve aumento de fluorescéncia esteja ocorrendo maior
exposicado dos grupos funcionais da proteina devido a mudancga de conformacéo da
proteina pela interagdo com o metal, enquanto a diminuicdo pode indicar obstrugao
dos grupos funcionais pela interagdo metal-proteina. Além disso, como ja observado
para a albumina pura, o comprimento de onda de 280 nm apresentou maior
intensidade de fluorescéncia, indicando que neste caso outras porcdes de

aminoacidos que nao o triptofano podem estar mais expostas para interagoes.
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Figura 40. Relag&o entre a intensidade maxima de fluorescéncia de caseina, corrigida
em relacdo ao fator de diluicdo, versus a concentracdo de zinco adicionado, sem
ajustedepH (me o) eempH 7 (Ae V), nos comprimentos de onda de excitacao de
280 e 295 nm.

Como podemos observar, houve mudangas significativas na intensidade de
fluorescéncia com a adicdo dos metais, no caso do ferro ocorreu supressao de

fluorescéncia, ja o zinco apresentou pouca relagcado entre a concentracdo do metal a
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intensidade de fluorescéncia. Portanto, faz-se necessario um estudo mais
aprofundado dos dados para analisar as possibilidades de interagdo que estéo
ocorrendo entre as proteinas e os metais. Além disso, considerando os resultados
anteriores, podemos concluir que o comprimento de onda de excitacdo de 280 nm &
mais apropriado para os ensaios a seguir, visto que apresenta maior intensidade de
fluorescéncia em todos os casos analisados, tornando entdo possivel a analise de

outros aminoacidos além do triptofano.

6.4.2. Anadlise da supressao de fluorescéncia devido a interagao metal-

proteina

Os resultados apresentados anteriormente serviram de base para a analise da
supressao de fluorescéncia devido a interacdo metal-proteina. A supressdo da
fluorescéncia pode ser classificada de duas formas, como dindmica ou estatica. No
caso do quenching colisional, o quencher deve difundir-se até o fluoréforo durante a
vida util do estado excitado. Apds o contato, o fluoréforo retorna ao estado
fundamental, sem emissao de um féton. Em geral, o quenching ocorre sem nenhuma
mudancga permanente nas moléculas, ou seja, sem uma reacao fotoquimica. No
quenching estatico, forma-se um complexo entre o fluoréforo e o quencher, e esse
complexo € néo fluorescente. Para que o quenching, seja estatico ou dinédmico, o
fluoroforo e o quencher devem estar em contato. '4'.143 Se a proteina ou membrana
for impermeavel ao quencher, e o fluoroforo estiver localizado no interior da

macromolécula, entdo nem o quenching colisional nem o estatico podem ocorrer. 41

Os dados de extingao da fluorescéncia foram analisados de acordo com a
equacao de Stern—Volmer (equacao 5), da qual podemos prever a existéncia de
supresséao devido a linearidade dos dados ajustados a equacgao. A curva plotada foi
ajustada por meio de regressao linear e entdo obteve-se a constante de Stern-Volmer

(Ksv) e constante bimolecular de supressao (Kq).
2 =1 + K,7o[M] = 1+ Kgy[M] (5)
Onde:

Fo: é a intensidade de fluorescéncia sem a adicdo de metal;
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F: é a intensidade de fluorescéncia com a adicdo de metal;
Kq: € a constante bimolecular de supressao;

T, € 0 tempo de meia vida do fluoréforo no estado excitado na auséncia do supressor;

144,145

Ksv: € a constante de Stern-Volmer e;
[M]: é a concentragdo em mmol L.

Os resultados referentes a avaliagdo da supressdo podem ser verificados a
seguir. No primeiro momento foram analisadas as supressdes ocorridas pela albumina
quando da adigao de ferro em pH ajustado a 9 nos comprimentos de onda de 280 nm
(Figuras 41A e 19B) e 295 nm (Figuras 41A e 41B). Observa-se que os dados totais,
ou seja, sem descontar nenhum ponto, para a amostra AFe_9 280 (Figura 41A) néo
apresentou significativa linearidade, para tanto optou-se por selecionar os pontos de

maior linearidade para realizagao do ajuste linear (Figura 41B).

