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RESUMO

Hidrogéis sao estruturas formadas por redes tridimensionais de polimeros hidrofilicos
reticulados, intumescendo em contato com agua mas mantendo sua integridade estrutural.
Os hidrogeéis biopoliméricos s&o bastante interessantes para utilizagdo em regeneracéo de
pele e no tratamento de feridas cutineas, como curativos, devido a muitos fatores, incluindo
a sua baixa toxicidade. Na preparacdo de hidrogéis, utilizam-se polimeros tanto naturais
como sintéticos, polimerizados por diferentes processos. Neste projeto de pesquisa, optou-
se pela utilizacdo dos biopolissacarideos goma xantana e carragenana, além da utilizacdo
da proteina sericina, que foi incorporada nos filmes como principio ativo. A sericina € uma
proteina globular bioativa, constituindo entre 25-30% (m/m) das proteinas da seda. Devido
as suas propriedades bioquimicas e biofisicas exclusivas, a sericina tem sido estudada para
varias potenciais aplicagdes. Este trabalho de pesquisa teve como objetivo desenvolver e
avaliar um filme biopolimérico integrando sericina (bio-origami), com propriedades
mecanicas adequadas, com potencial de regeneracdo cutanea. A sericina, extraida do
casulo do bicho da seda (Bombyx mori) por dois processos distintos, foi comparada ao seu
padrdo e caracterizada por diferentes métodos, tanto do ponto de vista fisicoquimico como
biolégico. Seguindo-se a caracterizagao da sericina, produziram-se os filmes biopoliméricos
(bio-origamis) para estabilizagdo estrutural e funcional de sericina, com recurso a um
planejamento fatorial completo do tipo 37 (2 variaveis (% (m/m) de goma xantana e % (m/m)
de carragenana) em 3 niveis ((-1), (0) e (+1)), com polimerizacéo realizada por adigdo de
alcool polivinilico (PVA) (98% hidrolizado) a 1,25% (m/v), e com adi¢ao de glicerol até 2,50%
(m/v) em todas elas, para indugao de efeito plastificante nas formulagées, originando assim
um total de 09 formulag¢des. Para a matriz de filme biopolimérico otimizado estatisticamente,
a incorporacdo de sericina foi avaliada na formulacdo 6tima em termos de composicéo
biopolissacaridica, nos niveis de 0, 1, 2, 5, 10, 20 e 50 MQsericina/MLnigrogel. Os filmes bio-
origami obtidos foram avaliados considerando a capacidade de liberagdo da entidade
proteica bioativa (sericina), através de testes de permeacdo, assim como por testes de
caracterizacao tanto fisicoquimica como biolégica. As duas técnicas de extracdo utilizadas
para a producdo dos extratos da proteina sericina apresentaram rendimentos relativamente
semelhantes. No processo de caracterizagdo bioldgica, os extratos de sericina
apresentaram-se atoxicos e com atividade antimicrobiana positiva para cepas de
Staphylococcus aureus. Na andlise de atividade antioxidante, a sericina obtida pela técnica
de extracao por liofilizagado apresentou maior atividade antioxidante. A composi¢gao matricial

do filme biopolimérico de escolha obtido pela otimizacdo estatistica foi aquela



correspondendo ao nivel (+1) (0), por resultar em um filme mais forte e elastico. Os
resultados obtidos a partir da caracterizagédo do filme bio-origami otimizado, integrando
diferentes concentracbes de sericina, evidenciam que a proteina sericina foi estabilizada
tanto estruturalmente como funcionalmente, com o bio-origami dotado de efeitos de
eliminacdo de radicais livres e capacidade de liberagdo prolongada da proteina bioativa,

sugerindo assim uma potencial aplicagdo biofarmacéutica para a regeneracao de pele.

Palavras chave: Filme biopolimérico. Bio-origami. Carragenana. Xantana. Sericina. Casulos
de Bombyx mori. Extragdo. Citotoxicidade. Atividades antioxidante e antimicrobiana.

Liberacdo controlada. Permeagéao transdérmica.



ABSTRACT

Hydrogels are structures formed by three-dimensional networks of crosslinked hydrophilic
polymers, swelling in contact with water but maintaining their structural integrity.
Biopolymeric hydrogels are quite interesting for use in skin regeneration and treatment of
cutaneous wounds, as dressings, due to many factors, including their low toxicity. In the
preparation of hydrogels, both natural and synthetic polymers are used, polymerized by
different processes. In this research project, one chose to use the biopolysaccharides
xanthan and carrageenan gums, in addition to the use of the protein sericin, which was
incorporated into the films as active principle. Sericin is a bioactive globular protein that
constitutes 25-30% of the silk proteins. Due to its unique biochemical and biophysical
properties, sericin has been studied aiming at several potential applications. This research
work aimed at developing and evaluating a biopolymeric film integrating sericin (a bio-
origami), with adequate mechanical properties, with potential for skin regeneration. Sericin,
extracted from the cocoon of the silkworm (Bombyx mori) by two distinct extration
procedures, was compared to its standard and characterized exhaustively by different
methods, both physicochemically and biologically. Following sericin characterization,
biopolymeric films (bio-origamis) were prepared aiming at the structural and functional
stabilization of sericin, using a full experimental fatorial design of the type 32 (2 variables (%
(w/w) of xanthan and % (w/w) of carrageenan gums) at 3 levels ((-1), (0) and (+1))), with
polymerization performed by addition of polyvinyl alcohol (PVA) (98% hydrolyzed) at 1.25%
(w/v), and with addition of glycerol up to 2.50% (w/v) in all formulations, to induce plasticity,
thus giving rise to a total of 09 formulations. For the matrix of biopolymeric film statistically
optimized, incorporation of sericin was evaluated in the optimum formulation in terms of
biopolysaccharide composition, at the levels of 0, 1, 2, 5, 10, 20 and 50 Mgsericin/MLnydrogel-
The bio-origami films produced were evaluated considering their ability to release the
bioactive protein entity (sericin), via transdermal permeation tests, as well as by physical-
chemical and biological characterization tests. The two extraction methodologies employed
to produce the sericin extracts showed relatively similar yields. In the biological
characterization process, both sericin extracts proved to be non-toxic and displayed positive
antimicrobial activity for strains of Staphylococcus aureus. In the analysis of antioxidant
activity, the sericin extract produced by the Iyophilization technique displayed higher
antioxidant activity. The matrix composition of the selected biopolymeric film, chosen from
the statistical optimization was that corresponding to the level (+1) (0), since it resulted in a

stronger and more elastic film. The results obtained from the characterization of the



optimized bio-origami film, integrating different concentrations of sericin, suggest that sericin
was structurally and functionally stabilized, with the bio-origami film exhibiting radical
scavenging effects and ability to release the bioactive protein in a prolonged fashion, hence

suggesting a potential biopharmaceutical application for skin regeneration.

Keywords: Biopolymeric film. Bio-origami. Carrageenan. Xanthan. Sericin. Bombyx mori
cocoons. Extraction. Cytotoxicity. Antioxidant and antimicrobial activities. Controlled release.

Transdermal permeation.
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diferentes concentracbes massicas de sericina durante 24 h. Os valores
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representa o numero de contagens de raios-X caracteristicos que
atingiram o detector, enquanto o eixo XX representa a energia dos raios-

X caracteristicos.

Imagens obtidas por analise tomografica via transmissao de raios-X
(XRT) do casulo de Bombyx mori, sendo (a) uma imagem de peffil
transversal da parede do casulo, e (b) uma imagem de perfil inclinado da
superficie do casulo. As fatias de imagem tridimensionais foram coletadas
usando uma tensao de operagao ajustada para 29 kV e corrente elétrica
com 415 pA.

Fotomicrografias FESEM do casulo de Bombyx mori em varias
ampliagdes (a: x100; b: x2000; c: x600; d: x2000). As setas vermelhas
inseridas apontam para a fibroina, enquanto as setas verdes inseridas
apontam para a sericina (atuando como a cola que mantém as fibras de

fibroina no lugar).

Espectros FTIR de (a) extracto liofilizado de sericina, (b) flme bio-origami
simples, (c) filme bio-origami com 1 MQgsericina/MLsime, (d) filme bioorigami
€OmM 2 MQsericina/MLsime, (€) filme bio-origami com 5 MQsericina/MLsime, (F) filme
bio-origami com 10 mMQsericina/MLsime, (g) filme bio-origami com 20

MQsericina/MLsime, € (h) filme bio-origami com 50 Mgsericina/MLime-

Curvas termogravimétricas (a) e 12 derivada das curvas de perda de
massa (b), do extrato liofilizado de sericina (curva purpura), filme bio-
origami simples (curva cinzento), filme bio-origami contendo 1
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MQsericina/MLaime ~ (curva  laranja), filme  bio-origami contendo 5
MQsericina/MLsime ~ (Curva marrom), filme bio-origami contendo 10
MQsericina/MLaime ~ (curva  vermelha), filme bio-origami contendo 20
MQsericina/MLaime  (curva  verde), e filme bio-origami contendo 50

MQsericina/MLsime (CUrva rosa claro).

Termogramas de calorimetria diferencial exploratéria do extrato liofilizado
de sericina e dos filmes bio-origami carregados com quantidades

variaveis de sericina.

Difractogramas de raios-X com intensidade normalizada (XRD) do extrato

liofiizado de sericina (curva purpura), metilparabeno (curva amarela),
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Figura 30.

Figura 31.

Figura 32.

glicerol (curva rosa), PVA (curva vermelha), goma xantana (curva marrom
escuro), goma carragenana (curva azul escuro), filme bio-origami simples
(curva cinzenta), filme bio-origami contendo 1 MQsericina/MLsime (Curva azul
claro), filme bio-origami contendo 2 mMgsericina/MLrme (Curva laranja), filme
bio-origami contendo 5 MQsericina/MLsime (Curva marrom claro), filme bio-
origami contendo 10 MQgsericina/MLsime (Curva rosa escuro), filme bio-origami
contendo 20 MQsericina/MLsime (curva verde), e filme bio-origami contendo
50 MQsericina/MLsme (Curva rosa claro). Os difractogramas de raios-X foram

obtidos usando raios-X filtrados por alvo de Cu.

Resultados recolhidos a partir dos testes de resisténcia mecanica
realizados aos (a) filmes bio-origami simples (sem sericina) originados do
planejamento fatorial experimental, e (b) filmes bio-origami produzidos
com cargas variaveis de sericina tendo como base os niveis (+1) de goma

carragenana e (0) de goma xantana.

Resultados obtidos a partir dos ensaios de permeacdo transdérmica,
como (a) proteina média permeada por area de pele, e (b) percentagem
de proteina liberada dos filmes bio-origami em relagdo a quantidade de
sericina carregada nos filmes, durante um ensaio de 12 h. Os valores séo
a média de trés ensaios (n=3), com desvios padrao associados inferiores
a 0,01 em todos os casos. As linhas solidas representam ajustes né&o
lineares realizados aos dados experimentais, isto €, hiperbdlico para
aqueles filmes bio-origami carregados com quantidades de sericina entre
0 e 10 MQsericina/MLsime, € fungdo de Gompertz para aqueles filmes bio-
origami carregados com quantidades de sericina entre 20 e 50

mgsericina/m I-filmt-:--

Resultados obtidos a partir da modelagdo matematica dos resultados
experimentais obtidos nos ensaios de liberagdo de sericina a partir dos
filmes bio-origami durante um periodo de 12 h. Os ajustes lineares
realizados aos dados experimentais transformados, usando o modelo de
Korsmeyer-Peppas linearizado encontram-se exibidos na figura (a),
enquanto que na figura (b) o expoente de difusdo ou liberagao (n) no
modelo de Korsmeyer-Peppas em fungao da carga de sericina no filme

bio-origami permite observar a mudancga no perfil de liberagao de sericina.

110

113

118



Figura 33.

Figura 34.

Figura 35.

Figura 36.

Imagens obtidas por analises tomograficas de transmisséo de raios-X do
filme bio-origami carregado com 10 MQsericina/MLsime, S€NdO (@) imagem de
perfil inclinado do filme bio-origami, (b) imagem perpendicular a superficie
do filme bio-origami, e (c) vista inclinada da superficie do filme bio-
origami. As fatias de imagem tri-dimensionais foram obtidas usando uma

voltagem operacional de 29 kV e corrente elétrica com 415 pA.

Espectros de EDXRF de filmes bio-origami selecionados, carregados com
guantidades variaveis de sericina. O eixo dos YY representa o niumero de
contagens caracteristicas de raios-X que chegaram ao detector, enquanto

que o eixo dos XX representa a energia dos raios-X caracteristicos.

Fotomicrografias FESEM da superficie dos filmes bio-origami carregados
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APRESENTAGAO

O trabalho de pesquisa aplicada realizado, intitulado “Estabilizagao estrutural e
funcional de sericina em filme biopolissacaridico: bio-origami para a regeneragao de
pele”’, foi financiado pela Universidade de Sorocaba, com auxilio Bolsa de Mestrado
concedido pela FAPESP (Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Sao Paulo) a
aluna Liliam Katsue Harada Rocha (FAPESP ref? 2016/16641-3), tendo sido orientado pelo

Prof. Dr. Victor Manuel Cardoso Figueiredo Balcao, da Universidade de Sorocaba.

No contexto da biomedicina e das ciéncias farmacéuticas, a questao da estabilizacao
de proteinas (terapéuticas) assume particular relevancia. A estabilizacdo de entidades
proteicas traduz-se na preservacao da sua estrutura e funcionalidade, e essa estabilizagao é
principalmente atingida através do estabelecimento de um equilibrio termodindmico com o
seu (micro)ambiente. Na sua esséncia, todas as formas de vida sao poliméricas, uma vez
que seus componentes mais importantes (proteinas, peptideos, carboidratos e &acidos
nucleicos) sado todos biopolimeros. E a natureza usa esses polimeros tanto como bioblocos
de construgdo quanto como parte da altamente complexa maquinaria celular. Além dos
polimeros (bio)naturais, os seres humanos possuem agora a tecnologia para produzir
macromoléculas sintéticas através de processos de polimerizagdo para formar materiais
artificiais baseados em (bio)polimeros, geralmente com o objetivo de substituir os naturais. E
€ o fato de que esses biopolimeros sédo onipresentes na maquinaria metabdlica de todos os
seres Vivos, 0 que os torna tdo atraentes para aplica¢des biotecnoldgicas e industriais. De
fato, a vida util das proteinas dentro das células deve ser limitada uma vez que a protedlise
constitutiva é a principal fonte de aminoacidos para a sintese proteica de novo. Mas
estamos interessados em proteinas em condigdes n&o-nativas para aplicagdes
biotecnoldgicas. A estabilizacdo de proteinas tem uma tremenda importancia devido ao
crescente numero de aplicagbes destas biomacromoléculas em quase todas as areas,

especialmente na biofarmacéutica e biomédica.

O trabalho de pesquisa aqui apresentado visou o estudo do potencial de estabilizagao
estrutural e funcional de uma proteina globular bioativa extraida do casulo do bicho da seda
(Bombyx mori), visando a sua posterior utilizagdo na formulacdo de um filme

biopolissacaridico do tipo bio-origami com o objetivo de aplicacdo em regeneracéo de pele.

Os resultados obtidos durante a realizacdo deste trabalho de pesquisa, foram

parcialmente apresentados em formato de comunicagao oral no | Simpdsio de Pesquisa em
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Ciéncias Farmacéuticas, realizado dentro da Il Mostra de Atividades Académicas (MAAC),
pela Universidade de Sorocaba — Uniso (Sorocaba/SP, de 07 a 10 de Novembro de 2016)
(ANEXO A), em formato de painel no 11" CIFARP - International Congress of
Pharmaceutical Sciences (Ribeirdo Preto/SP, de 15 a 18 de novembro de 2017) (ANEXO B
e APENDICE B) e no MICROBIOTEC 17 — Congress of Microbiology and biotechnology
2017 (Porto — Portugal, de 7 a 9 de Dezembro de 2017) (ANEXO C e APENDICE C).

Adicionalmente, os resultados obtidos deram ainda origem a publicagdo de um artigo
cientifico na revista internacional Process Biochemistry (APENDICE D), e a preparagdo de
um manuscrito cientifico que se encontra atualmente em processo de submissao para
publicagdo em revista cientifica internacional indexada com arbitragem por pares com alto
fator de impacto (Liliam K. Harada, Ludmilla R. Jorge, José M. Oliveira Jr., Matthieu Tubino,
Marta M. D. C. Vila and Victor M. Balcdo (2017) Structural and functional stabilization of
sericin from Bombyx mori cocoons in a biopolysaccharide film: bio-origami for skin
regeneration) (APENDICE E). Estes trabalhos comprovam a qualidade e importancia dos

resultados obtidos no trabalho de pesquisa aqui descrito.

A Figura 1 apresenta um resumo grafico do trabalho de pesquisa desenvolvido,
comecando com a extrac&o e caracterizacdo de sericina a partir dos casulos do bicho da
seda (Bombyx mori) e culminando na produgdo e caracterizagdo de filmes bio-origami

integrando essa mesma sericina, para aplicagdes em regeneracéo de pele.

Figura 1. Resumo grafico do trabalho de pesquisa desenvolvido.
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1 REVISAO DA LITERATURA

1.1 Introdugao

Hidrogéis sado estruturas formadas por redes tridimensionais de polimeros hidrofilicos
reticulados, intumescendo em contato com agua, mas mantendo sua integridade estrutural.
Os hidrogéis biopoliméricos sdo bastante interessantes para utilizagdes em regeneracao de
pele, como curativos, devido a sua muito baixa (ou total auséncia de) toxicidade, ao
potencial para liberagdo prolongada de entidades bioativas, as propriedades n&o abrasivas,
a sua permeabilidade ao oxigénio e a vapores de agua, as suas caracteristicas de
transparéncia que permitem visualizar o processo de cura, a sua impermeabilidade a células
bacterianas, a capacidade de absorcdo do exsudado da ferida, a capacidade de manter a
ferida hidratada, a sua elasticidade e a sua capacidade de adesao a pele sad sem no entanto
aderir ao ferimento. Na preparagédo de hidrogéis utilizam-se polimeros oriundos de diversas
fontes, tanto naturais como sintéticas, polimerizados por diferentes processos (ALMEIDA,
2010). Na Figura 2 podem observar-se os varios tipos de interagdes moleculares envolvidas
na formagéo de hidrogéis (LI et al., 2017; DEMIRCI & KHADEMHOSSEINI, 2016).

Figura 2. Interagdes moleculares envolvidas na fomagao de hidrogéis.

Ligagdes de Interagées
hidrogénio com o hospedeiro

Ligacdes
hidrofébicas

Ligagdes
iénicas

Ry

!.iqagées Q R”N‘o-k, Ligagées
imina =Ny } oxima
R,
R, Ry
Ligagdes Q H Y@' N5\ Ligagées
acilhidrazona =N dissulfureto

o
£

Ry A0, OH R, 0
Ligagbes \C(O'B@ 'Rz Reacéo de
R,

boronato 0 Diels-Alder

Fonte: Adaptado de LI et al. (2017) e DEMIRCI & KHADEMHOSSEINI (2016).



28

Segundo Ansel et al. (2000), vetores que aumentam a hidratacdo da pele favorecem a
absorgao percutanea. Curativos oclusivos agem como barreiras a umidade, impedindo a sua

evaporacéo e gerando um aumento da hidratagao cutanea.

Neste trabalho de pesquisa, os filmes biopoliméricos foram formados a partir da
preparacdo de um hidrogel contendo os biopolissacarideos goma xantana e carragenana,
além de PVA (alcool polivinilico) e glicerol, como agentes polimerizante e doador de efeito
plastificante, respetivamente. Apos a preparagéo do hidrogel, procedeu-se a preparagédo do
filme, que consiste no espalhamento da solugédo filmogénica e secagem a temperatura

adequeda.

A goma xantana € um polissacarideo obtido por fermentacdo pela bactéria
Xanthomonas campestris. Ja a carragenana pertence a familia de polissacarideos lineares
sulfatados, que sao extraidos a partir de uma alga marinha vermelha. Ambos os
biopolissacarideos séao utilizados separadamente como biomateriais em diversas areas de
aplicacdo, principalmente em medicamentos e alimentos. A goma xantana é muito utilizada
por ser um agente espessante e estabilizante (GARCIA-OCHOA, et al., 2000). Em estudo
utilizando diferentes combinagdes de gomas, misturas de carragenana e xantana mostraram

resultados satisfatorios relacionados a firmeza (MARUYAMA, et al., 2006).

O alcool vinilico, também conhecido como alcool polivinilico (PVA), € amplamente
utilizado para produzir hidrogéis visando o tratamento de ulceras tdpicas, dado ser um
polimero nao téxico e biocompativel que possui excelentes propriedades de formagao de
filme e facilidade de processamento, como resisténcias mecanicas, térmicas e quimicas (LIU
et al., 2009; HWANG et al., 2010; SONG et al., 2012; GUPTA et al., 2002).

A entidade proteica bioativa integrada aos biohidrogéis foi a proteina sericina.

1.2 Filmes polissacaridicos

As moléculas de (polis)sacarideos sao basicamente constituidas de carbono, oxigénio
e hidrogénio. Neste grupo de compostos estdo inclusos agucares simples, denominados
monossacarideos, e seus polimeros, denominados polissacarideos. Os monossacarideos e
os residuos de polissacarideos contém muitos grupos hidroxilo, podendo ser portanto

considerados como alcoois (MORAN et al., 2013).
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Grande parte das moléculas de origem biolégica (como os polissacarideos e as
proteinas) apresentam estrutura macromolecular, podendo ser denominadas de
(bio)polimeros naturais. Estes compostos apresentam caracteristicas muito particulares, que
permitem diferencia-los dos polimeros sintéticos. Entre tais caracteristicas pode ser
observada a existéncia de cadeias de mesmo tamanho e a elevada especificidade e
organizacdo molecular (OREFICE et al., 2006). Polimeros naturais sdo metabolizados no
sistema bioldgico por hidrélise ou degradacdo enzimatica, e os produtos destas reac¢des séo
unidades de aminoacidos ou sacarideos, quando as macromoléculas de partida sao,
respectivamente, polissacarideos ou polipeptideos (DEMIRCI & KHADEMHOSSEINI, 2016).

Os filmes a base de polimeros naturais apresentam caracteristicas interessantes para
integrar formulagbes que atuam na regeneracdo de pele, como a permeabilidade ao
oxigénio, aderéncia e atuagdo como barreira no local da lesdo, além de serem
biocompativeis e atéxicos, e apresentarem ainda caracteristicas positivas de elasticidade e
resisténcia (SILVA, F., 2014; ALMEIDA, 2010).

Os filmes formados por biopolissacarideos podem ser considerados sistemas de
liberacado controlada para farmacos de aplicacao tépica, dependendo do tipo de formulagao
e aplicagao em que sao utilizados (ANDREWS et al., 2009), sendo redes tridimensionais de
biopolimeros hidrofilicos que, em contato com uma superficie Umida, incham e podem
liberar o principio ativo por diferentes mecanismos (GANJI et al., 2010). Assim, os filmes de
biopolissacarideos sédo de particular interesse no tratamento da pele danificada, devido a
sua baixa toxicidade, potencial para liberagao prolongada de farmacos e capacidade
humectante (YAN & POCHAN, 2010; MURPHY et al., 2012; SONG et al., 2012).

Dentre os materiais amplamente utilizados para a obtencdo de filmes de
biopolissacarideos encontram-se as gomas de origem natural, tais como as gomas de
carragenana, xantana, gelana, alfarroba, colageno, entre outras, e as proteinas. Estes
materiais podem ainda ser aplicados como coberturas (filmes) ediveis para frutas (ASSIS &
DE BRITTO, 2014).

Origami é a arte tradicional da dobradura em papel, possibilitando formar com um
material maleavel (papel) estruturas mais ou menos complexas. O conceito desta arte
despertou a atencdo de cientistas, matematicos e engenheiros, para a obtencdo de produtos
mais complexos, visando aplicacdo em diversas areas, como por exemplo as areas
biomédica, automotiva, entre outras. Os filmes denominados bio-origamis, podem ser
definidos como materiais dobraveis, podendo ser compostos por materiais bioldgicos, como
por exemplo proteinas (JAMAL et al., 2007; BAERLECKEN et al.,2012).
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1.3 Sericina

A sericina, ou cola da seda, € uma pequena proteina globular (glicoproteina) que
constitui cerca de 25-30% das proteinas da seda. E composta por 18 aminoacidos, a maior
parte dos quais tém cadeias laterais polares fortes, tais como grupos hidroxilo, carboxilo e
amina. A sua elevada hidrofilicidade surge a partir do alto teor em serina e acido aspartico,
que representam cerca de 33,4% e 16,7% da sericina, respectivamente (PATEL &
MODASIYA, 2011; ZHANG, 2002).

Devido as suas propriedades bioquimicas e biofisicas exclusivas, a sericina tem sido
estudada para varias potenciais aplicacdes. Tais propriedades incluem, segundo varios
autores, biocompatibilidade, biodegradabilidade, atividade antibacteriana, atividade
antioxidante, atividade anti-tirosinase, efeitos anticancerigenos, propriedades protetoras
contra a radiacdo UV e capacidades hidratante e coagulante em preparagcbes cosméticas.
Por apresentar elevado teor em serina e glicina, a sericina também exibe propriedades
hidratantes, impedindo a perda transepidérmica de agua e restaurando fatores hidratantes
naturais. Ela também promove um aumento da elasticidade da pele e tem efeitos anti-rugas
e anti-envelhecimento através da sua atividade promotora de sintese de colageno no tecido
dérmico, pois exibe mais hidrofilicidade do que a fibroina (ROCHA et al., 2017; PATEL,;
MODASIYA, 2011).

Quanto ao seu peso molecular, pode apresentar variabilidade, pois exibe um grupo
(familia) de proteinas com pesos moleculares variando de 10 kDa a 310 kDa (TAO et al.,
2005) ou de 20 kDa a 400 kDa (ROCHA et al., 2017; KUNZ et al., 2016; GIMENES et al.,
2014). Esta proteina apresenta como caracteristicas ser principalmente amorfa e solivel em
agua, atuando como aglutinante, o que possibilita desempenhar seu papel na composi¢cdo
dos casulos, onde mantém a integridade estrutural dos mesmos (CHOPRA & GULRAJANI,
1994).

Como supracitado, a proteina sericina pode ser encontrada nos casulos do bicho da
seda (Bombyx mori) (ver Figura 3), podendo ser extraida a partir dos casulos ou da agua
residual oriunda de processos de degomagem da industria textil (WU et al., 2007; DIAS et
al., 2015).
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Figura 3. Casulos do bicho da seda (Bombyx mori).

Fonte: Elaboragéo prépria.

No casulo, a principal fungcdo da proteina sericina € manter a coesdo do mesmo,

envolvendo a fibroina (Kl et al., 2007), como é possivel observar na Figura 4.

Figura 4. Imagem de microscopia eletronica de varredura, mostrando a interagéo sericina-fibroina (na

imagem da direita, as cores foram modificadas digitalmente).

Fonte(s): https://www.puresericin.com/en/pure-sericin/; http://morphomed.at/technology.

A sericina demonstra ser um bom biomaterial para a administracdo de farmacos por
sua reatividade quimica e sua capacidade de resposta ao pH, o que facilita a fabricagao de

nanoparticulas, microparticulas, hidrogéis e moléculas conjugadas (LAMBONI et al., 2015).
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No estudo realizado por Sasaki, Yamada & Kato (2000 [A]), que investigava a relagao
do consumo da proteina sericina com a absorcéo intestinal de zinco, ferro, magnésio e
calcio, os resultados obtidos sugeriram que o consumo de sericina aumentava a
biodisponibilidade daqueles elementos. Este aumento de absor¢do mostrou ser em torno de

41% para o zinco e ferro, 21% para o magnésio e 17% para o calcio.

A sericina também exibe outros resultados positivos, quando avaliados o seu potencial
na ingestdo, como o alivio da constipagdo intestinal (SASAKI et al., 2000 [C]), e uma
possivel agao como agente quimiopreventivo para a carcinogénese de célon (SASAKI et al.,

2000 [B]). Os estudos supracitados sobre a ingestao de sericina foram realizados em ratos.

1.4 Estabilizagdo estrutural e funcional de entidades proteicas

As proteinas sdo compostas de aminoacidos, e cada aminoacido contém um grupo
amina e um grupo carboxilo, além de uma cadeia lateral (grupo R) que é especifica para
cada aminoacido, conforme ilustrado na Figura 5. A ligagdo entre aminoacidos ocorre entre
0 grupamento amina de um, e o grupamento carboxilo de outro, que se condensam durante
a sintese proteica, e esta juncdo forma uma ligacédo peptidica (grupo funcional amida). A
ligacdo de varios peptideos forma um polipeptideo linear. Uma proteina funcional pode ser
formada por um so6 polipeptideo, ou por cadeias de polipeptideos diferentes, que se ligam

para formar uma estrutura mais complexa (MORAN et al., 2013).

As proteinas podem apresentar diversas formas, podendo ser sollveis em agua,
compactas e levemente esféricas. Apresentam cadeias de polipeptideos bastante dobradas,
podendo ser denominadas globulares. Estas proteinas possuem um interior hidrofébico e
superficie hidrofilica. As proteinas globulares possuem fendas ou cavidades, que permitem

a ligagéao transiente a outros compostos (DAU, 2015).
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Figura 5. Estrutura quimica dos aminoacidos e formagéo de uma ligagédo peptidica.
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Fonte: https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Peptidformationball.svg

Por serem componentes do metabolismo de todos os seres vivos, 0os biopolimeros sdo
materiais interessantes para aplicagbes biotecnoldgicas e industriais. Neste sentido, a
estabilizacao estrutural e funcional de entidades proteicas torna-se muito importante, devido
ao aumento de aplicagdes destes biomateriais em diversas areas, mas com utilizagdo mais
expressiva nas areas farmacéutica e biomédica (BALCAO & VILA, 2015; IYER, 2008;
VILLEGAS et al., 1996).

O processo de estabilizacdo de entidades proteicas visa a preservacao estrutural e
funcional destes biocompostos. Este processo é adotado também para a estabilizagao de
outras moléculas de natureza proteica, como enzimas, proteinas recombinantes,

bacteri6fagos, anticorpos monoclonais e peptideos (BALCAO & VILA, 2015).

Nas aplicagdes biofarmacéuticas em que se deseja utilizar proteinas, sdo encontrados
trés principais desafios para a estabilizagdo das mesmas, sendo eles (IYER &
ANANTHANARAYAN, 2008; MOZHAEV & MARTINEK, 1990; BALCAO & VILA, 2015):

@ Estabilidade operacional — capacidade da proteina para manter suas

propriedades apos os processos de producéo;
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@ Estabilidade termodinamica — capacidade de manter a conformacdo de
enovelamento, para evitar sua desnaturacdo quando em contato com

diferentes meios;

@ Estabilidade in vivo — capacidade de se manter estavel apds penetrar na

célula-alvo.

A estabilizacao estrutural e funcional de entidades proteicas baseia-se na reducéo dos
movimentos moleculares e, assim, na eliminagao das transicbes conformacionais enquando
a biomolécula ainda esta em seu estado funcional (estado nativo). A estabilidade de
proteinas multiméricas é dependente de sua concentragcdo, pois por se tratar de uma
estrutura (multimérica), resulta em baixa estabilidade térmica devido a um mecanismo de
dissociagéo das suas subunidades (BALCAO & VILA, 2015; MATEO et al., 2006; LOPEZ-
GALLEG et al., 2007).

Os avancos relacionados com a estabilizacdo estrutural e funcional de entidades
proteicas, além de manterem estas estaveis e ativas, permitem também sua incorporagéo
em produtos aplicados a diversas areas, inclusivé produtos farmacéuticos, que necessitem
garantir tais propriedades (BALCAO & VILA, 2015).

1.5 Estrutura da pele e lesées associadas

Considerado o maior 6rgdo do corpo humano, a pele, além de atuar como barreira
fisica contra agentes infecciosos, exerce importantes fungbes como a regulagdo da
temperatura corporal e das sensagdes (DEMIRCI & KHADEMHOSSEINI, 2016). E um
sistema epitelial, porém, o que a difere dos demais sistemas epiteliais, é o fato da pele estar
exposta a um ambiente externo muito agressivo, podendo ser considerada uma barreira
mediadora entre o organismo e o ambiente. E uma membrana de dupla camada que

envolve a superficie externa do corpo (HARRIS, 2009).

A pele é composta por basicamente trés camadas (ver Figura 6): a epiderme, que é a
camada epitelial mais externa, a derme, que é a camada intermediaria, e a hipoderme, que
€ a camada mais profunda e que é constituida de Iébulos de lipécitos. Exibe ainda os
denominados anexos cutaneos, sendo eles o foliculo pilossebaceo, o foliculo piloso, as

glandulas sebéaceas e as glandulas sudoriparas (AZULAY et al., 2008).
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Figura 6. Estrutura geral da pele humana.
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Fonte: https://www.thinglink.com/scene/848934581921906689

Como funcao estética, é considerada a aparéncia, o toque, a maciez, os odores
exalados e a coloracédo. A pele exibe ainda conotagdes de ordem social, racial e sexual,
devido a sua funcao sensorial ( HARRIS, 2009; AZULAY et al., 2008).

A perda de integridade da pele por diversas formas de injurias, geralmente leva a
formacado de cicatrizes nao fibréticas, acompanhada de perda substancial de seus
apéndices. Estes ferimentos na pele ocorrem ao violar a camada epidérmica, resultando na
exposicdo da camada dérmica. Dependendo da profundidade da lesdo, pode haver a
exposicdo das camadas mais profundas, expondo fibroblastos, tecido conjuntivo, vasos
sanguineos, pele e osso (HENG, 2011; DEMIRCI & KHADEMHOSSEINI, 2016).

As feridas cronicas que s&o agravadas por determinadas doencgas, tais como
isquémia, Diabetes mellitus e estase venosa, sdo o maior desafio clinico devido aos
tratamentos existentes que ainda séo ineficientes (DEMIRCI & KHADEMHOSSEINI, 2016).
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As queimaduras encontram-se entre as mais graves lesdes sofridas pela pele,
resultando ainda em graves sequelas, como limitagdes funcionais e desordens psicossociais
(FERNANDES et al., 2012).

As queimaduras de primeiro grau, que atingem a epiderme, normalmente ocorrem pela
exposicao a raios solares e resultam em uma inflamagao simples, que cicatriza rapidamente,
sem grandes complicacdes sistémicas. As queimaduras de segundo grau, passam através
da epiderme e atingem a derme, levando a liberagdo de mediadores imunes e inflamatérios
como a histamina, bradicinina e interleucinas, os quais resultam em um aumento da
permeabilidade capilar com extravasamento de liquidos e o acumulo destes em uma
epiderme intacta, formando flictemas ou bolhas. Estas les6es, de modo geral, nao
apresentam complicagdes. Ja as lesdes de terceiro grau comprometem todos os elementos
da pele. Por causarem a destruicao dessas estruturas, as feridas ndo se regeneram,

necessitando muitas vezes de implantes cutdneos para o tratamento (MOSER et al., 2013).

1.6 Aplicagoes dérmicas

Geralmente, a administragdo cutanea é utilizada quando um efeito local é desejado,
porém, quando ha boa absorcdo pode alcangar-se um efeito sistémico. Farmacos
incorporados em adesivos para aplicacbes transdérmicas sdo cada vez mais utilizados.
Estes adesivos promovem a liberagcdo estavel do farmaco, com o objetivo de evitar o
metabolismo pré-sistémico ou efeito de 12 passagem, porém, € um método apropriado para

farmacos lipossoluveis (RANG et al. 2007).

Quando existe a necessidade de atingir a derme, é necessaria uma maior penetragao
do farmaco. Para que a permeacao transdérmica de principios ativos ocorra, & preciso levar
em consideragdo dois pontos importantes: as substancias que compdem o veiculo que
facilita a penetragdo do principio ativo, e a natureza quimica do farmaco em questao
(AZULAY et al., 2008).

O desafio da obtencido de formas farmacéuticas transdérmicas é exatamente o de
favorecer a absorg¢ao de principios ativos nas camadas da pele que atuam como barreiras
para esta permeacédo. Por este motivo, estratégias tém sido utilizadas como, por exemplo, o
uso de nanotecnologia no desenvolvimento e produgdo de farmacos, capazes de

promoverem a liberacdo através da pele, e disto surgem formas farmacéuticas como
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microemulsdes, nanoemulsdes e nanoparticulas, com propriedades fisicoquimicas e

farmacotécnicas apropriadas para o uso transdérmico (SILVA, J. et al., 2010).

A capacidade de interagdo com as entidades biolégicas, torna os biopolimeros 6timas
escolhas para aplicagdes biomédicas (OREFICE et al., 2006). Os materiais bioativos e
biodegradaveis possuem ainda a vantagem de proporcionarem a recuperagédo de tecidos
danificados, pois podem atuar no metabolismo intracelular e extracelular, os quais controlam

a reproducéo celular e a propagacéao dos tecidos em crescimento (PEREIRA et al., 1999).

1.7 Regeneragio de pele

A reconstituicdo de uma pele perfeita € um grande desafio e objetivo de muitos
trabalhos cientificos (DEMIRCI & KHADEMHOSSEINI, 2016). A sequéncia da cicatrizagéo e

reparacgao de lesdes cutaneas pode ser melhor visualizada na Figura 7.

Figura 7. Esquema da cicatrizagao e reparagdo de uma leséo cutanea.
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Fonte: http://dicionariosaude.com/cicatrizacao/
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A formacao do coagulo para a manutencdo da homeostase, possibilita a formacao de
uma matriz provisoria para a migracdo das células. As plaquetas aderem ao tecido
conjuntivo intersticial e agregam-se. Durante este processo, liberam mediadores e
expressam fatores de coagulagéo. O coagulo formado localmente, de fibrina e trombina, age
como um ninho para a adesao e agregacao plaquetaria. As plaquetas contribuem para a
formacado do tampao homeostatico e na liberagdo de citocinas e fatores de crescimento.
Além disso, a prépria cascata de coagulagdo atrai os leucocitos para o local da lesdo. A
ativagdo endotelial por quimiostaticos, estimula a liberacdo de elastase e colagenase
endotelial, que por sua vez acabam por facilitar a penetragdo celular através das
membranas basais dos vasos sanguineos. Os leucdcitos agem na eliminagédo de bactérias
invasoras e debris celulares (DEMIRCI & KHADEMHOSSEINI, 2016; AZULAY et al., 2008).

A fase inflamatéria pode ser prolongada pela persistente presencga de debris celulares
e bactérias, dificultando assim a reparagdo normal. Os macréfagos desempenham um papel
importante no processo de inflamagao e reparagao, pois secretam fatores de crescimento
para fibroblastos, necessarios para iniciar a formagao tecidual nas feridas (DEMIRCI &
KHADEMHOSSEINI, 2016).

Aproximadamente 4 dias apds a agressao, o tecido de granulagao inicia sua formacéo.
A transicdo entre tecido de granulagdo rico em fibroblastos e uma matriz basicamente
considerada acelular, ocorre apds a apoptose dos fibroblastos em torno do 10° dia apds
inicio da reparagéao (AZULAY et al., 2008).

Os apéndices cutaneos, anteriormente citados, sdo conhecidos também como “ilhas
de regeneragao”, pois possuem células epidérmicas que promovem a recuperacao da pele

quando ocorrem lesées mais profundas (PEREIMA et al., 2013).

Azulay et al. (2008) ainda apresenta alguns fatores que podem influenciar
negativamente o processo de reparagdo cutanea, como por exemplo anoxia, pH anormal,

necrose, infecgdo, hematomas e corpos estranhos.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Desenvolver e avaliar um bio-origami biopolimérico com potencial de regeneracgéo

cutanea.

2.2, Objetivos especificos

Especificamente, o trabalho de pesquisa almejou:

Extrair sericina dos casulos do bicho da seda (Bombyx mori) usando diferentes

técnicas de extragao e caracterizar os extratos;

Avaliar o potencial de atividade antimicrobiana, atividade antioxidante, induc&o de

aberracdes cromossOmicas e danos ao DNA, dos extratos de sericina;

Desenvolver, através de um planejamento fatorial experimental completo, um filme
biopolimérico para estabilizagao estrutural e funcional de sericina, contendo goma
xantana, goma carragenana, PVA (98% hidrolizado) a 1,25% (m/v) como agente

polimerizante e glicerol a 2,5% (m/v) para inducéo de efeito plastificante;

Avaliar a integracéo de sericina no filme biopolissacaridico otimizado, utilizando

diferentes concentracbes proteicas;

Avaliar as caracteristicas de liberagdo e permeacdo transdérmica da proteina
bioativa a partir dos filmes biopolissacaridicos, assim como proceder a sua

caracterizagao fisicoquimica.
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3. JUSTIFICATIVA

Os hidrogéis biopoliméricos sao bastante interessantes para utilizagdo em
regeneracado de pele devido a sua muito baixa (ou quase nula) toxicidade, potencial para
liberagdo prolongada de entidades bioativas, as propriedades n&o abrasivas, a sua
permeabilidade ao oxigénio e ao vapor de agua, as suas caracteristicas de transparéncia
que permitem visualizar o processo de cura, a sua impermeabilidade a células bacterianas,
a capacidade de absorcao do exsudado da ferida, a capacidade de manter a hidratacao, a
sua elasticidade e capacidade de adesdo a pele sd sem no entanto aderir ao ferimento
(ROSSI, et al., 2010).

Na preparacédo de hidrogéis utilizam-se polimeros oriundos de diversas fontes, tanto
naturais como sintéticas, polimerizados por diferentes processos. Adicionalmente, por se
tratar de uma formulagédo a ser aplicada sobre a pele, normalmente sobre feridas abertas,
tém-se envidado esforgos para a utilizagdo de biopolimeros naturais e biodegradaveis que

nao apresentem qualquer (cito)toxicidade.

Por todas as vantagens supracitadas, a utilizacdo dos biopolimeros e da proteina
sericina para o desenvolvimento de uma estrutura do tipo "bio-origami" para aplicacdes em

regeneragao de pele mostra-se uma alternativa segura, eficaz e muito promissora.
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4. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

4.1. Material

4.1.1. Reagentes e consumiveis

Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico ou superior, e foram usados
sem qualquer purificagdo adicional. A agua utilizada foi purificada num sistema Master
System All (modelo MS2000, Gehaka, Sdo Paulo/SP, Brasil) para uma resistividade final de
cerca de 18,18 MQ.cm e condutividade de 0,05 uS.cm™. A sericina (ref. SIGMA S5201-1G,
referida como amostra A1 a partir deste ponto), o Coomassie Brilliant Blue G250 (ref.
SIGMA 27815-25G-F), o acido o-fosférico (85%, v/v; ref. SIGMA V000145-1L), o etanol
UVASOL™ para espectroscopia (99,8%, v/v; ref. SIGMA 32205-1L), o DPPH (2,2-diphenyl-
1-picrylhydrazyl) (ref. SIGMA D9132-1G), o MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide) e o metilparabeno (ref. SIGMA 47889) foram adquiridos a
Sigma-Aldrich (St. Louis MO, EUA). O alcool polivinilico (PVA) com um grau de hidrdlise de
98% (PVA98) foi adquirido @ Neon Comercial Ltda. (Suzano/SP, Brasil). O glicerol foi
adquirido a Cinética (Jandira/SP, Brasil). As gomas carragenana (GENUVISCO® CG-131) e
xantana (XANTURAL® 180) foram gentiimente doadas pela CPKelco (Limeira/SP, Brasil).

4.1.2. Material biolégico

Os casulos de Bombyx mori foram adquiridos a Fiacdo de Seda BRATAC S.A.
(Londrina/PR, Brasil). As cepas bacterianas utilizadas nos ensaios de atividade
antimicrobiana foram Staphylococcus aureus CCCD-S007, Pseudomonas aeruginosa
CCCD-P004, e Escherichia coli CCCD-EO003, e foram fornecidas pela CEFAR Diagnéstica
(Jurubatuba/SP, Brasil). Os meios de crescimento microbioldgico utilizados foram o BHI
(Brain Heart Infusion) da HiMedia Laboratories (Mumbai, India), o Agar Bacteriolégico da
Prodimol Biotecnologia S.A. (Sao Paulo/SP, Brasil), e o TSA (Tryptic Soy Agar) da KASVI

(Curitiba/PR, Brasil). As sementes de cebola comuns (cultivar Baia Periforme) utilizadas nos



42

ensaios de Allium cepa foram adquiridas @ FELTRIN® (Farroupilha/RS, Brasil). A linhagem
celular HUVEC (Human Umbilical Vein Endothelial Cells) utilizada nos ensaios de
genotoxicidade (Cometa™) e citotoxicidade (MTT) foram adquiridas a Sigma-Aldrich (ref.
SIGMA S200-05N) (St. Louis MO, EUA). As células foram mantidas a 37 °C sob atmosfera
hamida com 5% CO,;, em meio de crescimento DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium) contendo D-glucose (4,5 g/L), L-glutamina (584,0 mg/L), piruvato de sodio (100
mg/mL), e bicarbonato de sodio (3,7 g/L) (Gibco Life Technologies, Sdo Paulo/SP, Brasil),
suplementado com 10% (m/m) de soro fetal bovino e 1% (m/m) de antibidticos (penicilina
(100 Ul/mL) e sulfato de estreptomicina (100 pyL/mL)).

