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RESUMO

A pesquisa em imobilizacdo enzimatica busca produzir biocatalisadores robustos,
reutilizaveis e economicamente atrativos. Nesse sentido, foi desenvolvido um sistema
para imobilizacdo covalente da enzima papaina em uma matriz de hidrogel de tamarindo.
O estudo iniciou-se com uma analise bibliométrica que destacou o crescimento
exponencial das publicagdes no tema e o papel estratégico do Brasil em redes
internacionais de colaboragdo. Posteriormente, procedeu-se a ativacao e reticulagdo do
hidrogel com glutaraldeido, visando a imobilizagdo da papaina. Foram utilizados
parametros otimizados de pH (7), temperatura ambiente e tempo de reagdo controlado, a
fim de preservar a atividade enzimatica e minimizar a desnaturacao induzida pelo agente
reticulante. A caracterizacdo por espectroscopia no infravermelho evidenciou o
aparecimento de bandas associadas a formac¢ao de acetais, confirmando a ocorréncia de
ligacdes covalentes estaveis entre a papaina e a matriz polimérica, o que demonstra a
eficiéncia do glutaraldeido como agente de acoplamento quimico. Ensaios de atividade
enzimatica mostraram que a papaina imobilizada manteve sua atividade ao longo do
tempo, com redugdo significativa dos processos de autdlise quando comparada a enzima
livre. Enquanto a papaina livre apresentou intensa autoprotedlise, com perda expressiva
de atividade catalitica em curto periodo, o sistema imobilizado preservou sua integridade
funcional, evidenciando o efeito protetor do microambiente fornecido pelo hidrogel. Para
fundamentar a avaliacdo experimental, empregaram-se ferramentas de modelagem
computacional. Simulagdes de dinamica molecular permitiram analisar a estabilidade
conformacional da papaina, nas quais simulacdes de longa dura¢do indicaram equilibrio
termodinamico do sistema, com baixos desvios estruturais ¢ manuten¢do da area de
superficie acessivel ao solvente, sugerindo auséncia de desnaturacdo ao longo do tempo.
Além disso, as abordagens computacionais contribuiram para a compreensao do potencial
terapéutico da papaina na modulacdo de processos inflamatorios. Estudos de docking
proteina—proteina identificaram orientagdes energeticamente favordveis entre a papaina e
a ciclooxigenase-2 (COX-2), enquanto analises das interagdes ndo covalentes, como
ligacdes de hidrogénio e contatos hidrofobicos, demonstraram a estabilidade do complexo
formado. Ensaios adicionais indicaram perfis de liberagdo controlada da enzima, com
elevados percentuais de eficiéncia, refor¢ando o potencial do sistema para aplicacdes
biotecnoldgicas e biomédicas. De forma integrada, os resultados evidenciam que
hidrogéis de tamarindo constituem matrizes sustentdveis, de baixo custo e alto
desempenho para a imobilizagdo enzimatica, proporcionando microambiente controlado
e possibilitando o reuso eficiente da papaina. O estudo refor¢a a importancia da integragao
de metodologias bibliométricas, experimentais e computacionais no desenvolvimento de
biocatalisadores inovadores obtidos a partir de biomassa do semidrido nordestino,
contribuindo para a economia circular regional e evidenciando o papel de biomateriais
vegetais na promog¢ao de processos biotecnologicos mais sustentaveis.

Palavras-chave: Papaina, Tamarindo, Imobilizacdo Enzimatica, Hidrogel, Dindmica
Molecular.



ABSTRACT

Research in enzyme immobilization aims to produce robust, reusable, and economically
attractive biocatalysts. In this context, a system for the covalent immobilization of the
enzyme papain in a tamarind hydrogel matrix was developed. The study began with a
bibliometric analysis that highlighted the exponential growth of publications in this field
and the strategic role of Brazil in international collaboration networks. Subsequently, the
hydrogel was activated and crosslinked with glutaraldehyde for papain immobilization.
Optimized parameters of pH (7), room temperature, and controlled reaction time were
employed in order to preserve enzymatic activity and minimize denaturation induced by
the crosslinking agent. Characterization by infrared spectroscopy revealed the appearance
of bands associated with acetal formation, confirming the occurrence of stable covalent
bonds between papain and the polymeric matrix, thereby demonstrating the efficiency of
glutaraldehyde as a chemical coupling agent. Enzymatic activity assays showed that
immobilized papain maintained its activity over time, with a significant reduction in
autolysis processes compared to the free enzyme. While free papain exhibited intense
autoproteolysis, with a marked loss of catalytic activity over a short period, the
immobilized system preserved its functional integrity, evidencing the protective effect of
the hydrogel-provided microenvironment. To support the experimental evaluation,
computational modeling tools were employed. Molecular dynamics simulations enabled
the analysis of papain’s conformational stability, in which long-term simulations
indicated thermodynamic equilibrium of the system, with low structural deviations and
maintenance of the solvent-accessible surface area, suggesting the absence of
denaturation over time. In addition, computational approaches contributed to the
understanding of papain’s therapeutic potential in the modulation of inflammatory
processes. Protein—protein docking studies identified energetically favorable orientations
between papain and cyclooxygenase-2 (COX-2), while analyses of non-covalent
interactions, such as hydrogen bonds and hydrophobic contacts, demonstrated the
stability of the formed complex. Additional assays indicated controlled enzyme release
profiles with high efficiency percentages, reinforcing the system’s potential for
biotechnological and biomedical applications. Overall, the results demonstrate that
tamarind hydrogels are sustainable, low-cost, and high-performance matrices for enzyme
immobilization, providing a controlled microenvironment and enabling the efficient reuse
of papain. The study highlights the importance of integrating bibliometric, experimental,
and computational methodologies in the development of innovative biocatalysts derived
from biomass of Brazil’s northeastern semi-arid region, contributing to the regional
circular economy and underscoring the role of plant-based biomaterials in promoting
more sustainable biotechnological processes.

Keywords: Papain, Tamarind, Enzyme Immobilization, Glutaraldehyde, Hydrogel,
Molecular Dynamics.
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Introdugdo e objetivos
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1.1 INTRODUCAO

A imobilizagdo de enzimas em matrizes poliméricas ¢ uma estratégia bem
estabelecida e amplamente empregada em biotecnologia porque melhora a estabilidade e
a reutilizacdo do catalisador. Em condi¢des industriais, enzimas livres podem sofrer
desativagdo devido a variagdes de temperatura, pH ou presenca de solventes; a
imobilizacdo em materiais s6lidos minimiza esses efeitos, mantendo a eficiéncia catalitica
e facilitando a recuperagdo (Maghraby et al., 2023). A biocatalise, definida como o uso
de moléculas biologicas (como enzimas) para acelerar e direcionar reagdes quimicas,
permite realizar processos sob condi¢des de baixa temperatura e pressdo, com alta
seletividade e geragdo reduzida de residuos, além de possibilitar o aproveitamento de
recursos renovaveis (Milagre, 2023). Esses atributos consolidam a biocatalise como parte
central da engenharia bioquimica, area que impulsiona avangos cientificos e tecnoldgicos
ao propor solugdes sustentaveis para a industria (Floréncio; Oliveira Junior; Abud, 2021).

Nesse sentido, os hidrogéis emergem por serem derivados de polimeros naturais
onde representam uma alternativa promissora dentro das aplicagdes biotecnologicas
modernas (Floréncio; Oliveira Junior; Abud, 2021; Yuan et al., 2025). Tais materiais sao
formados por redes tridimensionais de macromoléculas capazes de absorver grandes
quantidades de agua sem se dissolver, gragas a ligagdes cruzadas que mantém a
integridade do gel (Abreu et al., 2024). Essa estrutura confere propriedades proéximas as
de tecidos biologicos e permite ajustar caracteristicas mecanicas, degradagao, porosidade
e resposta a estimulos (De Castro Bizerra, 2024). Como resultado, hidrogéis naturais sdo
biocompativeis, biodegradaveis e versateis, podendo ser utilizados em sistemas de
liberacdo controlada de farmacos, engenharia de tecidos, curativos para cicatrizagcdo e
biossensores (Yuan et al., 2025). Logo. a busca por materiais sustentaveis, como as
biomassas, vem intensificando o desenvolvimento de hidrogéis a partir de fontes
renovaveis, capazes de substituir polimeros sintéticos € melhorar o desempenho dos
sistemas de engenharia bioquimica (Berradi et al., 2023).

Assim, entre as biomassas exploradas para obteng¢do de polimeros naturais, o
tamarindo (Tamarindus indica L.) destaca-se por ser um fruto com ocorréncia
predominantemente em regides tropicais e semiaridas, apresentando capacidade de
crescer em diferentes solos e tolerancia a seca (Raj; Lee, 2024). Na Africa e na Asia, o
tamarindo fornece frutos para alimenta¢cdo e medicina popular, enquanto suas sementes e

outras partes geram renda para comunidades rurais. Além de sua importancia
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socioecondmica, a arvore possui sistema radicular profundo que contribui para a
adaptacdo em ambientes aridos, por isso, seu cultivo ¢ indicado para programas de
reflorestamento em areas semiaridas (Zelek et al., 2021).

No contexto do semiarido nordestino brasileiro, o aproveitamento da biomassa do
tamarindo, especialmente das sementes, subproduto da industria de polpa, representa uma
oportunidade de integrar a agricultura familiar aos principios da economia circular,
contribuindo para o melhor aproveitamento de residuos agroindustriais e para o
fortalecimento de cadeias produtivas locais (Geissdoerfer et al., 2017). A economia
circular pode ser entendida como um modelo econdmico que busca manter produtos,
componentes e materiais em uso pelo maior tempo possivel por meio de estratégias como
reutilizagdo, reparo e remanufatura de modo a reduzir a geragdo de residuos e a extragdo
de novos recursos naturais (Kirchherr; Reike; Hekkert, 2017).

Ainda, o extrato das folhas e frutos de tamarindo apresentam elevada capacidade
antioxidante e baixa toxicidade, caracteristica atribuida a presenca de flavonoides e acidos
fenolicos capazes de sequestrar radicais livres (Nasser ¢ Masmali, 2022). Estudos de
toxicidade oral indicam que doses elevadas desses extratos nao causam efeitos adversos
em modelos animais (Sookying et al., 2022), reforcando seu potencial para aplicacdes
alimenticias e farmacéuticas. As sementes, por sua vez, sdo ricas em proteinas,
carboidratos e lipidios, e constituem importante fonte de minerais como célcio, magnésio
e potassio (De Castro Bizerra, 2024; Raj; Lee, 2024). O aproveitamento dessas sementes,
muitas vezes descartadas apos a extragdo da polpa, abre caminho para valorizar um
residuo agroindustrial e enriquecer a dieta de comunidades locais (Raj; Lee, 2024; Chinta
et al., 2025).

O principal componente das sementes de tamarindo ¢ o polissacarideo
xiloglucano, um polimero hidrofilico capaz de formar géis mucilaginosos. Esse
polissacarideo apresenta tendéncia a autoagregacdo em solugdo aquosa por meio de
pontes de hidrogénio entre suas cadeias laterais, permitindo atingir a concentragao critica
de micelas mais rapidamente que xiloglucanos de outras plantas (El-Gazzar, 2024). A
partir dessa estrutura, a goma de tamarindo exibe comportamento pseudoplastico,
formando solugdes coloidais viscosas e hidrogéis com grande capacidade de alta
hidratacao (Sri et al., 2025). Essas propriedades, somadas a biocompatibilidade e baixa
toxicidade, fazem do xiloglucano um agente espessante, gelificante, emulsificante e
estabilizante de interesse para alimentos, cosméticos e farmacos (Geethalaxmi et al.,

2024). Além disso, a goma apresenta atividade mucoadesiva e mucomimética, que
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apresentam, respectivamente, a capacidade de aderir a superficies mucosas e de imitar as
propriedades naturais do muco, caracteristicas estas que sdo fundamentais para aumentar
o tempo de residéncia e a absor¢do de medicamentos em mucosas, conforme demonstrado
em formulacdes oftalmicas que empregaram o polissacarideo para prolongar a
permanéncia de antibioticos na cérnea (Ghelardi, et al., 2004).

Para tal, o desenvolvimento de hidrogéis de tamarindo aproveita a capacidade
dessa goma de formar matrizes biodegradaveis e estruturalmente estaveis de modo a
servir como excipientes farmac€uticos e como suportes para imobilizacdo de
biomoléculas, permitindo a liberagdo controlada de farmacos e enzimas (Ghelardi, et al.,
2004). Ao transformar as sementes em hidrogéis, agrega-se valor a um residuo da
agroindustria, reforcando principios de economia circular e sustentabilidade regional
(Geissdoerfer et al., 2017). No semiarido nordestino, essa abordagem ¢ particularmente
relevante, pois combina a utilizacdo de uma biomassa abundante com a criagdo de
produtos de alto valor agregado, incentivando cadeias produtivas locais e a valorizagao
de residuos agroindustriais (Mirabella; Castellani; Sala, 2014). Nesse contexto, a
utilizagdo desses hidrogéis como matrizes para imobiliza¢do de enzimas destaca-se como
uma estratégia promissora para ampliar suas aplicagdes biotecnoldgicas e farmacéuticas
(Ghelardi, et al., 2004).

Assim, as enzimas sdao tidas como catalisadores biologicos eficientes; sua
especificidade e capacidade de atuar sob condi¢des brandas tornam-nas fundamentais em
processos biologicos e industriais (Bat-Ozmatara; Unlii; Gevrek, 2023). Entre elas,
destaca-se a papaina, protease extraida do latex do mamao (Carica papaya), que
apresenta amplo intervalo de pH e temperatura de atividade (6timo entre 4-9 de pH e 40—
80 °C) e mantém elevada eficiéncia catalitica segundo descrito por Bat-Ozmatara; Unlii;
Gevrek (2023); Feng et al (2022) e Salehipoor et al (2023). Por essas caracteristicas, a
papaina ¢ empregada na industria alimenticia (clarificacdo de bebidas, amaciamento de
carnes), farmacéutica (formulagdo de medicamentos para feridas e distirbios digestivos)
e cosmética (produtos esfoliantes e cicatrizantes), visto que, proteases desse tipo
participam de processos fisiologicos em plantas e animais e sdo alvos estratégicos no
desenvolvimento de farmacos (Petushkova, 2024). Diante dessa ampla aplicabilidade,
torna-se fundamental empregar métodos confiaveis para avaliar sua atividade catalitica e
desempenho enzimatico (Tacias-Pascacio et al., 2021).

Para avaliar a atividade catalitica de proteases como a papaina, a coagulacao do

leite constitui um ensaio classico (Hafid et al., 2020). Nessa abordagem, a capacidade da
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enzima de hidrolisar as caseinas ¢ medida pela formacao de coagulos, onde nesse método,
uma unidade de atividade é definida como a quantidade de enzima necessaria para
coagular 1 mL de leite desnatado em 40 min a 35 °C (Borella et al., 2016). O método ¢
amplamente utilizado na industria de alimentos para comparar a eficiéncia de enzimas
livres e imobilizadas e para monitorar possiveis alteracdes de desempenho decorrentes de
processos de imobilizagdo (Zhang et al., 2024).

Ainda, no tange a imobilizagdo de enzimas, imobilizar papaina em matrizes
poliméricas aumenta a estabilidade térmica e operacional e facilita sua recuperacao e
reutilizagdo (Tacias-Pascacio et al., 2021). Estudos de imobilizagdo covalente de
proteases demonstraram que a fixacdo em suportes sélidos confere maior resisténcia a
desativagdo e permite modulagao de propriedades cataliticas (Cahyaningrum et al., 2008).
Entre os suportes estudados, hidrogéis de goma de tamarindo combinam
biocompatibilidade, baixo custo e capacidade de reter e liberar a enzima de forma
sustentada, sendo opgdes atrativas para processos biocataliticos em meio aquoso ou pouco
aquoso (Tang; Oku; Matsuda, 2024).

Além das abordagens experimentais, ferramentas computacionais, como o
docking molecular, tém sido utilizadas para investigar interagdes entre enzimas e suportes
(Bhattacharjee; Alonso-Cotchico; Lucas, 2023). Essas simula¢des fornecem informagdes
sobre afinidade de ligagdo, estabilidade conformacional e restricdes estruturais impostas
pela matriz, auxiliando na interpretagdo de resultados e na otimizagdo de sistemas de
imobilizacdo (Madadi; Khoee; Layegh, 2024). Ao integrar experimentos de imobilizagdo
de papaina em hidrogéis de tamarindo com estudos in silico, espera-se compreender
melhor os mecanismos de interacdo enzima/matriz e projetar sistemas de liberagdao
controlada com desempenho superior (Bhattacharjee; Alonso-Cotchico; Lucas, 2023;
Madadi; Khoee; Layegh, 2024).

Neste estudo, foi proposto avaliar a eficiéncia de um biocatalisador baseado em
papaina imobilizada em hidrogel de tamarindo. Foram investigadas a manutengdo da
atividade catalitica e a estabilidade da enzima apds a imobilizagdo, utilizando a
metodologia de coagulacdo do leite como ensaio modelo. Paralelamente, empregaremos
docking molecular para elucidar as interagdes entre a papaina e a rede de xiloglucano,
contribuindo para o entendimento dos mecanismos de imobilizacdo. Além do avango
cientifico, a utilizacdo de sementes de tamarindo, biomassa abundante no semiarido
nordestino, como matéria-prima promove a economia circular regional e oferece novas

aplicacdes industriais para recursos locais.
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1.2 OBIJETIVOS
1.2.1 Objetivo geral
Avaliar o desempenho catalitico e o potencial de liberagao controlada da papaina
imobilizada em hidrogel de tamarindo, integrando ensaios experimentais e analises in
silico.
1.2.2 Objetivos especificos
e Preparar hidrogéis da semente de tamarindo reticulados com glutaraldeido;
e Imobilizar covalentemente a papaina na matriz polimérica, avaliando a eficiéncia
do processo;
e (Caracterizar estruturalmente o hidrogel e o biocatalisador por Espectroscopia no
Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR);
e Avaliar a atividade catalitica da papaina livre e imobilizada por meio do ensaio de
coagulacdo do leite;
e Investigar, por docking molecular, as interagdes proteina-proteina;

e Modelar in silico o potencial perfil de liberagdo da papaina a partir do hidrogel.
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Revisdo Bibliométrica: Imobilizagdo de papaina em
matrizes de hidrogel para aplicagoes biotecnoldgicas
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RESUMO

A imobilizagdo de enzimas em suportes poliméricos € essencial para aumentar a
estabilidade, a reutilizagdo e o desempenho catalitico em processos biotecnologicos. A
papaina, uma protease amplamente utilizada na industria, destaca-se nesse contexto,
sendo as matrizes de hidrogel atrativas devido a sua biocompatibilidade e versatilidade
estrutural. Este estudo analisa a evolugdo cientifica da imobilizagdo de papaina em
hidrogéis (2015-2025), com foco em materiais, métodos e aplicagdes sob uma
perspectiva de engenharia. A analise, baseada em um levantamento estruturado na Web
of Science, revela crescimento consistente na producao cientifica, com predominancia de
hidrogéis de alginato, quitosana, gelatina e polimeros acrilicos. Estratégias recorrentes
incluem encapsulamento, adsor¢ao fisica e ligagao covalente. O desempenho catalitico ¢
fortemente influenciado pela porosidade, grau de reticulagdo e estabilidade mecanica da
matriz. A analise critica destaca desafios como perda de atividade em ciclos sucessivos,
lixiviagdo enzimatica, limitacdes de transferéncia de massa e falta de padronizacdo nas
avaliacdes. Além disso, identifica-se uma lacuna na escalabilidade dos sistemas ¢ na
integracdo entre engenharia de materiais e engenharia de processos. Conclui-se que os
avangos na area dependem do desenho racional das matrizes, da adogdo de sistemas
hibridos ¢ de testes em condic¢des industriais reais. Em sintese, este estudo oferece uma
visdo integrada das tendéncias e desafios, fornecendo bases técnicas para o
desenvolvimento de sistemas biocataliticos mais robustos e escalaveis para a
biotecnologia.

Palavras-chave: Papaina; Imobilizacdo enzimatica; Matrizes de hidrogel; Aplicacdes

biotecnoldgicas; Desempenho catalitico.

2.1 INTRODUCAO
O uso de enzimas como catalisadores em processos industriais tem crescido de

forma consistente devido a sua alta especificidade, eficiéncia catalitica e operacao sob
condi¢des brandas de temperatura e pH, caracteristicas estas que contribuem para o
desenvolvimento de processos mais sustentaveis e energeticamente eficientes (Bat-
Ozmatara; Unlii; Gevrek, 2023; Feng et al., 2022; Salehipour et al., 2023). Sua aplicacio
pratica remonta a antiguidade na produgdo de alimentos e téxteis, mas atualmente elas
consolidaram sua presenga em setores de alta tecnologia (Maghraby et al., 2023). Entre
essas biomoléculas, a papaina, uma protease cisteinica extraida do latex de Carica
papaya, destaca-se por sua ampla aplicabilidade em setores como alimentos,
farmacéutico, cosmético, biomateriais e biotecnologia ambiental, devido a sua alta
atividade proteolitica, custo relativamente baixo e disponibilidade comercial (Salehipour
et al., 2023).

Apesar de suas vantagens cataliticas, a aplicagdo direta da papaina em sistemas

industriais ¢ limitada por fatores como instabilidade estrutural, sensibilidade a variagdes
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de pH e temperatura, autdlise, dificuldade de recuperacdo do meio reacional e perda
progressiva de atividade durante o uso (Feng et al., 2022; Maghraby et al., 2023). Esses
desafios comprometem a viabilidade operacional e econdomica do processo,
especialmente em sistemas continuos ou de multiplos ciclos, tornando necessaria a
adogao de estratégias que aumentem a robustez e a reutilizacao da enzima (Bat-Ozmatara;
Unlii; Gevrek, 2023).

Nesse contexto, a imobilizagdo enzimatica, definida como a fixacdo de uma
enzima a uma fase solida distinta do substrato, consolidou-se como uma abordagem
fundamental para superar essas limitacdes (Wahab et al., 2020). Essa técnica permite
melhorias na estabilidade térmica e operacional, facilita a separa¢do do biocatalisador,
amplia o tempo de prateleira e viabiliza a aplicagdo em escala industrial (Maghraby et al.,
2023). A escolha do suporte exerce papel decisivo no desempenho do sistema, pois
influencia diretamente a acessibilidade do sitio ativo, a difusdo do substrato e a
integridade estrutural da enzima (Wahab et al., 2020).

