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RESUMO

SANTOS, FV. Desenvolvimento e caracterizacdo de filmes finos de fibroina de seda
visando aplicacbes biomédicas [Dissertacdo]. Sdo Carlos (SP): Universidade de Sdo Paulo,
2022.

A fibroina de seda (Bombyx mori) é um polimero natural que nos ultimos anos vem
impulsionando o desenvolvimento de novos biomateriais. No entanto, poucos estudos relatam
a fabricacédo de filmes de fibroina de grande dimensdo macroscopica aplicados no tratamento
de lesBes cutaneas. Neste trabalho, filmes finos de fibroina com area de 1033 cm? foram
produzidos por meio da técnica de casting visando o desenvolvimento de coberturas para o
tratamento de lesdes cutdneas. Cabe destacar que na literatura ndo ha relatos do
desenvolvimento de filmes de fibroina de grande dimensdo para o tratamento de lesGes
cutaneas provocadas por queimaduras. Para isso, adaptou-se o equipamento de cromatografia
de camada delgada para produzir filmes finos de fibroina com grande dimensao por dois
métodos de fabricacdo. No primeiro método, a fibroina foi apenas degomada e solubilizada
em acido formico 98%, cloreto de calcio (CaCl,) 5% m/m com a adic¢do de glicerol 40% m/m,
enquanto no segundo método a fibroina foi degomada, dissolvida em CaCl,:C,HsO:H,0
(1:2:8 M), dialisada, liofilizada, solubilizada em &cido formico 98% e adicionado glicerol
40% m/m. Os resultados de MEV mostraram que a etapa de degomagem ndo degradou a
proteina, e que os filmes possuem superficie regular (sem bolhas), por outro lado, a adi¢do do
glicerol alterou a superficie de fratura e tornou os filmes mais espessos (50 um), destacando
gue os métodos utilizados geram superficies distintas. A analise de FTIR apontou a presenca
das estruturas secundarias a-hélice (fase amorfa) e folha-£ (dominios cristalinos), evidenciou
também a lixiviagéo do glicerol, assim como a reticulacéo fisica da proteina pela imerséo dos
filmes em etanol. O DRX corroborou com os resultados observados no FTIR. O angulo de
contato mostrou que os filmes possuem boa molhabilidade, sendo eles hidrofilicos. O TGA,
DTG e DMTA mostraram que os filmes possuem alta estabilidade térmica e mecéanica. Diante
do exposto, conclui-se que foi possivel produzir filmes finos de fibroina com grande
dimensdo macroscopica e espessura abaixo de 50 um, transparentes, flexiveis, hidrofilicos,

resistentes termicamente e mecanicamente pela técnica de casting.

Palavras-chaves: Fibroina de seda. Filmes finos. Glicerol. Biomateriais. Engenharia tecidual.






ABSTRACT

SANTOS, FV. Development and characterization of silk fibroin thin films aiming

biomedical applications [Dissertation]. S&o Carlos (SP): Universidade de Sdo Paulo, 2022.

Silk fibroin (Bombyx mori) is a natural polymer that in recent years has been driving the
development of new biomaterials. Nevertheless, few studies report the fabrication of fibroin
films of large macroscopic dimensions applied in the treatment of cutaneous lesions. In this
work, fibroin thin films with an area of 1033 cm? were produced using the casting technique,
aiming at the development of coverings for the treatment of skin lesions. It should be noted
that in the literature there are no reports of the development of large fibroin films for the
treatment of skin lesions caused by burns. For this purpose, thin layer chromatography
equipment was adapted to produce fibroin thin films with large dimensions by two
manufacturing methods. In the first method, fibroin was only degummed and solubilized in
98% formic acid, 5% m/m calcium chloride (CaCl,) with the addition of 40% m/m glycerol,
while in the second method, fibroin was degummed, dissolved in CaCl,:C,HsO:H,O (1:2:8
M), dialyzed, lyophilized, solubilized in 98% formic acid and added 40% glycerol w/w. The
SEM results showed that the degumming step did not degrade the protein and that the films
had a regular surface (no bubbles), on the other hand, the addition of glycerol altered the
fracture surface and made the films thicker (50 um), highlighting the methods used to
generate different surfaces. The FTIR analysis showed the presence of a-helix (amorphous
phase) and B-sheet (crystalline domains) secondary structures. The XRD corroborated the
results observed in the FTIR. The contact angle showed that the films have good wettability,
being hydrophilic. TGA, DTG and DMTA showed that the films have high thermal and
mechanical stability. Given the above, it is that it was possible to produce thin fibroin films
with large macroscopic dimensions and thickness below 50 um, transparent, flexible,

hydrophilic, thermally and mechanically resistant by the casting technique.

Keywords: Silk fibroin. Thin films. Glycerol. Biomaterials. Tissue engineering.
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1 INTRODUCAO

A fibroina de seda é um material polimérico natural, que mesmo ap6s milhares de
anos da sua descoberta pelos Chineses e Indus, sendo usada na éarea téxtil ha
aproximadamente 2500 a.C, vem impulsionando nos dias atuais o desenvolvimento de
materiais em diversas areas como, biomateriais, engenharia tecidual, liberagdo controlada de
farmacos, eletrénica, bioeletronica, optica e téxtil' >,

Cabe destacar que a seda mais utilizada e economicamente viavel é sintetizada pelo
bicho-da-seda da espécie Bombyx-mori, sendo essa também produzida por algumas espécies
de aranhas, porém neste Gltimo caso a producédo é baixa e ndo viavel economicamente. Ainda
cabe ressaltar que o Brasil € o 6° produtor mundial de seda, sendo o maior produtor da
Ameérica Latina. Isso evidencia o grande potencial para explorar o desenvolvimento de
materiais derivados de fibroina de seda.

No desenvolvimento filmes poliméricos aplicados como biomateriais para o
tratamento de lesBes cutdneas observa-se a utilizacdo de polimeros naturais (&cido
hialurénico, quitosana, alginato, colageno, gelatina, fibroina)* efou sintéticos
(policaprolactona (PCL), poli(alcool vinilico (PVA), poli(éxido de etileno) (PEO) poli(acido
lactico) (PLA) e poliuretano)® incorporados com compostos organicos e/ou inorganicos®
produzidos pelas técnicas de casting, eletrofiacéo, layer-by-layer e spin-coating’ ™.

Entre os polimeros mencionados a fibroina de seda se destaca no desenvolvimento de
coberturas cutaneas, pois a mesma € biocompativel, biodegradavel, esterilizavel, resistente
termicamente e mecanicamente, permeavel a vapor de agua e oxigénio, além de permitir a
producdo de filmes finos com excelente transparéncia’® 2.

Lin et al.** desenvolveram filmes de fibroina incorporados com fator de crescimento
(IGF-1) visando o tratamento de feridas diabéticas cronicas. Os resultados in vitro mostraram
que os filmes promoveram um aumento de aproximadamente 20% na taxa de proliferacdo de
fibroblastos BALB/3T3 (~10 um) em relacdo ao filme sem a presenca do IGF-1. Este
resultado indicou que os filmes sdo candidatos promissores para o tratamento de feridas em
pacientes diabéticos. Safonova et al.' fabricaram por meio da técnica de eletrofiacdo filmes
finos de fibroina incorporados com duas espidroinas recombinantes rS2/12 e rS2/12-RGDS
que foram aplicadas no tratamento de feridas em ratos Wistar. Resultados Os resultados
obtidos por microscopia eletronica de varredura (MEV) e de forga atdbmica (AFM) mostraram

gue os filmes possuem fibras com didmetro médio de 315 + 26 nm, porosidade de 94,5 *
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1,4%, razdo entre a superficie e volume das fibras foi de 25,4 + 4,2 um™, rugosidade de 3,8 +
0,6 nm e espessura de 328 = 57 nm. Ensaios in vivo apontaram que os filmes finos aceleraram
a cicatrizacdo da pele em 19 dias em comparacdo com o grupo controle. Yang et al.'
projetaram filmes finos de fibroina/poli(alcool vinilico) (PVA) incorporados com o peptideo
Cys-QHREDGS por meio da técnica de spin-coating visando a cicatrizagdo de feridas em
pacientes diabéticos. Os filmes produzidos em &gua ou hexafluoro-2-propanol (HFIP)
possuem espessura de 95 e 98 nm, respectivamente. A resisténcia a tracdo, médulo de
elasticidade e alongamento até a ruptura do filme utilizando HFIP foi de 50,35 + 0,25 kPa,
24,89 £ 0,46 MPa e 50%. Por outro lado, o filme produzido em meio aquoso obteve 13,5 +
0,3 kPa, 17,87 = 0,07 MPa e 40%. Ensaios in vitro e in vivo evidenciaram que a presenca do
Cys-QHREDGS permitiu ao filme aderir a superficie da ferida durante o processo de
cicatrizacdo, além de promover a adesdo e proliferacdo de células endoteliais da veia
umbilical humana (HUVEC), bem como a formacéao de vasos sanguineos, raizes capilares e a
remodelacdo da matriz de colageno.

Patil et al.'” desenvolveram um filme de fibroina/alcool poli(vinilico) incorporado com
nanoparticulas de 6xido de zinco (ZnO) visando o tratamento de feridas na pele. Resultado de
microscopia eletrénica de transmissdo (MET) mostrou que as nanoparticulas de ZnO possuem
didmetro médio de 13 nm. A andlise de difratometria de raios X (DRX) evidenciou que 0
filme possui regiGes amorfas e dominios cristalinos associados aos planos (100), (002), (101),
(102) e (110). A analise térmica realizada por calorimetria exploratéria diferencial (DSC)
mostrou que a incorpora¢do das nanoparticulas aumentou a temperatura de fusao (Tm) de 429
para 452 °C. O filme ainda apresentou resisténcia a tracdo de 3,80 MPa e alongamento até a
ruptura de 207%, valores estes superiores ao filme sem a presenca das nanoparticulas. Ensaios
antibacterianos apontaram que o filme possui atividade antimicrobiana contra as bactérias
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudémonas aeruginosa, Proteus mirabilis e
Streptococcus pyogenes. Estudos de coagulacdo sanguinea e citotoxicidade apontaram que a
presenca de ZnO desnatura proteinas anticoagulantes reduzindo assim o tempo de coagulacéo,
além disso, o filme ndo é toxico aos fibroblastos L929. Alam e Shubhra®® produziram filmes
finos de fibroina/gelatina incorporados com antibidtico ciprofloxacina e revestidos com
poli(etileno glicol) (PEG), os quais foram aplicados no tratamento de feridas in vivo. Os
resultados do ensaio mecanico de tracdo mostrou que os filmes nas proporg¢des 0:1; 1:1; 1:2 e
2:1 apresentaram resisténcia a tracdo (MPa) de 10,5 +2,3,358+4,5,16,2+39e453+ 7,4
MPa e alongamento na ruptura (%) de 16,1 + 2,1, 10,7 + 1,7, 124 + 19 e 6,2 = 1,2%,

respectivamente. O teste antibacteriano evidenciou que todos os filmes possuem boa atividade
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antibacteriana contra Staphylococcus aureus e Pseuddmonas aeruginosa. O ensaio de
liberacdo mostrou que o revestimento de PEG melhorou a liberacdo da ciprofloxacina (0,5%)
apos 50 horas, pois promoveu uma degradacdo mais lenta nos filmes. O estudo in vivo
realizado com ratos Sprague-Dawley apontou que os filmes recobertos com PEG e contendo
ciprofloxacina (0.5%) foram capazes de cicatrizar a ferida em uma semana, enquanto filmes
ndo modificados ndo foram capazes de cicatrizar no mesmo periodo de tempo avaliado. Yerra
e Mamatha®® desenvolveram filmes de fibroina incorporados com diversos antibi6ticos
visando tratar infeccBes bacterianas desenvolvidas em feridas provocadas por queimaduras. O
ensaio antibacteriano mostrou que filmes contendo amoxicilina (15 pg), ciprofloxacina (4-6
ug), amicacina (30 pg), lincomicina (25 pg), tetraciclina (20 ug) e gentamicina (20 pg)
possuem atividade antibacteriana contra Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa,
Acinetobacter baumannii, Klebsiella pneumonia e Escherichia coli. Ensaio in vitro apontou
que apos 1, 2 e 3 h de semeadura, as células L929 aderiram de forma estavel nos filmes. Além
disso, foi observado um nimero maior de células aderidas nos filmes contendo antibi6ticos
em relacdo ao filme composto apenas por fibroina.

Singh et al.?®® desenvolveram um filme de fibroina/poli(6xido de etileno) PEO
incorporado com o reagente Amplex™, que foi produzido pela técnica de eletrofiacdo visando
a deteccdo de peroxido de hidrogénio no processo de cicatrizacdo de feridas. As micrografias
de MEV mostraram que o filme é formado por nanofibras com diametro médio de 50 nm. A
espectroscopia no infravermelho (FTIR) evidenciou que o Amplex™ foi incorporado com
sucesso na estrutura semicristalina do filme. Ensaio in vitro apontou que o filme foi capaz de
liberar 0 Amplex™ ¢ detectar a presenga de peréxido de hidrogénio (25-0,25 pg/mL) por
meio da mudanga de coloragdo de incolor para rosa. Testes de viabilidade celular realizado
com queratinécitos da pele humana (HaCat) evidenciaram que o filme contendo 0 Amplex™
ndo foi toxico aos queratindcitos. Ensaio in vivo mostrou que o filme com Amplex™ (1-5
mg/mL) foi capaz de detectar o estresse oxidativo promovido pela alta liberacdo de peroxido
de hidrogénio em feridas realizadas em camundongos. Ozen et al.?* produziram filmes de
fibroina/acido hialurdnico/gelatina contendo acido boérico pela técnica de casting visando o
tratamento de feridas. Os resultados do ensaio de tracdo mostraram que o filme contendo 1%
m/v de &cido borico apresentou resisténcia a tracdo de 0,73 MPa e alongamento na ruptura de
cerca de 86,4%. Estes valores evidenciaram um aumento de 156,7% e 119,3% em relacdo ao
filme sem a presenca de &cido bérico, respectivamente. O ensaio de absorcdo realizado em
solugéo tampéo fosfato-salino (PBS) (pH ~7,4) a 37°C por 24 h apontou que quanto maior a

presenca do acido borico a maior absor¢édo de agua do filme, valor de absor¢do maxima foi de
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160%. O ensaio de viabilidade celular, realizado conforme a norma 1SO 10993-5. evidenciou
que a presenca de acido bdrico ndo tornou os filmes citotdxicos. Ensaio in vitro mostrou que
os filmes contendo &cido borico permitiram a adeséo e proliferacdo de células L929.

Cabe destacar que a deficiéncia na cicatrizacdo de feridas devido a diabetes devera
acometer aproximadamente 205 milhdes de pessoas até 2035%. Nos EUA o custo anual com o
tratamento de feridas equivale US$ 25 bilhdes®, na Europa aproximadamente € 6.650—10.000
por paciente, sendo este valor equivalente a 2-4% dos orcamentos europeus de satide®*.

