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PREAMBULO

A ideia que deu origem ao trabalho foi de proteger a pele de forma analoga a
biolégica: com melanina. Essa ideia evoluiu para a constru¢cdo de nanoparticulas
(NPs) revestidas com melanina para atuarem como novo principio ativo de protetor
solar. Pensou-se que a obtencdo das moléculas formadoras da melanina por
tirosinase imobilizada a nanoparticula favoreceria a absorcdo de melanina com a
formacdo de um filme fino sobre a NP. Este trabalho teve dois principios motivadores:
0 tecnoldgico, que almejou o desenvolvimento de NPs de silica revestidas com
melanina, sendo este um material hibrido organico/inorganico inédito; o de bioquimica
basica, que almejou entender o efeito do ambiente molecular da NP de silica na
atividade enzimatica da tirosinase (enzima usada na sintese de melanina) imobilizada.
Ou seja, almejou-se um trabalho multidisciplinar nas fronteiras da cinética enzimatica e
da nanociéncia. Nao trataremos neste trabalho das aplicacdes do material, e sim de
sua obtengcdo e caracterizagdo, focando alteracbes das cinéticas de catalise da

tirosinase e na obtengdo e caracterizacdo da NP revestida com melanina.



RESUMO

Miranda, A.J.C. Estudo da Cinética da Tirosinase Imobilizada em Nanoparticula
de Silica com obtencdo de Revestimento de Eumelanina. 2015 (74 pag).
Dissertacdo. Programa de PoOs-Graduagdo em Bioquimica. Instituto de Quimica,
Universiade de S&o Paulo, Séo Paulo.

Melanina € um polimero constituido por uma grande heterogeneidade de monémeros
tendo como caracteristica comum a presenca de grupos inddis. Por outro lado, a
eumelanina produzida pela oxidacdo enzimatica da tirosina é um polimero mais
simples constituido principalmente de monémeros 5,6-dihidroxindol (DHI) e de indol-
5,6-quinona (IQ). Tirosinase é a enzima chave na produc¢do de melanina, sendo que a
sua atividade cinética € medida em fun¢édo da formacdo do intermediario dopacroma.
Nanoparticulas (NPs) de silica sédo particulas nanométricas compostas de oxido de
silicio e sdo obtidas pelo processo sol-gel desenvolvido por Stéber de hidrélise e
condensacéao de tetraetilortosilicato (TEOS), usando etanol como solvente em meio
alcalino. As NPs foram funcionalizadas com 3-Aminopropiltrietoxissilano (ATPES) e
depois com glutaraldeido. Este Ultimo permitiu a imobilizacdo da tirosinase na
superficie da silica. Caracterizamos as NPs antes e ap0s a rea¢do da enzima, a
atividade catalitica da enzima ligada a NP e o mecanismos de formac@o de melanina
na superficie da silica. As NPs foram caracterizadas por espectrofotometria de
absorcao e de reflectancia, termogravimetria e microscopia eletrdnica. A sintese da NP
de silica retornou particulas esféricas com 55nm de didmetro e a funcionalizagdo da
particula mostrou modificar eficientemente a sua superficie. A imobilizacdo da
tirosinase por ligacdo covalente foi de 99,5% contra 0,5% da adsor¢éo fisica. A
atividade da tirosinase foi caracterizada pela formacdo de dopacroma. O Km da
enzima imobilizada ndo sofreu alteracdo em comparacdo com a tirosinase livre, mas a
eficiéncia catalitica — que considera a eficiéncia recuperada — foi de apenas 1/3 para a
enzima ligada covalentemente, significando que 2/3 das enzimas ligadas ndo estao
ativas. Obtivemos NPs revestidas com melanina a partir de oxidacdo de tirosina
solubilizada em duas preparagbes: NP com tirosinase ligada covalentemente na
superficie e NP funcionalizada com glutaraldeido dispersa em solug¢éo de DHI e IQ. O
revestimento de melanina foi na forma de um filme fino com espessura ~1,9nm,
conferindo perfil de absorcdo luminosa equivalente ao da propria melanina. Mostramos
gue o mecanismo de polimerizacdo passa pela oxidacdo da tirosina pela tirosinase,
gue gera intermediarios oxidados (principalmente DHI e 1Q) que vao para solucao
(mesmo quando a tirosinase esta ligada covalentemente na silica). Estes
intermediarios ligam-se ao glutaraldeido e a superficie da silica passa a funcionar
como ambiente de polimerizagédo da melanina.

Palavras-chave: tirosinase, nanoparticula de silica, melanina, atividade enzimatica,
imobilizacdo de enzimas, revestimento de nanomaterial.



ABSTRACT

Miranda, A.J.C. Study of the kinetics of Tyrosinase Immobilized in nanoparticle
silica wiht obtention of eumelanin coating. 2015 (74 pag). Masters Thesis.
Graduate Program in Biochemistry. Instituto de Quimica, Universiade de Sao Paulo,
Séo Paulo.

Melanin is a polymer consisting of a large heterogeneity of monomers having as a

common feature the presence of indole groups. Contrarily, eumelanin produced by
enzymatic oxidation of tyrosine is a simpler polymer consisting mainly of 5,6-
dihidroxindol (DHI) and indole-5,6-quinone (IQ) monomers. Tyrosinase is the key
enzyme in melanin production, and its kinetic activity is measured by the formation of
the intermediate dopacroma. Nanoparticles (NPs) are made of silica nanopatrticles of
silicon oxide and are obtained by sol-gel method developed by Stdber of hydrolysis and
condensation of tetraethylorthosilicate (TEOS), using ethanol as solvent in an alkaline
medium. NPs were functionalized with 3-Aminopropyltriethoxysilane (ATPES) and then
with glutaraldehyde. The latter allows the immobilization of tyrosinase on the silica
surface. We characterized NPs before and after the reaction of the enzyme, the
catalytic activity of the enzyme bound to the NP and melanin-forming mechanisms on
the silica surface. NPs were characterized by absorption spectrophotometry and
reflectance, electron microscopy and thermogravimetric analysis. The synthesis of
silica NP returned spherical particles of 55nm diameter and particle functionalization
showed efficiently modify its surface. The immobilization of tyrosinase by covalent bond
was 99.5% versus 0.5% by physical adsorption. The activity of tyrosinase was
characterized by the formation of dopacroma. The Km of the immobilized enzyme did
not change compared to the free tyrosinase, but the catalytic efficiency - considering
the recovered efficiently - was only 1/3 for the enzyme covalently bound, meaning that
2/3 of the enzymes are not connected active. We obtained melanin coated NPs from
tyrosine oxidation in two preparations: NP with covalently bound tyrosinase in the NP
surface and NP functionalized with glutaraldehyde dispersed in DHI and 1Q solution.
The melanin coating was in the form of a thin film with the thickness of ~ 1,9 nm, giving
light absorption profile equivalent to that of melanin itself. We showed that the
polymerization mechanism involves the oxidation of tyrosine by tyrosinase, which
generates oxidized intermediates (especially DHI and 1Q) that go into solution (even
when tyrosinase is covalently bound to the silica). These intermediates bind the
glutaraldehyde and the surface of the silica begins to function as an environment for

melanin polymerization.

Keywords: Tyrosinase, silica nanoparticle, melanin, enzyme activity, enzyme

immobilization, coating nanomaterial
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1 Introduciao

1.1 Melanina

A pele e os pelos dos mamiferos adquirem uma enorme variedade de padrdes de
cores de acordo com a distribuicdo e concentragdo de um tipo principal de pigmento
chamado melanina [1] [2]. Existem dois tipos principais de melanina em mamiferos, a
eumelanina e a feomelanina. A eumelanina possui cor que varia do marrom ao preto, e

a feomelanina possui cor que varia do amarelo ao vermelho. [3][4]

A melanina é formada em célula especializada localizada na camada basal da pele
chamada melandcito. A biossintese ocorre em organelas especializadas denominadas
melanossomas, que quando maduros localizam-se nos dendritos dos melandcitos.
Estes sdo internalizados pelos queratindcitos presentes nas proximidades, e levam as
melaninas para a superficie da pele na sua diferenciacdo de célula viva em camada

cornea[s].

Quimicamente, a melanina € um polimero heterogéneo constituido principalmente por
grupos inddis e seus derivados, que sao ligados covalentemente (figura 1). Por possuir
muitas ligacBes carbono-carbono, o espectro de absorcdo da melanina estende-se do
ultravioleta ao visivel, atuando como principal fotoprotetor natural da pele [7]. A
grande capacidade de absor¢cédo da radiacdo ultravioleta B (comprimento de onda na
faixa de 320-280 nm), impede que estes raios atinjam e sejam absorvidos por DNA
nuclear das células da pele, sendo esta a principal funcéo biol6gica das melaninas [7].
A eumelanina obtida in vitro € bem caracterizada na literatura, sendo um sélido amorfo
com diametro médio de 400nm[8] (figura 2). Estudos por espalhamento de raio-X
revela a formacdo randémica de estruturas, que pode ser explicada simplesmente
como heteropolimeros de indol-5,6-quinona (IQ) e 5,6-dihidroxindol (DHI), bem como,

tracos de derivados carboxilados destes (figura 3) [9].
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Figura 1: Esquema proposto para a melanina mostrando inddis ligados pelos carbonos
4-7 formando um alta grau de conjugacdo. Acidos carboxilicos estdo ligados no
carbono 2 e carbonilas nos carbonos 5 e 6 das ortoquinonas, grupos hidroxilicos
apresentados desprotonados na forma de catecol. Existe a formacao de trés regibes

com fungdes diferentes: aceptora, doadora e com as duas fungbes. A. Extraido de [7]

Figura 2: : Imagens de microscopia eletrbnica de transmissao de eumelanina sintética
(A: x 3000; B: x 48000). Cada porgao preta e branca da linha pontilhada tem 8,3um
para (a) e 830nm para (b). Extraido de [8].
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Figura 3: A direita um modelo molecular tridimensional da melanina com trés folhas
empilhadas do tipo mostrado em C. As dimensdes totais sdo ~20 A em extensdo
lateral e ~ 7,6 A em altura. (A) Um modelo molecular de uma Unica folha mostrado
uma ligagcéo aleatéria de unidades indol-5,6-quinona (IQ), que fornece uma abertura
no centro da folha. (B) A ligacdo aleatéria de monémeros indol-5,6-quinona. (C) Uma
variante do modelo mostrado em B. Oxigénio como circulos abertos, posicdo do

nitrogénio ndo mostrada. Adaptado de [9].

Diversos intermediarios da sintese da melanina sdo espécies muito reativas. Por
exemplo, as ortoquinonas, que sao intermediarios eletrofilicos produzidos na
biossintese de melanina, podem reagir com nucledfilos diversos presentes em
proteinas e nas bases nitrogenadas. De fato essas reacdes sdo responsaveis por
diversos processos bioldgicos, como o escurecimento das frutas danificadas [10]. Em
decorréncia da grande reatividade das ortoquinonas, a sintese da melanina deve ser
realizada em ambientes especificos e distinto do resto da célula, explicando assim
porque a biossintese de melanina ocorre no interior dos melanossomas, onde existe
uma matriz proteica para a polimerizacdo do pigmento [11]. Esta reatividade também
sera importante para o entendimento da interacdo de NPs de silica com melanina,
seus derivados e precursores, conforme resultados que serdo apresentados e

discutidos nesta Dissertag&o.