Entre os diferentes suportes disponiveis, as matrizes de hidrogel tém recebido
atencdo crescente. Compostas por redes poliméricas tridimensionais altamente
hidrofilicas, os hidrogéis oferecem um microambiente aquoso favordvel a manutencao da
atividade catalitica (Bat-Ozmatara; Unlii; Gevrek, 2023; Salehipour et al., 2023). Sua
biocompatibilidade, flexibilidade estrutural e a possibilidade de ajuste fino de
propriedades fisico-quimicas, como porosidade e responsividade a estimulos, tornam-nos
ideais para aplicagdes que vao de biossensores a biocatalise industrial (Park et al., 2015;
Salehipour et al., 2023). Hidrogéis naturais e sintéticos, incluindo alginato, quitosana e
sistemas hibridos, tém sido investigados como matrizes para imobiliza¢do de papaina,
empregando estratégias como encapsulamento ou ligagdo covalente.

Sob a perspectiva da engenharia de materiais, o desempenho da papaina
imobilizada estd intimamente relacionado a interacdo entre a enzima e a matriz
polimérica. Avangos recentes no desenvolvimento dessas redes reticuladas permitiram
mitigar problemas de desnaturagdo e limitagdes difusionais (Salehipour et al., 2023).
Entretanto, observa-se fragmentagao do conhecimento na literatura, com foco restrito em
aplicagdes isoladas. Nesse cendrio, o uso de analises bibliométricas avancadas torna-se
essencial, pois permite sintetizar atividades cientificas, identificar tendéncias (“hotspots™)
e mapear a evolugdo do campo por métodos matematico-estatisticos (De Castro Bizerra

etal., 2024; Neto et al., 2023). Tais ferramentas possibilitam comparar contribui¢des entre
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paises, institui¢des e autores, além de prever diregdes futuras de pesquisa (Rodrigues et
al., 2023; Sales et al., 2023).

Diante disso, o presente trabalho tem como objetivo conduzir uma andlise
bibliométrica abrangente e inédita da evolugao cientifica e tecnoldgica da imobilizacao
de papaina em matrizes de hidrogel (de 2015 a abril de 2025). Ao integrar a analise
sistematica da produgdo cientifica com uma discussdo orientada pela engenharia, este
estudo busca fornecer suporte técnico para o desenvolvimento de sistemas mais robustos,
respondendo as seguintes questdes de pesquisa:

* RQ1. Como evoluiu a produgao cientifica relacionada a imobiliza¢ao de enzimas
em matrizes de hidrogel?

* RQ2. Quais autores se destacam nas pesquisas sobre imobilizagdo enzimatica?

* RQ3. Quais subareas emergentes se desenvolveram em torno da imobilizagdo
de papaina em hidrogéis, segundo a literatura recente?

* RQ4. Quais sdo os principais hotspots utilizados na busca bibliografica.

2.2  METODOLOGIA

2.2.1 Estratégia de busca e selecio da literatura
Este estudo foi conduzido com base em uma abordagem estruturada para analise

da literatura cientifica, combinando principios de revisdo sistematica com técnicas
quantitativas para analisar a produgao cientifica. A base Web of Science Core Collection
foi adotada como principal fonte de informagdo devido a sua ampla cobertura de
periddicos de alto impacto nas areas de engenharia, biotecnologia e ciéncia dos materiais,
sendo reconhecida como uma base de interesse académico amplo (Dari et al., 2024; Sales
et al., 2023).

A busca bibliografica abrangeu o periodo de 2015 a 2025, considerando a
consolidagdo recente de pesquisas envolvendo a imobilizacao de papaina em matrizes de
hidrogel e o avangco de novos materiais e estratégias de engenharia para suportes
poliméricos. Os termos de busca foram definidos por combina¢des de palavras-chave
relacionadas ao tema central, incluindo papaina, imobilizacdo enzimatica, hidrogel,
matrizes de hidrogel e biocatalise, aplicadas aos campos de titulo, resumo e palavras-

chave dos registros indexados. O fluxo sistematico de selecdo esta detalhado na figura 1.
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Figura 1- Fluxograma da estratégia de busca, refinamento dos resultados e analise bibliométrica sobre

imobilizacdo de enzimas em matriz de hidrogel.
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2.2.2 Critérios de inclusao e exclusio

Os estudos recuperados na etapa inicial de busca passaram por um processo de

triagem em multiplas fases. Foram incluidos artigos cientificos revisados por pares

publicados em periddicos que abordassem explicitamente a imobiliza¢do de papaina em

matrizes de hidrogel, independentemente do método de imobilizacdo ou da aplicagdo

final, desde que apresentassem informagdes relevantes sobre materiais, desempenho

catalitico ou aplicagdes biotecnologicas.

Foram excluidos trabalhos duplicados, publicacdes sobre outras enzimas sem

mengdo direta a papaina, estudos que tratassem apenas de hidrogéis sem aplicagdo em

imobilizacdo enzimatica, bem como documentos como resumos de congresso, patentes,

capitulos de livros e trabalhos sem acesso ao texto completo. Artigos que mencionassem

papaina apenas de forma tangencial, sem analise experimental ou técnica relevante,

também foram descartados.

2.2.3 Processo de triagem e organizaciao dos dados

A triagem dos estudos foi realizada em trés etapas consecutivas: (i) analise do

titulo; (ii) leitura do resumo; e (iii) avaliagdo do texto completo.
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ApOs a aplicagao dos critérios de elegibilidade, os registros selecionados foram
organizados em um banco de dados proprio (Microsoft Excel 365), contendo informagdes
bibliograficas (ano de publicacdo, autores, paises, peridodicos), bem como dados técnicos
relacionados aos tipos de hidrogéis utilizados, métodos de imobilizagdo, propriedades
avaliadas e areas de aplicagdo. Esse processo de organizacdo manual visa garantir a

confiabilidade dos resultados (Alaeddini; Hajizadeh; Reaidy, 2023).

2.2.4 Analise quantitativa e mapeamento tematico

A andlise da producdo cientifica foi conduzida por métodos quantitativos,
incluindo a avalia¢ao da evolugao temporal das publicagdes, a identificagdo dos principais
paises, instituigdes, peridodicos e autores atuantes no campo, bem como analise de
coocorréncia de palavras-chave. Para construir redes de interacao e clusters, foi utilizado
o software VOSviewer, permitindo identificar padroes de crescimento com base na
métrica de Forca Total de Ligagdo (Total Link Strength — TLS) (De Castro Bizerra et al.,
2024; Neto et al., 2023). Além disso, o pacote Bibliometrix (R) foi empregado para
fornecer analises estatisticas avangadas e tendéncias do campo.

Adicionalmente, foi realizada uma analise tematica orientada pela engenharia, na
qual os estudos selecionados foram classificados conforme: (i) tipo de matriz de hidrogel
(natural, sintética ou hibrida); (ii) método de imobilizacdo da papaina; (ii1) pardmetros de

desempenho catalitico e estabilidade; e (iv) aplicagdes biotecnologicas reportadas.

2.2.5 Abordagem de engenharia e sintese critica

Além da andlise quantitativa, foi realizada uma sintese critica dos estudos
selecionados sob a perspectiva de engenharia de materiais e de processos. Foram
analisados aspectos recorrentes relacionados a estabilidade operacional da papaina
imobilizada, limitagdes de transferéncia de massa, resisténcia mecanica dos hidrogéis,
lixiviagdo enzimatica e desafios de escalabilidade (Rodrigues et al., 2023).

A combinac¢do de andlise quantitativa da literatura com avaliagdo qualitativa
orientada pela engenharia permitiu identificar lacunas tecnoldgicas, limitacoes
metodologicas e oportunidades de avango no desenvolvimento de sistemas de
imobilizagdo de papaina em matrizes de hidrogel, fornecendo base solida para as

discussoes e conclusdes apresentadas neste trabalho (Sales et al., 2023).
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2.3 ANALISE DA PRODUCAO CIENTIFICA E EVOLUCAO DA PESQUISA
2.3.1 Evoluciao temporal das publicacoes

A evolucao temporal da produgao cientifica relacionada a imobilizagao de papaina
em matrizes de hidrogel mostra crescimento consistente ao longo do periodo analisado
(2015-2025), refletindo o crescente interesse em sistemas biocataliticos mais estaveis,
reutilizdveis e adaptaveis a diferentes aplicagdes biotecnoldgicas (Bat-Ozmatara; Unlii;
Gevrek, 2023). Conforme ilustrado na figura 2, observa-se aumento moderado no nimero
de publicagdes — de 42 em 2015 para mais de 60 em 2024 — enquanto o impacto das
citagdes saltou de menos de 40 para quase 2.400 no mesmo periodo. Nos primeiros anos
do intervalo avaliado, observa-se nimero relativamente pequeno de publicagdes,
concentradas principalmente em estudos exploratorios envolvendo hidrogéis naturais e

métodos simples de encapsulamento.

Figura 2 - Tendéncia global de publicagdes e citagdes anuais relacionadas a pesquisa sobre imobilizacio

de enzimas em matriz de hidrogel de 2015 a abril de 2025.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2026.

A partir de aproximadamente 2018, ha aumento mais acentuado no volume de
artigos publicados, coincidindo com o avanco de novos materiais poliméricos, o
desenvolvimento de hidrogéis hibridos e o fortalecimento da engenharia de biomateriais
aplicada a imobiliza¢do enzimatica (Feng et al., 2022). Esse crescimento tornou-se ainda
mais significativo nos ultimos anos, indicando a consolidacdo do tema como uma area de
pesquisa madura e interdisciplinar, com contribuicdes da engenharia quimica, de

materiais, biomédica e de processos. Essa tendéncia sugere uma transicao do uso de
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papaina imobilizada em estudos de prova de conceito para aplicagdes mais complexas,
incluindo sistemas multifuncionais, materiais responsivos a estimulos e estratégias
voltadas a melhoria do desempenho catalitico e da estabilidade operacional (Salehipour

etal., 2023).

2.3.2 Distribuicao geografica e principais atores cientificos

A analise da distribuicao geografica das publicagdes revela forte concentracao da
producao cientifica em paises com tradicdo consolidada em biotecnologia e ciéncia dos
materiais. Na¢des como China, India, Brasil e Estados Unidos aparecem como os
principais polos de pesquisa, refletindo investimentos continuos em biocatalise,
biomateriais e aplicagdes industriais baseadas em enzimas, conforme mostrado no

mapeamento global da figura 3 e no ranking de produtividade da figura 4.

Figura 3 - Distribui¢do mundial da pesquisa sobre imobilizacdo de enzimas em matriz de hidrogel de

2015 a abril de 2025. A densidade de publicagao ¢é representada por uma escala de cores.

Publicacdes [
8 91 174

@ AusiFalisn Bureau of Statistics, GeoNames, Geospatial Data Edit, Microsoft, Microsoft Crowdsourced Enrichments, Navinfo, Open Places, OpenStreetMap, Overture Maps Fundation, TomTo:

Fonte: Elaborado pelo autor, 2026.
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enzimas em matrizes de hidrogel de 2015 a abril de 2025.
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Figura 4 - Classificag¢do dos dez paises com o maior numero de publicagdes na area de imobilizagdo de

A China destaca-se como lider absoluta em volume e impacto, alcangando mais

imobilizagdo de enzimas em matrizes de hidrogel de 2015 a abril de 2025.
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de 4.000 citacdes (Figura 5). Institui¢des académicas lideram o desenvolvimento de novas
matrizes, com destaque para os clusters de cooperagdo na figura 7(B), liderados pela
Chinese Academy of Sciences. A rede de cooperagdo internacional (Figura 6) e o mapa
de cocitacao entre paises (Figura 7(A)) reforcam que China, Estados Unidos e Alemanha

atuam como colaboradores-chave na articulagdo de parcerias globais (Rodrigues et al.,

Figura 5 - Classificagdo dos dez paises com maior frequéncia de citacdes de suas publicagdes na area de
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Figura 6 - Distribui¢@o e cooperagdo internacional de paises/regides envolvidos na imobilizagdo de

enzimas em matrizes de hidrogel de 2015 a abril de 2025.
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Figura 7- Mapas bibliométricos do campo de imobilizagdo enzimatica em matrizes de hidrogel: (A) mapa
de cocitagdo entre paises/regides, evidenciando as conexdes e a influéncia relativa entre polos geograficos
de pesquisa; (B) mapeamento da rede de cita¢des entre institui¢des, indicando relagdes de influéncia e

intercdmbio cientifico com base nas publicacdes na area.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2026.

Quanto aos autores, a figura 8 identifica os dez nomes mais influentes, enquanto
a figura 9 ilustra a rede de colaboracdo entre eles, destacando a centralidade de
pesquisadores como Jing Tian, Yi Wang e Alexandre Tadeu Paulino na conexdo de

multiplas redes de conhecimento. Sob uma perspectiva de engenharia, essa distribui¢ao
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demonstra que os avancos na imobilizagdo de papaina em hidrogéis estdo diretamente
associados a capacidade de integrar conhecimentos em sintese de materiais,

caracterizagdo fisico-quimica e avaliagdo de desempenho catalitico.

Figura 8 - Classifica¢do dos dez autores com o maior numero de publica¢des sobre imobilizacdo de

enzimas em matrizes de hidrogel entre 2015 ¢ abril de 2025.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2026.
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Figura 9 - Mapa da rede de coautoria e colaboracdo de autores sobre imobiliza¢do de enzimas em

matrizes de hidrogel entre 2015 ¢ abril de 2025. As linhas e cores representam os graus de cooperagao.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2026.

2.3.3 Analise de palavras-chave e clustering tematico

A andlise de coocorréncia de palavras-chave permite identificar os principais
eixos tematicos que estruturam as pesquisas sobre imobiliza¢do de papaina em matrizes
de hidrogel. Os termos mais recorrentes, como imobilizacdo enzimadtica, hidrogéis,
biocatélise, estabilidade, encapsulamento e aplicacdes biomédicas, detalhados na Tabela
1, indicam que a literatura se organiza em torno de trés nucleos principais: materiais,
métodos e aplicacdes. Essa hierarquia visual ¢ confirmada pela nuvem de palavras na

figura 10.
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Tabela 1 - As 10 principais revistas cientificas que mais publicaram sobre imobiliza¢cdo de enzimas entre 2015 ¢ abril de 2025.

Numero de Fator de Quartil na .
Posicao Titulo do periédico NS Percentual (%) Citacao impacto . Indice H
publicacoes (FI) categoria
1 International Journal of 33 6.1 788 9.2 Q1 147
Biological
2 ACS Applied materiais 18 33 553 8.33 Ql 311
& interfaces
3 Chemical Engineering 14 2.6 214 16.89 Ql 309
Journal
4 Biosensors & 11 2.0 505 10.7 Q1 239
Biolectronics
5 Catalysts 11 2.0 192 3.77 Q2 90
6 Carbohtdrate Polymers 10 1.8 439 11.64 Ql 274
7 Sensors and Actuators 9 1.6 460 9.22 Ql 236
B-Chemical
8 Gels 9 1.6 75 5.04 Q2 47
9 Journal of Materials 8 1.5 168 7.57 Ql 148
Chermistry
10 RSC Advances 8 1.5 144 3.9 Q2 210

Fonte: Elaborado pelo autor, 2026.
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Figura 10 - Analise de nuvem de palavras sobre imobilizagdo de enzimas em matriz de hidrogel para

frequéncia de palavras. Numero de palavras = 50.

desradotion (1115-(1eliVeTY hydrosel eads
cantaa usesa vass ejggsan fabrication oreeraten peroridase

e ".I SIa hllllv
hytrogels
Ilmselsor “'“s'nunﬁcaml

sensor
..mentranmem llel'lllnnall:e
derohlsus

s @112 mes .s.u-
enzynieé iriimobilization

immo| Illelmﬁ
=-=f:':fnanonart|cles-'=m°“"‘“

ellllu

Fonte: Elaborado pelo autor, 2026.

O mapeamento de coocorréncia (Figura 11(A)) e a andlise temporal de
sobreposi¢do (Figura 11(B)) mostram a evolucdo de temas consolidados para tendéncias
emergentes. O mapa de densidade (Figura 11(C)) evidencia zonas de alta frequéncia e
hotspots criticos de pesquisa (De Castro Bizerra et al., 2024; Neto et al., 2023). O primeiro
nucleo estd relacionado ao desenvolvimento de matrizes de hidrogel, com énfase em
polimeros naturais e sintéticos, estratégias de reticulacdo e modificacdo superficial. O
segundo nucleo foca em métodos de imobilizacdo, abrangendo encapsulamento, adsor¢ao
fisica e ligacao covalente, frequentemente avaliados quanto a eficiéncia de imobilizagdo
e retencdo de atividade. O terceiro nlcleo envolve aplicagdes biotecnoldgicas, incluindo
biocatalise industrial, processamento de alimentos, sistemas farmacéuticos e

biomateriais.
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Figura 11 - Visualizagdes bibliométricas das tendéncias tematicas em pesquisas sobre imobilizagido
enzimatica em matrizes de hidrogel: (A) analise de coocorréncia de palavras-chave, destacando os
principais agrupamentos conceituais; (B) visualizagdo em overlay, evidenciando a evolugdo temporal e o
surgimento de temas recentes; (C) mapa de densidade de palavras-chave gerado no VOSviewer,

indicando os hotspots e os pontos criticos de maior concentragcdo de pesquisa na area.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2026.

Essa estrutura tematica evidencia que a pesquisa evoluiu de abordagens
predominantemente empiricas para estratégias mais orientadas por engenharia, nas quais

a relagdo entre estrutura do material e desempenho catalitico assume papel central.

2.3.4 Integracio entre materiais, métodos e desempenho

A andlise integrada dos estudos selecionados demonstra que o desempenho da
papaina imobilizada ¢ fortemente condicionado pela sinergia entre o tipo de hidrogel
empregado e o método de imobiliza¢do adotado. Periddicos de alto impacto, como os
listados na Tabela 2, reforcam que hidrogéis com alta porosidade favorecem a difusao,
mas podem comprometer a estabilidade mecanica. O fluxo dessas relagdes entre
instituicdes, termos e paises € consolidado no diagrama de Sankey da Figura 12 (Sales et

al., 2023).
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Tabela 2 - Ranking das vinte palavras-chave mais relevantes mencionadas nos artigos analisados. TLS: Total Link Strength

(Forga Total do Link).

Posicao Palavra-chave Ocorréncia TLS Posicio Palavra-chave Ocorréncia TLS
1 Immo";’llhzatlo 245 941 11 Biocatalysis 38 145
2 Hydrogel 206 805 12 Encapsulation 36 173

Enzyme
3 Immobilizatio 125 434 13 Biosensor 36 135
n

4 enzyme 122 524 14 Entrapment 32 176
5 Stability 72 351 15 Protein 30 132
6 Nanoparticles 68 285 16 Alginate 28 138
7 Lipase 56 230 17 Sensor 27 89

8 Chitosan 48 223 18 Peformance 26 110
9 Adsorption 44 184 19 Removal 25 114
10 Hydrolysis 39 207 20 Oxidase 25 112

Fonte: Elaborado pelo autor, 2026.

Figura 12 - Grafico de trés campos (diagrama de Sankey) mostrando a relagdo entre Palavras-chave
(centro), Afiliagdo (esquerda) e Paises (direita) na pesquisa sobre imobilizacdo de enzimas em matriz de
hidrogel. Nimero de itens representados = 20.
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Sob a perspectiva da engenharia, observa-se esforco crescente no
desenvolvimento de hidrogéis hibridos e compositos capazes de equilibrar esses efeitos,
combinando estabilidade mecanica, controle de porosidade e manuten¢do da atividade
catalitica. Essa tendéncia reflete a busca por sistemas mais robustos, adequados a

aplicagoes repetidas e condi¢des operacionais mais severas.
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24 VISAO GERAL DA IMOBILIZACAO ENZIMATICA DA PAPAINA EM
MATRIZES DE HIDROGEL.

A imobilizacdo enzimadtica tem se consolidado como estratégia essencial para
ampliar a estabilidade, a reutilizacdo e a viabilidade operacional de biocatalisadores em
processos industriais e biomédicos. Embora a catéalise enzimatica ofereca seletividade
elevada, condic¢des reacionais brandas e menor impacto ambiental em comparagdo a rotas
quimicas tradicionais, sua aplicacdo em escala depende do controle de limitagdes como
perda de atividade, instabilidade em variagdes de pH e temperatura, e dificuldades de
recuperagdo da enzima em processos continuos (Galanie; Entwistle; Lalonde, 2020;
Nazor; Liu; Huisman, 2021; Sheldon; Basso; Brady, 2021; Stepankova et al., 2013).
Nesse contexto, os hidrogéis se destacam como matrizes promissoras por fornecerem um
microambiente predominantemente aquoso, com porosidade e grau de reticulagdo
ajustaveis, favorecendo a preserva¢do conformacional de enzimas e a modulacdo de
desempenho catalitico (Meyer; Meyer; Kara, 2022a; Thiele et al., 2014).

Nesse sentido, entre as enzimas que vém sendo estudadas em sistemas de
imobilizacao, a papaina se destaca pelo elevado potencial de aplicagdo e pela ampla
utilizagcdo em diferentes areas industriais (Babalola et al., 2021). Além disso, apresenta
boa atividade catalitica e capacidade de atuar em diferentes condi¢des reacionais, o que
tem contribuido para o aumento do interesse em sua imobilizagdo, especialmente em

matrizes de hidrogel (Hobisch et al., 2020).

2.4.1 Papaina: origem, extrac¢io, estrutura e propriedades funcionais.

A papaina ¢ uma enzima proteolitica pertencente a classe das cisteina-proteases,
obtida principalmente do latex presente na casca do mamao verde (Carica papaya),
espécie da familia Caricaceae originaria da regido caribenha da América Central e
amplamente cultivada em regides tropicais e subtropicais (Babalola et al., 2021; Biswal
et al., 2022). Além da relevancia do latex como fonte de proteases, diferentes partes do
mamoeiro — folhas, frutos, sementes, casca e raizes — sdo descritas como aplicdveis em
usos nutricionais, medicinais e farmacéuticos, indicando a diversidade de compostos
bioativos associados a espécie (Adetobi et al., 2022; Otunba et al., 2021; Santana et al.,
2019).

O latex do mamoeiro ¢ um fluido leitoso produzido por células especializadas

chamadas laticiferos e constitui uma mistura complexa composta predominantemente por
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agua e proteinas, além de alcaloides e compostos fenolicos, contendo também enzimas
hidroliticas — com destaque para hidrolases, lipases e proteases, incluindo papaina e
quimopapaina (Castillo Apaza, 2024; Babalola; Adegboyega, 2024; Thangavel; Albratty,
2023). Funcionalmente, trata-se de um sistema defensivo, associado a protecao da planta
contra herbivoros e infecgdes, o que explica a presenga de enzimas capazes de promover
degradagdo proteica eficiente.