Diante do exposto, 0 presente trabalho apresentou o desenvolvimento e caracterizacdo
de filmes finos de fibroina com grande dimensdo macroscopica por meio da técnica de casting
adaptada ao equipamento de cromatografia de camada delgada. Cabe destacar que os filmes
produzidos apresentam dimensdes superiores aos filmes relatados na literatura, sendo esta
uma contribuicdo importante deste estudo no desenvolvimento de filmes poliméricos

derivados de fibroina de seda para coberturas cutaneas.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA
2.1 Fibroina de seda

2.1.1 Estrutura

A seda possui estrutura primaria formada pela sequéncia de aminoéacidos em blocos de
glicina e alanina altamente repetitivos, sendo a mesma considerada um copolimero em bloco

1% sendo produzida por meio de glandulas especializadas presentes em

anfifilico natura
alguns artrépodes tais como: aranhas e o bicho-da-seda®® *°. Diante disso, a estrutura quimica
e as propriedades fisicas, quimicas, térmicas, mecanicas e bioldgicas serdo influenciadas pela
espécie na qual produziré a fibroina de seda. Destacando que, a seda mais usada € a da espécie
Bombyx mori, a qual é extraida do casulo do bicho-da-seda. A Figura 1 apresenta oS
artropodes produtores da seda: (a) Aranhas das espécies Araneus e Nephila clavipes; (b)

Bicho-da-seda da espécie Bombyx mori.

Figura 1- (a) aranhas das espécies Araneus e Nephila clavipes e (b) bicho-da-seda da espécie Bombyx
mori

Fonte: Adptado de Nguyen et al.*

Em termos de composicdo quimica, a fibroina é uma proteina fibrosa composta por
pequenos residuos de aminoacidos como a glicina (43-46%), alanina (25-30%) e serina
(12%), tirosina (4-6%) e valina (2-3%)**. De acordo com Marsh et al.>* a glicina, alanina e
serina sdo responsaveis pela formacdo de dominios altamente ordenados, enquanto que a
tirosina é responsavel pelos dominios amorfos. Segundo Inoue et al.*® no casulo do bicho-da-
seda coexistem duas proteinas, a fibroina (fibrosa) e a sericina (globular e hidrofilica) que

reveste e mantém as fibras unidas, além disso, tem-se a glicoproteina P25 que mantém a
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integridade. Neste sentido, a fibroina possui estrutura molecular composta por cadeias de
baixa (25 kDa) e alta massa molar (350 kDa). As cadeias de baixa e alta massa molar se ligam
via ligagdo dissulfidica®. A Figura 2 apresenta a sequéncia de dominios hidrofébicos (glicina-
serina-glicina-alamina-glicina-alamina) presentes na cadeia de alta massa molar e que

representa a estrutura secundéria folha-p.

Figura 2 — Dominios hidrofébicos (Gly-Ser-Gly-Ala-Gly-Ala) presentes na fibroina
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Fonte: Adaptado Meng et a

Estruturalmente, a fibroina de seda é formada por regiées amorfas (a-hélice e espirais
aleatdrias) compostas por residuos de aminoacidos polares e volumoso e cristalinas (folha-3)
formadas pela repeticdo dos aminoacidos alanina e glicina conectados as serina e tirosina em
menor proporcao na proteina®.

Na regido amorfa se encontra a a-hélice e bobinas aleatérias ambas hidrofilicas e
solGveis em agua devido a presenca de grupos hidroxilas, além disso podem ser facilmente
convertida em folha-8, por meio de processos fisicos, quimicos ou mecanicos®. Essa
conversdo reduz a solubilidade da fibroina em meio aquoso e aumenta sua cristalinidade®.

Nos dominios cristalinos se encontram as folha-f altamente organizadas, assimétricas
e formada por cadeias laterais contendo os grupos hidrogénio e metila presentes na glicina e
alanina, respectivamente®’. Nessa configuracdo, a fibroina é termodinamicamente estavel,
devido as ligagBes de hidrogénio e as forgas de van der Waals existentes®. Além disso, as
cadeias estdo ligadas por ligagdes de hidrogénio entre os grupos amina e carbonila (segmentos
adjacentes das cadeias polipeptidicas)**. A Figura 3 ilustra de forma esquematica a estrutura
molecular da fibroina da seda antes e depois da adicéo de Ca**, mostrando o mecanismo de
competicdo das ligacdes de hidrogénio entre as estruturas secundarias induzidas pelas

moléculas de agua.
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Figura 3 — Representacdo esquematica das estruturas a-hélice e folha-f presentes na fibroina de seda

© » Mélecula de dgua \_ Amorfo ~—* Folha-8
Fonte: Adaptado de Liu et al.*?

Compreender a estrutura molecular da fibroina se torna fator importante na producao
desses materiais, uma vez que a mesma apresenta comportamento peculiar em meio aquoso
devido a presenca de blocos hidrofébicos/hidrofilicos (carater anfifilico). Essa compreensao
permite controlar a solubilidade, assim como possiveis mudangas estruturais apOs certos
tratamentos fisicos e/ou quimicos®. A Figura 4 apresenta a estrutura da seda da espécie
Bombyx mori, onde a fibroina é constituida de fibrilas, conectadas por uma Unica ligacéo
dissulfidica, que ainda possui estrutura dimdérfica com duas estruturas secundarias distintas a

a-hélice e folha-f presentes em proteinas.

Figura 4 — Composicao e estrutura molecular do casulo do bicho-da-seda da espécie Bombyx mori
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Fonte: Adaptado de Debari e Abbot*
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2.1.2 Processamento

Para obter a fibroina é preciso realizar o processo de extracdo da sericina
(degomagem). Cabe destacar que essa etapa é importante para obter-se a fibroina, pois as
propriedades estruturais, fisicas, quimicas, biolégicas, mecanicas, térmicas e reoldgicas dos
materiais derivados de fibroina irdo depender dessa etapa. A Figura 5 mostra a micrografia
MEYV da secdo transversal de uma fibra nativa do casulo do bicho-da-seda da espéecie Bombyx

mori, onde se observa a sericina (S) revestindo e a fibroina (B).

Figura 5 — Secgdo transversal da seda na presenca das proteinas fibroina e sericina

EHT = 3,00 kV Signal A = SE2 Date :17 Cct 2013
WD = 68mm Photo No. = 2451 Tirme :18:32:67

Fonte: Adaptado de Allardyce et al.*

O processo de degomagem consiste na imersdo da seda em solu¢Bes orgénicas ou
inorganicas perante certas condicdes de temperatura, concentragdo, pressio e tempo*®*’. Tal
procedimento visa retirar a sericina (20-310 kDa), proteina que reveste a fibroina dando o
formato ovalado ao casulo e representa entre 20 e 30% em peso. A presenca de sericina
residual reduz a biocompatibilidade e as propriedades mecénicas (resisténcia a tracdo e o
alongamento na ruptura) da fibroina®.

Rastogi e Kandasubramanian*’ mostraram que os métodos mais empregados no
processo de degomagem sdo solucbes de laurato de sddio, carbonato de sédio (Na,CO3),
bicarbonato de sodio (NaHCO3), fosfato dissodico (Na,HPO,) e trissodico (NasPO,), acidos
(tartérico, citrico, oxalico, lactico, acético glacial), enzinas (tripsina, papaia, proteases) e

|'48

aminas (metilamina, dimetilamina e trietilamina). Nultsch et al.™ utilizaram oleato de sodio,
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tripsina e liquido i6nico (90% de brometo de 1-butil-3-metil-imidazélio). Debari et al.*®

destacaram que a tendéncia atual é a utilizacdo de &cido citrico, enzimas, fluido supercritico
como dioxido de carbono, hidroxido de sodio e ureia. Esses métodos verdes levam em
consideracdo varios aspectos como meio ambiente, toxicidade, reuso, reciclagem, baixo
consumo de energia e fontes renovaveis. Além disso, devem ser capazes de manter as
propriedades fisicas, quimicas, biol6gicas e mecénicas da fibroina.

Kim et al.>°

realizaram a degomagem da seda via autoclave (1 atm e 120 °C) utilizando
para isso ureia, acido citrico, carbonato de sodio/oleato de sddio e carbonato de sdédio visando
a fabricacdo de filmes de fibroina por meio da técnica de casting. Os resultados mecéanicos
mostraram que os filmes que utilizaram a ureia na degomagem apresentaram os melhores
resultados para resisténcia a tracdo e alongamento até a ruptura (60 MPa e de 7%,
respectivamente). Por outro lado, os filmes que utilizaram o Na,COj3 apresentaram o pior
desempenho (52 MPa e 5,5%) entre os solventes empregados. Wang et al.** avaliaram o uso
de NaHCO3 no processo de degomagem em substituicdo ao Na,COs. As analises mostram que
a razao de degomagem foi de 28,60 e 27,76% para Na,CO3; e NaHCOg, respectivamente. As
micrografias de MEV evidenciaram a presenca de residuos de sericina nas fibras tratadas com
NaHCOs. A técnica de eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) mostrou que a
degomagem com NaHCOj3; gera bandas de massa molar média ponderal (MM) na faixa de
100-250 kDa, enquanto o Na,CO; gerou MM = 50 kDa. Esse resultado se deve a maior
alcalinidade do Na,CO3; em relacdo ao NaHCO; Testes reoldgicos mostraram que a
degomagem com NaHCOj3; garante maior viscosidade a fibroina em solugdo. A resisténcia a
tracdo (MPa) e alongamento até a ruptura (%) também foram avaliadas. Para os filmes a seco
via NaHCOj3 foram obtidos valores de 69,9 MPa e 1,7% e via Na,CO3 os valores foram 59,1
MPa e 1,6%. Ja os filmes molhados via NaHCO3 apresentaram valores de 7,3 MPa e 61,9% e
via Na,CO3 valores de 5,7 MPa e 62,1%.

Yang et al.>

utilizaram a ureia (P1) para realizar a degomagem em substituicdo ao
Na,COj3 (P2). Para isso, esponjas de fibroina foram produzidas (via liofilizacdo) e avaliadas
guanto as propriedades morfoldgicas, térmicas e mecanicas. A analise de DRX mostrou que
degomagem via ureia produziu esponjas com maior cristalinidade relativa (49,33%), enquanto
via Na,CO3; (P2) a cristalinidade foi de 38,54%. Em termos térmicos as esponjas (P1)
possuem temperatura maxima de degradacdo de 307 °C, enquanto P2 degradou em 285 °C.
Ensaios mecanicos mostraram que as esponjas Pl obtiveram resisténcia a compressao e
maodulo de compressdo de 33 e 120 kPa, enquanto que, as esponjas P2 apresentaram 12 e 45

kPa, respectivamente.
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Lu et al.>® destacaram que a etapa de degomagem afeta as propriedades fisicas,
quimicas, bioldgicas e mecénicas dos materiais derivados de fibroina. Neste sentido, 0s
pesquisadores avaliaram os efeitos desse processo utilizando para isso 0 Na,COjz; nas
seguintes concentracdes: 0,05, 0,5 e 5 g.L™. Para tanto, avaliou-se a resisténcia a tracéo
(MPa), deformacdo (%), biocompatibilidade e morfologia das fibras de fibroina. Em termos
morfolégicos, o uso de Na,COjs (5 g.L ") promoveu danos severos a fibras (fibrilacio visivel),
por outro lado Na,CO; (0,05 g.L ™) gerou fibras com superficie lisa (filamento puro de
fibroina). O aumento da concentracdo de Na,CO3; também afetou a resisténcia a tracdo e a
deformacdo das fibras, para Na,COs (0,05 g.L™") os resultados foram 485,3 MPa e 26%;
Na,COs (5 g.L™) foi de 95,3 MPa e 3,1%. Os testes in vivo (ratos) ap6s 2-4 semanas
mostraram que a degomagem via Na,CO3 nas concentracdes relatadas ndo promoveu resposta
inflamatdria grave, além disso, a coloracdo imunohistoquimica com CD68 mostrou que as
fibras degomadas com Na,COs; (0,5 e 5 g.L™) apresentaram pequenos sinais de degradacéo.
Bucciarelli et al.>* utilizaram o método estatistico planejamento de experimentos visando
avaliar os efeitos provocados pela temperatura, tempo e concentracdo na degomagem da
fibroina com Na,COj3 Os modelos estatisticos com 95% de confianca buscaram determinar as
equacdes empiricas por meio da relacdo entre as propriedades da fibroina apds a degomagem
como, rendimento, didmetro da fibra, cristalinidade, massa molar, indice polidispersidade,
limite de resisténcia a tracdo, mddulo de Young e tenacidade. Os modelos estatisticos
mostraram que a degomagem realizada em banho Unico por 20 min independente da
concentracdo de Na,COj3 ndo foi eficaz para retirar a sericina. O banho duplo com Na,CO;
(0,1 g.L™) por 20 minutos foi ineficiente, por outro lado utilizando-se Na,COs (1,1 g.L™) por
90 min a 70 °C foi eficiente. Os autores perceberam que a degomagem parcial promove
relacdo inversa entre as propriedades mecénicas e a massa molar da fibra, ou seja, a melhoria
das propriedades mecanicas ocorreu pela remogéo da sericina que implicou na diminuigdo do
peso molecular (degradacdo da proteina). Em contrapartida, para degomagem completa a
tendéncia foi contraria, pois 0 aumento no peso molecular promoveu aumento nas
propriedades mecéanicas. Cabe destacar que ndo se observou nenhum efeito significativo da
cristalinidade das fibras nas propriedades mecanicas. Por fim, observou-se que a degomagem
é um sistema complexo, sendo sensivel ndo apenas aos parametros individuais do processo,
mas também aos efeitos mistos. Dessa forma, a otimizacdo permitiu resolver algumas
questdes ndo triviais sobre como maximizar as melhores condi¢Ges de degomagem na busca

por métodos ecologicamente corretos.
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Outro processo importante na fabricagdo de materiais derivados de fibroina € a
dissolucdo das fibras apds a degomagem. Esse processo consiste na solubilizacdo da fibroina

em solventes capazes de dissolver a mesma. Segundo Freddi et al.>®

0 solvente empregado
deve ser capaz de penetrar e dissolver as cadeias poliméricas (romper as ligacdes de
hidrogénio) sem degradé-las e/ou induzi reacdes adversas. Observa-se ainda que os dominios
cristalinos (folha-f) sdo mais dificeis de dissolver devido a reduzida acessibilidade ao

solvente®®. Wang et al.*’

afirmaram que as propriedades fisicas, quimicas, térmicas,
mecanicas e bioldgicas dos materiais derivados de fibroina estdo diretamente associadas ao
processo de dissolucdo. Além disso, os autores destacaram que 0s sais mais utilizados nesse
processo sdo os de brometo de litio (LiBr), tiocianato de litio (LiISCN), tiocianato de sodio
(NaSCN), cloreto de zinco (ZnCly), solucdo ternaria de cloreto de sodio/etanol/agua
(NaCl:EtOH:H,0), outros sistemas também ja foram utilizados como, hidroxido de sodio
(NaOH), acido cloridrico (HCI), é&cido formico (CH,0;), nitrato de célcio/metanol
Ca(NO3),/CH40, cloreto de litio/dimetilacetamida (LiCI/N,N-dimetilacetamida), &cido
fosforico (H3PO4) e hexafluoroisopropanol (HFIP), Cu(NH3)4(OH) N-0xido de N-
metilmorfolina  (NMO),  dimetilsulfoxido  (DMSO), dimetilformamida  (DMF),
dimetilacetamida (DMAC), tetrametilureia (TMU), hexafluoroacetona, 3-metil imidazolio,
dioxano, solucbes aquosas de hidroxido de cobre-aménia, hidréxido de cobre-alcali-amonia,
hidréxido de cobre-alcali-glicerol e cobre etilenodiamina®’.