1.2 Tirosinase

A tirosinase € uma metaloproteina com dois atomos de cobre em seu sitio ativo, sendo

a enzima chave na producdo de melanina [12]. Catalisa a oxida¢do de L-dopa e de
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tirosina para os intermediarios formadores da melanina. A feomelanina, além desses,
tem também a L-cisteina como percursor. Os tipos de melanina produzidas em
animais ndo depende somente da disponibilidade de seus percursores, mas também
da regulacdo da tirosinase e da tautomerase (outra enzima também envolvida na
biossintese de melanina) de onde decorre o controle refinado na biossintese desse

pigmento [13].

A tirosinase possui duas atividades cataliticas distintas no mesmo sitio ativo: a
oxidagdo de monofénois para o-quinonas (atividade monofenolase), e a oxidagédo de

difendis para o-quinonas (atividade difenolase) (Figura 4) [14].

Atividade Monofenolase

NH
HO 2

Tirosina Tyrs o

Atividade Difenolase

HO COOH Tyrs
NH,
HO

L-Dopa

Dopaquinona

Figura 4: Esquema mostrando as duas atividades cataliticas da tirosinase: atividade

monofenolase e atividade difenolase. Tyrs: tirosinase.

O sitio ativo da tirosinase consiste de uma bolsa hidrofébica, que é formado
principalmente por quatro a-hélices compactas. No seu interior estdo dois atomos de
cobre (Cu “A”, Cu “B”), ligados a trés residuos de histidina cada, formando duas
regides ricas em histidina. O segundo residuo de histidina esta ligado a um loop da
estrutura proteica da regido do CuA e é o Uunico flexivel. Os outros cinco residuos de

histidina estao ligados a fragmentos de a-hélices circundantes [15].

Estudos quimicos e espectroscépicos mostram que o sitio ativo da tirosinase € similar
ao das hemocianinas [16]. Possui trés estados de oxidacao diferentes: o estado oxi,
met e deoxi (figura 5). No estado oxi o cobre esta na valéncia “IlI” com a presenca de

uma molécula exdgena de oxigénio ligada aos dois atomos de cobre numa ponte de



22

peroxido [17]. Os &tomos de cobre estdo ligados ainda por duas fortes ligagcbes
equatoriais e uma fraca axial aos nitrogénios ligantes dos residuos de histidina
formando uma piramide quadrada. No estado met o cobre esta na valéncia “lI” na
forma tetraédrica com apenas um atomo de oxigénio numa ligacao entre os atomos de
cobre [18] [12].

No estado deoxi 0 cobre estd na valéncia “I” sem oxigénio formando uma piramide
trigonal. Este estado de valéncia possui afinidade por uma molécula de oxigénio e sua
ligagdo ao sitio ativo da tirosinase causa a oxidagdo dos 4tomos de cobre e a enzima

volta ao estado oxi [19]

Hi
His, A 0 B . IS HIS’,, A 5 His
2+ ’ N2+ S22+ 2+
Cu Cu Cu C
-~ ~_ P u
s [N [ his s o \ his
His His His His
Estado Oxi Estado Met
His His
2, A B

'.'Cu+ Cu
His™ ‘ ‘ ~

His His
Estado Deoxi

Figura 5: Sitio ativo da tirosinase mostrando os dois atomos de cobre nos seus

diferentes estados de oxidacg&o: Oxi, Met e Deoxi, adaptado de [18].

O tipo de atividade catalitica da tirosinase depende do estado de oxidac&o do seu sitio
ativo. A atividade monofenolase ocorre no estado oxi, e a atividade difenolase ocorre
no estado oxi e no estado met. A figura 6, apresenta um esquema explicando como
ocorre a oxidagao de tirosina no estado oxi, e como ocorre a oxidagédo de L-dopa tanto

pelo estado oxi como pelo met.
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Figura 6: Esquema mostrando os ciclos cataliticos da atividade monofenolase (TH), da
atividade difenolase (DO) e da inativagdo temporaria da tirosinase por ligacdo da
tirosina ao estado met “Dead-end complex”, extraido de [15]. Os demais simbolos

foram definidos na figura 5.

Na atividade monofenolase (ciclo monofenolase - TH), uma molécula de tirosina se
liga ao atomo de cobre do sitio ativo pelo oxigénio de sua hidroxila. Um rearranjo das
ligagbes leva a ligagdo equatorial Cu-O-Cu para uma axial Cu-O-fenol [15]. Entdo
ocorre uma hidroxilacdo na posicao orto do monofenol, sendo liberadas uma molécula
de difenol e uma de agua. O estado de valéncia passa entédo para o estado Deoxi

(figura 6).

Na atividade difenolase (ciclo difenolase - DO), ocorre a oxidacdo de duas moléculas
de L-dopa, sendo uma oxidada pelo estado oxi e a outra pelo estado met (figura 6). As
oxidacbes podem ser sequenciais, uma vez que a primeira oxidacao pelo estado oxi
leva o estado de oxidacdo do sitio ativo da enzima para o estado met [20]. Uma
molécula de difenol liga-se aos atomos de cobre do sitio ativo pelos atomos de
oxigénio de suas hidroxilas, ocorre entéo a liberagdo de uma molécula de o-quinona e
uma de agua [15]. A oxidag&o de o-difendis ocorre num processo de 2e’, uma vez que

nenhuma semiquinona é formada, ap6s a segunda oxidacéo pelo estado met o sitio
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ativo da enzima passa para o estado deoxi [21]. A ligacdo de tirosina ao estado met
inativa temporariamente parte da populacdo de enzima (Dead-end Complex), que s &
restaurada conforme a atividade difenolase drena o estado met de volta a atividade
catalitica [22](figura 6).

A sintese de eumelanina é atualmente explicada pelo modelo enzimatico-quimico
(figura 7) descrito por Cabanes [23], que foi baseado nos estudos iniciais de Raper
[24] e Mason [25]. Esta sintese é dividida em duas fases, a proximal (figura 7) e a
distal (figura 8). A fase proximal ocorre rapidamente e nos primeiros momentos da
reagdo e a fase distal ocorre mais lentamente e na sequencia da fase proximal. A
atividade monofenolase é considerada a etapa lenta da fase proximal e por isso é

usada na literatura para medir a atividade enzimética da tirosinase[26][6].

Na fase proximal ocorre a oxidagdo enziméatica de tirosina (atividade monofenolase) e
a oxidacdo enzimatica de L-dopa (atividade difenolase) para dopaquinona® (DQ"). O
grupo amino da DQ desprotonada, sofre espontaneamente uma reacao intramolecular
de adicdo ao anel benzénico produzindo ciclodopa. Este ultimo é quimicamente
oxidado pela reciclagem de uma outra molécula de DQ" para L-dopa produzindo

dopacroma. [23] (figura 7).
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Figura 7: Fase proximal da sintese de eumelanina (Tyrs: tirosinase), adaptado de
[23][20].

A atividade monofenolase apresenta um intervalo (lag) na atividade enzimatica antes
de atingir o estado estacionario (figura 8). O motivo do lag é estequiométrico, cada
molécula de dopacroma requer a formacédo de duas moléculas de dopaquinona, uma
para atender a reciclagem quimica da reducdo de dopaquinonaH® para L-dopa na
oxidacdo de ciclodopa a dopacroma, e outra justamente para ser transformada para
dopacroma (figura 7). A atividade monofenolase s6 produz uma dopaquinona por ciclo
monofenolase (figura 6), por isso nunca satisfaz a necessidade da formacédo de duas
dopaquinonaH® para uma dopacroma, neste periodo a formacéo de dopacroma nao é
linear, ocorrendo o lag. Na atividade difenolase, duas moléculas de dopaquinona séo
formadas por ciclo catalitico (figura 6), satisfazendo a estequiometria da reagéo, assim
a formacao de dopacroma € linear. O lag na atividade monofenolase tem fim quando
dopa é produzida quimicamente na reacao de oxidag&o de ciclodopa a dopacroma por

dopaquinonaH® (fig.7). A L-dopa produzida nesta etapa quimica inicia a atividade
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difenolase da tirosina pondo fim ao lag. Ou seja, mesmo na atividade monofenolase
(usando tirosina como substrato), durante o estado estacionario da formacédo de

dopacroma também ocorre a atividade difenolase [23].

0.2 -

0.0 ¢ .

Time (min.)

Figura 8: Atividade enzimatica da tirosinase de grape berry (a) atividade
difenofenolase com 25mm 4-metil catecol (tirosinase 1ug); (b) atividade monofenolase

com 2.1 mm p-cresol (tirosinase 100ug); extraido de [27].

A explicacdo deste periodo lag surtiu muitas discussées na literatura cientifica. O
modelo enzimatico-quimico (fig.4), que é o mais aceito, esta de acordo com a estrutura
do sitio ativo da tirosinase [28] e explica diversas observacdes experimentais: a
auséncia de atividade monofenolase na forma met da tirosinase [29]; a existéncia da
reacao quimica de transformacdo de dopaquinona em L-dopa [20]; o lag deixa de
ocorrer quando a tirosina é oxidada na presenca de L-dopa [20]; a existéncia de um
Gnico sitio ativo para a atividade monofenolase e difenolase [18]; a existéncia de um
lag na atividade difenolase em pH<6, uma fez que a protonacdo de dopaquinona

dificulta a formacéo de ciclodopa [30].

Na fase distal, uma molécula de 5,6-dihidroxindol (DHI) é formada com a lenta

descarboxilagdo de dopacroma. DHI é rapidamente oxidada a indol-5,6-quinona (IQ).


https://www.google.com.br/search?biw=1093&bih=514&q=descarboxila%C3%A7%C3%A3o&spell=1&sa=X&ei=5U32VO7JNuOwsATdz4D4DA&ved=0CBkQvwUoAA
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Essa oxidacdo pode ocorrer quimicamente com a reducdo de outra molécula de DQ"
para L-dopa [31] [32], ou enzimaticamente por tirosinase [13]. Um caminho alternativo
€ a oxidacdo enzimatica de dopacroma para 5,6-dihidroxindol-2-4cido carboxilico
(DHICA) pela dopacroma tautomerase, uma enzima relacionada com a tirosinase que
contém zinco em seu sitio ativo[33] [34]. DHICA é entdo oxidada por DQ" ou por
DHICA oxidase (outra enzima relacionada com a tirosinase) para Indol-2-4cido
carboxilico-5,6-quinona (ICAQ) (figura 9). Devido a auséncia de cisteina e da
dopacroma tautomerase, a eumelanina obtida in vitro €& principalmente um
heteropolimero de DHI, 1Q e suas semiquinonas além de tracos de derivados

carboxilados[35]. Para obter feomelanina in vitro utiliza-se L-dopa ou tirosina e cisteina

[36].
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Figura 9: Fase distal da sintese de eumelanina (Tyrs: tirosinase; e TyrsP1 e TyrsP2
enzimas relacionadas com a tirosinase, sendo respectivamente a Dopacroma
Tautomerase e a DHICA Oxidase), adaptado de [32] [37] .
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A disponibilidade de cisteina ou glutationa leva a formacéo de feomelanina (fig.9). O
grupo tiol presente nestes compostos reage com DQ num ataque nucleofilico,
preferencialmente gerando 5-cisteinildopa ou 5-glutationildopa. 5-cisteinildopa é entao
oxidado para 5-cisteinildopaquinona por tirosinase, apesar de este Ultimo ser um
substrato ruim, fazendo a reciclagem por reducdo de uma molécula de DQ" para L-
dopa o caminho principal. 5-cisteinildopaquinona sofre uma reacdo de ciclizacdo
intramolecular produzindo 1,4-Benzotiazina alanina, subsequentes reacfes de
polimerizacdo levam a formacdo da feomelanina [38] [39]. As interacdo entre o0s
diferentes percursores da eumelanina e feomelanina s&o responsaveis pela

heterogeneidade de melaninas [1].
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’

Feomelanina 5-cisteinildopaquinona

Figura 10: Sintese de feomelanina (mostrado apenas cisteina) adaptado de [39].