A amostras AFe_9 295 apresentaram maior linearidade mesmo ao considerar
todos os pontos da curva (Figura 41C), porém quando foram selecionados os pontos
de menor concentragao (Figura 41D), obteve-se maior linearidade. Vale salientar que
as amostras de albumina e ferro sem ajuste de pH ndo apresentaram linearidade na

faixa de concentragdo estudada, logo ndo sédo apresentadas.
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Figura 41. Graficos de Stern-Volmer da supressao de fluorescéncia da albumina pelo

ferro com ajuste de pH igual 9 e em comprimento de onda excitacédo de 280 nm e 295

nm para todos os pontos (A e C) e pontos selecionados (B e D), respectivamente.

As amostras com a proteina caseina e ferro sem ajuste de pH néo

apresentaram linearidade quando considerados todos os pontos da curva (Figura 42A

e 42C), porém em concentragdes inferiores (Figuras 42B e 42D) ocorre linearidade

consideravel.
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Figura 42. Graficos de Stern-Volmer da supresséao de fluorescéncia da caseina pelo
ferro sem ajuste de pH e em comprimento de onda excitacdo de 280 nm e 295 nm
para todos os pontos (A e C) e pontos selecionados (B e D), respectivamente.

Fato semelhante com os descritos anteriormente foram observados com as
amostras de caseina quando do ajuste de pH igual a 9. Observou-se desvio da
linearidade para a analise considerando todos os pontos (Figura 43A e 43C), porém
quando escolhidos pontos de menor concentragao (Figura 43B e 43D) os resultados
foram apresentaram tendéncia ligeiramente mais linear. Ocorreu nestes casos um
fato diferente do observado dos demais. Nos dois comprimentos de onda analisados
podemos observar a ocorréncia de desvios positivos em relagdo ao eixo y, ou seja,
concavidade e tendéncia a ajuste de equagdo de segundo grau (Figura 44). 141,146
Isso é caracteristico se duas populacdes de fluoroforos estiverem presentes, e uma
classe nao for acessivel ao quencher. Esse resultado é frequentemente observado

no quenching da fluorescéncia do triptofano em proteinas por quenchers polares ou
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carregados. Essas moléculas ndo penetram facilmente no interior hidrofébico das
proteinas, e apenas os residuos de triptofano na superficie da proteina sao

suprimidos™#1.
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Figura 43. Graficos de Stern-Volmer da supresséao de fluorescéncia da caseina pelo
ferro com ajuste de pH igual a 9 e em comprimento de onda excitagdo de 280nm e
295nm para todos os pontos (A e C) e pontos selecionados (B e D), respectivamente.
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Figura 44. Exemplo de desvio da linearidade observado em amostras onde ocorrem
simultaneamente supressdes dinamicas e estaticas. Adaptado de Lakowicz, 2006. 4!

A partir das regressoes lineares obtidas por meio do ajuste linear dos graficos
anteriores foi possivel determinar a constante de Stern-Volmer (Ksv) € constante de
bimolecular de quenching ou supresséo (Kq) para cada amostra analisada (Tabela 10).
Observa-se que na maioria dos casos a constante de Stern-Volmer é mais
pronunciada quando da consideracdo de todos os pontos avaliados (todas as
concentragcbes analisadas), porém sua linearidade é afetada, o que prejudica uma
avaliacao precisa desta constante. Para tanto, foram selecionadas as concentragdes
menores, visto a maior linearidade das curvas (Figuras 41 e 42). Podemos observar
que estatisticamente, pelo teste de Tukey todas as constantes diferenciam-se. Logo
pode-se observar que as particulas sintetizadas com caseina e ferro sem ajuste de
pH, CFe 280 e CFe_ 295, apresentaram maior constante (327,1 e 266,3 M,
respectivamente) quando comparadas as demais amostras, indicando entdo uma

maior supressao do fluoréforo (proteina) pelo quencher.

A constante bimolecular de quenching (Kq), exerce um papel crucial na
interpretacdo dos resultados, reflete a eficiéncia do quenching ou a acessibilidade
dos fluoréforos ao quencher. No caso se supressao dindmica geralmente resulta em
valores de Kq sdo préoximos a 10" M-'s'. Valores de Kq menores que o valor
controlado por difusdo podem resultar de blindagem estérica do fluoréforo, ou de uma
baixa eficiéncia de quenching. Valores aparentes de Kq maiores que o limite

controlado por difusao geralmente indicam algum tipo de interagédo de ligagao ™'144,
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Tabela 10. Resultados referentes as constantes de Stern-Volmer (Ksv) e contante

bimolecular de supresséao (Kg).