Medronho et al.>®

relataram uma nova abordagem para dissolver a fibroina em
hidroxido de tetrabutilaménio em meio aquoso (TBAOH) e em temperatura ambiente. As
analises reoldgicas e espalhamento de raios-X de baixo angulo (SAXS) foram usadas para
avaliar o comportamento das solucdes. A analise de SAXS revelou que a fibroina solubilizada
em TBAOH se encontra na conformagdo a-hélice, contudo identificaram-se possiveis
dominios cristalinos ligados a folha-f. Além disso, determinou-se o raio de giro das cadeias
poliméricas em solugdo (17,5 nm), assim como MM = 450 KDa. A analise reoldgica mostrou
que as solugdes possuem comportamento newtoniano. Por fim, foi observado que a
concentraco critica (C*) estimada coincidiu com a transicéo entre os regimes diluido para
semidiluido, além disso, o TBAOH promoveu baixo grau de despolimerizacdo em
comparacgdo outros solventes.

Yue et al.*® propuseram um método para solubilizar a fibroina visando evitar a etapa
de solubilizagédo em LiBr (9.3 M) ou CaCl,:C;HO:H,0 (1:2:8 M). Para isso, preparou-se
solugdes de CaCl, e CH,0, (20 e 25% m/v) que foram solubilizadas por 3 horas a temperatura

ambiente. Os resultados mostraram que a dissolucdo da fibroina foi caracterizada pela
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simplicidade, alta eficiéncia, baixo custo e pela conservacdo da estrutura nanofibrilar da
proteina. Kopp et al.*® dissolveram as fibras de fibroina em solucdes de CH,0, e CaCl, e
produziram filmes via casting. Os resultados de espessura (um), limite de resisténcia a tragao
(MPa) e deformag&o na ruptura (%) mostram que os filmes de fibroina 6, 8, 10, 12 e 14% m/v
apresentaram (145 pum, 1.16 MPa e 14%), (164 um, 1,35 MPa e 29%), (208 um, 1,40 MPa e
27%), (252 pum, 1,35 MPa e 28%) e (289 pum, 1,45 MPa e 23%), respectivamente. A analise
de passagem de luz mostrou que os filmes de fibroina 10% m/v possuem maior grau de
transparéncia, sendo estes mais permeaveis a radiacdo eletromagnética. Testes in vitro
evidenciaram que os filmes de fibroina ndo sio citotéxicos Wang et al.®° utilizaram LiBr (9,3
M) e acetona (1:3 e 1:8 v/v) para dissolver a fibroina, visto que a dissolugdo e a
dessalinizacdo da mesma pelos métodos tradicionais gastam muito tempo. Os resultados
mostraram que o método proposto gasta a metade de LiBr para dissolver a fibroina, quando
comparado ao método tradicional, sendo possivel reaproveitar o LiBr. Além disso, o tempo de
dessalinizacdo (dialise) foi reduzido pela metade. A SDS-PAGE mostrou que tanto o LiBr
como a acetona ndo promoveram quebra de ligacdes peptidicas presentes na fibroina. As
analises de DRX e FTIR revelaram que os materiais produzidos possuem estrutura
predominantemente amorfa (a-hélice). Por fim, o estudo mostrou ainda que o método
empregado se enquadra no conceito de métodos ecologicamente corretos, pois permite separar
e reciclar a acetona e o LiBr.

Rizzo et al.”
(LaCl3.7H,0), cério (CeCl3-7H,0), praseodimio (PrCl;.7H,0), neodimio (NdCl;.6H,0),
samario (SmCl3.6H,0), eurdpio (EuCl;.6H,0), gadolinio (GdCl3.6H,0), térbio (ThCl3.6H,0),
disprésio (DyCls.6H,0), hélmio (HoCl;.6H,0), érbio (ErCls-6H,0), tulio (TmClz-6H,0),
itérbio (YbCls-6H,0), lutécio (LuCls-6H,0) em substituicdo ao método (CaCl,:H,O:EtOH

1:8:2 M) proposto por Ajisawa®’. Os resultados de espalhamento de raios-X a baixos angulos

avaliaram o uso de sais hidratados caotropicos como cloreto de lantanio

(WAXS), FTIR e analise de birrefringéncia mostraram os cétions trivalentes de Pr*3, Ce*,
Tm*3, Yb*®, Lu™ favorecem a formacdo de uma estrutura altamente orientada, rica em
nanocristais de folha-g. Por outro lado, os cations La*®, Dy** e Er*® promovem a formagcao de
estruturas amorfas sem qualquer orientagédo preferencial.

Samie et al.® investigaram o0 uso de solventes i6nicos e Na;CO3 (0,02 M) perante
agitacdo constante (200 rpm) por 2 horas a 50 °C para dissolver a fibroina. As analises de
FTIR, espectrometria Raman e ressonancia nuclear magnética (RNM) mostraram que 0
solvente proposto ndo afetou 0s picos caracteristicos relacionados a fibroina. Contudo, a

analise de DRX evidenciou a reducéo da cristalinidade foi associada ao desalinhamento entre
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as cadeias polipeptidicas. A estabilidade térmica da fibroina foi ligeiramente reduzida de 328
para 320 °C. Zhang et al.** afirmaram que o processo de dissolucdo da fibroina em
CaCl,:C,HgO:H,O (1:2:8 M) requer outros processos como a dialise. Diante disso, 0s
pesquisadores propuseram a dissolucdo da fibroina em acetona, acetato de etila, cloroférmio,
etanol, éter, éter de petrdleo, hexafluoroisopropanol, isopropanol e metanol. Para isso,
misturou-se 3 mL de cada solvente em 1 mL de CaCl,:C;HgO:H,O/isopropanol. Ao comparar
0s resultados observou-se que a dissolucdo usando o isopropanol em 3:1 v/v foi o melhor
sistema, pois o tempo de didlise foi reduzido pela metade. Alem disso, a analise de SDS-
PAGE mostrou que o isopropanol ndo provoca a quebra das cadeias polipeptidicas. Os
resultados de FTIR mostraram que 0s picos de absorcdo das amidas I, Il e 11l presentes em
proteinas ndo foram afetados, além disso, 0 DRX evidenciou que os filmes possuem estrutura
amorfa (a-hélice).

Rizzo et al.%®

propuseram para um protocolo para solublizar a fibroina em
CeCl3.7H,O/4gua/etanol, visando a produgdo géis. As andlises de difracdo de raios X — a
amplo angulo (WAXS), espectroscopia de fotoelétrons de raios-X (XPS), RMN, MEV e
FTIR, mostraram que 0s ions Ce* foram incorporados tanto na fase amorfa como na
cristalina, presentes na fibroina. Além disso, os fons de Ce** interagem principalmente com o
oxigénio presente na carbonila (C=0) das ligacdes peptidicas ou das cadeias laterais de Serina
(Ser), Tirosina (Tyr), Treonina (Thr), Aspartato (Asp) e Glutamato (Glu). Esse resultado
evidenciou a possibilidade de incorporar ions lantanideos trivalentes e produzir materiais

luminescentes derivados de fibroina.

2.1.3 Propriedades mecanicas

As propriedades mecéanicas (resisténcia a tracdo e modulo de elasticidade) da seda
estdo associadas as ligacdes de hidrogénio intermoleculares ocorridas nos dominios cristalinos
(folha-p) % Em contrapartida, o alongamento e a tenacidade sdo atribuidas a regido amorfa
(a-hélice). Essas duas regides sdo responsaveis pelo comportamento mecanico em pequenas e
grandes deformacgdes perante esforcos de tracdo® "°. A Tabela 1 apresenta os valores de
modulo de elasticidade, limite de resisténcia a tracdo e alongamento na ruptura para a seda
nativa extraida de aranhas, bicho-da-seda, fibroina e outros polimeros usados na area
biomédica.
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Tabela 1 — Propriedades mecénicas da seda, fibroina e outros polimeros

Modulo de elasticidade Limite de Alongamento na

Material (GPa) resisténcia a ruptura (%) Ref.
tracéo
(MPa)
Bombyx mori c/sericina 5-12 500 19 n
Bombyx mori s/sericina 15-17 610-690 4-16 n
Bombyx mori 10 740 20 1
Araneus 10 1100 27 &
N. clavipes silk 11-13 875-972 17-18 2
Colageno 0,0018-0,046 0,9-7,4 24-68 4
Colageno reticulado 0,4-0,8 47-72 12-16 »
Poli(4cido lactico) 1,2-3,0 28-50 2-6 6

Fonte: Adaptado de Vepari e Kaplan’’

Em termos mecanicos Koh et al.** destacaram em seu estudo que as baixas
propriedades mecéanicas da fibroina em comparacdo com as fibras de seda nativas sdo
frequentemente atribuidas aos processos de degomagem e dissolucdo de proteinas, que
inevitavelmente promovem a hidrélise das cadeias poliméricas, sendo esse um fator critico
para o baixo desempenho mecanico dos materiais derivados de fibroina. Contudo, estratégias
como reticulacdo fisica, quimica, funcionalizacdo e uso de blendas podem aprimorar essa
baixa performance em termos mecanicos.

Lu et al.”®

produziram filmes de fibroina com morfologia predominantemente amorfa.
Os resultados mecanicos do ensaio de tragdo mostraram que os filmes secos lentamente
apresentaram moédulo de elasticidade de 4,6 MPa, resisténcia a tracdo de 1,4 MPa e
alongamento até a ruptura de 260%. Por outro lado, os filmes secos sob fluxo controlado de ar
apresentaram moédulo de elasticidade de 10,5 MPa, resisténcia a tracdo de 3,1 MPa e
alongamento até a ruptura de 200%. Os filmes imersos em metanol obtiveram modulo de
elasticidade de 17,6 MPa, resisténcia a tragdo de 3,9 MPa e alongamento até a ruptura de
142%. Wang et al.”® avaliaram as propriedades mecanicas (médulo de elasticidade, resisténcia
a tracdo e alongamento na ruptura) dos filmes de fibroina preparados por meio da técnica de
casting com a incorporacdo de 20% m/m de glicerol (GL) ou reticulados com 12,5% m/m de
genipina (GE). Os filmes contendo GL apresentaram mddulo de elasticidade, resisténcia a
tracdo e alongamento na ruptura de 0,46 GPa; 54,4 MPa e 171,1%, respectivamente. Por outro
lado, os filmes reticulados com GE apresentaram mddulo de elasticidade e resisténcia a tragédo

de 1,08 Gpa e 83,3 MPa, respectivamente. Cabe destacar que os filmes reticulados com GE se
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apresentaram quebradicos no estado seco. Os resultados encontrados sugerem que os filmes

contendo GP possam ser aplicados no tratamento de lesdes cutaneas. Pei et al.*°

produziram
materiais 3D de fibroina por meio da combinacéo das técnicas de eletrofiacdo e liofilizacdo. O
resultado do ensaio de compressdo mostrou que os materiais contendo 20, 30 e 40% m/m de
glicerol apresentaram modulo de compresséo de 15, 11 e 6 kPa, respectivamente. Os autores
destacaram que scaffolds com modulos de elasticidade entre 8-17 kPa podem favorecer a
diferenciacdo de células do estroma da medula 6ssea (BMSCs) em células musculares,
enguanto scaffolds com modulos entre 1-7 kPa pode facilitar a diferenciacdo das BMSCs em

células endoteliais. Mehrabani et al.®!

produziram nanocompositos de fibroina/quitina
incorporados com nanoparticulas de prata (NPsAgQ) nas concentragcdes de 0,001; 0,01 e 0,1%
m/m resultaram em compositos com resisténcia a tragcdo de 0,001; 0,01 e 0,1% m/m e glicerol
50% m/m visando o tratamento de lesdes cutaneas. O resultado do ensaio de tracdo revelou
que a resisténcia a tracdo da fibroina pura foi de 0,33 MPa, quitina de 0,54 MPa e do
nanocomposito de fibroina/quitina de 0,49 MPa. Incorporando as NPsAg em 0,001; 0,01 e
0,1% m/m resisténcia & tracdo foi de 0,55; 0,59 e 0,65 MPa, respectivamente. Narita et al.®?
produziram filmes de fibroina e nanofibras de celulose (CNF) visando futuras aplicacfes
biomédicas. Os resultados mostraram que a presenca da CNF favoreceu as propriedades
mecanicas como modulo de elasticidade, resisténcia a tracdo e deformacdo na ruptura,

conforme ilustra a Tabela 2.

Tabela 2 — Propriedades mecanicas dos materiais derivados de fibroina de seda

Material I\_/IQdqu de Resisténcia a tragao Deformacao na
elasticidade (GPa) (MPa) ruptura (%)
Fibroina 3,01 43 2,3
Fibroina/CNF (80:20) 7,20 134 2,7
Fibroina/CNF (50:50) 9,19 230 11,0
Fibroina/CNF (20:80) 9,35 249 8,0
CNF 10,60 270 10,5

Fonte: Adaptado de Narita et al.*

Yusoff et al.® produziram filmes de fibrofna incorporados com 0,1; 0,5 e 1,0% m/m
de grafeno e 20% m/m de glicerol visando aplica¢fes biomédicas e eletronicas. Os resultados
do ensaio de tracdo mostraram que o filme contendo apenas fibroina possui resisténcia a

tracdo de 2,5 MPa e alongamento na ruptura de 7,5%. O filme com glicerol apresentou
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resisténcia de 3,5 MPa e alongamento de 23%. Ja os filmes contendo fibroina/glicerol/grafeno
(0,1; 0,5 e 1,0%) apresentaram 1,6 MPa e 35%; 1,8 MPa e 40%; 1,4 e 45%, respectivamente.

2.1.4 Propriedades biomédicas

Na &rea biomédica, a fibroina de seda demonstrou que sua biocompatibilidade esta
associada a sua estrutura molecular e composicdo quimica®. Porém, alguns eventos
imunologicos adversos (hipersensibilidade) colocou em duvida essa propriedade da
proteina®®®. Na literatura, diversos relatos mostraram que essa baixa biocompatibilidade da
fibroina em contato com células, tecidos e 6rgaos estava associada a outra proteina, a sericina
a qual reveste a fibroina® ®. A saida para este problema foi & remocdo da sericina por meio
da degomagem, isso aumentou a biocompatibilidade e uso da fibroina em aplicacdes
biomédicas™. Em 1993 o departamento americano de satde (FDA) reconheceu o uso da
fibroina como biomaterial, sendo ela amplamente usada como sutura, malha bioreabsorvivel e
coberturas cutaneas® .

Cabe destacar que estudos recentes mostram que materiais (filmes, membranas ou
esponjas) contendo sericina ndo provocam reacdes adversas em contato com células, tais
como: fibroblastos embrionarios de camundongos, queratinécitos, fibroblastos dérmicos
humanos, fibroblastos de camundongo (L929) e células MG63%%'.

Diante do exposto, a fibroina tem despertado grande interesse nos mais diversos fins
biomédicos, como regeneracdo dos tecidos 0sseo, conjuntivo, nervoso, cartilaginoso, leses

34498101 choyhan e Mandal'® destacaram a

cuténeas e liberagdo controlada de farmacos
fabricacdo de biomateriais derivados de fibroina por meio das técnicas de eletrofiacdo e
impressdo 3D que permitiu a construcdo de scaffolds aplicados na regeneracdo tecidual.