4.1.3. Equipamentos analiticos e outros

As determinagdes de atividade antimicrobiana foram realizados no PhageLab (UNISO)
onde foram utilizados os equipamentos cabine de seguranga biolégica de classe Il tipo B2
(modelo 4SP-SBIIB2-1266/4, SP-LABOR, Presidente Prudente/SP, Brasil), autoclave
(modelo AUTOCLAVE DIGITAL CS 50L, PRISMATEC, Manaus/AM, Brasil), estufa de
incubagao microbioldgica (modelo 502, FANEM, S&o Paulo/SP, Brasil), geladeira da marca
Electrolux (modelo DF80-553L, Sao Paulo/SP, Brasil). Na etapa de homogeneizagao para a
andlise da atividade antioxidante dos extratos de sericina, foi utilizado um vortex da marca
FISATOM (modelo 774, S&o Paulo/SP, Brasil). As solu¢gdes aquosas contendo sericina
foram liofilizadas em um liofilizador da marca ThermoFisher Scientific (modelo Multi-tasking
c6d. SNL216V-115, série R23T-659559-RT, Waltham MA, EUA). Para a preparagao dos
filmes biopoliméricos foram utilizados um agitador mecanico com aquecimento (modelo TE
0181, TECNAL, Piracicaba/SP, Brasil) e um banho de ultrasons (modelo USC-3380A,
UNIQUE, Indaiatuba/SP, Brasil). A caracterizacdo termogravimétrica dos extratos de
sericina e dos filmes foi realizada por analise termogravimétrica (TG) num termogravimetro
da TA Instruments (modelo 2050, New Castle, EUA) enquanto as andlises térmicas foram
realizadas num calorimetro diferencial de varredura (DSC) também da TA Instruments
(modelo MDSC 2910, New Castle, EUA), no Instituto de Quimica da UNICAMP (IQ-
UNICAMP, Campinas/SP, Brasil). As analises de microestrutura dos casulos de Bombyx
mori foram realizadas em um microscoépio eletrénico de varredura com emissao de campo
(FESEM) da FEI (modelo QUANTA FEG 250, FEI Company, Hillsboro, EUA), no Instituto de
Quimica da UNICAMP (IQ-UNICAMP, Campinas/SP, Brasil), enquanto as analises de

microscopia eletronica de varredura (MEV) dos filmes bio-origami integrando sericina foram
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realizadas num microscopio eletrénico de varredura com energia dispersiva (DESEM) da
LEO Electron Microscopy/Oxford (modelo Leo 440i, Cambridge, Inglaterra), equipado com
um detector EDS da LEO Electron Microscopy/Oxford (modelo 6070, Cambridge, Inglaterra),
no LRAC-FEQ (UNICAMP, Campinas/SP, Brasil). Para o recobrimento metalico das
amostras com ouro, utilizou-se um Sputter Coater POLARON (modelo SC7620, VG
Microtech, Uckfield, Inglaterra). Os espectros de infravermelho foram obtidos num
espectrofotbmetro de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) da AGILENT
(modelo Cary 630, Santa Clara CA, E.U.A.) e os difratogramas de raios-X foram obtidos num
difratbmetro de raios-X (DRX) da Shimadzu (modelo XRD7000, Kyoto, Japao),
equipamentos pertencentes ao IQ-UNICAMP (Campinas/SP, Brasil). As analises de
resisténcia a tracao, resiliéncia e resisténcia a perfuragdo, dos filmes bio-origami, foram
realizadas em TexturOmetro da Stabile Micro Systems (modelo TA-TX Plus, Godalming,
Inglaterra), no LaBNUS-UNISO (localizado no Parque Tecnologico de Sorocaba,
Sorocaba/SP, Brasil). Todas as analises espectrofotométricas foram realizadas no
espectrofotobmetro UV-Vis da Perkin Elmer (modelo Lambda 3s, Waltham MA, EUA), no
LAPETOX-UNISO (Sorocaba/SP, Brasil) e no espectrofotdbmetro UV-Vis da Agilent (modelo
Cary 60 UV-Vis, Santa Clara CA, EUA) no PhagelLab-UNISO (Sorocaba/SP, Brasil). As
leituras de viabilidade celular nos ensaios de MTT foram realizadas num leitor de
microplacas ELISA da Robonik India Private LTD. (modelo Readwell PLATE, Maharashtra,
India). As analises de microscopia o6tica para os ensaios Cometa™ foram realizadas num
microscopio 6tico da Zeiss (modelo Axiovert-60, Carl-Zeiss, Go6schwitzer Str., Jena,
Alemanha), no LABITON-UNISO (Sorocaba/SP, Brasil).
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4.2. Procedimentos experimentais

4.2.1. Extracdo de sericina

Aproximadamente 15 g de casulos de Bombyx mori foram pesados para um
Erlenmeyer de 2000 mL, adicionados com 1000 mL de agua ultrapura (solvente extrator)

(casulos:agua ultrapura, 1,5:100), e autoclavou-se a 120 °C durante 60 min.

4.2.1.1. Extracdo por autoclavagem a alta-temperatura seguida de congelagéo-

descongelagao

Apos autoclavagem, a sericina foi extraida por precipitagdo de acordo com o
procedimento descrito por Aguiar (2011), com ligeiras modificagdes. O excesso de massa de
casulos foi depois removido, a solugao resultante vertida para uma garrafa PET e congelada
a -20 °C durante 24 h. Apds o periodo de congelagdo, a solugdo foi descongelada a
temperatura ambiente e filtrada a vacuo através de filtro de 0,45 ym de didmetro de poro
usando um dispositivo de filtragao Millipore, e o precipitado retido no filtro foi seco e triturado
com gral e pistilo. O extrato resultante de sericina em po é referido como amostra A2 a partir

deste ponto.

4.2.1.2. Extragao por autoclavagem a alta-temperatura seguida de liofilizagao

Apo6s autoclavagem, a sericina foi extraida de acordo com os procedimentos descritos
por Patel e Modasiya (2011) e Dias et al. (2015), com ligeiras modificagbes. O excesso de
massa de casulos foi depois removido e a solugao resultante foi filtrada a vacuo através de
filtro de 0,45 um de didmetro de poro usando um dispositivo de filtracdo Millipore. A solugao
filtrada foi depois distribuida por varios frascos de vidro e devidamente congelada a -86 °C

antes da liofilizagdo. Apés liofilizagao, o extrato impuro foi devidamente triturado com gral e
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pistilo. O extrato resultante de sericina em po6 é referido como amostra A3 a partir deste

ponto.

Apos a obtengdo dos extratos de sericina pelas duas metodologias de extragéo
descritas, seguiu-se a sua caracterizagdo, tanto do ponto de vista fisicoquimico quanto
biolégico, comparando com o respectivo padrdao de serina (sericina comercial, de uso

laboratorial).

4.2.2. Caracterizagao fisicoquimica dos extratos de sericina

4.2.2.1. Determinagcdo do teor de umidade por aquecimento com fonte de raios

infravermelhos

A determinagédo do teor de umidade dos extratos em bruto de sericina foi realizada
num analisador de umidade por infravermelho da Shimadzu (modelo MOC63U, Kyoto,
Japéo), equipado com um temporizador, auto-calibragéo e ajuste de temperatura entre 50 °C

e 200 °C, com parametros ajustados em temperatura de 60 °C e modo "slow".

4.2.2.2. Analises por espectrofotometria de infravermelho com transformada de Fourier
(FTIR)

Os espectros FTIR de sericina pura (A1) e de amostras dos dois extratos de sericina
(A2 e A3) foram obtidos num espectrofotdmetro de infravermelho com transformada de
Fourier da Agilent (modelo Cary 630, Santa Clara CA, EUA), na gama de nimeros de onda

de 4000 cm™ a 400 cm™, com resolugéo de 2 cm™, e utilizando apodizagdo de Happ-Genzel.

Um espectro de infravermelho é a combinagao das transformadas de Fourier para
todos os numeros de onda considerados. Qualquer pico caracteristico de uma dada amostra
é representado pelo pico de maior intensidade, sendo a restante ondulagdo considerada
ruido. Este ruido, para ndo ser identificado como pico, pode ser diminuido por varios

processos. A apodizagdo € um deles, e consiste em fazer decair suavemente a intensidade
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do interferograma para zero nas extremidades do pico principal, por aplicagcdo de uma
funcdo matematica ao interferograma, antes da Transformada de Fourier. A apodizacao de
Happ-Genzel é considerada a melhor escolha para a maioria das aplicagdes, pois suprime

melhor as “réplicas” laterais e com menor redugao da resolugao.

4.2.2.3. Anélises por difragéo de raios-X (XRD)

Difratogramas de raios-X de amostras de sericina pura (A1) e de amostras dos dois
extratos impuros de sericina (A2 e A3) foram obtidos num Difratdmetro de raios-X (XRD) da
Shimadzu (modelo XRD7000, Kyoto, Jap&o), usando radiacdo de raios-X produzida por uma
lampada de cobre com radiagdo Ka (1 =1,5418 A) filtrada através de um alvo de Cu. A
varredura de raios-X foi realizada a angulos de difracdo de 2-Theta (de 5° a 90°, com
incrementos de 0,02 graus e taxa de 2° min™), com voltagem de 40 kV, intensidade de

corrente elétrica de 30 mA e poténcia de raios-X de 3 kW.

4.2.2.4. Analises térmicas por termogravimetria (TG) e calorimetria diferencial

exploratéria (DSC)

A caracterizacao termogravimétrica dos extratos de sericina foi realizada foi realizada
via analises termogravimétricas (TG) enquanto as analises térmicas foram realizadas por

calorimetria diferencial exploratéria (DSC).

As analises de TG foram realizadas utilizando um termogravimetro da TA Instruments
(modelo 2050, New Castle, EUA), enquanto as andlises térmicas de DSC foram realizadas
utilizando um microcalorimetro diferencial exploratério também da TA Instruments (modelo
MDSC 2910, New Castle, EUA). A caracterizagdo térmica da sericina pura (A1) e de
amostras dos extratos de sericina (A2 e A3) foi realizada tanto por TG como por DSC,

seguindo o procedimento descrito por Glasser et al. (2016).

Tanto para as analises de TG como para as analises calorimétricas, as amostras

(aproximadamente 7 mg A1, 7 mg A2 e 7 mg A3) foram pesadas diretamente no interior de
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cadinhos de aluminio de alta pressao, e devidamente seladas por pressdo. Um cadinho de

aluminio de referéncia foi também preparado, por simples selagem de ar no seu interior.

As amostras foram entdo sujeitas a um aumento linear de temperatura, de cerca de 20
°C até 250 °C, a uma taxa de aquecimento constante de 10 °C min™, sob uma atmosfera
inerte mantida com um fluxo constante de argdnio de 50 mL min”, durante o qual a
quantidade de calor absorvido pelas amostras foi registrado a uma taxa de amostragem de

0,2 s por ponto de dados.

4.2.2.5. Analises eletroforéticas por SDS-PAGE

A distribuicido de pesos moleculares da sericina foi analisada por eletroforese em gel
de poliacrilamida com dodecilsulfato de sédio (SDS-PAGE), utilizando um sistema Mini-
PROTEAN® Tetra Cell 4-gel para eletroforese vertical da Bio-RAD (Califérnia CA, EUA)
acoplado a uma unidade de alimentagao de energia PowerPac™ HC (Bio-RAD, Califérnia
CA, EUA) e a um banho digital seco também da Bio-RAD.

Para determinar tanto o perfil proteico da sericina pura (A1) como o das amostras de
extratos de sericina (A2 e A3) e a sua distribuicdo de pesos moleculares, 500 pL de solugéo
de extrato de sericina (contendo ou 50 MQexrato (Para a coloragdo com Coomassie) ou 120
MQextrato (Para a coloragdo com prata)) foram adicionados a um volume (500 pL) de tampéo
de disrupgao (1,51% (m/v) Tris-Base, 0,5% (v/v) p-mercaptoetanol, 4% (m/v) dodecilsulfato
de sdédio, 10% (v/v) glicerol, e 0,012% (m/v) azul de bromofenol) num tubo Eppendorf (com a
tampa perfurada no centro por uma agulha) e fervido durante 10 min. Realizou-se entdo a
analise de SDS-PAGE ao sobrenadante da amostra (10 yL) e aos marcadores de peso
moleculares (10 pL de Pre-stained Precision Plus Protein™ Dual Color Standards da Bio-
RAD, com padrdes de proteina variando entre 10 kDa a 250 kDa), com os géis
desenvolvidos a uma voltagem de 200 V, 20 mA por gel, 20 W, durante 45 min, apds o que
os geéis (em duplicata) foram corados com Coomassie Brilliant Blue G-250 (permitindo assim
a detecgdo de cerca de 70 ug de proteina) ou revelados com prata (permitindo assim a
deteccdo de cerca de 7 ug of protein). Apds revelagéo, os géis foram entdo fotografados

para analise.
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4.2.2.6. Quantificagao do teor de proteina pelo método de Bradford modificado

Utilizou-se uma modificacdo do método de Bradford para quantificagdo proteica de
acordo com o procedimento descrito por Robyt e White (1990) e Balcao et al. (1996). Tanto
a sericina pura (amostra A1) como os extratos de sericina (amostras A2 e A3) foram

dissolvidos em agua ultrapura e diluidos quanto necessario.

Aliquotas de 500 pL das solugdes de sericina foram adicionadas a 4,5 mL de solucéo
de Coomassie Brilliant Blue G-250 (a solugéo de trabalho de Coomassie Brilliant Blue G-250
foi preparada de acordo com o procedimento descrito por Robyt e White (1990) e Balcéo et
al. (1996)), incubadas a temperatura ambiente durante 5 min e a absorvancia medida ao
comprimento de onda de 595 nm utilizando cubetas de plastico descartaveis (Kartell,
Noviglio MI, Itdlia) num espectrofotémetro UV-Vis da AGILENT (modelo Cary 60, Santa
Clara CA, EUA).

Para construgcdo da curva de calibragdo relacionando absorvancia a 595 nm com
concentragdo de proteina (mg/mL), preparou-se uma solugdo mae de albumina sérica
bovina (BSA) em agua ultrapura, com a concentracdo de 1 mg/mL. A partir desta solucgéao,
prepararam-se diluicbes em agua ultrapura com concentragdes 0, 10, 20, 30, 40, 50, 100,
150, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1000 pg/mL. A 500 L de cada uma destas
solugdes, adicionou-se sequencialmente 4,5 mL de solugdo de Coomassie Brilliant Blue G-
250, incubou-se a temperatura ambiente durante 5 min e a absorvincia medida ao
comprimento de onda de 595 nm utilizando cubetas de plastico descartaveis (Kartell,
Noviglio MI, Italia) num espectrofotémetro UV-Vis da AGILENT (modelo Cary 60, Santa
Clara CA, EUA).

4.2.2.7. Determinagao da composigcéo elementar por analises de fluorescéncia de raios-X
(XRF)

A composicao elementar das amostras A1, A2 e A3 e de casulos de Bombyx mori foi
determinada usando um espectrometro de fluorescénica de raios-X com dispersdo de
energia (EDXRF) da Amptek (Bedford, Massachusetts, EUA), consistindo num anodo de Ag
e um detector de raios-X SDD de 25 mm? com uma resolugdo de 128 eV na linha Mn-Ka. A

voltagem aplicada ao tubo de raios-X foi de 30 kV, 10 pA de corrente, com 10% de tempo de
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atraso no detector. Todas as medidas foram realizadas usando ar atmosférico, e o tempo de
medida foi de 300s (tempo real) para cada amostra. Na saida da fonte de raios-X utilizou-se
um colimador com abertura de 1 mm. Os espectros foram recolhidos sequencialmente, com
uma resolugdo de 0,02 keV, de 0 keV a 30 keV.

4.2.2.8. Anadlises tomograficas por transmisséo de raios-X (XRT)

As imagens tomograficas da parede do casulo foram coletadas usando um tomaégrafo
computorizado de transmissdo de raios-X de terceira geragdo (OLIVEIRA JUNIOR e
MARTINS, 2009) da Bruker microCT (modelo SkyScan 1174, Kontich, Bélgica).

As amostras de casulo foram colocadas dentro da cAmara do tomégrafo e as fatias de
imagem foram coletadas usando as seguintes configuragbes do sistema tomografico: tensao
de operacdo ajustada a 35 kV e corrente elétrica com 661 pA. A técnica utilizada para a
obtengdo das imagens tomograficas implicou a aquisicdo de um grande numero de
radiografias do objeto (fatias de imagem), obtidas medindo a intensidade de raios X

transmitidos através da amostra de casulo, em diferentes posi¢cdes angulares.

As amostras de casulos foram giradas 180°, com incrementos angulares de 0,8°,
produzindo 225 radiografias (proje¢des) por imagem, cada contendo 1304x1304 (largura x
altura) pixels com uma resolugao espacial de 6,92 um. O tempo de exposigao por projecao
foi de 5000 ms. A saida da fonte de raios-X utilizou-se um filtro de Al com 0,25 mm de

espessura.

Foram ent&o usados algoritmos matematicos apropriados para reconstruir as imagens
tomograficas tridimensionais (3D) das amostras de casulo, através da composicao
apropriada de imagens bidimensionais (2D). As imagens 3D possuiram 652x652x652 pixels
e a mesma resolucdo espacial das imagens 2D, e por isso o volume de dados gerados para

cada amostra de casulo é isotropico em relag&o a resoluc&o espacial.

De posse de todas as projegcdes (radiografias recolhidas em cada posigdo angular),
utilizou-se o software NRecon™ da Bruker (versdo 1.6.9.4, Kontich, Bélgica), que utiliza o
algoritmo de FELDKAMP et al. (1984) no processo de reconstrugdo das imagens
tomograficas, e o software CTVox™ (verséo 2.6.0 r908-64bit, da Bruker microCT), CTan™
(versdo 1.13.5.1-64bit, da Bruker microCT) e CTvol (versdo 2.2.3.0-64bit, da Bruker

microCT) para processar as imagens tomograficas.
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4.2.2.9. Analises por microscopia eletrdnica de varredura com emissdo de campo (FESEM)

A superficie e a morfologia do casulo de Bombyx mori foram observadas em um
microscopio eletrbnico de varredura com emissdo de campo (FESEM) da FEI (modelo
QUANTA FEG 250, FEI Company, Hillsboro, E.U.A.) equipado com uma fonte de emisséo

de campo.

As amostras da parede do casulo foram cortadas e revestidas com uma pelicula de
Au/Pd (80%/20%) por pulverizagdo catddica sobre uma camada de carbono produzida por
evaporagdo em um dispositivo de metalizagdo da BAL-TEC (modelo BAL-TEC MED 020,
BAL-TEC, Balzers, Liechtenstein). As fotomicrografias foram coletadas usando feixes de

elétrons com velocidades de aceleracédo de 10-20 keV por varredura aleatoria.

4.2.3. Caracterizagao biolégica dos extratos de sericina

4.2.31. Avaliacdo do potencial de atividade antimicrobiana dos extratos de sericina

através do método de difusdo em agar

O potencial antimicrobiano tanto da sericina pura (A1) como dos extratos de sericina
(A2 e A3) foi determinado através da técnica de difusdo em agar para susceptibilidade a
antimicrobianos descrita por Bauer et al. (1966) e JORGENSEN e FERRARO (2009), e de
acordo com os padrdes do Clinical and Laboratory Standarts Institute (CLSI, 2011, 2003).
Os ensaios foram realizados em duplicata, utilizando uma cepa de Staphylococcus aureus
CCCD-S007, uma cepa de Pseudomonas aeruginosa CCCD-P004 e uma cepa de
Escherichia coli CCCD-E003 (mantidas a -80 °C em meio de cultura com 40 % (v/v) de

glicerol).

Para o reavivamento das cepas bacterianas, cada uma foi individualmente suspendida
em 50 mL de caldo nutritivo BHI (Brain Heart Infusion) e incubada em um agitador orbital a
100 rpm e (3710,5) °C durante 24h, para permitir o crescimento da bactéria. Todas as
culturas bacterianas foram padronizadas a 0,5 na escala de McFarland, contendo

aproximadamente 1,5x10® UFC/mL. Foram realizadas diluigdes em caldo BHI estéril para se
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atingir uma turbidez equivalente ao padrao 0,5 na escala McFarland. Apds este periodo de
tempo, as culturas bacterianas foram inoculadas por espalhamento na superficie de duas

placas de Petri contendo TSA solidificado (Tryptic Soy Agar) como meio de cultura.

Foram preparadas solugbes aquosas de sericina (em agua ultrapura estéril), tanto da
sericina padrao, pura, (A1), como dos extratos em bruto (A2 e A3), com concentragdes de
50 MQextrat/ML. Cada amostra, em po, foi previamente exposta a luz ultravioleta durante 15
min, para eliminacdo de qualquer eventual carga microbiana. Apds a diluicdo, todas as
solucdes de sericina foram microfiltradas através de filtros Chromafil™ (0,20 ym de tamanho

de poro x 25 mm de didmetro).

O teste de atividade antimicrobiana das solugbes de sericina foi realizado em
duplicata, adicionando (com o auxilio de pinga junto a bico de Bunsen) discos de papel de
filtro estéreis (aproximadamente 7,0 mm de didmetro) impregnados com 50 pL das solugdes

de sericina (preparadas como mencionado acima) sobre a superficie das placas inoculadas.

No quadrante superior esquerdo aplicou-se o disco impregnado com solugdo de A1,
enquanto que no quadrante superior direito aplicou-se o disco impregnado com solucéo de
A2. No quadrante inferior esquerdo foi aplicado um disco impregnado com a solugéo de A3,
e no quadrante inferior direito foi aplicado o disco impregnado com a solugdo de coquetel
antibiotico (penicilina (10000 U.l./mL) e estreptomicina (10mg/mL)). As placas de Petri foram
entdo secas, foram invertidas e incubadas sob condi¢cbes aerébias a 37 °C durante 24 h.
Posteriormente, verificou-se (ou nao) a formagédo de halos de inibicdo de crescimento

microbiano.

4.2.3.2. Avaliagao da atividade antioxidante por eliminacdo de radicais livres através do
método DPPH

O potencial para a atividade de eliminacao de radicais livres das amostras de sericina
A1, A2 e A3, utilizando o reagente DPPH, foi avaliado pelo método descrito por Wu et al.

(2007) e Amarowicz et al. (2004), com pequenas modificagdes.

A 500 pL de solugdo aquosa de extrato de sericina (preparada em agua ultrapura,
amostra A1: 5 mg/mL e 15 mg/mL, amostra A2: 15 mg/mL e 60 mg/mL, amostra A3: 25
mg/mL e 60 mg/mL) ou 500 uL de solugdo aquosa de acido ascorbico (dissolvido em agua

ultrapura, 0,5 mg/mL), adicionaram-se 3500 pL de solu¢do metandlica de radical DPPH
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recém preparada (1,0x10* mol/L) e vortexou-se. Apds reagdo durante 25 minutos a
temperatura ambiente (25 °C), no escuro, as misturas reacionais foram centrifugadas a 6400
rom durante 5 min. A coloragcdo resultante do sobrenadante foi entdo analisada por
espectrofotometria ao comprimento de onda de 517 nm e comparada com um controle em
branco que continha a solugéo de sericina (A1, A2 ou A3) e metanol puro em vez do radical
DPPH. Além disso, um controle cego (negativo) contendo metanol e agua ultrapura em vez
de solugao de sericina (500 pL de agua ultrapura adicionada a 3500 pL de metanol) também

foi analisado.

O calculo da atividade de eliminagcdo de radicais livres foi realizado utilizando a

equacao (1):

Ab sblind

A
Atividade de eliminago (%) = (11’5—m) x 100
(1)

onde a atividade de eliminagdo refere-se a percentagem de eliminagao de radicais livres,
AbSamostra refere-se a absorvancia da amostra a 517 nm e Absying refere-se a absorbancia do

controle cego a 517 nm. O espectrofotémetro foi zerado com agua ultrapura.
4.2.3.3. Determinac&o do potencial de citotoxicidade da sericina, através do ensaio MTT

O potencial de citotoxicidade da sericina foi avaliado em linhagem celular permanente
HUVEC (células endoteliais retiradas da veia umbilical humana), tendo sido realizado o
ensaio MTT para determinacao da viabilidade celular. Para a proliferagéo celular, utilizaram-
se frascos especificos para cultura de células contendo meio de cultura DMEM
suplementado com 10% (m/m) de soro fetal bovino e 1% (m/m) antibiético de largo espectro
de agéo (100 Ulgeniciina/mL mais 100 pL sulfato de estreptomicina) a pH 7,4, tendo sido
incubados a 37 °C sob uma atmosfera umida contendo 5% de CO,. Apds atingirem
confluéncia, as células foram desaderidas usando tripsina e utilizadas de acordo com a

metodologia preconizada pelo teste.
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Nestes ensaios, o plaqueamento foi realizado inoculando aproximadamente 0,5x10*
células viaveis em cada poco de uma microplaca de 96 pocos, utilizando um volume de
suspenséo celular de 100 pL, seguido de incubagdo durante 48 h até atingir semi-
confluéncia. A analise da viabilidade celular usando a técnica MTT comegou com o
plaqueamento de uma suspensdo celular contendo 0,5%10° células/mL. Apds 24 h (tempo
necessario para aderéncia e estabilidade das células), as células foram colocadas em
contato com amostras de A1, A2 e A3 (nas quantidades de 0,5, 1,0, 5,0, 10,0, 15,0 e 20,0
MQJamostra’/MLmeio de cuitura DMEM) POr Mais 24 h, seguido de centrifugagdo. Um controle negativo

(meio DMEM puro) também foi preparado, sem adigdo de amostra de sericina.

As placas foram entdo mantidas durante 24 h em uma estufa de incubagao ajustada a
37 °C com 5% de CO,. Apds este periodo de tempo, as amostras de sericina foram
removidas por duas lavagens com tampao PBS e as células expostas ao MTT (0,5 mg/mL,

100 pL). A viabilidade celular foi determinada usando a redugéo do MTT.

Apods 3 h a 37 °C e 5% de CO,, o numero de células viaveis foi determinado medindo
a quantidade de MTT convertido a formazan (um composto purpura) pelas desidrogenases
mitocondriais. Para isso, a solugdo de MTT foi removida dos pocos e foram adicionados 100
puL de DMSO a cada poco e, apds 5-10 min, realizaram-se leituras de absorbancia a 540 nm
usando um leitor de microplacas ELISA da Robonik India Private Ltd. (modelo Readwell
PLATE, Maharashtra, india).

Todos os testes foram realizados em sextuplicatas para cada concentragdo de
amostra testada. A analise dos resultados foi realizada assumindo como 100% de
viabilidade celular a média dos valores de absorvancia obtidos para o controle nao tratado.
Partindo desse pressuposto, os calculos de viabilidade celular (%) em relagdo ao controle

negativo foram realizados para cada concentragcao de amostra.

4.2.3.4. Avaliagao do potencial de dano ao DNA pela sericina, através do teste Cometa™

As células HUVEC foram colocadas em contato com as amostras (A1, A2 e A3, em
concentragdes massicas de 10 mg/mL, 15 mg/mL e 20 mg/mL para cada amostra, sendo o
negativo meio DMEM simples em contato com as células HUVEC) durante um periodo de 1
h.
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Para a preparagao das laminas, cada grupo de tratamento (amostra A1, amostra A2 e
amostra A3) envolveu 15 pL de células (HUVEC, apds contato com as amostras) em 100 pL
de agarose de baixo ponto de fuséo (0,8%, m/v), com as misturas a serem colocadas sobre
laminas de microscopio que foram pré-revestidas com agarose de ponto de fusao normal
(1,5%, mlv). Os testes foram realizados em duplicata para cada grupo. Colocaram-se
laminulas sobre as amostras nas laminas do microscoépio, e as laminas foram colocadas sob
condicbes de refrigeracdo durante 10 min para que a polimerizagdo ocorresse. Apds
polimerizagao, as laminulas foram cuidadosamente removidas de modo a n&o danificar o gel
e as laminas foram tratadas em um recipiente com uma solucao de lise arrefecida (4 °C)
(NaCl 2,5 mol dm™, EDTA 0,1 mol dm™, tris(hidroximetilJaminometano (Tris) 10 mmol dm™ e
1% Triton X-100™, pH 10), completamente embrulhadas com folha de aluminio, durante 60

min.

Os grupos de tratamento foram entdo incubados em um tampé&o de eletroforese
(NaOH 0,3 mol dm™ e EDTA 1 mmol dm™, pH 13) durante 20 minutos, seguido por analise
eletroforética durante 20 min a 22 V, 300 mA e 10 W, a 1,3 V/cm. Apds a eletroforese, as
laminas foram removidas do recipiente de eletroforese e inundadas com uma solugao
neutralizante (Tris 0,4 mol dm™, pH 7,5) durante 5 minutos, lavadas trés vezes com agua

ultrapura e deixadas em repouso durante a noite a temperatura ambiente.

Antes da coloragado, as laminas secas foram deixadas em uma solugdo de fixacao
(acido tricloroacético 15% (m/v), sulfato de zinco 5% (m/v) e glicerol 5% (v/v)) durante 10
min, apos o que foram lavadas trés vezes com agua ultrapura. Apos estes procedimentos,
as laminas foram deixadas em repouso a temperatura ambiente durante 1,5 h, sendo
rehidratadas com agua ultrapura e coradas durante aproximadamente 35 min com uma
solugdo de coloragdo de prata consistindo na solugdo A (nitrato de amoénio 0,2% (m/v),
nitrato de prata 0,2% (m/v), acido tungstosilicico 0,5% (m/v), formaldeido 0,15% (v/v) e
carbonato de sddio 5% (m/v)) e solucao B (carbonato de sodio 5 % (m/v)) (34:66, v/v).
Posteriormente, as laminas foram banhadas em uma solu¢cdo de paragem (acido acético,
1% (v/v)) e depois lavadas com agua ultrapura. Finalmente, as laminas foram novamente
lavadas suavemente com agua ultrapura e deixadas secar a temperatura ambiente. A
coloragao de prata € analoga a fluorescéncia, durante a qual a carga positiva dos cations de
prata permite a sua ligagdo ao DNA e a fragmentos de DNA, produzindo a coloragéo
caracteristica. Ao longo dos procedimentos envolvendo materiais celulares, tanto a luz
natural como a luz de ldmpadas fluorescentes foram evitadas de modo a prevenir sua

possivel influéncia sobre os resultados.
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As analises de microscopia Optica foram realizadas utilizando um microscépio 6ptico
Zeiss Axiovert-60 da Carl-Zeiss (Géschwitzer Str., Jena, Alemanha). Pelo menos 50 células
foram contadas em cada slide, com 2 |aminas para cada teste (aproximadamente 100
células). As analises foram realizadas em duplicata, totalizando 100 células para a analise

de cada solucao de amostra de sericina (A1, A2 e A3) testada.

As analises do ensaio Cometa foram realizadas atribuindo uma pontuacao de 0 a 4, de
acordo com a quantidade de DNA na cauda e o comprimento da cauda, da seguinte forma:
pontuacao 0, correspondente a células intactas (sem qualquer espalhamento, ou abaixo de
5 % de dano); pontuagao 1, correspondendo a células com danos minimos (dispersédo de
luz, com um cauda muito curta, 5-20% de dano); pontuagao 2, correspondente as células
com dano médio (dispersdo suave e cauda larga, 20-40% de dano); pontuacido 3,
correspondente as células com dano severo (grande dispersdo e cauda larga, 40-95% de
dano); e pontuagao 4, correspondendo as células com o maximo de dano (ndcleo minimo,

grande dispersao e cauda larga, mais de 95% de dano) (SEABRA et al. 2014).

Para este método visual, o numero de células encontradas para cada pontuacao foi
multiplicado pelo valor da pontuacéo. Todos os valores foram somados no final da analise
de cada slide. Como a pontuagao depende do numero de células observadas, foi criado um
indice de dano de cauda (ou dano de DNA) normalizando a pontuagao atribuida a lamina
pelo numero de células analisadas na lamina. A analise estatistica realizada aos dados
coletados do teste Cometa™ foi realizada usando o software GraphPad Prism v. 7.0
(GraphPad Software Inc., La Jolla CA, E.U.A.), aplicando o teste estatistico de Tukey com

multiplas comparagdes entre as amostras.

4.2.3.5. Analise do potencial de indugdo de aberragdes cromossOmicas pela sericina,

através do ensaio Allium cepa

A avaliagdo do potencial de inducdo de aberracbes cromossdmicas de cada amostra,
A1, A2 e A3, foi realizada utilizando sementes de cebola comum (cultivar Baia Periforme da
FELTRIN® seeds, Farroupilha/RS, Brasil) através do ensaio de Allium cepa, que permite
observar alteracbes cromossomais e nucleares nas células da ponta da raiz do Allium Cepa.
Allium cepa € uma das plantas mais adequadas para a deteccdo do potencial genotoxico de
compostos alvo. O teste permite a avaliagdo de diferentes pontos finais genéticos,

possibilitando prever possiveis danos ao DNA humano. A cebola comum (Allium cepa L.)
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tem oito pares de cromossomas relativamente grandes (2n=16), que permitem uma facil
deteccao de aberragdes cromossOmicas (NEFIC et al., 2013). O tamanho dos cromossomas
torna as pontas do Allium cepa um material favoravel para o estudo dos efeitos de
compostos quimicos sobre a frequéncia de aberracbes cromossémicas, as quais sao
biomarcadores de danos ao material genético. Outras vantagens da utilizagdo deste método
encontram-se na baixa frequéncia de aberragcbes espontaneas das células da ponta da raiz
da cebola comum, assim como no numero estavel de cromossomas. Para este teste, as
sementes de Allium cepa foram germinadas em cima de papel de filtro imido (estéril) em
placas de Petri. Apés germinacgéao, as raizes foram coletadas no momento em que atingiram

20 mm de comprimento.

As raizes foram entdo colocadas em contato com as amostras de sericina a serem
testadas (solugbes de amostra A1, A2 e A3 a uma concentragédo de 20 mg/mL), utilizando
um volume minimo de amostra de modo a cobrir as raizes, por um periodo de 24 h. Agua
ultrapura foi usada como negativo. Apds este periodo de tempo, as raizes de Allium cepa
foram removidas da solugdo das amostras a serem testadas, lavadas com agua ultrapura e
colocadas em frascos com solucao de fixagéo (etanol absoluto:acido acético glacial, 3:1). Os
frascos foram entao deixados a temperatura ambiente durante 6-8 h, e armazenados em

condicOes de refrigeracéo.

Para a preparagdo das laminas do microscopio, as raizes de Allium cepa foram
removidas da solucdo de fixagdo, lavadas trés vezes com agua ultrapura e submetidas a
hidrélise acida (1 mol dm™ HCl a 60 °C durante 9 min). Em seguida, as raizes foram lavadas
trés vezes com agua ultrapura durante 5 min. O excesso de agua foi entdo removido das
raizes usando papel de filtro. As raizes foram mergulhadas no reagente de Schiff (no
escuro) por um periodo de 2 h. Apds este periodo, as raizes foram removidas do reagente
de Schiff e lavadas com agua ultrapura até remocédo do excesso de corante. A regido
meristematica das raizes (ponta corada) foi cortada sobre uma lamina de vidro, adicionada
com uma gota de Carmim acético (2%, m/v) (corante citoplasmatico) e coberta com uma
laminula. Bateu-se suavemente na laminula com uma pinga, para esmagar as raizes e

espalhar as células. As preparacgdes foram entao analisadas ao microscopio 6ptico.
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4.2.4. Planejamento fatorial experimental para otimizagdo dos filmes bio-origami vazios

com apropriadas propriedades mecanicas

Um planejamento fatorial experimental completo do tipo 3? (duas variaveis, cada uma
definida em trés niveis), resultando assim num total de nove formulagdes, foi aplicado para
maximizar a eficiéncia experimental com um minimo de experimentos. As duas variaveis
diferentes (concentragdes massicas de goma carragenana e goma xantana) em trés niveis
cada, baixa (-1), média/central (0) e alta (+1), e sua influéncia sobre as propriedades
mecanicas dos filmes biopolissacaridicos produzidos (BPFi) foram devidamente estudadas.
As variaveis independentes foram as concentragbes de goma carragenana e goma xantana,
enquanto que as variaveis dependentes estabelecidas sob escrutinio foram as propriedades
mecanicas médias, isto &, a resisténcia a tracao, a resisténcia a perfuragao e a resiliéncia.
Para cada variavel independente, aos valores baixo, médio e alto dos niveis inferior, central

e superior foi atribuido um sinal (-1), (0) e (+1), respectivamente (ver Quadro 1).

Quadro 1. Planejamento fatorial experimental completo do tipo 3?, fornecendo os valores dos niveis

inferior (-1), central (0) e superior (+1) para cada variavel.

Niveis
Variaveis independentes Baixo Central Alto
-1) (0) (+1)
Goma carragenana (%, m/m) 0,750 1,500 2,250
Goma xantana (%, m/m) 0,250 0,500 0,750

Fonte: elaboragao prépria.

Todas as formulagdes foram produzidas de acordo com o planejamento fatorial
experimental exibido no Quadro 1, integrando quantidades constantes de PVA (1,25%, m/m;
para induzir polimerizagéo), glicerol (2,50%, m/m; para induzir plasticidade) e metilparabeno
(0,1%, m/m; para inibir o crescimento fungico), dando assim origem a nove formulagdes de

filmes biopoliméricos simples (ver Quadro 2), como demonstrado na Figura 8.
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Quadro 2. Composigao dos filmes do tipo bio-origami (vazios) para otimizagéo das propriedades

mecanicas apropriadas.

Niveis / massa Agua
PVA Glicerol Metilparabeno
Goma carragenana Goma xantana ultrapura
(9) (9) (9)
(9) (9) (9)
(-1) 0,075 (-1) 0,025 0,125 0,250 0,010 9,515
(-1) 0,075 (0) 0,050 0,125 0,250 0,010 9,490
(-1) 0,075 (+1) 0,075 0,125 0,250 0,010 9,465
0) 0,150 (-1) 0,025 0,125 0,250 0,010 9,440
0) 0,150 0) 0,050 0,125 0,250 0,010 9,415
(0) 0,150 (+1) 0,075 0,125 0,250 0,010 9,390
(+1) 0,225 (-1) 0,025 0,125 0,250 0,010 9,365
(+1) 0,225 (0) 0,050 0,125 0,250 0,010 9,340
(+1) 0,225 (+1) 0,075 0,125 0,250 0,010 9,315

Fonte: elaboragao prépria.

Figura 8. Fluxograma da preparagao e avaliagdo dos filmes biopolissacaridicos simples do tipo bio-

Fonte: elaboragao prépria.

origami de acordo com o planejamento fatorial experimental completo.
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4.2.5. Producéo dos filmes bio-origami com concentra¢des variaveis de sericina, partindo

da formulagédo matricial 6tima resultante do planejamento fatorial experimental

Apds a determinagdo dos niveis 6timos dos biopolissacarideos, resultando em um
filme adequado em termos de propriedades mecénicas (ou seja, adequada resisténcia a
tracdo e a perfuragéao, e resiliéncia), mantendo um bom nivel de maleabilidade, tais niveis
foram utilizados para produzir diferentes filmes com quantidades varidveis de sericina.
Assim, um total de sete filmes foram produzidos integrando sericina, de acordo com os

dados incluidos no Quadro 3.

Quadro 3. Composic¢ao dos varios filmes bio-origami integrando quantidades variaveis de sericina.

Bio- Goma Goma PVA Glicerol Metilparabeno Sericina Agua
origami | carragenana xantana (9) (9) ultrapura
# (9) w | @] @ (9)
Bioo1 0,225 0,050 0,125 0,250 0,010 0,000 9,340
Bioo2 0,225 0,050 0,125 0,250 0,010 0,010 9,330
Bioo3 0,225 0,050 0,125 0,250 0,010 0,020 9,320
Bioo4 0,225 0,050 0,125 0,250 0,010 0,050 9,290
Bioo5 0,225 0,050 0,125 0,250 0,010 0,100 9,240
Bioo6 0,225 0,050 0,125 0,250 0,010 0,200 9,140
Bioo7 0,225 0,050 0,125 0,250 0,010 0,500 8,840

Fonte: elaboragao prépria.

Todos os filmes bio-origami produzidos partiram dos niveis 6timos das gomas
carragenana e xantana (ver Quadro 2), com quantidades constantes adicionadas de PVA
(1,25%, m/m; para induzir polimerizagdo), glicerol (2,50%, m/m; para induzir plasticidade) e
metilparabeno (0,1%, m/m; para inibir o crescimento fungico), e integrando adicionalmente

sericina a diferentes niveis.

Os filmes bio-origami foram depois caracterizados de acordo com o fluxograma exibido

na Figura 9.
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Figura 9. Fluxograma da preparacao e caracterizagao do filme bio-origami otimizado, integrando
diferentes concentragdes de sericina.

Extrato de
sericina

mg/mL § mg/mL

ica otimizada

Caracterizacgao fisicoquimica e bioldgica

Fonte: elaboragao prépria.

4.2.6. Caracterizagao dos filmes bio-origami integrando concentragdes variaveis de sericina

4.2.6.1. Determinagao do teor de umidade dos filmes bio-origami por aquecimento com

fonte de raios infravermelhos

A determinagdo do teor de umidade dos filmes bio-origami integrando quantidades
variaveis de sericina foi realizada de acordo com o procedimento descrito na se¢édo 4.2.2.1.,

utilizando amostras de 20 mg dos filmes bio-origami.
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4.2.6.2. Anadlises de espectrofotometria de infravermelho com transformada de Fourier
(FTIR)

Os filmes bio-origami integrando quantidades variaveis de sericina foram analisados

por FTIR de acordo com o procedimento descrito na secéo 4.2.2.2.

4.2.6.3. Analises de difracgéo de raios-X (XRD)

Os filmes bio-origami integrando quantidades varidveis de sericina foram analisados

por XRD de acordo com o procedimento descrito na se¢éo 4.2.2.3.

4.2.6.4. Analises térmicas por termogravimetria (TG) e calorimetria diferencial

exploratéria (DSC)

Os filmes bio-origami integrando quantidades variaveis de sericina foram analisados
por TG e DSC de acordo com o procedimento descrito na se¢ao 4.2.2.4., utilizando para os
ensaios calorimétricos de DSC aproximadamente 4,46 mg Bioo1, 5,60 mg Bioo2, 11,22 mg
Bioo3, 5,52 mg Bioo4, 10,25 mg Bioo5, 5,01 mg Bioo6 ou 3,99 mg Bioo7, e utilizando para
0os ensaios de termogravimetria (TG) aproximadamente 9,10 mg Bioo1, 10,09 mg Bioo2,
5,61 mg Bioo3, 6,29 mg Bioo4, 13,61 mg Bioo5, 13,31 mg Bioo6 ou 4,89 mg Bioo7.

4.2.6.5. Avaliagdo da atividade antioxidante dos filmes bio-origami por eliminagao de

radicais livres através do método DPPH

O potencial dos filmes bio-origami, integrando quantidades variaveis de sericina, para
atividade de eliminagao de radicais livres, utilizando o reagente DPPH, foi avaliado seguindo
a metodologia descrita por Wu et al. (2007), Amarowicz et al. (2004) e Caetano et al. (2015)

com ligeiras modificagdes. A amostras quadrangulares (10x10) mm dos filmes bio-origami,
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adicionaram-se 3500 uL de uma solucido recém preparada do radical DPPH em metanol
(1,0x10™* mol/L). Apds reagdo durante 25 min & temperatura ambiente (25 °C), no escuro, as
misturas reacionais foram centrifugadas a 6400 rpm durante 5 min. O resultado descolorante
do sobrenadante foi entdo analisado espectrofotometricamente a 517 nm e comparado com
um controle branco contendo o filme bio-origami e metanol puro em vez de DPPH.
Adicionalmente, um controle cego contendo metanol e agua ultrapura em vez do filme bio-
origami (500 pyL de &gua ultrapura adicionada a 3500 pL de metanol) foi também analisado.
O célculo da atividade de eliminagdo de radicais livres dos filmes bio-origami foi entédo

realizado utilizando a equacgao (1).