Amostra Ksv (M) Kq (M1 s7) R Pontos (mM)
AFe_9 280 363,1 3,63 x 10° 0,9734 0-300
AFe_9 280 154,6 1,55 x 109 0,9960 0-25
AFe_9 295 118,0 1,18 x 109 0,9833 0-150
AFe_9 295 137,6 1,38 x 10 0,9900 0-35

CFe_280 327,1 3,27 x 10° 0,9937 0-150

CFe_295 266,3 2,66 x 10 0,9957 0-75
CFe_9 280 334,7 3,35 x 10° 0,9730 0-150
CFe_9 280 108,8 1,09 x 10° 0,9726 0-50
CFe_9 295 199,0 1,99 x 109 0,9883 0-150
CFe_9 295 112,8 1,13 x 109 0,9866 0-50

Os valores diferem estatisticamente entre si com base no teste de Tukey da ANOVA
(p = 0,05).

No caso das amostras analisadas, podemos observar que todas possuem
constante na faixa de 10° M-' s, o que corrobora com outros quenchers que foram
analisados em relacéo ao tripftofano 47 (Tabela 11). Isto infere entdo que a supressao
seja do tipo dinamica, apesar de estar no limiar da constante, o que pode ser um
indicativo que na verdade podem estar ocorrendo os dois tipos de supressao. O que
corrobora com o observado nas amostras de caseina com ferro em pH igual a 9, onde
foram observados desvios positivos em relagdo ao eixo das abcissas, indicando que

os dois métodos de supressido podem estar ocorrendo simultaneamente.
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Tabela 11. Comparacdo de constantes bimoleculares de supressao para diferentes

compostos frente ao triptofano.

Quencher Kqg x107 (M-1 s-1)
Ligacdes Dissulfeto > 10002
Acrilamida 7202
Histidina - Cation (pH 5,3) 2402
Cisteina - Anion (pH 10,4) 1902
Cisteina - Neutra (pH 7,6) 1402
Acido acético 432
Acido glutamico 432
Acido aspartico 432
N-acetilasparegina 8,82
N-acetilglutamina 6,52
Amida das proteinas ~0,1-~5002
Histidina neutra (pH > 6) 3,72
AFe_9 280 363
AFe_9 280 155
AFe_9 295 118
AFe_9 295 138
CFe_280 327
CFe_295 266
CFe_9 280 335
CFe_9 280 109
CFe_9 295 199
CFe_9 295 113

Fonte: a) Calis (2014)'47
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6.4.3. Estudo de interagdao entre metal-proteina através da constante de

ligagao (Kb) e pelo numero de sitios ligantes (n).

A interacdo metal-proteina pode ser avaliada também pela constante de
ligagdo (Kb) e pelo numero de sitios ligantes (n). Esses valores podem ser

determinados aplicando a seguinte equagao 5:
Fo—F
log—=— =log Ky + nlog[Q] Eq. 5

Os dados séo apresentados a seguir. Vale salientar que os dados que nao
seguiram a relacao linear de Stern-Volmer ndo puderam ser aplicados nesta analise,
como é o caso das amostras albumina com ferro sem ajuste de pH, albumina com
zinco e caseina com zinco com e sem ajuste de pH. Podemos observar a seguir, os
graficos obtidos para as amostras AFe_9 (Figura 45), CFe (Figura 46) e CFe_9 (Figura
47), onde em todos os casos foram obtidas relagdes lineares. Os resultados estéao
apresentados na Tabela 12. Podemos observar que a ordem de grandeza da
constante de ligacdo foi CFe 9 280 > CFe_295 > CFe 280 > AFe 9 280 >
CFe_9 295 > AFe_9 295 (Tabela 12). No caso das amostras de albumina podemos
observar maior constante de ligagao quando o comprimento de onda de 280 nm foi
avaliado, o que pode indicar que outras porcdes além do triptofano podem estar
interagindo com o metal. Ja no caso da caseina sem ajuste de pH, a maior constante
de ligagado ocorreu em comprimento de onda de emissédo de 295 nm, provavelmente
proveniente de maiores interacbes do metal com a porcéo triptofano da proteina.
Quando o pH foi ajustado para a caseina, observa-se o contrario, isso se deve muito
provavelmente a uma mudanca conformacional do tamanho da proteina ou da
exposicao de seus grupos funcionais, o que corrobora com o tamanho de particula
encontrado para estas amostras. Para a caseina sem ajuste de pH, os valores de
tamanho observados foram entre 0,4 e 11 ym, enquanto quando do ajuste de pH os
valores foram entre 2 e 4 uym, indicando que as amostras sem ajuste de pH tiveram
uma faixa de tamanhos maior, fazendo com que mudancas na conformagao da

proteina e exposi¢ao dos grupos fluoréforos fosse modificada.