1.3 O processo sol-gel

O processo sol-gel é uma tecnologia usada para obtencdo de materiais inorganicos ou
organicos, incluindo dispersdes coloidais, fibras, mondlitos e géis. Basicamente o
processo sol-gel ocorre com a cristalizagdo do percursor, num processo chamado de
nucleacgdo [40][41], que envolve reac¢des simultdneas de hidrolise e condensagdo do

percursor, geralmente 6xidos de metais e semimetais [42]. E possivel controlar a
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estrutura a nivel molecular desde os primeiros estagios da formacao do coloide com o
controle das variaveis fisico-quimicas, de concentracdo, do tipo de solventes e de
percursores. Culmina numa estrutura homogenia e de escala ultrafina entre 1nm e
1um, dimensdes estas que caracterizam um coloide [43]. O material obtido possui
caracteristicas fisico-quimicas diferentes de outros materiais de mesma constituicao
guimica, justamente pela sua estrutura de criacdo controlada aliada a seu tamanho

nanomeétrico [44].

Elbelman [45] e Graham’s [46] sd0 exemplos de autores que realizaram os estudos
iniciais do processo sol-gel, visando obtencdo de cer&micas e vidros por processos
guimicos. Obtiveram a partir da hidrélise e condensacao de organosilicatos em meio
acido diversos tipos de materiais vitreos, mondlitos, géis viscosos e fibras. Para evitar
a transformacdo da estrutura a um po fino durante a secagem era necessario um
processo lento de cura, que durava mais de um ano e por isso ndo houve interesse
comercial. Stdber [47] foi capaz de obter particulas de 6xidos de silicio de tamanho
nanometrico, o entdo chamado “p6 de silica esférica de Stéber”, com destaque para a
possibilidade de obtencao de particulas rigidas e de distribuicdo de tamanho uniforme,

gue causou uma revolugéo nesta area de investigacéo e tecnologia.

Esta sintese consiste da hidrélise do grupo alcoxido do organosilano, que leva a
formagéo de grupos reativos do silanois e do alcool correspondente. A condensagéo
ocorre entre duas moléculas de silanol provenientes da hidrélise com a eliminacao de
uma molécula de agua. Na sequéncia ocorre a poli-condensacdo das moléculas de

silanol. O resultado é uma estrutura microcristalina (figura 11) [42].


http://pt.wikipedia.org/wiki/Hidr%C3%B3lise
http://pt.wikipedia.org/wiki/Silanol
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Figura 11: Hidrélise e condensacéo de tetraetilortosilicato (TEOS), adaptado de [42].

Usando-se a sintese de Sttber, que ocorre em pH alcalino e utilizando &lcool como
solvente, é possivel controlar o tamanho da particula em funcdo da concentragédo de
agua, alcool e hidréxido de amdnia. O tipo de alcool e de percursor também influencia
no tamanho final da particula. O pH alcalino é obtido com ambnia, que segundo
Stober, também atua como agente estabilizante das particulas esféricas [47]. As NPs
pode ser usadas em adsorcao, troca ibnica, aplicacdes Gticas, sensores, catalise, para

incorporar outras moléculas e biomoléculas, etc.[48][49][50].

1.4 Imobilizacédo datirosinase em NP de silica

A imobilizacdo de enzimas em suportes sélidos objetiva a melhora na performance
catalitica da enzima em condicdes adversas a biolégica. Os custos adicionais com o
suporte, com a imobilizacdo e com a perda parcial da atividade catalitica (devido a
imobilizacdo) acabam sendo vantajosos sobre o uso tradicional de enzimas néo
imobilizadas em processos que necessitam dessa melhora frente a condicdes
adversas a biolégicas [51]. As vantagens séo: (i) a imobilizacdo das enzimas as torna

mais resistentes a condicdes industriais de sintese, que geralmente usam extremos de
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pH e de temperatura e muitas vezes solventes orgéanicos; (ii) as enzimas imobilizadas
podem ser reaproveitadas, podendo ser separadas do meio de sintese por filtragédo
[52]; (iii) a imobilizacdo de enzimas pode até mesmo aumentar a atividade catalitica,
como por exemplo na lacase. Essas enzimas sdo imobilizadas na sua conformagéo

aberta, permitindo que o substrato tenha mais acesso a enzima [53].

A imobilizacdo de enzimas pode ocorrer por adsorcao fisica dirigida por forcas de Van
Der Waals, forcas ibnicas ou ainda por ligacdo covalente. Geralmente as adsorcdes
fisicas sdo muito fracas e a enzima tende a sofrer dessorcao, principalmente em meios
com alta forca idnica [54]. No caso da ligacdo covalente a enzima fica definitivamente
imobilizada (Figura 12). ModificagBes estruturais que resultam da ligacdo covalente
geralmente causam a diminuicdo da afinidade entre enzima e substrato (>Km) ou o
impedimento de ajustes conformacionais durante o estado de transi¢cao decorrentes de
um “enrijecimento” da enzima imobilizada [55]. As desvantagens do processo de
imobilizacdo por ligacdo covalente estdo relacionados com o possivel impedimento
das madificagbes conformacionais alostéricas das enzimas e a propria desnaturacéo
[53]. Uma vantagem de destague na imobilizacdo de enzimas em suportes
nanomeétricos por ligacdo covalente em relagdo a incorporacdo em matrizes € que no
primeiro método as limitagBes difusionais da enzima séo significativamente atenuadas

engquanto no segundo elas séo acentuadas.

(a) (b) (c)

(7771 5P

Superficie da nanoparticula

Figura 12: Tipos de imobilizagdo de uma enzima (E) que podem ocorrer na superficie
de uma particula.(a) adsorcao por forcas de Van Der Waals; (b) adsorcao ibnica; (c)

ligacdo covalente.

Para a imobilizacao por ligagdo covalente de uma enzima a NP de silica, é necessario
gue inicialmente a superficie seja ativada, com um grupo reativo (ponte), que recebera
outro grupo reativo que finalmente reagira e imobilizara a enzima. Por exemplo: o
glutaraldeido é muito usado como intermediario de ligacdo, pois possui dois grupos

reativos polares (carbonilas), que reagem eficientemente com grupos amino da cadeia
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peptidica [51]. No entanto, Nps de silica possuem grupos hidroxilas nao reativos ao
glutaraldeido, e a superficie destas precisa ser ativada pela introdu¢cdo de um grupo
amino [56]. Usualmente o 3-Aminopropiltrietoxissilano (ATPES) é usado com esse
propdsito. Sua capacidade de se ligar as hidroxilas da NP de silica e ao mesmo tempo
deixar um grupo reativo (amino) exposto para o solvente torna essa molécula ideal
para esse procedimento (figural3). Essa ligac&o ocorre entre residuos de aminoacidos
com cadeias laterais que possuam grupos amino expostas a superficie da enzima,
como lisina e arginina e a carbonila presente no glutaraldeido. E importante enfatizar

gue a enzima sera inativada se a imobilizagéo ocorrer no sitio ativo.

O método de imobilizagédo por ligagdo covalente, em substratos solidos, geralmente é
0 escolhido para processos industriais por oferecer a maior resisténcia a condi¢bes
adversas as biolégicas. Geralmente a funcionalizacdo das NPs ocorre em duas
etapas: primeiro com a ativagcdo da superficie com 3-Aminopropiltrietoxissilano
(ATPES) e depois com a ligagéo do glutaraldeido. Posteriormente ocorre a ligagdo da

enzima [56].

CH, Si Si Si
I | |
@ o o 9 g g o9 9 o 9 g
—Sli—O—Si—O—Si— —Ti—O—Si—O—Si— —Ti—O—Ti—O—Ti— —Ti—O—Si—O—Si—
(@) (b) () (b)
\ | \ J
f e ] .
Funcionalizagdo Imobiliagdo da Enzima

Figura 13: Esquema mostrando a modificacdo da superficie de uma estrutura de silica
obtida com o processo sol-gel e a imobilizacdo de uma enzima: (a) Ativacdo da
superficie de NP de silica com ATPES; (b) Funcionalizacdo da NP de silica com
glutaraldeido; (c) Imobilizacdo da enzima a superficie funcionalizada; (d) enzima

imobilizada por ligacédo covalente.
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2  Objetivos

2.1 Objetivo geral
Obtencao de NP de silica revestida com eumelanina através de tirosinase imobilizada
no microambiente da NP e avaliagdo das alteracdes cinéticas decorrentes da

imobilizacéo.

.2 Objetivos especificos

Obtencao e caracterizacao das NPs de silica;
Caracterizagéo da formacgéo da dopacroma e DHI e 1Q;
Imobilizag&o da tirosinase em NP de silica;

Atividade da enzima livre e ligada na NP de silica;

ok =N

Obtencao e caracterizacdo da NP de silica revestida com eumelanina;
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3  Materiais e Métodos

3.1 Reagentes

A agua destilada, deionizada e filtrada antes da utilizacdo usando o sistema Milli-Q
(resistividade 18 mohms.cm; Millipore, Barueri, Brasil). Tetraetilortosilicato (TEOS),
tirosina, L-dopa, tirosinase (E.C.1.14.18.1) de Agaricus bisporus, melanina, 3-
Aminopropiltrietoxissilano (ATPES), glutaraldeido, fosfato monobéasico de sédio e
fosfato dibasico, etanol p.a., e hidréxido de aménia foram adquiridos da Sigma-Aldrich

e utilizados como recebidos.

3.2 Equipamentos

O espectrofotometro modelo U-V 2401PC SHIMADZU (Japan), com controlador
térmico e agitador magnético adaptado, foi usado para todas as leituras de
absorbéancia. Os espectros de emissao foram adquiridos com um Ocean Optics USB
2000 (USA). Microscopia eletrdnica de transmissado foi usada para medir o tamanho
das NP de silica modelo Jeol Neoscope JCM-5000 (USA). Os dados de
termogravimetria foram obtidos na central analitica do Instituto de Quimica com
termobalanca modelo STA i 1500 Scinco (South Korea).