4.2.6.6. Avaliagao das propriedades de resisténcia mecénica dos filmes bio-origami

As propriedades mecénicas dos filmes bio-origami foram avaliadas utilizando um
texturbmetro da Stabile Micro Systems (modelo TA-TX Plus, Godalming, Inglaterra),
analisando parametros tais como resisténcia a perforacao, resisténcia a tracao, e resiliéncia.
Os parametros de determinagao foram regulados para distancia de 5 mm para os testes de
resisténcia a perforacao, distdncia de 2 mm para os testes de resiliéncia e resisténcia a
tracdo, e uma forga maxima de 5 kg para todos os testes. Todas as determinagdes foram
realizadas em ftriplicata. As dimensdes das amostras de filmes bio-origami foram 2 cm x 5

cm para a resisténcia a tragado, e 2 cm x 2 cm para a resisténcia a perforacao e resiliéncia.

4.2.6.7. Determinagdo da composicdo elementar dos filmes bio-origami por analises de

fluorescéncia de raios-X (XRF)

A composicao elementar de filmes bio-origami selecionados, carregados com
quantidades variaveis de sericina, foi determinada seguindo a metodologia descrita na

secdo 4.2.2.7.
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4.2.6.8. Analises tomograficas dos filmes bio-origami integrando quantidades variaveis

de sericina, por transmisséo de raios-X (XRT)

Amostras dos filmes bio-origami foram fixadas num suporte 6co (do tipo moldura
quadrangular) e colocadas verticalmente na camara do tomdgrafo. Imagens tomograficas
dos filmes bio-origami selecionados, carregados com quantidades variaveis de sericina,

foram entao obtidas seguindo a metodologia descrita na secdo 4.2.2.8.

4.2.6.9. Analises morfolégicas de superficie e de zona de fratura por microscopia
eletrénica de varredura com energia dispersive (DESEM) dos filmes bio-origami

integrando quantidades variaveis de sericina

A morfologia de superficie e a zona de fratura dos varios filmes bio-origami integrando
quantidades variaveis de sericina foram observadas num microscépio eletrbnico de
varredura com energia dispersiva (DESEM) da LEO Electron Microscopy/Oxford (modelo
Leo 440i, Cambridge, Inglaterra) equipado com um detector EDS (modelo 6070, Cambridge,
Inglaterra). Amostras dos filmes bio-origami foram cortadas e revestidas com um filme de Au
de 92 A de espessura por pulverizacdo catddica, numa camada de carbono produzida por
evaporagdo num dispositivo metalizador (Sputter Coater POLARON) da VG Microtech
(modelo SC7620, Uckfield, Inglaterra). Alternativamente, amostras dos filmes bio-origami
foram mergulhadas em nitrogénio liquido e fraturadas antes do recobrimento a ouro. As
fotomicrografias da superficie e da zona de fratura dos varios filmes bio-origami foram
obtidas utilizando feixes de eletrons com velocidades de aceleracado de 10-20 keV através

de varredura aleatodria.
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4.2.7. Caracteristicas de liberagdo controlada dos filmes bio-origami integrando

concentragoes variaveis de sericina

4.2.71. Permeacao transdérmica e cinética de liberagcdo da proteina sericina pelos filmes

bio-origami

A capacidade de liberagdo de sericina dos varios filmes bio-origami foi avaliada
através de estudos de permeacao transdérmica num sistema DHC-6T Transdermal System
da LOGAN INSTRUMENTS CORP. (Somerset NJ, EUA).

Para estes ensaios, discos de pele de orelha suina descongelada (previamente
preparada de acordo com o procedimento descrito por Salerno et al. (2010) (0,5 mm de
espessura x 30 mm ¢.x) foram cortados e grampeados entre as cémaras aceitadora e
doadora no topo de um suporte de célula de difusdo de Franz (possuindo um orificio central
com 15 mm ¢ex). Sobre estes discos de pele de orelha suina, colocou-se cuidadosamente
um disco de filme bio-origami com o mesmo didmetro externo (30 mm ¢ex), €liminando
quaisquer bolhas de ar, e adicionaram-se 3 gotas de tampao fosfato (pH 7,4) por forma a

humedecer o filme bio-origami.

Para o receptaculo de vidro inferior da célula de difusdo de Franz (possuindo uma
pequena barra de agitagdo magnética cilindrica revestida por teflon), injetaram-se
cuidadosamente 8 mL de tampé&o fosfato (desgaseificado, pH 7,4) até que este tocasse a
superficie inferior do disco de pele de orelha suina. Tomou-se cuidado para assegurar que
nao ficassem retidas bolhas de ar na camara aceitadora, e a pele foi esticada para minimizar
a presenca de sulcos. A intervalos de tempo pré-determinados (isto €, 0, 0,25, 0,50, 1, 3, 6,
9, e 12 h), amostras de 2 mL foram coletadas do fluido receptor por baixo do disco de pele
de orelha suina, e adicionou-se 2 mL de tampé&o fosfato fresco (pH 7,4) para repor o volume
na cAmara. Cada amostra foi de seguida analisada para determinacéo do teor de proteina

através do método de Bradford modificado, como descrito anteriormente na segéo 4.2.2.6.



65

4.2.7.2. Construgdo da curva de calibragao para quantificagdo proteica das amostras
recolhidas da camara receptora da célula de difusdo de Franz pelo método de

Bradford modificado

Para determinar a concentracdo de proteina nas amostras recolhidas da camara
receptora da célula de difusdo de Franz, utilizou-se a metodologia descrita na segéo 4.2.2.6.

e respetiva curva de calibracao.

4.2.7.3. Estudo da cinética de liberagao de proteina (biodisponibilidade) pelos filmes bio-

origami

Foram realizados ensaios para avaliar o perfil de liberagdo da proteina bioativa
(sericina) integrada nos filmes bio-origami em concentragées variaveis, medindo a
concentragdo de proteina numa solugdo de tampao fosfato (pH 7,4) em contacto com a

superficie inferior dos filmes bio-origami.

Discos dos varios filmes bio-origami (0,5 mm de espessura x 30 mm ¢e) foram
recortados, contendo 0,0325 mQproteina (Di0-origami com 1 MQsericina/MLfime), 0,1108 MQGproteina
(bio-origami com 2 MQsericina/MLiime), 0,2685 MQproteina (DiO-0rigami com 5 MQsericina/MLime),
0,3940 MQproteina (bio-origami com 10 Mgsericina/MLiime), 1,6180 MQPproteina (Pi0-origami com 20
Msericina/MLiime), € 2,565 MPproteina (Di0-0rigami com 50 MQsericina/MLsime), € @s suas superficies
inferiores foram colocadas em contato com 8 mL de tampéo fosfato (pH 7,4) a temperatura
ambiente (25+0,1) °C. A intervalos de tempo pré-determinados, aliquotas do tampao fosfato
(pH 7,4) em contacto com os filmes bio-origami foram recolhidas e analisadas quanto ao
teor de proteina pelo método de Bradford modificado, como descrito em detalhe na secao
4.2.2.6. Os ensaios foram terminados quando a concentragdo de proteina atingiu um

patamar, tendendo assintoticamente para um limite superior.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

O trabalho de pesquisa aqui apresentado objetivou a extragdo de sericina a partir de
casulos do bicho da seda (Bombyx mori) e sua estabilizagdo estrutural e funcional em filmes
do tipo bio-origami, com o objetivo final de aplicagdo em regeneracdo de pele. Neste
sentido, o trabalho de pesquisa desenvolvido exigiu a realizacdo de diversas etapas
sequenciais tanto para a extracdo da sericina e sua caracterizagdo fisico-quimica e
biolégica, como para as etapas de otimizacdo estatistica da matriz biopolissacaridica
resultando em um filme bio-origami com propriedades mecéanicas adequadas para a
integracdo de sericina e sua liberacdo de forma controlada. A Figura 10 apresenta

resumidamente as etapas envolvidas neste trabalho de pesquisa.

Figura 10. Diagrama de sequéncias das varias etapas envolvidas no trabalho de pesquisa.
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A extracdo de sericina realizada pelos dois métodos foi avaliada em termos de
rendimento de produc¢ao de extrato. A extragao utilizando o método de autoclavagem a alta
temperatura seguido de precipitacdo por congelagdo/descongelagdo produziu um
rendimento de 15% (m/m), enquanto que a extragao utilizando o método de autoclavagem a
alta temperatura seguido de liofilizagdo produziu um rendimento de 18% (m/m). O teor
médio de umidade de ambos os extratos de sericina (isto €, amostras A2 e A3) foi de 10,5%
(m/m), um valor que é comparavel ao mesmo parametro da amostra de sericina padrao
(amostra A1), estando de acordo com resultados publicados na literatura (RANGI e
JAJPURA, 2015).

Na Figura 11 pode observar-se o extrato em bruto obtido apdés o processo de

liofilizagdo e antes da trituracao.

Figura 11. Aspecto dos extractos de sericina em bruto, obtidos a partir dos casulos do bicho-da-seda

(Bombyx mori), pelos processos de precipitagao por congelagdo/descongelacéo e liofilizagao.

Suspensao aquosa de
casulos de Bombyx mori picados,
apods autoclavagem a 120 °C durante 60 min

Extrato de sericina obtido por Extrato de sericina obtido por
congelacao/descongelacao liofilizacao

Fonte: elaboragao prépria.
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5.1. Analises FTIR realizadas aos extratos de sericina

Os espectros de infravermelho da amostra A1 em pé (a), da solugdo aquosa da
amostra A1 (b), da amostra A2 em p6 (c), do sobrenadante da solugdo aquosa da amostra
A2 (d), da solugédo aquosa do precipitado da amostra A2 (e), da amostra A3 em po (f), do
sobrenadante da solugao aquosa da amostra A3 (g), e da solugdo aquosa do precipitado da

amostra A3 (h) sdo apresentados na Figura 12.

Comparando o espectro da amostra A1 em po6 (ver Figura 12a) com os espectros das
amostras A2 e A3 em po (ver Figura 12c e 12f) e os espectros de seus precipitados apoés
centrifugacdo da solugdo aquosa de sericina (A2 e A3) (ver Figura 12e e 12h), observaram-
se 0s mesmos picos com pequenas variagbes em sua intensidade. Isto sugere que durante
0os processos de extragdo o aspecto quimico da sericina foi preservado (SKOOG et al.
2007).

De acordo com Gupta et al. (2014), as moléculas de proteina podem apresentar uma
absorcao de energia caracteristica entre os numeros de onda de 1650 cm™ a 1630 cm™ para
amidas primarias, entre os nimeros de onda de 1540 cm™ a 1520 cm™ para amidas

secundarias e entre os nimeros de onda de 1270 cm ' a 1230 cm™ para amidas terciarias.

A partir da inspegdo dos espectros de transmissdo exibidos na Figura 12, podem
observar-se picos dentro da faixa de numeros de onda das amidas primarias em
aproximadamente 1600 cm™ devido ao estiramento do grupo carbonilo (C=0), amidas
secundarias em aproximadamente 1540 cm™ e amidas terciarias na regido de 1230 cm
devido ao estiramento da ligacdo C-N. Além disso, as posi¢cdes desses picos confirmam a
proteina, como 1650 cm™ (random coil) e 1630 cm™ (folha beta), para amida primaria, 1540
cm™ (random coil) e 1520 cm ' (folha beta) para amida secundaria, e 1270 cm™ (folha beta)
e 1230 cm™ (random coil) para amida terciaria (Gupta et al., 2014). A amostra A1 (ver Figura
12a) e as amostras A2 e A3 em po (ver Figura 12c e 12f) produziram espectros de
infravermelho muito similares e encontram-se de acordo com o descrito por Gupta et al.
(2014).
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Figura 12. Espectros FTIR das amostras de sericina. Amostra A1 em pé (a), solugado da amostra A1

(b), amostra A2 em p6 (c), sobrenadante aquoso da amostra A2 em po6 (d), pellet aquoso da amostra

A2 em p6 (e), amostra A3 em po (f), sobrenadante aquoso da amostra A3 em pé (g) e pellet aquoso

da amostra A3 em po6 (h).
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Para verificar se os extratos de sericina (amostras A2 e A3) produziram solugdes
semelhantes a da sericina padrdo (amostra de A1), produziram-se solugdes aquosas que
foram submetidas a centrifugagcdo de modo a remover os soélidos em suspensdo. Os
resultados obtidos das andlises de FTIR, realizadas com os sobrenadantes (ver Figura 12b,
12d e 12g) foram muito semelhantes uns aos outros, apresentando dois picos importantes,
um entre 3284 cm™ e 3309 cm™, correspondente a grupos OH da agua, e outro a 1639 cm™,
correspondente a um estiramento do grupo C=0 de amidas primarias, resultante do forte

carater hidréfilo das amidas primarias.

Em relacdo aos precipitados das solugdes das amostras A2 e A3, apds centrifugagao
(ver Figura 12e e 12h), os espectros FTIR revelaram picos exatamente iguais aos picos dos
pos dos extratos de sericina. Os picos exibidos pelas amostras A2 e A3, ainda que com
menor intensidade, foram exatamente iguais aos picos produzidos pela amostra A1,
confirmando assim a identidade da sericina extraida por ambos os processos de extracao
testados. As vibragdes de estiramento observadas na regido do numero de onda entre 3272
cm™ e 3309 cm™ (REIS et al. 2006), representando os grandes picos observados, sdo
provavelmente originarios dos grupos hidroxila das moléculas de &gua. Os picos
caracteristicos indicativos de proteina situam-se entre 1390 cm™ a 1250 cm ' para ligacbes
C-N, entre 1640 cm™ e 1500 cm™ para agrupamentos N-H, e entre 3500 cm™ e 3300 cm’

correspondentes a grupos OH da agua (Mehta et al., 2013).

5.2. Analises XRD realizadas aos extratos de sericina

Os resultados obtidos a partir das anélises de difragdo de raios X (XRD) realizados
tanto a amostra A1 como as amostras A2 e A3, podem ser encontrados na Figura 13b sob a
forma de difratogramas normalizados, permitindo observar um comportamento amorfo

predominante sem picos de cristalinidade bem definidos.
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Figura 13. Difratogramas de raios X (XRD) (a) e difratogramas com intensidade normalizada (b) das
amostras A1 (curvas a laranja), amostras A2 (curvas a purpura) e amostras A3 (curvas a verde). Os

difratogramas de raios-X foram coletados usando raios-X filtrados através de um alvo de Cu.
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Fonte: elaboragao prépria.

A normalizagédo da intensidade em todos os difratogramas foi realizada dividindo os
valores de intensidade pelo valor de intensidade maxima em cada difratograma (ver Figura
13a), permitindo assim uma melhor comparagéo entre os difratogramas de raios-X das trés

amostras de sericina em po.

Os difratogramas da amostra A1 e das amostras A2 e A3 exibiram uma ampla faixa
ruidosa, com picos mais bem definidos na regido de 18,00° < 26 < 26,00°. Os padrdes de
difratograma de raios-X exibiram picos caracteristicos de cristalidade a 26 = 19° (maior,

superior), 28 = 22° (menos definidos e mais rasos) e uma ampla gama de sinais de baixa
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intensidade, indicando a dominéncia de material amorfo nos po6s de sericina (YOUNG,
2012). Quando comparamos os difratogramas das amostras A2 e A3, aquele
correspondendo a amostra A2 (extragdo por congelagdo/descongelacdo) assemelha-se

mais ao da sericina padrao (amostra A1, ver Figuras 13a e 13b, curvas purpura e laranja).

O processo de liofilizagdo envolve congelar a matriz de formulagdo liquida a uma
temperatura a qual ocorre nucleagcédo de gelo e a solugdo congela. Durante o processo de
congelacédo, a proteina em solugdo é exposta ao estresse das mudancas de temperatura
bem como a mudangas na concentragdo induzida por crioconcentracdo. Muito
provavelmente, isto contribuiu para a semelhanga nos padrdes de difracdo de raios-X acima

mencionada.

5.3. Anadlises termogravimétricas (TGA) e microcalorimétricas (DSC)

realizadas aos extratos de sericina

As perdas de massa durante o aquecimento da amostra foram determinadas a partir
de curvas termogravimétricas, enquanto que a temperatura da taxa maxima de alteragéo de
massa (Tmax) foi determinada a partir do maximo da 12 derivada das curvas de perda de

peso (Dandurand et al., 2014).

De acordo com Dandurand et al. (2014), a tendéncia global das trés curvas
termogravimétricas corresponde ao comportamento térmico classico de proteinas
liofilizadas. O primeiro estagio, ocorrendo entre 25 °C e 200 °C (ver Figura 14a) esta
geralmente ligado a evaporagdo da agua adsorvida nas moléculas de proteina e
corresponde a aproximadamente 10% da massa total da amostra, o que significa que a
congelacéo/descongelagao e a liofilizagdo s&o igualmente eficientes. O segundo estagio,
ocorrendo entre 200 °C e 680 °C (ver Figura 14a), estd associado a degradacdo das
amostras de proteina, nomeadamente a desaminagdo progressiva, descarboxilacdo e
despolimerizacado decorrentes da quebra de ligagdes (poli)peptidicas, com consequente
carbonizacdo da estrutura primaria (entre cerca de 450 °C e 680 °C). A degradacgao da
amostra A1 consiste em trés etapas bem marcadas, como se pode ver pelos trés maximos
na curva da 12 derivada da curva de perda de peso (ver Figura 14b), em Ty . = 250 °C,
Tmaxe = 320 °C e Thaxs = 550 °C, em contraste com a degradagao das amostras dos extratos
de sericina A2 e A3 que ocorrem em uma faixa de temperatura mais estreita com dois

maximos na 12 derivada da curva de perda de peso (ver Figura 14b) em T = 270 °C e
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Tmaxe = 320 °C (amostra A2) e em Tyax1 = 330 °C € Thaxe = 580 °C (amostra A3). Os nossos
resultados estdo de acordo com resultados publicados por Dandurand et al. (2014) relativos
a analise termogravimétrica de fragmentos peptidicos. A 12 derivada da curva de perda de
peso (isto é, a taxa de alteracdo de massa, ver Figura 14b) pode ser usada para indicar os
pontos nos quais a perda de peso € mais aparente (pontos de inflexdo), isto é, cerca de 250
°C, 320 °C e 550 °C para a amostra A1, cerca de 270 °C e 320 °C para a amostra A2, e
cerca de 330 °C e 580 °C para a amostra A3.

Figura 14. Curvas termogravimétricas (a) e 12 derivada das curvas de perda de peso (b) das

amostras A1 (linhas a azul), amostras A2 (linhas a rosa) e amostras A3 (linhas a cinza).
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Os resultados das analises de DSC realizadas as amostras A1, A2 e A3, registrados
sob modo de aquecimento entre 25 °C e 250 °C podem ser encontrados na Figura 15. O
pico endotérmico observado a 49,35 °C (amostra A1), 57,60 °C (Amostra A2) e 58,81 °C
(amostra A3) pode ser considerado como a ftransicdo de primeira ordem geralmente
observada numa vasta classe de biopolimeros hidratados. Por analogia com o trabalho de
Dandurand et al. (2014), este evento endotérmico pode ser atribuido a evaporagédo de

moléculas de agua ligadas.

Figura 15. Termogramas de calorimetria diferencial de varredura das amostras A1, A2 e A3.
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Fonte: elaboragao prépria.
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Como ja foi observado através das analises de TGA, a degradacdo dos residuos
proteicos comegou acima dos 200 °C. No caso da amostra A1, a entalpia do evento
endotérmico associado a evaporagao de moléculas de agua é cerca de 50 vezes mais fraca
(AH= 0,06967 J/g) do que o mesmo evento produzido para os extratos de sericina (ou seja,
AH = 3,133 J/g no caso da amostra A2 e AH = 3,549 J/g no caso da amostra A3). No

entanto, os racios entre estas entalpias sdo da mesma ordem de grandeza.

O segundo maior evento endotérmico sao os picos endotérmicos bem definidos a
134,61 °C (amostra A1, com entalpia de fusdo de 1,932 J/g), 126,34 °C (amostra A2, com
entalpia de fusdo de 168,6 J/g) e 123,64 °C (amostra A3, com entalpia de fusdo de 146,8
J/g), associados a transicdes ordem—desordem, que podem ser considerados como

assinaturas térmicas de desnaturacao proteica (irreversivel).

O terceiro maior evento endotérmico sdo os picos endotérmicos mais rasos e menos
definidos a 213,32 °C (amostra A1, com entalpia de fusdo de 0,09251 J/g), 214,73 °C
(amostra A2, com entalpia de fusdo de 2,597 J/g) e 219,87 °C (amostra A3, com entalpia de
fusdo de 28,06 J/g), associados a fenbmenos de degradagéo, que podem ser considerados

como assinaturas térmicas de carbonizacg&o proteica.

Claramente, entre a transicdo ordem—desordem e os fenbmenos de degradagao, ao
compararmos os extratos de sericina (amostras A2 e A3), aquele produzido por
congelacao/descongelagao (amostra A2) exibe uma gama de perfil de fusdo de AT = 88,39
°C, um valor que é cerca de 1,10x inferior aquele produzido pelo extrato obtido por
liofilizagdo (amostra A3) (isto é, AT = 96,23 °C). Estes resultados estdo em claro acordo com
os dados coletados pelas analises de XRD (ver Figura 13), permitindo concluir que a
amostra A2 é, de fato, menos amorfa (ver Figura 13) do que a amostra A3, estando entre o

amorfo e o cristalino.

5.4. Determinacao do teor de proteina dos extratos de sericina

Preparou-se uma curva de calibracdo para proteina usando solugbes de albumina
sérica bovina (BSA) em &agua ultrapura em varias concentragbes na gama de 0 a 1000

pg/mL (ver Figura 16).
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A curva de calibragao produzida por ajuste ndo linear aos dados de absorvancia a 595
nm versus concentragcado de proteina (ug/mL), na gama de concentragdes 0-1000 pg/mL,
encontra-se exibida como Figura 16, com o melhor ajuste nao-linear sendo: Abssgsnm =
1,6554 x Cprot / (0,1922 + Cpror) (r = 0,99529).

Figura 16. Curva de calibragéo para proteina produzida pelo método de Bradford modificado. Os
dados experimentais de Abssgs,m representam a média de nove determinagbes para cada

concentragao de proteina, incluindo cada um o respectivo desvio padrao.
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Fonte: elaboragao prépria.

Aplicando o método colorimétrico de Bradford modificado, amplamente utilizado para
quantificacdo de proteina, a amostra A1 apresentou uma concentragao massica de proteina
de 2,665% (m/m), enquanto a amostra A2 exibiu uma concentragdo massica de proteina de
0,436% (m/m) e a amostra A3 exibiu uma concentracdo massica de proteina de 1,255%

(m/m).

Tomando em consideracdo que o segundo procedimento de extracdo utilizou
autoclavagem dos casulos em suspensdo aquosa antes da liofilizagdo, era esperado um
maior teor de proteina para este extrato (isto &, amostra A3), uma vez que provavelmente
poderia conter alguma fibroina residual para além da sericina. O método de extragdo por

congelacdo/descongelagdo promove a precipitagdo da fibroina (com maior peso molecular)
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presente nos casulos e, portanto, uma menor quantidade de proteina no sobrenadante

associada a sericina (com peso molecular mais baixo) também era esperada.

5.5. Analises electroforéticas (SDS-PAGE) realizadas aos extratos de sericina

A Figura 17 apresenta os resultados da andlise eletroforética por SDS-PAGE aos
sobrenadantes, obtidos apds fervura de solugdes das amostra A1, A2 e A3 em presencga de
B-mercaptoetanol e dodecilsulfato de sédio (faixa M, marcadores de peso molecular de
gama alargada; faixa 1, amostra A1; faixa 2, amostra A2; faixa 3, amostra A3). Os extratos
de sericina produzidos pelos diferentes métodos de extracao (ver faixas 2 (A2) e 3 (A3) na
Figura 17) ndo exibem gamas muito diferentes de pesos moleculares. O tratamento térmico
das suspensdes de casulo atacou as ligagdes peptidicas da estrutura primaria da proteina, e
portanto as amostras A2 e A3 apresentaram bandas mais amplas devido a mistura de
peptideos de diferentes pesos moleculares, uma observagcdo que esta de acordo com

resultados publicados por Zhang et al. (2004) e Teramoto e Miyazawa (2005).

Como pode ser observado por inspegao do electroforetograma corado com Coomassie
na Figura 17 (imagem superior), a sericina padrdo (amostra A1 na faixa 1) exibiu uma ampla
gama de pesos moleculares, desde cerca de 10 kDa até 100 kDa, sem qualquer banda
isolada a sobressair, enquanto que os extratos de sericina em bruto (amostra A2 na faixa 2
e amostra A3 na faixa 3) exibiram faixas ndo tado amplas de pesos moleculares, na gama de
37 kDa - 200 kDa, também sem quaisquer bandas isoladas a sobressairem, em estreita

concordancia com resultados publicados por Zhang et al. (2004).
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Figura 17. Eletroforetogramas de SDS-PAGE corados por Coomassie (imagem superior) e por prata

(imagem inferior), das amostras A1 (faixa 1), A2 (faixa 2), A3 (faixa 3) e marcadores de peso

molecular de gama alargada (faixa M).
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Fonte: elaboragao prépria.

Em relagédo ao electroforetograma corado com prata na Figura 17 (imagem inferior),
uma curva de calibragao realizada as proteinas na faixa de marcadores de peso molecular
(faixa M) resultou na equacéo linear Logo(MW,kDa) = -1,4817xRf + 2,3727 (r* = 0,93326).
Uma inspecao atenta ao electroforetograma corado com prata permite a observagao de
duas bandas, uma aparecendo na faixa 2 (amostra A2) e uma aparecendo na faixa 3
(amostra A3). Apds o calculo da mobilidade relativa dessas duas bandas e aplicagdo da

curva de calibragao, foram obtidos os seguintes pesos moleculares: 22,15 kDa para a banda
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na faixa 2 e 21,17 kDa para a banda na faixa 3. Ainda que esses pesos moleculares sejam
consistentes com resultados publicados por Takasu et al. (2002), é importante lembrar que a
coloracdo com Coomassie permite a determinagdo/visualizagao de bandas proteicas com
quantidades superiores a 70 pg de proteina, enquanto que a coloragdo com prata permite a
determinacao/visualizacdo de bandas proteicas com quantidades de proteina tdo pequenas
quanto 7 ug. Assim, as duas bandas que aparecem nas faixas 2 e 3 no electroforetograma
de SDS-PAGE corado com prata podem ser o resultado de duas pequenas proteinas em

pequenissimas quantidades nas amostras A2 e A3, respectivamente.

O aparecimento de um numero muito elevado de bandas, ou esfregaco, numa faixa,
pode ser devido ao desdobramento incompleto das proteinas durante o aquecimento com
SDS e B-mercaptoetanol. Uma vez que analisamos extratos de proteinas isolados de
casulos de seda, talvez tenha ocorrido alguma degradacéo que originou uma variedade de

especies proteicas.

De acordo com Takasu et al. (2002), a sericina extraida dos casulos de Bombyx mori
consiste principalmente em trés polipeptideos com pesos moleculares de 400 kDa, 250 kDa
e 150 kDa, conforme estimado na SDS-PAGE, correspondendo a sericina presente na parte
do meio, parte anterior e parte posterior da glandula do bicho da seda. De acordo com
outros pesquisadores (KUNZ et al., 2016; TAO et al., 2005; SILVA, F. 2014; CHIRILA et al.
2013; CHIRILA et al. 2016), o peso molecular da sericina varia entre 20 kDa a 400 kDa.

Em geral, os resultados obtidos nas andlises por SDS-PAGE efetuadas as amostras
A1 (sericina padrao), A2 e A3 (extratos em bruto), estdo de acordo com o que foi descrito
por varios outros pesquisadores, nomeadamente que a proteina sericina representa de fato
uma familia de proteinas com pesos moleculares que variam de valores bastante baixos a

altos.

5.6. Analises de atividade antimicrobiana realizadas aos extratos de sericina

As (potenciais) propriedades antimicrobianas da amostra A1 (octantes 3 e 4) sao
bastante diferentes dependendo das cepas bacterianas testadas, como aparente pelos
diferentes didmetros de halo de inibicdo de crescimento microbiano produzidos (ver Figura
18). A amostra A1 exibiu praticamente a mesma atividade antibacteriana contra S. aureus,

independentemente da concentragdo massica (ver Figura 18, octantes 3 e 4), mas néao
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exerceu nenhum efeito antibacteriano contra P. aeruginosa (ver Figura 18, octantes 3 e 4 ),
exibindo apenas atividade antimicrobiana marginal contra E. coli (ver Figura 18, octantes 3 e
4).

Figura 18. Resultados obtidos pelos ensaios de atividade antimicrobiana realizados a amostra de
sericina padrao (A1) e amostras de extratos de sericina em bruto (A2 e A3). Octante 1: disco de
papel de filtro estéril mergulhado numa solugéo de coquetel antibiodtico (penicilina (10000 U.l./mL) /
estreptomicina (10 mg/mL)); Octante 2: disco de papel de filtro estéril mergulhado em agua ultrapura
estéril; Octante 3: disco de papel de filtro estéril mergulhado numa solugdo de amostra A1 (10
mg/mL); Octante 4: disco de papel de filtro estéril mergulhado numa solugao de amostra A1 (20

mg/mL); Octante 5: disco de papel de filtro estéril mergulhado numa solugao de amostra A2 (10
mg/mL); Octante 6: disco de papel de filtro estéril mergulhado numa solugao de amostra A2 (20

mg/mL); Octante 7: disco de papel de filtro estéril mergulhado numa solugao de amostra A3 (10

)
)
)
mg/mL); Octante 8: disco de papel de filtro estéril mergulhado numa solugao de amostra A3 (20

mg/mL). Os discos impregnados foram aplicados diretamente sobre a superficie do meio de cultura

TSA inoculado por espalhamento de uma suspenséo de Escherichia coli (a), Staphylococcus aureus

(b) ou Pseudomonas aeruginosa (c).

Fonte: elaboragao prépria.
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Em relacdo aos extratos de sericina, a amostra A2 apresentou uma ligeira atividade
antibacteriana contra S. aureus (ver Figura 18, octantes 5 e 6), mas nao teve qualquer efeito
contra P. aeruginosa (ver Figura 18, octantes 5 e 6) ou E. coli (ver Figura 18, octantes 5 e
6). A amostra A3 mostrou uma ligeira atividade antibacteriana positiva contra S. aureus (ver
Figura 18, octantes 7 e 8), mas néo teve qualquer efeito contra P. aeruginosa (ver Figura 18,
octantes 7 e 8) ou E. coli (ver Figura 18, octantes 7 e 8). Em relagdo ao coquetel de
antibidticos testado (octante 1), este foi mais eficaz na ordem S. aureus > E. coli > P.

aeruginosa.

A atividade antibacteriana dos extratos de sericina podera estar relacionada com o fato
desta proteina revestir as fibras de fibroina dos casulos do bicho da seda (Bombyx mori),
conferindo integridade estrutural ao casulo ao mesmo tempo que protege a lagarta de
invasbes bacterianas. No entanto, a reduzida quantidade de extrato efetivamente
impregnada nos discos esterilizados (2,5 mg de extrato, correspondendo a 66,6 ug de
proteina (A1), 10,9 ug de proteina (A2) e 31,4 ug de proteina (A3)) podera ter impedido a

observacao de uma atividade antibacteriana mais alargada.

Pode assim concluir-se que os extratos de sericina exibiram diferentes graus de
atividade antimicrobiana contra S. aureus, um agente infeccioso geralmente presente em
feridas cutdneas derivadas ou ndo de queimaduras (CHILLER et al., 2001). Assim, os
extratos de sericina exibem potencial para serem utilizados no tratamento de infeccbes de

pele, de forma tépica, aumentando a sua concentragao.

5.7. Avaliagao do potencial de citotoxicidade dos extratos de sericina, pelo
método MTT

Para os ensaios de viabilidade celular utilizando a linhagem celular (permanente)
HUVEC (células endoteliais retiradas da veia umbilical humana), as amostras A1, A2 e A3
foram dispersas em meio de cultura DMEM. Como controle foi utilizado o meio DMEM

simples.

Os ensaios MTT mostram viabilidade celular (média relativa de seis determinagdes e
desvios padrdo associados) encontrada apds exposi¢cdo a concentragdes crescentes de
sericina, independentemente do procedimento de extrac&do utilizado, permitindo observar

que a concentragao inibitéria maxima (IC50, uma medida da eficacia de uma substancia na
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inibicdo de uma fungéo bioldgica ou bioquimica especifica, que determina a concentragao
de produto necessaria para matar 50% das células) ndo foi alcangada para todas as
amostras de sericina testadas (ver linha vermelha na Figura 19). Assim, tal medida
quantitativa indica o quanto de uma determinada substancia é necessaria para inibir um

dado processo bioldgico pela metade.

Nas concentragdes de amostra testadas nas células HUVEC, as amostras A1, A2 e A3
nao apresentaram alta toxicidade, com estas células a apresentarem uma viabilidade
superior a 60% para todas as concentracbes de amostra testada. Embora tenha sido
observada uma queda de cerca de 30% na viabilidade celular (ver Figura 19) para as
concentragdes menores das amostras A2 e A3, a viabilidade celular foi mantida alta para
todas as amostras. As células HUVEC apresentaram maior resisténcia ao tratamento com a
amostra A1. De fato, a amostra A1 foi aquela que matou células na menor extensao, como
aparente por inspecao da Figura 19, mas também foi a que conferiu o maior nivel de danos
as mesmas células tanto nas analises por Cometa™ como nas analises por Allium cepa,

conforme sera discutido em seguida.

Figura 19. Resultados dos testes de viabilidade celular (via MTT) usando linhagem celular HUVEC
cultivada em meio DMEM para avaliar a citotoxicidade das amostras de sericina A1, A2 e A3 apos
exposicao das células a diferentes concentragdes massicas de sericina durante 24 h. Os valores séo

média de trés determinag¢des (n=3), com desvios padrao associados inferiores a 0,1 em todos os
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Fonte: elaboragao prépria.



83

O tratamento com as amostras A2 e A3 nao apresentou diferengas significativas em
relacdo a manutengdo da viabilidade celular, mas para a maior concentragdo de sericina
(amostra A2) foi possivel verificar uma toxicidade ligeiramente superior apds tratamento das
células HUVEC (ver Figura 19). Os resultados obtidos mostram claramente um ligeiro
declinio da viabilidade celular para todas as concentragdes de amostra, o que podera indicar
gue a sericina em si ndo é toxica para as células HUVEC. Para o contato da amostra A3
com as células, observou-se uma recuperagdo da atividade mitocondrial para a maior
concentragao testada, indicando uma possivel recuperacéo celular. Apesar da concentragcdo
de micro- e macronutrientes presentes no meio DMEM, o meio DMEM por si s6 promoveu a
manutencdo da viabilidade celular (dados ndo mostrados), indicando assim que nenhum

estresse foi induzido as células pelo meio de cultura.

5.8. Avaliagdao do potencial de indugao de aberragées cromossémicas dos
extratos de sericina, pelo ensaio Allium cepa

A andlise das variagdes do indice mitético (obtido como indice mitético = Namero de
células na mitose / Numero total de células) e das aberracdes cromossdmicas (obtidas como
indice de danos = Numero de danos / Namero total de divisdes celulares) foram realizadas
para estabelecer os efeitos citotdxicos e genotoxicos dos extratos de sericina produzidos a

partir de casulos de Bombyx mori.

Nao foram observados efeitos mitodepressivos potencialmente induzidos pela sericina
(ver Figura 20), independentemente do procedimento de extracdo e da concentragéo das
solugdes aquosas das amostras de sericina utilizadas para a imersédo das raizes de Allium
cepa formadas por germinagdo, com todas as amostras testadas a estimularem a divisdo
celular. Em comparagdo com a amostra negativa (agua ultrapura), apenas a amostra A1
apresentou um indice de danos ligeiramente elevado, muito provavelmente devido a
quaisquer conservantes adicionados para estabilizar o p6 liofilizado comercial. Pelo
contrario, as amostras A2 e A3 conferiram danos minimos as células, bem abaixo daqueles

produzidos pelo negativo (ver Figura 20).



84

Figura 20. Resultados do teste do Allium cepa. Efeito das diferentes amostras de sericina (A1, A2 e
A3) no indice mitético obtido a partir de analises citogenéticas usando células HUVEC expostas as
solugdes de amostra de sericina a uma concentragdo de 20 mg/mL e usando agua ultrapura como
negativo. O indice mitético foi calculado como o niumero de células na mitose dividido pelo numero

total de células, enquanto que o indice de danos foi calculado como o niumero de danos dividido pelo
numero total de divisdes celulares. * indica danos relativos estatisticamente ndo-significativos e **

indica danos relativos estatisticamente significativos.
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Fonte: elaboragao prépria.

A partir das analises estatisticas realizadas aos dados do indice mitético, ao comparar
as diferentes amostras de sericina (A1, A2 e A3) entre elas e mesmo quando comparadas
com o negativo, ndo foram encontradas diferencas estatisticas significativas no nivel de
significancia de 5% (intervalo de confianca de 95%). Em relagéo ao indice relativo de danos,
a amostra A1 apresentou uma diferenga estatisticamente significativa quando comparada
com as demais amostras de sericina (A2 e A3) ou com o negativo, conforme identificado na

Figura 20.

Além disso, a imersao de raizes de Allium cepa nas mesmas concentragdes aquosas
das amostras de sericina durante 24 h promoveu atividade mitética para todas as amostras
de sericina, com a grande maioria das células observadas nas laminas preparadas a

estarem na interfase (dados ndo mostrados: 87,5% das células em interfase para as células
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tratadas com o negativo, 84,5% das células na interfase para as células tratadas com
solucao de amostra A1, 82,2% das células na interfase para as células tratadas com a
solugcao da amostra A2, e 80,8% das células na interfase para as células tratadas com a
solucdo da amostra A3). Assim, nenhum estresse intracelular (incluindo danos ao DNA)
pode ser observado, o que de outra forma poderia ter impedido as células de entrarem na

mitose (ver Figura 20).

A acdo mitodepressiva pode ser consequéncia de uma interferéncia negativa das
substancias ativas em teste com proteinas especificas e enzimas que mediam a DNA
polimerase (Hidalgo et al. 1989), com a sintese de DNA, com a formag¢édo de microtubulos,
com a sintese de nucleoproteinas prejudicada, e nivel reduzido de ATP para fornecer
energia para o alongamento do fuso, dindmica dos microtubulos e movimento cromossdémico
(MAJEWSKA et al. 2003).

Os baixos indices de dano produzidos pelas amostras de sericina A2 e A3 (ver Figura
20) estao diretamente relacionados com um baixo numero de aberracbes cromossdmicas
nos cromossomas das células da ponta radicular meristematica de Allium cepa, com uma
baixa frequéncia de prometafases, pontes e fragmentos (ver Figura 21). Pelo contrario, a
amostra A1 promoveu os mais elevados niveis de prometafases e fragmentos (ver Figura
21). Os resultados aqui apresentados estdo de acordo com resultados publicados na
literatura (DRAGOEVA et al., 2012).

As células da ponta da raiz de Allium cepa tratadas com amostras de sericina A2 e A3
exibiram numeros médios mais elevados de profases, anafases e telofases, quando
comparadas com as células tratadas com a amostra A1. Estas observagdes estdo em clara

concordéncia com o maior indice de danos promovido pela amostra A1.

O indice mitoético € um pardmetro confiavel para identificar citotoxicidade e
genotoxicidade, e por isso 0s niveis de citotoxicidade de um determinado composto podem
ser determinados pelo aumento ou decréscimo do indice mitético. indices mitéticos
inferiores aos do controle negativo podem indicar que o crescimento e desenvolvimento de

células expostas foram afetados pelo composto testado.



86

Figura 21. Exemplos de fases mitoticas normais em células de Allium cepa (profase, metafase,
anafase, telofase) e tipos de anormalidades cromossémicas (prometafases, pontes, fragmentos)

encontradas em células de Allium cepa expostas a amostras de sericina A1, A2 e A3.
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Fonte: elaboragao prépria.

Por outro lado, um aumento dos indices mitéticos é resultado da inducdo da divisdo
celular e pode ser caracterizado como um evento prejudicial as células, levando tanto a
proliferacado celular descontrolada quanto a formacgéo de tumores (BOUMAZA et al., 2016).
No entanto, os indices mitéticos observados no trabalho de pesquisa realizado e aqui
descrito aumentaram no maximo 50% em relagcédo aos do controle negativo, para as células
tratadas com a amostra A2. Estes resultados indicam que ambos os extratos de sericina ndo

possuem potencial para induzir aberragdes cromossdmicas significativas.

5.9. Avaliagao do potencial de inducao de danos ao DNA dos extratos de

sericina, pelo ensaio Cometa™

O teste Cometa™ ¢é capaz de detectar quantitativamente o dano ao DNA (efeitos
genotoxicos) causado por agentes alquilantes ou oxidantes e intercalantes. Os indices de

dano ao DNA foram calculados de acordo com os tamanhos das caudas produzidas nas
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células. As caudas foram pontuadas em cinco niveis (0, 1, 2, 3 e 4), onde zero e quatro
representam os tamanhos mais baixos e mais altos da cauda do cometa, respectivamente,

com o0 indce de danos ao DNA (ID) a ser calculado como

(0 x Ecélulas com pontuagio 0)+(1 x Ecélulas com pontuagio 1)+

+(2 x Ecélulas com pontuagao 2)+(3 x Ecélulas com pontuagdo 3)+
)

+(4 x Ecélulas com pontuagdo 4
ID= , . :
numero total de células

As laminas foram analisadas usando uma revisdo simples as cegas para minimizar a

variabilidade. Para avaliar qualquer possivel dano genético conferido as células pelas

amostras A1, A2 e A3, o teste Cometa™ foi realizado com a linhagem celular HUVEC,

permitindo observar diferengas significativas entre o controle e a linhagem celular HUVEC

que foi exposta as amostras de sericina A1 (20 mg/mL) e A3 (15 mg/mL) (ver Figura 22).

Figura 22. indices relativos de dano ao DNA da linhagem celular HUVEC apés exposigéo das células
a diferentes concentragdes massicas de sericina durante 24 h. Médias de trés ensaios com o
associado: HUVEC (controle, 1,000+0,104; Padrao (amostra A1: 10 mg, 1,374+0,085; 15 mg,

1,29810,242; 20 mg, 1,466+0,026); Extragdo por congelagdo/descongelagao (amostra A2: 10 mg,
1,28940,228; 15 mg, 1,181+0,004; 20 mg, 1,150+0,142); extracado por liofilizagdo (amostra A3: 10 mg,
1,313+0,057; 15 mg, 1,584+0,165; 20 mg, 1,313+0,179)). As fotos inseridas representam as caudas
de Cometa™ produzidas pelos diferentes tipos de células danificadas encontradas. 3, < e * indicam

indices relativos de dano ao DNA estatisticamente n&o-significativo, e %% e %% indicam indices

relativos de dano ao DNA estatisticamente significativos.
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A analise estatistica dos dados obtidos neste teste foi realizada utilizando o software
GraphPad Prism v. 7.0 (GraphPad Software Inc., La Jolla CA, EUA), por aplicagdo do teste
estatistico de Tukey com multiplas comparacdes entre as amostras. Na analise estatistica
realizada para cada uma das amostras testadas, ao comparar cada uma das diferentes

concentragdes massicas, nao foram encontrados resultados estatisticamente diferentes.

Em relagdo a analise realizada para comparar as amostras (incluindo o controle),
apenas a amostra A1 na sua concentracdo de 20 mg/mL e a amostra A3 na sua
concentragdo de 15 mg/mL apresentaram diferengas estatisticamente relevantes, onde a
amostra A1 na concentragdo mencionada exibiu um de p-valor ajustado de 00,0262 e a
amostra A3 na concentracdo mencionada mostrou um p-valor ajustado de 0,0060, conforme
identificado na Figura 22, quando essas amostras e as respectivas concentragdes massicas
foram comparadas com o negativo. O resultado estranho obtido para a concentragao
massica intermédia da amostra A3 pode ser atribuido a uma matriz mais solta neste extrato
de sericina, liberando uma maior quantidade de proteina bioativa quando comparada com a
concentragdo massica mais elevada de extrato que poderia ter dificultado a liberacdo de

sericina bioativa.

Os resultados obtidos para os indices de danos relativos (ver Figura 20) produzidos
pelo teste Allium cepa realizado a amostra A1 (usando uma concentragdo de 20 mg/mL)
estdo em clara concordancia com os resultados obtidos pelo teste Cometa™ para a amostra
A1 na mesma concentracdo, uma vez que no teste Allium cepa um indice relativo de danos
mais elevado foi produzido quando comparado com o negativo e com as amostras A2 e A3.
Foi obtida uma diferenca estatisticamente significativa entre o controle e a amostra A1 na
concentragdo de 20 mg/mL, o que significa que um possivel efeito genotdxico (ainda que
ndo em grande extensdo) pode ser atribuido a amostra A1. A amostra A3 a 15 mg/mL
também apresentou uma diferenga estatisticamente significativa quando comparada com o

controle, conforme mencionado acima.