Ribeiro et al.'®

produziram materiais a base de fibroina pela combinacdo da técnicas de
lixiviagdo e liofilizagdo visando a regeneracdo do tecido cartilaginoso. Os resultados
mostraram que os scaffolds possuem alta porosidade (89,3 + 0,6%) e poros interconectados.
Além disso, possui grande capacidade de intumescimento e taxa de degradacdo favoravel por
até 30 dias. Os estudos in vitro evidenciaram que os scaffolds permitiram a adesdo,
proliferacéo e a sintese de glicosaminoglicanos de células-tronco derivadas do tecido adiposo
humano (hASCs) sob condicdes condrogénicas. Arthe, Arivuoli e Ravi® fabricaram filmes
compostos por fibroina e/ou carboidrato paramylon pela técnica de casting visando a
cicatrizagdo de feridas cronicas. Os resultados mostraram que o filme de fibroina/paramylon

(25:75) apresentou alta estabilidade térmica, boa hidrofilicidade (52°) e absorcdo de agua
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(70%). Além disso, sdo atéxicos e hemocompétiveis. Kundu et al.'®* mostraram em seu
estudo que materiais derivados de fibroina sdo biocompativeis, biodegradaveis, possuem boa
estabilidade térmica e mecéanica, além disso, sdo compativeis com tecidos moles e duros.
Vyas et al.’® projetaram compésitos de policaprolactona (PCL) e microparticulas de fibroina
(10, 20 e 30% m/m) via impressdo 3D visando a regeneracdo Ossea. A anélise reoldgica
mostrou que o mddulo de armazenamento aumenta com 0 aumento da concentracdo de
fibroina. As micrografias de MEV e microtomografia de raios-X mostram que as estruturas
projetadas possuem poros altamente interconectados. Ensaios mecanicos evidenciaram que a
adicdo de fibroina melhorou significativamente o0 modulo de compressdo dos compositos. O
angulo de contato mostrou que com o aumento de fibroina a molhabilidade dos materiais é
reduzida. Ensaios in vitro (células-tronco mesenquimais derivadas de tecido adiposo humano)
apontaram que 10% de fibroina no composito favoreceu a adesdo, proliferacdo e migracao
celular, por outro lado 30% torna o material citotoxico.

Farokhi et al.® mostraram que a fibroina ganhou grande atencdo como transportadora
de drogas devido a facilidade de purificacdo, esterilizacdo, processabilidade sem o uso de
reticuladores quimicos, boa biocompatibilidade, biodegradabilidade, baixa imunogenicidade e

alta capacidade de estabilizar as drogas carregadas. Huang et al.'”’

afirmaram que filmes de
fibroina possuem caracteristicas importantes no que se refere a liberacdo controlada de
drogas. Os autores analisaram o comportamento de liberacdo controlada de filmes de fibroina
em relacdo a quatro tipos de cloridratos (ciprofloxacina, cisdiltiazem, tetraciclina e
tetrahidroina), usando para isso 0s parametros de permeabilidade e difusividade. Os resultados
mostraram que os filmes se comportam de forma semelhante a outros materiais aplicados para
liberacdo controlada e que ainda possuem grande potencial na producdo de biomateriais
aplicados na liberagdo controlada de farmacos. Gil et al.'® mostraram que materiais
derivados de fibroina tém propriedades fisicas, quimicas, morfoldgicas e bioldgicas que
permitem mimetizar a matriz extracelular (ECM) dos tecidos musculares, neurais e da cornea.
Harkin e Chirila®® demonstraram que membranas de fibroina possuem propriedades
especificas como transparéncia, espessura, permeabilidade e biocompatibilidade permitindo
assim seu uso na reconstrucdo da cornea. Hajiabbas et al.*® produziram materiais
nanoestruturados contendo fibroina/alginato/gelatina capazes de mimetizar a ECM. Para isso,
os scaffolds foram fabricados por meio da combinacao das técnicas de eletrofiacéo, lixiviacdo
e reticulacdo in situ e liofilizagdo. As estruturas construidas mostraram grau de reticulacéo de

44-55%, porosidade de 65-85% e tamanho de poro de 165-187 um. Além disso, 0S mesmos
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sdo atoxicos e permitem a migragdo e proliferacdo de células-tronco mesenquimais derivadas
do tecido adiposo (AMSC).

2.2 Biomateriais

Ao longo da histdria percebe-se que dominar e compreender as propriedades fisicas,
quimicas, mecanicas e biologicas dos materiais sdo essenciais para 0 avan¢o da ciéncia,
tecnologia e inovagéo.

Neste contexto, cada estagio de desenvolvimento das civilizacdes foi representado
pelo dominio dos materiais. Nos dias atuais, médicos, engenheiros, fisicos, quimicos e
bidlogos trabalham no desenvolvimento de materiais (metalicos, cerdmicos, poliméricos e
compdsitos) capazes de tratar doencas e/ou substituir rgdos 2.

Diante disso, Langer'*® destacou que a &rea de biomateriais se apresenta bastante
promissora, uma vez que novos materiais precisardo ser projetados para atender a demanda e
0s avancos biomédicos. Outro ponto importante se refere ao grande desafio para compreender
a interacdo entre biomateriais, células e tecidos, visto que em pleno século XXI os
biomateriais sdo amplamente utilizados em diversas aplica¢fes na area médica. Cabe ressaltar
que a ciéncia dos biomateriais € uma area nova e de grande importancia na melhoria da
qualidade de vida''*. De acordo com Lloyd*® os biomateriais sdo utilizados em diversas
aplicacdes, contudo o foco da pesquisa de biomateriais tem sido o desenvolvimento de
materiais usados na substituicdo funcional, como proteses artificiais, lentes intraoculares e
cateteres. Além disso, o surgimento dos biomateriais integrou uma ampla gama de areas como
a engenharia de polimeros, bioquimica, biologia, fisica, quimica e a ciéncia e engenharia de
materiais no intuito de facilitar a fabricagio de novos materiais.

Para Boretos e Eden''® biomateriais sdo quaisquer substancias (que ndo sejam drogas)
ou uma combinacdo de substancias de origem natural ou sintética, que possam ser utilizadas
durante um periodo de tempo como parte ou todo de um sistema que trate, recupere ou
substitua quaisquer tecidos, 6rgéos ou funcdo do corpo. Williams™’ define biomaterial como
uma substancia projetada para atuar de forma isolada, ou como parte de um sistema
complexo, capaz de controlar as interacGes entre as células dos sistemas vivos, que permitira
realizar qualquer diagndstico ou procedimento terapéutico tanto em humanos como em
animais. Ainda conforme Williams''” os biomateriais avancaram de tal forma que os novos
dispositivos médicos atuardo nos sistemas de liberagdo de medicamentos e genes, engenharia

tecidual e terapias celulares, impressdo de 6rgdos e padrdes celulares, sistemas de diagnostico
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e imagem baseados no progresso da nanotecnologia e microeletronica. Para Macneil'*® os
biomateriais projetados precisardo ser biocompativeis. Neste sentido, para Williams™® o
termo biocompatibilidade refere-se a capacidade que o material possui ao desempenhar a
funcdo na qual foi projetado, sem provocar quaisquer efeitos locais ou sistémicos indesejados
apos a sua insercdo no local da injaria.

Em relacdo as propriedades apropriadas dos materiais utilizados em aplicacGes

biomédicas, O’Brien'?

afirma que a biocompatibilidade trata da capacidade que o material
possui em provocar reacdo imune desprezivel, a fim de evitar que 0 mesmo ao ser implantado
ndo cause resposta inflamatoria grave que leve a rejeicdo do biomaterial pelo organismo. Em
outro estudo Williams'** destacou que os biomateriais em escala nanométrica afetam
profundamente a biocompatibilidade dos mesmos, visto que as interacdes entre
células/biomateriais ocorrem na superficie do dispositivo implantado, além disso, essas
interacbes sdo mediadas por moléculas que estdo presentes nas membranas celulares e no
citoplasma. Segundo Biswal et al.'? os materiais projetados e desenvolvidos para interagir
com os sistemas bioldgicos sdo chamados biomateriais. Eles sdo comumente usados em
sistemas de liberacdo de medicamentos, engenharia tecidual, fabricacdo de partes do corpo e
outras aplicacfes de biomédicas. Até a presente data, varios biomateriais foram projetados,
desenvolvidos e aplicados com sucesso em diferentes campos biomédicos. Além do mais, eles
sdo usados com sucesso no tratamento médico de terapia de cancer, reparo de ligamentos,
tenddes, nervos, vasos sanguineos, aplicacGes ortopédicas, oftalmolodgicas, cicatrizacdo de
feridas, implantes mamarios entre outros.

Engel et al.*?® destacaram que a producdo de biomateriais em escala nanométrica é
uma perspectiva desafiadora que oferece alto retorno. Contudo, Para que isso acontega, novas
metodologias terdo que ser desenvolvidas para manter a integridade quimica e mecéanica dos
materiais. Embora a criacdo de materiais de valor agregado para a biomedicina ndo exija o
mesmo valor econdmico que outras aplicacfes, ainda assim, o valor econdmico sera fator
importante no desenvolvimento de novos biomateriais. Gilbert e Budinskaya'** mostraram
que os avangos no campo dos biomateriais se encontram em plena atividade. Os autores
ressaltam a importancia das geracfes passadas no desenvolvimento da nova geracdo de
biomateriais, que se baseia na utilizagdo de moléculas bioativas capazes de promover resposta
celular especifica no tratamento de lesdes que necessitam ser regeneradas.

No que tange a atuacdo dos biomateriais nos processos de cicatrizacdo e regeneragédo

125
l.

de tecidos lesionados, Castafio et a enfatizaram que 0 sucesso dessa nova geracdo de

bioamteriais se encontra na capacidade que 0s mesmos terdo de assemelhar-se a ECM.
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Segundo Xu et al.**® a engenharia tecidual permite projetar biomateriais tridimensionais (3D)
com propriedades mecénicas, quimicas e biologicas apropriadas no que se refere & migracéo,
adesdo e proliferacao celular. Em particular, os autores destacaram que a combinagdo entre
células-tronco e biomateriais foi capaz de regenerar os tecidos nervoso, cardiovascular,
pancreético, hematopoiético e musculoesquelético. O estudo realizado por Kargozar et al.*?’
mostrou que o desenvolvimento de biomateriais estd em pleno andamento. Neste sentido, a
compreensdo da quimica de superficie desempenha papel critico no que se refere a adsorcao
de proteinas, assim como as intera¢fes subsequentes de células e tecidos com a superficie dos
biomateriais (metalicos, ceramicos, poliméricos e compasitos).

Datta et al.'”® abordaram em estudo as inovagBes recentes aplicadas no
desenvolvimento de biomateriais derivados de biomoléculas tais como: proteinas, peptideos,
acidos nucléicos, carboidratos e lipideos visando futuras aplicacBes nas areas de biossensores,
liberacdo controlada de farmacos, engenharia tecidual e medicina regenerativa. Além disso, 0s
autores destacaram o uso de materiais bio-hibridos na fabricacdo de biomateriais, assim como
a integracdo de forma sinérgica entre as biomoléculas citadas e materiais sintéticos visando
obter materiais inteligentes com boas propriedades quimicas, fisicas, mecéanicas, térmicas e

bioldgicas. Kumar et al.'®

relataram os avangos notaveis ocorridos no desenvolvimento de
biomateriais aplicados na regeneracdo 6ssea. Os autores destacaram que 0S nanomateriais
podem melhorar & topografia, quimica, energia e molhabilidade da superficie dos
biomateriais. Neste contexto, a nanofuncionalizacdo superficial tem sido amplamente
investigada visando melhorar a adesdo, proliferacéo, diferenciacdo e migracao celular, assim
com a atividade antimicrobiana e a resisténcia a corrosdo. Além disso, o0 estudo mostra que a
tendéncia futura passa pelo desenvolvimento de biomateriais inteligentes (3D) com estruturas
porosas que sejam capazes promover estimulos responsivos e que ainda sejam de custo

acessivel, qualidade e eficientes na regeneracao 0ssea.
2.2.1 Biomateriais derivados de fibroina de seda

O primeiro relato da utilizacdo da fibroina como biomaterial ocorreu em 1995 no

estudo proposto por Minoura et al.**°

que avaliaram a adesdo e proliferagdo celular
(fibroblastos L929) na superficie de materiais derivados de fibroina. Atualmente, a fibroina
ttm sido usada na fabricagdo de biomateriais em diversos formatos como esponjas,
nanofibras, tubos, nanoparticulas, membranas, filmes e géis aplicados na cicatrizacdo de

feridas, regeneracéo de 0ssos, crnea, cartilagens, tenddes e ligamentos’"** 34 Lawrence et
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al.**> mostraram em seu estudo que filmes de fibroina possuem transparéncia, resisténcia

mecanica, biocompatibilidade e biodegradabilidade lenta, sendo esses requisitos importantes
para o desenvolvimento de biomateriais aplicados na regeneracdo da cérnea. Os resultados
mostraram que os filmes produzidos tinham poros variando de 500 nm a 5 pum, espessura 2
um, essa compativel com as lamelas de colagenos presentes na cornea humana. Ensaios in
vitro com queratindcitos e fibroblastos (coelhos) mostraram que os filmes de fibroina sdo

1.** mostraram também

biocompativeis e ainda permitiram a proliferacdo celular. Melke et a
gue materiais derivados de fibroina possuem boa resisténcia mecanica, biodegradabilidade e
biocompatibilidade, além disso, sdo suportes (scaffolds) que permitem a diferenciacdo celular
de células-troncos mesenquinais.

Tomoda et al.** produziram filmes de fibroina incorporados com diclofenaco de
sodio por meio da técnica de casting visando obter biomateriais aplicados a liberacdo
controlada de farmacos no tratamento de lesGes cutdneas. Os resultados cinéticos de liberacao
mostraram que o anti-inflamatorio empregado pode ser liberado de forma controlada. Além
disso, a presenca do farmaco inibiu o crescimento de bactérias como S. aureus, P.
aeuruginosa, E. coli e C. albicans e ndo afetou ou prejudicou a biocompatibilidade dos
filmes. No entanto, os autores ressaltaram a necessidade de novos estudos visando o
aprimoramento da liberacdo controlada do medicamento. Zhu et al.**" desenvolveram uma
cobertura cutanea composta por fibroina e nanoparticulas de ouro funcionalizadas com 4,6-
diamino-2-pirimidinotiol (DAPT). O angulo de contato apontou que os filmes de fibroina séo
hidrofilicos. Ensaios de liberacdo controlada mostrou que a liberacdo das nanoparticulas de
ouro foi altamente eficaz. A atividade antibacteriana foi mantida independentemente da
suscetibilidade antimicrobiana. Os testes in vitro mostraram que a cobertura cutanea
promoveu a cicatrizagdo de feridas em rato infectadas por bactérias multirresistentes (E. coli).

Kim et al.**® fabricaram filmes de fibroina incorporados com betacaroteno visando a
regeneracdo de células endoteliais da cornea. Os resultados mostraram que os filmes séo
biocompativeis, transparentes, hidrofilicos e ainda permitem a adeséo e proliferacdo celular.

Yan et al.*®®

produziram scaffolds de fibroina por meio das técnicas de lixiviacdo e
liofilizacdo. Os resultados mostraram que 0s materiais possuem estrutura macro/microporosa.
Além disso, aumentando a concentragdo de fibroina de 8 para 16%, a porosidade média
diminuiu de 90,8 £ 0,9 para 79,8 + 0,3%, e a interconectividade média dos poros diminuiu de
97,4 + 0,5 para 92,3 + 1,3%, respectivamente. As propriedades mecanicas também exibiram
dependéncia com a concentracdo. Neste sentido, modulo de compressdo (material seco)

aumentou de 0,81 * 0,29 para 15,14 + 1,70 MPa, por outro lado médulo de armazenamento
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dindmico (material imido) aumentou cerca de 20 a 30 vezes, conforme a concentra¢do de
fibroina aumentou de 8 para 16%.