A dimensdo das constantes € considerada relativamente baixa, comparada

principalmente a amostras expostas a outros compostos, onde a ordem de constante
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varia entre 102 até valores maiores, em torno de 10 M-" para Albumina Sérum Bovina

(BSA) '48-150 o que pode indicar uma interagdo de menor forga entre a proteina e o

metal.

Em relagdo ao numero de sitios de ligagao (n), podemos observar que para a

maioria das amostras foram encontrados mais do que um sitio de ligacdo, com

excegao de AFe 9 295. Observa-se que ocorre maior ligagdo a grupamentos da

caseina comparado a albumina, principalmente no caso do ensaio de caseina com pH

ajustado em 9, onde o numero de sitio de ligacbes chega a 2. Outros estudos

espectroscopicos sado necessarios para melhor elucidacdo de quais porgoes

especificas, assim como grupamentos, sdo responsaveis por tamanhas interagdes,

tais como analises de infravermelho.
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Figura 45. Graficos de log[(Fo-F)/F] vs log[Fe] para a albumina e o ferro em pH 9, e
comprimentos de onda de 280 (A) e 295 nm (B).
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Tabela 12. Constantes de ligagcdo e numero de sitios de ligacdo para as amostras

analisadas.

Amostra Equacao da Reta Kb (M ) R Pontos n
AFe_9 280 y=1,4024x +2,9070 807,22 0,9852 5-300 1,4
AFe_9 295 vy=1,1092x + 2,2157 164,3° 0,9892 5-150 1,1

CFe_280 y=1,4608x + 2,9921 982,0°¢ 0,9940 5-300 1,5

CFe_295 y=1,5647x + 3,1976 1576,2¢ 0,9882 5-300 1,6
CFe_9_280 y=2,0727x + 3,4814 3029,7¢ 0,9947 5-150 2,1
CFe_9_295 y=1,5334x+2,7710 590,20 0,9970 0-150 1,5

Os valores diferem estatisticamente entre si com base no teste de Tukey da ANOVA
p = 0,05).

—~

6.5. ANALISE DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DAS PARTICULAS FORMADAS
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APENDICE A - Espectros de fluorescéncia
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Figura 1A.. Espectro de fluorescéncia para os ensaios de albumina com ferro sem

ajuste de pH em comprimentos de onda excitagdo de 280 (A) e 295nm (B).
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Figura 2A. Espectro de fluorescéncia para os ensaios de albumina com ferro com

ajuste de pH em comprimentos de onda excitacéo de 280 (A) e 295nm (B).
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Figura 3A. Espectro de fluorescéncia para os ensaios de caseina com ferro sem

ajuste de pH em comprimentos de onda excitacéo de 280 (A) e 295nm (B).
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Figura 4A. Espectro de fluorescéncia para os ensaios de caseina com ferro com

ajuste de pH em comprimentos de onda excitacéo de 280 (A) e 295nm (B).
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Figura 5A. Espectro de fluorescéncia para os ensaios de albumina com zinco sem

ajuste de pH em comprimentos de onda excitagcéo de 280 (A) e 295nm (B).
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Figura 6A. Espectro de fluorescéncia para os ensaios de albumina com zinco sem

ajuste de pH em comprimentos de onda excitacéo de 280 (A) e 295nm (B).

167



Caseina + Zinco - 280

—C
— CZn5

Intensidade (u.a.)

T T T T T T T T T T T 1
300 325 350 375 400 425 450
Comprimento de Onda (nm)

Caseina + Zinco - 295
1000

900 —
800 —
700 —
600 —
500 —

400 —

Intensidade (u.a.)

300
200 +

100

T T T T T T T T T T T 1
300 325 350 375 400 425 450
Comporimento de Onda (nm)

Figura 7A. Espectro de fluorescéncia para 0s ensaios de caseina com zinco sem

ajuste de pH em comprimentos de onda excitacéo de 280 (A) e 295nm (B).
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Figura 8A. Espectro de fluorescéncia para os ensaios de caseina com zinco com

ajuste de pH em comprimentos de onda excitacéo de 280 (A) e 295nm (B).