O elevado indice relativo de danos ao DNA promovido pela quantidade massica
intermediaria (15 mg) da amostra A3 as células HUVEC (ver Figura 22) foi devido a uma alta
contagem de células com dano do tipo 2. Nao foram encontrados danos do tipo 4 para as
células HUVEC tratadas com qualquer uma das amostras de sericina testadas, para todas

as concentragdes massicas estudadas.

Todas as amostras (incluindo o controle) promoveram um mais elevado nivel de danos
do tipo 1 e do tipo 2 independentemente da concentracdo massica testada. Baixos niveis de

danos do tipo 3 foram produzidos pelas amostras de sericina para todas as concentragoes
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testadas. Isto significa que as amostras de sericina testadas ndo possuem caracteristicas
que promovam grandes lesées no DNA, como aparente pelos muito baixos niveis de danos
do tipo 3 encontrados. No entanto, a avaliagdo Cometa™ ¢é realizada com uma exposi¢cao
celular de 1h, porque € um procedimento de pré-teste sem a necessidade de quaisquer

divisdes celulares.

Estes resultados estdo em clara concordancia com a total auséncia de efeitos
citotoxicos observados para esta linhagem celular (ver Figura 19). Assim, a auséncia de
efeitos citotoxicos esta de acordo com a auséncia de danos extensos ao DNA, o que por sua
vez estd em concordancia com resultados publicados por SEABRA et al. (2014). Estes
resultados estdo intimamente relacionados com a auséncia de aberragbes cromossOmicas
significativas produzidas pelas amostras de sericina A1, A2 e A3 (ver indices mitéticos na
Figura 20), demonstrando uma estreita faixa de distor¢des cromossémicas nas diferentes

fases do ciclo celular da linhagem HUVEC (ver Figura 21).

5.10.Avaliagdo da atividade de eliminagao de radicais livres dos extratos de

sericina, pelo ensaio DPPH

Os resultados obtidos para a atividade de eliminagdo de radicais DPPH pelo acido

ascorbico e pelas amostras de sericina A1, A2 e A3 estdo apresentados Quadro 4.

Quadro 4. Resultados obtidos para a atividade antioxidante (%) das amostras de sericina, expressa

como capacidade de eliminagdo de radicais livres medida através da metodologia DPPH.

Atividade (relativa) de eliminagéo de radicais livres
Concentracao o
[média (n=3) £ s]
(mg/mL) ]
Acido ascorbico Amostra A1 Amostra A2 Amostra A3

0,5 0,9650+£0,0023 | - | e e

S 0,0051+0,0023 | ~ - | e

15 | 0,0801+0,0020 0,0340+0,0185 | -

P T R 0,4568+0,0826
60 | | e 0,0081+0,0196 0,4418+0,1685

Fonte: elaboragao prépria.
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Os extratos de sericina mostraram diferentes niveis de atividade de eliminacdo de
radicais DPPH na faixa de concentra¢des 5-60 mg/mL (ver Quadro 4). A sericina extraida
através da metodologia de liofilizagdo (amostra A3) apresentou a maior atividade de
eliminacado de radicais DPPH em comparacdo com a amostra A2 e a amostra A1. O acido
ascorbico foi utilizado como padréo antioxidante a uma concentragcdo de 0,5 mg/mL, e sua
atividade de eliminagdo de radicais livres foi de 96,5%. Assim, os resultados obtidos na
presente pesquisa sugerem que as amostras A2 e A3 sdo capazes de eliminar os radicais
livres (embora em diferentes extensdes) e impedir a iniciagdo de radicais livres
estabilizando-os para impedir a sua participacdo em quaisquer reacdes deletérias. Estes
resultados estdo de acordo com resultados publicados por Rangi e Jajpura (2015) e
Dehpour et al. (2009).

Diferentes concentracbes de sericina possuiram diferentes capacidades para eliminar
os radicais DPPH. Observou-se que nas concentragdes 15, 25 e 60 mg/mL de extrato de
sericina foram eliminados (3,40+1,85)%, (45,718,26)% e (44,2+16,9)% de radicais DPPH,
respectivamente (ver Quadro 4). FAN et al. (2009) referem no seu trabalho que os grupos
funcionais presentes nos residuos de aminoacidos Cys, Tyr e His, que compdem a estrutura
primaria da sericina, reduzem e descoloram o DPPH pela sua capacidade de doagado de
hidrogénios. Assim, ndo é surpreendente concluir que a sericina do casulo do bicho da seda
contém doadores de elétrons que reagem com os radicais livres para converté-los em

produtos mais estaveis e terminar a reacdo em cadeia dos radicais.

5.11. Andlises EDXRF realizadas ao casulo de Bombyx mori e aos extratos de

sericina

O casulo do bicho da seda (Bombyx mori) € uma estrutura de biomaterial projetada por
insetos. Varias espécies selvagens produtoras de casulos de seda, bem como seda de
aranha, possuem maior conteudo elementar (Na, K, Cl, Mg, S, Cu, Ca, P, Zn) (TULACHAN
et al., 2014). O cobre também demonstrou estar envolvido no processo de formagédo de
seda por Bombyx mori (TULACHAN et al., 2014). Foi sugerido que os ions de Na, Cl e K
desempenham um papel na formagéo da seda de aranha (Vollrath e Cavaleiro, 2001; Knight
e Vollrath, 2001). Algumas das espécies selvagens produtoras de casulos de seda possuem

cristais de oxalato de calcio em suas superficies externas (AKAI, 2001; TULACHAN et al.
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2014). Os cristais de oxalato de calcio ndo estdo, no entanto, presentes em grande extenséo
na superficie do casulo de Bombyx mori (TULACHAN et al. 2014).

A Figura 23 mostra o espectro tipico de fluorescéncia de raios-X de um casulo de
Bombyx mori (a) e os espectros de fluorescéncia de raios-X das amostras A1, A2 e A3 (b).

Os principais elementos quimicos encontrados estao identificados na Figura 23.

Figura 23. Espectros de EDXRF de casulo de Bombyx Mori (a) e amostras de A1 (linhas pretas), A2
(linhas vermelhas) e A3 (linhas azuis) (b). O eixo YY representa o niumero de contagens de raios-X
caracteristicos que atingiram o detector, enquanto o eixo XX representa a energia dos raios-X

caracteristicos.
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Os espectros medidos foram analisados com o pacote de software XRS-FP™
fornecido pela Amptek Inc., tendo em conta os picos de escape e os picos de soma, e
representando o background com uma fungéo polinomial. No casulo simples (ver Figura
23a), encontrou-se uma grande quantidade de Ca e K e quantidades vestigiais de S, Cl, Cr,
Fe, Ni e Cu. No espectro de fluorescéncia da amostra A1, os principais elementos quimicos
encontrados foram o S e o Cl, e uma quantidade minima de Ca (ver Figura 23b). Quanto aos
extratos de sericina (amostras A2 e A3), pequenas quantidades de S e Fe foram

encontradas nas mesmas proporgoes.

O extrato de sericina produzido por liofilizagdo (amostra A3) mostrou, no entanto,
maiores quantidades de Ca e K. Ca foi encontrado nos casulos de Bombyx mori em
quantidades relativamente elevadas e também em quantidades maiores nas amostras A2 e
A3, muito provavelmente devido a concentragcdo durante o procedimento de extragdo. Uma
vez que os cristais de oxalato de calcio geralmente ndo estdo presentes na superficie do
casulo de Bombyx mori (TULACHAN et al,. 2014), eles ndo foram observados nas analises
de microscopia eletrbnica de varredura com emissao de campo (FESEM). A presenga de Cu
nos casulos de Bombyx mori estd em concordancia com os resultados publicados por
Tulachan et al. (2014), Wilaiwan et al. (2010), Zong et al. (2004) e Zhou et al. (2003).

5.12. Analises XRT realizadas ao casulo de Bombyx mori

Um casulo é um compésito de polimero (proteina) natural, que exibe uma
microestrutura porosa hierarquica muito especial que permite que o casulo possua
excelentes propriedades mecanicas (FEI et al., 2013). O casulo do bicho da seda (Bombyx
mori) "respira" naturalmente, devido as suas capacidades superiores de transferéncia de
calor e umidade, bem como de transporte de oxigénio (FEI et al., 2013). A partir das
analises tomograficas via transmissao de raios-X realizadas a uma sec¢édo da parede do

casulo de Bombyx mori (ver Figura 24), pode observar-se uma superficie homogénea.
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Figura 24. Imagens obtidas por anadlise tomografica via transmisséo de raios-X (XRT) do casulo de
Bombyx mori, sendo (a) uma imagem de perfil transversal da parede do casulo, e (b) uma imagem de
perfil inclinado da superficie do casulo. As fatias de imagem tridimensionais foram coletadas usando

uma tenséo de operacéo ajustada para 29 kV e corrente elétrica com 415 pA.

Fonte: elaboragao prépria.

Devido a absorver mais radiagdo, decorrente da sua maior densidade atémica, as
fibras (em verde, na Figura 24) estdo em maior evidéncia, enquanto que os espagos vazios
aparecem em preto. Uma andlise de porosidade comparativa da parede do casulo de

Bombyx mori pode ser encontrada no Quadro 5.
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Quadro 5. Resultados obtidos nas analises tomograficas via transmissao de raios-X realizadas ao

casulo de Bombyx mori.

Parametro Casulo de Bombyx mori
Numero de camadas 201
Tamanho de pixel (um) 6,918
Volume de interesse total (VOI, volume of interest), TV (mm?®) 2,627
Volume de objeto, Obj.V (mm°) 1,264
Percentagem de volume de objeto, Obj.V/TV (%) 48,112
Superficie VOI total, TS (mm?) 25,370
Superficie do objeto, Obj.S (mm?®) 138,688
Superficie de intersecgao, i.S (mm?) 8,840
Superficie do objeto / racio de volume, Obj.S/Obj.V (mm™) 109,715
Densidade superficial do objeto, Obj.S/TV (mm™) 52,787
Grau de anisotropia, DA 4,768 (0,790)
Eigenvalue 1 -0,187
Eigenvalue 2 0,276
Eigenvalue 3 0,892
Numero de poros fechados, Po.N(cl) 1993
Volume de poros fechados, Po.V(cl) (mm®) 0,00155
Superficie de poros fechados, Po.S(cl) (mm?) 0,824
Porosidade fechada (%), Po(cl) (%) 0,123
Volume de espago de poros abertos, Po.V(op) (mm?®) 1,362
Porosidade aberta (%), Po(op) (%) 51,829
Volume total de espago de poros, Po.V(tot) (mm?®) 1,363
Porosidade total (%), Po(tot) (%) 51,888
Numero de Euler, Eu.N -22606
Conectividade, Conn 28196
Densidade de conectividade, Conn.Dn (mm”™) 10731,817

Fonte: elaboragao prépria.

A anisotropia pode ser definida como uma diferenca, quando medida ao longo de

diferentes eixos, nas propriedades fisicas ou mecéanicas de um material (por exemplo,

absorvancia). O grau de anisotropia, calculado como Grau de anisotropia = (1 -

[Eigenvaluen, / Eigenvaluenay]), € O para isotropia total e 1 para anisotropia total. Assim,

como pode ser observado por inspecgéo dos dados no Quadro 5, o grau de anisotropia para
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a parede do casulo é de 0,790, um valor mais préximo da anisotropia do que da isotropia na

escala acima mencionada.

Sendo o casulo do bicho da seda um biomaterial projetado por inseto com uma
estrutura tecida, este resultado é facilmente compreendido a luz das imagens FESEM
exibidas na Figura 25a. Ao analisar a estrutura da parede do casulo, verifica-se que o
mesmo possui um baixo volume de poros fechados (1,55%10° mm®) correspondendo a uma
porosidade aberta de 51,83% e uma porosidade total de 51,89% (ver Quadro 5). Estes
resultados estdo em clara concordancia com a elevada porosidade observada em casulos
de seda de Bombyx mori (TULACHAN et al., 2014; FEI et al., 2013; CHEN et al., 2013).

5.13. Analises FESEM realizadas ao casulo de Bombyx mori

As imagens obtidas por microscopia eletrénica de varredura da superficie externa
(lisa) da parede do casulo do bicho da seda (Bombyx mori) permitem observar uma matriz

fibrosa tecida (ver Figura 25).

Nao foram encontrados cristais de oxalato de calcio na superficie do casulo de
Bombyx mori. Estes resultados estdo de acordo com os resultados publicados por Tulachan
et al. (2014). Verificou-se que os fios de fibras de seda do casulo de Bombyx mori foram um
pouco mais espessos (= 30 microns, ver Fig. 25b) do que aqueles analisados por Tulachan
et al. (2014) para o mesmo tipo de origem do casulo do bicho da seda, como pode ser
observado por inspecédo das fotomicrografias FESEM exibidas na Figura 25, com poros
bastante visiveis na bio-estrutura do casulo de Bombyx mori, um resultado que também esta

de acordo com aqueles publicados por Tulachan et al. (2014).



96

Figura 25. Fotomicrografias FESEM do casulo de Bombyx mori em véarias amplia¢des (a: x100; b:
x2000; c: x600; d: x2000). As setas vermelhas inseridas apontam para a fibroina, enquanto as setas
verdes inseridas apontam para a sericina (atuando como a cola que mantém as fibras de fibroina no

lugar).
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9 mm | ETD

Fonte: elaboragao prépria.

Adicionalmente, uma inspecéo detalhada das fotomicrografias na Figura 25 permite
observar claramente as fibras de fibroina (ver setas vermelhas inseridas na Figura 25b-d)
rodeadas pela cola que as mantém no lugar, isto €, a proteina sericina (ver setas verdes

inseridas nas fotomicrografias da Figura 25b-d).
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5.14. Otimizagao estatistica da matriz biopolissacaridica do filme bio-origami

O planejamento fatorial experimental seguido para definir a melhor composicao
biopolissacaridica e propriedades mecéanicas associadas para os filmes bio-origami (ver
Quadro 1) originou como melhor composi¢do para os filmes bio-origami aquela do nivel
(+1)(0) [(goma carragenana)(goma xantana)] (ver Quadro 2). Partindo desta composigao
(6tima), conduzindo a filmes bio-origami com os maiores valores de resiliéncia, resisténcia a
perfuracéo e resisténcia a tragéo, sete filmes bio-origami foram produzidos (ver Quadro 3)
integrando o mesmo nivel fatorial de (goma carragenana)(goma xantana) (isto &, (+1)(0)) e

quantidades variaveis de sericina (isto ¢, 0, 1, 2, 5, 10, 20 e 50 MQsericina/MLime)-

Num artigo de revisdo da autoria de Baker et al. (2012), aqueles pesquisadores
afirmam que é possivel produzir hidrogéis macios com cerca de 10% (m/m) PVA e hidrogéis
rigidos com cerca de 50% a 60% (m/m) PVA. O principal objetivo do trabalho de pesquisa
realizado e aqui descrito consistiu em produzir um filme bio-origami biopolissacaridico
dotado de maleabilidade, ainda que com uma certa resisténcia por forma a poder ser
utilizado em aplicagdes topicas. O teor de umidade médio dos varios filmes bio-origami
produzidos variou entre (56,8110,44)% (m/m) e (32,28+1,47)% (m/m) para os filmes bio-

origami integrando 0 MQsericina/MLfime € 50 MQsericina/MLsime, respetivamente.

5.15. Caracterizagao dos filmes bio-origami produzidos

5.15.1. Analises FTIR

Um grafico de intensidade versus frequéncia de radiagédo, conhecido como espectro de
infravermelho, permite caracterizar os grupos funcionais num determinado material, fazendo
da espectrofotometria FTIR uma técnica vastamente utilizada na analise da estrutura de
sistemas (bio)poliméricos. A espectrofotometria FTIR pode permitir clarificar possiveis
interacdes entre a proteina incorporada e a matriz biopolimérica do filme bio-origami, através
da analise dos grupos funcionais presentes nos diferentes componentes envolvidos no

processo.
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Os espectros FTIR de (a) extrato de sericina em bruto liofilizado, (b) filme bio-origami
simples, (¢) filme bio-origami carregado com 1 MQsericina/MLsime, (d) filme bio-origami
carregado com 2 MQsericina/MLsime, (€) filme bio-origami carregado com 5 MQsericina/MLsime, (f)
filme bio-origami carregado com 10 MQsericina/MLsime, (g) filme bio-origami carregado com 20
MQsericina/MLsime, € (h) filme bio-origami carregado com 50 mMQsericina/MLsime, podem ser

encontrados na Figura 26.

Comparando o espectro do extrato liofilizado de sericina (ver Figura 26a) com o
espectro do filme bio-origami simples (ver Figura 26b) e os espectros dos filmes bio-origami
carregados com sericina (ver Figuras 26c¢c-h), os mesmos picos caracteristicos podem ser
observados com apenas pequenas variagdes na intensidade dos picos, como por exemplo
nos numeros de onda 1398 cm™, 1423 cm™, e 1409 cm™. Isto sugere claramente que o
aspecto quimico da sericina foi preservado durante a sua integragéo nos filmes bio-origami.
De acordo com Gupta et al. (2014), as moléculas proteicas podem apresentar absorgéo
caracteristica de energia entre os nimeros de onda 1650 cm™ a 1630 cm™ para amidas
primarias, entre os nimeros de onda 1540 cm™ a 1520 cm™ para amidas secundarias e

entre os nimeros de onda 1270 cm™ a 1230 cm™ para amidas terciarias.

Da analise do espectro de transmitancia incluido na Figura 26a, podemos observar
picos dentro da gama de numeros de onda representando provavelmente amidas primarias
em aproximadamente 1620 cm™ devido ao estiramento do grupo carbonilo (C=0), amidas
secundarias em aproximadamente 1519 cm” e amidas terciarias na regido de 1238 cm’
devido ao estiramento da ligagdo C-N. Adicionalmente, as posi¢des destes picos confirmam
a proteina, tais como 1650 cm™ (random coil) e 1613 cm™ (folha beta-pregueada), para
amida primaria, 1540 cm™ (random coil) e 1520 cm™ (folha beta-pregueada) para amida
secundaria, e 1270 cm™ (folha beta-pregueada) e 1230 cm™ (random coil) para a amida
terciaria (GUPTA et al., 2014).

Os filmes bio-origami (ver Figuras 26b-h) produziram espectros de infravermelho muito
similares, independentemente da presenga de proteina no filme, com um pico grande
produzido entre 3274 cm™ e 3308 cm™, correspondendo a grupos OH nas moléculas de
agua, e outro pico grande em 1648 cm™ (ver Figura 26b), 1650 cm™ (ver Figura 26¢), 1650
cm™ (ver Figura 26d), 1650 cm™ (ver Figura 26e), 1655 cm™ (ver Figura 26f), 1655 cm™ (ver
Figura 26g), e 1639 cm™ (ver Figura 26h) correspondendo a um estiramento do grupo C=0
de amidas primarias, devido muito provavelmente ao forte caracter hidrofilico das amidas

primarias.



Figura 26. Espectros FTIR de (a) extracto liofilizado de sericina, (b) filme bio-origami simples, (c)

filme bio-origami com 1 Mgsericina/MLiime, (d) filme bioorigami com 2 mgsericina/MLfime, (€) filme bio-
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origami com 5 MQgsericina/MLsime, () filme bio-origami com 10 mgsericina/MLfime, (g) filme bio-origami com

20 MQsericina/MLime, € (h) filme bio-origami com 50 mgsericina/MLime-
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As vibracbes de estiramento observadas na regido de numeros de onda entre 3274
cm™ - 3308 cm™ (Reis et al., 2006), responsaveis pelos grandes picos observados sdo muito
provavelmente derivadas de grupos hidroxilo de moléculas de agua. Picos caracteristicos
indicativos de proteina situam-se entre 1390 cm™ a 1250 cm™ para ligagdes C-N, entre 1640
cm™ e 1500 cm™ para agrupamentos N-H, e entre 3500 cm™ e 3300 cm™ correspondendo a
grupos OH de moléculas de agua (MEHTA et al., 2013). Os espectros de infravermelho
exibidos na Figura 26 sugerem claramente que o aspecto quimico da proteina foi
preservado durante a produgao dos filmes bio-origami, permitindo concluir que a proteina
sericina ndo se envolveu em quaisquer interacbes quimicas com os componentes do filme
bio-origami, sendo apenas carreada pelo filme, o que de contrario poderia ter reduzido a sua

atividade antioxidante.

5.15.2. Analises térmicas por TG e DSC

Os decrementos de massa durante o aquecimento dos filmes bio-origami foram
avaliados a partir de curvas termogravimeétricas, enquanto a temperatura da taxa maxima de
variagdo de massa (Tmax) foi determinada a partir do maximo da 1?2 derivada das curvas de
perda de massa. De acordo com Dandurand et al. (2014), a tendéncia global da curva
termogravimétrica representada em purpura na Figura 27a (isto é, sericina liofilizada)
corresponde ao comportamento térmico classico de uma proteina liofilizada. O primeiro
estagio, ocorrendo entre 25 °C e 100 °C (ver Figura 27a), estd geralmente ligado a
evaporagao de agua adsorvida as moléculas de proteina, e corresponde a cerca de 10% da
massa total de amostra de sericina. O segundo estagio, ocorrendo entre 200 °C e 400 °C
(ver Figura 27a) esta associado a degradagdo das moléculas de proteina na amostra de
extrato de sericina, nomeadamente na desaminagdo progressiva, descarboxilacdo e
despolimerizacdo resultantes da quebra de ligagbes (poli)peptidicas, e consequente

carbonizacao da estrutura primaria (entre cerca de 500 °C a 600 °C).
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Figura 27. Curvas termogravimétricas (a) e 12 derivada das curvas de perda de massa (b), do extrato

liofilizado de sericina (curva purpura), filme bio-origami simples (curva cinzento), filme bio-origami

contendo 1 MQsericina/MLfime (Curva azul claro), filme bio-origami contendo 2 mQgsericina/MLime (Curva

laranja), filme bio-origami contendo 5 Mgsericina/MLiime (Curva marrom), filme bio-origami contendo 10

MQsericina/MLsime (Curva vermelha), filme bio-origami contendo 20 mgsericina/MLsime (Curva verde), e filme

bio-origami contendo 50 MQsericina/MLfime

(curva rosa claro).
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A degradacdo da sericina consiste em trés etapas bem marcadas como mostrado

pelos trés maximos na curva da 1a derivada da curva de perda de massa (ver Figura 27b)

em Thaxt = 260 °C, Thaxe = 320 °C e Tmaxs = 570 °C. Estes resultados estdo de acordo com

resultados publicados por Rocha et al. (2017), relativamente a analise termogravimétrica de
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extratos impuros de sericina obtidos a partir de casulos do bicho da seda (Bombyx mori), e
por Dandurand et al. (2014), relativamente a analise termogravimétrica de fragmentos

peptidicos.

A 12 derivada da curva de perda de massa (isto €, a taxa de variagdo de massa, ver
Figura 27b) pode ser utilizada para predizer os pontos nos quais a perda de massa é mais
aparente (pontos de inflexao), isto é, aproximadamente 60 °C, 260 °C, 320 °C e 570 °C para
o extrato liofilizado de sericina, aproximadamente 60 °C, 180 °C, 270 °C e 430 °C para o
filme bio-origami simples, aproximadamente 60 °C, 170 °C, 270 °C e 430 °C para o filme
bio-origami carregado com 1 MQsericina/MLsime, @aproximadamente 60 °C, 175 °C, 265 °C e 430
°C para o filme bio-origami carregado com 2 MQsericina/MLsime, @proximadamente 50 °C, 175
°C, 280 °C e 430 °C para o filme bio-origami carregado com 5 mMQsericina/MLfime,
aproximadamente 70 °C, 190 °C, 290 °C e 430 °C para o filme bio-origami carregado com
10 MQsericina/MLfime, @aproximadamente 70 °C, 180 °C, 290 °C e 430 °C para o filme bio-
origami carregado com 20 Mgsericina/MLsime, € aproximadamente 60 °C, 170 °C, 290 °C e 430

°C para o filme bio-origami carregado com 50 MQsericina/MLfime-

Em geral, as andlises térmicas sdo ferramentas uteis no desenvolvimento de
formulagdes uma vez que permitem avaliar a compatibilidade entre os componentes da
formulagao e a estabilidade e decomposig¢ao térmica de moléculas bioativas. Os resultados
obtidos a partir da analise térmica estao diretamente relacionados com a qualidade final de
um produto (bio)farmacéutico, permitindo inferir sobre aspectos da eficacia terapéutica do
produto ou sobre a estabilidade do produto ao longo do periodo de vida de prateleira (ou
validade). A andlise termogravimétrica (TGA) acompanha a variacdo na massa da amostra
em funcdo de um aumento linear de temperatura durante um intervalo de tempo pré-

determinado, permitindo determinar o perfil térmico dos filmes bio-origami preparados.

Como pode ser observado por inspegéo das curvas na Figura 27b, o comportamento
térmico é bastante similar para todos os filmes bio-origami, com uma pequena perda de
massa em torno de 60 °C a indicar a perda de agua. Entre 160 °C e 190 °C podemos
verificar uma maior perda de massa, indicando uma perda macica de agua. Entre 260 °C e
300 °C, uma perda significativa de massa indica a degradagdo dos componentes

biopolissacaridicos nos filmes bio-origami.

Os resultados das analises térmicas por DSC realizadas a amostras do extrato
liofilizado de sericina e dos filmes bio-origami sem e com sericina, registados sob modo de
aquecimento entre 25 °C e 250 °C, encontram-se exibidos na Figura 28. O pico endotérmico

observado a 58,81 °C (amostra de extrato liofilizado de sericina, com entalpia de fusao
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associada de 3,549 J/g) pode ser considerado como a ftransicdo de primeira ordem
normalmente associada a uma vasta classe de biopolimeros hidratados tais como as

proteinas.

Por analogia com o trabalho de Dandurand et al. (2014), este evento endotérmico é
atribuivel a evaporagdo de moléculas de agua ligadas. Como ja observado anteriormente
por TGA, a degradacao das moléculas de proteina comegou acima de 200 °C. No caso da
amostra de extrato liofilizado de sericina, o segundo maior evento endotérmico é o pico
endotérmico bem definido a 123,64 °C (com entalpia de fusdo associada de 146,8 J/g),
associado a transicbes ordem—desordem, as quais podem ser consideradas como
assinaturas térmicas de desnaturacéo proteica (irreversivel) (Rocha et al., 2017). O terceiro
principal evento endotérmico & o pico endotérmico raso a 219,87 °C (com entalpia de fuséo
associada de 28,06 J/g), associado a fenémenos de degradacdo, o qual pode ser

considerado como assinatura térmica da carbonizagéo proteica.

A técnica de analise de DSC mede a entalpia das amostras, e pode indicar a
temperatura de transicao vitrea e eventos endotérmicos e/ou exotérmicos nas amostras sob
escrutinio. O filme bio-origami simples (sem sericina incorporada) produzido de acordo com
o planejamento fatorial experimental, bem como os filmes bio-origami carregados com
quantidades variaveis de sericina, possuiam na sua composi¢ado 1,25% (m/m) PVA com um

grau de hidrolise de 98%, 2,50% (m/m) glicerol, e 0,1% (m/m) metilparabeno.

Os termogramas obtidos (ver Figura 28) apresentaram um evento endotérmico, a
122,76 °C (filme bio-origami sem sericina), a 114,13 °C (filme bio-origami carregado com 1
MQsericina/MLsime), @ 132,72 °C (filme bio-origami carregado com 2 MQsericina/MLfime), @ 131,83
°C (filme bio-origami carregado com 5 MQsericina/MLsime), @ 132,04 °C (filme bio-origami
carregado com 10 MQsericina/MLsime), @ 127,46 °C (filme bio-origami carregado com 20

MQsericina/MLefime), € @ 103,81 °C (filme bio-origami carregado com 50 mgsericina/MLfime)-

Uma vez que os varios filmes bio-origami apenas diferiram na quantidade integrada de
extrato de sericina e agua adicionada, os resultados obtidos pelas analises de DSC
indicaram que as diferencas no comportamento térmico dos varios filmes bio-origami
surgiram principalmente da proteina adicionada, e também que a incorporacédo de sericina
em niveis muito elevados compromete a estabilidade do filme bio-origami para o uso

intencionado.
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Figura 28. Termogramas de calorimetria diferencial exploratéria do extrato liofilizado de sericina e

Fonte:

dos filmes bio-origami carregados com quantidades variaveis de sericina.
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A presenga de proteina nos filmes bio-origami promoveu uma deslocagdo suave do
evento endotérmico préximo a 122,76 °C no filme bio-origami simples, de -8,63 °C no filme
bio-origami carregado com 1 MQsericina/MLfime, d& +9,96 °C no filme bio-origami carregado
com 2 Msericina’/MLsime, de 9,07 °C no filme bio-origami carregado com 5 mgsericina/MLiiime, de
+9,28 °C no filme bio-origami carregado com 10 MQsericina/MLsime, de +4,70 °C no filme bio-
origami carregado com 20 MQsericina/MLime, € de -18,95 °C no filme bio-origami carregado
com 50 mMQsericina/MLsime- Quantidades crescentes de sericina nos filmes bio-origami
conduziram também a decréscimos nas variagdes de entalpias de fusao (isto €, AAH), de -
51,8 J/g no filme bio-origami carregado com 1 MQsericina/MLsime, de -32,1 J/g no filme bio-
origami carregado com 2 MQsericina/MLsime, de -96,5 J/g no filme bio-origami carregado com 5
MQsericina/MLsime, de -41,9 J/g no filme bio-origami carregado com 10 MQsericina/MLiime, de -0,7
J/g no filme bio-origami carregado com 20 MQsericina/MLtime; € de -141,5 J/g no filme bio-
origami carregado com 50 MQsericina/MLfime, O que estd em clara concordancia com as
quantidades crescentes de sericina integrada e consequente decréscimo das quantidades

de 4gua nos filmes bio-origami.

Infelizmente, para quantidades muito elevadas de sericina no filme bioorigami, a
estabilidade térmica do filme diminui (0 que pode ser concluido pela elevada diminui¢do no
pico de temperatura, associada a elevada diminuicdo no valor da entalpia de fus&o). A
adicdo (impregnacao) de extrato impuro de sericina promoveu um ligeiro aumento no pico
de temperatura de fuséo a baixos niveis de adi¢ao (ver Figura 28), e um elevado decréscimo
no pico de temperatura de fusdo a elevados niveis de adi¢do (ver Figura 28), implicando

uma diminuida estabilidade do filme bio-origami para cargas elevadas de sericina.

O decréscimo na temperatura de fuséo verificado a elevadas cargas dos filmes bio-
origami com extrato liofilizado de sericina podera ser devido a amorfizagdo do sistema. Os
resultados obtidos a partir das analises térmicas de DSC realizadas tanto ao filme bio-
origami sem sericina como aos filmes bio-origami com sericina (ver Figura 28) estdao em
intima concordancia com aqueles resultados obtidos a partir de estudos de difracdo de
raios-X (ver Figura 29) uma vez que, como pode ser observado por inspeccdo dos
termogramas de DSC, a impregnagéo dos filmes bio-origami com extrato liofilizado de
sericina conduziu a uma diminuida cristalinidade. Notavelmente, os eventos térmicos
apresentados na Figura 28 e os difratogramas de raios-X apresentados na Figura 29
denotam uma clara transicdo de um estado menos amorfo do filme bio-origami simples (ver
Figura 29, curva cinzenta) para um estado mais amorfo (ver Figura 29, filme bio-origami
carregado com a mais elevada quantidade de extrato liofilizado de sericina, curva rosa

claro).
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5.15.3. Anélises de difragdo de raios-X (XRD)

Os resultados obtidos a partir das analises de difracdo de raios-X (XRD) realizadas
tanto aos filmes bio-origami sem e com sericina como aos seus constituintes isolados,
encontram-se exibidos na Figura 29 na forma de difractogramas normalizados, e permitem
observar um comportamento amorfo generalizado com dois pequenos picos de

cristalinidade para os filmes bio-origami.

Figura 29. Difractogramas de raios-X com intensidade normalizada (XRD) do extrato liofilizado de
sericina (curva purpura), metilparabeno (curva amarela), glicerol (curva rosa), PVA (curva vermelha),
goma xantana (curva marrom escuro), goma carragenana (curva azul escuro), filme bio-origami
simples (curva cinzenta), filme bio-origami contendo 1 Mgsericina/MLsime (Curva azul claro), filme bio-
origami contendo 2 MQsericina/MLfime (Curva laranja), filme bio-origami contendo 5 mgsericina/MLfime (Curva
marrom claro), filme bio-origami contendo 10 MQsericina/MLsime (CUrva rosa escuro), filme bio-origami
contendo 20 MQsericina/MLsime (Curva verde), e filme bio-origami contendo 50 Mysericina/MLime (Curva

rosa claro). Os difractogramas de raios-X foram obtidos usando raios-X filtrados por alvo de Cu.

Extrato liofilizado de sericina
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Goma carragenana
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Fonte: elaboragao prépria.
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A normalizagédo da intensidade em todos os difratogramas foi realizada dividindo os
valores de intensidade pelo valor de intensidade maxima em cada difratograma (ver Figura
29), permitindo assim uma melhor comparagéo entre os difratogramas de raios-X de todas
as amostras analisadas. Os difratogramas dos filmes bio-origami sem e com sericina
integrada partilham uma caracteristica comum, exibindo uma banda larga e com ruido
(menos definida e rasa) entre 16,00 < 26 < 29,00 com picos (de cristalinidade) mais bem
definidos nas regides de 6,00 < 206 < 7,00 e 12,00 < 26 < 14,00, indicando a dominancia de
material amorfo nos filmes bio-origami (Young, 2012), claramente contribuida pela sericina,
goma xantana e goma carragenana. Adicionalmente, & possivel observar um ponto de
inflexao no difratograma do bio-origami simples (ver curva cinza na Figura 29), em torno de
20 = 28°, que desaparece nos outros filmes bio-origami em virtude da integragdo dos

extratos de sericina nos mesmos.

Os dois pequenos picos de cristalinidade nos filmes bio-origami s&o muito
provavelmente originarios do metilparabeno e do PVA utilizados na formulagdo. Quando
comparamos os difractogramas do filme bio-origami sem sericina (ver a curva cinzenta na
Figura 29) e do filme bio-origami carregado com a mais elevada quantidade de sericina (ver
a curva rosa claro na Figura 29), podemos notar um alargamento e achatamento da banda
larga ruidosa entre 16,00 < 26 < 29,00, devido a uma amorfizagdo em maior extensao do
sistema causada pela maior carga de sericina. Estes resultados corroboram os resultados

obtidos via FESEM, que indicam a formag¢ao de um filme essencialmente amorfo.

A vantagem decisiva dos métodos de analise por difracdo de raios-X em relagédo a
outras técnicas analiticas baseia-se na singularidade dos padrdes de difracdo de
substancias cristalinas, na capacidade de distinguir entre elementos e seus Oxidos e na
possibilidade de identificar compostos quimicos, formas polimérficas e cristais mistos. Os
picos com alta intensidade e largura de base estreita estdo relacionados a materiais

cristalinos, enquanto os picos de base ampla estao relacionados a materiais amorfos.

5.15.4. Atividade de eliminagcdo de radicais livres dos filmes bio-origami integrando

guantidades variaveis de sericina

Os resultados obtidos para a atividade de eliminacdo do radical DPPH pelo acido
ascorbico e por todos os filmes bio-origami integrando quantidades variaveis de sericina,

estdo apresentados no Quadro 6.
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Quadro 6. Atividade antioxidante (%) dos varios filmes bio-origami integrando quantidades variaveis

de sericina, como capacidade de eliminacdo de radicais livres medida pelo método do DPPH.

Atividade (relativa) de eliminagao de radicais
Carga de sericina no filme bio-origami livres (%)
(MQsericina/MLiime) [média (n=3) o]
Acido ascérbico Filme bio-origami
0 96,50+0,23 0,00+0,00
1T 0,00+0,00
2 0,00+0,00
T 0,00+0,00
10 | 0,00+0,00
20 | 19,50+0,00
50 | 24,19+4,50

Fonte: elaboragao prépria.

Para niveis muito baixos de sericina nos filmes bio-origami nenhuma atividade
antioxidante pode ser detectada e, para aqueles com os niveis mais elevados de sericina,
diferentes niveis de eliminagao do radical DPPH puderam ser observados (ver Quadro 6). O
filme bioorigami que integra a maior carga de sericina exibiu a mais intensa atividade de

eliminac&o de radicais DPPH.

O acido ascoérbico foi usado como padrao antioxidante em uma concentragédo de 0,5
mg/mL e o seu poder de eliminagdo de radicais livres foi de 96,5%. Assim, os resultados
obtidos no presente trabalho sugerem que ambos os filmes bio-origami que integram 20
MQsericina/MLfime € 50 Mysericina/MLsime SA0 capazes de eliminar os radicais livres (ainda que em
diferentes extensbes) e impedir a sua iniciagdo, estabilizando-os e impedindo-os de
participarem em quaisquer reacdes deletérias. Estes resultados estdo em clara
concordancia com resultados previamente publicados por Rocha et al. (2017) e Rangi e
Jajpura (2015).

Diferentes concentragdes de sericina nos filmes bio-origami permitiram diferentes
capacidades para extinguir os radicais DPPH. Observou-se que os filmes bio-origami com
20 MQsericina/MLfime € 50 MQsericina/MLsime €liminaram (19,50+0,00)% e (24,19+4,50)% dos
radicais DPPH, respetivamente (ver Quadro 6). Fan et al. (2009) referem no seu trabalho
que os grupos funcionais presentes nos residuos dos aminoacidos Cys, Tyr e His que
compdem a estrutura primaria da sericina reduzem e descoloram o DPPH através da sua

capacidade de doac&o de hidrogénio. Assim, n&o é surpreendente concluir que a sericina
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que foi liberada dos filmes bio-origami contém doadores de elétrons que reagem com os

radicais livres para converté-los em produtos mais estaveis e menos reativos.

5.15.5. Resisténcia mecéanica dos filmes bio-origami integrando quantidades variaveis de

sericina

A avaliacdo das propriedades mecanicas dos filmes bio-origami produzidos sem
sericina, seguindo o planejamento fatorial experimental detalhado no Quadro 1 e a
composi¢do detalhada no Quadro 2, abrangeu resisténcia a perfuragao, resisténcia a tragéo

e resiliéncia (ver Figura 30).

De acordo com os graficos exibidos na Figura 30a, os melhores resultados produzidos
em termos de resisténcia a perfuragao, resisténcia a tragao e resiliéncia foram obtidos para

os niveis (+1) de goma carragenana e (0) de goma xantana.

A capacidade do filme bio-origami de voltar a adquirir a sua forma apds a deformacéao
causada por esforco foi um atributo especialmente importante, uma vez que a sua
elasticidade (isto é, a sua resiliéncia) € uma caracteristica importante para aplicagbes

dérmicas.
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Figura 30. Resultados recolhidos a partir dos testes de resisténcia mecanica realizados aos (a) filmes
bio-origami simples (sem sericina) originados do planejamento fatorial experimental, e (b) filmes bio-
origami produzidos com cargas variaveis de sericina tendo como base os niveis (+1) de goma

carragenana e (0) de goma xantana.
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Assim, este conjunto de niveis biopolissacaridicos foi seguido para a produgao de

filmes bio-origami carregados com sericina (ver Figura 30b).

As propriedades mecanicas dos filmes bio-origami estdo relacionadas principalmente
com a capacidade do biopolimero formar ligagbes em cadeias poliméricas, dificultando a sua
separagdo quando sujeitas a forgcas mecanicas (YANG, 2012). O plastificante utilizado
(glicerol, neste caso) também tem influéncia nestas propriedades (BOURTOOM, 2008). Os
resultados produzidos durante a avaliacdo da resisténcia mecanica dos filmes bio-origami
com diferentes cargas de sericina, em relagdo a perfuragéo, tracdo e resiliéncia, estédo

exibidos na Figura 30b.

A partir da inspecdo dos resultados exibidos na Figura 30b, cargas crescentes de
sericina integradas no filme bio-origami produziram resisténcias aumentadas a perfuragéo e
resiliéncia e resisténcias diminuidas a tragdo para cargas de sericina até 2 mgsericina/MLfime-
Para cargas de sericina mais elevadas nos filmes bio-origami, esta tendéncia foi de alguma
forma invertida, e o filme bio-origami carregado com 10 MQsericina/MLfime pProduziu os melhores
resultados em termos de resiliéncia, resisténcia a perfuracéo e resisténcia a tragdo, quando
comparado com todos os outros filmes bio-origami e também com o filme bio-origami

simples (sem sericina).

Assim, podemos concluir que a presenca de sericina em maiores concentracdes
melhorou as caracteristicas viscoelasticas de deformacgéo e relaxagdo molecular (isto é,
regresso do filme bio-origami de condigdes tensas de volta ao equilibrio). O filme bio-origami
produzido com a maior carga de sericina (ver Figura 30b) apresentou um decréscimo na

resiliéncia e um decréscimo marcado na resisténcia a tracao.

O filme bio-origami aplicado diretamente em pele danificada nao deveria aderir
fortemente, permitindo a regeneracdo e a re-epitelizagdo da pele danificada. Assim,
resisténcia a perfuragdo, resisténcia a tragdo e resiliéncia foram os paradmetros de
resisténcia mecanica avaliados, enquanto que a adesividade ou bioadesividade nao foram
de todo consideradas importantes no trabalho de pesquisa desenvolvido. O filme bio-origami
otimizado é intencionado para ser aplicado em pele danificada e mantido no lugar por uma
ligadura, sem colar ou aderir a pele ferida. Esta perspectiva € suportada por referéncias

encontradas na literatura (RIPPON et al., 2007; PAL et al., 2009).

O filme bioorigami também se destina a ajudar a manter um microclima adequado na
superficie da pele danificada, de extrema importancia para as reagdes biossintéticas
necessarias para atividades celulares. Os curativos para a pele permitem a criacdo de um

ambiente humido e quente sob o filme bio-origami, trazendo assim beneficios para o
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processo de regeneragcao (BOATENG et al.,, 2008). Os filmes bio-origami desenvolvidos
possuem PVA na sua composi¢do, que € um polimero hidrofébico com baixa energia livre
de superficie (ASADINEZHAD et al., 2012) que nao favorece a atragdo de moléculas de
agua presentes na dispersdo contendo os biopolimeros. Em consequéncia, isto promove a

nao-aderéncia do filme bio-origami a pele danificada.
5.15.6. Estudos de permeacao transdérmica de sericina a partir dos filmes bio-origami

Os resultados obtidos nos estudos de permeacgao transdérmica de sericina realizados
com os diferentes filmes bio-origami encontram-se exibidos na Figura 31. Como pode ser
observado por inspecao da Figura 31a, cargas crescentes de sericina nos filmes bio-origami

conduziram a uma quantidade aumentada de proteina permeada por area de pele.

=(m1-)7

Realizando ajustes néo lineares (hiperbdlicos, (m2+x)) aos resultados obtidos
nos ensaios de permeacao transdérmica com os filmes bio-origami carregados com 1, 2, 5 e
10 MQsericina/MLsime, Obteve-se a quantidade maxima de proteina permeada por area de pele
(pardmetro my, ver Quadro 7) e o tempo requerido para atingir metade da quantidade
maxima de proteina permeada por area de pele (pardmetro m,, ver Quadro 8), com

excelentes coeficientes de correlagao.

Em relacdo as cargas de sericina mais elevadas, a 20 mMQsericina/MLime € 50
MQsericina/MLsime, @ tendéncia sigmoidal dos dados de permeacédo de proteina foi melhor

—mye "™

descrita pelo ajuste nao-linear da fungdo de Gompertz (y=ml e , ver Figura 31a e
Quadro 7), permitindo obter o valor da assimptota (m4, isto é, a quantidade maxima atingivel
de proteina permeada por area de pele, ver Quadro 7), o deslocamento da tendéncia de
dados ao longo do periodo de tempo estudado (isto €, m,, ver Quadro 7) e a taxa de

crescimento de dados (isto €, m3, ver Quadro 7), com excelentes coeficientes de correlagéo.
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Figura 31. Resultados obtidos a partir dos ensaios de permeacéo transdérmica, como (a) proteina
média permeada por area de pele, e (b) percentagem de proteina liberada dos filmes bio-origami em
relacdo a quantidade de sericina carregada nos filmes, durante um ensaio de 12 h. Os valores séo a
média de trés ensaios (n=3), com desvios padr&o associados inferiores a 0,01 em todos os casos. As

linhas solidas representam ajustes nao lineares realizados aos dados experimentais, isto &,
hiperbdlico para aqueles filmes bio-origami carregados com quantidades de sericina entre 0 e 10
MQsericina/MLime, € fungdo de Gompertz para aqueles filmes bio-origami carregados com quantidades

de sericina entre 20 e 50 Mysericina/MLfime-
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A funcdo de Gompertz € uma fungédo sigmoidal, onde o crescimento € mais lento no
inicio (onde a concentracdo de proteina era inicialmente elevada no filme, pelo que a
tomada de proteina pela pele foi lenta) e no fim (devido ao abrandamento da permeacgéao de

proteina uma vez que se atingiu saturagédo na pele) de um dado periodo de tempo.