3.3 Métodos

3.3.1 Sintese de NP de silica pelo método sol-Gel

As NPs de silica foram preparadas pelo método de Stober, o qual ja foi comentado na
Introducéo desta Dissertacdo. O procedimento experimental utilizado neste trabalho
foi: em um erlenmeyer foi adicionado 12ml de hidréxido de aménia, 240mL de alcool e
a essa solucdo foi adicionado 8mL de TEOS. A mistura foi mantida sob agitacdo
branda por 24h. As particulas foram centrifugadas por 30min a 20000rpm e dispersas
em 4gua destilada com a ajuda de um sonicador por 15 min. O procedimento foi
repetido por trés vezes. O material foi seco em dessecador e o pé obtido guardado em

um frasco em temperatura ambiente.
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3.3.2 Curva padréao da dopacroma

Foi realizada com base no artigo de Mason [25] e seguindo o protocolo encontrado no

site da Winona State University http://homepages.gac.edu/~cellab/chpts/chpt5/ex5-

2.html. A uma solugdo de 10 mL de 8mM L-dopa (tampéo citrato 0,1M pH4,8), foi
adicionado 0,5mL que contém 250ug de tirosinase. A solugéo foi deixada em repouso
por 15 min em temperatura ambiente (frasco foi coberto com papel aluminio). Durante
esse periodo, toda a L-dopa foi convertida em dopacroma, com a solucdo entdo
contendo 8mM de dopacroma. Diluicdes foram realizadas para a obtencdo da
absorbéncia em diferentes concentracdes de dopacroma (0,125-0,15-0,175-0,2-
0,225mM). Com o uso dos dados obtidos foi preparada a curva padrédo de calibracdo

para dopacroma.

3.3.3 Obtencéo da solucao de DHI e IQ
Foi utilizado método adaptado de Itu [57]. A obtencéo da solucdo de DHI e IQ foi feita

com a conversao de tirosina, com o uso da tirosinase a, principalmente DHI e IQ, que
sdo antecessores da eumelanina [22]. Importante ressaltar que a melanina (eu ou feu)
€ um material de dificil diluigho em &gua, ocorrendo em pH alcalino (pH10) ou em
baixissima concentracdo por sonicacdo por 30 min e posterior filtracdo[58]. Uma
solucdo 250mM de L-tirosina e tirosinase 500ug/L em tampao fosfato 50mM (pH6,5)
foi deixada sob agitacdo a 30°C por 4h, periodo em que a L-tirosina € convertida em
DHI e 1Q. Além de conter monémeros de DHI, 1Q, comtém oligbmeros diversos da
reacdo entre esses antecessores[59], como também tautomeros e tracos de
derivados carboxilados [35]. Sua polimerizacdo em eumelanina foi feita por Itu em pH
acido, quando entdo obteve um precipitado preto e insolivel em agua [57]. Essa
solugcdo tem um pico de absor¢cdo em 300 e um com grande amplitude em 540nm

como observado por Mason[25],Raper [32] e Lock[59].

3.3.4 Imobilizacdo datirosinase em NP de silica por adsorc¢éo
fisica

Em 25mL de uma dispersdo em tampao fosfato pH 6,5 de NP de silica 0,25mg/mL, foi
adicionado 0,5mL de uma solugdo em tampdao fosfato pH 6,5 contendo 0,328mg de

tirosinase (razdo massa:enzima de 19:1). Apés duas horas sob agitacdo, a amostra foi

lavada 3x por centrifugacdo (10000rpm) com tampdo fosfato pH 6,5 por 15min,
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obtendo-se no precipitado a NP de silica com a tirosinase imobilizada por adsorgéo

fisica.

3.3.5 Imobilizacdo datirosinase em NP de silica por ligacéo

covalente

3.3.5.1Ativacao da NP de silica com 3-Aminopropil- trietoxissilano

(ATPES)

Em 25mL de uma dispersdo em tampéo fosfato pH 6,5 de NP de silica 2,5mg/mL, foi
adicionado 1,2mL de 3-Aminopropiltrietoxissilano (ATPES) (concentracdo final de
5%). ApOs duas horas sob agitagdo, a amostra foi lavada 3x por centrifugacdo

(20000rpm) com tampao fosfato pH6,5 por 15min. O material foi usado imediatamente

3.3.5.2Funcionaliza¢do da NP de silica com glutaraldeido. NP de

silica funcionalizada.

Em 25mL de uma dispersdao em tampao fosfato pH 6,5 de NP de silica 2,5mg/mL
ativada com ATPES, foi adicionado 1,2mL Glutaraldeido (concentragao final de 5%).
Apo6s duas horas sob agitacdo, a amostra foi lavada por 15min com tampdo fosfato pH
6,5 e separada 3x por centrifugacdo (10000rpm). O material foi seco em dessecador
por 24h, e o p6 obtido, foi mantido em congelador a -20°C. Estas NPs foram

chamadas de NP de silica funcionalizada.

3.3.5.3Imobiliza¢do da tirosinase na NP de silica funcionalizada

Em 25mL de uma dispersédo de NP de silica 0,25mg/mL em tampao fosfato pH 6,5, foi
adicionado 0,5mL de uma solucdo 0,328mg de tirosinase (razdo massa:enzima de
19:1) em tampao fosfato pH 6,5. Apds duas horas sob agitacdo, a amostra foi lavada
por 15min com tamp&o fosfato pH 6,5 e separada 3x por centrifugacdo (10000rpm),
obtendo-se no precipitado a NP de silica com a tirosinase imobilizada por ligagéo

covalente.



37

3.3.6 Quantificacédo de proteina ndo imobilizada em NP de silica

Para avaliacdo da quantidade de tirosinase imobilizada na NP de silica foi usado o
método de Bradford[60] adaptado por [61]. Foi quantificada a concentracdo de

tirosinase antes e depois (sobrenadante) do procedimento de imobilizag&o.

3.3.7 Caracterizacao da formacao de dopacroma por tirosinase

livre e imobilizada

A 2,450mL de uma solucédo de tirosina 250mM, foi adicionado 50uL de uma solucdo
de tirosinase 650mg/mL, resultando numa concentracdo de 13ug/mL de enzima. Para
0 caso da tirosinase imobilizada, foi usada a tirosinase imobilizada conforme descrito
no item “Atividade Enzimatica da tirosinase Livre e Imobilizada”. Apo6s 30 minutos sob
agitacdo magnética, foram medidos os espectros de absorbancia entre 800nm e
200nm. A formacgéo de dopacroma é caracterizada pelos seus maximos de absorcao
em 475nm e 305nm. Todas as solu¢des e dispersdes em tampdo fosfato de sodio
50mM pH6,5.

3.3.8 Atividade enziméatica da tirosinase livre e imobilizada

As equacles para obtencdo de K, e de Vs foram obtidas com o uso do programa

OrigenPro8.

A cinética enzimatica geralmente é descrita pelo modelo de Michaelis-Menten, que é
baseado na formacdo de um estado estacionario da concentracdo do complexo

enzima-substrato. Para o tratamento matemaéatico do estado estacionario considera-se:

K+1 k+2
E+SZ_ES ™ " E+P (Eq.1)
k-1

Onde a associagdo do complexo [ES] é [E]+[S] —[ES] e a dissociagdo do complexo
[ES] é [ES]—[E]*[S] e [ES] —[E]+[P], a concentracdo do complexo [ES] sera constante
guando as velocidades de associacdo e de dissociacdo forem constantes, o que
caracteriza o estado estacionario que ocorre nos momentos iniciais da reacao, sendo
qgue Vo=k2[ES], serd maxima quando [E]..wa=[ES]. O modelo prevé que a velocidade da
catalise depende da concentracdo de substrato. A concentracdo de substrato que

resulta em uma velocidade de reacdo igual a metade da Vs € a constante de
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Michaelis, K, (€q.2), que é caracteristica para cada enzima agindo sobre determinado
substrato. Geralmente K, € considerada como inversamente proporcional a afinidade
do substrato pela enzima, mas isso considerando desprezivel a constante de
velocidade da formacao de produto (k,). Quando K, ndo é considerado desprezivel, K,
torna-se uma relacdo complexa das trés variaveis envolvidas, ki, k1 e k,. A equacéo
de Michaelis-Menten (eq.3) relacionada a velocidade inicial com [S] e Vs pOr meio da
constante K. A cinética de Michaelis-menten também é denominada cinética do

estado estacionario.

k. +k
—— 2 (Eq.2)
k. <
o — Vmax [S] (Eq3)
(K, +[S)

A eg. 3 é uma hipérbole retangular, o que torna dificil a determinacéo experimental da
Vmax POIS Seria necessario uma alta concentracéo de substrato para obté-la. A inverséo
da formula de Michaelis-Menten proporcionada por Lineweaver e Burk possibilita a
linearizac&o da hipérbole (Eq.4). Dessa forma, variando a concentragao de substrato e

medindo-se a velocidade da catalise e possivel chegar a Vi € a Ky.

1 K 1

m__ (Eq. 4)

V;) = L/ [S] 7

/
max max

Para a mensuracdo da atividade da tirosinase livre, foi usado tirosinase 13ug/mL e
tirosina (50;75;100;250;500;750;1000uM) ambas dissolvidas em tampéo fosfato de
sédio 50mm pH 6,5. A 2,450mL de uma solucdo de tirosina, foi adicionado 50uL de
uma solucao de tirosinase 650mg/mL, resultando numa concentracao de 13ug/mL de
enzima. As medidas de absorbancia foram realizadas em cubeta de quartzo de
caminho 6tico de 1cm com 2,5mL de volume total de amostra, que foi mantida sob
agitacdo a 30°C. A atividade enzimética foi mensurada através da formacdo da

dopacroma, que foi mensurada por absor¢do a 475nm.

Para a atividade da tirosinase imobilizada em NP de silica, também foi usado a mesma
concentracdo de tirosina para enzima livre, no entanto, a tirosinase usada foi

imobilizada de modo que a razdo inicial de imobilizacdo silica:enzima (19:1) fosse
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coincidente com a concentracdo usado nos outros ensaios com tirosinase de 13ug/mL
de tirosinase por 0,25mg/mL de silica, conforme descrito no item “Imobilizacdo por
Ligacdo Covalente”. Dessa forma, foi adicionado a cada amostra de 2,4mL com
solucdo de tirosina, 100umL de uma dispersao com 32,5 pg/mL de tirosinase ligada a
NP em 650mg/mL, resultando numa dispersédo final de 13ug/mL de tirosinase e
0,25mg/mL de NP de silica. Todas as solucdes e dispersdes em tampao fosfato de
sédio pH 6,5. A eficiéncia de imobilizacdo estd descrita no Iltem “Imobilizagdo da

tirosinase” em “Resultados e Discussio”.

Como controle, foi mensurada também a atividade da tirosinase livre colocada em
dispersbes contendo NP de silica. Foi usado a mesma concentragdo de tirosinase e
tirosina mencionadas acima, sendo que o substrato foi solubilizado em dispersao de

NP de silica 0,25 mg/mL em tampé&o fosfato de sédio 50mM pH 6,5.