APENDICE B - Dados de intensidade de fluorescéncia
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Tabela 1B. Dados referentes a intensidade de fluorescéncia para as amostras de
albumina com adicao de zinco, sem ajuste de pH, e em comprimento de onda de
280nm.

Amostras Fluorescéncia Diluicao Fluorescéncia Corrigida
AZn0 - 280 573,4 250 143350
AZn5- 280 768,14 500 384070
AZn10 - 280 715,36 500 357680
AZn25 - 280 926,23 500 463115
AZn35 - 280 746,27 500 373135
AZn50 - 280 765,61 500 382805
AZn75 - 280 820,39 500 410195
AZn150 - 280 761,13 500 380565
AZn300 - 280 1014,41 500 507205
AZn400 - 280 753,81 500 376905
AZn500 - 280 470,32 250 117580
AZn700 - 280 402,4 250 100600

Tabela 2B. Dados referentes a intensidade de fluorescéncia para as amostras de
albumina com adicdo de zinco, sem ajuste de pH, e em comprimento de onda de
295nm.

Amostras Fluorescéncia FD Fluorescéncia Corrigida
AZn0 - 295 148,27 250 37067,5
AZn5 - 295 277,78 250 69445

AZn10 - 295 298,23 250 74557,5

AZn25 - 295 339,96 250 84990

AZn35 - 295 292,84 250 73210

AZn50 - 295 275,02 250 68755

AZn75 - 295 376,15 250 94037,5

AZn150 - 295 286,13 250 71532,5

AZn300 - 295 390,94 250 97735

AZn400 - 295 296,33 250 74082,5
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AZn500 - 295 562,19 250 140547,5
AZn700 - 295 385,13 250 96282,5

Tabela 3B. Dados referentes a intensidade de fluorescéncia para as amostras de
albumina com adicédo de ferro, sem ajuste de pH, e em comprimento de onda de
280nm.

Amostras Fluorescéncia FD Fluorescéncia Corrigida

AFe0 - 280 573,4 250 143350

AFe5- 280 63,26 250 15815
AFe10 - 280 27,65 250 6912,5
AFe25 - 280 0 250 0
AFe35 - 280 0 250 0
AFe50 - 280 34,95 250 8737,5
AFe75 - 280 20,2 250 5050
AFe150 - 280 7,81 250 1952,5
AFe300 - 280 7,81 250 1952,5
AFe400 - 280 0 250 0
AFe500 - 280 0 250 0
AFe700 - 280 0 250 0

Tabela 4B. Dados referentes a intensidade de fluorescéncia para as amostras de
albumina com adicdo de ferro, sem ajuste de pH, e em comprimento de onda de
295nm.

Amostras Fluorescéncia FD Fluorescéncia Corrigida
AFe0 - 295 148,27 250 37067,5
AFe5 - 295 8,41 250 2102,5
AFe10 - 295 0 250 0
AFe25 - 295 0 250 0
AFe35 - 295 0 250 0
AFeb50 - 295 0 250 0
AFe75 - 295 21,39 250 5347,5

AFe150 - 295 53 250 1325
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AFe300 - 295 5,3 250 1325

AFe400 - 295 0 250 0
AFeb00 - 295 0 250 0
AFe700 - 295 0 250 0

Tabela 5B. Dados referentes a intensidade de fluorescéncia para as amostras de
caseina com adicado de zinco, sem ajuste de pH, e em comprimento de onda de
280nm.

Amostras Fluorescéncia FD Fluorescéncia Corrigida

CZn0 - 280 797,53 500 398765

CZn5- 280 679,02 500 339510
CZn10 - 280 468,97 500 234485
CZn25 - 280 422,3 500 211150
CZn35 - 280 828,8 500 414400
CZn50 - 280 777,53 500 388765
CZn75 - 280 582,77 500 291385
CZn150 - 280 470,42 500 235210
CZn300 - 280 701,94 500 350970
CZn400 - 280 763,9 500 381950
CZn500 - 280 836,11 500 418055
CZn700 - 280 409,72 500 204860

Tabela 6B. Dados referentes a intensidade de fluorescéncia para as amostras de
caseina com adicao de zinco, sem ajuste de pH, e em comprimento de onda de
295nm.