Quanto a extracado, o latex nao ¢ componente predominante do fruto maduro e se
concentra em tecidos especificos do fruto verde, casca, folhas e caule, ndo sendo
detectado na polpa. Assim, a obtencao da papaina ocorre por incisdes no epicarpo de
frutos verdes, sendo frequentemente relatado que frutos mais imaturos fornecem extratos
com maior atividade enzimatica, aspecto relevante para rendimento ¢ desempenho do
biocatalisador (Babalola; Adegboyega, 2024; Zahra et al., 2024). Por se tratar de um
material associado a latex, também existem evidéncias de reatividade cruzada entre latex
de frutas e latex natural de borracha, sugerindo potencial de reagdo em individuos
sensibilizados; contudo, a relagdo ainda demanda investigacao clinica especifica (Gromek
et al., 2024).

Estruturalmente, a papaina na forma precursora (pro-papaina, zimogénio)
apresenta aproximadamente 345 aminoécidos, enquanto a forma madura e ativa contém
212 aminoacidos, com massa molecular em torno de 24.500 Da (Amri; Mamboya, 2012;
Béez-Santos; St. John; Mesecar, 2015; Castillo Apaza, 2024; Babalola; Adegboyega,
2024; Thangavel; Albratty, 2023). A estrutura tridimensional ¢ discutida com base no
codigo PDB 1PPN, frequentemente associada a organizacdo de dominios e ao
posicionamento do sitio catalitico, sustentando interpretacdes sobre especificidade de
substrato e estabilidade conformacional (Baez-Santos; St. John; Mesecar, 2015;
Thangavel; Albratty, 2023). A presenca de pontes dissulfeto e de grupos essenciais a
catalise contribui para a integridade estrutural e para sua resisténcia relativa a condigdes
que tendem a desnaturar proteinas menos estabilizadas.

Do ponto de vista funcional, a papaina apresenta ampla atividade proteolitica e
cliva ligacdes peptidicas adjacentes a aminoacidos hidrofobicos e/ou bésicos, como lisina
e arginina, o que amplia seu espectro de aplicacdes biotecnologicas (Babalola et al., 2021;
Benjamin A; Gboyega E; Samuel E, 2021; Channamade et al., 2021). A literatura
frequentemente descreve faixa de pH favoravel entre 4,5 € 6,7, com relatos de manutengao
de atividade em condig¢des proximas a pH 8 em sistemas especificos, além de resisténcia

em ureia 8 M e metanol 70% (Ayodipupo Babalola et al., 2024a; Babalola; Adegboyega,
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2024). Em termos térmicos, a atividade tende a ser descrita como mais elevada entre 50
°C ¢ 60 °C, com manutencao de atividade até cerca de 70 °C em formas estabilizadas, o
que ¢ particularmente relevante para aplicacdes industriais e para estratégias de
imobilizacao voltadas ao aumento de estabilidade operacional (Markovi¢ et al., 2021).
Apesar de robusta em varios contextos, a papaina pode apresentar sensibilidade a
variag0es ambientais e a determinadas condigdes quimicas, refor¢cando a necessidade de
estratégias de estabilizagdo e reutilizacdo, como a imobilizagcdo (Borella et al., 2016;

Meyer; Meyer; Kara, 2022a).

2.4.2 Hidrogéis: conceito, classificacdo, propriedades e adequacio como suporte.

A catélise enzimatica tem papel central no desenvolvimento de sintese organica e
bioprocessos por aliar seletividade, eficiéncia e operagdo em condigdes brandas,
reduzindo impacto ambiental quando comparada a rotas tradicionais (Galanie; Entwistle;
Lalonde, 2020; Nazor; Liu; Huisman, 2021). Em paralelo, a evolugdo do campo ampliou
o espectro de aplicagdo de enzimas e biocatalisadores, incluindo sistemas com células
inteiras, indicando maturidade tecnoldgica e aumento de possibilidades industriais (Bell
et al., 2021; Faber; Fessner; Turner, 2019; Wohlgemuth, 2021; Yi et al., 2021). Contudo,
limitagdes de estabilidade e de viabilidade operacional em processos continuos
permanecem como barreiras relevantes, motivando o desenvolvimento de estratégias que
controlem o microambiente catalitico e preservem a estrutura funcional das enzimas
(Meyer; Meyer; Kara, 2022a; Sheldon; Basso; Brady, 2021; Stepankova et al., 2013).

Hidrogéis sdo redes poliméricas tridimensionais hidratadas capazes de reter
grandes quantidades de agua sem se dissolver, devido a presenca de reticulagdes fisicas
e/ou quimicas. Em termos funcionais, comportam-se como matrizes porosas que podem
acomodar biomoléculas e oferecer um microambiente compativel com proteinas,
reduzindo estresses mecanicos e contribuindo para preservacao conformacional (Thiele
et al., 2014; Hobisch et al., 2020; Meyer; Meyer; Kara, 2022a). A adequacao de hidrogéis
como suportes decorre da combinacdo entre elevada hidratagdo, biocompatibilidade
(especialmente em matrizes naturais), e possibilidade de ajustar propriedades como
porosidade, grau de reticulagado e responsividade a estimulos (pH, temperatura, luz), o que
permite modular desempenho catalitico e estabilidade operacional (Thiele et al., 2014;
Meyer; Meyer; Kara, 2022a).

Quanto a classificagdo, hidrogéis podem ser categorizados pela origem dos

polimeros (naturais, sintéticos ou hibridos/semissintéticos) e pelo tipo de reticulacao
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(fisica ou quimica). Hidrogéis naturais, baseados em polissacarideos e proteinas, tendem
a apresentar biocompatibilidade elevada e baixa toxicidade, favorecendo aplicacdes
biomédicas e alimentares; entretanto, podem sofrer variacdo de lote, baixa resisténcia
mecanica e maior risco de lixiviagao, o que impulsiona o uso de hidrogéis sintéticos ou
hibridos para maior controle estrutural e robustez (Nie et al., 2021; Thiele et al., 2014;
Meyer; Meyer; Kara, 2022a). Assim, o desenho de um sistema enzima-hidrogel exige
equilibrio entre capacidade de acomodacao (inchaco), retencdo enzimatica, difusdo de
substratos e integridade mecanica, sendo a selecdo do polimero e da quimica de

reticulagdo determinantes para viabilidade e desempenho (Nie et al., 2021).

2.4.3 Técnicas de imobilizacido aplicadas a papaina

A imobiliza¢do enzimética ¢ uma abordagem amplamente utilizada para aumentar
estabilidade, permitir reutilizagdo e facilitar separacdo da enzima do meio reacional,
reduzindo custos e viabilizando processos continuos (Kim et al., 2016; Selvaraj et al.,
2016; Kim et al., 2020). No entanto, a imobilizagdo também pode induzir alteracdes
conformacionais, interagdes descontroladas e perda de atividade catalitica, exigindo
selecdo criteriosa de técnica, suporte ¢ condigdes de processamento (Renata; Wang;
Arnold, 2015; Tacias-Pascacio et al., 2021). No caso da papaina, destacam-se como
estratégias recorrentes adsorcao fisica, ligacdo covalente,
aprisionamento/encapsulamento, agregados enzimaticos reticulados (CLEAs) e
imobilizacdo em nanomateriais.

A adsorcao fisica baseia-se em interacdes nao covalentes (forgas de van der Waals,
interagdes hidrofobicas, eletrostiticas e ligagdes de hidrogénio), apresentando
simplicidade e baixo custo, mas sendo limitada por risco de lixiviagdo sob variacdes de
pH, for¢a idnica e temperatura (Gao et al., 2019; Tacias-Pascacio et al., 2021; Razzaq et
al., 2019). A ligacao covalente promove maior estabilidade e reduz significativamente a
lixiviagdo, porém pode reduzir a atividade catalitica se houver comprometimento do sitio
ativo ou restricdo estrutural excessiva, além de exigir preparo mais complexo do suporte
(Contesini; Melo; Sato, 2018; Sheng et al., 2018). O aprisionamento/encapsulamento
mantém a enzima fisicamente confinada em uma matriz porosa, preservando a estrutura
nativa e favorecendo biocompatibilidade, mas pode impor resisténcia difusional e
apresentar liberagdo gradual da enzima dependendo da porosidade (Barbosa et al., 2015;
Boutureira; Bernardes, 2015; Tacias-Pascacio et al., 2021). CLEAs consistem em

agregados enzimaticos reticulados por agentes como glutaraldeido, sem suporte
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adicional, permitindo alta carga enzimdtica e estabilidade térmica; contudo, podem
apresentar limitagdes difusionais e perda de atividade se as condi¢des de reticulagdo ndo
forem otimizadas (Khan, 2021; Tacias-Pascacio et al., 2021). Por fim, a imobilizagdo em
nanomateriais oferece alta area superficial e, em alguns casos, recuperagao facilitada, mas
pode envolver custos elevados e complexidade de preparacdao, além de restrigdes

regulatorias em aplicagdes sensiveis (Akhgari et al., 2023; Li et al., 2021).
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Tabela 3 — Principais técnicas de imobilizacdo enzimatica aplicadas a papaina: principios, vantagens, desvantagens e exemplos de suportes.

Técnica de
Imobilizacao

Principio

Vantagens

Desvantagens

Exemplos de
Suportes

Ref.

Adsorcao Fisica

Ligacao Covalente

Entrapamento/
Encapsulamento

Fixagdo da enzima por
interagdes fracas
(hidrofobicas,
eletrostaticas, van der
Waals)

Ligagdo quimica da
enzima a  grupos
funcionais do suporte

Inclusdo da enzima em
uma matriz polimérica
porosa

Simples, barata, nao
danifica a enzima

Alta estabilidade

Preserva a atividade
da enzima,
biocompativel

Baixa estabilidade

Pode inativar a
enzima, preparo
mais complexo

Difusdo  limitada,
risco de liberacao da
enzima

Silica, carvao ativado,
argila modificada,
quitosana

Agarose ativada,
nanoparticulas
funcionalizadas,
quitosana

glutaraldeido

com

Alginato, hidrogel de
tamarindo, quitosana

(Baidamshina et al., 2021b)

(Sheng et al., 2018)

(Channamade et al., 2021)
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Agregacgao e

. ~ . ~ . Alta concentragdo Pode ter baixa Glutaraldeido como .
Reticulacao reticulagdo de enzimas C . . (Sogawa; Katashima;
RS X enzimatica, atividade se mal agente reticulante (sem
Enzimatica (CLEAs) entre si, sem suporte s . .. Numata, 2020)
solido estabilidade térmica otimizado suporte externo)
Fixacdo da enzima em Alta area .
. . Nanoparticulas
o~ superficies superficial, controle Custo elevado, ”
Imobilizacao em . L. .’ magneticas, .
. . nanoestruturadas do ambiente técnicas mais (Akhgari et al., 2023)
Nanomateriais s e , . nanocelulose,
(magnéticas, enzimatico,  facil complexas
~ nanotubos de carbono
condutoras etc.) recuperacio

Fonte: Elaborado pelo autor, 2026.
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Além disso, ¢ essencial diferenciar agentes ativadores (que tornam o suporte
reativo) de agentes reticulantes (que conectam enzimas entre si ou reforcam ligagdes
enzima—suporte). O glutaraldeido pode exercer ambos os papéis, explicando seu uso
recorrente em sistemas covalentes e em CLEAs, embora exija controle cuidadoso para

evitar inativagao da enzima (Tacias-Pascacio et al., 2021).

2.4.4 Fatores que afetam a eficiéncia da imobilizacao.

A eficiéncia da imobiliza¢ao depende de parametros que influenciam a quimica
de ligagdo, a conformagdo enzimatica e a arquitetura do suporte (Baidamshina et al.,
2021b). O pH ¢ determinante por controlar a ionizagdo de grupos funcionais envolvidos
na ligacdo e por influenciar diretamente atividade e estabilidade (Zhang et al., 2023). A
literatura distingue pH 6timo (maxima atividade em curto prazo) e estabilidade ao pH
(manutencdo apoés exposicdo prolongada), conceito essencial para interpretar
desempenho sob condi¢des industriais (Zhang et al., 2023). Em sistemas com quitosana,
por exemplo, hé relatos de maior eficiéncia de imobilizacdo em pH alcalino, sugerindo
favorecimento da reatividade de grupos envolvidos na ligagdo covalente; contudo, esse
comportamento depende da matriz e requer otimizacdo especifica (Lei et al., 2004;
Baidamshina et al., 2021b; Holyavka; Goncharova; Artyukhov, 2025).

A temperatura também exerce papel duplo: pode acelerar rea¢des de fixa¢do, mas
em excesso pode desnaturar a enzima. Assim, durante imobilizagdo, deve-se equilibrar
integridade estrutural e eficiéncia de ligagdo, evitando temperaturas elevadas e, a0 mesmo
tempo, prevenindo temperaturas muito baixas que reduzam a cinética de ligacdo e a
eficiéncia de carga (Borella et al., 2016; Furlani et al., 2020; Wahba, 2023). O tempo de
imobilizacdo deve ser suficiente para formagao de ligacdes estaveis, mas nao excessivo
para evitar exposicao prolongada a condi¢des que favorecam inativagao; tempos como 24
h tém sido descritos como adequados em sistemas especificos (Li et al., 2021; Furlani et
al., 2020). A concentragdo enzimatica requer controle, pois valores muito baixos reduzem
carga, enquanto valores elevados podem favorecer aglomeragdo e limitar difusdo do
substrato, reduzindo atividade aparente, sobretudo em suportes com porosidade limitada
(Da Silva Melo et al., 2023).

Por fim, o tipo e a concentracdo de reticulante influenciam diretamente a
estabilidade do sistema e a atividade final. O glutaraldeido ¢ amplamente usado por

formar pontes covalentes com grupos amino, mas seu excesso pode modificar regides
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criticas e reduzir atividade, exigindo otimizagdo fina para equilibrar retengdo e
preservacdo catalitica (Giir; Idil; Aksoz, 2018; Tacias-Pascacio et al., 2020, 2021; Wahba,
2023).

2.4.5 Caracterizacio fisico-quimica e desempenho do sistema imobilizado.

A caracterizagdo fisico-quimica e funcional € essencial para confirmar o sucesso
da imobilizagdo, compreender interagdes enzima—suporte e verificar preservagao da
atividade catalitica e estabilidade operacional (Jain, 2020; Tacias-Pascacio et al., 2021).
Técnicas espectroscopicas como Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de
Fourier (FTIR) permitem identificar alteragdes em bandas associadas a ligacdes e
interacdes apds imobilizagdo, fornecendo evidéncias de acoplamento e mudangas no
microambiente quimico. Medeiros (2023) relatou alteragdes em espectros apos
imobilizacdo de papaina em laponita, sugerindo interagdes fisico-quimicas entre grupos
funcionais da enzima e¢ do suporte (Medeiros, 2023). Técnicas morfologicas como
Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) permitem observar modificagdes
superficiais e preenchimento de poros. Petersohn Junior (2022) descreveu alteragdo
topografica e preenchimento de poros em membranas de nanocelulose bacteriana apds
adsor¢do de papaina, corroborando o processo de fixagdo (Petersohn Junior, 2022).

Andlises térmicas como Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC) e Analise
Termogravimétrica (TGA) permitem avaliar estabilidade térmica e comportamento de
degradacao do sistema. Moreira Filho (2019) observou aumento da temperatura de
desnaturagdo e maior resisténcia a degradagdo térmica para papaina imobilizada em
alginato de calcio, sugerindo estabiliza¢do pela matriz (Moreira Filho, 2019). No ambito
funcional, a atividade residual quantifica a fragdo da atividade original preservada apods
imobilizacao (Homaei, 2015). Petersohn Junior (2022) reportou manutengao de cerca de
81% da atividade ap6s incubacao a 75 °C por duas horas em sistema adsorvido, enquanto
a enzima livre apresentou perda mais acentuada, indicando prote¢do térmica conferida
pelo suporte.

A estabilidade operacional frente a variagdes de pH, temperatura e solventes €
componente-chave para aplicagdo. Medeiros (2023) descreveu manutencdo elevada de
atividade em diferentes condi¢cdes de pH para papaina imobilizada em laponita,
contrastando com perdas mais significativas da forma livre. A reusabilidade é outro
indicador central, pois viabiliza uso em multiplos ciclos. Mishra et al. (2021) observaram

manuten¢do de aproximadamente 81% da atividade apds cinco ciclos em sistema baseado
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em nanoparticulas de oxido de ferro funcionalizadas e fixadas por glutaraldeido,
evidenciando que método e suporte impactam diretamente durabilidade do biocatalisador
(Mishra et al., 2021). Em aplicagdes biomédicas, Melo (2023) descreveu curativos de
quitosana com papaina imobilizada com liberagdo controlada (modelo de Higuchi),
estabilidade térmica e biocompatibilidade, demonstrando relevancia translacional (Melo,
2023). Em sintese, a integrag@o entre técnicas analiticas e ensaios funcionais fornece base
robusta para comparar sistemas e orientar desenho racional (da Silva Melo et al., 2023;

Medeiros, 2023; Moreira Filho, 2019).

2.4.6 Aplicacdes industriais e biomédicas da papaina imobilizada

A papaina ¢ valorizada por sua versatilidade catalitica e ampla aplicabilidade em
setores industriais e biomédicos (Tacias-Pascacio et al., 2021; Lima et al., 2024). Na
industria de alimentos, destaca-se como agente amaciador de carnes, promovendo
degradagdo de proteinas miofibrilares e colagenosas ¢ melhorando textura. Também ¢
utilizada no pré-tratamento de pescados, auxiliando na remocao de proteinas associadas
a odores e alteragdes de textura (Ribeiro et al., 2023; Yu et al., 2023). No setor lacteo,
pode contribuir para coagulagdo do leite e produgdo de queijos, funcionando como
alternativa a enzimas de origem animal (Li et al., 2022; Hao et al., 2024; Kaur; Huppertz;
Vasiljevic, 2024). Na industria cervejeira, a papaina pode atuar na degradagdo de
proteinas turbidogénicas, contribuindo para estabilidade coloidal e clareza (Kheder et al.,
2024).

No setor biomédico, a papaina ¢ amplamente discutida em aplicacdes de
desbridamento enzimatico em feridas e queimaduras, removendo tecido necrosado de
maneira seletiva e favorecendo cicatrizagdo (Dutra et al., 2017; Jurkevicz et al., 2024;
Dos Santos et al., 2023; Lima et al., 2024). A imobilizagdo em hidrogéis € membranas
pode contribuir para estabilizar a enzima, modular liberagdo e reduzir perda de atividade,
o que ¢ especialmente relevante em sistemas de curativos e materiais bioativos (Vicentine,
2017; Melo, 2023). Em paralelo, estudos discutem propriedades antimicrobianas, anti-
inflamatérias e anti-biofilme, fomentando aplicagdes em cosméticos funcionais e
biomateriais (Baidamshina et al., 2021b; Blanco et al., 2023; Vasconcelos et al., 2024;
Venetikidou et al., 2025).
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2.4.7 Desafios de engenharia e critérios para o dimensionamento de sistemas de
imobilizacio.

A implementacdo de sistemas de papaina imobilizada em hidrogéis enfrenta
desafios de engenharia que determinam a viabilidade em escala. Um dos principais ¢ a
transferéncia de massa: a difusao de substratos e produtos pode ser limitada pela estrutura
do hidrogel, reduzindo a taxa aparente de reacdo, especialmente em matrizes densamente
reticuladas ou quando se utilizam substratos de maior tamanho molecular (Meyer; Meyer;
Kara, 2022a; Stepankova et al., 2013). Em processos continuos, essas limitagdes se
intensificam devido a forma¢do de gradientes de concentragdo no interior da matriz,
comprometendo produtividade e previsibilidade.

A lixiviag@o enzimatica ¢ outro problema critico, particularmente em sistemas de
adsorcao e encapsulamento, pois reduz atividade ao longo dos ciclos e pode contaminar
o produto final, o que ¢ sensivel em aplicacdes alimenticias e farmacéuticas (Tacias-
Pascacio et al., 2021). Estratégias de ligagdao covalente, reticulantes multifuncionais e
modificacdes superficiais podem reduzir lixiviagdo, mas exigem controle para evitar
inativagdo do sitio ativo e residuos indesejaveis (Contesini; Melo; Sato, 2018; Sheng et
al., 2018).

A integridade mecénica do hidrogel ¢ determinante, sobretudo em reatores com
agitacdo ou opera¢ao continua. Hidrogéis pouco reticulados tendem a favorecer difusao,
porém sdo mais suscetiveis a deformagao e degradagao; ja hidrogéis altamente reticulados
aumentam resisténcia e retencdo, mas podem intensificar limitacdes difusionais. Assim,
o projeto deve buscar equilibrio entre porosidade, rigidez e estabilidade de longo prazo,
considerando a configuracao do reator, o regime de escoamento € o modo de recuperagao

do biocatalisador (Meyer; Meyer; Kara, 2022a; Shouket et al., 2020).

2.4.8 Lacunas de pesquisa e necessidades de padronizacao.

Apesar do avango, persistem lacunas que limitam a consolidagdo tecnoldgica.
Muitos estudos reportam atividade inicial elevada e poucos ciclos de reutilizagdo, sem
testar condi¢des prolongadas ou regimes proximos ao uso industrial, dificultando
inferéncia sobre durabilidade e custo-beneficio (Moreira Filho, 2019; Tacias-Pascacio et
al., 2021). Também hé auséncia de padronizacdo em protocolos para medir atividade
residual, estabilidade operacional e reuso, o que impede comparagao direta entre sistemas.
Diferencas em substratos, condi¢des de ensaio e formas de célculo de “atividade relativa”

geram variabilidade e fragilizam conclusdes comparativas (Tacias-Pascacio et al., 2021).
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Além disso, hé escassez de estudos em escala piloto e de analises tecnoecondmicas
e de sustentabilidade, limitando avalia¢do real de viabilidade industrial ¢ transferéncia
tecnologica (Sales et al., 2023). Por fim, ainda sdo raras abordagens integradas que
correlacionem quantitativamente propriedades estruturais do hidrogel, cinética
enzimatica e desempenho operacional, lacuna critica para o avango do desenho racional

sob perspectiva de engenharia (Stepankova et al., 2013).