3.3.9 Anédlise termogravimétrica

Andlise termogravimétrica (TGA) consiste na medida da perda de massa da amostra
frente a um gradiente de aumento de temperatura, quantificando a saida de material
volatil total. O equipamento consiste de uma balanga que comporta poucas miligramas
de amostra, que uma vez fechada dentro do compartimento, passa a contar a perda
de massa volatil do material em fungéo da temperatura [62]. Esta técnica permite ndo
somente avaliar a composi¢ao geral, mas quantificar o nivel de hidratagdo e oxidacao
do material [63]. A andlise termogravimétrica da NP de silica funcionalizada foi
realizada nas seguintes condicfes: entre 25-900°C; rampa de aquecimento de

20°C/min; atmosfera de nitrogénio; 1g de amostra.

3.3.10 Obtencéo da NP de silica revestida com eumelanina

O revestimento obtido com tirosinase imobilizada por ligagdo covalente ocorreu como
segue (Tipo 1): em 40mL de uma solucdo 250ug de Tirosina em tampdo fosfato
(pH6,5), foi adicionado 10mL de uma dispersao em tampao fosfato (pH6,5) com 250ug
de tirosinase imobilizada por ligacdo covalente em 12,59 de NP de silica
funcionalizada, a mistura foi mantida sob agitacdo a 30°C por 4h, quando Tirosina é
convertida a DHI e 1IQ. O material foi centrifugado, o sobrenadante incolor foi

descartado e o precipitado de cor negra foi seco em dessecador por 24h.
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O revestimento obtido com NP de silica funcionalizada (sem a presencga da enzima
ancorada) ocorreu como segue (Tipo Il): em 40mL de uma solucdo 250ug de Tirosina
em tampdao fosfato (pH6,5), foi adicionado 1mL de uma solugdo em tampé&o fosfato
(pH6,5) com 250ug de tirosinase, a mistura foi mantida sob agitacdo a 30°C por 4h,
guando tirosina é convertida a DHI e 1Q. Foi adicionado a mistura 9mL de uma
dispersdao em tampao fosfato (pH6,5) com 12,59 de NP de silica funcionalizada. A
mistura foi mantida por 4h sob agitacdo a 30°C. O material foi centrifugado, o
sobrenadante incolor foi descartado e o precipitado de cor negra foi seco em

dessecador por 24h.

3.3.11 Microscopia eletrénica de transmissao

A marcagdo em microscopia eletrénica de transmissao consiste em marcar a amostra
com um composto com alta densidade eletrbnica, que permite a observacdo mais bem
definida dos contrastes de densidade eletrbnica. Entre os compostos geralmente
usados podemos citar: acetato de uranila, oxalato de ésmio, molibdato de aménio, etc
[64], [65]. O tipo de contraste observado dependerd se a marcacdo for positiva ou
negativa. Na marcacdo positiva, 0 marcador liga-se covalentemente a amostra e a
imagem obtida no microscépio revela uma amostra com maior contraste. Na marcacao
negativa, o marcador se acumula nas arestas da amostra e o resultado € uma imagem

com uma aureola que contrasta com a amostra [66] (figural4).

As amostras para microscopia eletronica de transmissdo foram preparadas sobre um
grid de cobre para transmissdo com 300-mesh com filme de Formvar revestido de
carbono adquirido da KOCH (SP, Brasil). Uma gota de amostra dispersa em agua
destilada foi gotejada sobre o grid e deixada secar em temperatura ambiente. Algumas
amostras foram marcadas para melhor contraste do revestimento de eumelanina.
Neste caso uma gota de solucdo de acetato de uranila foi gotejada sobre a amostra ja

seca no gride e deixada secar sem temperatura ambiente.
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Figura 14: Marcagdo em microscopia eletrdnica de transmissdo, (a) marcacao

negativa, (b) marcacéo positiva, adaptado de [64] e [67].
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4  Resultados e Discussao

4.1 Obtencéo e caracterizacdo da NP de silica nua e da NP de

silica funcionalizada

A NP de silica nua é aquela sem nenhum grupo externo adicionado a sua superficie,
contendo somente grupos silanol préprios da particula. Estas NPs foram sintetizadas
com um protocolo proprio, que foi adaptado do método original proposto por Stober
(veja materiais e métodos). As particulas obtidas foram lavadas por centrifugagdo e
secas em dessecador e o material obtido foi levado para analise por microscopia
eletrénica de transmissdo. A figura 15 apresenta algumas das imagens obtidas. E
possivel verificar que as particulas obtidas possuem tamanho uniforme e morfologia
esférica. [47] O didmetro obtido com o histograma de dispersdo foi de 55+6nm,
demonstrando distribuicdo granulométrica homogenia, caracteristica esperada de NPs
de silica preparadas pelo método de Stober [47].

Figura 15: Imagens de microscopia eletronica de transmissédo da NP de silica nua.
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Figura 16: Histograma de dispersdo do didmetro da NP de silica nua obtido com a
analise das imagens de microscopia eletrbnica de transmissao sob uma centena de

particulas com a utilizagdo do freeware ImaJ

Como descrito na Introducdo e nos Materiais e Métodos desta Dissertacdo, a NP de
silica funcionalizada consistiu da introducdo de um grupo reativo (glutaraldeido) na
superficie da particula. O glutaraldeido é reativo a aminoacidos com cadeia lateral
contendo um grupos aminos que ficam expostos na superficie da tirosinase, como a
lisina e a arginina. Note que esta pequena modificacdo quimica jA causa alteracfes
perceptiveis nas NPs de silica (Figura 17). A NP de silica nua é branca e a
funcionalizada é rosea (Fotos a e b, respectivamente, na Figura 17). O espectro de
absorcéo das dispersGes de NPs nua e funcionalizada também apresentam um perfil

de espalhamento distinto.
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Figura 17: Espectro da disperséo e foto da NP de silica (a) nua e (b) funcionalizada.
Condicdo da dispersédo: 0,25mg/mL de NPs de silica dispersas em tampé&o fosfato

pH6,5; temperatura ambiente.

4.2 Formacéo da dopacromae de DHI e IQ

A caracterizacdo da atividade enzimética da enzima ligada a NP e do revestimento
com eumelanina, passou inicialmente pela padronizacdo de um método de quantificar

a formacédo da dopacroma e da solucéo de DHI/IQ, que seguem abaixo.

4.2.1 Curva padrdo da dopacroma

Dopacroma é a molécula usada para monitorar a atividade enzimatica da tirosinase
[20], [25]. Esse intermediario na formag&do de melanina, é estavel o suficiente e sollvel
para que a sua concentracdo possa ser usada na avaliagdo e quantificacdo da
atividade da tirosinase. A padronizacdo da formacdo da dopacroma € obtido a partir
da converséo total de L-dopa pela tirosinase (métodos 3.3.2). A solucéo é deixada em
repouso por 15 min em tampdo citrato, e a curva padrdo é obtida por

espectrofotometria a partir de diluicbes sequencial desta solucdo estoque.

Note que a Dopacroma tem dois maximos de absor¢édo, sendo um em 305nm e outro
em 475nm (figura 16). Seguindo procedimento bem aceito na literatura cientifica [25],
valores de absorcdo em 475nm sdo utilizados para construir uma curva de calibracdo

e obter o coeficiente de extincdo molar (Figura 16). Obtivemos o valor de 3,64 mM
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para o coeficiente de extingdo molar, valor este que € coerente com o encontrado na
literatura de 3,6 mM [25].
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Figura 18: Espectros de absor¢do da dopacroma em diferentes concentracdes para
obtencdo do coeficiente de extingdo molar. (Tampéo fosfato 50 mM, pH 6,5;

concentracdes de dopacroma em mM)
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Figura 19: Curva de calibracdo de dopacroma utilizando o maximo de absor¢cdo em

475nm. Dados foram extraidos dos espectros apresentados na figura 18.
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4.2.2 Evolucéo de dopacroma para DHI e 1Q

A evolucédo de dopacroma para DHI e IQ acontece com mais passos de oxidagéo da
dopacroma para formacgéo de indol-5,6-quinona (IQ) e 5,6-dihidroxindol (DHI). Como
ja mencionado anteriormente a eumelanina sintética é principalmente um polimero de
DHI e 1Q. Como a eumelanina precipitada € um sélido amorfo de didmetro médio de
400nm (fig.2), ndo imaginamos ser possivel obter um revestimento da NP que tem
~55nm por uma outra particula (de eumelanina) que tem quase dez vezes o tamanho
da NP (fig.13). Por isso, imaginamos que o revestimento da NP poderia seguir pela
polimerizacédo de eumelanina na superficie da silica, surgindo entdo a necessidade de
se estudar os intermediarios. Note na Figura 20 a transicdo de dopacroma (maximo
em 475nm) para intermediarios finais de polimerizacdo (IQ e DHI). Esta solucao foi

obtida com a oxidacado de tirosina por tirosinase apds 4h de reacao (se¢éo 3.3.3).
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Figura 20: Espectros de absor¢do da dopacroma com maximo em 475nm (a); e para a

solucéo de DHI/IQ (b). Condic@es: tirosina 250mM, tirosinase 13ug/mL, tampéo fosfato
50mM, 30°C.

4.3 Imobilizagdo da tirosinase na NP de silica

Nos testamos dois métodos de imobilizacdo da enzima na superficie da silica:
adsorcao fisica (com a NP de silica nua) e ligacdo covalente (com a NP de silica
funcionalizada). Imaginamos testar a atividade catalitica da tirosinase em dispersdes
destas NPs de silica em comparagdo com a atividade da tirosinase livre. No entanto,

como ficara claro abaixo, a adsorcéo fisica ndo foi eficiente, liberando a enzima na



47

solucdo. Desta forma, somente as NPs ligadas covalentemente a tirosinase foram
usadas na comparacgdo de atividade catalitica com a enzima livre. Os métodos de
preparacao de tirosinase imobilizada em NP de silica por adsorc¢éo fisica e por ligacdo
covalente foram descritos respectivamente nas secdes 3.3.3 e 3.3.4 desta

Dissertacao.