Quadro 7. Resultados obtidos para os ajustes nao-lineares realizados a proteina média permeada

por area de pele (ug /mm;le ) em funcéo do tempo de permeacéo, para os varios filmes bio-

proteina

origami integrando quantidades variaveis de sericina.

. . Funcao hiperbdlica: .
Carga de sericina Funcdo de Gompertz:
no filme bio- _mx e ,
origami m, + X y=ny-e

(mgserlcmalm I-fllme) m, m, m, m, ms
1 0,03400 0,35955 | - | eem | e 0,52251
2 0,80669 483650 | - | e | - 0,99616
5 0,55243 0,20255 | - | e e 0,82172
10 1,53480 1,92380 | - | e | - 0,99699
20 | - | - 0,62395 12,748 1,86340 0,93200
50 | | e 1,70220 16,362 0,78679 0,99892

Fonte: elaboragao prépria.

Como pode ser observado por inspec¢ao da Figura 31a e dos dados no Quadro 7, o
filme bio-origami com a mais elevada carga de sericina permitiu a mais elevada quantidade
media de proteina permeada por area de pele, isto é, 1,7022 pgprotema/mmzpeb. No entanto,
esta maior quantidade de proteina permeada do filme bio-origami com a mais elevada carga
de sericina traduziu-se em apenas cerca de 11,73% do conteudo total de proteina neste

filme bio-origami apés 12 h (ver Figura 31b e Quadro 8).
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Quadro 8. Resultados obtidos para os ajustes nao-lineares realizados a quantidade média de
proteina liberada (%) dos filmes bio-origami em fung¢&o do tempo de permeacéo, para os varios filmes

bio-origami integrando quantidades variaveis de sericina.

Carga de sericina Fungao hiperbolica: Funcgao de Gompertz:
no filme bio- _mx e
origami Y y=m: e r
m,+Xx

(mgserlcmalm I-fllme) m, m, m, m, ms
1 26,589 0,35864 | - | eem | e 0,90344
2 128,68 483850 | o= | e | e 0,99616
5 47,225 0,34991 | - | eem | e 0,98566
10 68,840 1,92380 | - | e | - 0,99699
20 | - | e 6,81460 12,7470 1,86330 0,93200
50 | | - 11,7270 16,3630 0,78680 0,99892

Fonte: elaboragao prépria.

Claramente, esta ndo é de todo uma situagao ideal numa aplicacéo real em pele, uma
vez que colocar este bio-origami na pele levaria a um desperdicio de proteina bioativa
atingindo elevadissimos 88,27% da carga de proteina no filme bio-origami, devido a
condicbes de saturacdo na pele. Por outro lado, o filme bio-origami carregado com 2
MQproteina/MLsime permitiu a liberagcado de virtualmente toda a sua carga proteica para a pele
durante um periodo de 12 h, o que se traduziu em 0,807 pgpmtema/mmzpele (ver Quadro 7).
Numa aplicagédo real sobre a pele, o filme bio-origami carregado com 2 Mgproteina/MLfime

advogaria uma situagao ideal, mas a baixa carga de sericina torna-lo-ia impraticavel.

Por outro lado, e considerando também as suas propriedades mecanicas como
discutido anteriormente, o filme bio-origami carregado com 10 MQproteina/MLsime Seria ideal
uma vez que num periodo de 12 h (considerado adequado) cerca de 50% de toda a proteina
bioativa no filme bio-origami seria liberada para a pele. Pelo contrario, os filmes bio-origami
carregados com 20 Mgproteina/MLfime OU 50 MQPproteina/MLiime NGO permitiriam liberagdo de mais

proteina para a pele, mesmo durante periodos mais longos (ver Quadros 7 e 8).
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5.15.7. Modelagdo matematica da liberagéo de sericina a partir dos filmes bio-origami

Para langar luz sobre o perfil de liberagdo de proteina (sericina) dos filmes bio-origami,
e porque ap6s o periodo de 12 h dos ensaios, a quantidade de proteina liberada (que
efetivamente permeou através da membrana de pele para o tampao fosfato receptor) atingiu
um patamar, decidiu-se aplicar os modelos matematicos de primeira ordem (

LnQ, =LnQ,+k Xt, onde Q; é a quantidade de proteina liberada no instante de tempo t,

Qo é a quantidade inicial de proteina na forma de dosagem, k; € uma constante cinética de

(Qz =kH'\/;

liberacao, e t é o tempo), Higuchi , onde Q; é a quantidade de proteina liberada

no instante de tempo t, ky € a constante de Higuchi e t € o tempo) e Korsmeyer-Peppas (

0, /Q. =kt , onde Q; é a quantidade de proteina liberada no instante de tempo t, Q. é a

quantidade total de proteina permeada quando a forma de dosagem (filme bio-origami)
estiver exaurida, kxp € a constante cinética de Korsmeyer-Peppas, n é o expoente de difusédo

ou liberagao, e t é o tempo) aos dados de liberagao (permeacgéo) de proteina.

As determinagbes de proteina realizadas mostraram claramente (ver Figuras 31a e
31b) que o perfil de liberagdo de proteina (permeacgéo) atingiu patamares crescentes com
cargas crescentes de sericina nos filmes bio-origami. De fato, para cargas de sericina de 2
MQsericina/MLfime € 50 MQsericina/MLsime, @ liberagdo de proteina dos filmes bio-origami nao
ocorreu por difusdo mas sim por erosdo da matriz biopolimérica (ver Figura 32b), enquanto
que para cargas de sericina de 1 MQsericina/MLfime, 10 MGsericina/MLfime € 20 MQsericina/MLime @
liberacdo de proteina dos filmes bio-origami ocorreu por difusdo (ver Figura 32b). De fato,
estas conclusdes s&o suportadas pelos ajustes dos modelos aos dados experimentais de
liberacdo de proteina dos filmes bio-origami, os quais produziram um coeficiente de
correlagdo (r?) de 0,23904 (1 MQsericina/MLiime), 0,66186 (2 MQsericina/MLiime), 0,32995 (5
MGsericina/MLeime), 0,57894 (10 MQgsericina/MLiime), 0,43007 (20 MQsericina/MLsime) € 0,68887 (50
MQsericina/MLsime) Para o0 modelo de primeira ordem, um coeficiente de correlagéo de 0,08711
(1 MQsericina/MLiime), 0,16249 (2 MQsericina/MLfime), 0,16684 (5 Mgsericina/MLsime), 0,94777 (10
MQsericina/MLfime ), 0,74003 (20 MQGsericina/MLfime) € 0,83605 (50 MQsericina/MLsime) para o modelo
de Higuchi, e um coeficiente de correlagdo de 0,70704 (1 MQsericina/MLfime), 0,89503 (2
MQsericina/MLfime), 0,84241 (5 MQsericina/MLiime), 0,93728 (10 MQsericina/MLfime), 0,83899 (20
MQsericina/MLtime) € 0,92070 (50 MQsericina/MLsime) para o modelo de Korsmeyer-Peppas (ver

Figura 32a).
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Os ajustes realizados mostram claramente um r* mais fraco tanto para o modelo de
primeira ordem como para o modelo de Higuchi e um r? muito melhor para o modelo de
Korsmeyer-Peppas. Adicionalmente, o expoente de difusdo ou liberagdo (n) no modelo de
Korsmeyer-Peppas produzido por ajuste do modelo aos dados experimentais de liberagéo
de proteina (ver Figuras 32a e 32b) foi n=0,55673 (1 MQsericina/MLfime), N=1,19010 (2
Msericina/MLeime), N=0,20758 (5 Mgsericina/MLime), N=0,58699 (10 MQsericina/MLfime), N=0,75754
(20 MQsericina/MLfime) € N=1,15200 (50 MQsericina/MLsime) (N0 mModelo de Korsmeyer-Peppas,
n=0,45 sugere difusdo Fickiana, 0,45<n<0,89 sugere difusdo andbmala ou difusdo nao-
Fickiana, e n=0,89 sugere erosdo da cadeia polimérica), o que sugere claramente que a
liberagcdo de proteina dos filmes bio-origami carregados com 2 MQsericina/MLime € 50
MQsericina/MLfime NA0 ocorreu por difusdo mas sim por erosdo da matriz biopolimérica (ver
Figura 32b), enquanto que para cargas de sericina de 1 MQsericina/MLiime; 10 MJsericina/MLfime €
20 MQsericina/MLsime @ liberagcdo de proteina dos filmes bio-origami ocorreu por difusao

anémala ou difusdo nao-Fickiana (ver Figura 32b).

Os ajustes lineares realizados aos dados transformados de permeacéo (liberagdo) de
proteina usando o modelo de Korsmeyer-Peppas (ver Figura 32a) permitem observar que se
produziram ajustes quase perfeitos, suportando ainda mais a conclusdo de que a liberagao
de proteina dos filmes bio-origami ocorreu por difusdo andmala ou difusdo nao-Fickiana
para cargas muito baixas e intermédias de sericina, e por erosdo da matriz biopolimérica

para cargas de sericina baixas e muito elevadas (ver Figura 32b).

Ainda que se pretenda uma liberacdo mais lenta de proteina bioativa para aplicacdes
reais na pele, onde o filme bio-origami é intencionado para aplicagdo numa pele onde a
exsudacdo normal produzida ndo € tdo abundante como nas condi¢gdes implementadas no
laboratério, a erosédo do filme bio-origami com liberagdo concomitante de proteina bioativa

devera acontecer a uma extensao muito mais baixa.
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Figura 32. Resultados obtidos a partir da modelagdo matematica dos resultados experimentais
obtidos nos ensaios de liberag&o de sericina a partir dos filmes bio-origami durante um periodo de 12
h. Os ajustes lineares realizados aos dados experimentais transformados, usando o modelo de
Korsmeyer-Peppas linearizado encontram-se exibidos na figura (a), enquanto que na figura (b) o
expoente de difusdo ou liberagdo (n) no modelo de Korsmeyer-Peppas em fun¢do da carga de

sericina no filme bio-origami permite observar a mudancga no perfil de liberagao de sericina.
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(Bioorigami, 1 mg/mL): Ln(Qt/Q«) = -3.7595 + 0.55673 Ln(t) R=0.70704
(Bioorigami, 2 mg/mL): Ln(Qt/Q«) = -4.5840 + 1.19010 Ln(t) R=0.89503 a
2.0 (Bioorigami, 5 mg/mL): Ln(Qt/Q«) = -3.3033 + 0.20758 Ln(t) R=0.84241
(Bioorigami, 10 mg/mL): Ln(Qt/Q«) = -3.8323 + 0.58699 Ln(t) R=0.93728
(Bioorigami, 20 mg/mL): Ln(Qt/Q«) = -6.3426 + 0.75754 Ln(t) R=0.83899
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Fonte: elaboragao prépria.
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5.15.8. Analises XRT aos filmes bio-origami

O filme bio-origami otimizado desenvolvido pode ser considerado um compdsito
polimérico natural exibindo uma microestrutura porosa muito especial que permite que o
filme possua excelentes propriedades mecanicas. A partir das analises tomograficas por
transmissao de raios-X realizadas a uma se¢édo quadrangular do filme bio-origami carregado

com 10 MQsericina/MLsime (Ver Figura 33), podemos observar uma superficie homogénea.

Figura 33. Imagens obtidas por analises tomograficas de transmisséo de raios-X do filme bio-origami
carregado com 10 MQsericina/MLiime, S€Ndo (@) imagem de perfil inclinado do filme bio-origami, (b)
imagem perpendicular a superficie do filme bio-origami, e (¢) vista inclinada da superficie do filme bio-

origami. As fatias de imagem tri-dimensionais foram obtidas usando uma voltagem operacional de 29

kV e corrente elétrica com 415 pA.

Fonte: elaboragao prépria.
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Devido a absorver mais radiagao, por causa da sua maior densidade atdbmica, a matriz
biopolissacaridica em rede (em verde na Figura 33) estda em maior evidéncia, enquanto que
0s espagos vazios aparecem em preto. Estes resultados estdo em clara concordancia com
aqueles obtidos por espectrofotometria de infravermelho FTIR (ver Figura 26) os quais
indicaram que a sericina muito provavelmente ndo se envolveu em qualquer ligacdo quimica

com a matriz biopolimérica.

Este é claramente um dado importante e positivo, uma vez que ao n&o se envolver em
nenhuma ligagdo quimica com a matriz biopolimérica, a sericina torna-se prontamente
disponivel e mantém a sua atividade antioxidante. Uma analise comparativa da porosidade
do filme bio-origami carregado com 10 MQsericina/MLsime pOde ser encontrada no Quadro 9,

resultando de andlises morfoldgicas 2D e 3D.

A anisotropia é a propriedade de ser dependente direcionalmente, em oposi¢do a
isotropia, que implica propriedades idénticas em todas as dire¢des. A anisotropia pode ser
definida como uma diferenca, quando medida ao longo de diferentes eixos, nas

propriedades mecanicas ou fisicas de um material.

O grau de anisotropia, calculado como g ., 4e anisotropia=1-(E'genvaluerr% ) é
Eigenvalue

0 para isotropia total e 1 para anisotropia total. Assim, como pode ser observado por
inspecao dos dados no Quadro 9, o grau de anisotropia € 0,75480 para o filme bio-origami
carregado com 10 MQsericina/MLfime, UM valor que esta mais proximo da anisotropia do que da

isotropia na escala mencionada acima.

Sendo o filme bio-origami carregado com sericina de Bombyx mori um material
projetado com uma estrutura tecida, este resultado é facilmente compreensivel a luz das
imagens DESEM exibidas nas Figuras 35 e 36. Ao analisar a estrutura do filme bio-origami
carregado com 10 MQsericina/MLsime, €ncontramos uma porosidade aberta de 50,61% e um
valor igual para a porosidade total (ver Quadro 9). Adicionalmente, o indice de fragmentacao
médio (ver Quadro 9) da um indice de conectividade e calcula um indice relativo de
convexidade ou concavidade da superficie total do objeto, baseado no principio de que a
concavidade indica conectividade (e a presengca de “nodos”), e a convexidade indica
estruturas disconectadas isoladas (struts). Baixos indices de fragmentagcdo significam
melhores redes interligadas enquanto elevados indices de fragmentacdo significam uma

estrutura mais desconectada.

Escassas cavidades fechadas e superficies concavas podem deslocar o indice de

fragmentacao para (maiores) valores positivos, o que foi de fato determinado nas analises
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realizadas (ver Quadro 9). Estes resultados sdo muito importantes, uma vez que devido ao
fato da sericina ter sido dispersa homogeneamente ao longo da estrutura biopolimérica do
filme bio-origami durante o processo de polimerizagéo, o bio-origami pode ser aplicado com

qualquer uma das suas superficies voltadas para a pele.

Quadro 9. Resultados obtidos a partir das analises tomogréficas por transmissao de raios-X

realizadas aos filmes bio-origami integrando quantidades variaveis de sericina de casulos de Bombyx

mori.
Filme bio-origami carregado com 10
MGsericina/MLfiime
Parametro - . Analise
fritee mortlsecs | mortalégica
dimensional (3D)
Numerode camadas | emmmeeeeee 101,000
Tamanho de pixel (ym) | e 20,7991
VOI total (volume de interesse), TV (mm°) 0,07810 0,07076
Volume de objeto, Obj.V (mm°) 0,04102 0,03495
Volume percentual de objeto, Obj.V/TV (%) 52,5216 49,3932
Superficie VOI total, TS (mm?) 5,54313 5,08429
Superficie de objeto, Obj.S (mm?) 4,02444 3,68457
Superficie de intersegéo, i.S (mm‘) ---------- 1,42233
Superficie de objeto / racio de volume, Obj.S/Obj.V
(mm™) 98,1101 105,426
Espessura transversal seccional, Cs.Th (mm) 0,02584 | e
Densidade de superficie do objeto, Obj.S/TV (mm™) | 52,0735
Grau de anisotropia, DA | e 4,07826 (0,75480)
Eigenvaluvet1 | e 0,02233
Eigenvalue2 | e 0,06913
Eigenvaluved | e 0,09109
Numero de poros fechados, Po.N(cl) |  —eemememee 0,00000
Volume de poros fechados, Po.V(cl) (mm®) | = s 0,00000
Superficie de poros fechados, Po.S(cl) (mm?) | = o 0,00000
Porosidade fechada (%), Po(cl) (%) 0,00000 0,00000
indice de fragmentacdo médio, Fr.I (mm'1) 11,9519 15,3358
Dimensao fractal média, FD 0,78338 1,71086
Volume de espagos de poros abertos, Po.V(op) (mm®) | - 0,03581
Porosidade aberta (%), Po(op) (%) | - 50,6068
Volume total de espago de poros, Po.V(tot) (mm®) | = - 0,035810
Porosidade total (%), Po(tot) (%) | - 50,6068
Numero de Euler, EuN | e -54,0000
Conectividadde, Coon | e 151,000
Densidade de conectividade, Conn.Dn (mm'd) ---------- 2134,06

Fonte: elaboragao prépria.
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5.15.9. Anédlises EDXRF aos filmes bio-origami

A Figura 34 mostra os espectros tipicos de fluorescéncia de raios-X de varios dos
filmes bio-origami produzidos com quantidades variaveis de sericina de Bombyx mori. Os

principais elementos quimicos encontrados encontram-se indicados na Figura 34.

Figura 34. Espectros de EDXRF de filmes bio-origami selecionados, carregados com quantidades
variaveis de sericina. O eixo dos YY representa o numero de contagens caracteristicas de raios-X
que chegaram ao detector, enquanto que o eixo dos XX representa a energia dos raios-X

caracteristicos.
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Fonte: elaboragao prépria.

Os espectros medidos foram analisados com o software XRS-FP™, fornecido pela
Amptek Inc., tomando em consideracdo tanto picos de escape como picos soma, €
representando o fundo com uma fungdo polinomial. Os mesmos elementos foram
encontrados em todos os filmes bio-origami, mas nos filmes carregados com maiores
quantidades de sericina (ver Figura 34), encontraram-se maiores quantidades de Ca, S e K
e quantidades vestigiais de P, Cr, Nd, Mn e Ni, resultados que séo consistentes e em clara
concordancia com resultados publicados para extratos impuros de sericina obtidos a partir
de casulos de Bombyx mori (ROCHA et al., 2017).
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5.15.10. Analises microestruturais aos filmes bio-origami integrando sericina, por DESEM

As imagens de microscopia eletrdnica de varredura com energia dispersiva (DESEM)
da superficie e da secado transversal de fratura dos filmes bio-origami carregados com
quantidades variaveis de sericina encontram-se representadas nas Figuras 35 e 36,
respetivamente, e permitem observar uma superficie rugosa com auséncia generalizada de

rachaduras/fendas (ver Figuras 35 e 36).

Provavelmente devido ao processo envolvido na preparagdo das amostras antes do
revestimento com Au colidal, a fixagdo dos filmes nos suportes de carbono, esticando-os,
podera ter produzido as fissuras microscopicas observaveis em algumas das

fotomicrografias na Figura 35, especialmente para magnificagbes mais elevadas.

N&o obstante, a partir dos resultados obtidos nas analises de microscopia eletrénica
de varredura com dispersao de energia realizadas aos filmes bio-origami, pode observar-se
uma morfologia de superficie bastante uniforme (ver Figura 35), as trés magnificacoes
estudadas (x500, x5000, e x10000). Na figura 35 & ainda possivel observar, em algumas
fotomicrografias, pontos brancos originados muito provavelmente da aglomeragao de extrato

de sericina aquando do processo de polimerizagao dos filmes.

Na Figura 36 podemos observar a segao transversal de fratura dos filmes bio-origami
apos congelagdo com nitrogénio liquido, fratura e revestimento com ouro coloidal. Por
inspecao das fotomicrografias na Figura 36 pode observar-se para todos os filmes bio-
origami uma espessura constante e homogénea da matriz biopolissacarifica, o que facilita a
liberacdo de sericina por contacto do filme com a pele danificada. Pode ainda observar-se
que a topografia da bioestrutura dos filmes exibida nas fotomicrografias da Figura 36 é

altamente uniforme.
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Figura 35. Fotomicrografias FESEM da superficie dos filmes bio-origami carregados com quantidades variaveis
de sericina, a varias magnificagdées (0 mgsericina/MLsime, @1: X500, a2: x5000, a3: x10000; 1 Mgsericina/MLime, b1:
x500, b2: x5000, b3: x10000; 2 mgsericin/mMLfim, €1: x500, €2: x5000, ¢3: x10000; 5 mgsericina/MLsime, d1: X500, d2:
x5000, d3: x10000; 10 Mgsericina/MLime, €1: X500, e2: x5000, e3: x10000; 20 Mgsericina/MLiime, f1: X500, f2: x5000,
£3: x10000; 50 mgsericina/MLsime, g1: X500, g2: x5000, g3: x10000).
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Fonte: elaboragao prépria.
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Figura 36. Fotomicrografias FESEM da seg&o transversal de fratura dos filmes bio-origami carregados com

quantidades variaveis de sericina, a varias magnificagées (0 mgsericina/MLfime, a4: x100, a5: x500, a6: x2500; 1
MQsericina/MLrime, b4: X100, b5: x500, b6: x2500; 2 Mgsericin/MLsim, €4: x100, ¢5: x500, ¢6: x2500; 5 Mmgsericina/MLime,
d4: x100, d5: x500, d6: x2500; 10 mQsericina/MLrime, €4: X100, 5: x500, e6: x2500; 20 Mmgsericina/MLsime, f4: X100, f5:

x500, 6: x2500; 50 mgsericina/MLrime, g4: X100, g5: x500, g6: x2500).

Fonte: elaboragao prépria.
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6. CONCLUSOES

Neste trabalho de pesquisa, a extracdo de sericina a partir de casulos do bicho da
seda (Bombyx mori) e sua utilizagdo no desenvolvimento de um filme biopolissacaridico do
tipo bio-origami foi proposta visando aplicagdes tépicas para a regeneracgao de pele. Nao foi
observada citotoxicidade nem genotoxicidade associada aos extratos de sericina produzidos

pelos dois métodos de extragao seguidos, o que confere (bio)seguranga em sua utilizago.

Os dois métodos de extracao testados permitiram a produgcdo de extratos de sericina
em bruto com o aspecto quimico da sericina preservada, com comportamento amorfo sem
picos de cristalinidade. Ambos o0s extratos exibiram as assinaturas térmicas de
desnaturacao e carbonizacao proteica. No entanto, o extrato A2 mostrou ser menos amorfo
que o extrato A3, implicando assim uma aumentada cristalinidade do extrato A2 quando
comparado com o padrdo de sericina comercial. Os extratos de sericina exibiram uma gama
alargada de pesos moleculares (37 kDa - 200 kDa), como mostrado nos esfregagos
produzidos no gel SDS-PAGE, sem quaisquer bandas isoladas a sobressairem. Tal como a
amostra A1, os extratos A2 e A3 exibiram leve atividade antibacteriana contra
Staphylococcus aureus, exibindo assim potencial para utilizagdo topica no tratamento de

infecgdes de pele por este agente infeccioso.

O valor de IC5p nao foi atingido para nenhum dos extratos de sericina, com os extratos
a nao exibirem alta toxicidade para células HUVEC e mantendo uma viabilidade superior a
60% em todas as concentracbes de amostra testadas. Nao foram encontrados efeitos
mitodepressivos dos extratos de sericina, independentemente do procedimento de extragéo
seguido e da concentragao testada. Os extratos A2 e A3 foram capazes de eliminar radicais
livres (ainda que em diferentes extensdes). Assim, os extratos de sericina produzidos podem
ser considerados adequados para aplicagdes biofarmacéuticas, uma conclusao totalmente

suportada pelos resultados da extensa caracterizagéo fisicoquimica e biolégica realizada.

Os filmes bio-origami desenvolvidos integrando sericina exibiram boas caracteristicas
em relacéo a liberagdo da proteina bioativa com atividade antioxidante, o que foi verificado
através de estudos de permeacdo transdérmica e cinética associada ao processo de
liberagdo de sericina e, uma vez que a liberacdo de sericina a partir da matriz
biopolissacaridica do filme bio-origami ocorreu por difusdo nao-Fickiana para cargas de
sericina até 20 MQsericina/MLsime, 0S filmes podem ser utilizados na regeneragéo oclusiva de

feridas por longos periodos de tempo.
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Assim, os filmes bio-origami produzidos integrando cargas variaveis de sericina
proveniente dos casulos do bicho da seda (Bombyx mori) podem ser considerados
adequados para aplicagbes biofarmacéuticas e de regeneracdo de pele, uma concluséo

totalmente suportada pela caracterizagcéo que foi realizada aos filmes bio-origami.
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7. CONSIDERAGOES FINAIS E SUGESTOES PARA TRABALHO FUTURO

Ainda que o trabalho de pesquisa desenvolvido tenha seguido uma evolugéo natural (e
sequencial), permitindo retirar algumas principais (e complementares) conclusdes, uma
visdo mais profunda deve ser adquirida em relacdo a caracterizacado e selegdo do produto
final desenvolvido, isto é, o filme bio-origami. Este capitulo apresenta, sucintamente, uma
série de areas potencialmente frutiferas para pesquisa num futuro préximo, abrangendo
estudos que vao um pouco mais além e que partem daqueles apresentados até agora nesta

dissertacao.

Nao obstante o fato de que esta dissertacdo tenha tentado consistentemente e
compreensivamente desenvolver e caracterizar um novo produto (filme bio-origami para
regeneracdo de pele), existe um numero de areas que fazem interface, mais ou menos
diretamente, com aquelas e que se espera conduzam a uma melhor compreensdo e a um

design mais racional.

A purificagdo da sericina nos extratos impuros previamente a sua incorporagao nos
filmes biopolissacaridicos poderia ser realizada, aumentando desse modo a quantidade de

proteina bioativa pura nos bio-origamis.

Avaliacdo das caracteristicas de estrutura e composi¢do dos filmes bio-origami por
ressonancia magnética nuclear, tanto de filmes sem a proteina bioativa pura como de filmes

incorporando a proteina pura, seguido de tentativas para correlaciona-las uma com a outra.

Em adigdo aos testes de atividade antibacteriana e antioxidante in vitro, a avaliagéo
destas bioatividades in vivo usando modelos animais seria crucial para aferir a eficacia do

produto desenvolvido.

Adicionalmente, e porque o sistema bio-origami desenvolvido integra sericina bioativa,
outras entidades proteicas hidrofilicas tais como particulas bacteriofagicas poderiam
igualmente ser integradas na matriz biopolissacaridica, avaliando-se assim o potencial de
aprisionamento simultdneo de entidades proteicas distintas (particulas bacteriofagicas) que
apresentassem atividade sinérgica (antibacteriana pronunciada) com a sericina (antioxidante

e promotora de sintese de colageno), para a regeneragao de pele.
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Finalmente, a avaliagdo da estabilidade e estabilizagdo dos filmes bio-origami para
armazenamento a temperatura ambiente e a avaliagdo econbémica do processo agregaria

valor ao trabalho desenvolvido até ao momento.
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EXTRACTION AND CHARACTERIZATION OF SERICIN FROM BOMBYX MORI COCOONS.

Introduction: Sericin is a globular protein that makes up about 25-30% of the silk
proteins. Sericin is composed of 18 amino acids, most of which have strong polar side
chains, such as hydroxyl, carboxyl and amine groups. Due to its biochemical and
biophysical properties, sericin has been studied for several potential applications.
Such properties include biocompatibility, biodegradability, antibiotic-antibacterial
activity, anti-oxidant activity, anti-tyrosinase activity, anticancer effects and UV
protective properties. Objective: To produce and characterize a crude sericin extract
from Bombix mori cocoons. Material and Methods: In the present research effort,
production of crude sericin extracts from Bombyx mori silk cocoons was attempted
using two different approaches. Sericin was extracted from cocoons by high-
temperature autoclaving followed either by lyophilization or freezing-thawing
precipitation, to obtain a crude sericin powder. The physico-chemical and biological
characteristics of the crude sericin extracts were evaluated in detail via FTIR, XRD,
XRF, XRT, UV-Vis scanning, TGA and DSC, protein quantification, antimicrobial
activity, free radical scavenging activity, cytotoxic activity, potential for inducing
chromossomal aberrations, genotoxicity via Allium cepa assays and Comet™™
analyses. The molecular weight was also investigated, via sodium dodecyl sulfate—
polyacrylamide gel electrophoresis (SDS—PAGE), and the results duly compared to
standard sericin. Results and Discussion: The two extraction methods assayed allowed
to produce crude sericin extracts with the chemical aspect of sericin preserved, with
an amorphous behavior without peaks of crystallinity. Both crude extracts displayed
the thermal signatures of protein denaturation and carbonization. These same samples
exhibited a wide range of molecular weights (37 kDa - 200 kDa) without any isolated
bands standing out. The crude sericin extracts did not exhibit a high toxicity and
presented a cell viability higher than 60% at all sample concentrations tested. No
mitodepressive effects of sericin could be observed. The antimicrobial tests showed
potential activity against S. Aureus. Conclusion: The results gathered clearly suggest
that the crude sericin extracts had both obvious radical scavenging effects and
antibacterial activity, further suggesting that this protein might be a valuable addition
for either food and biopharmaceutical applications.

Keywords: Sericin; Bombyx mori cocoons; extraction; antimicrobial and antioxidant
activities; cyto- and genotoxicities; physico-chemical characterization
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Introduction

Sericin is a globular protein that makes up about 25-30% of the silk
proteins. Sericin is composed of 18 amino acids, most of which have
strong polar side chains, such as hydroxyl, carboxyl and amine groups.
Due to its biochemical and biophysical properties, sericin has been
studied for several potential applications. Such properties include
biocompatibility, biodegradability, antibiotic-antibacterial activity, anti-
oxidant activity, anti-tyrosinase activity, anticancer effects, UV protective
properties. The aim of this work, was to produce and characterize a
crude sericin extract from the Bombix mori cocoons.

Experimental procedures

The first step of this work, was to obtain the crude sericin extracts.

1 PhageLab - Biofilm and Bacteriophage Laboratory,
, University of Sorocal

9 E-mail:

Bombyx mori cocoons + U.P. Water
(1,5:100)

FREEZING - mAwlNG‘
| — —_—
|
P
.

Figure 1. Extraction of sericin via high-temperature autoclaving, followed by Freezing-Thawing or lyophilization.

The second step was the extensive characterization of the crude extracts
produced, shown in the flowchart below:

BOMBYX MORI

LYOPHILIZATION

CHARACTERIZATION

COCOONS

XRD; XRT; XRF; FTIR; DSC AND TGA; PROTEIN QUANTIFICATION; ANTIMICROBIAL ACTIVITY;
FREE RADICAL SCAVENGING ACTIVITY (DPPH); CYTOTOXIC ACTIVITY (MTT); POTENTIAL FOR
INDUCING CHROMOSSOMAL ABERRATIONS, GENOTOXICITY (ALLIUM CEPAASSAYS AND
COMET™ ANALYSES); MOLECULAR WEIGHT WAS ALSO INVESTIGATED (SDS-PAGE).

Figure 2. Flowchart of characterization methods applied for the crude sericin extracts.

Experimental results and discussion

The sericin extractions carried out via both methods were assessed in
terms of the yields produced. The extraction using the method of
freezing/thawing (viz. A2 sample) produced a yield of 15% (w/w),
whereas the extraction using the method of lyophilization (viz. A3
sample) produced a yield of 18% (w/w). The average moisture content of
both crude sericin extracts was 10.5% (w/w), a value that compares with
the same parameter of the standard sericin (viz. A1 sample).

b

Legend:

Octant 2: disk plunged into sterile ultrapure water;

Figure 3. Antimicrobial activity of standard sericin (A1) and crude sericin extracts (A2 and A3 samples).

OLIVEIRA JR, J.M."; VILA, M.M.D.C." and BALCAO V. M."2,

2 CEB - Centre of Biological Engineering, University of Minho, Braga, Portugal.

Octant 1: disk plunged into an antibiotic cocktail solution;

Octant 3: disk plunged into a A1 sample solution (10mg/mL);
Octant 4: disk plunged into a A1 sample solution (20mg/mL);
Octant 5: disk plunged into a A2 sample solution (10mg/mL);
Octant 6: disk plunged into a A2 sample solution (20mg/mL);
Octant 7: disk plunged into a A3 sample solution (10mg/mL);
Octant 8: disk plunged into a A3 sample solution (20mg/mL).
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Figure 4.Cellular viability (via MTT assays) to evaluate the cytotoxicity of A1,
A2 and A3 samples, following exposure of cells to different mass.
"
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Figure 5Relative DNA damage indexes of HUVEC cell line
following exposure of cells to different mass concentrations (10,
15 and 20 mg) of sericin for 24 h The inserted photos picture the
Comet™ tails produced by the different types of damaged cells

encountered. , %, and * indicate statistically non-significant

B Mitotic index Types of damages encountered
B Damage index P

Figure 6.Effect of the different sericin samples (20mg/mL) on the mitotic index obtained by
Allum cepa assay. Ultrapure water as negative. The mitotic index was calculated as the
number of cells in mitosis divided by the total number of cells, whereas the damage index
was calculated as the number of damages divided by the total number of cell divisions.
s indicate statistically non-significant relative damages and #: indicate statistically significant
relative damages.

% 7 .1 relative DNA damage indexes, and %% and ** indicate
2o statistically significant relative DNA damage indexes.
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Table 1. Antioxidant activity (%) of the sericin samples, as free radical scavenging ability
measured via the DPPH methodology.

Tree (relative) radical scavenging activity (%)
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Figure 9. X-ray diffractograms (XRD) (a)
and normalized intensity diffractograms
(b) of A1 samples (orange curves), A2
samples (purple curves) and A3 samples
(green curves).

Figure 10.Thermogravimetric curves (a)
and 1st derivative of the weight loss
curves (b) of A1, A2 and A3 samples.

| Figure 8.FTIR of A1 sample powder (a), A1 sample solution

(b). A2 sample powder (c), A2 sample powder aqueous
supernatant (d), A2 sample powder aqueous pellet (e), A3
sample powder (f), A3 sample powder aqueous supematant
(). and A3 sample powder aqueous pellet (h).

Protein content in the crude sericin

= Concentrations
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Figure 12. Protein quantification by modified
Bradford colorimetric method
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Figure 11.Differential scanning calorimetry
thermograms of A1, A2 and A3 samples.

Conclusions

>> The antimicrobial assays showed potential activity against S. Aureus. The results gathered clearly
suggest that the crude sericin extracts had both obvious radical scavenging effects and
antibacterial activity, further suggesting that this protein might be a valuable addition for either
food and biopharmaceutical applications.

>> The two extraction methods assayed allowed to produce crude sericin extracts with the chemical
aspect of sericin preserved, with an amorphous behavior without peaks of crystallinity.

>> Both crude extracts displayed the thermal signatures of protein denaturation and carbonization.
These same samples exhibited a wide range of molecular weights (37 kDa - 200 kDa), without
any isolated bands standing out.

>> The crude sericin extracts did not exhibit a high toxicity and presented a cell viability higher than
60% at all sample concentrations tested. No mitodepressive effects of sericin could be observed.

Acknowledgements

Projet funding by Fundagdo do Amparo & Pesauisa do Estado do Sdo Paulo (FAPESP, Sto Paulo, Brazi; Refs, No. 20161088843 (Project PreumoPhageColor) and
2016/12234-4 (Project TransAppIL)), is hereby gratefully acknowledged. Funding by Fundagdo de Amparo & Pesquisa do Estado de S&o Paulo (FAPESP Ref. No. 2016/16641-3)
in the form of a M.Sc. fellowship granted to Liliam Harada is hereby gratefully acknowledged. Funding by the University of Sorocaba (UNISO, Sorocaba, Brazil) for Laura Favaro is
hereby gratefully acknowledged. This work also received support from CNPa, National Council for Scientific and Technological Development ~ Brazil in the form of Research
Productivity (PQ) fellowships granted to Victor M. Balcéo (Ref. No. 306113/2014-7) and Renata Lima (Ref. No. 303967/2015-3).

Figure 13. Tomographic analyses via X-ray transmission
(XRT) of the wall of a Bombyx mori cocoon.



APENDICE C - Trabalho cientifico apresentado no Congresso Cientifico
MICROBIOTEC 17 - CONGRESS OF MICROBIOLOGY AND BIOTECHNOLOGY

(Escola Superior de Biotecnologia, Universidade Catdlica Portuguesa, Porto,
Portugal, 07 a 09 de Dezembro de 2017).



Id: 3475

Key: 00238EC9BA

Symposium (1st option): Health Microbiology and Biotechnology
Symposium (2nd option): Health Microbiology and Biotechnology
Presentation: Poster

Title: Structural and functional stabilization of silk sericin: bio-origami for skin regeneration.

Author's: Liliam Harada; Ludmilla Silva'; José Martins Oliveira Jr."; Matthieu Tubino?; Marta Vila'; Victor Balco'

Affiliaton's: 1 - University of Sorocaba - Phagelab, Sorocaba/SP, Brazil; 2 - State University of Campinas, Institute of Chemistry
Keyword's: Sericin from Bombyx mori, Bioorigami film, Antioxidant activity, Transdermal permeation, Kinetics of protein
release, Skin regeneration

Background

Development and optimization of a bioorigami film with impregnated silk sericin was pursued, for skin regeneration applications.
The selected bioorigami exhibited a homogeneous and translucid appearance, and devoid of any fractures or cracks. Several
formulations were produced, with varying integrated sericin contents, viz. 0, 1, 2, 5, 10, 20 and 50 mgsericin/MLbioorigami. The optimized
bioorigami presented antioxidant activity, as expected, indicating a potential utilization in skin regeneration with prolonged release
of the bioactive protein.

Method

The selected bioorigami exhibited a homogeneous and translucid appearance, and devoid of any fractures or cracks. Several
formulations were produced, with varying integrated sericin contents, viz. 0, 1, 2, 5, 10, 20 and 50 mgsericin/MLbioorigami. The optimized
bioorigami presented antioxidant activity, as expected, indicating a potential utilization in skin regeneration with prolonged release
of the bioactive protein. The infrared spectra of the bio-origami films integrating silk sericin indicated that the protein did not
engage in any bonds with the polymeric matrix, which otherwise could have reduced its antioxidant activity.

Results & Conclusions

The physico-chemical characteristics of the several bioorigami films produced were evaluated in detail, via FTIR, XRD, XRF, XRT, TGA,
DSC, transdermal protein permeation, kinetics of protein release from the bioorigami films, and free radical scavenging activities.
The results gathered clearly suggest that the optimized bioorigami films integrating crude sericin extract had both obvious radical
scavenging effects with the 2.2-diphenyl-1-picryl-hydrazil (DPPH) assay, and exhibited prolonged release of the bioactive protein,
further suggesting potential biopharmaceutical applications such as skin regeneration.
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Considering the growing importance of hydrogels as pharmaceutical forms for the
controlled release of drugs, the aim of the present research work was to develop and
evaluate a biopolysaccharyde film, herein coined as a bioorigami film due to the intended
characteristics and mode of use, using PVA, carrageenan and xanthan gums as raw
materials, containing incorporated silk sericin extracted from Bombyx mori cocoons, for
antioxidant/regenerative topical applications.

Sericin from the cocoons of the silkworm Bombyx mori is a water-soluble globular
glycoproten and is primarily amorphous. Sericin has been found to exhibit several
biological (beneficial) activities, spanning from antityrosinase properties, promotion of
collagen production (important in wound healing applications on both skin and corneal
tissues), anti-inflammatory activity, antitumoural activity, anti-ageing and anti-wrinkle,
antimicrobial, use in controlled drug-releasing biomaterials to promote stability and
prolonged release, to antioxidant.

Due to the uniqueness of this globular protein (representing in fact a family of proteins),
silk sericin has great potential to be used in biopharmaceutical products. Hence, silk
sericin was considered in this research effort as a new potentially valuable skin
regeneration product, following a previous research entailed with the major goal of
extracting and fully characterizing this potential multipurpose protein. The optimized
bioorigami film formulations integrating silk sericin were subsequently fully characterized
physicochemically.

Experimental procedures

The first step of this research work was to optimize the biopolysaccharide matrix for the
bio-origami film (see Fig.1).

FULL

3 %% (o]
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XANTHAN GUMS.

DRYING ATROOM TEMPERATURE (FILM)

VISUAL CHARACTERISTICS, RES| TOTRACTIO!
'RESILIENCE AND RESISTANCE TO PERFORATION.

OPTIMIZED

BIOORIGAMI FILM

Figure 1. Flowchart of the process to produce an optimized biopolysaccharide matrix.

The second step was to produce films with different concentrations of the sericin protein,
followed by characterization of the films produced, shown in the flowchart in Fig. 2.
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to the (a) plain bioorigami films evolving from the experimental factorial
design, and (b) bioorigami films produced with varying loads of sericin
having as base the levels (+1) of carrageenan and (0) of xanthan gums.

Figure 5. Tomographic analyses via X-ray transmission of the bioorigami fim
loaded with 10 mgsericin/mLfilm, being (a) a slant profile image of the
bioorigami film, (b) image perpendicular to the surface of the bioorigami film,
and (c) leaning surface view of the bioorigami film.

Figure 6. FESEM of the fracture ion of the
bioorigami films loaded with variable amounts of sericin, at several
magnifications (0 Mg,./MLg, a4: X100, a6 X500, a6: X2500; 1 MGyercrfML iy
b4:x100, b5: X500, b6: X2500; 2 MG,yc/MLyyr, c4: X100, C5: X500, c6: x2500; 5
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Figure 7.Transdermal permeation studies, as (a) average permeated protein per 00
skin area, and (b) percent protein released from bioorigami ilms relative to the

40 50
amount of sericin loaded in the films, during a 12 h-timeframe assay. Solid lines Sericin concentration in the Bioorigami film (mg/mL)

PERMEATION...

represent nonlinear fitlings performed to the data, viz. hyperbolic for those
bioorigami films loaded with sericin amounts between 0 and 10 Myqgr/MLgn,
and Gompertz function for those bicorigami films loaded with sericin amounts.

Figure 8. Results obtained from the mathematical modelling of the sericin
release assays from the sericin-loaded bioorigami films during a 12-h
timeframe assay. The linear fitings performed to transformed experimental

Figure 2. Flowchart of the obtaining and characterization of the films with different
concentrations of sericin.

Experimental results and discussion

The experimental factorial design undertaken to define the best biopolysaccharide composition and
associated mechanical properties for the bioorigami films, yielded as best composition for the
bioorigami films those of the level (+1)(0), that are 2.25% (w/w) carrageenan gum and 0.50% (w/w)
xanthan gum.

Different concentrations of silk sericin in the bioorigami films allowed different abilities to quench the
DPPH radicals. It was observed that the bioorigami films with 20 mgggici/MLg, @and 50 MGgeicin/MLgim
scavenged (19.50 + 0.00)% and (24.19 + 4.50)% of DPPH radicals, respectively.

Acknowledgements

between 20 and 50 M,yci/MLyp,

>>The bioorigami films developed displayed a good characteristic in relation to release of the active
antioxidant moiety, verified through transdermal permeation studies and kinetics associated with the
sericin release process.

data, using the linearized Korsmeyer-Peppas model are displayed as figure
(a), whereas in figure (b) the diffusion or release exponent (n) in the
Korsmeyer-Peppas model as a function of sericin load in the bioorigami film
allows observation of the change in the sericin release pattern.

>> Since release of sericin from the biopolysaccharide matrix of the bioorigami film occurred by non-Fickian
diffusion for sericin loads up to 20 mgsericin/mLfilm, it can be utilized in the occlusive regeneration of
wound damages for long periods of time.

>>The results gathered clearly suggest that the optimized bioorigami films integrating crude sericin extract
had both obvious radical scavenging effects with the 2.2-diphenyl-1-picryl-hydrazil (DPPH) assay, and
exhibited prolonged release of the bioactive protein, further suggesting potential biopharmaceutical
applications such as in skin regeneration.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: In the present research effort, production of crude sericin extracts from Bombyx mori silk cocoons was attempted
Sericin using two different approaches. Sericin was extracted from cocoons by high-temperature autoclaving followed
Bombyx mori either by lyophilization or freezing-thawing precipitation, to obtain a crude sericin powder. The physico-che-
Extraction o o mical and biological characteristics of the crude sericin extracts were evaluated in detail, via FTIR, XRD, XRF,
AmlmlCIOblal(éntIOXIdant activity XRT, UV-vis scanning, TGA and DSC, protein quantification, antimicrobial activity, free radical scavenging
Cyto/genotoxicity

activity, cytotoxic activity, potential for inducing chromosomal aberrations via Allium cepa assays, and geno-
toxicity via Comet™ analyses. The molecular weight distribution of the crude sericin extracts was also in-
vestigated, via sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE), and the results duly
compared to standard sericin. The results gathered clearly suggest that the crude sericin extracts had both
obvious radical scavenging effects with the 2.2-diphenyl-1-picryl-hydrazil (DPPH) assay, and antibacterial ac-
tivity, further suggesting that this protein might be a valuable addition for either food and biopharmaceutical

Physico-chemical characterization

applications.