2.4.9 Implicacdes de engenharia e direcdes futuras.

O avango da imobilizac¢do de papaina em hidrogéis demanda abordagem integrada
que combine engenharia de materiais, cinética enzimatica e engenharia de processos. Do
ponto de vista de materiais, hidrogéis hibridos e compdsitos podem equilibrar
biocompatibilidade e controle estrutural, permitindo modular porosidade, reticulagao e
microambiente catalitico (Nie et al., 2021; Yoon et al., 2019). Redes interpenetrantes e
sistemas responsivos a estimulos (pH, temperatura, luz) tém potencial para mitigar
limitagdes difusionais, controlar liberagdo/retensdo e adaptar desempenho a condigdes
variaveis, embora ainda exijam validagdo em contextos mais proximos do industrial
(Thiele et al., 2014; Stepankova et al., 2013).

No ambito de processos, estudos futuros devem priorizar testes de longa duragao,
condi¢des operacionais realistas, integracdo em configuragdes de reatores e padronizagado
de métricas, além de andlises tecnoecondmicas e de sustentabilidade que permitam avaliar
viabilidade e impacto (Selvaraj et al., 2016; Stepankova et al., 2013; Salehipour et al.,
2023). Em sintese, a transi¢dao de abordagens exploratorias para desenho racional guiado
por critérios de engenharia ¢ a via mais consistente para consolidar sistemas de papaina

imobilizada em hidrogéis como solugdes robustas e escalaveis.

2.5 ANALISE PATENTARIA.
A produgdo de patentes relacionadas a imobilizagcdo enzimatica em hidrogéis

reflete a crescente relevancia do tema e funciona como indicador de maturidade
tecnologica: enquanto estudos iniciais tendem a gerar publicagdes cientificas, avangos
com potencial de aplicagdo e transferéncia tecnologica sdo frequentemente protegidos,
visando inovagdo e competitividade (Almeida et al., 2024). Neste trabalho, foi realizada
andlise patentdria no periodo de 2015 a abril de 2025 com foco em tecnologias
envolvendo imobilizagdo de enzimas em matrizes de hidrogel, buscando identificar

volume de depositos, distribuicao institucional e interpretagdo do cenario tecnolégico.
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A pesquisa foi conduzida na base Scopus — Elsevier BV, considerando registros
associados a escritorios internacionais consolidados: United States Patent and Trademark
Office (USPTO), European Patent Office (EPO), World Intellectual Property
Organization (WIPO) e United Kingdom Intellectual Property Office (UKIPO). No total,
foram identificadas 9.910 patentes relacionadas ao escopo de imobilizacdo de enzimas
em hidrogéis no periodo analisado. A Figura 13 apresenta a evolug¢do anual do nimero de

registros, evidenciando crescimento continuo das aplicagdes da tecnologia.

Figura 13 - Grafico mostrando o numero de patentes por ano.
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A distribuicao por escritorio indica forte concentracdo de depositos no USPTO,
com aproximadamente 88,47% dos registros, seguido pelo EPO com cerca de 11%,
enquanto WIPO e UKIPO apresentam percentuais menores (0,35% e 0,25%,
respectivamente). Esse panorama sugere que América do Norte e Europa concentram
maior atividade tecnoldgica no tema, liderando o desenvolvimento de solugdes em
biotecnologia e materiais funcionais. Em termos interpretativos, essa concentragao
reforga que a imobilizagdo enzimatica em hidrogéis possui relevancia que transcende o
interesse académico, configurando-se como tecnologia estratégica para desafios
industriais, ambientais e biomédicos, especialmente na busca por processos mais limpos,

eficientes e reutilizaveis em diferentes setores.
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2.6 CONSIDERACOES FINAIS.

Este estudo apresentou uma andlise bibliométrica abrangente da evolucgdo
cientifica e tecnoldgica relacionada a imobilizagdo de papaina em matrizes de hidrogel
no periodo de 2015 a abril de 2025, integrando evidéncias quantitativas (producao,
citagdes, paises, autores, periddicos e coocorréncia de palavras-chave) com uma sintese
critica orientada pela engenharia de materiais e de processos. Os resultados indicam
crescimento consistente do campo, acompanhado por aumento expressivo do impacto em
citagdes, o que sugere ndo apenas expansao do volume de pesquisas, mas também
consolidagdo do tema como darea interdisciplinar madura, conectando biocatalise,
biomateriais, engenharia quimica e aplicagdes biomédicas.

A analise tematica evidenciou que a literatura se organiza em trés €ixos centrais:
(1) desenvolvimento e modificacdo de hidrogéis (naturais, sintéticos e hibridos) para
controle de porosidade, reticulagio e microambiente catalitico; (ii) estratégias de
imobilizagdo — com predominancia de encapsulamento, adsorcao e ligacao covalente —
avaliadas em termos de eficiéncia de carga, retencdo de atividade e estabilidade; e (iii)
aplicagdes biotecnologicas crescentes, com destaque para usos industriais (alimentos,
cervejaria, téxtil e tratamento de efluentes) e biomédicos (curativos e sistemas de
liberagdo), refletindo o potencial translacional do tema. Em conjunto, esses achados
confirmam que a imobilizacdo em hidrogéis constitui uma rota promissora para mitigar
limitagdes classicas da papaina livre, como autdlise, sensibilidade a variagdes de
pH/temperatura e dificuldades de recuperagdo e reutilizagao.

Contudo, a sintese critica aponta que a transicao do laboratorio para aplicagdes
robustas ainda ¢ condicionada por desafios de engenharia recorrentes. Limitacdes de
transferéncia de massa em redes densamente reticuladas, lixiviagdo enzimatica em
matrizes altamente hidratadas e problemas de integridade mecéanica em regimes
operacionais severos permanecem como gargalos para processos continuos e de longa
duracdo. Soma-se a isso a fragmentagao metodoldgica observada em parte da literatura,
com diferencas significativas em substratos modelo, condi¢des de ensaio, métricas de
atividade residual e protocolos de reuso, dificultando comparagdes diretas e a
identificagdo de “melhores praticas” entre sistemas distintos.

Diante desse panorama, conclui-se que os avangos futuros dependem de uma
abordagem de desenho racional baseada em critérios de engenharia: selecdo de matrizes
(incluindo hidrogéis hibridos e compdsitos), modulacdo de porosidade/reticulagdo para

equilibrar difusdo e retengdo, incorporagdo de estratégias de fixacdo mais controladas e
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validacao em condi¢des mais proximas do uso industrial (testes prolongados, operacao
em reatores, avaliacdo de estabilidade operacional real). Além disso, ha necessidade
urgente de padronizagdo de protocolos e métricas de desempenho (atividade residual,
estabilidade ao pH e a temperatura, lixiviagdo, reuso e produtividade), bem como de
estudos em escala piloto e andlises tecnoecondmicas e de sustentabilidade, para apoiar
decisdes de viabilidade e transferéncia tecnologica.

Por fim, o panorama patentdrio discutido no recorte 2015-abril/2025 reforca a
maturidade tecnolodgica crescente do campo e a relevancia estratégica da imobilizacao
enzimdtica em hidrogéis como plataforma para processos mais limpos, reutilizaveis e
eficientes. Assim, este trabalho contribui ao mapear tendéncias, atores, hotspots e lacunas,
oferecendo uma base objetiva para orientar pesquisas futuras e acelerar o
desenvolvimento de sistemas de papaina imobilizada em hidrogéis com desempenho

reprodutivel, escalavel e alinhado as demandas industriais e biomédicas.
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CAPITULO 3

I'mobilizagdo da papaina em hidrogel de tamarindo:
preparo e avaliagdo da atividade enzimdtica
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RESUMO

A imobilizagdo enzimdatica tem sido amplamente utilizada como estratégia para
aumentar a estabilidade estrutural e a reutilizacdo de biocatalisadores, especialmente no
caso de enzimas proteoliticas como a papaina, que apresenta elevada instabilidade em
solugdo aquosa devido ao processo de autoprotedlise. Nesse contexto, este capitulo teve
como objetivo desenvolver e avaliar um sistema de papaina imobilizada em hidrogel de
tamarindo, utilizando uma matriz polissacaridica obtida a partir da semente do
tamarindo. O hidrogel foi previamente ativado com glutaraldeido e empregado como
suporte para a imobilizagdo da enzima, sendo a atividade enzimatica avaliada por meio
da metodologia de coagulagdo do leite. Os resultados demonstraram que a papaina livre
apresentou rapida perda de atividade ao longo de 24 horas, enquanto o sistema
imobilizado apresentou elevado rendimento de fixacdo (97,9%), indicando forte
afinidade entre a enzima e a matriz polimérica. A andlise por FTIR confirmou a
incorporagdo da papaina ao hidrogel e a preservacdo das bandas caracteristicas da
proteina apds a imobilizagdo. Além disso, o uso do polissacarideo de semente de
tamarindo reforca o potencial de aproveitamento de biomassa regional como suporte
biotecnoldgico sustentavel.

Palavras-chave: Papaina; Imobiliza¢do Enzimatica; Hidrogel de Tamarindo; FTIR;
Atividade Enzimatica.

3.1 INTRODUCAO

A imobilizagdo de enzimas em suportes solidos, como o hidrogel de tamarindo, ¢
a estratégia central deste capitulo de modo a buscar alternativas que superem a instabili-
dade estrutural e a dificuldade de reutilizagdo de biocatalisadores. Diferente do uso em
forma livre, a fixacdo em matrizes poliméricas cria um microambiente protetor que pre-
serva a integridade funcional da proteina frente a variagdes operacionais (Maghraby et
al., 2023). Nesse sentido, busca-se aqui o desenvolvimento de um sistema que simulem
condi¢cdes bioldgicas ideais, garantindo a manutencdo da funcionalidade catalitica em
uma rede tridimensional estdvel (Yuan et al., 2025).

Nesse contexto, a papaina foi selecionada para este estudo devido a sua robustez
e versatilidade em diferentes faixas de pH e temperatura (Bat-Ozmatara; Unlii; Gevrek,
2023). Entretanto, a eficacia do seu preparo depende da superagdo da autoproteodlise, de-
safio este que a imobilizac¢do visa mitigar ao isolar fisicamente as moléculas enzimaticas
(Borella et al., 2018). Assim, o foco desta etapa experimental ¢ converter a enzima livre
em um derivado imobilizado capaz de manter sua estrutura e atividade catalitica por pe-
riodos prolongados (Borella et al., 2016).

Ainda, como suporte utilizado, o hidrogel de tamarindo, foi obtido a partir do xi-

loglucano para atuar como uma matriz de alta hidratacdo e estabilidade reoldgica (De
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Castro Bizerra, 2024). A utiliza¢ao desta biomassa agroindustrial ndo apenas prové um
suporte mucoadesivo eficiente para a carga enzimatica, mas também valida a aplicacdo
biotecnoldgica de um recurso regional (Geethalaxmi et al., 2024; Zeleke et al., 2021). O
preparo deste hidrogel €, portanto, o ponto de partida para a construgdo do sistema cata-
litico proposto.

Para confirmar a interagdo quimica entre a enzima e a matriz, utiliza-se a espec-
troscopia no infravermelho (FTIR). Esta técnica ¢ fundamental neste capitulo para validar
o sucesso do preparo, permitindo identificar as bandas vibracionais das amidas da prote-
ina e as novas ligagdes formadas durante a reticulagdo quimica (Barth, 2007; Furlani et
al., 2020). O FTIR atua, neste estagio, como a prova estrutural de que a papaina foi efeti-
vamente incorporada ao hidrogel sem sofrer desnaturacao.

Para a avaliagdo da atividade enzimatica do sistema resultante, foi conduzida uti-
lizando a metodologia de coagulagdo do leite descrita por Borella e colaboradores (2016).
Este ensaio permite quantificar a eficiéncia do processo de imobilizagdo através da hidro-
lise da caseina, fornecendo dados concretos sobre o rendimento e a estabilidade relativa
do biocatalisador (Borella et al., 2016). Esta analise de bancada ¢ determinante para veri-
ficar se o suporte de tamarindo foi capaz de preservar as propriedades cataliticas da pa-
paina.

Dessa forma, o presente capitulo detalha os procedimentos de sintese e as técnicas
de caracterizacao fisica utilizadas para validar o sistema "papaina-hidrogel". O objetivo ¢
demonstrar a viabilidade técnica deste preparo, estabelecendo a base experimental neces-
saria para a compreensao da eficiéncia catalitica que serd discutida nos resultados a se-

guir.

3.2 MATERIAIS E METODOS
3.2.1 Materiais

A papaina (PPN) foi adquirida pela Exodo Cientifica (Sumaré-SP, Brasil). O
hidrogel de tamarindo (Tamarindus indica) foi fornecido a partir colaboragdo técnica
entre a UNILAB e o Instituto Federal do Ceara — IFCE, Unidade de Limoeiro do Norte.
A solucao de glutaraldeido (GLU) grau II 25% (m/v) foi obtida da Sigma-Aldrich (Sao
Paulo — SP, Brasil). Os demais reagentes utilizados sdo de grau analitico e foram

adquiridos da distribuidora Cequimica (Fortaleza - CE, Brasil).
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3.2.2 Meétodos
3.2.2.1 Preparagdo do suporte de hidrogel de tamarindo

As amostras de hidrogel de tamarindo (TH) (Figura 14), tratavam-se de um
polissacarideo, onde ap6s o aquecimento das sementes e extracdo dele foi produzido o
hidrogel (De Castro Bizerra, 2024). Cerca de 3g de TH foram lavados com excesso de
agua destilada e, com auxilio de um sistema de filtragem (Figura 15), foi retirada o
excesso de umidade e transferidos para o dessecador, contendo silica gel, para a retirada
total da umidade, assim, ap6s secos, os hidrogéis foram pesados e armazenados no

dessecador para finalizar a secagem.

Figura 14 - Hidrogel de Tamarindo

A TRy

Fonte: Elaborado pelo autor, 2026.

Figura 15 - Esquema visual da lavagem do TH.

Fonte: Adaptado de De Castro Bizerra, 2024.
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3.2.2.2 Ativagado do suporte com Glutaraldeido (GLU).

Antes da imobilizagdo enzimatica foi ativado o suporte (TH) para possibilitar a
formagao de ligagdes covalentes com a enzima (PPN), conferindo maior estabilidade ao
sistema (Sousa et al., 2022). Nesse sentido, o glutaraldeido (GLU) foi empregado, pois
promove alteragdes estruturais que impedem a dissolugdo em meio acido além de
potencializar a capacidade de adsor¢dao do material (Oliveira; Fernandes; Carvalho,
2021). As ativagoes com GLU ocorreram, com adaptacdes, segundo a metodologia de
Bizerra (2024) e Soares (2016).

Foram pesados 0,1g de suporte seco de TH e adicionados 1mL de tampao fosfato
de s6dio 100 mmol.L—1 (pH 7), deixando hidratar em carrossel por 15min, e em seguida
adicionados SuL de GLU a 2,5% (v/v). As reacdes foram mantidas sob agitagdo continua
por 1 hora a 25°C. Os suportes ativados foram lavados com 2mL de tampao fosfato de
sodio 100 mmol.L—1 (pH 7), para a remog¢ao do excesso do agente ativador.-O TH ativado

foi colocado no dessecador pelo periodo de 7 dias até secagem completa.

3.2.2.3 Determinagdo da atividade enzimatica da papaina livre

Para avaliar a atividade enzimatica da papaina livre, utilizou-se um método
baseado na coagulagdo do leite, adaptado de Borella ez al. (2016, 2018). O principio da
técnica consiste em monitorar as modificagdes de um substrato proteico ao longo de um
periodo. Preparou-se uma solu¢do enzimatica contendo 0,1g de papaina dissolvida em
10mL de tampao fosfato de sddio (100 mmol-L™, pH 7). Foi obtida uma solucao de leite
desnatado, preparada a partir da dissolugdo de 2,5g de leite em p6 em 100g de dgua, sendo
posteriormente aquecida em banho-maria até¢ 50 °C. Em seguida, as duas solu¢des foram
misturadas na propor¢do 1:1 (v/v) e agitadas até o aparecimento do primeiro indicio de
coagulagdo ou a mistura ficar visivelmente mais clara, aproximando-se da coloracao da
solucao tampao, o que indica a hidrolise proteica. O intervalo de tempo entre a adigdo da
enzima ao leite e a reacdo esperada foi utilizado para o célculo da atividade enzimatica,
expressa em unidades de poténcia de coagulagdo do leite por grama de papaina (UPE), de

acordo com a equagado 1(Borella et al., 2016):

Eq. (1)
1000

UPE =
Ext
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Em que: £ ¢ massa (mg) de solucdo necessaria para precipitar 10 mL do substrato (leite)

no tempo ¢ (min).

3.2.2.4 Imobilizacdo enzimatica

A imobilizagdo da papaina foi realizada, segundo metodologia adaptada de
Bizerra (2024) e Soares (2016), onde foi empregado 0,1 g de cada suporte previamente
ativado (hidrogel de tamarindo + glutaraldeido). Em cada suporte adicionou-se 1 mL de
solugdo de papaina preparada a partir da dissoluc¢ao de 1 g da enzima em tampao fosfato
de sddio 100 mmol-L™" (pH 7). As misturas foram mantidas sob agitacdo continua (60
rpm) a 25 °C, com tempo de contato de 2 horas. Decorrido do intervalo, o suporte
contendo a enzima imobilizada foram separados da fase liquida e submetidos a lavagens
sucessivas com 1 mL do tampao fosfato de sodio 100 mmol-L™* (pH 7), visando remover
moléculas de papaina ndo fixadas. Os derivados obtidos foram entdo preparados para

posterior determinagao da atividade enzimatica.

3.2.2.5 Determinagdo atividade enzimatica apos imobiliza¢do

A determinagdo da atividade enzimatica da papaina imobilizada em hidrogel de
tamarindo foi realizada utilizando o célculo da atividade enzimatica expressa em unidades
de poténcia de coagulagdo do leite por grama de papaina, onde foi analisada a diferenca
entre o0 UPE; e UPEs, conforme equacdo 2 adaptada de Borella e colaboradores (2016) e
De Castro Bizerra (2024). Além disso, esse calculo permitiu definir o rendimento
percentual de imobilizacao.

Eq. (2)

Rendiment ((y)_(UPEi—UPEf) 100
enairmento\ /o) = UPEi X

Onde: UPE; ¢ atividade enzimatica inicial (antes da imobilizacdo) e UPEr ¢ atividade
enzimdtica no sobrenadante ap6s a imobilizacdo (enzima ndo imobilizada). Assim, o
rendimento da imobilizagdo, foi calculado considerando a atividade inicial da enzima
(UPE;) antes do processo e a atividade residual no sobrenadante (UPEf) apds a
imobilizagdo. Logo, o rendimento indica a fragdo da papaina que foi efetivamente fixada
ao hidrogel, mostrando a eficiéncia do suporte em manter a atividade enzimatica no

derivado imobilizado.
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Além das etapas experimentais voltadas a imobilizagdo, avaliacao da atividade
catalitica e caracterizagdo estrutural da papaina no hidrogel de tamarindo, este estudo
incorporou ferramentas computacionais como abordagens complementares. O emprego
de técnicas in silico teve como finalidade ampliar a interpretagdao funcional do sistema
desenvolvido, permitindo investigar, em nivel molecular, possiveis interagdes relevantes
envolvendo a enzima e avaliar cendrios teoricos associados a aplica¢des futuras. Dessa
forma, as analises computacionais foram utilizadas como suporte adicional aos resultados
experimentais, contribuindo para expandir a compreensdao do comportamento da papaina
imobilizada e indicar perspectivas para investigacdes posteriores, especialmente em
contextos biomédicos e de liberacdo controlada. Ressalta-se que tais abordagens nao
substituem validagdes experimentais adicionais, mas agregam subsidios preditivos e

estruturais ao biocatalisador obtido.

3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.3.1 Estabilidade da papaina livre

A andlise da atividade enzimatica da papaina livre apresentou um perfil de
degradagdo acelerado, com redugdo de 86,99% de sua capacidade catalitica em 24 horas,
evidenciando sua elevada instabilidade em meio aquoso. A atividade inicial de 22,22 UPE
reduziu-se para 5,98 UPE apds apenas 6 horas, resultado compativel com o
comportamento descrito por Borella et al. (2016). Segundo os autores, essa perda
acentuada de atividade estd diretamente relacionada ao processo de autoproteolise, no
qual as proprias moléculas da protease promovem a degrada¢do umas das outras,
comprometendo rapidamente a eficiéncia catalitica. Esse fendmeno pode ser visualizado

qualitativamente no ensaio apresentado na Figura 16.
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Figura 16 — Ensaio de coagulagdo do leite: (A) solucdo de leite desnatado; (B) leite acrescido de solugéo

tampao; (C) leite acrescido de solug@o tampao e solugdo de papaina.

Fonte: Elaborado pelo autor, 2026.

Esse comportamento ¢ caracteristico das cisteina-proteases em solugdo aquosa,
conforme amplamente documentado na literatura. Sheng et al. (2018) demonstraram que
a papaina livre perde rapidamente sua atividade em condi¢des ndo protegidas, o que limita
severamente sua aplicabilidade industrial. De modo semelhante, Homaei (2015) observou
que a papaina livre apresenta meia-vida reduzida em comparagdo com formas
imobilizadas, atribuindo essa instabilidade a autoprotedlise e a sensibilidade
conformacional da enzima.

A queda de 32,85% na atividade logo na primeira hora (14,92 UPE), como
demonstrado na Figura 17, reforca as observagdes de Borella et al. (2018) sobre a
fragilidade da enzima em meios semissolidos ou aquosos. Segundo os autores, a
manuten¢do da eficacia terapéutica e catalitica da papaina depende de condi¢des que
preservem sua estrutura terciaria. A utilizacdo do leite como substrato, adaptada de

Borella et al. (2016, 2018), evidenciou que a hidrolise da caseina € comprometida quando
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ndo ha estratégia de protecao, o que limita o uso da forma livre em processos de longa

duragao.

Figura 17 — Atividade enzimatica da papaina pura em 24 h.

22,22 + Atividade Enzimatica
. (UPE)
14,92
&
5,98
*
3.59

N 289

0 1 6 12 24

Periodo em Horas (h)

Fonte: Elaborado pelo autor, 2026.

Estudos recentes corroboram esses achados. Baidamshina et al. (2021) relataram
que a papaina livre sofre degradacdo significativa em poucas horas, enquanto formas
imobilizadas em quitosana mantiveram atividade por periodos prolongados. Ademais,
Tacias-Pascacio et al. (2021) destacaram, em sua revisao, que a instabilidade da papaina
livre ¢ uma das principais motivagdes para o desenvolvimento de estratégias de
imobilizagdo, uma vez que a enzima imobilizada pode reter até 85% de sua atividade

inicial ap6s armazenamento prolongado.