Apoés o procedimento de preparacdo da NP de silica com tirosinase imobilizada, a
guantidade de enzima remanescente no sobrenadante do meio de imobilizacdo foi
guantificada com o método de Bradford, que gquantifica proteinas totais [60], [61].
Utilizou-se a mesma quantidade de tirosinase em todos os protocolos. Note que apés
o protocolo de adsorcdo fisica a maior parte da tirosinase fica na solucdo do
sobrenadante, indicando que a 99,5% da enzima n&o se liga na NP de silica nua
(Figura 21). O baixo percentual de imobilizacdo por adsorcéo fisica é possivelmente o
resultado da repulsdo entre a carga residual negativa da tirosinase (pl:5,7; tampéao
pH6,5) e os grupos silanol da superficie da particula também com carga residual
negativa. Note também que no caso da ligacdo covalente, somente 0,5% da proteina
encontrada no sobrenadante, indicando a efetiva ligacao na superficie da particula. A
funcionalizag&o da particula com a introdugéo do glutaraldeido reativo a grupos amino
(lisina, arginina) dos aminoé&cidos favorece a imobilizacdo, sendo por isso altamente
eficiente.
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Figura 21: Quantificacdo de proteina total no sobrenadante apds centrifugagéo
(tirosinase nao imobilizada) pelo método de Bradford. (a) absorgao fisica da tirosinase

na NP de silica nua; (b) ligacdo covalente na NP de silica funcionalizada.
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A atividade da tirosinase foi quantificada nas NPs que foram obtidas pelos dois
processos de imobilizacao (fisica e por ligacdo covalente). A atividade da tirosinase
livre foi considerada como padrdo. A uma solucdo de tirosina 250uM, foi adicionado
uma solucéo de tirosinase ndo imobilizada, e para o caso da imobilizada foi adicionado
uma dispersdo de NP, que supostamente tinha a mesma quantidade de tirosinase. A
concentracdo molar da tirosinase resultante da diluicdo (para cada amostra) foi
13ug/mL. Para a tirosinase imobilizada por adsorcao fisica a concentracdo também foi
(para cada amostra) de 13ug/mL refere-se ao total tedérico e nao ao total de fato
imobilizado, uma vez que a NP nua perde a maior parte da tirosinase durante a
lavagem (figura 22). Foram medidos os espectros de absorbancia entre 800nm e
200nm e a formacdo de dopacroma foi caracterizada por seus maximos de absorgcéo
em 305 e 475nm.
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Figura 22: Atividade da tirosinase em solucdo/dispersdo de: (a) tirosinase livre; e dos
sobrenadantes da (b) tirosinase imobilizada por adsorcédo fisica; e (c) tirosinase
imobilizada por ligacdo Covalente. Condi¢des: 13ug/mL de tirosinase para cada
0,25mg de suporte; 250uM de tirosina; tampéao fosfato 50mM pH6,5; 30°C; a atividade

foi medida no sobrenadante.

A forma mais aceita de avaliar a atividade da tirosinase, consiste no monitoramento da
formacdo de dopacroma em 475nm (pg.7 da Introducdo). Note que ndo houve

formacéo de dopacroma na dispersdo de NP de silica preparada por adsorc¢éo fisica, o
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gue € condizente com a ndo imobilizacdo da enzima (apenas 0,5% de proteina fica
adsorvida apo6s centrifugacdo). No caso da dispersdo contendo a enzima
covalentemente ligada na NP de silica houve formacdo de produto, no entanto,
verificou-se perda de velocidade frente ao total imobilizado, assunto abordado a

seqguir.

4.4 Atividade da enzima livre e ligada na NP de silica

Uma vez que o processo fisico de adsor¢cao se mostrou inadequado na obtencéo de
tirosinase ligada na NP, a continuidade do uso deste material nos estudos que seguem
nos pareceu inadequado, pois estariamos, na verdade, usando uma dispersdo de NP
de silica sem enzima. Sendo assim, decidimos usar um outro controle que foi uma
dispersdo de NP de silica nua misturada com tirosinase livre e as medi¢cdes foram
realizadas nesta dispersdo. As medi¢Bes também foram realizadas com a tirosinase
livre e na dispersdo de NP de silica funcionalizada covalentemente com a enzima.
Novamente a quantificacdo da atividade enzimatica foi realizada com a tomada de
espectros de absorcdo destas dispersfes na presenca de tirosina em funcdo do
tempo. Os maximos de absorcéo (305nm e 475nm) apresentados no gréafico da Figura
17, sdo caracteristicos da dopacroma (veja também figura 23). Como controle
negativo foram tomados também espectros de dispersbes de NP de silica sem

tirosinase (Figura 24).
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Figura 23: Caracterizacao da formacdo de dopacroma por (a) tirosinase livre; (b) por

tirosinase em dispersdo de NP de silica nua (grafico do sobrenadante obtido apds
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centrifugacdo); (c) tirosinase imobilizada por ligacdo covalente (grafico do
sobrenadante obtido apds centrifugacao); (*)solucdo de dopacroma obtida com
tirosinase livre. Condicoes: Tampéo fosfato 50mM (pH 6,5), tirosinase 13ug/mL; 30°C;

tirosina 250mM). Espectros foram obtidos 30minutos. (Tyrs:tirosinase)

—— (@) NP nua + Tyr |;
— (b) NP func. + Tyr||

0,61274

0,44/ I

Abs

Figura 24: Controle negativo da formacdo de produtos por NP de silica nua e NP de
silica funcionalizada (preparada para a imobilizacdo da tirosinase). Condicdes:
Tampao fosfato 50mM (pH 6,5), tirosinase 13ug/mL; 30°C; tirosina 250mM). Espectros
foram obtidos 30minutos apos a preparacgéo da dispersao/solucéo.

Note que os controles negativos mostraram a auséncia de formacéo de dopacroma na
auséncia de enzima (Figura 24). No entanto, na observacdo da formagédo de produto
por tirosinase livre, por livre em disperscdo de NP nua e na dispersdo de NP com
tirosinase ligada covalentemente, (figura 23) observa-se praticamente espectros de
mesma intensidade. Contudo, para a NP de silica com tirosinase ligada, observa-se
uma menor quantidade de produto formado . Ndo podemaos atribuir a menor atividade
da tirosinase ligada na NP de silica a uma menor quantidade de enzima ligada a NP,
pois a eficiéncia de imobilizacdo para a ligacdo covalente foi de 99,5%. A presenca
fisica das NPs também ndo afetou significativamente a atividade enzimatica, como
comprovam a comparacdo dos espectros a e b da Figura 23. Desta forma, a
imobilizacdo deve ter causado uma perda significativa da atividade catalitica da
tirosinase. Pode ter ocorrido uma perda de uma parcela das enzimas durante a

imobilizagdo por desnaturagdo ou impedimento de substrato & enzima. Vale ressaltar,
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no entanto, que embora a atividade da tirosinase ligada seja menor do que a livre, ela
esta ativa e permitird o seguimento dos estudos de obtencdo da NP de silica revestida

com eumelanina.

Para entender a causa para a perda da atividade da enzima ligada covalentemente,
procedemos a medicdo da velocidade de catdlise em funcdo da concentracdo de
tirosina em solucdo da enzima livre (Figura 25) e em dispersdes de NP de silica e
tirosinase (Figura 26), bem como, em dispersbes contendo a enzima ligada
covalentemente (Figura 27). Novamente medimos a atividade através da formacao de

dopacroma em 475nm usando tirosina como substrato.
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Figura 25: Formac&o de dopacroma por tirosinase em solucdo tampao fosfato 50mM,
pH6,5; 30°C; tirosina como substrato. [tirosinase]=13ug/mL e [tirosina]
=50,75;100;250;500;750;1000uM. Tampéo fosfato de s6dio 50mm pH6,5. A 2,450mL
de uma solucdo de tirosina, foi adicionado 50uL de uma solucdo de tirosinase
650mg/mL, resultando numa concentracdo de 13ug/mL de enzima. Procedeu-se a
regressao linear na parte linear da curva, que € mostrado como tracejado na figura. O
lag foi calculado como a distancia entre o ponto de intercessdo na abscissa da reta
tracejada até a ordenada no plano cartesiano, neste caso variou entre 0,39 e 0,78min.
O estado estacionario prevaleceu entre 2-5 minutos e foi precedido pelo lag
caracteristico da conversdo de tirosina por tirosinase (ver item ‘“tirosinase” na

introducao”)
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Figura 26: Formag&o de dopacroma por tirosinase em dispersdo de NP de silica nua.
Condi¢cbes: Tampéo fosfato 50mM, pH6,5; 30°C; tirosina como substrato. Tampéao
fosfato de sédio 50mm pH6,5. O experimento com a atividade da tirosinase em
dispersdo de NP de silica nua, foi realizado da mesma forma que para tirosinase livre,
com a diferenca do substrato ter sido preparado numa dispersdo de NP de silica nua
0,25mg/mL. A dispersdo sem substrato foi usada como linha de base. Os
procedimentos para calculo de regressao linear, lag (0,36-0,81min) e estado

estacionarios (2-5min) sao os mesmos dos descritos na figura 25.
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Figura 27: Formacdo de dopacroma por tirosinase ligada covalentemente a NP de

silica. Condicbes: Tampéao fosfato 50mM, pH6,5; 30°C; tirosina como substrato.
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Adicionou-se a cada amostra de 2,4mL com solucdo de tirosina, 100pmL de uma
dispersdo com 32,5 pg/mL de tirosinase (ligada a NP) em 650mg/mL, resultando numa
dispersdo final de 13pg/mL de tirosinase e 0,25mg/mL de NP de silica. Os
procedimentos para calculo de regressao linear, lag (3-3,8min) e estado estacionérios

(4-14min) sdo os mesmos dos descritos na figura 25.

Note que as cinéticas enzimaticas da tirosinase livre na presenca e auséncia de NP de
silica sdo muito semelhantes. Como esperado elas ndo seguem um perfil catalitico
simples uma vez que ocorre o periodo lag. O estado estacionario € observado em
todas as concentragdes de substrato. O lag € maior quanto maior for a concentragédo
de substrato. Note também que no caso da tirosinase ligada ha diferencas
significativas. A tirosinase ligada apresentou um tempo de lag superior (3-3,8min),
duracdo do estado estacionario maior (4min-14min) e menor formacédo de produto. Por
exemplo, para 250uM de tirosina, ao final de dez minutos, foi formado 22,5uM de
produto em comparagdo com 88uM de produto para enzima livre. O lag maior com a
mesma concentracdo de substrato e 0 aumento do tempo do estado estacionario é
descrito por Cabanes[23] como resultado da utilizacdo de uma quantidade menor de
enzima. Neste caso, como a eficiéncia de imobilizacdo foi de 99,5%, o lag e o estado
estacionario maior, juntamente com a menor formacao de produto, pode ser explicado
por uma menor concentragdo de enzimas ativas, devido a uma desnaturagaos na

ligacdo covalente com a NP.

Os valores de velocidade de catalise foram plotados em funcdo da concentracdo de
substrato na forma hiperbdlica de Michaelis-Menten, bem como, na forma de duplos
reciprocos de Linewearver-Burk (figuras 28 e 29, respectivamente). Os dados foram
tratados usando ferramentas de obtencdo de formulas do programa OrigenPro8. E
possivel verificar que as velocidades maximas alcancadas por tirosinase livre e por
tirosinase em dispersao de NP de silica estdo dentro da margem de erro ndo sendo,
portanto diferentes entre si. JA a velocidade maxima para a tirosinase ligada
covalentemente € significativamente menor, sendo equivalente a apenas um terco do
méximo obtido com tirosinase livre. Note também que ndo ha diferencas significativas
nas constantes de Michaelis (Km) nas trés condi¢cdes testadas. O grafico de
Lineweaver-burk (figura 29) reitera a diferenca dentro da margem de erro entre a
velocidade méaxima e a constante de Michaelis para a tirosinase livre e para a

tirosinase em disperséo de NP de silica nua.
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Figura 28: Grafico de Michaelis-Menten da atividade cinética da tirosinase para (a)
tirosinase livre; (b) tirosinase em dispersdo de NP de silica; e (c) tirosinase ligada

covalentemente a NP de silica.
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Figura 29: Gréfico de Linewear-Burk da atividade cinética da tirosinase para (a)
tirosinase livre; (b) tirosinase em dispersao de NP de silica; e (c) tirosinase ligada

covalentemente a NP de silica.