1. Introduction

Sericin from the cocoons of the silkworm Bombyx mori is a water-
soluble globular glycoprotein, collectively representing a family of
proteins with molecular weights ranging from ca. 10 kDa to ca. 310 kDa
[1] or from 20 kDa to 400 kDa [2,3]. Sericin is primarily amorphous
and water soluble, acting as a gum binder to maintain the structural
integrity of the cocoon [4]. Sericin is rich in serine (ca. 32%), aspartic
acid (ca. 16.8%) and glycine (ca. 8.8%), and thus possesses a high
concentration of hydroxyl groups [5]. Sericin surrounds the fibroin fi-
bers with successive sticky layers, forming the cocoon, and accounts for
ca. 20%-30% of the total cocoon mass [6]. In its composition, sericin
integrates 18 different types of aminoacids most of which display strong
polar (hydroxyl, carboxyl and amino) side groups [1,2,7], strongly in-
fluencing its purported physical and biological properties. Sericin has
been found to exhibit several biological (beneficial) activities, such as
antioxidant and antityrosinase properties [2,8-10], promotion of

collagen production (important in wound healing applications on both
skin and corneal tissues) [2,11-14], anti-inflammatory activity
[2,15,16], antitumoural activity [2,16,17], anti-ageing and anti-
wrinkle [2,8,18-22], antimicrobial [2,23-28] and use in controlled
drug-releasing biomaterials to promote stability and prolonged release
[29,30]. Additionally, Kunz et al. [2] and Zhaorigetu et al. [17] re-
ported that sericin exerts a surprising inhibitory activity upon UV ra-
diation-induced acute damage and tumour promotion by reducing the
oxidative stress in the skin of hairless mouse. Despite all these reported
properties a major obstacle to the widespread use of sericin in biome-
dical applications remains, mainly related to reports pointing to hy-
persensitivity to this compound in medical uses. However, due to the
unique properties of this globular protein (representing in fact a family
of proteins), sericin has great potential to be used in food, cosmetic and
biopharmaceutical products, provided that it is invisible to the immune
system by encapsulation within stealth-like nanodevices and that the
concentrations used are kept at low levels. Hence, sericin was
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considered in this research effort as a new potentially valuable bioac-
tive protein, and therefore attempts to produce crude sericin extracts
departing from the cocoons of the silkworm Bombyx mori were pursued
together with an extensive physico-chemical and biological character-
ization of the crude extracts. The physico-chemical and biological
characteristics of the crude sericin extracts produced were evaluated in
detail.

2. Materials and methods
2.1. Chemicals

All reagents used were of analytical grade or better, and were used
without further purification. Tap water was purified in a Master System
All (model MS2000, Gehaka, Sao Paulo/SP, Brazil) to a final resistivity
of ca. 18.18 MQ cm and conductivity of 0.05uScm™!. Sericin (ref.
SIGMA S5201-1G, referred as Al sample from now on), Coomassie
Brilliant Blue G250 (ref. SIGMA 27815-25G-F), ortho-phosphoric acid
(85%, v/v; ref. SIGMA V000145-1L), UVASOL™ ethanol for spectro-
scopy (99.8%, v/v; ref. SIGMA 32205-1L), DPPH (2,2-diphenyl-1-pi-
crylhydrazyl) (ref. SIGMA D9132-1G), and MTT 3-(4,5-dimethylthiazol-
2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide, were purchased from Sigma-
Aldrich (St. Louis MO, USA).

2.2. Biological materials

The Bombyx mori cocoons were a kind gift from Fiacdo de Seda
BRATAC S.A. (Londrina/PR, Brazil). The bacterial strains utilized in the
antimicrobial assays were Staphylococcus aureus CCCD-S007,
Pseudomonas aeruginosa CCCD-P004, and Escherichia coli CCCD-E003,
supplied by CEFAR Diagnéstica (Jurubatuba/SP, Brazil). The micro-
biological growth media utilized were BHI (Brain Heart Infusion) from
HiMedia Laboratories (Mumbai, India) and Bacteriological Agar from
Prodimol Biotecnologia S.A. (Sao Paulo/SP, Brazil). The common onion
seeds (Baia Periforme cultivar) utilized in the Allium cepa assays were
acquired from FELTRIN® (Farroupilha/RS, Brazil). The HUVEC (Human
Umbilical Vein Endothelial Cells) cell line used in the genotoxicity
(Comet™) and MTT assays were purchased from Sigma-Aldrich (ref.
SIGMA S200-05N) (St. Louis MO, USA). The cells were maintained at
37 °C under moist atmosphere with 5% CO,, in Dulbecco’s Modified
Eagle’s Medium (DMEM) containing D-glucose (4.5 g/L), L-glutamine
(584.0 mg/L), sodium pyruvate (100 mg/mL), and sodium bicarbonate
(3.7 g/L) (Gibco Life Technologies, Sao Paulo/SP, Brazil), supple-
mented with 10% (w/w) fetal bovine serum and 1% (w/w) antibiotics
(penicillin (100 IU/mL) and streptomycin sulfate (100 pL/mL)).

2.3. Extraction of sericin

Approximately 15 g of Bombyx mori cocoons were weighed into a
2000 mL Erlenmeyer flask, added with 1000 mL of ultrapure water, and
autoclaved at 120 °C during 60 min.

2.3.1. Extraction via high-temperature autoclaving followed by freezing-
thawing

After autoclaving, sericin was extracted via precipitation according
to the procedure described by Aguiar [31], with slight modifications.
The excess cocoon mass was then withdrawn, the resulting solution was
poured into a PET-bottle, and frozen at — 20 °C during 24 h. Following
the freezing period, the frozen solution was thawed at room tempera-
ture and vacuum-filtered through a 0.45 pm pore diameter filter using a
Millipore filtration device, dried and grinded. Such resulting crude
sericin extract powder is referred as A2 sample from now on.

2.3.2. Extraction via high-temperature autoclaving and lyophilization
After autoclaving, sericin was extracted according to the procedures
described by Patel and Modasiya [32] and Dias et al. [33], with slight
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modifications. The excess cocoon mass was then withdrawn and the
resulting solution was vacuum-filtered through a 0.45pm pore dia-
meter filter using a Millipore filtration device. The filtered solution was
then distributed into several glass flasks and duly frozen at —86 °C
prior to lyophilization. After lyophilization, the crude extract was duly
grinded. The resulting crude sericin extract powder is referred as A3
sample from now on.

2.4. Moisture content analyses via infrared heating

Moisture content determination of the crude sericin extracts was
carried out in an infrared moisture analyzer from Shimadzu (model
MOC63U, Kyoto, Japan), equipped with a programmable timer, self-
calibration and temperature adjusting between 50 °C and 200 °C, with
parameters set at temperature of 60 °C in “slow” mode.

2.5. FTIR analyses

The FTIR spectra of pure sericin (A1) and of samples of crude sericin
extracts (A2 and A3) were gathered using a Fourier Transform Infrared
100 Spectrophotometer from Agilent (model Cary 630, Santa Clara CA,
U.S.A.), in the wavenumber range from 4000 cm ~ ! to 400 cm ™, with a
resolution of 2 cm™~?, and using Happ-Genzel apodization.

2.6. XRD analyses

X-ray diffractograms of pure sericin (A1) and of samples of crude
sericin extracts (A2 and A3) were gathered in a X-ray Diffractometer
(XRD) from Shimadzu (model XRD7000, Kyoto, Japan), using X-ray
radiation from a copper lamp with radiation Ka (A = 1.5418 A) filtered
through a Cu target. The X-ray scanning was performed at diffraction
angles of 2-Theta (from 5° to 90°, with increments of 0.02° and rate of
2° min~ 1), with a voltage of 40 kV, electric current intensity of 30 mA,
and X-ray power of 3 kW.

2.7. Thermal analyses via TGA and DSC

Thermogravimetric characterization of the crude sericin extracts
was accomplished via TGA analysis whereas thermal analyses were
pursued by DSC. The TGA analyses were carried out using a thermo-
gravimeter from TA Instruments (model 2050, New Castle, U.S.A.),
whereas the DSC analyses were carried out using a differential scanning
microcalorimeter from TA Instruments (model MDSC 2910, New Castle,
U.S.A.). Thermal characterization of pure sericin (A1) and of samples of
crude sericin extracts (A2 and A3) was accomplished via both TGA and
DSC, following the procedure described by Glasser et al. [34]. For both
the TGA analyses and the calorimetric assays, samples (ca. 7 mg Al,
7 mg A2 or 7 mg A3) were weighed directly into the interior of high-
pressure aluminium pans, and duly sealed by pressure. A reference
aluminium pan was also prepared by simply sealing air inside an empty
case. The samples were then subjected to a linear temperature increase
from ca. 20 °C up to 250 °C, at a constant heating rate of 10 °C min ™!,
under an inert atmosphere maintained with a constant flow of argon of
50 mL min~!, during which the amount of heat absorbed by the hy-
drogel samples was recorded. During the analyses, data (heat absorp-
tion) was gathered at a sampling rate of 0.2 s per data point.

2.8. Electrophoretic (SDS-PAGE) analyses

The molar mass distribution of sericin was investigated by sodium
dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE), using a
Mini-PROTEAN® Tetra Cell 4-gel system for vertical electrophoresis
from Bio-RAD (California CA, U.S.A.) coupled with a PowerPac™ HC
power supply unit (Bio-RAD, California CA, U.S.A.) and a Digital Dry
Bath also from Bio-RAD. To determine both the protein profile of pure
sericin (A1) and of samples of crude sericin extracts (A2 and A3) and
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their molecular weight distribution, 500 uL of crude sericin extract
solution (containing either 50 mgextract (if staining with Coomassie was
sought) or 120 mgexract (if silver staining was sought)) were added to
one volume (500 pL) of disruption buffer (1.51% (m/v) Tris-Base, 0.5%
(v/v) B-mercaptoethanol, 4% (m/v) sodium dodecyl sulfate, 10% (v/v)
glycerol, and 0.012% (m/v) bromophenol blue) in an Eppendorf (with
its lid punctured by a needle) and boiled for 10 min. Then, SDS-PAGE
analysis of the sample supernatant (10 uL) and molecular weight mar-
kers (10 pL of Pre-stained Precision Plus Protein™ Dual Color Standards
from Bio-RAD, with protein standards ranging from 10 kDa to 250 kDa)
was performed, with the gels run at a voltage of 200 V, 20 mA per gel,
20 W, for 45 min, after which the gels (run in duplicate) were either
stained with Coomassie Brilliant Blue G-250 (thus allowing detection of
ca. 70 ug of protein) or developed by silver staining (thus allowing
detection of as little as 7 ug of protein). Following staining, the gels
were then photographed for analysis.

2.9. Protein quantification via modified Bradford method

A modification of the Bradford method for protein quantification
was used according to the procedure described by Robyt and White
[35] and Balcao et al. [36]. Both pure (Al sample) and sericin extracts
(A2 and A3 samples, in the form of crude powders) were diluted in
ultrapure water and diluted as necessary. Aliquots of 500 pL of the
sericin solutions were added to 4.5 mL of the solution of Coomassie
Brilliant Blue G-250 (the working solution of Coomassie Brilliant Blue
G-250 was prepared according to the procedure described elsewhere
[35,36]), incubated at room temperature for 5 min and absorbance was
measured at 595 nm using disposable plastic cuvettes (Kartell) in a
UV-vis Spectrophotometer from Perkin Elmer (model Lambda 3s,
Waltham MA, U.S.A).

2.10. Evaluation of antimicrobial activity of sericin via the agar-diffusion
method

The potential antimicrobial efficacy of both pure sericin (A1) and
crude sericin extracts (A2 and A3) was determined via the agar diffu-
sion technique for susceptibility to antimicrobials described by Bauer
et al. [37] and Jorgensen and Ferraro [38], as well as according to the
standards of the Clinical and Laboratory Standards Institute [39,40].
The assays were carried out in duplicate, using a strain of Staphylo-
coccus aureus CCCD-S007, a strain of Pseudomonas aeruginosa CCCD-
P004, and a strain of Escherichia coli CCCD-E003 (maintained at —80 °C
in culture medium with 40% (v/v) glycerol). For revival of the bacterial
strains, these were, individually, suspended in 50 mL of BHI nutritive
broth (Brain Heart Infusion) and incubated in an orbital shaker at
100 rpm and 37 °C during 24 h, to allow for growth of the bacteria.
Aqueous (sterile ultrapure) sericin (either pure (A1) or crude extracts
(A2 and A3)) solutions were prepared, with concentrations of
50 mgcrudextract/ ML, following exposure of pure and crude sericin
powders to ultraviolet light during 15 min. After dilution, all sericin
solutions were filtered through Chromafil™ filters (0.20 ym X 25 mm).
The bacterial strains were, initially, inoculated in BHI nutritive broth
(Brain Heart Infusion) and maintained at (37 * 0.5) °C during 24 h, to
allow for growth of the bacteria. All bacterial cultures were standar-
dized at 0.5 in the McFarland scale, containing ca. 1.5 X 10% CFU/mL,
by performing dilutions in sterile BHI broth until attaining a turbidity
equivalent to the 0.5 standard in the McFarland scale. Following this
time period, the bacterial cultures were inoculated by spreading on the
surface of two Petri plates containing solidified TSA (Tryptic Soy Agar)
as culture medium, and the samples to be tested were then immediately
applied on the inoculated medium, in duplicate, with the aid of sterile
tweezers near a Bunsen burner flame (sterile filter paper discs (ca.
7.0 mm in diameter) impregnated by plunging in the aqueous sericin
solution). Upper left quadrant was applied with a disk impregnated
with Al sample solution, upper right quadrant was applied with a disk
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impregnated with A2 sample solution, lower left quadrant was applied
with a disk impregnated with A3 sample solution, and lower right
quadrant was applied with a disk impregnated with antibiotic solution
(penicillin (10000 U.I./mL)/streptomycin (10 mg/mL)). The Petri
plates were then allowed to dry, inverted and incubated under aerobic
conditions at (36 = 0.5) °C during 24 h. After this time period, the
plates were visually inspected for observation (or not) of any growth
inhibition halos.

2.11. Evaluation of the free radical scavenging activity via the DPPH
method

The potential for free radical scavenging activity of sericin samples
Al, A2 and A3, using the DPPH reagent, was evaluated by a method
described by Wu et al. [7] and Amarowicz et al. [41], with slight
modifications. To 500 pL of crude sericin extract dissolved in ultrapure
water (Al sample: 5 mg/mL and 15 mg/mL; A2 sample: 15 mg/mL and
60 mg/mL; A3 sample: 25 mg/mL and 60 mg/mL) or ascorbic acid
dissolved in ultrapure water (0.5 mg/mL), 3500 pL of freshly prepared
DPPH radical in a methanol solution (1.0 X 10~ * mol/L) was added
and vortexed. After reaction for 25 min at room temperature (25 °C), in
the dark, the reaction mixtures were centrifuged at 6400 rpm for 5 min.
The decolorizing result of the supernatant was then assayed spectro-
photometrically at 517 nm and compared with a blank control con-
taining the sericin (either A1, A2 or A3) solution and pure methanol
instead of DPPH. In addition, a blind control containing methanol and
ultrapure water instead of sericin solution (500 pL ultrapure water
added to 3500 pL of methanol) was also assayed. Calculation of free
radical scavenging activity was carried out using the equation

_ Abssample

Scavenging activity (%)

X 100, where scavenging ac-
AbSblind) ’ §ing

tivity refers to the free radical scavenging percentage, Abssampie refers to
the absorbance of the sample at 517 nm, and Absy,;,q refers to the ab-
sorbance of the blind control at 517 nm. The spectrophotometer was
zeroed with plain ultrapure water.

2.12. Determination of the cytotoxicity potential of sericin, via the MTT
assay

Evaluation of the cytotoxicity potential of sericin to HUVEC (per-
manent) cell lines (endothelial cells withdrawn from the human um-
bilical vein) (assessment of cellular viability) was carried out using the
MTT assay. For cell proliferation, one used specific cell culture bottles
containing DMEM culture medium supplemented with bovine fetal
serum (10%, w/w) and antibiotic (100 Ul,enicinin/mL  plus
100 pLgtreptomycisuifate) (1%, w/w), at pH 7.4, and incubated at 37 °C
under a humid atmosphere containing 5% CO,. Upon reaching con-
fluence, the cells were disadhered by using trypsin and used in ac-
cordance with the test methodology. In these assays, plating out was
performed by inoculating approximately 0.5 x 10 viable cells in each
well of a 96-well microplate, using a cell suspension volume of 100 pL,
followed by incubation for 48 h until semi-confluence was reached. Cell
viability analysis using the MTT technique began with plating of a cell
suspension containing 0.5 X 10° cells/mL. After 24 h (time needed for
cell adherence and stability) the cells were placed in contact with A1,
A2 and A3 samples (in the amounts of 0.5, 1.0, 5.0, 10.0, 15.0, and
20.0 M@sample/MLpMEMculturemedium) fOT an extra 24 h, followed by cen-
trifugation. A negative control (plain DMEM medium) was also pre-
pared, without addition of sericin sample. The plates were then kept for
24 h in a heating cabinet set at 37 °C with 5% CO,. After this step, the
samples were washed away two times with sterile PBS buffer and the
cells exposed to MTT (0.5 mg/mL, 100 pL). Cellular viability was de-
termined using reduction of MTT. After 3 h at 37 °C and 5% CO,, the
number of viable cells was determined by measuring the amount of
MTT converted to formazan (a purple compound) by the mitochondrial



L.K.H. Rocha et al.

dehydrogenases. For this, the MTT solution was removed from the wells
and 100 uL. DMSO were added to each well and, after 5-10 min, ab-
sorbance readings performed at 540 nm using an ELISA microplate
reader from Robonik India Private Ltd. (model Readwell PLATE,
Maharashtra, India). All tests were performed in sextuplets for each
concentration of sample tested. The analysis of results was carried out
assuming as 100% of cell viability the average of the absorbance values
obtained for the untreated control. Departing from this assumption,
calculations of cell viability (%) relative to the negative control were
performed for each sample concentration.

2.13. Evaluation of the DNA damage potential of sericin, via the Comet™
assay

HUVEC cells were placed in contact with the samples (A1, A2 and
A3 samples, at mass concentrations 10 mg/mL, 15 mg/mL and 20 mg/
mL for each sample, with the negative being plain DMEM medium in
contact with the HUVEC cells) during a period of 1 h. For preparing the
slides, each treatment group (Al sample, A2 sample and A3 sample)
involved 15 pL of cells (HUVEC, following contact with the samples) in
100 pL of low melting point agarose (0.8%, w/v), with the mixtures
being placed onto microscope slides that had been pre-coated with
normal melting point agarose (1.5%, w/v). Tests were carried out in
duplicate for each group. Coverslips were positioned over the samples
in the microscope slides, and the slides were placed under refrigerating
conditions during 10 min for polymerization to occur. Following poly-
merization, the coverslips were carefully removed so as not to damage
the gel, and the slides were treated in a container with an ice-cold (4 °C)
lysis solution (NaCl 2.5 mol dm™3, EDTA 0.1 mol dm 3, tris(hydro-
xymethyl)aminomethane (Tris) 10 mmol dm ~ 3 and 1% Triton X-100™,
pH 10), completely wrapped with aluminium foil, during 60 min. The
treatment groups were then incubated in an electrophoresis buffer
(NaOH 0.3 mol dm ~ 2 and EDTA 1 mmol dm 3, pH 13) during 20 min,
followed by electrophoretic analysis for 20 min at 22 V, 300 mA and
10 W, at 1.3 V/cm. After electrophoresis, the slides were removed from
the electrophoresis container and covered with a neutralizing solution
(Tris 0.4 mol dm 3, pH 7.5) for 5min, washed three times with dis-
tilled water, and allowed to stand overnight at room temperature. Prior
to staining, the dry slides were left in a fixing solution (trichloroacetic
acid 15% w/v, zinc sulfate 5% (w/v), and glycerol 5% (v/v)) for
10 min, after which they were further washed three times with ultra-
pure water. Following these procedures, the slides were allowed to
stand at room temperature for 1.5 h, after which they were rehydrated
with ultrapure water and stained for approximately 35 min with a silver
staining solution consisting of solution A (ammonium nitrate 0.2% (w/
v), silver nitrate 0.2% (w/v), tungstosilicic acid 0.5% (w/v), for-
maldehyde 0.15% (v/v), and sodium carbonate 5% (w/v)) and solution
B (sodium carbonate 5% (w/v)) (34:66, v/v). Subsequently, the slides
were bathed in a stop solution (acetic acid, 1% (v/v)) and then washed
with ultrapure water. Finally, the slides were again gently washed with
ultrapure water and allowed to dry at room temperature. Silver staining
is analogous to fluorescence, during which the positive charge of the
silver cations enables them to bind to DNA and DNA fragments, pro-
ducing the characteristic color. Throughout the procedures involving
cellular materials, both natural light and light from fluorescent lamps
were avoided so as to prevent their possible influence upon the results.
Optical microscopy analyses were performed using a Zeiss Axiovert-60
optical microscope from Carl-Zeiss (Goschwitzer Str., Jena, Germany),
and at least 50 cells were counted on each slide, with 2 slides for each
test (approximately 100 cells). The analyses were carried out in du-
plicate, totalizing 100 cells for the analysis of each sericin (A1, A2 and
A3) sample solution tested. The Comet assay analyses were performed
by assigning a score from O to 4, according to both the amount of DNA
in the tail and the length of the tail, as follows: score 0, corresponding
to intact cells (no scattering whatsoever, or below 5% damage); score 1,
corresponding to cells with minimal damage (light scattering, with a
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very short tail, 5-20% damage); score 2, corresponding to those cells
with average damage (mild scattering and large tail, 20-40% damage);
score 3, corresponding to those cells with severe damage (large scat-
tering and large tail, 40-95% damage); and score 4, corresponding to
those cells with maximum damage (minimal nucleus, large scattering
and large tail, more than 95% damage) [42]. For this visual method, the
number of cells found for each score was multiplied by the value of the
score; all the values were summed at the end of the analysis of each
slide. Because the score depended on the number of cells observed, an
index of tail damage (or DNA damage) was created by normalizing the
score given to the slide by the number of cells analyzed on the slide. The
statistical analysis performed to the data gathered from the Comet™ test
was carried out using the software GraphPad Prism v. 7.0 (GraphPad
Software Inc., La Jolla CA, U.S.A.), by applying the statistical Tukey test
with multiple comparisons between the samples.

2.14. Analysis of potential chromosomal aberrations induced by sericin, via
the Allium cepa assay

Evaluation of the potential of Al, A2 and A3 samples to induce
chromossomal aberrations also proceeded via using common onion
seeds (Baia Periforme cultivar from FELTRIN® seeds (Farroupilha/RS,
Brazil)), through the Allium cepa assay, allowing to observe chromo-
somal and nuclear alterations in root tip cells of Allium Cepa. Allium
cepa is one of the most suitable plants for detecting the genotoxic po-
tential of target compounds. The test enables the assessment of different
genetic endpoints, making possible damage to the DNA of humans to be
predicted. Common onion (Allium cepa L.) has eight pairs of relatively
large chromosomes (2n = 16) that allows for the easy detection of
chromosomal aberrations [43]. The size of chromosomes makes Allium
cepa tips as favourable material for the study of the effects of chemicals
on frequency of chromosomal aberrations which are biomarkers of
damage of genetic material. The root tip cells have a very low spon-
taneous aberration frequency and a stable chromosome number. For
this test, seeds of Allium cepa were allowed to germinate on top of moist
(sterile) paper filter within Petri dishes. Following germination, the
roots were collected by the time they attained ca. 20 mm in length. The
roots were then placed in contact with the sericin samples to be tested
(A1, A2 and A3 sample solutions at a concentration of 20 mg/mL),
using a minimum sample volume so as to cover the roots, for a period of
24 h. Ultrapure water was used as negative. Following this time period,
the Allium cepa roots were removed from the sample solution tested,
washed with ultrapure water and added with fixing solution (absolute
ethanol: glacial acetic acid, 3:1). The flasks were then left at room
temperature during 6-8 h, and stored under refrigerating conditions.
For preparation of the microscope slides, the Allium cepa roots were
removed from the fixing solution, duly washed three times with ultra-
pure water and subjected to acid hydrolysis (1 mol/dm> HCl at 60 °C for
9 min). Following the hydrolysis step, the roots were washed three
times with ultrapure water for 5 min. The excess water was then re-
moved from the roots using filter paper, and the roots were dipped in
Schiff's reagent (in the dark) for a period of 2 h. Following this period,
the roots were removed from the Schiff's reagent and washed with ul-
trapure water until removal of the excess dye. The meristematic region
of the roots (stained tip) were cut over a glass slide, added with a drop
of acetic Carmine (2%, w/v) (cytoplasmatic dye), and covered with a
laminula, gently tapped with a tweezer for smashing the roots and
spreading the cells. The preparations were then analyzed under an
optical microscope.

2.15. Determination of elemental composition by X-ray fluorescence (XRF)
analyses

The elemental composition of both A1, A2 and A3 samples and plain
Bombyx mori cocoon was determined using a X-ray fluorescence spec-
trometer with energy dispersion (EDXRF) from Amptek (Bedford,
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Massachusetts, U.S.A.), which comprised an Ag anode and a 25 mm?
SDD X-ray detector with a resolution of 128 eV at the Mn-Ka line. The
voltage applied to the X-ray tube was of 30 kV, 10 pA of current, with
10% lag time in the detector. All measurements were carried out using
atmospheric air, and the measuring time was set at 300 s (live time) for
each sample. A collimator with an aperture of 1 mm was used in the exit
of the X-ray source. The spectra were gathered sequentially, with a
resolution of 0.02 keV, from 0 keV to 30 keV.

2.16. Tomographic analyses via X-ray transmission (XRT)

The tomographic images of the cocoon wall were gathered using a
3rd generation computed X-ray transmission tomograph [44] from
Bruker microCT (model SkyScan 1174, Kontich, Belgium). The cocoon
samples were placed inside the tomograph chamber, and image slices
were gathered using the following configurations of the tomographic
system: operating voltage set at 35 kV and electric current with 661 pA.
The technique employed for obtaining the tomographic image involved
acquisition of a large number of radiographs of the object (image
slices), obtained by measuring the intensity of X-rays transmitted
through the cocoon sample, at different angular positions. The cocoon
samples were rotated 180°, with angular increments of 0.8°, producing
225 radiographs (projections) per image, each containing 1304 x 1304
(width x height) pixels with a spatial resolution of 6.92 um. The ex-
posure time per projection was 5000 ms. At the outlet of the X-ray
source one utilized an Al filter with 0.25 mm thickness. Appropriate
mathematical algorithms were then used to reconstruct the three-di-
mensional (3D) tomographic images of the cocoon samples, through the
appropriate composition of bi-dimensional (2D) images. The 3D images
possessed 652 X 652 X 652 pixels and the same spatial resolution of
the 2D images, and thus the volume of data generated for each cocoon
sample is isotropic with relation to the spatial resolution. Having all the
projections (radiographs gathered at each angular position), one uti-
lized the software NRecon™ from Bruker (version 1.6.9.4, Kontich,
Belgium), which uses the algorithm of Feldkamp et al. [45] in the
process of reconstructing the tomographic images, and the software
CTVox™ (version 2.6.0 r908-64bit, from Bruker microCT), CTan™
(version 1.13.5.1-64bit, from Bruker microCT) and CTvol (version
2.2.3.0-64bit, from Bruker microCT) for processing the tomographic
images.

2.17. Field emission scanning electron microscopy analyses (FESEM)

The surface and morphology of the Bombyx mori cocoon were ob-
served in a field emission scanning electron microscope (FESEM) from
FEI (model QUANTA FEG 250, FEI Company, Hillsboro, U.S.A.)
equipped with a field emission source microscopy. Samples of cocoon
wall were cut and sputter-coated with a Au/Pd film (80%/20%) via
cathodic pulverization on a carbon layer produced by evaporation in a
metalizing device from BAL-TEC (model BAL-TEC MED 020, BAL-TEC,
Balzers, Liechtenstein). Microphotographs were gathered using electron
beams with acceleration speeds of 10-20 keV via random scanning.

3. Results and discussion

The sericin extractions carried out via both methods were assessed
in terms of the yields produced. The extraction using the method of
freezing/thawing produced a yield of 15% (w/w), whereas the extrac-
tion using the method of lyophilization produced a yield of 18% (w/w).
The average moisture content of both crude sericin extracts (viz. A2 and
A3 samples) was 10.5% (w/w), a value that compares with the same
parameter of the standard sericin (viz. A1 sample), and is in agreement
with results published elsewhere [8].
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Fig. 1. FTIR spectra of Al sample powder (a), Al sample solution (b), A2 sample powder
(c), A2 sample powder aqueous supernatant (d), A2 sample powder aqueous pellet (e), A3
sample powder (f), A3 sample powder aqueous supernatant (g), and A3 sample powder
aqueous pellet (h).

3.1. FTIR analyses

The infrared spectra of A1 sample powder (a), A1 aqueous solution
(b), A2 sample powder (c), A2 aqueous solution supernatant (d), A2
aqueous solution pellet (e), A3 sample powder (f), A3 aqueous solution
supernatant (g), and A3 aqueous solution pellet (h), are displayed in
Fig. 1. Comparing the spectrum of A1 sample powder (see Fig. 1a) with
the spectra of both A2 and A3 sample powders (see Fig. 1c and f) and
the spectra of their pellets following centrifugation of aqueous (A2 and
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A3) sericin solutions (see Fig. le and h), the same peaks can be ob-
served with only minor variations in peak intensity. This clearly sug-
gests that the chemical aspect of sericin was preserved [46] during ei-
ther extraction process.

According to Gupta et al. [47], protein molecules may present such
characteristic energy absorption between wavenumbers 1650 cm ™" to
1630 cm ™! for primary amides, between wavenumbers 1540 cm ™! to
1520 cm™! for secondary amides and between wavenumbers
1270 cm ™! to 1230 em ™ * for tertiary amides. From inspection of the
transmittance spectra depicted in Fig. 1, one can observe peaks within
the wavenumber range probably representing primary amides at ap-
proximately 1600 cm ! due to the stretch of the carbonyl group (C=
0), secondary amides at approximately 1540 cm ™! and tertiary amides
in the region of 1230 cm ™! due to the stretch of the bond C—N. Ad-
ditionally, the positions of these peaks confirm the protein, such as
1650 cm ™! (random coil), and 1630 cm ™! (beta-sheet), for primary
amide, 1540 cm ™! (random coil) and 1520 cm ™! (beta-sheet) for sec-
ondary amide, and 1270 cm ™! (beta-sheet) and 1230 cm ™! (random
coil) for the tertiary amide [47]. Al sample (see Fig. 1a) and A2 and A3
sample powders (see Fig. 1c and f) produced very similar infrared
spectra and are in close agreement with those reported by Gupta et al.
[47]. To see if the crude sericin extracts (A2 and A3 samples) would
produce similar solutions to that of the standard sericin (Al sample),
one produced aqueous solutions which were subjected to centrifugation
so as to remove any solids in suspension. The results produced from
FTIR analyses performed to the supernatants (see Fig. 1b, d and g) were
quite similar to one another, with a major peak produced between
3284 cm ™! and 3309 cm ™%, corresponding to OH groups in water, and
another major peak at 1639 cm ™!, corresponding to a stretch of the C=
O group of primary amides, most likely due to the strong hydrophilic
character of primary amides. Regarding the pellets of the A2 and A3
sample solutions following centrifugation (see Fig. 1e and h), the FTIR
spectra revealed exactly the same peaks as those for the sericin pow-
ders. Although lower in intensity, the peaks exhibited by both A2 and
A3 samples were exactly the same as those produced by Al sample, thus
confirming the identity of the sericin extracted by both extraction
processes tested. The stretching vibrations observed in the wavenumber
region between 3272 and 3309 cm ™' [48], accounting for the large
peaks observed is most likely accounted for by hydroxyl groups from
water molecules. Characteristic peaks indicative of protein lie between
1390 cm ™! to 1250 cm™? for C—N bonds, between 1640 cm ™! and
1500 cm™! for N—H groupings, and between 3500cm~' and
3300 cm ! corresponding to OH groups in water [49].

3.2. XRD analyses

The results obtained from the X-ray diffraction analyses (XRD)
performed to both Al sample and A2 and A3 samples are displayed in
Fig. 2b in the form of normalized diffractograms, and allows to observe
an amorphous behavior without peaks of crystallinity.

Normalization of intensity in all diffractograms was performed by
dividing the intensity values by the maximum intensity value in each
diffractogram (see Fig. 2a), thus allowing a better comparison between
the X-ray diffractograms of the three sericin powders. The diffracto-
grams of Al sample and A2 and A3 samples exhibited a wide noisy
band, with more well-defined peaks in the region of
18.00 < 26 < 26.00. The X-ray diffactogram patterns displayed char-
acteristic peaks of crystallinity at 26 2~ 19° (higher intensity), 26 =~ 22°
(Iess defined and shallow) and a wide range of low intensity signals,
indicating the dominance of amorphous material in the sericin powders
[50]. When comparing the diffractograms of both A2 and A3 samples,
the one pertaining to freeze/thaw-extracted (A2 sample) sericin re-
sembles more that of the standard sericin (A1l sample, see Fig. 2a and b,
purple and orange curves). The lyophilization process involves freezing
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Fig. 2. X-ray diffractograms (XRD) (a) and normalized intensity diffractograms (b) of Al
samples (orange curves), A2 samples (purple curves) and A3 samples (green curves). The
X-ray diffractograms were gathered using Cu target-filtered X-rays. (For interpretation of
the references to colour in this figure legend, the reader is referred to the web version of
this article.)

the liquid formulation matrix to a temperature at which the ice nu-
cleation occurs and the solution freezes. During the freezing process,
the protein in solution is exposed to the stress of temperature changes
as well as changes in concentration induced due to cryoconcentration.
This most likely produced the aforementioned resemblance in the X-ray
diffraction patterns.

3.3. Thermal analyses via TGA and DSC

The mass decrements during sample heating were determined from
thermogravimetric curves, whereas the temperature of the maximum
rate of mass change (Tp,.,) was determined from the maximum of the
1st derivative of the weight loss curves [51]. According to Dandurand
et al. [51], the global trend of the three thermogravimetric plots cor-
responds to the classical thermal behavior of freeze-dried proteins. The
first stage, occurring between 25 °C and 200 °C (see Fig. 3a), is gen-
erally linked to the evaporation of water adsorbed to the protein moi-
eties, and corresponds to ca. 10% of the total sample mass, meaning
that freezing/thawing and lyophilization are equally efficient. The
second stage, occurring between 200 °C and 680 °C (see Fig. 3a) is as-
sociated with the degradation of the protein samples, namely the pro-
gressive deamination, decarboxylation and depolymerization arising
from breaking of (poly)peptide bonds, and concomitant carbonization
of the primary structure (between ca. 450 °C and 680 °C). The de-
gradation of A1l sample consists of three well-marked steps as shown by
three maxima on the 1 st derivative of the weight loss curve (see
Fig. 3b) at Tmax1 = 250 °C, Tmaxe = 320 °C and Tpaxs = 550 °C, in
contrast with the degradation of A2 and A3 crude sericin extract sam-
ples that occurs in a narrower temperature range with two maxima on
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Fig. 3. Thermogravimetric curves (a) and 1st derivative of the weight loss curves (b) of
Al samples (blue lines), A2 samples (pink lines), and A3 samples (gray lines). (For in-
terpretation of the references to colour in this figure legend, the reader is referred to the
web version of this article.)

the 1st derivative of the weight loss curve (see Fig. 3b) at
Tmax1 = 270 °C and Tax2 = 320 °C (A2 sample) and at Tppax1 = 330 °C
and Tyax2 = 580 °C (A3 sample). Our results are in agreement with the
results published by Dandurand et al. [51] pertaining to the thermo-
gravimetric analysis of peptide fragments. The 1st derivative of the
weight loss curve (i.e., the rate of mass change, see Fig. 3b) can be used
to tell the points at which weight loss is most apparent (inflection
points), viz. ca. 250 °C, 320 °C and 550 °C for A1 sample, ca. 270 °C and
320 °C for A2 sample, and 330 °C and 580 °C for A3 sample.

The results from DSC analyses of Al, A2 and A3 samples, recorded
under heating mode between 25 °C and 250 °C, are displayed in Fig. 4.
The endothermic peak observed at 49.35 °C (Al sample), 57.60 °C (A2
sample) and 58.81 °C (A3 sample) may be considered as the first order
transition commonly observed in a broad class of hydrated biopoly-
mers. By analogy with the work by Dandurand et al. [51], this en-
dothermic event is attributable to the evaporation of bound water
molecules. As already observed by TGA, degradation of the protein
moieties began above 200 °C. In the case of Al sample, the enthalpy of
the endothermic event associated with the evaporation of water mole-
cules is ca. 50 times weaker (AH = 0.06967 J/g) than the same event
produced for the crude sericin extracts (viz. AH = 3.183 J/g in the case
of A2 sample and AH = 3.549 J/g in the case of A3 sample). However,
the ratios between these enthalpies are of the same order of magnitude.
The second major endothermic events are the sharp endothermic peaks
at 134.61 °C (A1 sample, with associated melting enthalpy of 1.932 J/
g), 126.34 °C (A2 sample, with associated melting enthalpy of 168.6 J/
g) and 123.64 °C (A3 sample, with associated melting enthalpy of
146.8 J/g), associated to order — disorder transitions, which can be
considered as thermal signatures of protein (irreversible) denaturation.
The third major endothermic events are the shallow endothermic peaks
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Fig. 4. Differential scanning calorimetry thermograms of A1, A2 and A3 samples.

at 213.32°C (Al sample, with associated melting enthalpy of
0.09251 J/g), 214.73 °C (A2 sample, with associated melting enthalpy
of 2.597 J/g) and 219.87 °C (A3 sample, with associated melting en-
thalpy of 28.06 J/g), associated to degradation phenomena, which can
be considered as thermal signatures of protein carbonization.

Clearly, between order—disorder transition and degradation phe-
nomena, when comparing both crude sericin extracts (A2 and A3
samples), the one produced by freezing/thawing (A2 sample) exhibits a
melting profile range of AT = 88.39 °C, a value that is ca. 1.10 x the
one produced by lyophilization (A3 sample) (viz. AT = 96.23 °C).
These results are in close agreement with the data gathered from XRD
analyses (see Fig. 2), allowing to conclude that the A2 sample is in fact
less amorphous (see Fig. 2) than A3 sample, thus implying an increased
crystallinity of the A2 sample which compares with Al sample.

3.4. Protein content in the crude sericin extracts

A calibration curve for protein was prepared using solutions of
bovine serum albumin (BSA) in ultrapure water at several concentra-
tions in the range 0-1000 pg/mL. Using this widely used colorimetric
method for protein quantification, the Al sample exhibited a mass
protein concentration of 2.665% (w/w), whereas the A2 sample ex-
hibited a mass protein concentration of 0.436% (w/w) and the A3
sample exhibited a mass protein concentration of 1.255% (w/w).
Taking into consideration that the second extraction procedure utilized
autoclaving of cocoons in aqueous suspension prior to lyophilization, a
higher protein content was in fact expected for this crude extract (i.e.
A3 sample) since it might probably contain some residual fibroin in
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Fig. 5. Coomassie-stained (a) and silver-stained (b) electrophoretograms of Al sample
(lane 1), A2 sample (lane 2), A3 sample (lane 3) and wide-range molecular weight
markers (lanes M).

addition to sericin. The method of extraction via freezing/thawing
promotes precipitation of the (higher molecular weight) fibroin present
in the cocoons, and therefore the lower protein content in the super-
natant associated to (lower molecular weight) sericin was also ex-
pected.

3.5. SDS-PAGE analysis of crude sericin extracts

Fig. 5 depicts the results from the SDS-PAGE analysis of the super-
natants, obtained after boiling A1, A2 and A3 sample solutions in the
presence of B-mercaptoethanol and sodium dodecyl sulfate (lane M,
wide range molecular weight markers; lane 1, Al sample; lane 2, A2
sample; lane 3, A3 sample). Crude sericin extracts produced by different
extraction methods (see lanes 2 (A2) and 3 (A3) in Fig. 5) displays not
so different molecular weight ranges. The heat treatment of the cocoon
suspensions attacked the peptide bonds of the primary structure of the
protein, and therefore the A2 and A3 samples show broader bands due
to the mixture of different molecular weight peptides, an observation
that is in agreement with results published by Zhang et al. [52] and
Teramoto and Miyazawa [53].

As can be observed from inspection of the Coomassie-stained elec-
trophoretogram in Fig. 5 (upper image), the standard sericin (Al
sample in lane 1) exhibited a wide range of molecular weights, from ca.
10 kDa to ca. 100 kDa, without any isolated band standing out, whereas
the crude sericin extracts (samples A2 in lane 2 and sample A3 in lane
3) exhibited not so wider ranges of molecular weights, in the range
37 kDa-200 kDa, also without any isolated bands standing out, in close
agreement with the results published by Zhang et al. [52]. Regarding
the silver-stained electrophoretogram in Fig. 5 (lower image), a
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calibration curve performed to the proteins in the molecular weight
markers lane (lane M) resulted in the linear equation Log;o(MW,kDa)
—1.4817 X R + 2.3727 (r2 = 0.93326). A close inspection of the
silver-stained electrophoretogram allows observation of two bands, one
appearing in lane 2 (A2 sample) and one appearing in lane 3 (A3
sample). Following calculation of the relative mobility of these two
bands and application of the calibration curve, the following molecular
weights were obtained: 22.15 kDa for the band in lane 2 and 21.17 kDa
for the band in lane 3. Although these molecular weights are consistent
with the results published by Takasu et al. [54], it is noteworthy to
remember that Coomassie-staining allows determination/visualization
of protein bands with amounts higher than 70 pg, whereas silver
staining allows determination/visualization of protein bands with
amounts as little as 7 ug. Hence, the two bands appearing in lanes 2 and
3 in the silver-stained SDS-PAGE electrophoretogram could be the re-
sult of two small proteins in tiny amounts in A2 and A3 samples, re-
spectively. The appearance of a very high number of bands or smear in
a lane may be due to incomplete unfolding of the proteins upon heating
with SDS and fB-mercaptoethanol. Since we analyzed protein extracts
isolated from silk cocoons, maybe some degradation occurred giving
rise to a range of protein species. According to Takasu et al. [54], the
sericin extracted from the cocoons of Bombyx mori was found to consist
mainly of three polypeptides with molecular weights of 400 kDa,
250 kDa, and 150 kDa, as estimated by SDS-PAGE, corresponding to the
sericin present in the middle, anterior, and posterior parts of the middle
silk gland. According to other researchers [2,3,55,56,74], the molecular
weight of sericin ranges from 20 kDa to 400 kDa. Overall, the results
obtained in the SDS-PAGE analysis of both standard sericin (Al sample)
and crude sericin extracts (A2 and A3 samples) are in agreement with
the observation by several other researchers that the protein sericin is
in fact a family of proteins with molecular weights spanning from quite
low to high values.

3.6. Antimicrobial activity of sericin

The antimicrobial properties of the A1 sample (octants 3 and 4) are
quite different depending on the bacteria tested, as apparent from the
varying growth inhibition halo diameters produced (see Fig. 6). The Al
sample exhibited nearly the same antibacterial activity against S. aureus
irrespective of the mass concentration (see Fig. 6b, octants 3 and 4) but
did not exert any antibacterial effects against P. aeruginosa (see Fig. 6c¢,
octants 3 and 4), while displaying only a marginal antimicrobial ac-
tivity against E. coli (see Fig. 6a, octants 3 and 4).

Regarding the crude sericin extracts, the A2 sample displayed a
slight antibacterial activity against S. aureus (see Fig. 6b, octants 5 and
6) but had no effect whatsoever against P. aeruginosa (see Fig. 6¢, oc-
tants 5 and 6) and E. coli (see Fig. 6a, octants 5 and 6). The A3 sample
displayed a slight positive antibacterial activity against S. aureus (see
Fig. 6b, octants 7 and 8) but had no effect whatsoever against P. aer-
uginosa (see Fig. 6¢, octants 7 and 8) and E. coli (see Fig. 6a, octants 7
and 8). Regarding the antibiotic cocktail assayed (octant 1), it was more
effective in the order S. aureus > E. coli > P. aeruginosa. It may be
concluded that the crude sericin extracts exhibit varying degrees of
antimicrobial activity against S. aureus, an infectious agent usually
present in skin wounds derived or not from burns [57]. Hence, the
crude sericin extracts exhibit the potential to be used in the treatment of
skin infections.