3.3.2 Rendimento de imobilizacio no hidrogel de tamarindo

A eficiéncia da fixacdo da enzima na matriz de tamarindo foi quantificada por
meio do céalculo do rendimento de imobilizagdo, correlacionando a atividade enzimatica
inicial (UPE1) com a atividade residual detectada no sobrenadante (UPEf) apds o periodo
de contato. Ao aplicar a Equacdo (2), obteve-se um rendimento expressivo de
aproximadamente 97,9%. Esse resultado revela que a redugdo da atividade no meio

liquido ndo decorreu da instabilidade natural da enzima, mas de sua efetiva migragao e
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fixacao quase total nos poros do hidrogel. A Tabela 4 apresenta os parametros utilizados
para o calculo do rendimento e as condi¢des experimentais adotadas durante o processo

de imobilizagao.

Tabela 4 — Parametros experimentais e resultado do rendimento de imobilizagdo da papaina.

Categoria Parametro Simbolo Valor Unidade
Atividade enzimatica
o UPE; 22,22 U/mL
inicial
Dados para Atividade residual no
UPEf 0,46 U/mL
calculo sobrenadante
Rendimento de
. - RI 97,9 %
imobilizacao
Massa do suporte — 0,1 g
Volume de solu¢ao
o — 1 mL
enzimatica
Condigoes
Fosfato 100
experimentais Tampao — —
mmol-L™! (pH 7)

Temperatura — 25 °C
Agitagdo — 60 rpm

Fonte: Elaborado pelo autor, 2026.

Esse indice de rendimento demonstra uma performance superior quando
comparado aos achados de De Castro Bizerra et al. (2026), que empregaram o hidrogel
de tamarindo como suporte para a imobilizacdo da lipase Eversa Transform 2.0 (ET2).
Embora os referidos autores destaquem a excelente capacidade de carga e a
biocompatibilidade da matriz de xiloglucano, os valores de eficiéncia catalitica obtidos
para a papaina neste estudo superam os patamares observados para a referida lipase (De
Castro Bizerra et al., 2026). Essa disparidade sugere que a papaina apresenta uma
afinidade quimica ainda mais acentuada pelos grupos funcionais da matriz de tamarindo,
resultando em um aprisionamento quase integral da carga proteica inicial (Borella et al.,
2016).

Essa forte ancoragem pode ser explicada pela elevada densidade de grupos
hidroxila (-OH) e unidades de galactose e xilose que compdem o esqueleto do

xiloglucano, as quais favorecem a formac¢do de uma rede extensa de ligacdes de

74



hidrogénio com os residuos polares expostos na superficie da papaina (De Castro Bizerra
et al., 2026). Adicionalmente, a natureza anfofilica da papaina permite que interagdes
hidrofébicas ocorram com as por¢des menos polares do polissacarideo, promovendo um
ajuste conformacional que estabiliza a enzima de forma mais eficaz do que em sistemas
enzimaticos com menor complementaridade estrutural (Azarkan et al., 2003). O papel do
glutaraldeido como agente reticulante ¢ determinante nesse cendrio, pois estabelece
pontes covalentes entre os grupos amino terminais da enzima e a estrutura do hidrogel,
consolidando a retencao que a afinidade natural ja havia iniciado (Maghraby et al., 2023).
Portanto, a superioridade dos resultados frente aos sistemas de lipases imobilizadas ndo ¢
apenas numérica, mas reflexo de uma sinergia quimica especifica entre a estrutura da
papaina e a arquitetura porosa do hidrogel de tamarindo (Ma et al., 2021).

O polissacarideo de semente de tamarindo (TSP) possui caracteristicas que
favorecem a imobilizacdo enzimadtica, incluindo biocompatibilidade, biodegradabilidade
e ndo toxicidade (Joseph et al., 2012). Conforme demonstrado por Kaur et al. (2012),
solucdes de TSP exibem excelente resisténcia a variagdes de pH (estabilidade em pH 1—
10) e boa termoestabilidade, propriedades benéficas para a manutengdo da atividade
enzimatica sob diferentes condi¢cdes ambientais. Além disso, a alta viscosidade e a
capacidade de retencdo de substancias ativas do TSP (Manchanda et al., 2014) sao
analogas ao seu potencial para retencdo de enzimas dentro da matriz do hidrogel.

Ainda, de acordo com De Castro Bizerra (2024), suportes baseados em
polissacarideos naturais sdo particularmente eficientes para a imobilizagdo enzimatica,
pois as propriedades reologicas do gel permitem elevada carga de proteina sem
comprometer a acessibilidade do substrato ao sitio ativo. No caso da papaina, esse
rendimento de 97,9% ¢ fundamental para a viabilidade econdmica do biocatalisador, pois
garante que a maior parte do insumo enzimatico seja preservada no suporte, evitando
desperdicios. Resultados semelhantes foram obtidos por Wahba (2023), que reportou
rendimentos de imobilizacdo superiores a 90% para papaina em esferas de quitosana
reticuladas com glutaraldeido.

Além da retengdo fisica, a protecdo conferida pelo hidrogel atua mantendo as
moléculas de enzima fisicamente separadas. Esse isolamento € a estratégia mais eficaz
para reduzir drasticamente a taxa de autoproteolise descrita por Borella et al. (2016),
preservando a estrutura tercidria da proteina por periodos muito superiores as 24 horas
em que a enzima livre perde quase a totalidade de sua funcdo. Meyer et al. (2022)

destacaram que hidrogéis proporcionam um ambiente aquoso que mimetiza condi¢des
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fisiologicas, preservando a conformagdo nativa da enzima e oferecendo protegao
mecanica contra tensdes de cisalhamento.

Portanto, a andlise conjunta do rendimento e da estabilidade confirma que o
hidrogel de tamarindo ndo apenas sequestra a enzima com eficiéncia maxima, mas a
transforma em um sistema catalitico robusto e passivel de reutilizagao. Esses resultados
estdo em concordancia com estudos anteriores que demonstraram que enzimas
imobilizadas em matrizes polissacaridicas naturais podem reter at¢ 82,9% de sua
atividade especifica apds cinco ciclos de reutilizagdo (Zhang et al., 2015). Entretanto,
embora ensaios adicionais de reuso e estabilidade operacional prolongada sejam
necessarios para validagdo em escala industrial, os resultados obtidos nesta etapa
demonstram que o hidrogel de tamarindo constitui uma matriz promissora para
imobilizacdo da papaina, reunindo eficiéncia de fixagdo, condigdes operacionais

moderadas e potencial de aplicabilidade biotecnologica.

3.3.3 Caracterizacio por espectroscopia no infravermelho com transformada de

Fourier (FTIR)

A analise por FTIR permitiu comparar os padrdes obtidos com aqueles descritos
na literatura para papaina livre e papaina imobilizada em matrizes poliméricas. No
espectro da papaina pura na Figura 18(a), observaram-se bandas caracteristicas da
estrutura proteica, incluindo o estiramento N—H na regido de 3300-3400 cm ™' e as bandas
de Amida I (~1650 cm™) e Amida II (~1540 cm™).

Segundo Ma et al. (2021), essas bandas representam a assinatura espectral tipica
da papaina, refletindo a integridade de sua estrutura secundéria antes de processos de
imobilizagdo. A banda de Amida I, originada majoritariamente por vibragdes de
estiramento da ligacdo C=0O (contribuindo com 70-85% da energia vibracional) e, em
menor extensao, de grupos C—N (10-20%), ¢ altamente sensivel a conformagao da cadeia
principal (backbone) proteica e aos padrdes de ligacdo de hidrogénio (Barth, 2007). Ja a
banda de Amida II, situada entre 1510 e 1580 cm™, decorre principalmente de
deformacdes N—H no plano (40—-60% da energia vibracional) e vibragdes de estiramento
C-N (18-40%) (Kong; Yu, 2007). Assim, os resultados mostram conformidade com o
perfil espectral amplamente estabelecido para a enzima.

Apos a incorporacdo da papaina ao hidrogel, Figura 18(b), observou-se leve
reduc¢do da intensidade das bandas amida e alargamento da regido entre 3300 e 3400 cm™.

De acordo com Da Silva Melo et al. (2023), essa diminui¢do ¢ indicativa de interacdes
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entre a enzima e grupos hidroxila do polimero, resultando em encapsulamento parcial e
formagao de ligacdes de hidrogénio. Os autores destacam que a preservacao, ainda que
atenuada, das bandas Amida I e II indica que a estrutura da papaina permanece estavel
apo6s a imobilizagdo. Desse modo, o comportamento observado sugere que a enzima foi
incorporada ao hidrogel de tamarindo sem sofrer desnaturacao significativa.

Resultados similares foram reportados por Holyavka et al. (2025), que observaram
que a imobilizagdo de papaina em diferentes suportes preserva as bandas de amida
caracteristicas, indicando manutenc¢ao da estrutura secundaria. Adicionalmente, Li et al.
(2021) demonstraram que a papaina imobilizada em nanolaminas de MXene (Ti:Cz)
manteve suas bandas de amida caracteristicas, confirmando a preservagdo estrutural
durante o processo de imobilizagao.

No espectro da Figura 18(d), a presenga do agente de reticulagdo glutaraldeido
promoveu alteracdes espectrais bem definidas. O hidrogel de tamarindo reticulado
apresentou redugdo acentuada da banda larga de 3300-3400 cm™, compativel com o
consumo de grupos hidroxila e amina durante a formagao da rede polimérica. Mostaraddi
et al. (2023) demonstraram, em sistemas de papaina imobilizada em nanoparticulas
funcionalizadas, que o glutaraldeido provoca diminuicdo dessa banda e aumento de
absorcoes na regido de 1620—-1650 cm™, atribuidas a formacao de ligagdes do tipo imina
(C=N). Esse mesmo comportamento foi observado neste espectro, sugerindo reticulagao
eficiente entre o polimero e o agente reticulante.

A formagdo de ligagdes imina (bases de Schiff) entre grupos aldeido do
glutaraldeido e grupos amino da enzima e do polimero ¢ um mecanismo bem estabelecido
na literatura de imobilizacao enzimatica (Barbosa et al., 2015; Sheldon et al., 2021). Glir
et al. (2018) demonstraram que a otimiza¢do da coimobilizacdo de enzimas com alginato
de sodio e quitosana ativada com glutaraldeido resulta em formagao eficiente de ligagdes
cruzadas, evidenciada por alteragdes espectrais semelhantes as observadas neste estudo.

Além disso, observou-se intensificacao das bandas entre 1100 e 1000 cm™ nos
hidrogéis reticulados, sugerindo maior organizacdo do esqueleto polissacaridico. Dai et
al. (2017), ao estudarem a imobiliza¢do de papaina em hidrogéis de carboximetilcelulose
(CMC), alcool polivinilico (PVA) e silica mesoporosa (SBA-15), relataram que a
reticulagdo promove reorganizagao estrutural detectada por intensificagao dessas mesmas
bandas. Assim, os efeitos observados nos hidrogéis de tamarindo sdo coerentes quando

comparados ao estudo de Dai et al. (2017).
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O espectro do hidrogel lavado na Figura 18(c) desempenhou funcao essencial
como controle negativo. A auséncia total das bandas amida confirmou que os sinais
proteicos observados nas formulagdes contendo papaina derivam exclusivamente da
enzima, ¢ nao da matriz polissacaridica. Esse procedimento segue recomendagdes
metodoldgicas presentes em estudos como o de Ma et al. (2021), que reforcam a
importancia da comparagdo entre matriz pura e matriz funcionalizada para evitar
interpretagdes equivocadas de absorc¢des espectrais.

Dessa forma, os resultados obtidos por FTIR demonstram que a papaina foi
incorporada a matriz de hidrogel de forma eficaz e estavel, preservando suas
caracteristicas estruturais essenciais. Além disso, as alteragcdes observadas apos a
reticulagdo com glutaraldeido confirmam que o processo modifica a arquitetura do
hidrogel, tornando-o mais rigido e organizado, conforme também relatado na literatura

(Furlani et al., 2020).

Figura 18 — Espectros de FTIR das amostras: (a) PPN — papaina pura; (b) TH+PPN — papaina + hidrogel
de tamarindo; (c) TH — hidrogel de tamarindo lavado; (d) TH+GLU — hidrogel de tamarindo

funcionalizado com glutaraldeido.
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3.4 CONCLUSAO

Os resultados obtidos demonstram que a imobilizacdo da papaina em hidrogel de
tamarindo foi eficiente para reduzir a instabilidade estrutural caracteristica da enzima em
solucao aquosa. A papaina livre apresentou perda acentuada de atividade ao longo de 24
horas, evidenciando o impacto da autoproteolise, enquanto o sistema imobilizado apre-
sentou elevado rendimento de fixacao (97,9%) e preservagdo estrutural confirmada por
FTIR. Esses resultados indicam que o hidrogel atuou como um microambiente protetor,
mantendo a integridade da proteina e sua atividade catalitica.

Além da eficiéncia técnica, o sistema desenvolvido reforca o potencial do hidrogel
de tamarindo como suporte biotecnoldgico obtido a partir de biomassa regional. O polis-
sacarideo extraido da semente de tamarindo, frequentemente tratado como residuo agroin-
dustrial, foi convertido em uma matriz funcional capaz de estabilizar a enzima ¢ ampliar
sua vida util. Dessa forma, o trabalho ndo apenas apresenta uma estratégia experimental
viavel, mas também demonstra a valorizagdo de um recurso natural disponivel no semia-
rido nordestino.

Sob a perspectiva da economia circular regional, o biocatalisador proposto pode
ser entendido como parte de um ciclo produtivo simplificado, no qual um residuo agricola
¢ transformado em material funcional, utilizado como suporte para uma enzima com po-
tencial aplicacdo biotecnologica e posteriormente biodegradado sem gerar residuos per-
sistentes. Esse processo evidencia uma alternativa sustentavel baseada no aproveitamento
de biomassa e na agregacao de valor a recursos locais.

Assim, o sistema papaina—hidrogel de tamarindo demonstrou viabilidade técnica,
relevancia ambiental e potencial de aplicagdo em diferentes areas biotecnologicas. Os
resultados obtidos neste capitulo estabelecem uma base experimental consistente para es-
tudos posteriores envolvendo estabilidade catalitica, aplicagdes biomédicas e sistemas de

liberacao controlada.
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CAPITULO 4

Estudo in silico da interagdo da papaina e andlise
computacional da liberagdo controlada
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RESUMO

Este capitulo apresenta a aplicagdo de abordagens computacionais para investigar o
comportamento estrutural, as interagcdes moleculares e o perfil de liberagdo controlada da
papaina em um sistema polimérico. A analise por docking molecular indicou que a

J4

interagdo entre a papaina e a ciclooxigenase-2 ¢ energeticamente favoravel e
estruturalmente vidvel, sendo sustentada por diferentes tipos de interacdes
intermoleculares. As simula¢des de dindmica molecular foram utilizadas para avaliar a
estabilidade estrutural do complexo proteina—proteina ao longo do tempo de simulagao,
mostrando que o sistema permaneceu estavel, sem variagdes conformacionais
significativas. Além disso, a modelagem matematica da liberagdo controlada permitiu
avaliar, de forma preditiva, o comportamento cinético do sistema em diferentes intervalos
de tempo. Os resultados indicaram melhor ajuste do modelo de Higuchi para tempos mais
longos de liberacdo, enquanto o modelo de Korsmeyer—Peppas apresentou melhor
desempenho nos estagios iniciais. No entanto, como os ensaios de liberagdo foram
realizados exclusivamente por meio de simulagdo computacional e com base em uma
matriz polimérica descrita na literatura, torna-se necessaria a validacdo experimental
desses resultados por meio de ensaios de liberagdo utilizando o hidrogel de tamarindo
desenvolvido neste trabalho.

Palavras-chaves: Papaina; Docking Molecular; Dinamica Molecular; Liberacdo
Controlada; Modelagem Matematica.

4.1 INTRODUCAO

O avanco das biotecnologias aplicadas ao semiarido exige que o desenvolvimento
de novos biomateriais, como o hidrogel de tamarindo, seja validado por métodos que
alcancem a resolugdo atdmica (Maghraby et al., 2023). Por mais que os dados de bancada
comprovem a eficiéncia da imobilizacdo, o entendimento real de como a papaina se com-
porta dentro da matriz e como ela interage com potenciais alvos terapéuticos s6 € possivel
através da simulagdo computacional (Hollingsworth; Dror, 2018). Este capitulo dedica-
se ao estudo in silico dessas interagdes, utilizando ferramentas de docking e dinamica
molecular para prever a estabilidade e a funcionalidade da enzima (Yan et al., 2020). A
ideia central ¢ transformar observagdes experimentais em modelos preditivos que expli-
quem a viabilidade bioldgica do sistema desenvolvido (Yuan et al., 2025).

Um dos pilares deste estudo ¢ a analise da interagcdo entre a papaina e a ciclooxi-
genase-2 (COX-2), enzima que desempenha papel fundamental na cascata inflamatéria
(Rouzer; Marnett, 2009). A escolha deste alvo especifico justifica-se pelo interesse em

investigar o potencial anti-inflamatorio da protease vegetal, avaliando se o complexo for-
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mado ¢ energeticamente favoravel (Amri; Mamboya, 2012). Através de modelos compu-
tacionais, busca-se entender se a papaina mantém sua capacidade de reconhecimento mo-
lecular mesmo apds os processos de sintese e reticulacao (Babalola, 2024). Assim, o do-
cking proteina-proteina atua como uma prova de conceito para futuras aplicagdes biomé-
dicas do biocatalisador (Keskin et al., 2008).

Para garantir o rigor cientifico desta etapa, as estruturas moleculares foram rigo-
rosamente preparadas a partir dos coddigos PDB 1CX2 e 9PAP (Kurumbail; Stallings,
1997; Kamphuis; Drenth, 1986). O processo envolveu a limpeza minuciosa de ligantes e
aguas cristalograficas que poderiam gerar falsos positivos nos resultados de afinidade
(Rinaldo; Field, 2003). Além disso, o ajuste dos estados de protonagdo em pH fisiologico
permitiu que as interagdes eletrostaticas fossem simuladas de forma realista (Field et al.,
2000). Todo este cuidado na etapa de preparagdo ¢ o que confere credibilidade a busca
global por conformacdes estaveis (Yan et al., 2017).

O acoplamento molecular foi executado no servidor HDOCK, utilizando o algo-
ritmo de Transformada Rapida de Fourier (FFT) para varrer as possibilidades de encaixe
entre as macromoléculas (Yan et al., 2020). A utilizagdo da FFT ¢ essencial por permitir
uma amostragem exaustiva e rapida das orientagdes espaciais, localizando os vales de
menor energia potencial (Yan et al., 2017). O sistema utiliza fun¢des de pontuagido que
equilibram parametros fisicos e estatisticos para classificar os melhores modelos de inte-
racdo (Ormeno; General, 2024). Ao final, o complexo com a melhor pontuagao foi sele-
cionado por demonstrar a maior complementaridade geométrica e relevancia biologica
(Yan et al., 2020).

Complementando o estudo de interacdo, a analise computacional da liberagao con-
trolada foi fundamentada em modelos matematicos que descrevem o transporte da enzima
através do gel (Peppas; Sahlin, 1989). Como a liberagdo ¢ um processo dindmico, o uso
de equacdes cinéticas permite prever o comportamento do sistema ao longo de dias ou
semanas (Genier et al., 2025). O mapeamento das interacdes identificado pelo PLIP ajuda
a explicar, em nivel quimico, por que certas taxas de liberagdo sdo observadas (Schake et
al., 2025). Identificar se a difusdo ou a relaxag@o da matriz governa o processo ¢ vital para
o design de novos hidrogéis (Korsmeyer et al., 1983).

Por fim, a estabilidade temporal do sistema foi validada por simulagdes de dina-
mica molecular de 100 ns (Abraham et al., 2015). Pardmetros como o desvio quadratico
médio (RMSD) e as flutuagdes residuais foram monitorados para assegurar que a intera-

¢do ndo fosse apenas um evento momentaneo (Maruyama et al., 2023). Essa integragdo
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entre o docking, a dinamica e a modelagem matematica de liberacdo oferecem uma visao
360 graus do biocatalisador (Bolz et al., 2025). Com isso, fecha-se o ciclo tedrico neces-
sario para validar o hidrogel de tamarindo como uma plataforma eficiente para a entrega

controlada de enzimas (Genier et al., 2025).

4.2 METOGOLOGIA

4.2.1 Docking molecular e analise de interacoes.

Como etapa complementar as analises experimentais de imobiliza¢ao da papaina
no hidrogel de tamarindo, foram empregadas abordagens computacionais com o objetivo
de ampliar a compreensdo estrutural e funcional da enzima. A incorporagdo do docking
molecular buscou investigar a plausibilidade de intera¢des proteina—proteina envolvendo
a papaina e alvos bioldgicos de interesse, permitindo explorar potenciais aplicagdes do
biocatalisador desenvolvido além do contexto catalitico experimental. Nesse sentido, foi
conduzido o docking molecular entre a papaina e a ciclooxigenase-2 (COX-2), proteina
associada a processos inflamatorios, com o intuito de avaliar parametros de afinidade,
estabilidade e possiveis regides de interagdo. Essa abordagem fornece subsidios tedricos
sobre o comportamento molecular da enzima, complementando os resultados experimen-

tais obtidos e contribuindo para uma interpretagdo mais ampla do sistema estudado.

4.2.2 Preparacio das proteinas

As estruturas tridimensionais das proteinas empregadas neste estudo foram
obtidas a partir do Protein Data Bank (PDB) e submetidas a procedimentos padronizados
de preparagdo estrutural previamente ao docking molecular. A enzima ciclooxigenase-2
(COX-2; prostaglandina sintase-2) foi considerada como receptor, enquanto a enzima
papaina foi utilizada como ligante enzimatico. As estruturas cristalograficas
correspondentes foram recuperadas sob os cddigos PDB 1CX2 para a COX-2 (Kurumbail
e Stallings 1997) e 9PAP para a papaina (Kamphuis e Drenth 1986), ambas determinadas
por difragdo de raios X.

A preparacdo das estruturas envolveu a remocao de moléculas de agua
cristalografica, ions e ligantes ndo essenciais, incluindo o inibidor sintético co-
cristalizado na estrutura da COX-2, a fim de evitar interferéncias no processo de
acoplamento molecular. Adicionalmente, foi realizada a inspecao de residuos ausentes e

a definicdo de estados de protonacdo compativeis com condic¢des fisiologicas de pH.
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Hidrogénios polares foram adicionados tanto ao receptor quanto ao ligante, garantindo
uma descricdo adequada das interagdes eletrostaticas e das ligagdes de hidrogénio
(Rinaldo, Field; 2003). Essas etapas sdo fundamentais para assegurar a qualidade

estrutural e a confiabilidade dos resultados obtidos por métodos computacionais.