A tabelal mostra os dados obtidos de velocidade maxima (V) € da constante de

Michaelis (K.) tanto para o grafico de Michaelis-Menten como para o grafico de
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Lineweaver-Burk. Note que a andlise comparativa das trés amostras utilizando um
mesmo meétodo de calculo é equivalente. Ou seja, Km é relativamente constante e
ocorre perda de velocidade maxima de mais ou menos 2/3. A atividade preservada da
enzima ligada em relagdo a enzima livre € em torno de 29%. Ou seja, € como se
somente 29% das enzimas ligadas estivessem funcionando [54]. Entretanto, os
valores per-si calculados pelos métodos do ajuste nado linear (grafico hiperbdlico,
Michaelis-Menten) e linear (grafico duplo-reciproco, Lineweaver-Burk) fornecem
valores medianos distintos mas dentro da margem de erro, sendo maior para o duplo-
reciproco. Essa diferenca deve-se principalmente ao acumulo dos pontos de
velocidade proximos ao eixo x no grafico de Lineweaver-Burk. Esse acumulo deve-se
a inversdo dos dados para obtencdo da reta e tem como consequéncia uma

imprecisdo maior na extrapolacéo da reta, jA que menos pontos estao presentes da

regido mais distante do eixo x para orientacao da reta.

Tabela 1
Parametros Cineticos (Vmax€ Ki) para Tyrs livre, Tyrs + NP e Tyrs lig.Coval. a NP.
Michaelis-Menten Lineweaver-Burk
Vméx Km Vméx Km

Tyrs livre 232 248432 29+1 374+120

Tyrs + NP de 22+1 24633 25+2 335+152
silica

Tyrs lig.Coval. 6,8+0,1 228+8 6+1,4 202174

As equac0es para obtencédo de K., e de Vs foram obtidas com o uso do programa
OrigenPro8

Note que ndo foi observado mudancas no valor da constante de Michaelis (Km)
gquando comparamos as enzimas livres e ligadas covalentemente. Como comentado
nos Materiais e Métodos, o Km é uma razao de velocidades. De fato a razdo entre as
velocidades de dissociacdo do complexo enzima-substrato com a velocidade de
formacdo ndo havendo por isso, mudanca conformacional significativa do sitio ativo. A
observacdo de que ndo ha alteracdo de Km indica que as enzimas que continuam
realizando catalise apos a ligagdo a NP, o fazem de forma semelhante a enzima livre.
Entretanto, uma parcela importante das enzimas adsorvidas, simplesmente néo realiza

catalise o0 que causa uma alteracédo no valor de Vmax.

Na literatura, Cardoso e Sheldon [51], [54] abordam os motivos para a perda de
velocidade catalitica observada por tirosinase ligada covalentemente. Para o caso de
dimeros (como a tirosinase usada neste trabalho) a imobilizacdo pode causar a
separacdo dos mondmeros constituintes da enzima e por consequéncia inativando-a.
A imobilizagdo também pode trazer dificuldades difusionais para a enzima, apesar de

gue elas serem relatadas como significativamente inferiores em relacdo a enzimas
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imobilizadas em suportes que nao estejam na escala nano ou micro. Outo ainda é o
impedimento estérico do substrato para o sitio ativo da enzima se a orientacdo da
imobilizacao ocorrer de forma desfavoravel, ou seja, com o sitio ativo bloqueado pela
superficie da particula. A enzima também pode ser imobilizada pelo seu sitio ativo,
causando sua inativacdo. A tirosinase possui seis residuos de histidina com grupos
aminos em suas cadeias laterais, esses grupos podem reagir com o glutaraldeido
ancorado a superficie da particula, assim a possibilidade de imobilizacdo por meio da

ligacao covalente do sitio ativo com a NP de silica € uma possibilidade plausivel.

4.5 Obtencédo e caracterizagcdo da NP de silica revestida com

eumelanina

Como a eumelanina precipitada € um solido amorfo de didmetro médio de 400nm
(secéo03.3.3), ndo se espera obter um revestimento fino e controlado de eumelanina
nas NPs que possuem somente 55nm de diametro, simplesmente misturando-se a NP
de silica e eumelanina previamente polimerizada. De fato, este procedimento resulta
na formacdo de um precipitado contendo NP de silica e eumelanina, mas sem
formacdo de NPs hibridas contendo o polimero na superficie da NP. Para se obter a
NP de silica revestida com eumelanina realizou-se entdo a reacao de biossintese da
eumelanina in-situ na presenca de NP de silica, tirosinase e tirosina, em duas
condigbes distintas. Na condicdo chamada de tipo |, utilizou-se a NP de silica
contendo tirosinase ligada covalentemente e na condigdo chamada de tipo II,
primeiramente obteve-se a solucao de DHI e IQ (Etapa I) e depois adicionou-se uma

dispersao com NP de silica funcionalizada (figura 30).
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Figura 30: Estratégias de preparacdao da NP de silica revestida. Na estratégia tipo |
utilizou-se a NP de silica funcionalizada com a tirosinase ligada e na estratégia tipo I
primeiro obteve-se uma solugdo com os precursores da eumelanina (Etapa 1) e depois
misturou-se a solu¢do obtida na etapa 1 com NP de silica funcionalizada (Etapa 2),

segundo o procedimento 3.3.10 descrito em Materiais e Métodos.

Note que tanto o procedimento tipo | quanto o tipo Il produz NPs de silica com
coloracao preta escura semelhante a coloracdo da melanina (Figura 31). Para o tipo |
a solucdo adquiriu primeiramente a cor laranja tipica da dopacroma e depois houve a
formacdo de um precipitado preto e dispersivel em pH 6,5. A tipo Il causou a
descoloracéo da solucédo é houve, igualmente a tipo I, a formacédo de um precipitado
preto dispersivel em pH6,5. O precipitado, antes um sélido réseo, torna-se um sdlido
preto. Os espectros de absorcdo das dispersfes destas particulas em tampéo foram
medidos e demonstraram um perfil de espalhamento caracteristico e bastante
semelhante entre as particulas obtidas pelos métodos | e Il e parecidos com o
espectro da propria melanina Sigma, esta por sua vez, obtida pela oxidacéo de L-dopa

por peroxido de hidrogénio. (Figura 31).

Obteve-se também o espectro de refletancia difusa. Neste caso, capta-se diretamente
a luz refletida pelo p6é do produto quando uma fonte de luz branca é incidente. Note
gue os dois tipos de NP de silica revestida mostraram um padrao de refletancia similar
ao da melanina padréo, que foi bem diferente do padrédo de refletancia da NP de silica

apenas funcionalizada (Figura 32). Este resultado indica que tanto o revestimento tipo
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I quanto tipo Il permitem a formacéo de um filme de eumelanina ligado a superficie da

NP de silica.

(a)Revestida Tipo I ||
—— (b)Revestida Tipo II||
(c)Melanina padrdo |

1,5+

1,0+

Abs

0,5

0,0
200

400 600

A(nm)

Figura 31: Espectro da dispersdo e foto da: (a) NP de silica Tipo | (via DHI/IQ obtido
com tirosinase ligada); (b) NP de silica tipo Il (via DHI/IQ obtido com tirosinase livre); e

(c) melanina sigma padrédo. Condicdo da disperséo: 0,25mg/mL.
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Figura 32: Espectro de Reflectancia da (a) NP de silica funcionalizada; (b) NP de silica
Tipo | (via tirosinase imobilizada por ligagdo covalente); (c) NP de silica Tipo Il (via
DHI/IQ obtido com tirosinase livre); e (d) melanina sigma padrdo. NP de silica nua

constituiu a linha de base.
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A porcentagem de material adsorvido pelas NPs e o teor de sélido contido em cada
amostra, foi mensurada por termogravimetria. Note que a NP nua teve 84% de
residuo, sendo a perda de 16% referente a agua contida no interior na estrutura
cristalina de silica. A maior perda de massa ocorreu justamente no inicio do processo,
sendo a agua aprisionada a maior responsavel. Além desta, moléculas do percursor
TEOS nao condensados também podem estar sendo volatizados, com 168°C de ponto

de evaporagédo (Figura 33).
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Figura 33: Analise termogravimétrica da NP nua. Condi¢des: 25-900°C; 20°C/min;

atmosfera-N,.

A segunda referéncia na quantificacdo de eumelanina nas amostras € a NP
funcionalizada. Esta apresentou 83% de residuo que, em relacdo a NP nua, é apenas
1% menor devido a perda das moléculas ancoradas de glutaraldeido e de ATPES.
Apesar da baixa diferenca relativa de 1% entre a NP nua e a funcionalizada, o perfil da
perda de material da funcionalizada mostra, além da perda similar na regido dos
100°C referente a agua, uma rampa de perda mais suave gue se estende pelo grafico,
muito compativel com a perda de glutaraldeido e ATPES com ponto de ebulicdo de
187°C e 217°C respectivamente (figura 34).
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Figura 34: Analise termogravimétrica da NP funcionalizada. Condi¢des: 25-900°C;

20°C/min; atmosfera-Ns,.
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uma andalise

termogravimétrica foi realizada com a melanina padrdo da sigma. Com apenas 36% de

residuo, este resultado mostra principalmente em que temperatura esperar a perda de

eumelanina para as revestidas. Somente no perfil de perda de massa da revestida tipo

| (figura 33), jA é possivel verificar que a perda de matéria seguiu um padrdo bem

diferente da NP nua e da funcionalizada. Além disso, a maior perda de matéria ocorreu

nas proximidades de 400°C (figura 35).
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Figura 35: Andlise termogravimétrica da melanina sigma de referéncia. Condi¢des: 25-
900°C; 20°C/min; atmosfera-N,.

A amostra com NP revestida com eumelanina tipo |, resultou em 74% de residuo e

além disso, o perfil apresentado pelo gréafico de perda de matéria foi algo entre o da
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NP funcionalizada e da eumelanina padrdo. Neste grafico, existem dois grandes
pontos de perda de massa. O primeiro na regido dos 100°C, referente a perda de agua
aprisionada, e o segundo, iniciando préximo do ponto de ebulicdo do indol em 253°C e
se estendendo para pouco além dos 400°C. A maior perda de massa aliado ao perfil

do gréfico indica a presenca de melanina (figura 36).
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Figura 36: Analise termogravimétrica da NP revestida tipo | (via DHI/IQ obtido com

tirosinase ligada). Condic¢des: 25-900°C; 20°C/min; atmosfera-N,.

A amostra com NP revestida com melanina tipo Il, resultou em 79% de residuo e além

disso, o perfil apresentado pelo grafico de perda de matéria também foi algo entre o da
NP funcionalizada e da melanina padrao (figura 37).
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Figura 37: Analise termogravimétrica da NP tipo Il (via DHI/IQ obtido com tirosinase
livre). Condi¢des: 25-900°C; 20°C/min; atmosfera-N,,
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Andlise termogravimétrica das NPs de silica nua, tipo | e Il e da melanina padrdo
permitiu a quantificacdo do teor de sélido contido em cada amostra, permitindo o
calculo de quanto de material foi adsorvido por cada silica. A comparacdo com a
massa de residuo da NP de silica nua indica que ambas as silicas tipo | e tipo I

tiveram aproximadamente 10% a mais de matéria organica adsorvida (tabela 3).