1.24% produziram esponjas de fibroina incorporados com fons Ca™ nas

Tian et a
concentracdes 1,8; 3,6; 54 e 7,2% m/m. Ensaios in vivo em coelhos mostraram que as
esponjas possuem boa adesdo plaquetaria quando comparado a gelatina e alginato de célcio,
em especial a esponja incorporado com 3,6% de Ca*’. Além disso, ensaios in vitro
demonstraram que 0s materiais sdo biocompativeis e possuem boa atividade antibacteriana

contra as bactérias E. coli e S. aureus. Lau et al.**

utilizaram a técnica de revestimento por
imersdo (dip-coating) para produzir biomateriais derivados de fibroina funcionalizados com o
proteoglicano de heparan sulfato Il (proteina especifica da membrana basal). Os ensaios de
trombogenicidade de sangue total, isolamento de hemocomponente, espectrometria de
massas, analise de imobilizacdo por espectroscopia de ressonancia plasménica de superficie e
MEV mostraram que os dispositivos desenvolvidos sdo compativeis com o sangue em termos
de interacdes entre plaquetas e sangue total. Os resultados evidenciaram que a fibroina é uma
plataforma promissora no desenvolvimento de dispositivos que precisam estar em contato
com 0 sangue.

Zhao et al.**? fabricaram scaffolds de fibroina incorporados com hidroxiapatita e
recobertos com uma camada de cartilagem calcificada pela combinacdo das técnicas de
separacdo de fase induzida por temperatura (TIPS) e lixiviacdo. Defeitos osteocondrais foram
feitos em joelhos de coelhos para investigar os efeitos dos materiais com células-tronco
derivadas do tecido adiposo (ADSCs). A regeneracdo osteocondral foi avaliada por meio das
analises histoldgicas, imunohistoquimicas e imagens de tomografia microcomputadorizada
apos 4, 8 e 12 semanas da cirurgia. Os resultados de rugosidade mostraram que a integridade
da superficie dos materiais com ADSCs favoreceu 0s niveis de producdo de
glicosaminoglicano e colageno tipo I, refletindo assim o importante desempenhado desse
material derivado de fibroina na regeneracdo da cartilagem e do osso subcondral. Gupta e
Mandal'*® destacaram que a engenharia tecidual se esforca para encontrar solucdes inovadoras
para a reconstrucdo vascular de vasos de pequeno didmetro (menor que 6 mm) a partir da
fibroina, devido ao fato da mesma apresentar hemocompatibilidade, compatibilidade
imunologica e células vasculares, resisténcia mecanica, adaptavel a véarios formatos (filmes,
nanofibras, geis, membranas, tubos), biodegradabilidade e formagdo de novos tecidos. Os
autores destacaram diversos trabalhos que estdo sendo desenvolvidos visando a construcéo de
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vasos de pequeno diametro. Xu e Yadavalli*™ relataram a producdo de biossensores pela

combinacéo das técnicas de casting e fotolitografia a partir do uso de filmes finos de fibroina
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(2-3 um, espessura) como substrato capazes de monitorar ¢ diagnosticar a cicatrizacdo de
feridas por meio do bioreconhecimento do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF).
Os resultados de impedancia eletroquimica, estabilidade mecanica sob flexdo e ensaios in
vitro mostraram que os biossensores projetados sdo mecanicamente compativeis e adaptaveis
aos tecidos mole. Além disso, uma gama de fluidos biologicamente relevantes (tamp&o, soro e
urina) foram testados e os biossensores mostraram alta seletividade e sensibilidade (pg.mL™).
A Figura 6 (a) mostra em destaque a micrografia de imagem de MEV do eletrodo construido;
(b) imagem do eletrodo enrolado; (c) superficie do eletrodo evidenciada em (a) pelo retangulo
branco; (d) apresenta o biossensor construido sobre o filme fino de fibroina; (e-f) destacam a
utilizacdo do biossensor na deteccéo in situ de biomarcadores entre interfaces de tecido.

Figura 6 — (a) Imagem de MEV do eletrodo; (b) imagem do eletrodo enrolado; (c) superficie do
eletrodo destacado em (a) pelo retdngulo branco; (d) biossensor construido sobre o filme fino de
fibroina; (e-f) utilizacdo do biossensor na deteccdo in situ de biomarcadores entre interfaces de tecido

Fonte: Adaptado de Xu e Yadavalli***
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivos gerais

Este trabalho teve como objetivo produzir filmes finos de fibroina de seda com grande
area superficial partindo da fibroina degomada ou liofilizada (casting) com uso do
equipamento de cromatografia de camada delgada visando aplicagdes biomédicas.

3.2 Objetivos especificos

e Extrair a fibroina de seda a partir do casulo do bicho-da-seda (Bombyx mori);

e Verificar a morfologia da fibroina apds a etapa de degomagem;

e Produzir filmes finos de fibroina por meio de dois métodos via casting com uso do
equipamento de cromatografia de camada delgada para formacéo dos filmes finos;

e Caracterizar as propriedades morfoldgicas, estruturais, fisicas, quimicas, térmicas e

mecanicas dos filmes finos de fibroina quanto aos métodos de producéo.
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4 MATERIAIS E METODOS

A parte experimental deste trabalho foi realizada no Laboratério de Biomateriais do
Departamento de Engenharia de Materiais da Escola de Engenharia de Sdo Carlos
(EESC/USP) e no Laboratoério de Bioquimica e Biomateriais do Instituto de Quimica de S&o
Carlos (IQSC/USP), conforme ilustra a Figura 7.

Figura 7 — Fluxograma das etapas de processamento, producédo e caracteriza¢do dos filmes finos de
fibroina

Extracdo da fibroina de seda
(Bombyx mori)

Degomagem Dissolugdo e
Na,COs CaCl,:EtOH:H,0 Diélise/Liofilizacao

Producdo de filmes finos (Casting)

) Método 1 — Fibroina degomada Método 2 — Fibroina liofilizada
Acido férmico/CaCl,/Glicerol 40% Acido férmico/Glicerol 40%
Filmes (FD e FDG) Filmes (FL e FLG)

Angulo de contato, espessura, MEV, FTIR, TGA, DTG, DRX e DMTA

Transformacdo estrutural por imersdo em etanol

FTIR e DRX

Fonte: préprio autor
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4.1 Materiais

Para extrair a fibroina de seda, foram utilizados casulos do bicho-da-seda da espécie
Bombyx mori fornecidos pela empresa Fiacdo de seda Bratac de Bastos/SP. Os solventes
utilizados foram acido formico 98% PA (Panreac); cloreto de célcio anidro PA (Quimica
Vetec), alcool etilico PA (EMSURE), carbonato de sddio PA (Dinamica), glicerol (Sigma-
Aldrich) e Agua Mili-Q. As membranas semipermeaveis de celulose (45 mm de didmetro)

para dialise foram fornecidas pela empresa Viskase.

4.2 Métodos

4.2.1 Extragdo da fibroina de seda

A etapa de extracdo, também conhecida como degomagem, visa obter a fibroina pura
por meio da remoc¢do de outra proteina presente nos casulos do bicho-da-seda, que é a
sericina. Para isso, incialmente aqueceu-se 2 litros de dgua Mili-Q até a ebulicdo, em seguida
adicionou-se 10 g de carbonato de sddio (NapCOgz). Apbds a solubilizacdo do Na,COs
adicionou-se 10 g de casulo do bicho-da-seda que foram mantidos em ebulicdo e agitacdo por
um periodo de 30 minutos. Ap0s esse tempo, a fibroina obtida foi lavada em agua deionizada
trés vezes por 30 minutos. Tal procedimento visa remover qualquer residuo de sericina e
impurezas que possam ter ficado apds a imersao dos casulos em Na,CO3z Apoés essas etapas as

fibras foram mantidas em estufa a 50 °C por 24 horas para secagem.

4.2.2 Dissolugéo da fibroina

Para dissolver a fibroina preparou-se uma solugéo ternaria contendo 111 g de CaCly;
92,14 g de etanol (C;HgO) e 144,2 g de agua Mili-Q, na propor¢do molar de 1:2:8,
respectivamente. Em 200 mL de solucéo ternaria adicionou-se 20 g de fibroina e a mistura foi
aquecida a 70 °C ate dissolucdo completa da fibroina. Apds a dissolucéo das fibras a solucéo

foi filtrada visando retirar possiveis impurezas.
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4.2 .3 Diélise

Depois de realizada a etapa de dissolucdo, a suspensdo salina foi submetida ao
processo de didlise. Esta etapa visa retirar o excesso de CaCl, acumulado apés a dissolucao da
fibroina. Para tanto, a solugdo de fibroina foi colocada em uma membrana semipermeével de
celulose de 45 mm de diametro, a qual foi inserida em um béquer contendo 2 L de agua Mili-
Q, a temperatura ambiente. Esse processo durou 72 horas e agua da dialise foi trocada por seis

vezes, apos 1, 6, 12, 24, 48 e 72h do inicio da dialise.

4.2.4 Liofilizagdo

O processo de liofilizacdo foi realizado no liofilizador Modulyo Freeze Dryer,
Edwards, UK. Para isso, as amostras foram congeladas no freezer a -20 °C por
aproximadamente 24 horas, sendo posteriormente imersas em nitrogénio liquido e liofilizadas
durante trés dias. Posteriormente, as amostras (esponjas de fibroina) foram armazenadas a

temperatura ambiente em um dessecador a vacuo.

4.2.5 Preparacao das solucgdes de fibroina de seda

As solucdes de fibroina da seda com concentracdo de 15% m/m foram preparadas por
meio da solubilizacdo da fibroina apenas degomada ou liofilizada em 30 mL de acido férmico
98% a temperatura ambiente perante agitacdo constante por 3 horas. Apos a solubilizacdo
completa adicionou-se as solugdes 40 % m/m de glicerol perante agitacdo constante de 60

minutos.

4.2.6 Producéo dos filmes finos de fibroina

Os filmes finos de fibroina foram produzidos pela técnica de casting utilizando o
equipamento de cromatografia de camada delgada (adaptado) apresentado na Figura 8 (a) e
(b) o qual é formado pelo suporte, Idmina de vidro (comprimento de 59 cm e largura de 17,5
cm) e espalhador (controle da espessura). Foram produzidos filmes a partir da solubilizagédo

da fibroina apenas degomada e a partir da fibroina liofilizada.
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Figura 8 — Equipamento utilizado para produzir os filmes finos de fibroina: (a) imagem da superficie
de deposicdo e dispositivo de espalhamento da solucdo e (b) suporte de acoplamento

Fonte: proprio autor

4.2.6.1 Filmes finos produzidos a partir da fibroina degomada

Primeiramente adicionou-se em um béquer 30 mL de acido formico 98% e CaCl, na
propor¢do de 5% m/m perante agitacdo constante e a temperatura ambiente até solubilizacdo
completa. Em seguida, adicionou-se a fibroina degomada e aguardou a solubilizacdo completa
da mesma para adicionar 40% m/m de glicerol sob agitacdo constante e temperatura ambiente
por 60 minutos. Ao final obteve-se uma solucdo de concentracdo de 15% m/m. Apds esse
processo a solucdo foi espalhada sobre a superficie de uma lamina de vidro de (59 cm x 17,5
cm), por meio de um espalhador de 0,05 mm de espessura e colocada em uma capela de fluxo
até evaporacdo completa do solvente. Ao final os filmes foram removidos da superficie de
vidro com &gua destilada e nomeados como FD e FDG, ou seja, fibroina degomada sem e

com glicerol, respectivamente.

4.2.6.2 Filmes finos produzidos a partir da fibroina liofilizada

Adicionou-se em um béquer 30 mL de acido formico 98% e a fibroina liofilizada, com
agitacdo magnética constante e temperatura ambiente até solubilizagdo completa. Em seguida,
adicionou-se 40% m/m de glicerol sob agitacdo constante e temperatura ambiente por 60
minutos, obtendo-se uma solucéo de concentracao de 15% m/m. Apds esse processo a solucéo

obtida foi espalhada sobre a superficie de uma lamina de vidro, seca e os filmes produzidos
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FL e FLG, fibroina liofilizada sem e com glicerina, foram retirados do vidro com &gua
destilada.

A ideia de produzir os filmes pelos dois métodos apresentados visou comparar as
etapas de producédo (tempo gasto, uso de solventes, equipamentos), bem como as propriedades

fisicas, quimicas, térmicas e mecénicas dos materiais produzidos.

4.2.7 Espessura média dos filmes

A espessura média dos filmes foi determinada usando micrémetro Mitutoyo M110-25
que opera na faixa de 0-25 mm com precisdo de 0,01 mm. Para tanto, foram realizadas 10

medicdes em diferentes posicoes a partir dos filmes secos.

4.2.8 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

Os aspectos morfolégicos (superficie e regido de fratura) dos filmes finos de fibroina
foram analisados por meio do microscépio eletronico de varredura (ZEISS LEO 440,
Inglaterra) operando em 10kV e 200pA. Os filmes foram recobertos com uma camada de 6nm
de ouro por meio do metalizador Balzers Sputter Coater SCD 004 e mantidos em dessecador

até o momento de anélise.

4.2.9 Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR-ATR)

A andlise de espectroscopia na regido do infravermelho com transformada de Fourier
foi utilizada visando verificar possiveis influéncias dos métodos empregados na obtencdo dos
filmes finos no que se refere os aspectos estruturais da fibroina (possiveis alteraces
moleculares, transformacdo da estrutura secundaria a-hélice em folha-f), além da
incorporacdo do glicerol. A andlise foi realizada pelo equipamento Spectrum 1000 da
PerkinElmer com uso do acessério de refletancia atenuada na faixa de 4000-550 cm™ e

resolucdo de + 4 cm™ com 32 varreduras para cada espectro.

4.2.10 Analise termogravimétrica (TGA)

A influéncia dos métodos de producdo no comportamento térmico dos filmes finos de

fibroina (perda de massa e degradacdo da proteina) foi analisada pela teécnica
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termogravimétrica, utilizando-se o equipamento TGA PerkinElmer modelo Piris. A analise
foi realizada nas seguintes condicOes: faixa de temperatura de 20°C a 800°C, sob atmosfera
de nitrogénio com vazdo de 20 mL.min™ e taxa de aquecimento de 20°C.min™. Para todos os

filmes foram geradas as curvas termogravimétricas (TG) e a TG derivada (DTG).
4.2.11 Angulo de contato

O comportamento de molhabilidade dos filmes finos de fibroina foram avaliados por
meio da medida de angulo de contato da agua deionizada com a superficie dos mesmos,
utilizando-se para isso o tensidmetro (Attension) equipado com o software OneAttension. Os
filmes com dimens@es de 20 x 10 mm foram fixados em uma lamina de vidro e por meio de
uma microsseringa depositou-se uma gota de agua deionizada (5 uL) por 10 s. A medida foi
realizada apds a estabilizacdo do valor de angulo de contato da gota sobre a superficie. Cada
filme foi avaliado em cinco posicOes diferentes em temperatura ambiente e o resultado foi

expresso como valor médio * desvio padréo.
4.2.12 Difragéo de raios-X (DRX)

A andlise de difracdo de raios-X foi utilizada para determinacgdo da estrutura cristalina
dos filmes finos de fibroina. Para isso, utilizou-se o difratdmetro RIGAKU modelo RU200B
operando a 50 kV e 100 mA com radiacdo Cu-Ka (1,5406 A) radiacdo. As medi¢des foram
realizadas em temperatura ambiente (25 °C) e com angulos 26 entre 3 e 40° a uma velocidade
de 2°.min™. O espacamento interplanar (d) foi calculado por meio da lei de Bragg, conforme

equacéo 1.