4.2.2.1 Docking molecular

O docking molecular proteina—proteina foi realizado utilizando o servidor
HDOCK, um método hibrido que combina busca global baseada em FFT (Fast Fourier
Transform) com fungdes de pontuacao derivadas de potenciais estatisticos e fisicos (Yan
et al. 2017, 2020). O algoritmo FFT permite uma amostragem eficiente do espago
conformacional, identificando rapidamente as melhores orientagdes geométricas entre as
moléculas antes do refinamento energético. O HDOCK ¢ particularmente adequado para
sistemas proteina—proteina, pois permite tanto docking guiado por template quanto
docking ab initio, apresentando desempenho compardvel ou superior a métodos
consagrados na literatura. O complexo com melhor pontuacgio energética foi selecionado
para analises subsequentes, considerando critérios de complementaridade geométrica e

plausibilidade bioldgica.

4.2.2.1.1 Analise das interagdes proteina-enzima

Apds a obtencdo do complexo COX-2/papaina, a caracterizagdo detalhada das
interagdes intermoleculares foi realizada por meio do Protein—Ligand Interaction Profiler
(PLIP) (Schake et al. 2025). Embora originalmente desenvolvido para analises proteina—
ligante, o PLIP tem sido amplamente empregado para a identificacdo automatica e
padronizada de interagcdes ndo covalentes em interfaces proteina—proteina (Bolz et al.
2025). O servidor permite a deteccdo precisa de ligacdes de hidrogénio, interagdes
hidrofobicas, interagdes eletrostaticas, contatos de van der Waals e interagdes aromaticas,
fornecendo distancias geométricas e residuos envolvidos.

As interagdes identificadas foram analisadas considerando critérios geométricos
amplamente aceitos, nos quais distancias inferiores a 3.5 A indicam interacdes fortes e
direcionais, enquanto distincias entre 3.5 e 5.0 A sio associadas a contatos hidrofobicos
e interagoes de van der Waals. A identifica¢dao de residuos recorrentes na interface foi
utilizada para inferir possiveis hotspots de interacdo, frequentemente associados a

estabilidade do complexo e a relevancia funcional da associagdo proteina—proteina.
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Os dados de simulagdo com as principais interagdes receptor-ligante foram visualizados

no Pymol (DeLano 2014) e ChimeraX (Pettersen et al. 2021).

4.2.2.1.2 Dinamica molecular
As simulagdes computacionais foram realizadas por meio do método de dinamica

molecular (DM) utilizando o programa Gromacs versao 2021.4 e consistiram em 3 etapas.
Na primeira etapa os sistemas foram minimizados usando o algoritmo steepest descent de
modo a evitar atomos sobrepostos ou muito proximos (Wardi 1988; Petrova and Solov’ev
1997; Cai et al. 2016). Em seguida, a segunda etapa concentrou-se em equilibrar os
sistemas para a temperatura (NVT) e pressdo (NPT) de interesses, 25 °C e 1 atm,
respectivamente (Ormefio and General 2024). O termostato Berendsen e o barostato
Parrinello-Rahman foram usados nas etapas NVT e NPT, respectivamente (Lemak and
Balabaev 1994; Ulz 2013). As etapas de equilibrio tiveram um tempo de 5 nanossegundos
(ns) cada. Por fim, foi realizada a ultima etapa, chamada producdo, com um tempo de
simulagdo de 100 ns. A partir dessa ultima etapa foi obtida a trajetéria do comportamento
do sistema da qual foi feita toda a andlise de interagdes interatdmicas. O tamanho do passo
para todas as etapas de equilibrio e producgdo foram de 2 femtossegundos (ft) (Field et al.
2000).

A estabilidade de cada sistema foi averiguada por meio do Root Mean Square
Deviation (RMSD), que apresenta as mudancas de posi¢cdes em relagdo a um conjunto de
posicdes de referéncia (Maruyama et al. 2023). As interagcdes foram analisadas usando a
fun¢do de distribuicao radial e fungdo de distribuicao espacial (Kulinska et al. 2000).
Além disso, as ligagdes de hidrogénio e interagdes hidrofobicas foram apresentadas
quando formadas durante a trajetoria gerada na simulagdo. A visualizagdo das estruturas
e suas posigoes resultantes da simulagao foram realizadas no programa VMD (Humphrey

et al. 1996). Os graficos foram gerados usando o programa Qtrace (Turner 2005).

4.2.2.2 Ensaio in silico de liberacdo controlada.

Para o ensaio de liberagdo controlada, optou-se por empregar a abordagem
computacional (in silico), baseado em modelagem matemadtica e simulacdo numérica do
comportamento de liberagdo controlada da papaina a partir de matrizes poliméricas do
tipo hidrogel. As andlises foram realizadas exclusivamente a partir de parametros
cinéticos reportados na literatura, sem a execu¢do de experimentacdo propria (Helton;

Davis, 2003; Saltelli ef al., 2008).
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Quanto ao sistema de estudo e fonte dos dados, devido a inexisténcia de
parametros cinéticos quantitativos na literatura reportados para o sistema hidrogel de
tamarindo—papaina, adotou-se como referéncia para essa andlise, o sistema de hidrogel
de quitosana reticulado com glutaraldeido contendo papaina (Vasconcellos; Goulart;
Beppu, 2011). Os parametros cinéticos utilizados foram extraidos do estudo de Genier et
al. (2025), conduzido em PBS pH 7.4, a 35 °C, com acompanhamento da liberagdo por
até 30 dias.

Assim, essa abordagem possibilitou a aplicacao rigorosa de modelos matematicos
consolidados e a analise sistematica da influéncia dos parametros cinéticos sobre o
comportamento de liberagdo, constituindo base metodoldgica para o desenvolvimento

desse estudo, usando o hidrogel de tamarindo.

4.2.2.2.1 Modelos matematicos de liberagao controlada
A liberagdo da papaina foi descrita por meio de trés modelos semiempiricos
utilizados na literatura para sistemas poliméricos de liberagdo controlada Genier et al.

(2025).

e Modelo de Higuchi: Este modelo descreve a liberagdo do composto go-
vernada predominantemente por difusdo Fickiana (processo no qual o
composto se desloca da regido de maior para a de menor concentragao, em
funcao do gradiente de concentragdo) em matrizes solidas, sendo aplicavel
principalmente as fragdes iniciais do processo de liberacdo. A equacao ¢

dada por:

Eq. (3)

em que M;/M,, representa a fracdo liberada no tempo t, ky ¢ a constante

cinética de Higuchi (h™'/?) e t é o tempo (Higuchi, 1961; Higuchi, 1963).

e Modelo de Korsmeyer—Peppas: O modelo baseia-se em uma lei de po-

téncia, sendo adequado para descrever a liberagdo do composto em siste-
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mas poliméricos nos quais atuam simultaneamente os mecanismos de di-
fusdo e relaxacdo da matriz, considerando estruturas com geometria defi-

nida. A equagdo utilizada foi:

Eq. (4)

%:k.tn
M

(0]

onde k ¢ a constante cinética e n € o expoente de liberacao, indicador do
mecanismo dominante. Assim, para sistemas com geometria cilindrica,
valores de n < 0,45 indicam predominancia de difusdao Fickiana
(Korsmeyer et al., 1983; Ritger; Peppas, 1987). Para melhores resultado,

neste estudo, o expoente n foi mantido fixo conforme descrito na literatura.

Modelo Parabélico de Peppas—Sahlin: Este modelo permite analisar se-
paradamente os dois principais mecanismos responsaveis pela liberagao
do composto a partir da matriz polimérica: a difusdo, relacionada ao trans-
porte do ativo através da rede do polimero, e a relaxagdo, associada as
mudangas estruturais da matriz durante o processo de liberagdo. Conside-
rando as simplificagdes normalmente adotadas para sistemas poliméricos,
assume-se que esses mecanismos sejam predominantes, o que facilita a

interpretagdo dos resultados experimentais. A equacao empregada foi:

Eq. (5)

M,
M—OOZKP'\/E‘Fb't

em que K, representa a contribuigdo difusional e b representa a
contribuicdo associada a relaxa¢do ou reorganizacdo estrutural da matriz
polimérica. Ainda, quando apresentados, os valores negativos de b podem
indicar fendmenos como reorganizagdo da rede ou readsor¢do do soluto

(Peppas; Sahlin, 1989).
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4.2.2.2.2 Simulagdo Computacional, Analise de Sensibilidade e Critérios de Validagao.

As equagdes dos modelos foram implementadas em ambiente Python (versdao
3.10+), utilizando bibliotecas cientificas para calculo numérico, analise estatistica e
visualizagao grafica. O intervalo de simulacdo compreendeu até 30 dias, com
segmentagao temporal uniforme. A influéncia dos parametros cinéticos sobre os perfis de
liberagdo foi avaliada por meio de andlise de sensibilidade global, com amostragem
sistematica do espaco paramétrico, conforme recomendagdes para propagacdo de
incertezas em sistemas complexos (Helton; Davis, 2003; Saltelli et al., 2008).

Os perfis simulados foram submetidos a critérios de viabilidade, sendo
considerados adequados aqueles cuja fracao de liberagao acumulada situou-se entre 80%
e 95%, intervalo adotado com base em praticas usuais de avaliagdo de sistemas de
liberacdo controlada (FDA, 1999). A anélise abrangeu dois cendrios temporais: 24 horas,
para aplicacdes de curto prazo, e 30 dias, para sistemas de liberacdo prolongada.
Complementarmente, foram calculadas estatisticas descritivas e tempos caracteristicos de
liberagdo, permitindo a comparagdo entre os modelos matematicos e a identificagdo de
regides do espaco paramétrico associadas a comportamentos otimizados.

Para assegurar a consisténcia fisica e a reprodutibilidade dos resultados,
aplicaram-se procedimentos de validagdo numeérica, incluindo a restricdo da fragdo
liberada ao intervalo fisico admissivel 0 < M;/M,, <1 e a verificagdo estrita da

monotonicidade da liberagao acumulada ao longo do tempo.

43 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.3.1 Analise das interacées entre os residuos do receptor e do ligante

A interagcdo molecular entre a enzima ciclooxigenase-2 (COX-2), um alvo central
na biossintese de prostaglandinas pro-inflamatorias, e a enzima papaina, uma cisteino-
protease vegetal com propriedades anti-inflamatorias descritas na literatura, foi
investigada por meio de docking molecular proteina—proteina (Keskin et al., 2008; Sim et
al., 2025). A andlise revelou uma interface de contato bem definida, sustentada por um
conjunto balanceado de interacdes eletrostaticas, ligacdes de hidrogénio e contatos
hidrofobicos, sugerindo um complexo estruturalmente estavel e potencialmente relevante
do ponto de vista funcional (conforme ilustrado na Tabela 5 e na Figura 19).

A papaina ¢ tradicionalmente utilizada para aliviar dor, inchaco e inflamagdo, com
estudos confirmando sua eficacia na reducao de inflamacao associada a condi¢cdes como

cirurgia dental e problemas articulares (Rakhimov, 2000; Amri; Mamboya, 2012). Sua
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acdo anti-inflamatoria € parcialmente atribuida a sua capacidade de degradar proteinas, o
que pode prevenir o desenvolvimento ou propagacdo da inflamacdo pela quebra de
substancias mensageiras, receptores celulares e anticorpos de natureza proteica (Babalola,
2024).

Os residuos da COX-2 localizados nas cadeias A e D participam ativamente da
interface de intera¢do, com destaque para Arg 428A, Gln 583A, Lys 175D, Glu 179D,
Arg 185D, Glu 186D, Tyr 262D e His 278D, os quais apresentam caracteristicas quimicas
favoraveis a formagdo de ligagdes de hidrogénio e interacdes eletrostaticas (Rouzer;
Marnett, 2009). Esses residuos sdo frequentemente associados a estabilizacdo de
complexos proteina—proteina e a modulagdo da afinidade molecular em sistemas
bioldgicos. Conforme demonstrado por Orlando et al. (2015), residuos polares e
carregados sdo fundamentais para a estabilizacdo de interfaces proteina—proteina,
contribuindo significativamente para a energia livre de ligagao.

Adicionalmente, residuos hidrofobicos como Phe 187D, Met 196D, Leu 294D,
Val 295D e Ile 279D contribuem para a complementaridade estrutural da interface,
favorecendo o empacotamento molecular e a redugdo da exposi¢ao ao solvente. Estudos
de Janin et al. (2008) demonstraram que interfaces proteina—proteina tipicamente
apresentam uma combinacdo de regides hidrofobicas cercadas por residuos polares,
padrdo observado no complexo COX-2/papaina.

No ligante, a papaina, os residuos Ser 21A, Arg 58A, Asn 64A, Tyr 67A, Trp 69A,
Gln 114A e Arg 111A desempenham papel central na interagdo com a COX-2, atuando
como doadores e aceitadores de ligagdes de hidrogénio, além de participarem de
interacoes eletrostaticas (Azarkan et al., 2003). Paralelamente, residuos hidrofobicos
como Val 91A, Ala 137A e Phe 207A reforgam a estabilidade do complexo por meio de
interacdes de van der Waals, um mecanismo recorrente em interfaces proteina—proteina
biologicamente relevantes.

Estudos recentes demonstraram a capacidade da papaina em inibir a expressao de
COX-2. Jiang et al. (2018) evidenciaram que a papaina pode atenuar a ativagdo de
monocitos por inibi¢ao da expressdo de COX-2, operando por meio da regulagio das vias
de sinalizacdo MAPKs e¢ PI3K/Akt. Adicionalmente, extratos de casca de mamao
demonstraram reduzir a atividade de COX-2, sugerindo este como um mecanismo para
seus efeitos anti-inflamatérios (Nguyen et al., 2013).

As interagdes intermoleculares mais significativas incluem ligagdes de hidrogénio

e contatos eletrostaticos entre Arg 428A—Gln 114A (3,06 A), Gln 583A—GlIn 114A (2,997
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A), Lys 175D-Arg 58A (2,760 A) e Glu 179D-GIn 92A (4,710 A). Distancias inferiores
a3,5 A indicam interagdes fortes e direcionais, enquanto contatos entre 3,5 ¢ 5,0 A, como
observado para algumas interagdes envolvendo Glu 179D, sugerem contribuicdes
adicionais de natureza eletrostatica e de van der Waals (Jeffrey, 1997). Interagdes
hidrofdbicas relevantes, como Phe 187D—Ser 21A (3,158 A), Met 196D—Ala 137A (4,294
A) e Leu 294D-Tyr 67A (2,935 A), reforcam a organiza¢io estrutural da interface e
contribuem para a estabilidade conformacional do complexo.

Do ponto de vista funcional, a recorréncia de Gln 114A da papaina como residuo
central de ancoragem, interagindo com multiplos residuos da COX-2, sugere seu papel
como hotspot de interagdo (Vane et al., 1998). De modo semelhante, Arg 428A da COX-
2 destaca-se como um residuo-chave na estabilizagdo do complexo por meio de pontes de
hidrogénio. Clackson e Wells (1995) demonstraram que #hotspots de interacdo
frequentemente envolvem residuos de tirosina, triptofano e arginina, os quais contribuem
desproporcionalmente para a energia de ligagao.

Em conjunto, os resultados sugerem que a interagdo entre COX-2 e papaina ¢
estruturalmente favoravel e pode estar associada a modulacao da atividade inflamatoria,
possivelmente por interferéncia direta ou indireta na fun¢ao catalitica da COX-2. Embora
esses achados fornecam base molecular robusta, estudos adicionais, como simulac¢des de
dindmica molecular e validacGes experimentais, sdo necessarios para confirmar a

estabilidade do complexo e esclarecer suas implicagdes biologicas (Keskin et al., 2008).
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Tabela 5 - Principais interagdes intermoleculares identificadas no docking molecular entre a enzima
COX-2 (receptor) e a papaina (ligante), indicando os residuos envolvidos e as respectivas distancias
interatomicas (A). DistAncias inferiores a 3,5 A sugerem interacdes fortes, enquanto valores entre 3,5 e

5,0 A indicam contatos de van der Waals ou interagdes eletrostaticas de menor intensidade.

Residuo do receptor

Residuo do ligante (Papaina) Distancia (A)
(Cox-2)
Arg 428A Gln 114A 3.060
Gln 583A Gln 114A 2.997
Lys 175D Arg 58A 2.760
Glu 179D Gln 92A 4.710
Glu 179D Gln 93A 4.806
Glu 179D Tyr 94A 4.792
Phe 187D Ser 21A 3.158
Met 196D Ala 137A 4.294
Leu 294D Tyr 67A 2.935
Tyr 262D Phe 207A 3.196
Arg 185D Ser 21A 2.145
Ile 279D Gln 112A 2.400
Arg 307D Tyr 197A 2.268

Fonte: Elaborado pelo autor, 2026.
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Figura 19 — Complexo COX-2/papaina obtido por docking molecular. No topo, estruturas antes ¢ apds o acoplamento (papaina em magenta e COX-2 em verde).

Abaixo, ampliagdo da interface destacando residuos e interagdes principais: ligagdes de hidrogénio, hidrofobicas e n—n, responsaveis pela estabilidade do complexo.

----- H-Bonds
Hydrophobic interactions

----- - StackingP

..... 1 - StackinaT

D= ARG-307

GLU-260

Fonte: Elaborado pelo autor (2026).

96



4.3.2 Dinamica molecular

Um complexo proteina—proteina pode ser descrito como um sistema termodina-
mico dindmico, onde a estabilidade ¢ governada por trocas energéticas e interagdes inter-
moleculares continuas com o solvente (Arcon et al., 2017). No contexto deste estudo, ¢
fundamental considerar que a imobilizagdo em matrizes poliméricas ndo anula essas pro-
priedades, mas cria um microambiente onde as for¢as ndo covalentes e os processos de
transferéncia de calor entre moléculas e ions continuam a ditar a conformacgao proteica
(Beretta, 2020). De acordo com os principios da termodinamica, a estabilidade observada
nas simulacdes sugere que a enzima mantém sua integridade estrutural mesmo sob as
condi¢des impostas pelo sistema de suporte (Abraham et al., 2015). Assim, a analise da
trajetoria molecular permite compreender como a energia livre do sistema se comporta
diante das restrigdes impostas pela vizinhanca quimica do hidrogel (Hess et al., 2008).

Com o objetivo de investigar esse comportamento, simulagdes de dinamica mole-
cular foram empregadas utilizando o pacote GROMACS, permitindo avaliar se a matriz
de xiloglucano imporia restri¢des estéricas capazes de comprometer a interagdo com a
COX-2 (Abraham et al., 2015). Embora a imobilizagdo limite a difusdo rotacional da pa-
paina, a porosidade caracteristica do hidrogel de tamarindo e a flexibilidade das cadeias
de xiloglucano permitem que a enzima preserve sua capacidade de reconhecimento mo-
lecular (De Castro Bizerra et al., 2026). Essa abordagem elucida que, longe de ser um
impedimento estérico intransponivel, o suporte atua como um estabilizador conformaci-
onal que mantém os sitios de interacdo expostos e acessiveis ao alvo terapéutico (Hol-
lingsworth; Dror, 2018). Dessa forma, a simulacdo demonstra que o biocatalisador imo-
bilizado mantém um potencial de interacdo comparavel ao da enzima livre, garantindo a
manuten¢do da relacdo entre estrutura e funcao bioldgica (Du et al., 2016).

Além das questdes de posicionamento espacial, € preciso considerar que a eficacia
terapéutica da papaina depende da manuteng¢ao da triade catalitica em uma conformagao
funcional, mesmo quando restrita pela matriz (Azarkan et al., 2003). A analise da Area
de Superficie Acessivel ao Solvente (SASA) sugere que, embora a enzima esteja ancorada
ao xiloglucano, suas regides de interface criticas permanecem expostas, permitindo que
o reconhecimento molecular da COX-2 ocorra sem impedimentos estéricos significativos
(Maruyama et al., 2023). Essa preservacao da acessibilidade ¢ favorecida pela organiza-
¢do das cadeias do polissacarideo de tamarindo, que formam canais porosos amplos o
suficiente para a difusdao de macromoléculas de interesse bioldgico (De Castro Bizerra et

al., 2026). Portanto, a imobiliza¢do ndo atua como uma barreira ao potencial terapéutico,
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mas como um suporte que orienta a enzima, minimizando o autodesdobramento e poten-

cializando a estabilidade do complexo proteina-proteina (Hollingsworth; Dror, 2018).

4.3.2.1 Minimiza¢do de energia inicial

A etapa de minimizacdo promoveu reducao rapida e consistente da energia
potencial em todos os complexos proteina—proteina (Figura 20). A minimizagdo de
energia ¢ etapa essencial na preparacao de sistemas proteina—proteina, pois visa eliminar
contatos estéricos desfavoraveis e tensdes estruturais introduzidas durante o docking
(Lemkul, 2018). No presente estudo, a minimiza¢ao inicial do complexo COX-2/papaina
resultou em redugdo acentuada da energia potencial do sistema, conforme observado no
perfil energético obtido no GROMACS, indicando rapida reorganizacdo estrutural dos
atomos nas regides mais flexiveis e, principalmente, na interface de interacdo entre as
proteinas.

A queda pronunciada da energia nos estagios iniciais esta associada a remogao de
sobreposigdes atomicas e interagdes repulsivas de curto alcance, enquanto a estabilizagio
gradual da energia em valores mais negativos reflete a convergéncia do sistema para um
minimo energético local. Esse comportamento ¢ tipico de sistemas biomoleculares
adequadamente relaxados e sugere que interacdes ndo covalentes, como ligagdes de
hidrogénio, interacdes eletrostaticas e forcas de van der Waals, passaram a governar a
estabilidade do complexo (Valverde, 2001; Karplus; McCammon, 2002).

A auséncia de flutuagdes abruptas apos a fase inicial de relaxamento indica que o
complexo se encontra estruturalmente estavel e livre de artefatos geométricos, condi¢ao
necessaria para a execucao confiavel das etapas subsequentes de equilibrio e produgdo
em dindmica molecular. Dessa forma, a minimiza¢do de energia assegura descricdo
fisicamente realista do sistema, fornecendo base robusta para a andlise da estabilidade
conformacional e das interagdes proteina—proteina ao longo do tempo (Hess et al., 2008;

Lemkul, 2018).
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Figura 20 — Variagdo da energia potencial durante a minimizagao do complexo receptor COX-2 e a
enzima papaina. Observa-se queda rapida inicial e estabilizagdo em ~1000—1200 ps, com diferencas finais
pequenas entre os ligantes. As curvas sdo sobrepostas, indicando auséncia de tensdes locais relevantes

apos o preparo dos sistemas.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2026.