Amostras Fluorescéncia Diluicao Fluorescéncia Corrigida
CZn0 - 295 354,96 250 88740
CZn5 - 295 555,35 250 138837,5
CZn10 - 295 440,99 250 110247,5
CZn25 - 295 582,13 250 145532,5
CZn35 -295 780,13 250 195032,5

CZn50 - 295 613,33 250 153332,5

172



CZn75 - 295 579,18 250 144795
CZn150 - 295 530,04 250 132510
CZn300 - 295 654,97 250 163742,5
CZn400 - 295 657,92 250 164480
CZn500 - 295 899,33 250 224832,5
CZn700 - 295 504,54 250 126135

Tabela 7B. Dados referentes a intensidade de fluorescéncia para as amostras de
caseina com adicao de ferro, sem ajuste de pH, e em comprimento de onda de 280nm.

Amostras Fluorescéncia FD Fluorescéncia Corrigida

CFe0 - 280 881,2 250 220300

CFe5- 280 883,04 250 220760
CFe10 - 280 415,26 250 103815
CFe25 - 280 134,38 250 33595
CFe35 - 280 98,23 250 24557,5
CFe50 - 280 74,01 250 18502,5
CFe75 - 280 42,2 250 10550
CFe150 - 280 17,98 250 4495
CFe300 - 280 4,1 250 1025
CFe400 - 280 0,453 250 113,25
CFe500 - 280 0 250 0
CFe700 - 280 0 250 0

Tabela 8B. Dados referentes a intensidade de fluorescéncia para as amostras de
caseina com adicao de ferro, sem ajuste de pH, e em comprimento de onda de 295nm.

Amostras Fluorescéncia FD Fluorescéncia Corrigida
CFe0 - 295 354,96 250 88740

CFe5 - 295 277,15 250 69287,5
CFe10 - 295 136,68 250 34170
CFe25 - 295 42,51 250 10627,5
CFe35 - 295 33,7 250 8425
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CFe50 - 295 25,76 250 6440
CFe75 - 295 17,5 250 4375
CFe150 - 295 6,08 250 1520
CFe300 - 295 1,08 250 270
CFe400 - 295 0 250
CFe500 -295 0 250
CFe700 - 295 0 250

Tabela 9B. Dados referentes a intensidade de fluorescéncia para as amostras de
albumina com adicao de zinco, em pH 7, e em comprimento de onda de 280nm.

Amostras Fluorescéncia FD Fluorescéncia Corrigida
AZn0 -280 _7 687,61 250 171902,5
AZn5-280 _7 587,13 250 146782,5

AZn10-280 _7 816,39 250 204097,5
AZn25-280 _7 689,34 250 172335
AZn35 280 7 662,97 250 165742,5
AZn50-280 _7 581,35 250 145337,5
AZn75-280 _7 704,55 250 176137,5
AZn150 - 280 _7 698,97 250 1747425
AZn300-280 _7 721,68 250 180420
AZn400-280 _7 492,42 250 123105
AZn500 -280 _7 3424 500 171200
AZn700-280 _7 308,16 500 154080

Tabela 10B. Dados referentes a intensidade de fluorescéncia para as amostras de
albumina com adicao de zinco, em pH 7, e em comprimento de onda de 295nm.

Amostras Fluorescéncia FD Fluorescéncia Corrigida
AZn0-295 7 239,73 250 59932,5
AZn5-295 7 233,17 250 58292,5

AZn10-295_7 299,91 250 74977,5
AZn25-295 7 286,8 250 71700
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AZn35-295_7 237,62 250 59405

AZn50 - 295 _ 7 2234 250 55850
AZNn75-295_7 276,59 250 69147,5
AZn150-295 _ 7 266,04 250 66510
AZn300 - 295 _ 7 225,51 250 56377,5
AZn400 - 295 _ 7 201,53 250 50382,5
AZn500 - 295 _ 7 374,3 250 93575
AZn700 -295 _ 7 346,5 250 86625

Tabela 11B. Dados referentes a intensidade de fluorescéncia para as amostras de
caseina com adicéo de zinco, em pH 7, e em comprimento de onda de 280nm.