A

d = 1)

2sin(0)

4.2.13 Analise Térmica Dinamico-Mecéanica (DMTA)

Para avaliar o comportamento viscoelastico dos filmes finos de fibroina utilizou-se a
técnica de analise térmica dinamico mecanica por meio do equipamento PerkinElmer modelo

DMAS8000 no modo de tragdo. Os parametros utilizados foram taxa de aquecimento de 1
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°C.min™, faixa de temperatura de (-10 a 250 °C), frequéncia de 1,0 Hz, forca estatica
constante e dimensdo dos filmes de 50 x 10 mm.

4.2.14 Cristalizacao por imersdo em etanol

Para avaliar possiveis alteracbes na estrutura molecular (transformacgio da estrutura
secundaria a-hélice em folha-f) os filmes foram cortados (30 x 30 mm) e imersos em etanol
99% por 60 minutos. Os filmes imersos foram identificados como FD_E, FDG _E, FL E e
FLG_E. Esse procedimento visa aumentar estabilidade dos materiais derivados de fibroina em

meio aquoso.
4.2.15 Andlise estatistica

Todas as andlises estatisticas realizadas neste trabalho foram conduzidas pelo software
OriginPro 8.5 One-way (ANOVA). Os resultados foram expressos como média + erros. As
diferencas estatisticamente significativas p < 0,05 foram analisadas por ANOVA com teste
post-hoc de Tukey.
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5 RESULTADOS

5.1 Extracdo da fibroina

A extracdo da fibroina é uma etapa relevante visto que as propriedades estruturais,
fisicas, quimicas, bioldgicas, mecénicas, térmicas e reoldgicas irdo depender das etapas de
processamento de degomagem e dissolucdo. Diante disso, parametros como tipo de solvente,
concentracdo, temperatura e tempo sao cruciais na extracdo da fibroina do casulo do bicho-da-
seda. A Figura 9 apresenta as etapas de extracdo da fibroina a partir dos casulos do bicho-da
seda: (a) casulos do bicho-da seda da espécie Bombyx mori em solucdo aquosa de Na,COg; (b)
casulos imersos em solucéo perante aquecimento; (c) fibras de fibroina em solucdo; (d) fibras
de fibroina dissolvidas em solucdo ternaria; (e) fibroina parcialmente solubilizada; e (f)

solucdo obtidas apds completa dissolucédo da fibroina.

Figura 9 — Etapas de extracdo da fibroina a partir dos casulos do bicho-da-seda: (a) inicio da
degomagem; (b) casulos imersos na solugdo aquosa de Na,COyg; (c) fibras de fibroina; (d) inicio da
dissolucao da fibroina; (e) fibroina parcialmente dissolvida; (f) suspensao de fibroina

Fonte: proprio autor

Ap0s todas as etapas de processamento foi possivel extrair a fibroina com rendimento
de 70% m/m, ou seja, a partir de 10 g de casulo do bicho-da-seda obteve-se 7 g de fibroina e 3
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g de sericina (30% m/m). A Figura 10 (a) apresenta os casulos do bicho-da-seda, (b) a

fibroina ap6s degomagem e (c) apds liofilizag&o, respectivamente.

Figura 10 — (a) Imagens dos casulos do bicho-da-seda; (b) fibroina apds degomagem; (c) fibroina
liofilizada

Fonte: proprio autor

No presente trabalhou utilizou-se 0 Na,CO3 em meio aquoso para remocao da sericina,
a qual reveste as fibras de fibroina. Esse sal é bastante empregado na extracdo da fibroina de
seda. Vale destacar que outras solugfes aquosas como NaHCO3, Na,HPO,4, NasPO,4 LiBr ou
acidos acetico, tartarico, citrico, oxalico e lactico podem ser empregadas na extracao. Estudos
recentes mostram que novos métodos estdo sendo empregados para extrair a fibroina, entre
esses se destacam o acido citrico, enzimas, fluido supercritico como diéxido de carbono (CO,)
e hidréxido de sddio (NaOH). Esses métodos ditos como “verdes” levam em consideragado
varios aspectos como, meio ambiente, toxicidade, reuso, reciclagem, baixo consumo de
energia e fontes renovaveis. Além disso, devem se capazes de manter as propriedades fisicas,
quimicas, bioldgicas e mecanicas da fibroina®. A Figura 11 apresenta micrografia MEV das

fibras de fibroina produzidas apos a etapa de degomagem.
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Figura 11 — Micrografia de MEV das fibras de fibroina ap6s a etapa de degomagem

Fonte: proprio autor

Por meio da micrografia de MEV observa-se as fibras de fibroina possuem aspecto
regular e ndo estdo danificadas, isso evidencia que a degomagem via Na,CO3 ndo degradou a
fibroina de seda.

5.2 Preparo das solugdes e dos filmes finos de fibroina de seda

As Figuras 12 (a) e (b) mostram o aspecto das soluc¢des de fibroina (apenas degomada)
em &cido formico, CaCl, e glicerol, enquanto as Figuras 12 (c) e (d) destacam as solugfes de

fibroina (liofilizada) em acido férmico e glicerol, respectivamente.

Figura 12 — Imagens (a) e (b) das solucdes de fibroina degomada em cloreto de célcio e glicerol; (c) e
(d) das solucdes de fibroina liofilizada em acido férmico e glicerol

Fonte: proprio autor
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Pode-se observar que apds solubilizada completamente e sem a presenca do glicerol as
solucbes que originaram os filmes FD e FL séo transparentes e sua turbidez permaneceu
constante, porém com a incorporacdo do glicerol houve alteracdo da coloracdo das solucdes
que geraram os filmes FDG e FLG, sendo essa mudanca mais intensa para FLG, conforme
Figura 14 (d). Também cabe destacar que ndo houve sinais de gelificagdo ou agregacédo
molecular ap6s armazenamentos das solucoes.

Diante do resultado, observou-se que a fibroina possui comportamento distinto quando
adicionado o glicerol. Cabe ressaltar que na literatura ndo ha relatos sobre esse
comportamento da proteina solubilizada em acido férmico, CaCl; e glicerol. Acredita-se que
esse comportamento esteja associado as dimensfes micro ou nanométrica das fibras de
fibroina em meio acido. Na literatura ha trabalhos que mostram a capacidade da fibroina de
absorver certos comprimentos de onda na regido do visivel quando dissolvida em solucdes
contendo fons lantanideos trivalentes®. As Figuras 13 (a); (c); (e); e (g) representam 0s
filmes FD, FDG, FL e FLG apds a etapa de lavagem, respectivamente. Por outro lado, as
Figuras (b); (d); (f); e (h) mostram o aspecto dos filmes FD, FDG, FL e FLG apds secagem

parcial, respectivamente.

Figura 13 — Imagens dos filmes (a) FD; (c) FDG; (e) FL; (g) FLG ap6s a lavagem; (b) FD; (d) FDG,;
(f) FL; (h) FLG parcialmente secos
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Fonte: préprio autor

Analisando as imagens pode-se observar que no momento da retirada dos filmes da
superficie de vidro os mesmos sao altamente flexiveis, contudo com o andamento da secagem
foi observado que os mesmos foram perdendo essa flexibilidade e quando completamente
secos, principalmente FD apresentou aspecto fragil, Figura 13 (b). Por outro lado, os filmes
FDG e FLG apresentaram-se flexiveis, conforme ilustra a Figuras 13 (d) e (h). Pressupdem
que o aspecto mais fragil do filme FD em relacdo aos demais filmes pode estar associado a
geracdo de cadeias de baixa massa molar durante a etapa de degomagem.

Esse comportamento observado para FDG e FLG sugere que o glicerol possa ter
atuado como plastificante devido sua capacidade de realizar intera¢fes intermoleculares do
tipo ligacbes de hidrogénio com os grupos hidroxilas e amidas presentes na estrutura da
proteina. Essas interacdes acontecem nos dominios hidrofilicos dentro das regides amorfas™*.

De acordo com Silva et al.}*

o glicerol é um plastificante bastante utilizado em materiais
derivados de fibroina pois aumenta o espago intermolecular entre as cadeias poliméricas,
garantindo assim a fibroina maior elasticidade. Além disso, o glicerol é bastante solUvel em
agua e pode ser lixiviado apos imersdo em agua. Cabe destacar a tentativa de utilizar os acidos
oleico e linoleico como possiveis plastificantes no desenvolvimento dos filmes, no entanto os
plastificantes citados ndo foram viaveis na fabricacdo dos filmes e os resultados ndo constam
neste trabalho.

Em relacdo a etapa de lavagem dos filmes em agua, vale ressaltar a possivel lixiviacéo
do glicerol nos filmes FDG e FLG. No caso em questdo, a etapa de lavagem dos filmes com
agua é essencial em ambas os métodos de producdo, visto que 0s mesmos sO sdo retirados da
superficie de vidro com o auxilio da lavagem e como os filmes obtidos apresentam elevada
area (1033 cm?), essa etapa é longa e, portanto acredita-se que a lixiviacdo do glicerol seja

I 147

ainda maior se comparada a filmes menores. Allardyce et al.™*" produziram filmes de fibroina
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incorporados com 40% m/m glicerol pela técnica de casting e com &rea de 24 cm?, porém 0s
autores ndo relataram possiveis indicios do fendmeno de lixiviacéo do glicerol nos filmes.

Além disso, cabe destacar possiveis alternativas para evitar esse processo de lixiviacao
do glicerol, que seria a utilizacdo de outra superficie para depositar os filmes como o teflon.
Assim, ndo seria preciso lavar os filmes, pois o teflon ndo reage quimicamente com outras
substancias e é antiaderente, isso facilitaria a retirada dos materiais sem a utilizagdo da agua.
Pensando na aplicacdo do filme como cobertura cutanea, outra saida seria a utilizacdo de
blendas poliméricas entre fibroina e outros polimeros naturais ou sintéticos como colageno,
gelatina, alginato, PCL, PEO ou PVA visando a estabilizag&o e ndo lixiviagéo do glicerol.

A Tabela 3 mostra a espessura média dos filmes FD, FL, FDG e FLG com seus
respectivos desvios padrdes. As médias seguidas da mesma letra ndo diferiram no teste de

Tukey com nivel de confianca de 95%.

Tabela 3 — Valores médios de espessura dos filmes FD; FL; FDG; FLG

Filme Espessura (um)
ED 355+4,2°
FL 438 +4,7°

FDG 41,6 +54°

FLG 50,5 + 5,2°

Fonte: proprio autor

A presenga de glicerol aumentou a espessura dos filmes em ambos os métodos,

conforme a Tabela 3. Allardyce et al.**’

tambeém produziram filmes de fibroina em acido
férmico incorporados com 40% m/m de glicerol com espessura média de 50 pm. Um et al.**®
também produziram filmes de fibroina em 4acido férmico por meio de dois métodos, o
primeiro a partir da fibroina dialisada e outro a partir da fibroina degomada. Em ambas as
condicdes os filmes apresentaram valores médio de espessura de 50 um. Cabe destacar que 0s
filmes FD, FL e FDG estdo abaixo de 50 um, demonstrando assim que foi possivel produzir
filmes de fibroina com espessura abaixo da mencionada™*’**®. Outro aspecto favoravel dos
filmes é transparéncia dos mesmos, isso sugere que sdo candidatos promissores na

cicatrizacao de lesdes cutaneas, onde acompanhar a cicatrizacao da lesao é fundamental.
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5.3 MEV

As micrografias de MEV mostram que as superficies dos filmes apresentam aspecto
liso e regular, conforme ilustra a Figura 14, onde observa-se as superficies dos filmes FD (a),
FL (b), FDG (c) e FLG (d), respectivamente. Durante a formagdo dos filmes, ocorreu a
evaporacgdo do &cido formico na interface entre o ar e a superficie do filme, além disso a

difusdo das moléculas de &cido formico ocorreu do interior do filme para a superficie™*.

Figura 14 — Micrografias de MEV da superficie dos filmes de fibroina (a) FD; (b) FL; (c) FDG; (d)
FLG, com aumento de 25000X.

Fonte: proprio autor

Sobre a incoporacdo do glicerol observa-se que 0 mesmo néo tornou a superficie dos

filmes irregulares como propds Silva et al.*

em seu estudo ao comparar os efeitos da
incorporacdo do glicerol e da imersao dos filmes de fibroina em etanol.

Analisando as imagens percebe-se que os filmes FD e FL possuem certa rugosidade,
porém a presenca do glicerol tornou as superficies dos filmes FDG e FLG mais regulares.

Diante disso, as micrografias de MEV sugerem que a incorporacdo do glicerol possa ter
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influenciado as caracteristicas de automontagem da nanoestrutura da fibroina, conforme Lu et
al.** observou em seu estudo.

Visualmente foi observado que a incorpacéo do glicerol tornou os filmes FDG e FLG
menos transparentes quando comparados a FD e FL, porém ainda os filmes possuem boa
transparéncia. Esse resultado evidencia novamente que os filmes FD, FDG, FL e FLG
possuem boa transparéncia. Para avaliar o impacto do glicerol nos filmes, a caracterizacéo
morfologica via MEV foi realizada por meio da analise das se¢des tranversais de fratura em
nitrogénio liquido. A Figura 15 apresenta a superficie de fratura dos filmes: (a) FD; (b) FL;

(c) FDG,; e (d) FLG, respectivamente.

Figura 15 — Micrografias da superficie de fratura dos filmes de fibroina (a) FD; (b) FL; (c) FDG; (d)
FLG com aumento de 20000X.

Fonte: proprio autor

Analisando a superficie de fratura observa-se que os filmes FD e FL apresentam
morfologias distintas. No caso do filme FD Figura 15 (a), observou-se que a estrutura
nanofibrilar da fibroina foi mantida. De acordo com Zhang et al.*® ao dissolver a fibroina
degomada em acido formico/CaCl, promove a quebra das ligaces de hidrogénio presentes na
regido cristalina, porém a estrutura nativa é conservada. Por outro lado, no filme FL, Figura
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15 (b), observa-se regides irregulares com porosidade que podem ser interessantes em certas
aplicacdes biomédicas, ja que os poros podem favorecer a adeséo e proliferacdo celular. Essas
diferencas observadas podem ser associadas ao modo de preparacdo dos filmes, visto que o
filme FD ndo passou pelas etapas de dissolucéo, dialise e liofilizacdo, enquanto que o filme
FL passou por essas etapas. Em contrapartida, as Figuras 15 (c) e (d) mostraram que os filmes
FDG e FLG, possuem superficies de fratura mais irregulares devido a presenca de glicerol,
que atuou como plastificante, conforme discutido anteriormente. Cabe destacar que a presenca
do glicerol ndo promoveu separacao de fases nos filmes, isso sugere que o glicerol e fibroina
de seda sdo compativeis quimicamente. Além disso, as micrografias de MEV sugerem
novamente que a incorporacdo do glicerol possa ter influenciado as caracteristicas molecular

da fibroina.