4.3.2.2 Equilibragdo 1 — Temperatura (NVT)

Apds a minimizagao de energia, o complexo proteina—proteina foi submetido a
etapa de equilibragdo em ensemble NVT com o objetivo de estabilizar a temperatura do
sistema antes da fase de produgao. O perfil térmico obtido indica curto regime transiente
nos primeiros instantes da simulagdo, correspondente ao ajuste das velocidades atomicas
e a redistribuicao da energia cinética imposta pelo termostato. Em seguida, a temperatura
oscilou de maneira estdvel em torno do valor-alvo de 300 K, sem apresentar deriva
sistemdtica ao longo do tempo.

Na Figura 21, as flutuacdes térmicas observadas permanecem dentro de intervalo
estreito, caracteristico de sistemas biomoleculares bem controlados termicamente,
indicando a eficiéncia do método de acoplamento empregado. Esse comportamento
sugere que a energia térmica foi distribuida de forma homogénea, minimizando a
ocorréncia de aquecimento localizado ou instabilidades que poderiam comprometer a
integridade estrutural do complexo (Bussi et al., 2007; Ibrahim et al., 2024).

A estabilizagdo da temperatura durante a etapa NVT ¢ pré-requisito fundamental
para as fases subsequentes de equilibragdao em NPT e para a simulacdo de produgao, pois

assegura que eventuais mudangas conformacionais observadas posteriormente estejam
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associadas a dinamica intrinseca do complexo, ¢ ndo a artefatos decorrentes de controle
térmico inadequado. Assim, os resultados da equilibragio em NVT confirmam que o
sistema atingiu equilibrio térmico apropriado, validando a continuidade das simulacdes

de dindmica molecular (Adelusi et al., 2022; Al-Asadi et al., 2025).

Figura 21 — Perfil de temperatura do complexo proteina—proteina durante a etapa de equilibracdo em
ensemble NVT. Observa-se breve regime transiente inicial, seguido por oscilagdes estaveis em torno de
300 K, indicando controle térmico eficiente e equilibrio adequado do sistema antes das etapas de NPT e

produgao.

--Temperatura

300

(K)

250

. | . |
2
000 50 100

Tempo (ps)

Fonte: Elaborado pelo autor, 2026.

4.3.2.3 FEquilibracdo 2 — Pressdo (NPT)

Apbs a estabilizacdo térmica em ensemble NVT, o sistema foi submetido a
equilibragdo em ensemble NPT com o objetivo de ajustar o volume do sistema e
estabilizar a pressao em torno de 1 atm, condi¢do essencial para reproduzir um ambiente
termodindmico proximo ao fisioloégico. O perfil de pressdo evidencia flutuagdes
pronunciadas nos instantes iniciais da simulag¢do, comportamento esperado para sistemas
biomoleculares solvatados, especialmente durante o acoplamento inicial do barostato e a
acomodacao do volume da caixa de simulagao (Parrinello; Rahman, 1981; Berendsen et
al., 1984).

Com o avanco da simulagdo, observa-se na Figura 22 a auséncia de deriva

sistematica da pressdo, indicando que o sistema atingiu regime estacionario. As
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oscilagdes em torno do valor-alvo refletem a natureza estatistica do ensemble NPT, no
qual a pressdo ¢ variavel intensiva sujeita a flutuagdes maiores do que a temperatura,
particularmente em sistemas de tamanho finito como complexos proteina—proteina
(Martyna et al., 1992; Tuckerman, 2006).

A estabilizagdo do regime pressorico sugere que o solvente e os ions foram
adequadamente redistribuidos ao redor do complexo, permitindo o relaxamento estrutural
global sem induzir distor¢des artificiais na interface proteina—proteina. Esse
comportamento ¢ fundamental para garantir que as analises subsequentes, como RMSD,
RMSF, area de superficie acessivel ao solvente (SASA) e célculos energéticos, reflitam
a dinamica intrinseca do complexo e ndo artefatos decorrentes de controle inadequado de
pressdo (Sinha et al., 2022).

Portanto, os resultados da equilibragdo em NPT confirmam que o sistema
alcancou estado termodinamico consistente, validando a continuidade para a etapa de

produgdo em dindmica molecular.

Figura 22 — Perfil de pressdo do complexo proteina—proteina durante a etapa de equilibracdo em
ensemble NPT. Observam-se flutuagdes iniciais associadas ao ajuste do volume do sistema, seguidas por

oscilagdes estaveis em torno de 1 atm, indicando controle pressorico eficiente e adequado relaxamento do
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2026.
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4.3.2.4 Analise de Root Mean Square Deviation (RMSD)

A estabilidade conformacional do complexo proteina—proteina ao longo da
simula¢do de producdo de 100 ns foi avaliada por meio do RMSD, expresso em
nandmetros (Figura 23). O RMSD quantifica a distancia média entre os atomos de uma
estrutura simulada e uma estrutura de referéncia, servindo como indicador primario de
desvio estrutural e estabilidade geral do sistema durante uma simulacdo de dinadmica
molecular (Kufareva; Abagyan, 2012).

O perfil de RMSD revela aumento pronunciado nos primeiros estagios da
simulagdo, atingindo valores maximos da ordem de 1,3-1,4 nm (~13-14 A). Esse
comportamento indica evento significativo de rearranjo estrutural global, que vai além
das flutuagdes térmicas tipicamente observadas em complexos proteicos rigidamente
estaveis (Karplus; McCammon, 2002; Hollingsworth; Dror, 2018).

Valores de RMSD acima de ~0,6—0,8 nm em simula¢des de proteinas geralmente
refletem movimentos coletivos de dominios, reorientagdes relativas entre subunidades ou
adaptagdes conformacionais extensas, especialmente em sistemas proteina—proteina, nos
quais a interface pode sofrer reorganizacao apos a remogao de restrigdes impostas durante
o docking e a equilibragdo inicial (Dror et al., 2012; Filipe; Loura, 2022). Assim, o pico
observado proximo a 1,4 nm sugere processo de acomodagdo estrutural tardia,
possivelmente associado ao ajuste fino da interface de interacdo entre as proteinas em
ambiente aquoso explicito.

Apds esse evento de rearranjo, o RMSD passou a oscilar em torno de um novo
patamar médio, sem apresentar tendéncia continua de aumento ao longo do restante da
trajetoria. Esse comportamento indica que, apesar da magnitude elevada do deslocamento
inicial, o sistema atinge regime dindmico estaciondrio, caracterizado por flutuacdes
limitadas em torno de valor constante. Tal padrdo € consistente com sistemas que passam
por transicdo conformacional inicial antes de alcancar estabilidade relativa, fendmeno
frequentemente observado em simulagdes longas de complexos biomoleculares flexiveis
(Shaw et al., 2010; Hollingsworth; Dror, 2018).

E importante destacar que RMSD elevados ndo implicam, necessariamente,
instabilidade ou dissocia¢do, desde que ndo apresentem deriva progressiva ao longo do
tempo (Liu et al., 2018). No presente caso, a auséncia de aumentos continuos apds o pico
maximo sugere que o complexo ndo sofreu desassociagdo completa, mas reorganizagao
estrutural significativa seguida de estabilizacdo. Esse comportamento reforca a

necessidade de andlises complementares, como RMSF, nimero de contatos
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intermoleculares, area de superficie acessivel ao solvente (SASA) e energias de interagao,
para distinguir entre flexibilidade funcional e perda de integridade do complexo (Gohlke;

Klebe, 2002).

Figura 23 — Evolugdo temporal do RMSD (nm) do complexo proteina—proteina ao longo de 100 ns de
simulac¢do de dindmica molecular de produg@o. Apos periodo inicial de acomodagao estrutural, o RMSD
permanece estavel, com flutuagdes dentro de intervalo tipico de sistemas proteicos estaveis, indicando

manuten¢do da integridade conformacional do complexo.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2026.

4.3.2.5 Andlise de Root Mean Square Fluctuation (RMSF)

A mobilidade residual do complexo proteina—proteina ao longo da simulagao foi
avaliada por meio do RMSF (Root Mean Square Fluctuation), expresso em nandmetros.
O RMSF mede a flutuagdo média de atomos ou residuos individuais em torno de suas
posicdes médias durante uma simulagdo, fornecendo informacgdes sobre a flexibilidade e
mobilidade de diferentes partes de uma proteina ou complexo (Bagewadi et al., 2023).

De modo geral, o perfil de RMSF indica que a maior parte dos residuos apresenta
flutuagdes inferiores a 0,25-0,30 nm (~2,5-3,0 A), valores amplamente aceitos na
literatura como indicativos de boa estabilidade local ao longo da trajetoria (Bagewadi et

al., 2023).
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As flutuagdes mais pronunciadas concentram-se em regides especificas da
sequéncia, particularmente nas extremidades N- e C-terminais ¢ em segmentos de loop
expostos ao solvente, onde valores de RMSF atingem aproximadamente 0,45-0,60 nm
(~4,5-6,0 A). Esse comportamento é esperado, uma vez que tais regides apresentam
menor restri¢do estrutural e ndo participam diretamente do nucleo estavel da proteina ou
da interface de interagdo, sendo naturalmente mais flexiveis em simulagdes em solvente
explicito (Li et al., 2022).

E relevante destacar que residuos localizados na regido de interface proteina—
proteina exibem flutuagdes significativamente menores quando comparados as regioes
periféricas. A auséncia de picos elevados de RMSF na interface sugere que os contatos
intermoleculares estabelecidos durante o docking foram mantidos ao longo da simulagao,
indicando estabilidade local da interagdao e auséncia de eventos de dissociacao parcial.
Em sistemas proteina—proteina, esse padrao — baixa flutuacdo na interface e maior
mobilidade em regides externas — € caracteristico de complexos estruturalmente estaveis
e funcionalmente plausiveis (Zen et al., 2010).

Embora alguns residuos apresentem valores de RMSF moderadamente elevados,
esses picos ndo sdo acompanhados por instabilidades globais, como deriva continua do
RMSD ou aumento progressivo da SASA. Assim, tais flutuacdes devem ser interpretadas
como flexibilidade conformacional local, possivelmente necessaria para ajustes
estruturais finos e acomodacao dindmica do complexo no ambiente aquoso, € ndo como
indicativo de perda de integridade estrutural (Whitten et al., 2005). Esses dados sdo

mostrados na Figura 24.
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Figura 24 - Perfil de RMSF (nm) dos residuos do complexo proteina—proteina ao longo da simulagédo de
dindmica molecular de 100 ns. Observa-se baixa flutuagdo na maior parte da estrutura, especialmente na
regido de interface, enquanto picos mais elevados concentram-se em regides de loop e nas extremidades

N- e C-terminais, refletindo flexibilidade conformacional local tipica de regides expostas ao solvente.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2026.

4.3.3 Area de superficie acessivel ao solvente (SASA)

A éarea de superficie acessivel ao solvente (SASA) ¢ parametro amplamente
utilizado para monitorar alteragdes conformacionais e avaliar a estabilidade estrutural de
complexos biomoleculares ao longo de simulagdes de dindmica molecular, refletindo o
grau de exposicdo da superficie proteica ao solvente (Shrake; Rupley, 1973; Marsh;
Teichmann, 2014). SASA representa a area total da superficie de uma molécula acessivel
a moléculas de solvente, tipicamente calculada pelo método da sonda esférica rolante
(Richmond, 1984). Variagdes significativas nesse parametro podem indicar processos de
compactagdo, expansao estrutural ou rearranjos conformacionais relevantes.

Conforme observado na Figura 25, o perfil de SASA do complexo proteina—
proteina ao longo de 100 ns apresenta comportamento globalmente estavel, sem
tendéncias de aumento ou diminui¢@o progressiva. Apos periodo inicial de acomodagao
estrutural, observado nos primeiros ~10-20 ns, os valores de SASA passam a oscilar em
torno de média aproximadamente constante, indicando que o sistema atingiu equilibrio
conformacional dentro da escala temporal da simulagao.

Os valores médios de SASA mantém-se dentro de faixa estreita, com flutuagdes
moderadas e sem picos abruptos, sugerindo auséncia de eventos de desnaturagdo parcial

ou abertura significativa da estrutura. Um complexo proteina—proteina estavel e compacto
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geralmente mantém SASA relativamente constante e mais baixa (Lins et al., 2003).
Aumentos significativos de SASA podem indicar desenovelamento ou estrutura menos
compacta, sugerindo redugdo de estabilidade (Chen; Brooks, 2010).

As pequenas oscilagdes observadas ao longo da trajetéria podem ser atribuidas a
rearranjos locais € movimentos respiratorios naturais da proteina em solvente explicito,
especialmente em regides flexiveis como loops e extremidades, ndo configurando
instabilidade estrutural global. Em estudos de dinamica molecular, esse comportamento
¢ tipico de sistemas bem equilibrados (Komeiji et al., 1993).

Em conjunto, a estabilidade do perfil de SASA refor¢a os resultados obtidos nas
analises de RMSD e RMSF, corroborando que o complexo proteina—proteina mantém
conformag¢do compacta e estruturalmente consistente ao longo da simulagdo. A
convergéncia desses pardmetros indica que a interagdo modelada ¢ energeticamente e

estruturalmente plausivel sob condi¢des fisiologicas simuladas.

Figura 25 — Evolugdo temporal da area de superficie acessivel ao solvente (SASA) do complexo
proteina—proteina ao longo de 100 ns de simulagdo de dindmica molecular. Apds periodo inicial de
acomodagcdo estrutural, o sistema apresenta valores estaveis de SASA, indicando equilibrio

conformacional e manutengdo da compactagio estrutural ao longo da trajetoria.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2026.

106



4.3.4 Ensaio in silico de liberacio controlada
4.3.4.1 Viabilidade paramétrica dos modelos matemdticos

A andlise da viabilidade paramétrica evidenciou comportamentos
substancialmente distintos entre os trés modelos matematicos avaliados, demonstrando
que a adequacao de um modelo esta fortemente condicionada a escala temporal
considerada. Os modelos de Higuchi e Korsmeyer—Peppas sdo amplamente utilizados
para descrever e analisar a liberacdo de farmacos a partir de sistemas de hidrogel,
fornecendo informagdes sobre os mecanismos de liberagdo subjacentes (Siepmann;
Siepmann, 2012; Peppas; Narasimhan, 2014).

O modelo de Higuchi descreve a cinética de liberacao de farmacos a partir de
sistema de matriz s6lida, baseado principalmente em principios de difusdo. Analisa a
porcentagem cumulativa de farmaco liberado em fun¢do da raiz quadrada do tempo
(Higuchi, 1963). Esse modelo € particularmente aplicadvel quando a liberagdo do farmaco
¢ controlada apenas por difusdo, a partir de matrizes planares homogéneas que nio se
dissolvem (Siepmann; Peppas, 2011).

O modelo de Korsmeyer—Peppas, também conhecido como Lei de Poténcia, ¢
modelo empirico utilizado para descrever a liberagdo de farmacos a partir de sistemas
poliméricos, especialmente quando o mecanismo de liberagao ndo ¢ bem compreendido
ou envolve combina¢ao de mecanismos cinéticos (Korsmeyer et al., 1983; Ritger; Peppas,
1987). Esse modelo utiliza um expoente de liberagdo (n) para caracterizar diferentes
mecanismos:

o Difusao Fickiana (n < 0,45): liberacao controlada por difusdo através da matriz
polimérica;

e  Transporte nao Fickiano ou andmalo (0,45 <n < 0,89): liberagdo governada por
combinagdo de difusdo e relaxamento/inchaco do polimero;

e Transporte Caso I (n=0,89): liberacao controlada pelo relaxamento do polimero;

e Transporte Super Caso II (n > 0,89): mecanismo de liberagdo mais rapido que o
transporte Caso II.

Os percentuais de combinagdes paramétricas vidveis nos cenarios de 24 horas e
30 dias sdo apresentados na Tabela 6. Observa-se que o modelo parabdlico apresentou
viabilidade de 3,00% em 24 horas, valor que se reduziu drasticamente para 0,07% em 30
dias, resultando em deslocamento negativo de —2,93%. Esse comportamento evidencia

que ajustes adequados para curto prazo se tornam invidveis quando extrapolados para
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escalas temporais mais longas, em fung¢do do fendomeno de reversdo induzido pelo
parametro negativo.

Em contraste, o modelo de Higuchi apresentou viabilidade nula em 24 horas, mas
atingiu 5,71% em 30 dias, evidenciando deslocamento positivo (+5,71%). Esse
comportamento confirma que o modelo ndo ¢ apropriado para liberacao rapida, porém
apresenta potencial quando o objetivo ¢ libera¢ao prolongada, refor¢ando a importancia
da coeréncia entre o modelo matematico e a aplicacdo pretendida. Dash et al. (2010)
demonstraram que o modelo de Higuchi ¢ derivado da primeira lei de difusao de Fick e ¢
mais apropriado para sistemas de liberagdo prolongada controlada por difusao.

O modelo de Korsmeyer—Peppas apresentou o maior percentual de viabilidade em
24 horas (14,57%), mas perdeu completamente sua viabilidade em 30 dias. Essa
caracteristica indica cinética intermediaria, adequada para aplicagdes de médio prazo, e
evidencia que mesmo modelos amplamente utilizados possuem dominios temporais bem
definidos. Bruschi (2015) enfatiza que o modelo de Korsmeyer—Peppas ¢é frequentemente
aplicado para analisar os primeiros 60% da liberacao de farmacos, o que explica sua maior

adequacgdo para periodos mais curtos.

Tabela 6 — Viabilidade paramétrica nos cenarios de 24 horas e 30 dias.

Modelo Viavel 24h (%) Viavel 30d (%) Shift (%)
Parabdlico 3,00 0,07 -2.93
Higuchi 0,00 5,71 +5,71
Korsmeyer-Peppas 14,57 0,00 —14,57

Fonte: Elaborado pelo autor, 2026.

4.3.4.2 Distribuicoes de liberacdo em 24 horas

As estatisticas descritivas das distribuicoes de liberagdo em 24 horas sio
apresentadas na Tabela 7, permitindo avaliagdo critica da previsibilidade de cada modelo.

O modelo parabdlico apresentou distribuicdo altamente assimétrica, com
discrepancia acentuada entre média (34,99%) e mediana (0,00%), além de coeficiente de
variacdo extremamente elevado (124,4%). Esse comportamento indica baixa robustez e
elevada sensibilidade paramétrica, tornando o modelo pouco confidvel para aplicacdes
que demandam controle preciso da liberacao.

O modelo de Higuchi exibiu distribui¢do aproximadamente simétrica, com média

e mediana coincidentes (31,39%) e coeficiente de variagdo moderado (42,0%). Contudo,
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todos os valores permaneceram abaixo do limite inferior de viabilidade estabelecido
(80%), reforcando sua inadequagdo para sistemas de liberagdo em curto prazo. Esse
resultado estd em consonancia com Costa e Lobo (2001), que demonstraram que o modelo
de Higuchi ¢ mais apropriado para sistemas de matriz que liberam farmaco de forma lenta
e sustentada.

O modelo de Korsmeyer—Peppas apresentou assimetria negativa leve, com
mediana superior a média e coeficiente de variagdo de 27,7%, sendo o unico a apresentar
parcela significativa da distribui¢ao dentro da janela terapéutica. Korsmeyer et al. (1983)
corroboram que sistemas que seguem a cinética de Korsmeyer—Peppas frequentemente

exibem liberagdo inicial mais rapida seguida de sustentacdo, padrio observado neste

estudo.
Tabela 7 — Estatisticas descritivas de liberagdo em 24 horas.
Média Mediana DP P5 P95 Cv
Modelo

(%) (%) (%) (%) (%) (%)
Parabolico 34,99 0,00 43,53 0,00 100,0 124,4
Higuchi 31,39 31,39 13,19 10,83 51,95 42.0
Korsmeyer-Peppas 79,05 85,80 21,88 39,47 100,00 27,7

Nota: Modelo: modelo matematico avaliado; Média (%): média dos valores de liberagdo; Mediana (%):
valor central da distribuicao; DP (%): desvio padrao; P5 (%): percentil 5; P95 (%): percentil 95; CV (%):

coeficiente de variagdo.

Fonte: Elaborado pelo autor, 2026.

4.3.4.3 Tempos caracteristicos e janela terapéutica

Os tempos caracteristicos medianos necessarios para atingir diferentes niveis de
liberacao (50%, 80% e 95%), bem como a largura da janela terapéutica, sdo apresentados
na Tabela 8 , permitindo avaliar a aplicabilidade pratica de cada modelo.

O modelo parabodlico apresentou cinética ultrarrapida (t50% = 3,7 h) e janela
terapéutica extremamente estreita (1,1 h), comprometendo sua aplicabilidade pratica
devido a reduzida margem operacional. O modelo de Higuchi demonstrou cinética lenta
(t50% = 55,1 h) e ampla janela terapéutica (37 h), caracteristica desejavel para sistemas
de liberacdo prolongada. Jain et al. (2012) demonstraram que sistemas de liberacdo
prolongada baseados em matrizes de hidrogel frequentemente seguem cinética de

Higuchi, com tempos de meia-vida superiores a 24 horas.
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O modelo de Korsmeyer—Peppas apresentou comportamento intermediario, com
t50% de 6,6 h e janela terapéutica de 9,7 h, configurando-se como alternativa viavel para
aplicagdes de médio prazo. Esse resultado estd em concordancia com Fu e Kao (2010),
que identificaram o modelo de Korsmeyer—Peppas como particularmente util para

sistemas que combinam mecanismos de difusdo e erosao.

Tabela 8 — Tempos caracteristicos medianos e janela terapéutica.

Modelo ts0% (h) ts0% (h) tes% (h) Janela (h)
Parabélico 3,7 5.8 6.9 1,1
Higuchi 55,1 120,3 157,3 37,0
Korsmeyer-Peppas 6,6 18,5 28,2 9,7

Nota: Modelo: modelo matematico avaliado; tse% (h): tempo necessario para atingir 50% de liberagao;
tz0% (h): tempo necessario para atingir 80% de liberacao; tos% (h): tempo necessario para atingir 95% de

liberagdo; Janela (h): intervalo de tempo entre tso% e tos% de liberagao.

Fonte: Elaborado pelo autor, 2026.

4.3.4.4 Comparagdo entre cenarios temporais

A transformagao das distribuigdes de liberagao entre os cenarios de 24 horas e 30
dias ¢ apresentada na Figura 26, evidenciando padrdes cinéticos contrastantes entre os
modelos avaliados. A evolucdo temporal da liberagdo média ao longo de 30 dias ¢
apresentada na Figura 27, por meio de mapas de calor que ilustram, de forma integrada,

os fenomenos de reversao, acimulo progressivo e saturagao.

Figura 26 — Deslocamento das distribuigdes de liberagdo entre 24 horas e 30 dias.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2026.
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Figura 27 — Evolugdo temporal da liberagdo média para os trés modelos.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2026.