3.7. Determination of the cytotoxicity potential of sericin, via the MTT
assay

For the cell viability assays using HUVEC cell line (permanent cell
line, endothelial cells withdrawn from the human umbilical vein), Al,
A2 and A3 samples were dispersed in DMEM culture medium. Plain
DMEM medium was used as control.

The MTT assays show cell viability (relative means of six
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Fig. 7. Results from cellular viability (via MTT assays) tests using HUVEC cell line cul-
tured in DMEM medium to evaluate the cytotoxicity of A1, A2 and A3 samples, following
exposure of cells to different mass concentrations of sericin for 24 h. Values are the means
of three experiments (n = 3), with associated standard deviations less than 0.1 in all
cases.

determinations and associated standard deviations) found after ex-
posure to increasing sericin concentrations, irrespective of the extrac-
tion procedure utilized, allowing to observe that the half maximal in-
hibitory concentration (ICso, a measure of the effectiveness of a
substance in inhibiting a specific biological or biochemical function,
which determines the concentration of product needed to kill 50% of
the cells) was not attained for all sericin samples assayed (see red line in
Fig. 7). Hence, such quantitative measure indicates how much of a
particular substance is needed to inhibit a given biological process by
half. At the sample concentrations tested in cells HUVEC, both Al and
A2 and A3 samples did not exhibit a high toxicity, with these cells
presenting a viability higher than 60% at all sample concentrations
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Fig. 6. Results obtained from the antimicrobial ac-
tivity of standard sericin (A1l sample) and crude
sericin extracts (A2 and A3 samples). Octant 1:
sterile filter paper disk plunged into an antibiotic
cocktail solution (penicillin (10,000 U.I./mL)/strep-
tomycin (10 mg/mL)); Octant 2: sterile filter paper
disk plunged into sterile ultrapure water; Octant 3:
sterile filter paper disk plunged into a Al sample
solution (10 mg/mL); Octant 4: sterile filter paper
disk plunged into a Al sample solution (20 mg/mL);
Octant 5: sterile filter paper disk plunged into a A2
sample solution (10 mg/mL); Octant 6: sterile filter
paper disk plunged into a A2 sample solution
(20 mg/mL); Octant 7: sterile filter paper disk
plunged into a A3 sample solution (10 mg/mL);
Octant 8: sterile filter paper disk plunged into a A3
sample solution (20 mg/mL). The impregnated disks
were applied directly on the surface of TSA culture
medium innoculated via smearing with a suspension
of Escherichia coli (a), Staphylococcus aureus (b) or
Pseudomonas aeruginosa (c).

tested. Although a drop of ca. 30% in cell viability (see Fig. 7) was
noticed for the smaller A2 and A3 sample concentrations, cell viability
was maintained high for all samples. HUVEC cells presented a higher
resistance to the treatment with A1l sample. In fact, the Al sample was
the one that killed cells to the lowest extent, as apparent from inspec-
tion of Fig. 7, but it was also the one that imparted the highest level of
damages to the same cells both in the Comet™ and in the Allium cepa
analyses, as will be discussed indepth below. Treatment with both A2
and A3 samples did not present significative differences with respect to
the maintenance of cell viability, but for the highest crude sericin ex-
tract (A2 sample) concentration it was possible to verify a slightly
higher toxicity upon treatment of the HUVEC cells (see Fig. 7). The
results obtained clearly show a slight decline of cell viability for all
sample concentrations, which might indicate that sericin itself is not
toxic to the HUVEC cells. For the contact of A3 sample with the cells, a
recovery of mitochondrial activity was observed for the highest con-
centration, indicating cell recovery. In spite of the concentration of
micro- and macronutrients in DMEM medium, the DMEM medium
alone promoted maintenance of full cell viability (data not shown), thus
indicating that no stress whatsoever was induced to the cells by the
culture medium.

3.8. Analysis of potential chromosomal aberrations induced by sericin, via
the Allium cepa assay

The analysis of mitotic index (obtained as Mitotic index = Number
of cells in mitosis/Total number of cells) variations and chromosomal
aberrations (obtained as Damage index = Number of damages/Total
number of cell divisions) were carried out in order to establish the
cytotoxic and genotoxic effects of crude sericin extracts produced from
Bombyx mori cocoons. No mitodepressive effects of sericin could be
observed (see Fig. 8), regardless of the extraction procedure and the
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Fig. 8. Effect of the different sericin samples (viz. A1, A2 and A3) on the mitotic index
obtained from cytogenetic analyses using HUVEC cells exposed to the sericin sample
solutions at a concentration of 20 mg/mL, and using ultrapure water as negative. The
mitotic index was calculated as the number of cells in mitosis divided by the total number
of cells, whereas the damage index was calculated as the number of damages divided by
the total number of cell divisions. * Indicate statistically non-significant relative damages
and ** indicate statistically significant relative damages.

concentration of aqueous sericin solutions used for imersion of the
adventitious Allium cepa roots formed by seed germination, with all
samples tested stimulating cell division. Compared to the negative
(ultrapure water) only Al sample exhibited a slightly high damage
index, most likely due to any preservatives added to stabilize the
commercial standard lyophilized powder. On the contrary, both A2 and
A3 samples imparted minimal damages to the cells, well below to that
of the negative (see Fig. 8).

From the statistical analyses performed to the mitotic index data,
when comparing the different sericin samples (viz. Al, A2 and A3)
between them and even when compared with the negative, no statis-
tically significant differences were found at the level of significance of
5% (95% confidence interval). Regarding the relative damage index,
the Al sample exhibited a statistically significant difference when
compared with either the remaining sericin samples or the negative, as
pinpointed in Fig. 8. Moreover, the immersion of Allium cepa roots in
the same aqueous sample concentrations during 24 h promoted mitotic
activity for all sericin samples, with the vast majority of the cells ob-
served in the prepared slides being in interphase (data not shown:
87.5% of the cells in interphase for the cells treated with the negative,
84.5% of the cells in interphase for the cells treated with A1 sample
solution, 82.2% of the cells in interphase for the cells treated with the
A2 sample solution, and 80.8% of the cells in interphase for the cells
treated with the A3 sample solution). Hence, no intracellular stress
(including DNA damage) could be observed, which otherwise could
have prevented the cells from entering mitosis (see Fig. 8). Mitode-
pressive action may be a consequence of a negative interference of the
active substances under testing with specific proteins and enzymes
which mediate DNA polymerase [58], DNA synthesis, microtubule
formation, impaired nucleoprotein synthesis and reduced level of ATP
to provide energy for spindle elongation, microtubule dynamics and
chromosomal movement [59,60]. The low damage indexes produced by
the A2 and A3 sericin samples (see Fig. 8) were directly related to a low
number of chromosomal aberrations in the chromosomes of meriste-
matic root tip cells of Allium cepa, with a low frequency of prometa-
phases, bridges and fragments (see Fig. 9). On the contrary, the Al
sample promoted the highest levels of prometaphases and fragments
(see Fig. 9). Our observations are in agreement with results published
elsewhere [61].

Allium cepa root tip cells treated with both A2 and A3 samples ex-
hibited higher average numbers of prophases, anaphases and telo-
phases, when compared to the cells treated with the A1 sample. These
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Fig. 9. Examples of normal mitotic phases in Allium cepa cells (prophase; metaphase;
anaphase; telophase) and types of chromosomal abnormalities (prometaphases, bridges,
fragments) found in Allium cepa cells exposed to Al, A2 and A3 samples.

observations are in clear agreement with the higher damage index
promoted by the Al sample. The mitotic index is a reliable parameter to
identify cytotoxicity and genotoxicity, and therefore the cytotoxicity
levels of a given compound can be determined by the increase or de-
crease in the mitotic index. Mitotic indexes lower than that of the ne-
gative control may indicate that the growth and development of ex-
posed cells have been affected by the test compound. On the other
hand, increasing mitotic indexes are the result of the induction of cell
division, and may be characterized as detrimental events to the cells by
leading to both uncontrolled proliferation and tumour formation [62].
However, the mitotic indexes observed in the research effort en-
tertained herein increased at a maximum 50% relative to the negative
control, for the cells treated with the A2 sample. These results indicate
that both crude sericin extracts do not possess the potential to induce
significant chromosomal aberrations.

3.9. Determination of the DNA damage potential of sericin, via Comet™
assay

The Comet™ assay is able to quantitatively detect the DNA damage
(genotoxic effects) caused by alkylating or oxidizing and intercalating
agents. The DNA damage indexes were calculated according to the sizes
of the cell tails produced. The tails were scored in five levels (0, 1, 2, 3
and 4), where zero and four represent the lowest and the highest comet
tail sizes respectively, with the DNA damage index (DI) being calculated

as

DI={0x >’ cells with score 0)+(1 X Y, cells with score 1)+(2 X Y, cells with score 2)+ /total number of cells-
(3 x Y cells with score 3)+(4 x Y, cells with score 4)}

The slides were analyzed using a single-blind-review in order to mini-

mize variability. To evaluate any possible genetic damage to the cells
imparted by the Al, A2 and A3 samples, the Comet™ test was carried
out with HUVEC cell line, allowing to observe significant differences
between the control and the HUVEC cell line that was exposed to the A1l
(20 mg/mL) and A3 (15 mg/mL) (see Fig. 10).

In the statistical analysis performed to each of the samples tested,
when comparing each of the different mass concentrations, no statis-
tical different results were found. Regarding the analysis performed to
compare between samples (including the control), only the Al sample
at its concentration of 20 mg/mL and the A3 sample at its concentration
of 15 mg/mL exhibited statistically relevant differences, where the Al
sample at the aforementioned concentration displayed an adjusted p-
value of 0.0262 and the A3 sample at the aforementioned concentration
displayed an adjusted p-value of 0.0060, as pinpointed in Fig. 10, when
these samples and respective mass concentrations were compared with
the negative. The odd result obtained for the intermediate mass
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Fig. 10. Relative DNA damage indexes of HUVEC cell line following exposure of cells to
different mass concentrations of sericin for 24 h. Means of three experiments with asso-
ciated o: HUVEC (control, 1.000 = 0.104; Standard (A1 sample: 10 mg, 1.374 = 0.085;
15mg: 1.298 = 0.242; 20 mg: 1.466 + 0.026); Freeze/Thaw-extracted (A2 sample:
10 mg, 1.289 + 0.228; 15mg: 1.181 * 0.004; 20 mg: 1.150 = 0.142); Lyophilized-
extracted (A3 sample: 10mg, 1.313 * 0.057; 15mg: 1.584 = 0.165; 20 mg:
1.313 = 0.179)). The inserted photos picture the Comet™ tails produced by the different
types of damaged cells encountered. @, @, and ¢ Indicate statistically non-significant
relative DNA damage indexes, and @@ and ¢4 indicate statistically significant relative
DNA damage indexes.

concentration of A3 sample might be attributed to a more loose matrix
in this crude sericin extract releasing a higher amount of bioactive
protein when compared to the highest mass concentration of crude
extract that might have hampered the release of bioactive sericin. The
results obtained for the relative damage indexes (see Fig. 8) produced
by the Allium cepa test performed to Al sample (using a concentration
of 20 mg/mL), are in clear agreement with the results produced by the
Comet™ test for the A1l sample at the same concentration, since in the
Allium cepa test a higher relative damage index was produced when
compared with both the negative and A2 and A3 samples. A statistically
significant difference was obtained between the control and Al sample
at 20 mg/mL, meaning that a possible (although not to a great extent)
genotoxic effect may be attributed to the A1l sample. The A3 sample at
15 mg/mL also presented a statistically significant difference when
compared with the control, as mentioned above. The high relative DNA
damage index imparted by the intermediate mass amount (15 mg) of A3
sample to the HUVEC cells (see Fig. 10) was due to a high count of cells
with type 2 damage. No type 4 damages were found for the HUVEC
cells treated with any of the samples tested for all of the mass con-
centrations assayed. All samples (including the control) promoted a
higher level of type 1 and type 2 damages irrespective of the mass
concentration assayed. Low levels of type 3 damages were produced by
the samples for all concentrations tested. This means that the sericin
samples tested do not possess characteristics that promote lesions in the
DNA to a great extent, as apparent from the very low levels of type 3
damages encountered. However, the Comet™ evaluation is performed

Table 1
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with a cellular exposition of 1 h, because it is a pre-testing procedure
without the need of any cellular divisions. These results are in clear
agreement with the complete lack of cytotoxic effects observed for this
cell line (see Fig. 7). Hence, the lack of cytotoxic effects is in line with
the lack of extense DNA damages, which in turn is in clear agreement
with results published by Seabra et al. [42]. These findings were in
close correlation with the absence of significant chromosomal aberra-
tions produced by the Al, A2 and A3 samples (see mitotic indexes in
Fig. 8), demonstrating a narrow range of chromosomal distortions at
the different phases of the HUVEC cell cycle (see Fig. 9).

3.10. Free radical scavenging activity of sericin

The results obtained for the DPPH radical scavenging activity of
ascorbic acid and both Al and A2 and A3 samples is displayed in
Table 1.

The crude sericin extracts showed different levels of DPPH radical
scavenging activity over the range of concentrations from 5 to 60 mg/
mL (see Table 1). The sericin extracted via the lyophilization metho-
dology (A3 sample) exhibited the strongest DPPH radical scavenging
activity compared to both the A2 sample and the Al sample. Ascorbic
acid was used as antioxidant standard at a concentration of 0.5 mg/mL
and its free radical scavenging power was found to be 96.5%. Hence,
the results obtained in the present research effort suggest that the A2
and A3 samples are capable of scavenging the free radicals (although at
different extensions) and prevent the initiation of free radicals by sta-
bilizing them to participate in any deleterious reactions. These results
are in clear agreement with the results previously published by Rangi
and Jajpura [8] and Dehpour et al. [63]. Different concentrations of silk
sericin possessed different abilities to quench the DPPH radicals. It was
observed that 15, 25 and 60 mg/mL of crude silk sericin extract sca-
venged (3.40 = 1.85)%, (45.7 * 8.26)% and (44.2 * 16.9)% of
DPPH radicals, respectively (see Table 1). Fan et al. [64] refer in their
work that the functional groups present in the aminoacid moieties Cys,
Tyr and His that compose the primary structure of sericin reduce and
decolorize DPPH via their hydrogen-donating ability. Hence, it is not
surprising to conclude that silk sericin contains electron donors that
react with free radicals to convert them to more stable products and
terminate the radical chain reaction.

3.11. EDXRF analyses

The mulberry (Bombyx mori) silk cocoon is an insect-engineered
biomaterial structure. Several wild silk cocoon species as well as spider
silk have been found to possess higher elemental contents (Na, K, Cl,
Mg, S, Cu, Ca, P, Zn) [65]. Copper has also been shown to be involved in
the silk formation process by Bombyx mori [65]. It has been suggested
that Na, Cl and K ions do play a role in the formation of spider silk
[66,67]. Some of the wild silk cocoon species possess calcium oxalate
crystals on their outer surfaces [68,65]. Calcium oxalate crystals are
not, however, present to a large extent in the Bombyx mori cocoon
surface [65]. Fig. 11 shows the typical X-ray fluorescence spectrum of a

Antioxidant activity (%) of the sericin samples, as free radical scavenging ability measured via the DPPH methodology.

Concentration (mg/mL)

Free (relative) radical scavenging activity (%) [average (n = 3) %= o]

Ascorbic acid Standard sericin

Freeze/Thaw extracted sericin Lyophilized extracted sericin

0.5 96.50 = 0.23 -
5 - 0.51 + 0.23
15 - 8.01 = 0.20
25 - -
60 - -

3.40 1.85
45.68

44.18

8.26
16.85

I+ 1+

0.81 1.96
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Bombyx mori cocoon (a) and the fluorescence spectra of A1, A2 and A3
samples (b). The major chemical elements found are pinpointed in
Fig. 11.

The measured spectra were analyzed with the XRS-FP™ software
package provided by Amptek Inc., taking into account both escape
peaks and sum peaks, and representing the background with a poly-
nomial function. In the plain cocoon (see Fig. 11a), one found a large
amount of Ca and K and trace amounts of sulfur S, Cl, Cr, Fe, Ni and Cu.
In the fluorescence spectrum of the Al sample, the major chemical
elements found were sulfur and chloride, and a minimal amount of
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Fig. 11. EDXRF spectra of both whole Bombyx mori cocoons (a) and Al (black lines), A2
(red lines) and A3 (blue lines) samples (b). The YY axis represents the number of char-
acteristic X-ray counts that reached the detector, while the XX axis represents the energy
of the characteristic X-rays. (For interpretation of the references to colour in this figure
legend, the reader is referred to the web version of this article.)

calcium (see Fig. 11b). Regarding the crude sericin extracts (A2 and A3
samples), low amounts of S and iron were found in the same propor-
tions. The crude sericin extract produced by lyophilization (A3 sample)
displayed, however, higher amounts of Ca and K. Ca was found in re-
latively large amounts in Bombyx mori cocoons, and also in higher
amounts in the A2 and A3 samples, most likely due to concentration
during the extraction procedure. Since calcium oxalate crystals are
usually not present in the Bombyx mori cocoon surface [65], they were
not observed in the field emission scanning electron microscopy
(FESEM) analyses. The presence of Cu in the Bombyx mori cocoons is in
clear agreement with the results published by Tulachan et al. [65],
Wilaiwan et al. [69], Zong et al. [70] and Zhou et al. [71].

3.12. XRT analyses

A cocoon is a natural polymer (protein) composite shell exhibiting a
very special hierarchical porous microstructure that enables the cocoon
to possess outstanding mechanical properties [72]. The Bombyx mori
silkworm cocoon naturally “breaths”, due to its superior heat and
moisture transport capabilities as well as oxygen transportation [72].
From the tomographic analyses via X-ray transmission performed to a
section of the Bombyx mori cocoon wall (see Fig. 12), a homogeneous
surface can be observed.

Due to absorbing more radiation, because of its higher atomic
density, the fibers (in green on Fig. 12) are in greater evidence, whereas
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void spaces appear in black. A comparative porosity analysis of the
Bombyx mori cocoon wall can be found in Table 2.

Anisotropy can be defined as a difference, when measured along
different axes, in a material's physical or mechanical properties (e.g.
absorbance). The degree of anisotropy, calculated as Degree of ani-
sotropy = (1 — [min Eigenvalue/max Eigenvalue]), is O for total
isotropy and 1 for total anisotropy. Hence, as can be seen from in-
spection of the data in Table 2, the degree of anisotropy is 0.790 for the
cocoon wall, a value that is more close to anisotropy than to isotropy in
the aforementioned scale. Being the silk cocoon an insect-engineered

Fig. 12. Images obtained by tomographic analyses via X-ray transmission (XRT) of the
Bombyx mori cocoon, being (a) a cross-cut profile image of the cocoon wall, and (b) slant
profile image of the surface of the cocoon. Three-dimensional image slices were gathered
using an operating voltage set at 29 kV and electric current with 415 pA.

biomaterial with an woven structure, this result is easily under-
standable under the light of the FESEM images displayed in Fig. 13a.
When analyzing the structure of the cocoon wall, one finds that it has a
low volume of closed pores (viz. 1.55 x 10~ °> mm?®) corresponding to
an open porosity of 51.83% and a total porosity of 51.89% (see
Table 2). These results are in clear agreement with the high porosity
observed for Bombyx mori silk cocoons [65,72,73].

3.13. FESEM analyses

The FESEM images of the (smooth) outer surface of Bombyx mori silk
cocoon wall allows to observe a woven fibrous matrix (see Fig. 13).

Calcium oxalate crystals were not found in the Bombyx mori cocoon
surface, a results that is in agreement with results published by
Tulachan et al. [65]. The silk fiber threads of the Bombyx mori cocoons
were found to be slightly thicker (=30 microns, see Fig. 13b) than
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Table 2
Results obtained from the tomographic analyses via X-ray transmission performed to the
plain Bombyx mori cocoons.

Parameter Bombyx mori cocoons
Number of layers 201

Pixel size (um) 6.918
Total VOI (volume of interest), TV (mm?) 2.627
Object volume, Obj.V (mm®) 1.264
Percent object volume, Obj.V/TV (%) 48.112
Total VOI surface, TS (mm?) 25.370
Object surface, Obj.S (mm?) 138.688
Intersection surface, i.S (mm?) 8.840
Object surface/volume ratio, Obj.S/Obj.V (mm ™) 109.715
Object surface density, Obj.S/TV (mm ') 52.787
Degree of anisotropy, DA 4.768 (0.790)
Eigenvalue 1 -0.187
Eigenvalue 2 0.276
Eigenvalue 3 0.892
Number of closed pores, Po.N(cl) 1993
Volume of closed pores, Po.V(cl) (mm?) 0.00155
Surface of closed pores, Po.S(cl) (mm?) 0.824
Closed porosity (percent), Po(cl) (%) 0.123
Volume of open pore space, Po.V(op) (mm®) 1.362
Open porosity (percent), Po(op) (%) 51.829
Total volume of pore space, Po.V(tot) (mm?®) 1.363
Total porosity (percent), Po(tot) (%) 51.888
Euler number, Eu.N —22606
Connectivity, Conn 28196
Connectivity density, Conn.Dn (mm ~3) 10731.817

those analyzed by Tulachan et al. [65] for the same type of silk cocoon
origin, as can be seen from inspection of the FESEM photomicrographs
depicted in Fig. 13, with pores quite visible in the Bombyx mori silk
cocoon biostructure, a result that is also in close agreement with those
published by Tulachan and colleagues [65]. Additionally, a close in-
spection of the photomicrographs in Fig. 13 allows to clearly observe
the fibroin fibers (see inserted red arrows in Fig. 13b-d) surrounded by
the glue that keeps them in place, i.e., the protein sericin (see inserted
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green arrows in Fig. 13b-d).

4. Conclusions

The two extraction methods assayed allowed to produce crude
sericin extracts with the chemical aspect of sericin preserved, with an
amorphous behavior without peaks of crystallinity. Both crude extracts
displayed the thermal signatures of protein denaturation and carboni-
zation. However, the A2 sample was found to be less amorphous than
its A3 counterpart, thus implying an increased crystallinity of the A2
sample, which compared to the commercial sericin standard. The A2
sample exhibited a mass protein concentration of ca. 30% that of the A3
sample, but with a higher sericin content than the later. The crude
sericin extracts exhibited a wide range of molecular weights
(37 kDa-200 kDa), as apparent from the smears in the SDS-PAGE gel,
without any isolated bands standing out. The ICs, value was not at-
tained for any of the crude sericin extracts, with these samples not
exhibiting a high toxicity to HUVEC cells and presenting a cell viability
higher than 60% at all sample concentrations tested. No mitodepressive
effects of sericin could be observed regardless of the extraction proce-
dure and the concentration of aqueous sericin solutions. The A2 and A3
samples were capable of scavenging free radicals (althoug to different
extents). In the plain Bombyx mori cocoons, one found a large amount of
Ca and K and trace amounts of S, Cl, Cr, Fe, Ni and Cu. Regarding A2
and A3 samples, low amounts of S and Fe were found. The A3 sample
displayed, however, higher amounts of Ca and K. Ca was found in re-
latively large amounts in the cocoons, and also in higher amounts in A2
and A3 samples, most likely due to concentration during the extraction
procedures. Since calcium oxalate crystals are usually not present in the
Bombyx mori cocoon surface, they were not observed in the FESEM
analyses. The crude sericin extracts produced were found to be suitable
for biopharmaceutical applications, a conclusion fully supported by the
results gathered from the physico-chemical and biological character-
ization that was entailed.

Fig. 13. FESEM photomicrographs of the Bombyx
mori cocoon, at several magnifications (a: x100; b:
X 2000; c¢: xX600; d: x2000). Inserted red arrows
point to fibroin whereas inserted green arrows point
to sericin (acting as the glue that keeps fibroin fibers
together in place). (For interpretation of the refer-
ences to colour in this figure legend, the reader is
referred to the web version of this article.)
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mori cocoons in a biopolysaccharide film:
bio-origami for skin regeneration
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Abstract: Development and optimization of a bioorigami film with impregnated silk sericin was pursued, for skin regeneration
applications. The selected bioorigami exhibited a homogeneous and translucid appearance, and devoid of any fractures or cracks.
Several formulations were produced, with varying integrated sericin contents, viz. 0, 1, 2, 5, 10, 20 and 50 mggcsicin/MLpicorigami- The
optimized bioorigami presented antioxidant activity, as expected, indicating a potential utilization in skin regeneration with
prolonged release of the bioactive protein. The infrared spectra of the bioorigami films integrating silk sericin indicated that the
protein did not engage in any bonds with the polymeric matrix, which otherwise could have reduced its antioxidant activity. The
mechanical resistance tests produced good results, indicating that the bioorigami may be utilized in different locations of the human
body with skin lesions. The physico-chemical characteristics of the several bioorigami films produced were evaluated in detail, via
FTIR, XRD, XRF, XRT, TGA, DSC, transdermal protein permeation, kinetics of protein release from the bioorigami films, and free
radical scavenging activities. The results gathered clearly suggest that the optimized bioorigami films integrating crude sericin
extract had both obvious radical scavenging effects with the 2.2-diphenyl-1-picryl-hydrazil (DPPH) assay, and exhibited prolonged

release of the bioactive protein, further suggesting potential biopharmaceutical applications such as skin regeneration.
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kinetics of protein release; skin regeneration; chemical characterization

* Author to whom all correspondence should be addressed at Universidade de Sorocaba (UNISO), Cidade
Universitaria Prof. Aldo Vannucchi, Rod. Raposo Tavares km 92.5, CEP 18023-000 Sorocaba/SP, Sdo
Paulo, Brazil [victor.balcao@prof.uniso.br; Tel.: 00 55 (15) 2101 7029, Fax: 00 55 (15) 2101 7000].

This manuscript has been submitted for publication in Process Biochemistry.

It is not to be reproduced or cited without the written permission from the authors.



42

43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69

70

1. Introduction

Biopolysaccharyde films can be considered controlled release systems for drugs of topical application,
depending on both the type of formulation and application in which they are used (Andrews et al., 2009),
being three-dimensional networks of hydrophilic biopolymers which, upon contact with a moist surface,
swell and may release the drug by different mechanisms (Ganji et al., 2010). Hence, biopolysaccharyde
films are of particular interest in the treatment of damaged skin due to their intrinsic low toxicity, potential
for extended release of drugs and ability to keep the skin hydrated (Yan and Pochan, 2010; Murphy et al.,
2012; Song et al., 2012). Poly(vinyl alcohol), also known as polyvinyl alcohol (PVA) (extensively used to
produce hydrogels aiming at the treatment of topical ulcers), is a non-toxic, biocompatible polymer which
has excellent film forming properties and ease of processability, as well as mechanical, thermal and
chemical resistances (Liu et al., 2009; Hwang et al., 2010; Song et al., 2012; Gupta et al., 2002).
Considering the growing importance of hydrogels as pharmaceutical forms for controlled release of drugs,
the aim of the present research work was to develop and evaluate a biopolysaccharyde film, herein coined as
a bioorigami film due to the intended characteristics and mode of use, using PVA, carrageenan and xanthan
gums as raw materials, containing incorporated silk sericin extracted from Bombyx mori cocoons, for
antioxidant topical applications. Sericin from the cocoons of the silkworm Bombyx mori is a water-soluble
globular glycoprotein, collectively representing a family of proteins with molecular weights ranging from
ca. 10 kDa to ca. 310 kDa (Tao et al., 2005) or from 20 kDa to 400 kDa (Kunz et al., 2016; Gimenes et al.,
2014). Sericin is primarily amorphous and water soluble, acting as a gum binder to maintain the structural
integrity of the cocoon (Chopra and Gulrajani, 1994). Sericin is rich in serine (ca. 32%), aspartic acid (ca.
16.8%) and glycine (ca. 8.8%), and thus possesses a high concentration of hydroxyl groups (Cho et al.,
2003). Sericin has been found to exhibit several biological (beneficial) activities, spanning from
antityrosinase properties, promotion of collagen production (important in wound healing applications on
both skin and corneal tissues), anti-inflammatory activity, antitumoural activity, anti-ageing and anti-
wrinkle, antimicrobial, use in controlled drug-releasing biomaterials to promote stability and prolonged
release, to antioxidant (Rocha et al., 2017). Due to the uniqueness of this globular protein (representing in
fact a family of proteins), silk sericin has great potential to be used in biopharmaceutical products (Rocha et
al., 2017). Hence, silk sericin was considered in this research effort for a new potentially valuable skin
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regeneration product, following a previous research entailed with the major goal of extracting and fully
characterizing this potential multipurpose protein. The optimized bioorigami film formulations integrating
silk sericin was subsequently fully characterized physicochemically, encompassing determination of pore
size and porosity via X-ray tomography, surface morphology via Field Emission Scanning Electron
Microscopy (FESEM), thermal analyses via Thermogravimetry (TGA) and Differential Scanning
Calorimetry (DSC), infrared spectrophotometry with Fourier transform (FTIR), X-ray computed
tomography, X-ray fluorescence (EDXRF), X-ray diffraction analyses (XRD), transdermal permeation

studies and kinetics associated with the sericin release process.
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2. Materials and methods

2.1. Materials

2.1.1. Chemicals. All reagents used were of analytical grade or better, and were used without further
purification. Tap water was purified in a Master System All (model MS2000, Gehaka, Sao Paulo/SP, Brazil)
to a final resistivity of ca. 18.18 MQ.cm and conductivity of 0.05 pS.cm™. Sericin (ref. SIGMA $5201-1G),
Coomassie Brilliant Blue G250 (ref. SIGMA 27815-25G-F), ortho-phosphoric acid (85%, v/v; ref. SIGMA
V000145-1L), UVASOL™ ethanol for spectroscopy (99.8%, v/v; ref. SIGMA 32205-1L), methylparaben
(ref. SIGMA 47889) and DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) (ref. SIGMA D9132-1G), were purchased
from Sigma-Aldrich (St. Louis MO, USA). Polyvinyl alcohol (PVA) with an hydrolysis degree of 98%
(PVA98) was purchased from Neon Comercial Ltda. (Suzano/SP, Brazil). Glycerol was purchased from
Cinética (Jandira/SP, Brazil). Carrageenan (GENUVISCO® CG-131) and xanthan (XANTURAL® 180)
gums were a kind gift from CPKelco (Limeira/SP, Brazil). Methylparaben was acquired from Synth

(Diadema/SP, Brazil).

2.1.2. Biological materials. The Bombyx mori cocoons were a kind gift from Fiagdo de Seda BRATAC

S.A. (Londrina/PR, Brazil). The bacterial strains utilized in the antimicrobial assays were Staphylococcus
aureus CCCD-S007, Pseudomonas aeruginosa CCCD-P004, and Escherichia coli CCCD-E003, supplied by
CEFAR Diagnéstica (Jurubatuba/SP, Brazil). The microbiological growth media utilized were BHI (Brain
Heart Infusion) from HiMedia Laboratories (Mumbai, India) and TSA (Tryptic Soy Agar) from KASVI

(Curitiba/PR, Brazil).

2.2. Experimental procedures

2.2.1. Extraction of sericin. Sericin was extracted from the cocoons of Bombyx mori following the

procedure described in detail elsewhere (Rocha et al., 2017).
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2.2.2. Experimental factorial design for optimization of plain bioorigami films with
appropriate mechanical properties. A 3” full factorial design approach (encompassing two variables
each one set at three levels), thus requiring a total of nine formulations producing nine experiments, was
applied to fully maximize the experimental efficiency with a minimum of experiments. The two different
variables (carrageenan and xanthan gum concentrations) at three levels each, low (-1), medium/central (0)
and high (+1), and their influence upon the mechanical properties of the biopolysaccharydic films produced
(BPFi) were duly studied. The independent variables were carrageenan and xanthan gum concentration,
whereas the established dependent variables under scrutiny were the mean mechanical properties, viz.
resistance to traction, resistance to perforation and resilience. For each independent variable, the low,
medium and high values of the lower, central and upper levels were assigned a (-1), (0) and (+1) sign,

respectively (see Table 1).

Insert Table 1 here

All formulations were produced according to the experimental factorial design depicted in Table 1,
integrating constant amounts of PVA (1.25%, w/w; to induce polymerization), glycerol (2.50%, w/w; to
induce plasticity) and methylparaben (0.1%, w/w; to inhibit fungal growth), thus yielding nine (plain)

biopolymeric film formulations (see Table 2).

Insert Table 2 here

2.2.3. Production of bioorigami films with varying sericin concentrations, departing from the
optimum formulation arising from the experimental factorial design. After determination of the
optimal biopolyssacharydic levels leading to a suitable film in terms of mechanical properties (viz. adequate
resistance to traction and perforation, and resilience) while maintaining a good level of malleability, such
levels were used for production of different films with varying amounts of sericin. Hence, a total of seven

films were produced integrating sericin according to the data included in Table 3.
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Insert Table 3 here

All bioorigami film formulations were produced departing from the optimum levels of carrageenan and
xanthan gums (see Table 2), with added constant amounts of PVA (1.25%, w/w; to induce polymerization),
glycerol (2.50%, w/w; to induce plasticity) and methylparaben (0.1%, w/w; to inhibit fungal growth), and

further integrating sericin at different levels.

2.2.4. Moisture content analyses via infrared heating. Moisture content determination of the
bioorigami films was carried out in an infrared moisture analyzer from Shimadzu (model MOC63U, Kyoto,
Japan), equipped with a programmable timer, self-calibration and temperature adjusting between 50 °C and
200 °C, with parameters set at temperature of 60 °C in "slow" mode. For the moisture determinations, 20 mg

samples of the bioorigami films were heated up to 120 °C.

2.2.5. Fourier Transform Infrared spectrophotometry (FTIR) analyses. The FTIR spectra of all
bioorigami films integrating sericin were gathered using a Fourier Transform Infrared 100
Spectrophotometer from Agilent (model Cary 630, Santa Clara CA, U.S.A.), in the wavenumber range from

4000 cm™ to 400 cm™', with a resolution of 2 cm™, and using Happ-Genzel apodization.

2.2.6. X-ray diffraction (XRD) analyses. X-ray diffractograms of all bioorigami films integrating
sericin were gathered in a X-ray Diffractometer from Shimadzu (model XRD7000, Kyoto, Japan), using X-
ray radiation from a copper lamp with radiation Ka (A = 1.5418 A) filtered through a Cu target. The X-ray
scanning was performed at diffraction angles of 2-Theta (from 5° to 90°, with increments of 0.02 degrees

and rate of 2°.min""), with a voltage o , electric current intensity o mA, and X-ray power o .
d £2°.min™), with Itage of 40 kV, electri i ity of 30 mA, and X-ray p f3 kW

2.2.7. Thermal analyses via thermogravimetry (TGA) and differential scanning calorimetry
(DSC). Thermogravimetric characterization of all bioorigami films integrating sericin was accomplished

via TGA analysis whereas thermal analyses were pursued by DSC. The TGA analyses were carried out

using a thermogravimeter from TA Instruments (model 2050, New Castle, U.S.A.), whereas the DSC
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analyses were carried out using a differential scanning microcalorimeter from TA Instruments (model
MDSC 2910, New Castle, U.S.A.). Thermal characterization of all bioorigami films integrating sericin was
accomplished via both TGA and DSC, following the procedure described by Rocha et al. (2017). Samples
(DSC calorimetric assays: ca. 4.46 mg Biool, 5.60 mg Bioo2, 11.22 mg Bioo3, 5.52 mg Bioo4, 10.25 mg
Bioo5, 5.01 mg Bioo6 or 3.99 mg Bioo7; TGA analyses: ca. 9.10 mg Biool, 10.09 mg Bioo2, 5.61 mg
Bioo3, 6.29 mg Bioo4, 13.61 mg Bioo5, 13.31 mg Bioo6 or 4.89 mg Bioo7) were weighed directly into the
interior of high-pressure aluminium pans, and duly sealed by pressure. A reference aluminum pan was also
prepared by simply sealing air inside an empty case. The samples were then subjected to a linear
temperature increase from ca. 20 °C up to 250 °C, at a constant heating rate of 10 °C min™', under an inert
atmosphere maintained with a constant flow of argon of 50 mL min™', during which the amount of heat
absorbed by the bioorigami samples was recorded. During the analyses, data (heat absorption) was gathered

at a sampling rate of 0.2 seconds per data point.

2.2.8. Protein quantification via modified Bradford method. A modification of the Bradford
method for protein quantification was used according to the procedure described by Robyt and White (1990)
and Balcdo et al. (1996). Aliquots of 500 pL of the receiving fluid (phosphate buffer, pH 7.4) in the Franz
cells were added to 4.5 mL of the working solution of Coomassie Brilliant Blue G-250 (prepared according
to the procedure described elsewhere (Robyt and White, 1990; Balcdo et al., 1996)), incubated at room
temperature for 5 min and absorbance was measured at 595 nm using disposable plastic cuvettes (Kartell) in
a UV-Vis Spectrophotometer from Agilent (model Cary 60 UV-Vis, Santa Clara CA, U.S.A). A calibration
curve for protein was prepared using solutions of bovine serum albumin (BSA) in phosphate buffer (pH 7.4)
at several concentrations in the range 0-1000 pg/mL: AbSsosam = 1.6554 X Cprot / (0.1922 + Cpiop) (r =

0.99529).

2.2.9. Evaluation of the free radical scavenging activity via the DPPH method. The potential for
free radical scavenging activity of the bioorigami films integrating variable amounts of sericin, using the
DPPH reagent, was evaluated by a method described by Wu et al. (2007), Amarowicz et al. (2004) and
Caetano et al. (2015) with slight modifications. To (10 x 10) mm square samples of the bioorigami films,

3500 pL of freshly prepared DPPH radical in a methanol solution (1.0x10™* mol/L) was added. After

7
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reaction for 25 min at room temperature (25 °C), in the dark, the reaction mixtures were centrifuged at 6400
rpm for 5 min. The decolorizing result of the supernatant was then assayed spectrophotometrically at 517
nm and compared with a blank control containing bioorigami film and pure methanol instead of DPPH. In
addition, a blind control containing methanol and ultrapure water instead of bioorigami film (500 pL

ultrapure water added to 3500 pL. of methanol) was also assayed. Calculation of free radical scavenging

activity was carried out using the equation Scavenging activity (%):(I-TSQ—::::)XIOO, where scavenging

activity refers to the free radical scavenging percentage, Absgmplc refers to the absorbance of the bioorigami
film at 517 nm, and Absying refers to the absorbance of the blind control at 517 nm. The spectrophotometer

was zeroed with plain ultrapure water.

2.2.10. Mechanical resistance properties. Mechanical properties of the bioorigami films were
evaluated using a texturometer from Stabile Micro Systems (model TA-TX Plus, Godalming, United
Kingdom), evaluating parameters such as resistance to perforation, resistance to traction, and resillience.
The determination parameters were set as distance of 5 mm for the perforation resistance tests, distance of 2
mm for both resillience and relaxation tests, and a maximum force of 5 kg for all tests. All determinations
were performed in triplicate. Sample dimensions were 2cm x 5 cm for resistance to traction, and 2cm x 2 cm

for resistance to perforation and resilience.

2.2.11. Transdermal permeation and Kinetics of protein release from the bioorigami films. The
sericin release capability of the several bioorigami films was evaluated via transdermal permeation studies
in a DHC-6T Transdermal System from LOGAN INSTRUMENTS CORP. (Somerset NJ, U.S.A.). For these
assays, thawed porcine ear skin (previously prepared according to the procedure described by Salerno et al.
(2010)) disks (0.5 mm thick x 30 mm ¢.,) were cut and clamped in place between the acceptor and donor
chambers on top of the Franz diffusion cell support (possessing a central hole with 15 mm ¢.y). On top of
these porcine ear skin disks, a disk of bioorigami film with the same external diameter (30 mm ¢.x) Was
carefully placed eliminating any air bubbles, and 3 droplets of phosphate buffer (pH 7.4) were added so as to
moisturize the bioorigami film. To the bottom glass receptacle of the Franz diffusion cell (possessing a

small cylindrical teflon-coated magnetic stirring bar), 8 mL of (degassed) phosphate buffer (pH 7.4) were
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carefully injected until touching the lower surface of the porcine ear skin disk. Care was taken to ensure that
no air bubbles resided in the acceptor chamber, and skin was stretched to minimize the presence of furrows.
At pre-determined time intervals (viz. 0, 0.25, 0.50, 1, 3, 6, 9, and 12 h), 2 mL-samples were withdrawn
from the receiving fluid beneath the porcine ear skin disk, and 2-mL of fresh phosphate buffer (pH 7.4) were
duly added so as to reset the volume. Each sample was then assayed for protein quantification via the

modified Bradford method, as described earlier.

2.2.12. Study of the kinetics of protein release (bioavailability) from the bioorigami films.
Bioactive protein release experiments were carried out by measuring the concentration of protein in a
phosphate buffer (pH 7.4) medium contacting the lower surface of bioorigami films. Bioorigami disks (0.5
mm thick x 30 mm ¢.) Were cut, containing 0.0325 mg protein (bioorigami with 1 mggicin/mLm), 0.1108
mg protein (bioorigami with 2 mgericin/MLgim), 0.2685 mg protein (bioorigami with 5 mggericin/ML i), 0.3940
mg protein (bioorigami with 10 mggericin/MLgim), 1.6180 mg protein (bioorigami with 20 mggeicin/mLgim), and
2.565 mg protein (bioorigami with 50 mggerici/mLgim), and their lower surfaces were placed in contact with 8
mL of phosphate buffer (pH 7.4) at room temperature (25 °C £+ 0.1 °C). At pre-determined time intervals,
aliquots from the phosphate buffer (pH 7.4) contacting the bioorigami films were withdrawn and assayed for
protein content via the modified Bradford method as described earlier. The experiments were terminated

when a protein concentration plateau was reached.

2.2.13. Determination of elemental composition by X-ray fluorescence (XRF) analyses. The
elemental composition of selected bioorigami films loaded with variable amounts of sericin was determined
using a X-ray fluorescence spectrometer with energy dispersion (EDXRF) from Amptek (Bedford,
Massachusetts, U.S.A.), which comprised an Ag anode and a 25 mm?* SDD X-ray detector with a resolution
of 128 eV at the Mn-Ka line. The voltage applied to the X-ray tube was of 30 kV, 10 pA of current, with
10% lag time in the detector. All measurements were carried out using atmospheric air, and the measuring
time was set at 300s (live time) for each sample. A collimator with an aperture of 1 mm was used in the exit
of the X-ray source. The spectra were gathered sequentially, with a resolution of 0.02 keV, from 0 keV to 30

keV.
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2.2.14. Tomographic analyses via X-ray transmission (XRT). The tomographic images of the
cocoon wall were gathered using a 3rd generation computed X-ray transmission tomograph (Oliveira Jr. et
al., 2009) from Bruker microCT (model SkyScan 1174, Kontich, Belgium). The bioorigami film samples
were fixed in a hollow support and placed inside the tomograph chamber, and image slices were gathered
using the following configurations of the tomographic system: operating voltage set at 35 kV and electric
current with 661 pA. The technique employed for obtaining the tomographic image involved acquisition of
a large number of radiographs of the object (image slices), obtained by measuring the intensity of X-rays
transmitted through the bioorigami films, at different angular positions. The bioorigami film samples were
rotated 180°, with angular increments of 0.8°, producing 225 radiographs (projections) per image, each
containing 1304x1304 (width x height) pixels with a spatial resolution of 6.92 um. The exposure time per
projection was 5000 ms. At the outlet of the X-ray source one utilized an Al filter with 0.25 mm thickness.
Appropriate mathematical algorithms were then used to reconstruct the three-dimensional (3D) tomographic
images of the bioorigami film samples, through the appropriate composition of bi-dimensional (2D) images.
The 3D images possessed 652x652x652 pixels and the same spatial resolution of the 2D images, and thus
the volume of data generated for each bioorigami film sample is isotropic with relation to the spatial
resolution. Having all the projections (radiographs gathered at each angular position), one utilized the
software NRecon™ from Bruker (version 1.6.9.4, Kontich, Belgium), which uses the algorithm of Feldkamp
et al. (1984) in the process of reconstructing the tomographic images, and the software CTVox™ (version
2.6.0 r908-64bit, from Bruker microCT), CTan™ (version 1.13.5.1-64bit, from Bruker microCT) and CTvol

(version 2.2.3.0-64bit, from Bruker microCT) for processing the tomographic images.