5.4 FTIR-ATR

Por meio da técnica de espectroscopia de FTIR foi possivel obter informacGes sobre a
conformacdo molecular da fibroina, que esta relacionada as bandas de absorcdo associadas
aos grupos amida (A, B, I, Il e Ill) antes e ap06s a incorporacdo de glicerol. A Tabela 4
apresenta os valores de absor¢do no infravermelho associados ao glicerol entre 3500-3000 (O-
H), 2930-2880 (C-H), 1460-1440 (C-O-H), 1110-1000 (CO e CH) e 920 cm™ (O-H). A
Tabela 5 mostra que as bandas de absor¢do no infravermelho das amidas A e B correspondem

ao estiramento da ligacdo N-H em 3300 e 3100 cm™?, respectivamente*

. A regido entre 1700-
1600 cm™ refere-se & amida I, sendo associado ao estiramento da carbonila (C=0) e N-H™®. A
regido entre 1600-1500 cm™ refere-se & amida Il, sendo associado aos grupos N-H e C-N
(estiramento e deformac&o)™. Por fim, a regi&o entre 1300-1200 cm™ refere-se & amida I,

sendo associado ao C-N e N-H (deformac&o e estiramento)™? 1>,

Tabela 4 — Valores de absorcdo no infravermelho para o glicerol

Numero de onda (cm™) Grupo Modo vibracional
3500-3000 O-H Estiramento
2930-2880 C-H Estiramento
1460-1440 C-O-H Flexao
1110-1000 C-OeC-H Estiramento

920 O-H Flexao

Fonte: Adaptado de Indran et al."**; Gedo et al.**®
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Sabe-se que o glicerol por ter pequeno tamanho molecular consegue penetrar entre as
cadeias poliméricas e romper as forcas secundérias existentes entre elas, como as ligacdes de
hidrogénio™’. As proteinas possuem grupos (CO’, OH, COO™ e NH3") capazes de fazer tais
ligacBes™®. No caso da fibroina as estruturas secundérias a-hélice sdo formadas por ligacdes
de hidrogénio intramoleculrares, enquanto a folha-g por intermoleculares. Neste sentido, se o
glicerol enfraquecer com sucesso as ligacfes de hidrogénio presentes na fibroina, a estrutura
molecular sera modificada. Geralmente, associa-se o0 aumento da flexibilidade dos materiais
derivados de fibroina a adicao de plastificantes, que por sua vez induz o aumento do volume
livre das cadeias poliméricas, ou seja, aumento do raio hidrodindmico das moléculas e

consequentemente aumento das regides amorfas nos materiais de fibroina'*>**".

Tabela 5 — Valores de absor¢do no infravermelho dos grupamentos amidas presentes na fibroina de

seda

Numero de onda (cm™) Grupo Atribuicao Modo vibracional
3300 N-H Amida A Estiramento
3100 N-H Amida B Estiramento
1699 C=0 Amida I, folha-p Estiramento
1642 C-N Amida I, Estiramento
1620 N-He C=0 Amida I, folha-g Estiramento
1547 N-H Amida Il Estiramento
1515 N-H, C-N Amida Il, folha-$ Flexdo e Estiramento
1270 C-N, N-H Amida 11, a-hélice Estiramento e Flex&o
1260 C-N, N-H, Amida Ill, folha-g Estiramento e Flexdo

C=0

1237-45 N-H Amida I11, bobina aleatéria Flexdo
1230 C-N, N-H Amida Ill, folha-g Estiramento e Flex&o
1164 C-N Tirosina Estiramento
1083 C-N Alamina Estiramento
1065 CHs;, C-N - Flexdo e Estiramento
997 CH; Glicina-Alamina Flexao
977 Cc-C Glicina-Glicina, Glicina-Alamina Estiramento

Fonte: Adaptado de Ling et al."®; Kong e Yu'’; Koperska et al."®; Boulet-Audet et al.*®
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A Tabela 6 apresenta os valores de absorgéo no infravermelho associados as estruturas
secundarias folha-#, a-hélice e bobina aleatdria presentes na fibroina de seda. Observa-se que
as bandas entre 1703-1697, 1637-1628, 1621-1616, 1515 e 1260 cm™ fazem referéncia a
folha-B, as bandas entre 1662-1656 e 1230 cm™ referem-se a estrutura a-hélice, por fim as

bandas entre 1655-1647 e 1646-1638 cm™ fazem referéncia a espiral aleatoria.

Tabela 6 — NUmeros de onda caracteristicos das estruturas secundarias folha-f e a-hélice na fibroina
de seda

Estrutura secundaria Namero de onda (cm™)
Folha-p 1703-1697
a-hélice 1662-1656

Bobina aleatdria 1655-1647

Bobina aleatéria 1646 -1638
Folha-p 1637-1628
Folha-p 1627-1622
Folha-p 1621-1616
a-hélice 1543
Folha-p 1515
Folha-p 1260
a-hélice 1230

Fonte: Adaptado de Carissimi et al.'®"; Tretinnikov e Tamada'®

A Figura 16 (a) apresenta os espectros de FTIR para os filmes finos de fibroina FD,
FDG, FL e FLG evidenciando-se as regides de absorcio entre 3500-1000 cm™, enquanto (b)
destaca a regido entre 1700-1000 cm™, conforme indicado pelas linhas tracejadas'®,

De modo geral observa-se que os filmes apresentaram bandas caracteristicas
associadas a folha- em 1621 e 1515 cm™ e a a-hélice 1230 cm™. Observa-se que a
incorporacéo do glicerol em FDG provocou a reducéo da intensidade da banda em 3280, cm™,
por outro lado promoveu 0 aumento da intensidade da mesma banda em FLG, conforme
apresenta a Figura 16 (a). A alteracdo observada em 3280 cm™ sugere que as ligacdes de
hidrogénio intermoleculares tenham aumentado em FLG e reduzido em FDG. Este resultado
aponta o efeito plastificante do glicerol nos filmes FDG e FLG, bem como o comportamento
mais rigido dos filmes FD e FL quando secos. Além disso, a analise de FTIR permitiu avaliar

.” produziram filmes de

a possivel lixiviacao do glicerol apds a etapa de lavagem. Wang et a
fibroina com glicerol 20% m/m via casting. Os resultados de FTIR mostraram que o
deslocamento e a reducdo da intensidade da banda em 3400 cm™ (absorbancia) podem estar

associados ao aumento das ligacGes de hidrogénio entre fibroina e glicerol. Portanto, cabe
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destacar novamente que os resultados de FTIR sugerem que o glicerol atua como
plastificante.

Sabe-se que as moléculas de glicerol interagem com as cadeias de fibroina por meio de
forcas intermoleculares, possivelmente ligacbes de hidrogénio entre grupos hidroxila do
glicerol e grupos amida da seda'®*. Essa interacio provavelmente muda o estado de hidratacéo
das cadeias hidrofobicas presentes na fibroina que sdo representadas pelo alto teor de

repeticdes entre glicina-alanina®.

Figura 16 — (a) Espectros de FTIR nas regides de 3500 a 1000 cm™; (b) de 1700 a 1000 cm™ para os
filmes FD; FDG; FL; FLG
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Fonte: proprio autor

Ainda no que diz respeito a flexibilidade dos filmes, cabe destacar outro ponto
importante na producdo dos filmes que foi a utilizagdo do &cido formico como solvente. De

acordo com Um et al.**®

, 0 acido férmico é um bom solvente para solubilizar a fibroina, pois
permite obter solucBes estaveis e materiais derivados de fibroina, como filmes. Além disso, o

acido formico possui carater mais polar do que os alcoois, sendo possivel realizar fortes
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ligacGes de hidrogénio com grupos polares presentes nas cadeias laterais da fibroina como
CO’, OH, COO e NHs".

O acido formico ainda possui funcdes opostas sobre as moléculas de fibroina em
solucdo, como a estabilidade e cristalizacdo. A estabilidade da solucdo e o comportamento de
cristalizacdo da fibroina séo fatores importantes no desenvolvimento de materiais derivados
de fibroina™®. Em solugdo, a fibroina assume as estruturas secundarias bobina aleatéria e a-
hélice, no entanto, em estado sélido apds evaporacdo do solvente a-hélice adquire a estrutura
folha-$* ou ainda folha-# antiparalela (mais fragil), essa Gltima geralmente é atribuida &
agregacdo molecular da proteina por meio de interacdes intermoleculares'®*%.

Os resultados de FTIR mostram que os filmes finos de fibroina possuem as estruturas
a-hélice e folha-g . Além disso, sugere possivel cristalizacdo da fibroina provocada pelas
etapas de lavagem, evaporacdo do acido férmico e incorporacdo do glicerol. Cabe destacar
novamente que, apds a lavagem em agua, todos os filmes eram altamente flexiveis; no
entanto, ap6s a secagem, principalmente FD e FL eram rigidos e frageis.

Visando compreender esse comportamento molecular da fibroina realizou-se a
imersdo dos filmes em etanol (99%). Na literatura ha diversos relatos sobre possiveis
alteraces moleculares (cristalizagdo) ocorridas por meio da conversdo da estrutura secundaria
a-hélice em folha-p presentes, que visam aumentar a resisténcia dos materiais derivados de
fibroina em meio aquoso’®9142:146.152154186 * Aq Figuras 17 (a) e (b) mostram as bandas de
absorcdo dos filmes FD, FDG, FL, FLG, FD_E, FDG_E, FL_E e FLG_E antes e ap6s a

imersdo em etanol, respectivamente.
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Figura 17 — (a) Espectros de FTIR dos filmes FD; FD_E; FDG; FDG_E; (b) FL; FL_E; FLG; FLG_E
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Fonte: proprio autor

Para avaliar o comportamento dos filmes ap6s imersdo em etanol as bandas de FTIR
foram normalizadas. Conforme destacado nas Figura 17 (a) e (b) observa-se que o filme
FD_E apresentou pequeno estreitamento da banda em 3280 cm™ quando comparado ao FD.
Por outro lado, FDG_E apresentou aumento de intensidade das bandas em 3280 cm™ em
comparagdo ao FDG. J& os filmes FL e FL_E exibiram comportamento semelhante. Por outro
lado, o etanol promoveu o estreitamento e a redugéo da banda para o filme FLG_E em 3280,
cm™ quando comparado ao FLG.

Analisando os resultados de FTIR observou-se que o etanol provocou alteraces no
estreitamento, aumento e redugdo na banda 3280, cm™, isso indica possivel processo de
reticulacdo fisica da proteina. Brown et al.**" mostraram em seu estudo que a imersdo da
fibroina em metanol aumenta a estabilidade mecanica da mesma em meio aquoso, pPois
induziu a cristalizacdo da proteina e/ou lixiviacdo do glicerol. Além disso, essa cristalizacéo
reduz o numero de sitios disponiveis para ligacdes de hidrogénio, uma vez que as cadeias
moleculares estdo mais préximas, isso pode ser evidenciado pelo estreitamento das bandas no

espectro FTIR.
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O etanol é um solvente bastante utilizado para promover a cristalizacdo da fibroina,
pois 0 mesmo consegue atrair as moléculas de agua contidas na proteina, com isso ocorre a
agregacdo (menor volume hidrodindmico), de aminoacidos hidrofébicos, como alanina e
glicina, visto que esses sdo 0s principais componentes da regio cristalina™®.

Os resultados de FTIR indicam que a imersdo em etanol possa ter provocado a
cristalizacdo da fibroina via reticulacdo fisica. Neste sentido, 0s espectros sugerem que a
cristalizacdo possa ter ocorrido de forma mais efetiva no FLG do que no FDG. Afim de
verificar essa afirmacdo e compreender melhor a estrutura molecular dos filmes finos de

fibroina, os mesmos foram analisados por meio da técnica de DRX.

5.5 DRX

Por meio da técnica de DRX analisou-se 0 comportamento das estruturas secundarias
a-hélice e folha-f presentes na fibroina antes e ap06s a imersao dos filmes em etanol. Do ponto
de vista bioquimico, as proteinas possuem as estruturas primaria (sequéncias de aminoacidos),
secundéria (a-hélice e folha-p), terciaria (forma tridimensional) e quaternaria (mdultiplas
cadeias)*®®. O comportamento molecular da fibroina é marcado pela presenca das fases

amorfa (a-hélice e espiral aleatoria) e cristalina (folha-3)"®°

. O tamanho das regides cristalinas
nas proteinas pode ser pequeno (10 nm) quando comparado aos agregados cristalinos
presentes em polimeros sintéticos (esferulitos), isso geralmente resulta baixo contraste e
sensibilidade do feixe de elétrons para cristais de proteina®®. A Figura 18 (a) apresenta 0s
difratogramas dos filmes FD, FDG, FL, FLG antes da imersdo e (b) FD_E, FDG E, FL E e

FLG_E ap6s imersdo em etanol.



72

Figura 18 — (a) Difratogramas de raios-X para os filmes FD; FDG; FL; FLG; (b) FD_E; FDG_E;
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Fonte: proprio autor

Observa-se que FD, FDG, FL apresentaram um pico de menor intensidade em 26
equivalente a 8,7° e outro de intensidade moderada em 18,7°, 0s quais correspondem as
distancias interplanares de 9,92 e 4,74 A, respectivamente. Por outro lado, FLG s6 apresentou
0 pico em 18,7°.

Os difratogramas mostram que os filmes antes da imersdo em etanol, Figura 18(a),
possuem regides cristalinas (folha-f) e amorfa, resultado condizente com a literatura para a

18170171 De acordo com Wang e Zhang'™, a fibroina é um polimero

fibroina de seda
semicristalino que possui dominios cristalinos interconectados com regides amorfas, além
disso as etapas de degomagem e dissolugdo podem afetar a estrutura molecular da fibroina.
Neste sentido, observa-se que o método de producdo dos filmes gerou materiais
semicristalinos. Analisando os difratogramas observa-se que o comportamento mais flexivel
para FLG pode ser associado a auséncia do pico em 26 igual a 8,7°, além disso o pico em

18,7° foi praticamente reduzido.
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A Figura 18 (b) apresenta os difratogramas dos filmes FD_E, FDG_E, FL_Ee FLG_E
apos a imersdo em etanol. Comparando as Figuras 18 (a) e (b) observou-se que ndo houve
mudanca entre de FD e FD_E, porém entre FDG e FDG_E foi visto que etanol provocou
pequeno aumento do pico em 26 igual a 8,7°. Entre FL e FL_E notou-se pequena reducdo em
8,7° para FL_E, por outro lado, entre FLG e FLG_E ocorreu o surgimento do pico 20 em 8,7°
(baixa intensidade) e 18,7°. Esse resultado sugere que a imersdo dos filmes em etanol
promova uma reorganizacao das cadeias poliméricas nas regides amorfas.

A analise de FTIR sugeriu que o etanol promova mudancas nas cadeias poliméricas da
fibroina por meio do processo de cristalizacdo. Esse processo provoca um alinhamento parcial
das cadeias moleculares, levando a padrdes de difracdo cristalinos baixos, com picos largos
sobrepostos atribuidos a regides ndo ordenadas. Materiais de fibroina exibem picos de
difracdo tipicos em 20 = 8-9°, 18-19°, 20-21° e 24-25°, que correspondem a folha-p*48 7017 ¢
picos em 12-13°, 14-15° e >28° s&o atribuidos & a-hélice'"?.

Os resultados de DRX ap6s imersao dos filmes em etanol sugerem que os métodos de
producdo empregados podem induzir um nivel de ordenacdo (dominios cristalinos) que sao
associados a folha-f. Sabe que materiais compostos por regides amorfas (a-hélice) sdo mais
flexiveis. Esse comportamento peculiar da proteina permite controlar as propriedades
associadas a fibroina por meio das técnicas de producdo e incorporacao de plastificantes. De
modo geral os resultados de DRX permitiu junto com as andlises de FTIR avaliar o
comportamento molecular da fibroina quanto os métodos de producdo, incorporacdo do

glicerol e imersdo dos filmes em etanol.