4.3.4.5 Sintese critica dos resultados e implicagoes para a aplicag¢do

De forma integrada, os resultados demonstram que nao existe modelo matematico
universalmente aplicavel a todas as escalas temporais. Cada modelo apresenta dominio
especifico de validade, e a extrapolacdo sem analise critica pode mascarar limitagdes
importantes, como reversao ou saturagdo. Siepmann e Gopferich (2008) enfatizaram que
a selecdo do modelo cinético apropriado deve considerar ndo apenas o ajuste estatistico
aos dados experimentais, mas também a plausibilidade fisica do mecanismo proposto.

Esses achados reforcam que a escolha do modelo deve ser orientada pela janela
temporal da aplicagdo clinica ou tecnologica pretendida, constituindo a principal
contribuicdo deste trabalho para o desenvolvimento racional de sistemas de liberacao
controlada. Conforme destacado por Langer e Tirrell (2004), o design de sistemas de
liberacdo controlada deve integrar consideracdes fisico-quimicas, bioldgicas e de

engenharia para otimizar o perfil de liberagao desejado.

4.4 CONCLUSAO

No tocante aos resultados apresentados neste capitulo pode-se observar que as
abordagens computacionais utilizadas permitiram compreender o comportamento
estrutural e funcional do sistema proposto (COX2-papaina). Ainda, o docking molecular
indicou que a interagdo entre a papaina e a ciclooxigenase-2 ¢ energeticamente favoravel
e estruturalmente viavel, sendo sustentada por diferentes tipos de interacdes

intermoleculares. Além disso, as simulagdes de dindmica molecular mostraram que o
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complexo proteina—proteina permaneceu estruturalmente estavel ao longo do tempo de
simulagdo, sem variagdes estruturais significativas.

Ademais, a modelagem matematica da liberacdo controlada permitiu avaliar, de
forma preditiva, o comportamento cinético do sistema em diferentes intervalos de tempo.
Os resultados indicaram melhor ajuste do modelo de Higuchi para tempos mais longos de
liberagdo, enquanto o modelo de Korsmeyer—Peppas apresentou melhor desempenho nos
estdgios iniciais. No entanto, como os ensaios de liberagdo foram realizados
exclusivamente por meio de simulacdo computacional € com base em uma matriz
polimérica descrita na literatura, a quitosana, esses resultados ainda precisam ser
confirmados experimentalmente utilizando o hidrogel de tamarindo.

Dessa forma, o proximo passo necessario ¢ a realizagdo de ensaios de liberagao
utilizando o hidrogel de tamarindo, com obten¢do do perfil real de liberacao da papaina
e ajuste dos dados experimentais aos modelos cinéticos utilizados. Assim, os resultados
obtidos poderdo indicar que o sistema proposto apresenta potencial para aplicagdo em

imobilizagdo e liberagdo controlada de enzimas.

112



REFERENCIAS

ABRAHAM, M. J. et al. Gromacs: high performance molecular simulations through
multi-level parallelism from laptops to supercomputers. SoftwareX, v. 1-2, p. 19-25,
2015.

ADELUSI, T. L. et al. Molecular modeling in drug discovery. Informatics in Medicine
Unlocked, v. 29, p. 100880, 2022.

AL-ASADI, M. et al. Impact of Initial Pressure and Heat Flux on Hydrogen and Carbon
Monoxide Production in Supercritical Water Gasification of Biomass: A Molecular Dy-

namics Study. Applications in Energy and Combustion Science, v. 24, p. 100395,
2025.

AMRYI, Ezekiel; MAMBOYA, Florence. Papain, a plant enzyme of biological im-
portance: A review. American Journal of Biochemistry and Biotechnology, 2012.

ARCON, J. P. et al. Molecular Dynamics in Mixed Solvents Reveals Protein-Ligand In-
teractions, Improves Docking, and Allows Accurate Binding Free Energy Predictions.
Journal of Chemical Information and Modeling, v. 57, p. 846-863, 2017.

AZARKAN, M. et al. Fractionation and purification of the enzymes stored in the latex
of Carica papaya. Journal of Chromatography B, v. 790, p. 229-238, 2003.

BABALOLA, Benjamin Ayodipupo. Carica papaya: a tropical source of bioactive com-
pounds with nutraceutical and pharmaceutical potentials. Arabian Journal of Chemis-
try, v. 17,n. 1, 2024.

BAGEWADI, Z. K. et al. Molecular dynamics and simulation analysis against superox-
ide dismutase (SOD) target of Micrococcus luteus with secondary metabolites from Ba-
cillus licheniformis recognized by genome mining approach. Saudi Journal of Biologi-
cal Sciences, v. 30, p. 103753, 2023.

BERENDSEN, H. J. C. et al. Molecular dynamics with coupling to an external bath.
The Journal of Chemical Physics, v. 81, p. 3684-3690, 1984.

BERETTA, G. P. The fourth law of thermodynamics: Steepest entropy ascent. Philo-
sophical Transactions of the Royal Society A: Mathematical, Physical and Engi-
neering Sciences, v. 378, p. 1-17, 2020.

BOLZ, S. N. et al. The structural basis of drugs targeting protein—protein interactions
uncovered with the protein—ligand interaction profiler PLIP. Expert Opinion on Drug
Discovery, v. 20, p. 1447-1462, 2025.

BRUSCHI, M. L. Strategies to modify the drug release from pharmaceutical sys-
tems. [S.1.]: Woodhead Publishing, 2015.

BUSSI, G. et al. Canonical sampling through velocity rescaling. The Journal of Chem-
ical Physics, v. 126, 2007.

113



CAI X. et al. Single channel steepest descent algorithm for the correction of cycle fre-
quency error. IET Communications, v. 10, p. 1829-1838, 2016.

CHEN, J.; BROOKS, C. L. Can molecular dynamics simulations provide high-resolu-
tion refinement of protein structure? Proteins: Structure, Function, and Bioinformat-
ics, v. 67, n. 4, p. 922-930, 2010.

CLACKSON, T.; WELLS, J. A. A hot spot of binding energy in a hormone-receptor in-
terface. Science, v. 267, n. 5196, p. 383-386, 1995.

COSTA, P.; LOBO, J. M. S. Modeling and comparison of dissolution profiles. Euro-
pean Journal of Pharmaceutical Sciences, v. 13, n. 2, p. 123-133, 2001.

DASH, S. et al. Kinetic modeling on drug release from controlled drug delivery sys-
tems. Acta Poloniae Pharmaceutica, v. 67, n. 3, p. 217-223, 2010.

DE CASTRO BIZERRA, V. et al. Sustainable Ester Synthesis Using Eversa Transform
2.0 Immobilized on Tamarind-Derived Hydrogel Support. ACS Food Science & Tech-
nology, v. 6, n. 6, p. 711-724, 2026.

DELANO, W. L. References. Hypertension Research, v. 37, p. 362-387, 2014.

DROR, R. O. et al. Biomolecular Simulation: A Computational Microscope for Molecu-
lar Biology. Annual Review of Biophysics, v. 41, p. 429452, 2012.

FDA (U.S. FOOD AND DRUG ADMINISTRATION). Guidance for Industry: Popu-
lation Pharmacokinetics. Rockville, MD, 1999.

FIELD, M. J. et al. The Dynamo Library for Molecular Simulations Using Hybrid
Quantum Mechanical and Molecular Mechanical Potentials. Journal of Computational
Chemistry, v. 21, p. 1088-1100, 2000.

FILIPE, H. A. L.; LOURA, L. M. S. Molecular Dynamics Simulations: Advances and
Applications. Molecules, v. 27, p. 2105, 2022.

FU, Y.; KAO, W. J. Drug release kinetics and transport mechanisms of nondegradable
and degradable polymeric delivery systems. Expert Opinion on Drug Delivery, v. 7, n.
4, p. 429-444, 2010.

GENIER, F. S. et al. Controlled release of papain from chitosan-glutaraldehyde hydro-
gels for enzymatic wound debridement. Journal of Controlled Release, v. [em im-
pressao], 2025.

GOHLKE, H.; KLEBE, G. Approaches to the Description and Prediction of the Binding
Affinity of Small-Molecule Ligands to Macromolecular Receptors. Angewandte
Chemie International Edition, v. 41, p. 2644-2676, 2002.

HELTON, J. C.; DAVIS, F. J. Latin hypercube sampling and the propagation of uncer-
tainty in analyses of complex systems. Reliability Engineering and System Safety, v.

81, n. 1, p. 23-69, 2003.

114



HESS, B. et al. GROMACS 4: Algorithms for Highly Efficient, Load-Balanced, and
Scalable Molecular Simulation. Journal of Chemical Theory and Computation, v. 4,
p. 435-447,2008.

HIGUCHI, T. Mechanism of sustained-action medication: theoretical analysis of rate of
release of solid drugs dispersed in solid matrices. Journal of Pharmaceutical Sciences,
v.52,n. 12, p. 1145-1149, 1963.

HIGUCHLI, T. Rate of release of medicaments from ointment bases containing drugs in
suspension. Journal of Pharmaceutical Sciences, v. 50, n. 10, p. 874-875, 1961.

HOLLINGSWORTH, S. A.; DROR, R. O. Molecular Dynamics Simulation for All.
Neuron, v. 99, p. 1129-1143, 2018.

HUMPHREY, W.; DALKE, A.; SCHULTEN, K. VMD: Visual molecular dynamics.
Journal of Molecular Graphics, v. 14, p. 33-38, 1996.

IBRAHIM, M. A. et al. Molecular dynamics simulations of protein-ligand complexes:
benchmarking and applications. Journal of Molecular Modeling, v. 30, p. 45, 2024.

JAIN, A. et al. Perspectives of biodegradable natural polysaccharides for site-specific
drug delivery to the colon. Journal of Pharmacy and Pharmaceutical Sciences, v. 10,
n. 1, p. 86-128, 2012.

JANIN, J. et al. Protein—protein interaction and quaternary structure. Quarterly Re-
views of Biophysics, v. 41, n. 2, p. 133-180, 2008.

JEFFREY, G. A. An introduction to hydrogen bonding. Oxford: Oxford University
Press, 1997.

JIANG, L. et al. Papain ameliorates the MPAS formation-mediated activation of mono-
cytes by inhibiting COX-2 expression via regulating the MAPKSs and PI3K/Akt signal
pathway. Frontiers in Pharmacology, v. 9, p. 1208, 2018.

KAMPHUIS, I. G.; DRENTH, J. Structure of papain refined at 1.65 angstroms resolu-
tion. Worldwide Protein Data Bank, 1986.

KARPLUS, M.; MCCAMMON, J. A. Molecular dynamics simulations of biomole-
cules. Nature Structural Biology, v. 9, p. 646—652, 2002.

KESKIN, O. et al. Principles of Protein—Protein Interactions: What are the Preferred
Ways For Proteins To Interact? Chemical Reviews, v. 108, p. 1225-1244, 2008.

KOMEIJL, Y. et al. A molecular dynamics study of solvent behavior around a protein.
Proteins: Structure, Function, and Bioinformatics, v. 16, p. 268-277, 1993.

KORSMEYER, R. W. et al. Mechanisms of solute release from porous hydrophilic pol-
ymers. International Journal of Pharmaceutics, v. 15, n. 1, p. 25-35, 1983.

115



KUFAREVA, 1.; ABAGYAN, R. Methods of protein structure comparison. Methods in
Molecular Biology, v. 857, p. 231-257, 2012.

KULINSKA, K. et al. Spatial distribution functions as a tool in the analysis of ribonu-
cleic acids hydration. Computers and Chemistry, v. 24, p. 451457, 2000.

KURUMBAIL, R.; STALLINGS, W. Cyclooxygenase-2 (prostaglandin synthase-2)
complexed with a selective inhibitor, SC-558. Worldwide Protein Data Bank, 1997.

LANGER, R.; TIRRELL, D. A. Designing materials for biology and medicine. Nature,
v. 428, n. 6982, p. 487-492, 2004.

LEMAK, A. S.; BALABAEV, N. K. On the berendsen thermostat. Molecular Simula-
tion, v. 13, p. 177-187, 1994.

LEMKUL, J. A. From Proteins to Perturbed Hamiltonians: A Suite of Tutorials for the
GROMACS-2018 Molecular Simulation Package. Living Journal of Computational
Molecular Science, v. 1, p. 5068, 2018.

LI L. et al. Modeling the Structure and Interactions of Intrinsically Disordered Peptides
with Multiple Replica, Metadynamics-Based Sampling Methods and Force-Field Com-
binations. Journal of Chemical Theory and Computation, v. 18, p. 1915-1928, 2022.

LINS, L. et al. Analysis of accessible surface of residues in proteins. Protein Science,
v. 12, p. 1406-1417, 2003.

LIU, X. et al. Molecular dynamics simulations and novel drug discovery. Expert Opin-
ion on Drug Discovery, v. 13, n. 1, p. 23-37, 2018.

MAGHRABY, Y. R. et al. Enzyme Immobilization Technologies and Industrial Appli-
cations. ACS Omega, v. 8, n. 6, p. 5184-5196, 2023.

MARSH, J. A.; TEICHMANN, S. A. Protein Flexibility Facilitates Quaternary Struc-
ture Assembly and Evolution. PLoS Biology, v. 12, p. e1001870, 2014.

MARTYNA, G. J. et al. Nosé—Hoover chains: The canonical ensemble via continuous
dynamics. The Journal of Chemical Physics, v. 97, p. 2635-2643, 1992.

MARUYAMA, Y. et al. Analysis of Protein Folding Simulation with Moving Root
Mean Square Deviation. Journal of Chemical Information and Modeling, v. 63, p.

1529-1541, 2023.

NGUYEN, T. T. H. et al. Papaya (Carica papaya L.) seed extract inhibits COX-2 activ-
ity. Journal of Medicinal Food, v. 16, n. 8, p. 767-770, 2013.

ORLANDO, G. et al. The importance of electrostatic interactions in protein-protein in-
teractions. PLoS ONE, v. 10, n. 9, p. e0139080, 2015.

ORMENO, F.; GENERAL, I. J. Convergence and equilibrium in molecular dynamics
simulations. Communications Chemistry, v. 7, p. 1-11, 2024.

116



PARRINELLO, M.; RAHMAN, A. Polymorphic transitions in single crystals: A new
molecular dynamics method. Journal of Applied Physics, v. 52, p. 71827190, 1981.

PEPPAS, N. A.; NARASIMHAN, B. Mathematical models in drug delivery: how mod-
eling has shaped the way we design new drug delivery systems. Journal of Controlled
Release, v. 190, p. 75-81, 2014.

PEPPAS, N. A.; SAHLIN, J. J. A simple equation for the description of solute release.
III. Coupling of diffusion and relaxation. International Journal of Pharmaceutics, v.
57,n.2,p. 169-172, 1989.

PETROVA, S. S.; SOLOV’EV, A. D. The Origin of the Method of Steepest Descent.
Historia Mathematica, v. 24, p. 361-375, 1997.

PETTERSEN, E. F. et al. UCSF ChimeraX: Structure visualization for researchers, edu-
cators, and developers. Protein Science, v. 30, p. 70-82, 2021.

RAKHIMOV, M. R. Anti-inflammatory activity of domestic papain. Eksperimen-
tal'naia i Klinicheskaia Farmakologiia, v. 63, n. 3, p. 55-56, 2000.

RICHMOND, T. J. Solvent accessible surface area and excluded volume in proteins.
Journal of Molecular Biology, v. 178, n. 1, p. 63-89, 1984.

RINALDO, D.; FIELD, M. J. A Computational Study of the Open and Closed Forms of
the N-Lobe Human Serum Transferrin Apoprotein. Biophysical Journal, v. 85, p.
3485-3501, 2003.

RITGER, P. L.; PEPPAS, N. A. A simple equation for description of solute release I.
Journal of Controlled Release, v. 5, n. 1, p. 23-36, 1987.

ROUZER, C. A.; MARNETT, L. J. Cyclooxygenases: structural and functional insights.
Journal of Lipid Research, v. 50, p. S29-S34, 2009.

SALTELLIL A. et al. Global Sensitivity Analysis: The Primer. Chichester: John
Wiley & Sons, 2008.

SCHAKE, P. et al. PLIP 2025: introducing protein—protein interactions to the protein—
ligand interaction profiler. Nucleic Acids Research, v. 53, p. W463-W465, 2025.

SHAW, D. E. et al. Atomic-Level Characterization of the Structural Dynamics of Pro-
teins. Science, v. 330, p. 341-346, 2010.

SHRAKE, A.; RUPLEY, J. E. Environment and exposure to solvent of protein atoms.
Journal of Molecular Biology, v. 79, p. 351-371, 1973.

SIEPMANN, J.; GOPFERICH, A. Mathematical modeling of bioerodible, polymeric

drug delivery systems. Advanced Drug Delivery Reviews, v. 48, n. 2-3, p. 229-247,
2008.

117



SIEPMANN, J.; PEPPAS, N. A. Higuchi equation: derivation, applications, use and
misuse. International Journal of Pharmaceutics, v. 418, n. 1, p. 6-12, 2011.

SIEPMANN, J.; SIEPMANN, F. Modeling of diffusion controlled drug delivery. Jour-
nal of Controlled Release, v. 161, n. 2, p. 351-362, 2012.

SIM, J. et al. Recent advances in Al-driven protein-ligand interaction predictions. Cur-
rent Opinion in Structural Biology, v. 92, 2025.

SINHA, S. et al. Molecular dynamics simulation for understanding protein conforma-
tional changes. Computational and Structural Biotechnology Journal, v. 20, p.
5112-5125, 2022.

TUCKERMAN, M. E. Statistical mechanics: theory and molecular simulation. Ox-
ford: Oxford University Press, 2006.

TURNER, P. XMGRACE, Version 5.1.19. Beaverton: Oregon Graduate Institute of
Science and Technology, 2005.

ULZ, M. H. Comments on a Continuum-Related Parrinello-Rahman Molecular Dynam-
ics Formulation. Journal of Elasticity, v. 113, p. 93-112, 2013.

VANE, J. R. et al. Cyclooxygenases 1 and 2. Annual Review of Pharmacology and
Toxicology, v. 38, p. 97-120, 1998.

VASCONCELLOS, F. C. et al. Produgao e caracterizacdo de microparticulas de quito-
sana contendo papaina para aplica¢des de liberagdo controlada. Powder Technology, v.
205, n. 1-3, p. 65-70, 2011.

WARDI, Y. A stochastic steepest-descent algorithm. Journal of Optimization Theory
and Applications, v. 59, p. 307-323, 1988.

WHITTEN, S. T. et al. Local conformational fluctuations can modulate the coupling be-
tween proton binding and global structural transitions in proteins. Proceedings of the
National Academy of Sciences, v. 102, p. 4282-4287, 2005.

YAN, Y. et al. HDOCK: a web server for protein—protein and protein—-DNA/RNA dock-
ing based on a hybrid strategy. Nucleic Acids Research, v. 45, p. W365-W373, 2017.

YAN, Y. et al. The HDOCK server for integrated protein—protein docking. Nature Pro-
tocols, v. 15, p. 1829-1852, 2020.

YUAN, Z.-Z. et al. A bibliometric analysis of hydrogel research in various fields: the
trends and evolution of hydrogel application. Journal of Nanobiotechnology, v. 23, n.

1, p. 70, 2025.

ZEN, A. et al. Comparing interfacial dynamics in protein-protein complexes: an elastic
network approach. BMC Structural Biology, v. 10, p. 26, 2010.

118



CAPITULO 5

Consideracoes Finais
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5.1 CONSIDERACOES FINAIS

A presente dissertacdo cumpriu com €xito o objetivo de desenvolver e avaliar um
sistema biocatalitico inovador baseado na imobiliza¢do covalente da papaina em hidrogel
de tamarindo, integrando de forma holistica abordagens bibliométricas, experimentais e
de modelagem molecular.

Na analise bibliométrica e patentaria realizada para o periodo de 2015 a 2025 de-
monstrou que a imobilizacdo enziméatica em hidrogéis ¢ uma area de pesquisa em franca
expansao e de alto valor estratégico, na qual o Brasil desempenha um papel crescente em
redes internacionais de colaboragdo. No ambito experimental, a utilizagdo do polissaca-
rideo da semente de tamarindo (xiloglucano) como matriz de imobilizagdo mostrou-se
altamente eficiente, alcangando um rendimento de fixacao de 97,9%, valor que superou
resultados de sistemas consolidados na literatura, como os baseados em quitosana. A ca-
racterizagdo por espectroscopia no infravermelho (FTIR) confirmou que a imobilizagao
ocorreu por meio de ligagdes covalentes estaveis (bases de Schiff), preservando a estru-
tura secundaria da enzima e protegendo-a contra a autoproteolise, fendmeno que rapida-
mente inativou a enzima em sua forma livre nos ensaios de controle.

Os estudos in silico expandiram a interpretagao funcional do sistema, revelando
que a papaina mantém sua capacidade de reconhecimento molecular e estabilidade ao
interagir com a ciclooxigenase-2 (COX-2), conforme validado por simulagdes de dina-
mica molecular de 100 ns que demonstraram equilibrio termodindmico e manutengdo da
integridade conformacional do complexo. Entretanto, ¢ fundamental ressaltar que os en-
saios de liberacao controlada apresentados foram puramente preditivos e fundamentados
em parametros cinéticos da quitosana extraidos da literatura. Dessa forma, o proximo
passo experimental obrigatorio para a continuidade desta pesquisa ¢ a realizagdo de en-
saios de liberagdo in vitro utilizando especificamente o hidrogel de tamarindo produzido
em bancada, visando validar se o perfil real de transporte da enzima segue as tendéncias
dos modelos de Higuchi ou Korsmeyer-Peppas observadas nas simulagdes.

Sob a perspectiva da sustentabilidade e da Economia Circular regional, este tra-
balho demonstrou que o aproveitamento de residuos agroindustriais do semidrido nordes-
tino permite a criagdo de biomateriais de alto valor agregado, fortalecendo as cadeias
produtivas locais. O biocatalisador proposto integra-se a um ciclo de vida simplificado
que compreende a recuperagdo das sementes de tamarindo descartadas pela industria de
polpa, sua transformagdo tecnoldgica em uma matriz de hidrogel mucoadesiva e biode-

gradavel, a aplicacdo em processos que permitem a reutilizagdo da carga enzimatica e,
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por fim, a biodegradagao segura do material sem a geragao de residuos persistentes. Em
conclusdo, o sistema papaina-hidrogel de tamarindo apresenta-se como uma plataforma
robusta e sustentavel para aplicagdes biotecnoldgicas, estabelecendo as bases necessarias

para futuros estudos de escalabilidade e ensaios in vivo em contextos farmacéuticos.

121