Amostras Fluorescéncia FD Fluorescéncia Corrigida
CZn0-280 _7 671,95 250 167987,5
CZn5-280 _7 508,41 500 254205

CzZn10-280_7 423,92 500 211960
CZn25-280 _7 401,29 500 200645
CZn35-280_7 391,84 500 195920
CzZn50-280_7 570,56 500 285280
CZn75-280 _7 724,66 500 362330
CZn150-280 _7 655,06 500 327530
CZn300-280 _7 624,98 500 312490
CZn400-280 _7 606,94 500 303470
CZn500 -280 _7 556,28 500 278140
CZn700 -280 _7 497,11 500 248555

Tabela 12B. Dados referentes a intensidade de fluorescéncia para as amostras de
caseina com adicao de zinco, em pH 7, e em comprimento de onda de 295nm.

Amostras Fluorescéncia FD Fluorescéncia Corrigida
CzZn0-295 7 188,26 250 47065
CZn5-295 7 528,33 250 132082,5

CZn10-295_7 493,06 250 123265
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CZn25-295_7 479 250 119750

CZn35-295 _7 479 250 119750

CZn50-295_ 7 547,16 250 136790

CZn75-295_7 658,95 250 164737,5
CZn150-295 _ 7 537,78 250 134445
CZn300-295 _ 7 612,78 250 153195
CZn400-295 _7 579,38 250 144845
CZn500-295 _7 500,46 250 125115
CZn700 -295_7 408,52 250 102130

Tabela 13B. Dados referentes a intensidade de fluorescéncia para as amostras de
caseina com adicao de ferro, em pH 9, e em comprimento de onda de 280nm.

Amostras Fluorescéncia FD Fluorescéncia Corrigida
CFe0-280_9 415,11 500 207555
CFe5-280 _9 1015,32 250 253830

CFe10-280_9 687,68 250 171920
CFe25-280_9 335,46 250 83865
CFe35-280_9 215,98 250 53995
CFe50-280_9 130,41 250 32602,5
CFe75-280_9 38,48 250 9620
CFe150-280 _9 16,74 250 4185
CFe300-280_9 0 250 0
CFe400-280_9 0 250 0
CFe500-280 _9 0 250 0
CFe700-280_9 0 250 0

Tabela 14B. Dados referentes a intensidade de fluorescéncia para as amostras de
caseina com adicéo de ferro, em pH 9, e em comprimento de onda de 295nm.

Amostras Fluorescéncia FD Fluorescéncia Corrigida
CFe0-295_9 323,47 250 80867,5
CFe5-295_9 280,65 250 70162,5
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CFe10-295_9 199,58 250 49895
CFe25-295_9 109,35 250 27337,5
CFe35-295_9 75,69 250 18922,5
CFe50-295_9 48,43 250 12107,5
CFe75-295_9 22,36 250 5590
CFe150-295_9 10,8 250 2700
CFe300-295_9 0 250 0
CFe400-295_9 0 250 0
CFe500-295_9 0 250 0
CFe700-295_9 0 250 0

Tabela 15B. Dados referentes a intensidade de fluorescéncia para as amostras de
albumina com adicao de ferro, em pH 9, e em comprimento de onda de 280nm.

Amostras Fluorescéncia FD Fluorescéncia Corrigida
AFe0-280_9 503,21 250 125802,5
AFe5-280_9 356,49 250 89122,5

AFe10-280_9 211,96 250 52990
AFe25-280_9 106,07 250 26517,5
AFe35-280_9 47,98 250 11995
AFe50-280_9 52,7 250 13175
AFe75-280_9 13,38 250 3345
AFe150-280 _9 7,07 250 1767,5
AFe300-280 _9 4,99 250 1247,5
AFe400-280 _9 0 250 0
AFe500-280 _9 0 250 0
AFe700-280_9 0 250 0

Tabela 16B. Dados referentes a intensidade de fluorescéncia para as amostras de
albumina com adicao de ferro, em pH 9, e em comprimento de onda de 295nm.

Amostras

Fluorescéncia

FD

Fluorescéncia Corrigida

AFe0-295_9

194,57

250

48642,5
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AFeb-295_9 140,96 250 35240
AFe10-295_9 90,09 250 22522,5
AFe25-295_9 51,02 250 12755
AFe35-295_9 32,86 250 8215
AFe50-295_9 33,98 250 8495
AFe75-295_9 15,87 250 3967,5

AFe150-295_9 10,8 250 2700
AFe300-295_9 0 250 0
AFe400-295_9 0 250 0
AFe500-295_9 0 250 0
AFe700-295_9 0 250 0
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