5.6 Angulo de contato

A capacidade da superficie do material de interagir com uma gota d'adgua reflete o
quanto essa pode ser umedecida pela 4gua. Essa propriedade intrinseca fornece informac6es
importantes sobre a molhabilidade da superficie em contato com a agua. Esse resultado é um
dos parametros importantes para avaliar resposta biologica de biomateriais em meio
fisiologico, pois afeta fortemente a resposta bioldgica de adsor¢cdo de proteinas,
adesdo/ativacdo plaquetéaria e coagulacdo do sangue'’**™. De acordo com Wang et al.'”
superficies com angulo de contato superiores a 65° tendem a facilitar as proteinas a se
aderirem e interagirem com a superficie do biomaterial devido a maior forca de ades@o nessas

condigdes.
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Para avaliar as caracteristicas de molhabilidade dos filmes FD, FDG, FL e FLG,
determinou-se o angulo de contato da agua sobre a superficie dos mesmos. A Tabela 7 mostra
0 angulo de contato médio dos filmes FD, FDG, FL e FLG. As médias seguidas da mesma

letra ndo diferiram no teste de Tukey com nivel de confianca de 95%.

Tabela 7 — Angulo de contato médio dos filmes FD; FDG; FL; FLG

Filme Angulo de contato médio (°)
FD 67 +0,8°

FDG 64 + 0,6
FL 75+0,8°

FLG 43 +0,8°

Fonte: Préprio autor

De acordo com a Tabela 7, observa-se que a variagao nos valores do angulo de contato
entre FD e FL foi aproximadamente 11%. Por outro lado, observou-se variacdo de 43% entre
os filmes FDG e FLG. Esses resultados sugerem que os métodos empregados na producéo dos
filmes, assim como a incorporagdo do glicerol podem influenciar a molhabilidade dos
mesmos em contato com a agua. A Figura 19 (a), (b), (c) e (d) apresenta as imagens das gotas
de agua em contato com as superficies dos filmes FD, FL, FDG e FLG apds 10 s,

respectivamente.
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Figura 19 — Imagens das medidas de angulo de contato gota d’agua com a superficie dos filmes (a)
FD; (b) FL; (c) FDG,; (d) FLG apo6s 10 s de deposicao

El b =

a

Fonte: préprio autor

De modo geral, FLG apresentou menor angulo de contato (43°), consequentemente
possui maior hidrofilicidade que FDG (64°), FD (67°) e FL (75°). Faucheux et al.}® que
superficies moderadamente hidrofilicas (48-62°) permitem maior crescimento celular
(fibroblastos), pois a molhabilidade da superficie afeta significativamente a adesdo de

proteinas (fibronectina e vitronectina). De acordo com Tzoneva et al.'”’

superficies
parcialmente hidrofobicas (86°) promovem mudancas conformacionais nas proteinas, que
provocam uma diminuicdo da acessibilidade de possiveis locais que permitem a adesdo e
proliferacdo celular pela formagdo de monocamadas de células endoteliais.

Os resultados de angulo de contato sugerem que os filmes finos produzidos sdo
candidatos promissores no desenvolvimento de materiais derivados de fibroina seda como

biomateriais.
57 TGA
A estabilidade térmica dos filmes de fibroina foi investigada por meio da TGA. As

Figuras 20 (a) e (b) mostram as curvas TG e DTG, respectivamente, para os filmes FD, FL,
FDG e FLG.
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Figura 20 — Curvas (a) TG e (b) DTG dos filmes FD; FL; FDG; FLG
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A fibroina € uma proteina que por possuir regides amorfa e cristalina se assemelha aos
polimeros semicristalinos em termos térmicos (temperatura de transi¢do vitrea (Tg), fusdo
cristalina (Tm) e degradagdo). As regifes amorfas se tornam moveis acima de Tg, em Tm

ocorre a fusdo dos cristalitos ou desparecimento das regides cristalinas e acima da temperatura
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de degradacéo as cadeias poliméricas sdo degradadas. Essas transi¢fes fornecem informacdes
relevantes sobre o processamento de materiais a base de proteinas'®.

Inicialmente pode-se observar pelas curvas de TG e DTG que ha trés estagios
principais que caracterizam diferentes perdas de massa para os filmes de fibroina. O primeiro
estagio se encontra entre 30 e 100 °C, sendo caracterizado por um pico na curva de DTG em
aproxidamente 50 °C, correspondendo a evaporacdo de agua e outros possiveis solventes
presentes entre nas cadeias poliméricas. O segundo estagio, entre 150-210 °C, e o terceiro,
entre 250-370 °C, sdo caracterizados pelas perdas de massa mais intensa, associadas a
degradacdo térmica da fibroina.

Para as proteinas observa-se que no intervalo entre 120-260 °C os principais
compostos de degradacdo sdo H,O, CO,, NHj; e alguns compostos com grupos carboxila
(RCOOH)'™®. De acordo com Um et al.**®, a degradacdo da fibroina ocorre acima de 200 °C,
nessa temperatura as ligacOes peptidicas e os grupos de cadeias laterais de aminoacidos
residuais sdo quebrados, isso leva a producdo de moléculas de baixo peso molecular como
NHs, CO e CO,'". Cabe destacar que na literatura*®"*® h4 relatos da evaporacéo gradual de
agua e glicerol na faixa entre 100-300 °C e inicio da degradacdo térmica da fibroina em
aproximadamente 240 °C. O uso de plastificantes em proteinas reduz o niimero de ligacoes de
hidrogénio, permitindo assim maior movimentacéo das cadeias poliméricas*®".

Analisando as curvas de TG e DTG percebe-se que os filmes possuem comportamento
térmico semelhante, o que sugere que os métodos de producdo e a incorporacdo do glicerol
ndo afetaram a estabilidade térmica dos mesmos. Além disso, os resultados também sugerem
que os filmes possuem boa estabilidade térmica, sendo esses propicios para 0
desenvolvimento de biomateriais a partir de materiais derivados de fibroina de seda.

5.8 DMTA

Por meio da técnica de DMTA foi possivel avaliar os processos de relaxagdes
moleculares dos filmes pela analise dos médulos de armazenamento (E’), perda (E”) e tan
delta (8). Na literatura estudos relatam que a analise de DMTA é uma técnica sensivel'#2183
capaz de detectar possiveis mudangas estruturais moleculares ocorridas nos materiais
poliméricos por meio de transicdes térmicas’®, como a transicdo vitrea (Tg = Ta —

relaxamento o), temperatura de relaxamento /8 (78) e relaxamento y (79)*®***°. As Figuras 21
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(@) e (b) apresenta comportamento dos filmes FD, FDG, FL e FLG por meio das curvas do

modulo de armazenamento e tan J.

Figura 21 — (a) Curvas de modulo de armazenamento e (b) tan & dos filmes FD; FDG; FL; FLG
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Observa-se que os todos os filmes obtidos mostraram resultados tipicos para filmes de
fibroina obtidos por casting™"**°1% . As curvas referentes a E' sdo caracterizadas por uma
queda acentuada em aproximadamente 150-230 °C, o que estd associada as transicOes
estruturais presentes na fibroina, relaxamento o, e dada pelo pico maximo das curvas o tan,
conforme ilustra as Figuras 21 (a) e (b). Na Figura 21 (a) pode ser visto 0 aumento do médulo
de armazenamento antes de Tg para os filmes FD, FLG e FDG, o que indica que pode ter
ocorrido a cristalizacdo das cadeias poliméricas durante a realizacdo do ensaio. Além disso, na
Figura 21(b) observa-se pequena variagdo na curva de & tan em aproximadamente 80 °C para
todos os filmes. Esse comportamento esta associado ao certo grau de liberdade que as cadeias
poliméricas possuem antes de Tg que podem ser atribuidas as transicdes 7p elou Ty,
detectadas via DMTA, sendo associadas as interacGes entre agua-proteina ocorridas em
temperatura inferior a 100 °C*¢%18¢,

Os resultados de DMTA sugerem possivel plastificacdo da fibroina pela acdo da agua

I*®8, além disso, evidenciam o comportamento mais flexivel dos filmes FL, FDG e

e glicero
FLG em comparacdo com FD. Os filmes FD, FL, FDG e FLG apresentaram valores de Tg em
207, 200, 198 e 184 °C, respectivamente conforme a Tabela 8. Esses valores de Tg foram

obtidos pelo pico maximo de Tan &, conforme apresentado na Figura 21 (b).

Tabela 8 — Temperaturas de transi¢do vitrea dos filmes FD; FDG; FL; FLG

Filme Temperatura de transicdo vitrea (Tg) °C
FD 207

FDG 200
FL 198

FLG 184

Fonte: proprio autor

Comparando os filmes FD e FDG observa-se uma redu¢do em E’ e na Tg devido a
presenca do glicerol, porém para FL e FLG foi visto comportamento contrario em relacdo ao
E’. Os resultados de DMTA corroboram com comportamento flexivel dos filmes discutidos
anteriormente nas analises de FTIR e DRX. Neste sentido, os filmes, FL, FDG e FLG
possuem caracteristicas atraentes para o desenvolvimento de coberturas cutaneas, pois sdo
transparentes, resistentes termicamente e mecanicamente, estaveis em meio aquoso,
hidrofilicos e podem ser esterilizados via autoclave. Por outro lado, o filme FD se apresentou

bastante quebradico apds secagem completa.
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O resultado apresentado para E’ mostrou que a presenca do glicerol permite as cadeias
poliméricas certa liberdade de movimentag&o, tal comportamento se deve a reducdo da Tg nos
filmes FDG e FLG, conforme valores apresentado na Tabela 8.

Observa-se pela Tabela 8 que FLG apresentou menor valor para Tg, enquanto FDG e
FL possuem valores proximos e FD o maior valor. Novamente os resultados sugerem a maior
flexibilidade dos filmes FDG e FLG em relacdo aos filmes FD e FL. A temperatura de
transicdo vitrea na fibroina esta associada as regides amorfas formadas por ligacdes de
hidrogénio entre amida-amida'*®¢"%".

Como jé discutido anteriormente, o glicerol possui essa caracteristica de penetrar entre
as moléculas e romper as forgas secundarias existentes fazendo com que as cadeias
poliméricas ganhem liberdade®®. Desse modo, FDG e FLG possuem maior flexibilidade em
comparacdo a FD e FL, sendo esse fato condizente com as analises de FTIR e DRX que
também evidenciaram esse comportamento.

A temperatura de transicdo vitrea é o valor médio de temperatura que permite as
cadeias poliméricas presentes na fase amorfa certa liberdade de movimentacgdo, isto €, as
mesmas agora podem se encontrar em outras conformacgdes. Além disso, permite inferir
informacdes sobre o coeficiente de expansdo, calor especifico, indice de refracdo e mddulo de
elasticidade, sendo essas transicdes termodinamicas de segunda ordem®®,

Cabe destacar que a fibroina possui Tg superior a outros polimeros bastantes usados
no desenvolvimento de biomateriais como policaprolactona, quitosana, colageno, alginato e
gelatina. Esta propriedade permite, por exemplo, esterilizar os materiais a base de fibroina por
meio da técnica de autoclave, a qual é simples e de menor custo quando comparada as
técnicas de esterilizacdo utilizadas para materiais poliméricos tais como: radiacdo gama,
oOxido de etileno e radiacdo ultravioleta. 1sso evidencia uma vantagem relevante dos materiais

derivados de fibroina em relacdo aos polimeros citados no desenvolvimento de biomateriais.
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6 CONCLUSOES

As andlises realizadas e apresentadas neste trabalho evidenciaram as possibilidades em
obter filmes finos de fibroina por meio da técnica de casting com propriedades morfolégicas,
fisicas, quimicas, térmicas e mecanicas compativeis com uso desses como biomateriais.

Os resultados mostraram que foi possivel produzir filmes finos de fibroina com
elevada dimens&o macroscépica (1033 cm?), 4rea essa bem superior a maioria dos filmes de
fibroina relatados na literatura (95 cm?). Além disso, os filmes ndo apresentaram bolhas,
possuem espessura abaixo de 50 um, sdo transparentes e flexiveis. Cabe destacar que a
técnica empregada na producdo dos filmes é simples, rapida, eficiente e de baixo custo.

Em termos morfoldgicos os resultados de MEV mostraram que a morfologia dos
filmes estd associada ao tipo de matéria-prima, ou seja, se é proveniente de material
degomado ou liofilizado. Observou-se que a estrutura nanofibrilar da proteina foi preservada
ao usar a fibroina apenas degomada. Por outro lado, os filmes, produzidos a partir da fibroina
liofilizada, apresentaram regibes com porosidade, as quais por sua vez sao interessantes para
a adesdo e proliferacdo celular. Além disso, a incorporagdo do glicerol tornou as superficies
dos filmes mais regulares, porém reduziu parcialmente a transparéncia dos mesmos.

A analise de FTIR mostrou que os filmes de fibroina sdo compostos por fases amorfas
e cristalinas. Além disso, permitiu associar o comportamento flexivel dos filmes FDG e FLG
a incorporacdo do glicerol (efeito plastificante), como também evidenciou que o mesmo foi
lixiviado apos a etapa de lavagem, sendo esse processo mais pronunciado em FDG. A imersdo
dos filmes em etanol apontou a conversdo da estrutura secundaria a-hélice em folha-p,
comportamento associado a reticulagcdo fisica (cristalizacdo) da proteina pelo poder
desidratante desse alcool.

A técnica de DRX corroborou com os resultados de FTIR, pois confirmou que os
filmes possuem fases amorfas e cristalinas, também evidenciou o comportamento mais
flexivel do filme FLG, assim como mostrou que a imersdo dos filmes em etanol produz a
cristalizacdo dos mesmos, efeito esse mais pronunciado para os filmes contendo glicerol.

Em relagdo ao angulo de contato, foi visto que todos os filmes exibiram superficies
com boa molhabilidade, sendo o filme FLG o mais hidrofilico, porém FD, FDG e FL também
exibem propriedades interessantes na adsorcdo de proteinas. A analise de TGA evidenciou
que os filmes de fibroina possuem elevada estabilidade, pois o0 pico de degradacédo destes sao
proximos de 300 °C. Além disso, os resultados de DMTA mostraram que as cadeias

moleculares possuem certa liberdade de movimentacdo abaixo de Tg que pode ser associada
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as temperaturas de relaxamento Ty e/ou TP. Os filmes possuem ainda Tg entre 184-207 °C e
os resultados de modulo de armazenamento e tan o evidenciaram que os filmes sdo
mecanicamente resistentes.

Dessa maneira, os resultados desse trabalho evidenciam a producéo de filmes finos de
fibroina a partir de uma técnica simples, rapida, eficiente e de baixo custo que permitiu obter
materiais com grande dimensdo macroscopica (1033 cm?), transparentes, resistentes
termicamente e mecanicamente, estaveis em meio aquoso, hidrofilicos e que podem ser
esterilizados via autoclave. Porém etapas adicionais como ensaios in vitro (citotoxicidade,
biocompatibilidade e proliferacdo celular) e in vivo sdo necessarios para conduzir a utilizagéo

desses filmes no tratamento de lesdes cutaneas.
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7 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

e Investigar a obtengdo de blendas poliméricas entre a fibroina/polimeros sintéticos e/ou
naturais visando obter materiais com boas propriedades mecanicas;

e Avaliar a citotoxicidade, biocompatibilidade, adesdo e proliferagdo celular
(queratindcitos, fibroblastos, melandcitos) dos filmes in vitro e in vivo;

e Verificar a permeabilidade a vapor d’agua e oxigénio dos filmes visando a aplicacéo
dos mesmos no tratamento de lesdes cutaneas;

e Analisar os efeitos da incorporacdo e liberacdo controlada nos filmes de farmacos
(antibioticos, antioxidantes, fatores de crescimento e anti-inflamatorios); assim como
de compostos inorganicos (Ag, ZnO, TiO, e vitroceramicas) visando aplicacdes
antimicrobianas e regeneragao celular;

e Averiguar a funcionalizacdo dos filmes por meio da imobilizacdo de anticorpos,
proteinas e enzinas no intuito de desenvolver dispositivos capazes de detectar certas

doengas.
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