Tabela 3: residuo de material apds aquecimento do material até 900 °C

Material Residuo (%) Relativo
(nanosilicanua/amostra)

NP de silica Nua 84 1

NP de silica 83 0,99

Funcionalizada

Melanina Sigma 36 0,42

Revestida Tipo | 74 0,88

Revestida Tipo Il 79 0,94

Andlise termogravimétrica das NPs de silica foi realizada nas seguintes condi¢des:
entre 25-900°C; rampa de aquecimento de 20°C/min; atmosfera de nitrogénio; 1g cada

amostra.

Com o intuito de determinar detalhes estruturais da NP de silica recoberta com filme
de eumelanina, e comprovar se efetivamente houve a formacédo de uma camada de
material revestindo a particula, obteve-se imagens de microscopia eletrdnica da NP de
silica funcionalizada e comparou-se com a particula revestida com eumelanina tipo II.
Comparamos as imagens por contraste direto, bem como com marcagdo com acetato
de uranila (composto geralmente usado para marcar estruturas biolégicas para
posterior analise por microscopia eletrénica). O atomo de uranio possui alta densidade
eletrdnica e retorna uma imagem com maior contraste em relacdo a imagem néo
marcada. Se o acetato de uranila reagir com a amostra, a marcacao sera positiva e a
amostra aparecera com uma densidade 6tica muito maior. Se o0 acetato de uranila ndo
reagir com uma determinada regido da amostra, um acimulo do composto podera ser
observado nas regiées adjacentes da amostra, permitindo também a visualizagdo da
regido de interesse por contraste negativo (se¢cdo3.3.11). As imagens a e b na Figura
38 trazem o contraste por visualizacdo direta, amostras de NP funcionalizada e
revestida com eumelanina (tipo Il). Note que é possivel distinguir uma superficie mais
rugosa e com padrdo de contraste distinto na superficie das NPs de silica revestidas
com eumelanina (b). Note também que este contraste fica mais evidente nas amostras

de NPs de silica marcadas com acetato de uranila. A marcagcdo mais intensa na
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superficie permite definir a regido de maior densidade eletrbnica, que tem uma

espessura média de ~1,9nm.

Figura 38:Imagens de microscopia eletrénica de transmissdo de NP de silica (a)
funcionalizada e (b) tipo Il; e marcas com acetato de uranila 1% (c) funcionalizada e
(d) tipo Il. Amostras foram dispersas em agua destilada e gotejadas sobre um grid de

transmissao de cobre com filme de Formvar revestido de carbono.

Para caracterizar em maior detalhe a superficie das NPs, perfis de densidade foram
calculados e os graficos estao apresentados na Figura 39. Os perfis de densidade sé&o
0s niveis de cinza da imagem original, sendo que quanto maior o valor de cinza mais
claro é o trecho da amostra. O perfil de cinza para a NP funcionalizada e marcada com
acetato de uranila, mostrou uma média de 104 no trecho referente a particula
(separado por linhas pontilhadas). Ja& na amostra com NP de silica revestida
apresentou uma média de 65, mostrando que o tom observado na imagem é muito
mais escuro que na amostra, mostrando também que a marcacgéao foi positiva. Note
também que nas particulas revestidas com eumelanina, a superficie das particulas
tem uma marcacdo mais intensa com valores de cinza menos intenso (mais coradas)
do que a média (circulos na figura), 0 que ndo acontece com as particulas apenas

funcionalizadas.
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Figura 39: Escala de cinza da (a) NP funcionalizada e da (b) NP de silica revestida

com eumelanina. Os perfis sdo referentes aos diametros marcados na figura 38.

4.5.1 Mecanismos de polimerizacdo da eumelanina na superficie

da silica

Os resultados apresentados nesta secdo demonstraram que é possivel obter NP
revestida com eumelanina de duas formas distintas: (i) ligagéo covalente da enzima na
NP de silica e sintese da eumelanina in-situ e (ii) preparacdo da solugédo de DHI e IQ
pela tirosinase livre e posteriormente realizar o revestimento com eumelanina das NPs
de silica funcionalizadas com glutaraldeido. Como a eumelanina é um sélido amorfo
de didmetro médio de 400nm (sec¢ao3.3.3), ndo se esperou obter um revestimento fino
e controlado de eumelanina (com cerca de 1,9nm) nas NPs que possuem somente
55nm de diametro. Hipotetizamos, consequentemente, que o0 revestimento com
eumelanina da NP de silica funcionalizada ocorre através da interacdo dos
mondmeros da sintese de eumelanina, principalmente, moléculas de indol-5,6-quinona
(IQ) e 5,6-dihidroxindol (DHI) com as moléculas de glutaraldeido presentes na
superficie da NP de silica e com elas préprias para formar a camada de polimero na
superficie da silica. O esquema da figura 40 ilustra que diversos grupos destes
compostos tem caracteristicas de elétréfilos e nucledfilos permitindo o acoplamento
destes compostos. A figura descreve 0s carbonos mais reativos somente, sendo estes
o carbono 2 do DHI, bastante nucledfilo e os carbonos 4 e 7 do 1Q bastante eletréfilos.
No entanto, o carbono 2 do 1Q, bem como, o nitrogénio do anel indol sdo também
nucledfilos, explicando o porqué do polimero de eumelanina se formar com diferentes
formas de acoplamento, sendo assim bastante heterogéneo. Note também que ha os

derivados carboxilicos do 1Q e DHI, que também podem patrticipar desta reacdo. Estes
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grupos podem interagir com o glutaraldeido presente na superficie da silica. A Figura
40 ilustra essa reacdo para o 1Q agindo como nucledfilo, mas é claro que tanto DHI
guanto 1Q podem reagir com glutaraldeido nos seus diversos grupos nucledfilos. Uma
vez presentes na superficie estes compostos podem interagir entre si finalizando a

polimerizacéo e revestindo a NP de silica com eumelanina.
HO
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Figura 40:Esquema reacional de indol-5,6-quinona (IQ) e 5,6-dihidroxindol (DHI) para
formacao de dimeros e inicio da reacdo de polimerizagcdo na reacao de polimerizagéao.
O carbono 2 do 5,6-dihidroindol € um forte nucledfilo e ataca os carbonos 4 e 7 do 1Q,
gue sdo excelentes eletrofilos permitindo o acoplamento eficiente destas moléculas.
Extraido de [68]
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Figura 41: Esquema mostrando a ligacdo de 1Q (obtido por tirosinase imobilizada ou
previamente com tirosinase livre) ao glutaraldeido ancorado na NP funcionalizada com
a posterior polimerizagdo de eumelanina favorecida pela maior concentracdo de ions

H* na superficie da particula.

Apresentaremos trés dados que suportam a hipétese do revestimento da NP de silica
com eumelanina nos tipos | e Il.. Evidencia |: intermediarios sao gerados pela
tirosinase ligada a NP e vao para solugdo, posteriormente sendo novamente oxidados
pela enzima o que gera os intermediarios reativos DHI e 1Q que interagem com os
grupos reativos da NP de silica funcionalizada, formando entdo o polimero de
eumelanina na superficie da NP de silica (Tipo I). Note que em solug¢édo contendo NP
de silica com tirosinase ligada, ha o acimulo de dopacroma em solugdo apos a
centrifugacdo da solugao (Figura 23). Evidencia II: a interagdo da NP funcionalizada
com os intermediarios da eumelanina (DHI e 1Q) leva a formacédo de revestimento da
NP com eumelanina. Evidencia lll: uma dispersdo de NP nua na presenca de solucéo
de DHI/IQ obtida enzimaticamente resultou em silicas ndo revestidas, ou seja, DHI/IQ

ndo reagiram com a superficie da silica ndo ocorrendo a polimerizagéo (Figura 42).
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Figura 42: Espectros de absorbancia de (a) NP nua e (b) solu¢cdo de DHI e IQ.
Obtencéo da solucdo de DHI/IQ: tirosina 250mM; tirosinase 13pg/mL; tampé&o fosfato

50mM, 30°C e 4h de reagdo. Depois da sintese foi misturada um dispersao 0,25mg/mL

de NP de silica nua.

Comparando a evidéncia Il e Ill, é possivel afirmar que a silica funcionalizada com
glutaraldeido na presenca da solucao de DHI/IQ resulta no revestimento da NP com
eumelanina. Ou seja, é necessdria a presenca de silica funcionalizada para permitir a
ligagdo do DHI/IQ com a superficie funcionalizada da particula e subsequente reacao
de polimerizacdo. Assim propomos que ocorre a reacao inicial entre o grupo carbonila
do glutaraldeido com os grupos nucledfilos presentes nos monémeros da melanina
catalisados pela tirosinase, que polimerizam e reticulam na superficie da NP.
Hipotetizamos duas razdes principais para que a polimerizacdo seja favorecida na
superficie da silica: a concentracdo dos monémeros pela reacdo com o glutaraldeido;
e as condicBes favoraveis de polimerizacao na superficie da silica, uma vez que a
polimerizacdo de IQ e DHI ocorre em pH acido[11], e a superficie da silica tem carga

residual negativa que atrai uma maior concentracao de prétons.
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5 Conclusoes e Perspectivas

A imobilizacdo por ligacdo covalente da tirosinase em NP de silica ocorreu com alta
eficiéncia, e a enzima permaneceu cataliticamente ativa. Nao foi observada mudanga
significativa na constante de Michaelis-Menten (K,) da tirosinase imobilizada em
relacdo a tirosinase ndo imobilizada, ndo havendo por isso mudancga conformacional
significativa do sitio ativo. Houve diminuicdo da velocidade méaxima (Vmsy) de ~60% na
tirosinase imobilizada em relagdo a tirosinase nao imobilizada, indicando que a
imobilizacdo torna 2/3 das enzimas inativas. Nao foi observado interferéncia na
atividade da tirosinase em presenca de NP de silica. Com a enzima imobilizada a
superficie da NP obtivemos o revestimento com eumelanina. Essa NP de silica
apresenta uma camada de eumelanina em torno de 1,9nm e tem caracteristicas
absortivas semelhantes da eumelanina. Foi possivel também o revestimento com
eumelanina usando NP de silica funcionalizada e misturando com solu¢do de DHI/IQ
recém sintetizada. Os resultados mostraram que a tecnologia de recobrir a NP com
eumelanina ndo depende da imobilizacdo ou mesmo da presenca da tirosinase, e sim
gue a superficie da NP seja funcionalizada de forma a estar apta a reagir com 0s
precursores da melanina para que sua polimeriza¢do ocorra na sua superficie tendo,
portanto, sido desenvolvido um método inédito de revestimento de uma particula com
melanina. Do ponto de vista tecnoldgico parece mais légico preparar previamente a
eumelanina e liga-la covalentemente a suportes diversos. Devido ao perfil de
absorbéncia, o material obtido possui potencial como novo principio ativo de protetor
solar para proteger a pele com melanina, de modo analogo a natureza. Foi proposto
um mecanismo de revestimento baseado na reatividade dos percursores eletrofilos da
eumelanina reagindo com o glutaraldeido ancorado na NP, abrimos possibilidades da
construcdo de novos matérias neutralizadores de fendis com base no método

desenvolvido.
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