2.2.15. Dispersive Energy Scanning Electron Microscopy analyses (DESEM). The surface and
morphology of the bioorigami films were observed in a dispersive energy scanning electron microscope
(DESEM) from LEO Electron Microscopy/Oxford (model Leo 440i, Cambridge, United Kingdom)
equipped with a EDS detector (model 6070, Cambridge, United Kingdom). Samples of of the bioorigami
films were cut and sputter-coated with a Au film (92 A thickness) via cathodic pulverization on a carbon
layer produced by evaporation in a metalizing device (Sputter Coater POLARON) from VG Microtech
(model SC7620, Uckfield, United Kingdom). Microphotographs were gathered using electron beams with

acceleration speeds of 10-20 keV via random scanning.
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3. Results and discussion

Sericin extraction from the silk cocoons of Bombyx mori was carried out as described in detail elsewhere
(Rocha et al., 2017). The experimental factorial design undertaken to define the best biopolysaccharide
composition and associated mechanical properties for the bioorigami films (see Table 1) yielded as best
composition for the bioorigami films those of the level (+1)(0) [(carrageenan gum)(xanthan gum)] (see
Table 2). Departing from this (optimal) composition leading to bioorigami films with the highest values of
resilience, resistance to perforation and resistance to traction, six bioorigami films were produced (see Table
3) integrating the same factorial level of (carrageenan gum)(xanthan gum) (viz. (+1)(0)) and variable
amounts of sericin (viz. 0, 1, 2, 5, 10, 20 and 50 mggcricin/MLgim). In a review paper by Baker et al. (2012),
these researchers claim that it is possible to produce soft hydrogels with ca. 10% (w/w) PVA and rigid
hydrogels with ca. 50% to 60% (w/w) PVA. The major purpose of the research effort described herein was
to produce a bioorigami biopolysacharide film with malleability, although with a certain resistance so that it
could be utilized for topical applications. The average moisture content of the several bioorigami films
produced ranged between (56.81 + 0.44) % (w/w) and (32.28 + 1.47) % (w/w) for the bioorigami films

integrating 0 mggericin/MLp1m and 50 mggeicin/MmLgim, respectively.

3.1. Fourier Transform Infrared (FTIR) analyses. A plot of intensity versus radiation frequency,
known as infrared spectrum, allow to characterize the functional groups in a given material, making FTIR
spectrophotometry widely used in the analysis of the structure of (bio)polymeric systems. FTIR
spectrophotometry may allow to clarify possible interactions between the loaded protein and the
biopolymeric matrix of the bioorigami film, via analysis of the functional groups present in the different
constituents involved in the process. The infrared spectra of (a) lyophilized crude sericin extract, (b) plain
bioorigami film, (¢) bioorigami film loaded with 1 mg/mL sericin, (d) bioorigami film loaded with 2 mg/mL
sericin, (e) bioorigami film loaded with 5 mg/mL sericin, (f) bioorigami film loaded with 10 mg/mL sericin,
(g) bioorigami film loaded with 20 mg/mL sericin, and (h) bioorigami film loaded with 50 mg/mL sericin,

are displayed in Fig. 1.
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Insert Fig. 1 here

Comparing the spectrum of lyophilized crude sericin extract (see Fig. 1a) with the spectrum of the plain
bioorigami film (see Fig. 1b) and the spectra of the bioorigami films loaded with sericin (see Figs. 1c-h), the
same characteristic peaks can be observed with only minor variations in peak intensity, viz. at wavenumbers
1398 cm™, 1423 cm™, and 1409 cm™. This clearly suggests that the chemical aspect of sericin was preserved
during integration into the bioorigami films. According to Gupta et al. (2014), protein molecules may
present characteristic energy absorption between wavenumbers 1650 cm™ to 1630 cm™ for primary amides,
between wavenumbers 1540 cm™ to 1520 cm™ for secondary amides and between wavenumbers 1270 cm™
to 1230 cm™ for tertiary amides. From inspection of the transmittance spectra depicted in Fig. 1a, one can
observe peaks within the wavenumber range probably representing primary amides at approximately 1620
cm™ due to the stretch of the carbonyl group (C=0), secondary amides at approximately 1519 cm™ and
tertiary amides in the region of 1238 cm™ due to the stretch of the bond C-N. Additionally, the positions of
these peaks confirm the protein, such as 1650 cm™ (random coil), and 1613 cm™ (beta-sheet), for primary
amide, 1540 cm™ (random coil) and 1520 cm™ (beta-sheet) for secondary amide, and 1270 cm™ (beta-sheet)
and 1230 cm™ (random coil) for the tertiary amide (Gupta et al., 2014). The bioorigami films (see Figs. 1b-
h) produced very similar infrared spectra, irrespective of the presence of protein in the film, with a major
peak produced between 3274 cm™ and 3308 cm™, corresponding to OH groups in water, and another major
peak at 1648 cm™ (Fig. 1b), 1650 cm™ (Fig. 1c), 1650 cm™ (Fig. 1d), 1650 cm™ (Fig. le), 1655 cm™ (Fig.
1f), 1655 cm™ (Fig. 1g), and 1639 cm™ (Fig. 1h) corresponding to a stretch of the C=0 group of primary
amides, most likely due to the strong hydrophilic character of primary amides. The stretching vibrations
observed in the wavenumber region between 3274-3308 cm™ (Reis et al., 2006), accounting for the large
peaks observed is most likely accounted for by hydroxyl groups from water molecules. Characteristic peaks
indicative of protein lie between 1390 cm™ to 1250 cm™ for C-N bonds, between 1640 cm™ and 1500 cm™
for N-H groupings, and between 3500 cm™ and 3300 cm™ corresponding to OH groups in water (Mehta et
al., 2013). The infrared spectra displayed in Fig. 1 clearly suggest that the chemical aspect of the protein
moiety was preserved during production of the bioorigami films, allowing to conclude that the sericin
protein did not engage in any chemical interactions with the bioorigami components, only being carried by

the film, which otherwise could have reduced its antioxidant activity.
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3.2. Thermal analyses via TGA and DSC. Mass decrements during heating were evaluated from
thermogravimetric curves, whereas the temperature of the maximum rate of mass change (T.) was
determined from the maximum of the 1st derivative of the weight loss curves. According to Dandurand et al.
(2014), the global trend of the thermogravimetric plot depicted in purple in Fig. 2a (viz. lyophilized sericin)
corresponds to the classical thermal behaviour of a freeze-dried protein. The first stage, occurring between
25 °C and 100 °C (see Fig. 2a), is generally linked to the evaporation of water adsorbed to the protein
moieties, and corresponds to ca. 10% of the total sericin sample mass. The second stage, occurring between
200 °C and 400 °C (see Fig. 2a) is associated with the degradation of the protein moieties in the sericin
sample, namely the progressive deamination, decarboxylation and depolymerization arising from breaking
of (poly)peptide bonds, and concomitant carbonization of the primary structure (between ca. 500 °C and 600

°C).

Insert Fig. 2 here

The degradation of sericin consists of three well-marked steps as shown by three maxima on the Ist
derivative of the weight loss curve (see Fig. 2b) at Tpx1 = 260 °C, Thaxe = 320 °C and Tiaxs = 570 °C. These
results are in agreement with results published by Rocha et al. (2017), pertaining to thermogravimetric
analysis of crude sericin extracts from plain Bombyx mori cocoons, and Dandurand et al. (2014), pertaining
to the thermogravimetric analysis of peptide fragments. The 1st derivative of the weight loss curve (i.e., the
rate of mass change, see Fig. 2b) can be used to tell the points at which weight loss is most apparent
(inflection points), viz. ca. 60 °C, 260 °C, 320 °C and 570 °C for lyophilized sericin, ca. 60 °C, 180 °C, 270
°C and 430 °C for the plain bioorigami film, ca. 60 °C, 170 °C, 270 °C and 430 °C for the bioorigami film
loaded with 1 mgicin/MLgim, ca. 60 °C, 175 °C, 265 °C and 430 °C for the bioorigami film loaded with 2
MEericin/MLgim, ca. 50 °C, 175 °C, 280 °C and 430 °C for the bioorigami film loaded with 5 mggcricin/mL i,
ca. 70 °C, 190 °C, 290 °C and 430 °C for the bioorigami film loaded with 10 mggeicin/mLgim, ca. 70 °C, 180
°C, 290 °C and 430 °C for the bioorigami film loaded with 20 mggeicin/mMLgim, and ca. 60 °C, 170 °C, 290 °C
and 430 °C for the bioorigami film loaded with 50 mggeicin/mLgm. In general, thermal analyses are useful
tools in developing formulations since they allow evaluating the compatibility between components of a
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formulation and the stability and thermal decomposition of bioactive moieties. The data obtained by thermal
analysis is directly related to the final quality of a (bio)pharmaceutical product, allowing to infer aspects of
therapeutic efficacy of the product or the stability of the product throughout the shelf life (or validity)
period. Thermogravimetric analysis (TGA) accompany the variation in sample mass as a function of a linear
increase in temperature during a predetermined time interval, allowing to determine the thermal profile of
the bioorigami films prepared. As can be observed from inspection of the curves in Fig. 2b, the thermal
behavior is quite similar for all bioorigami films, with a small mass loss around ca. 60 °C indicating loss of
water. Between 160 °C and 190 °C one can notice a higher loss of mass, indicating a massive loss of water.
Between 260 °C and 300 °C, a significative loss of mass indicated degradation of the biopolysaccharide
components in the bioorigami films. The results from DSC analyses of lyophilized sericin and plain and
sericin-loaded bioorigami film samples, recorded under heating mode between 25 °C and 250 °C, are
displayed in Fig. 3. The endothermic peak observed at 58.81 °C (lyophilized sericin sample sample, with
associated melting enthalpy of 3.549 J/g) may be considered as the first order transition commonly observed
in a broad class of hydrated biopolymers such as proteins. By analogy with the work by Dandurand et al.
(2014), this endothermic event is attributable to the evaporation of bound water molecules. As already
observed by TGA, degradation of the protein moieties began above 200 °C. In the case of lyophilized
sericin sample, the second major endothermic event is the sharp endothermic peak at 123.64 °C (with
associated melting enthalpy of 146.8 J/g), associated to order—>disorder transitions, which can be considered
as thermal signatures of protein (irreversible) denaturation (Rocha et al., 2017). The third major endothermic
event is the shallow endothermic peak at 219.87 °C (with associated melting enthalpy of 28.06 J/g),
associated to degradation phenomena, which can be considered as thermal signature of protein

carbonization.

Insert Fig. 3 here

The DSC technique of analysis measures the enthalpy of the samples, and may indicate the glass transition
temperature and endothermic and/or exothermic events in the samples under scrutiny. The plain bioorigami
film produced according to the experimental factorial design, as well as the bioorigami films loaded with

varying amounts of sericin, possessed in their composition 1.25% (w/w) PVA with a degree of hydrolysis of

14



394

395

396

397

398

399

400

401

402

403

404

405

406

407

408

409

410

411

412

413

414

415

416

417

418

419

420

421

422

98%, 2.50% (w/w) glycerol, and 0.1% (w/w) methylparaben. The thermograms obtained (see Fig. 3)
presented one endothermic event, at 122.76 °C (bioorigami film without sericin), at 114.13 °C (bioorigami
film loaded with 1 mgicin/MmLgim), at 132.72 °C (bioorigami film loaded with 2 mggicin/mLyim), at 131.83
°C (bioorigami film loaded with 5 mgricimLam), at 132.04 °C (bioorigami film loaded with 10
MEericin/MLim), at 127.46 °C (bioorigami film loaded with 20 mgeicin/mLgim), and at 103.81 °C (bioorigami
film loaded with 50 mgericin/mMLp1m). Since the several bioorigami films just differed in the amount of loaded
sericin extract and added water, the data obtained from the DSC analyses indicated that the differences in
the thermal behavior of the several bioorigami films arised mainly from the protein added, and also that
incorporation of sericin at very high levels do compromise the stability of the bioorigami film for the
intended use. The presence of protein in the bioorigami films promoted a slight shift of the endothermic
event close at 122.76 °C in the plain bioorigami film, of -8.63 °C in the bioorigami film loaded with 1
MEericin/MLgim, of +9.96 °C in the bioorigami film loaded with 2 mgrici/mLgim, of +9.07 °C in the
bioorigami film loaded with 5 mgrici/mLgim, of +9.28 °C in the bioorigami film loaded with 10
MEericin/MLgim, of +4.70 °C in the bioorigami film loaded with 20 mgsicin/MLim, and of -18.95 °C in the
bioorigami film loaded with 50 mggericin/mLgim. Increasing loadings of sericin in the bioorigami film also led
to decreasing variations in the melting enthalpies (viz. AAH), of -51.8 J/g in the bioorigami film loaded with
1 mggericin/MLp1m, of -32.1 J/g in the bioorigami film loaded with 2 mggicin/MmLgim, of -96.5 J/g in the
bioorigami film loaded with 5 mggicin/mLgm, of -41.9 J/g in the bioorigami film loaded with 10
MEericin/MLgim, 0f -0.7 J/g in the bioorigami film loaded with 20 mggerici/mLgim, and of -141.5 J/g in the
bioorigami film loaded with 50 mgeicin/mLgm, Which is in clear agreement with the increasing amounts of
loaded sericin and concomitant decreasing amounts of water in the bioorigami films. Unfortunately, for very
high amounts of sericin in the bioorigami film, thermal stability of the film decreases (which can be
concluded by the high decrease in the temperature peak, associated with the high decrease in the melting
enthalpy value). The addition (impregnation) of crude sericin extract promoted a slight increase in the
melting temperature peak at lower levels of addition (see Fig. 3), and a higher decrease in the melting
temperature peak at higher levels of addition (see Fig. 3), denoting a decreased stability of the bioorigami
film at higher loadings with sericin. The decrease in the melting temperature verified at higher loadings of
the bioorigami with crude sericin extract might be due to amorphization of the system. The results obtained

from the DSC thermal analyses carried out with both sericin-loaded and unloaded bioorigami films (see Fig.
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3) are in close agreement with those obtained from X-ray diffraction studies (see Fig. 4), since as can be
seen from inspection of the DSC thermograms, impregnation of the bioorigami films with crude sericin
extract led to a decreased crystallinity. Remarkably, the thermal events depicted in Fig. 3 and the X-ray
diffractograms depicted in Fig. 4 denote a clear transition from a (more) crystalline state of the blank
bioorigami film (see Fig. 4, gray curve) to a (more) amorphous counterpart (see Fig. 4, bioorigami film

loaded with the highest amount of crude sericin extract, light pink curve).

3.3. X-ray diffraction (XRD) analyses. The results obtained from the X-ray diffraction analyses (XRD)
performed to both the bioorigami films and their isolated constituents, are displayed in Fig. 4 in the form of
normalized diffractograms, and allows to observe a generalized amorphous behavior with two small peaks

of crystallinity for the bioorigami films.

Insert Fig. 4 here

Normalization of intensity in all diffractograms was performed by dividing the intensity values by the
maximum intensity value in each diffractogram (see Fig. 4), thus allowing a better comparison between the
X-ray diffractograms of all samples assayed. The diffractograms of the sericin-loaded and unloaded
bioorigami films shared a common feature, exhibiting a wide noisy band (less defined and shallow) between
16.00 < 26 <29.00 with more well-defined (crystallinity) peaks in the regions of 6.00 <26 < 7.00 and 12.00
< 20 < 14.00, indicating the dominance of amorphous material in the bioorigami films (Young, 2012),
clearly imparted by sericin, xanthan gum and carrageenan gum. The two small peaks of crystallinity in the
bioorigami films most likely originated from the methylparaben and PV A utilized in the formulation. When
comparing the diffractograms of the unloaded bioorigami film (see gray curve in Fig. 4) and the bioorigami
film loaded with the highest amount of sericin (see light pink curve in Fig. 4), a widening and flattening of
the broad noisy band between 16.00 < 26 < 29.00 is most noticed, due to amorphization of the system to a
higher extent promoted by the high sericin payload. These results corroborate the results obtained via
FESEM, which indicated the formation of an essentially amorphous film. The decisive advantage of the
methods of analysis by X-ray diffraction over other analytical techniques is based on the uniqueness of the
diffraction patterns of crystalline substances, on the ability to distinguish between elements and their oxides,
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and on the possibility of identifying chemical compounds, polymorphic forms and mixed crystals, via non-
destructive analyses. Peaks having high intensity and narrow base width are related to crystalline materials

while wide base peaks are related to amorphous materials.

3.4. Free radical scavenging activity of the bioorigami films integrating variable amounts of
sericin. The results obtained for the DPPH radical scavenging activity of ascorbic acid and all bioorigami

films integrating variable amounts of sericin are displayed in Table 4.

Insert Table 4 here

For very low levels of sericin in the bioorigami films no antioxidant activity could be detected and, for those
with the highest levels of sericin load, different levels of DPPH radical scavenging activity were observed
(see Table 4). The bioorigami film integrating the highest load of sericin exhibited the strongest DPPH
radical scavenging activity. Ascorbic acid was used as antioxidant standard at a concentration of 0.5 mg/mL
and its free radical scavenging power was found to be 96.5%. Hence, the results obtained in the present
research effort suggest that both bioorigami films integrating 20 mgeicin/MLgim and 50 mggeicin/mLgm are
capable of scavenging the free radicals (although at different extensions) and prevent the initiation of free
radicals by stabilizing them to participate in any deleterious reactions. These results are in clear agreement
with the results previously published by Rocha et al (2017) and Rangi and Jajpura (2015). Different
concentrations of silk sericin in the bioorigami films allowed different abilities to quench the DPPH radicals.
It was observed that the bioorigami films with 20 mggericin/MLg1m and 50 mggericin/mLaim scavenged (19.50 +
0.00)% and (24.19 + 4.50)% of DPPH radicals, respectively (see Table 4). Fan et al. (2009) refer in their
work that the functional groups present in the aminoacid moieties Cys, Tyr and His that compose the
primary structure of sericin reduce and decolorize DPPH via their hydrogen-donating ability. Hence, it is not
surprising to conclude that the silk sericin that was released form the bioorigami films contains electron
donors that react with free radicals to convert them to more stable products and terminate the radical chain

reaction.
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3.5. Mechanical resistance of the bioorigami films. Evaluation of the mechanical properties of the
bioorigami films produced without sericin, according to the factorial design depicted in Tabe 1 and
composition displayed in Table 2, encompassed resistance to perforation, resistance to traction and

resilience (see Fig. 5).

Insert Fig. S here

According to the results displayed in Fig. 5a, the best results produced in terms of resistance to perforation,
resistance to traction and resilience were obtained for the levels (+1) of carrageenan gum and (0) of xanthan
gum. The ability of the bioorigami film to spring back into shape following deformation caused by straining
was an especially important attribute, since its elasticity (i.e., its resilience) is an important characteristic for
skin applications. Hence, this set of biopolysacharyde levels was followed for the production of bioorigami
films loaded with sericin (see Fig. 5b). The mechanical properties of the bioorigami films are mainly related
with the biopolymer's ability to form bonds in polymer chains, difficulting their separation when subject to
mechanical forces (Yang, 2012). The plasticizer used (glycerol, in this case) also has an influence on these
properties (Bourtoom, 2008). The results produced during evaluation of the mechanical resistance of the
bioorigami films with different sericin loads, with respect to perforation, traction and resilience, are
displayed in Fig. 5b. From inspection of the data displayed in Fig. 5b, increasing sericin loads in the
bioorigami film produced increasing resistance to perforation and resilience and decreasing resistance to
traction for sericin loads up to 2 mggeicin/MmLgm. For higher sericin loads in the bioorigami film, this trend
was somehow inverted, and the bioorigami film loaded with 10 mggicin/mLm produced the best results in
terms of resilience, resistance to perforation and resistance to traction, when compared with all other
bioorigami films and also with its counterpart without sericin. Hence, it may be concluded that the presence
of sericin in higher amounts improved the viscoelastic characteristics of deformation and molecular
relaxation (viz. return of the bioorigam film from strained conditions back into equilibrium). The bioorigami
film produced with the highest sericin load (see Fig. 5b) presented a decrease in resilience and a marked
decrease in resistance to traction. The major goal of the research work undertaken was to develop a
bioorigami film based on biopolysaccharides and impregnated with silk sericin, suitable for application in
skin regeneration. In our perspective, the bioorigami film applied directly to a damaged skin should not
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strongly adhere, allowing regeneration and re-epithelialization of damaged skin. Thus, perforation, traction
and resillience were the mechanical resistance parameters evaluated, whereas adhesiveness or
bioadhesiveness were not at all considered important in the research work developed. The optimized
bioorigami film is intended to be applied to a damaged skin and maintained in place by a bandage, and not
to stick or adhere to the wounded skin. Our perspective is supported by literature references (Rippon et al.,
2007; Pal et al., 2009). The bioorigami film is also intended to help in maintaining a suitable microclimate
on the damaged skin surface, of utmost importance for the biosynthetic reactions necessary for cellular
activities. Skin dressings allow the creation of a moist and warm environment beneath the bioorigami film,
thus bringing benefits to the regeneration process (Boateng et al., 2008). The developed bioorigami films
possess PVC in their composition, which is a hydrophobic polymer with a low surface free energy
(Asadinezhad et al., 2012) that do not favor attraction of the water molecules present in the dispersion
containing the polymers. As a consequence, this promotes the non-adherence of the bioorigami film to the

damaged skin.

3.6. Transdermal permeation of sericin from bioorigami films. The results obtained from the

transdermal permeation of sericin from the different bioorigami films are displayed in Fig. 6.

Insert Fig. 6 here

As can be observed from inspection of Fig. 6a, increasing loadings of sericin in the bioorigami film led to

(my - x)

increased average permeated protein per skin area. Performing non-linear (hyperbolic, y = (m, +x)
2

) fittings to the results obtained from transdermal permeation of protein from bioorigami films loaded with
1, 2, 5 and 10 mggicin/mLpim, one obtained the maximum average protein permeated per skin area
(parameter m;, see Table 5) and the time required to achieve half of the maximum average protein
permeated per skin area (parameter m,, see Table 5), with excellent correlation coefficients. Regarding

higher sericin loadings, at 20 mgricin/MLfm and 50 mggericin/MLaim, the sigmoidal trend of the protein

e .
permeation data was best described by a non-linear fit of the Gompertz function (y=m, e "*“ | see Fig.
6a and Table 5), allowing to obtain the value of the asymptote (m;, i.e., the maximum attainable permeated
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protein per skin area, see Table 5), the displacement of the data trend along the timeframe studied (viz. my,
see Table 5) and the data growth rate (viz. m;, see Table 5), with excellent correlation coefficients. The
Gompertz function is a sigmoid function, where growth is slowest at both start (where protein concentration
was initially high, so skin uptake was slow) and end (due to slowing of protein permeation as saturation was

reached in the skin) of a given time period.

Insert Table 5 here

As can be observed from inspection of Fig. 6a and the data in Table 5, the bioorigami film with the highest
sericin load allowed the highest average permeated protein per skin area, viz. 1.7022 ugpmtein/mmzskm.
However, this highest amount of permeated protein from bioorigami film with the highest load of sericin
translated only to ca. 11.73% of the total protein content in this bioorigami film after 12 h (see Fig. 6b and

Table 6).

Insert Table 6 here

Clearly this is not at all an ideal situation in a real skin application, since patching this bioorigami in the skin
would lead to a waste of protein paramounting to ca. 88.27% of the protein load in the film, due to
saturating conditions in the skin. On the other hand, the bioorigami film loaded with 2 mg,otein/MLfim
allowed release of virtually all protein into the skin during a 12-h timeframe, which translated into 0.807
ugpmtein/mmzskm (see Table 5). In a real skin application, the bioorigami film loaded with 2 mgpotcin/MLfiim
would advocate an ideal situation, but the low sericin load would make it unpracticable. On the other hand,
and also considering its mechanical properties as discussed before, the bioorigami film loaded with 10
MEprotein/MLsim Would be ideal since in a 12-h timeframe (considered adequate) ca. 50% of all the bioactive
protein in the bioorigami film would be released into the skin. On the contrary, the bioorigami films loaded
with either 20 mgprotein/MLim OF 50 MEprotin/MLaim Would not allow release of more protein into the skin

even for longer timeframes (see Table 6).
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3.7. Mathematical modelling of sericin release from bioorigami films. To shed light on the release
profile of protein (sericin) from the bioorigami films, and because after the 12 h timeframe of assays the
amount of protein released (that effectively permeated through the skin membrane into the receiving

phosphate buffer) reached a plateau, one applied the mathematical models of first order (

InQ,=LnQ,+k xt

, where O, is the amount of protein released at time ¢, Q) is the initial amount of

Qt=kH'\/;

protein in dosage form, k; is a release rate constant, and ¢ is time), Higuchi ( , Where Q, is the

amount of protein released at time ¢, ky is the Higuchi constant and ¢ is time) and Korsmeyer-Peppas (

Qt/Qoo=k1<P'tn

, where O, is the amount of protein released at time ¢, Q. is the total amount of protein
permeated when the dosage form (bioorigami film) is exhausted, kxp is the Korsmeyer-Peppas kinetic
constant, n is the diffusion or release exponent, ant ¢ is time) to protein drug release (permeation) data. The
protein determinations undertaken clearly showed (see Figs. 6a and 6b) that the protein release (permeation)
profile reached increasing plateaus with increasing loads of sericin in the bioorigami films. In fact, for
sericin loadings of 2 mggeicin/MLgi1m and 50 mggeicin/mLgm, protein release from the bioorigami films did not
occur by diffusion but by erosion of the biopolymeric matrix instead (see Fig. 7b), whereas for sericin
loadings of 1 mggicin/MLfim, 10 MEgericin/MLa1m and 20 mggericin/MLp1m protein release from the bioorigami
films did occur by diffusion (see Fig. 7b). This is in fact supported by the model fittings performed to the
experimental protein release data from the bioorigami films, which produced a correlation coefficient (r*) of
0.23904 (1 mEgerici/MLfilm), 0.66186 (2 MEgericin/MLfim), 0.32995 (5 mMEeericin/MLfm), 0.57894 (10
MEericin/MLim), 0.43007 (20 mgserici/mLpim) and 0.68887 (50 mggericin/MLpim) for the first-order model, a
correlation coefficient of 0.08711 (1 mgsericin/MLfiim), 0.16249 (2 mggericin/MLgim), 0.16684 (5 mgsericin/MLim),
0.94777 (10 MEsericin/MLsiim), 0.74003 (20 mgeericin/MLfim) and 0.83605 (50 mgsericin/mLyim) for the Higuchi
model, and a correlation coefficient 0.70704 (1 mggericin/MLgim), 0.89503 (2 MEericin/MLgim), 0.84241 (5
MEsericin/MLfim), 0.93728 (10 MEsericin/MLim), 0.83899 (20 mgericin/MLsim) and 0.92070 (50 mgsericin/MLim)
for the Korsmeyer-Peppas model (see Fig. 7a). The fittings performed clearly show a poorer 1* for both first-
order and Higuchi models and a much better r* for the Korsmeyer-Peppas model. Additionally, the diffusion
or release exponent (n) in the Korsmeyer-Peppas model produced by fitting the model to the protein release
data (see Figs. 7a and 7b) was n=0.55673 (1 mgscricin/MLfim), n=1.19010 (2 mgyeicin/mLm), n1=0.20758 (5

MEericin/MLim), 1=0.58699 (10 mgicin/mLgm), 1=0.75754 (20 mgericiymLam) and n=1.15200 (50
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MEeericin/MLam) (in the Korsmeyer-Peppas drug release model, n=0.45 suggests Fickian diffusion,
0.45<n<0.89 suggests anomalous diffusion or non-Fickian diffusion, and n>0.89 suggests erosion of the
polymeric chain), which clearly suggests that protein release from the bioorigami films loaded with 2
MEericin/MLgim and 50 mggericin/mLgaim, did not occur by diffusion but by erosion of the biopolymeric matrix
instead (see Fig. 7b), whereas for sericin loadings of 1 mgricin/MLfim, 10 MgEericin/MLpm and 20
MEericin/MLgm protein release from the bioorigami films did occur by anomalous diffusion or non-Fickian

diffusion (see Fig. 7b).

Insert Fig. 7 here

The linear fittings performed to the transformed protein permeation (release) data using the Korsmeyer-
Peppas model (see Fig. 7a) allow to see that nearly perfect fittings were produced, further supporting the
conclusion that protein release from the bioorigami films occurred by anomalous diffusion or non-Fickian
diffusion for very low and intermediate sericin loadings, and by erosion of the biopolymeric matrix for low
and very high sericin loadings (see Fig. 7b). Although a slower bioactive protein liberation is intended for
real skin applications, where the bioorigami film is intended for application in a skin where the normal
exsudation produced is not as abundant as the conditions implemented in the laboratory, erosion of the

bioorigami film with concomitant release of protein should happen to a much lower extent.

3.8. XRT analyses. The optimized bioorigami film developed may be considered a natural polymer
composite exhibiting a very special porous microstructure that enables the film to possess outstanding
mechanical properties. From the tomographic analyses via X-ray transmission performed to a square section

of the bioorigami film loaded with 10 mggicin/mL#m (see Fig. 8), a homogeneous surface can be observed.

Insert Fig. 8 here

Due to absorbing more radiation, because of its higher atomic density, the biopolysaccharide matrix network
(in green in Fig. 8) in in greater evidence, whereas void spaces appear in black. These results are in close
agreement with those obtained by infrared spectrophotometry (see Figure 1) which indicated that sericin
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probably did not engage in any chemical bonding with the biopolymeric matrix. This is clearly an important
and positive data, since by not engaging in any chemical bonding with the biopolymeric matrix, sericin
becomes readily available and maintains its antioxidant activity. A comparative porosity analysis of the
bioorigami film loaded with 10 mggicin/mLgm can be found in Table 7, resulting from 2D and 3D

morphological analyses.
Insert Table 7 here

Anisotropy is the property of being directionally dependent, as opposed to isotropy, which implies identical
properties in all directions. Anisotropy may be defined as a difference, when measured along different axes,

in the mechanical or physical properties of a material. The degree of anisotropy, calculated as

Degree of anisotropy = 1- Eigenvalue, , 1s 0 for total isotropy and 1 for total anisotropy. Hence,
Eigenvalue

as can be seen from inspection of the data in Table 7, the degree of anisotropy is 0.75480 for the bioorigami
film loaded with 10 mgici/mLam, a value that is more close to anisotropy than to isotropy in the
aforementioned scale. Being the bioorigami film loaded with sericin from Bombyx mori cocoons an
engineered biomaterial with a woven structure, this result is easily understandable under the light of the
FESEM images displayed in Fig. 10. When analyzing the structure of the bioorigami film loaded with 10
MEericin/MLgm, one finds that it has an open porosity of 50.61% and an equal value of total porosity (see
Table 7). Additionally, the mean fragmentation index (see Table 7) gives an index of connectivity and
calculates an index of relative convexity or concavity of the total object surface, on the principle that
concavity indicates connectivity (and the presence of “nodes”), and convexity indicates isolated
disconnected structures (struts). Lower fragmentation indexes mean better connected lattices while higher
fragmentation indexes means a more disconnected structure. Scarce enclosed cavities and concave surfaces
can push the fragmentation index to (large) positive values, which was in fact determined in the analyses
performed (see Table 7). These results are quite important since due to the fact that sericin was
homogeneously dispersed throughout the biopolymeric structure of the bioorigami film during the

polymerization process, the bioorigami can be applied with either of its surfaces towards the skin.
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3.9. EDXREF analyses. Fig. 9 shows the typical X-ray fluorescence spectra of several of the bioorigami
films produced with variable amounts of sericin from Bombyx mori cocoons. The major chemical elements

found are pinpointed in Fig. 9.

Insert Fig. 9 here

The measured spectra were analyzed with the XRS-FP™ software package provided by Amptek Inc., taking
into account both escape peaks and sum peaks, and representing the background with a polynomial function.
The same elements were found in all bioorigami films, but in bioorigami films loaded with higher amounts
of sericin (see Fig. 9), one found larger amounts of Ca, S and K and trace amounts of sulfur P, Cr, Nd, Mn
and Ni, results that are consistent and in clear agreement with results published elsewhere for crude sericin

extracts from Bombyx mori cocoons (Rocha et al., 2017).

3.10. Structural microanalysis of bioorigami films integrating sericin, via DESEM analyses.
The dispersive energy scanning electron microscopy (DESEM) images of both the surface and fracture
cross-section of the bioorigami films loaded with variable amounts of sericin allows observing a rugged

surface with generalized absence of cracks (see Fig. 10).

Insert Fig. 10 here

Probably due to the process involved in preparation of the samples prior to sputter coating with colloidal
Au, fixation of the films in the carbon supports by stretching them might have produced the microscopic
cracks observable in some of the photomicrographs in Fig. 10, especially for higher magnifications.
Nevertheless, from the results gathered in the scanning electron microscopy analyses performed to the
selected bioorigami films, a uniform morphology could be observed, at three high magnifications (viz. x500,
x5000, x10000). The fractured cross-section of the bioorigami films exhibit a highly homogeneous matrix of
the biopolymeric structures, which facilitate sericin release upon contact of the film with damaged skin. It

can be observed that the topography in the film biostructure displayed in Fig. 10 is highly uniform.
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4. Conclusions

In the research effort just described, development and optimization of a bioorigami film concept loaded with
variable amounts of sericin from Bombyx mori cocoons was pursued, aiming at antioxidant and regenerative
topical applications. The bioorigami films developed displayed a good characteristic in relation to release of
the active antioxidant moiety, verified through transdermal permeation studies and kinetics associated with
the sericin release process, and since release of sericin from the biopolysaccharide matrix of the bioorigami
film occurred by non-Fickian diffusion for sericin loads up to 20 mgrici/mLgim, it can be utilized in the
occlusive regeneration of wound damages for long periods of time. The bioorigami films loaded with crude
sericin extracts from Bombyx mori cocoons were found to be suitable for biopharmaceutical and skin
regeneration applications, a conclusion fully supported by the results gathered from the physico-chemical

characterization that was entailed.
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FIG. CAPTIONS

Fig. 1:

Fig. 2:

Fig. 3:

Fig. 4:

Fig. 5:

FTIR spectra of (a) lyophilized crude sericin extract, (b) plain bioorigami film, (c¢) bioorigami
film with 1 mg/mL sericin, (d) bioorigami film with 2 mg/mL sericin, (e) bioorigami film with
5 mg/mL sericin, (f) bioorigami film with 10 mg/mL sericin, (g) bioorigami film with 20

mg/mL sericin, and (h) bioorigami film with 50 mg/mL sericin.

Thermogravimetric curves (a) and 1st derivative of the weight loss curves (b) of lyophilized
sericin extract (purple curve), blank bioorigami film (gray line), bioorigami film with 1 mg/mL
sericin (light blue curve), bioorigami film with 2 mg/mL sericin (orange curve), bioorigami
film with 5 mg/mL sericin (brown curve), bioorigami film with 10 mg/mL sericin (red curve),
bioorigami film with 20 mg/mL sericin (green curve), and bioorigami film with 50 mg/mL

sericin (light pink curve).

Differential scanning calorimetry thermograms of lyophilized sericin extract and bioorigami

films loaded with variable amounts of sericin.

Normalized intensity X-ray diffractograms (XRD) of lyophilized sericin extract (purple curve),
methylparaben (yellow curve), glycerol (pink curve), PVA (red curve), xanthan gum (dark
brown curve), carrageenan gum (dark blue curve), blank bioorigami film (gray line),
bioorigami film with 1 mg/mL sericin (light blue curve), bioorigami film with 2 mg/mL sericin
(orange curve), bioorigami film with 5 mg/mL sericin (light brown curve), bioorigami film with
10 mg/mL sericin (dark pink curve), bioorigami film with 20 mg/mL sericin (green curve), and
bioorigami film with 50 mg/mL sericin (light pink curve). The X-ray diffractograms were

gathered using Cu target-filtered X-rays.

Results gathered from the mechanical resistance tests performed to the (a) plain bioorigami
films evolved from the experimental factorial design, and (b) bioorigami films produced with
varying loads of sericin having as base the levels (+1) of carrageenan and (0) of xanthan gums.
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Fig. 6:

Fig. 7:

Fig. 8:

Fig. 9:

Fig. 10:

Results gathered from transdermal permeation studies, as (a) average permeated protein per
skin area, and (b) percent protein released from bioorigami films relative to the amount of
sericin loaded in the films, during a 12 h-timeframe assay. Values are the means of three
experiments (n=3), with associated standard deviations less than 0.01 in all cases. Solid lines
represent nonlinear fittings performed to the data, viz. hyperbolic for those bioorigami films
loaded with sericin amounts between 0 and 10 mgicin/MLsim, and Gompertz function for those

bioorigami films loaded with sericin amounts between 20 and 50 mgericin/MLfim.

Results obtained from the mathematical modelling of the sericin release assays from the
sericin-loaded bioorigami films during a 12-h timeframe assay. The linear fittings performed to
transformed experimental data, using the linearized Korsmeyer-Peppas model are displayed as
figure (a), whereas in figure (b) the diffusion or release exponent (n) in the Korsmeyer-Peppas
model as a function of sericin load in the bioorigami film allows observation of the change in

the sericin release pattern.

Images obtained by tomographic analyses via X-ray transmission of the bioorigami film loaded
with 10 mggicin/mLgm, being (a) a slant profile image of the bioorigami film, (b) image
perpendicular to the surface of the bioorigami film, and (¢) leaning surface view of the
bioorigami film. Three-dimensional image slices were gathered using an operating voltage set

at 29 kV and electric current with 415 pA.

EDXREF spectra of selected bioorigami films loaded with variable amounts of sericin. The YY
axis represents the number of characteristic X-ray counts that reached the detector, while the

XX axis represents the energy of the characteristic X-rays.

FESEM photomicrographs of the bioorigami films loaded with variable amounts of sericin, at
several magnifications (plain bioorigami film surface, al: x500, a2: x5000, a3: x10000, plain

bioorigami fracture cross-section, a4: x100, aS: x500, a6: x2500; bioorigami film surface
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loaded with 1 mggericin/mLgim, b1: X500, b2: x5000, b3: x10000, bioorigami film surface loaded
with 1 mggicin/mLgm fracture cross-section, b4: x100, b5: x500, b6: x2500; bioorigami film
surface loaded with 2 mggerici/mLgim, €1: X500, ¢2: x5000, ¢3: x10000, bioorigami film surface
loaded with 2 mggicin/mLgm fracture cross-section, ¢4: x100, ¢5: x500, ¢6: x2500; bioorigami
film surface loaded with 5 mggeicin/mLgm, d1: x500, d2: x5000, d3: x10000, bioorigami film
surface loaded with 5 mggeicin/mLpm fracture cross-section, d4: x100, d5: x500, d6: x2500;
bioorigami film surface loaded with 10 mggicin/mLgm, €1: x500, e2: x5000, €3: x10000,
bioorigami film surface loaded with 10 mgici/mLgi, fracture cross-section, e4: x100, e5:
x500, e6: x2500; bioorigami film surface loaded with 20 mggeicin/mLgm, f1: X500, £2: x5000,
f3: x10000, bioorigami film surface loaded with 20 mgicin/mLgm fracture cross-section, f4:
x100, f5: x500, f6: x2500; and bioorigami film surface loaded with 50 mgcricin/MLim, g1: X500,
g2: x5000, g3: x10000, bioorigami film surface loaded with 50 mgicin/mLgm fracture cross-
section, g4: x100, g5: x500, g6: x2500), gathered using the electron back-scattered diffraction

(EBSD) technique.
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Table 1. Full 3 factorial design, providing the lower (-1), central (0) and upper (+1) level values for each

variable.
Levels
Independent variables Low level Central level Upper level
D 0) D)
Carrageenan gum (%, w/w) 0.750 1.500 2.250
Xanthan gum (%, w/w) 0.250 0.500 0.750




Table 2. Composition of the plain bioorigami films for optimization of the appropriate mechanical

properties.
Levels / mass
PVA Glycerol Methylparaben Ultrapure water
Carrageenan gum Xanthan gum
(2 (2 (2 (2
(2 (2

(-1) 0.075 -1) 0.025 0.125 0.250 0.010 9.515
(-1) 0.075 0) 0.050 0.125 0.250 0.010 9.490
(-1) 0.075 (+1) 0.075 0.125 0.250 0.010 9.465
0) 0.150 -1) 0.025 0.125 0.250 0.010 9.440
(0) 0.150 0) 0.050 0.125 0.250 0.010 9.415
(0) 0.150 (+1) 0.075 0.125 0.250 0.010 9.390
(+1) 0.225 -1) 0.025 0.125 0.250 0.010 9.365
(+1) 0.225 0) 0.050 0.125 0.250 0.010 9.340
(+1) 0.225 (+1) 0.075 0.125 0.250 0.010 9.315




Table 3. Composition of the several bioorigami films integrating variable amounts of sericin.

Bioorigami Carrageenan Xanthan gum PVA Glycerol Methylparaben Sericin Ultrapure water
# . ® (® (@ « (g) (@)
(2
Biool 0.225 0.050 0.125 0.250 0.010 0.000 9.340
Bioo2 0.225 0.050 0.125 0.250 0.010 0.010 9.330
Bioo3 0.225 0.050 0.125 0.250 0.010 0.020 9.320
Bioo4 0.225 0.050 0.125 0.250 0.010 0.050 9.290
Bioo5 0.225 0.050 0.125 0.250 0.010 0.100 9.240
Bioo6 0.225 0.050 0.125 0.250 0.010 0.200 9.140
Bioo7 0.225 0.050 0.125 0.250 0.010 0.500 8.840




Table 4. Antioxidant activity (%) of the several bioorigami films integrating varying amounts of sericin, as

free radical scavenging ability measured via the DPPH methodology.

Sericin load in Free (relative) radical scavenging activity (%)

the bi;:lor;igami [average (n=3) + o]

(MEgericin/M L) Ascorbic acid Bioorigami film
0 96.50+0.23 0.00+0.00
T 0.00+0.00
2 | 0.00+0.00
s | 0.00+0.00
| 0.00+0.00
20 0 | 19.50+0.00
50 | e 24.19+4.50




Table S. Results obtained from the non-linear fittings performed to the average permeated protein per skin

area ( Augprm‘ein / mm

2
skin

varying amounts of sericin.

) as a function of permeation time, for the several bioorigami films integrating

Sericin load in

Hyperbolic function:

Gompertz function:

the bioorigami — ml X -mye” "7
film y=m e r
(mgsericin/mLﬁlm) m2 + x
my m; mq m; mj3
1 0.03400 035955 | - | e e 0.52251
2 0.80669 483650 | e | ee= e 0.99616
5 0.55243 R e e 0.82172
10 1.53480 1.92380 |  e—- | eeem | e 0.99699
20 | e e 0.62395 12.748 1.86340 0.93200
= e 1.70220 16.362 0.78679 0.99892




Table 6. Results obtained from the non-linear fittings performed to the average protein released from
bioorigami film (%) as a function of permeation time, for the several bioorigami films integrating varying

amounts of sericin.

Hyperbolic function:
Sericin load in . Gompertz function:
in foac In m, X -
the bioorigami y —_ 1 —-my-e 3
film y=m,-e r
(mgsericin/mLﬁlm) m2 + x
my m; my m; mj
1 26.589 0.35864 | - | e | e 0.90344
2 128.68 483850 | - | e e 0.99616
5 47.225 (R ) e e 0.98566
10 68.840 1.92380 | @ - | e | e 0.99699
20 | | e 6.81460 12.7470 1.86330 0.93200
S e s 11.7270 16.3630 0.78680 0.99892




Table 7. Results obtained from the tomographic analyses via X-ray transmission performed to the

bioorigami films integrating variable amounts of sericin from Bombyx mori cocoons.

Parameter

Bioorigami film loaded with 10 mgeyicin/mLg1m

Bi-dimensional (2D)

morphological analysis

Three-dimensional (3D)

morphological analysis

Number of layers | e 101.000
Pixel size (um) e 20.7991
Total VOI (volume of interest), TV (mm’) 0.07810 0.07076
Object volume, Obj.V (mm’) 0.04102 0.03495
Percent object volume, Obj.V/TV (%) 52.5216 49.3932
Total VOI surface, TS (mm”) 5.54313 5.08429
Object surface, Obj.S (mm°) 4.02444 3.68457
Intersection surface, i.S (mmz) —————————— 1.42233
Object surface / volume ratio, Obj.S/Obj.V (mm™) 98.1101 105.426
Crossectional thickness, Cs.Th (mm) 0.02584 |  emeemeee-
Object surface density, Obj.S/TV (mm™") | e 52.0735
Degree of anisotropy, DA | e 4.07826 (0.75480)
Eigenvalpel e 0.02233
Eigenvalge2 | e 0.06913
Eigenvalpe3 | e 0.09109
Number of closed pores, Po.N(c) | —eememeee 0.00000
Volume of closed pores, Po.V(cl) (mm®) | = e 0.00000
Surface of closed pores, Po.S(cl) (mm?*) | e 0.00000
Closed porosity (percent), Po(cl) (%) 0.00000 0.00000
Mean fragmentation index, Fr.I (mm™) 11.9519 15.3358
Mean fractal dimension, FD 0.78338 1.71086
Volume of open pore space, Po.V(op) (mm’) | = e 0.03581
Open porosity (percent), Po(op) (%) | e 50.6068
Total volume of pore space, Po.V(tot) (mm’) | = e 0.035810
Total porosity (percent), Po(tot) (%) | e 50.6068
Euler number, EuN | e -54.0000
Connectivity, Coon | e 151.000
Connectivity density, Conn.Dn (mm~) | = coeeeee 2134.06
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