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RESUMO

Nos ultimos anos, materiais hibridos envolvendo proteinas e polimeros t€ém despertado grande interesse na area
biomédica, especialmente no desenvolvimento de sistemas de liberacdo controlada de farmacos. A conjugacao
entre essas duas classes de materiais permite reunir biocompatibilidade, estabilidade e funcionalidade em um
unico sistema. Entre as proteinas de origem natural, a fibroina de seda (SF) destaca-se como um biocomposto
promissor, enquanto o poli(N-vinilcaprolactama) (PNVCL) oferece resposta termossensivel adequada a
aplicagoes terapéuticas. Neste cenario, o sistema hibrido SF-PNVCL surge como uma estratégia inovadora para
o desenvolvimento de nanocarreadores capazes de responder a estimulos especificos, como o aumento de
temperatura, otimizando a liberacdo de agentes terapéuticos. Neste trabalho, foram desenvolvidos sistemas
hibridos inéditos baseados na fibroina de seda (SF) e o (PNVCL), com o objetivo de desenvolver nanoparticulas
capazes de promover a liberacdo controlada de agentes terap&uticos, utilizando a curcumina como agente
terapéutico modelo. A sintese do sistema hibrido foi realizada pela metologia grafting-from, utilizando a técnica
de polimerizagao radicalar por adicdo-fragmentagao reversivel (RAFT), a partir da funcionalizagdo da fibroina
com agentes de transferéncia de cadeia (CTA; ¢ CTA;). Uma segunda rota de sintese foi planejada por meio da
ativacdo dos CTA, com pentafluorofenol (PFP). Os sistemas desenvolvidos foram caracterizados por
espectroscopia na regido do infravermelho com transformada de Fourier (FTIR), analise termogravimétrica
(TGA), difragdo de raios X de p6 (PXRD). As nanoparticulas dos sistemas hibridos foram caracterizadas pelo
espalhamento dindmico de luz (DLS), medi¢do do potencial zeta e microscopia eletrénica de transmissdo
(MET). Os resultados revelaram que os sistemas obtidos apresentaram morfologia nanoparticulada (~200 nm),
estabilidade coloidal e comportamento termorresponsivo com transi¢do de fase proxima a 40 °C. Além disso,
os sistemas demonstraram eficiéncia de encapsulamento da curcumina (~40%) e liberacdo intensificada a
temperaturas elevadas. A analise da cinética de liberagdo indicou melhor ajuste aos modelos matematicos de
Weibull e Gompertz (R* > 0,99), sugerindo um processo controlado e termorresponsivo. Ensaios de
citotoxicidade in vitro, avaliados por citometria de fluxo, revelaram baixa toxicidade em células normais (MRC-
5) e alta seletividade frente a linhagem tumoral 4T1, com até 49,5% de inibigdo celular Diante dos resultados
obtidos, ¢ possivel considerar que os sistemas hibridos SF-PNVCL representam uma plataforma promissora
para o desenvolvimento de carreadores inteligentes de agentes terapéuticos, com potencial aplicagdo em terapias

direcionadas.

Palavras-chave: Materiais hibridos; Fibroina; Termossensibilidade; Sistema Carreador; PNVCL;

nanoparticulas.



ABSTRACT

In recent years, hybrid materials combining proteins and polymers have attracted significant interest in the
biomedical field, particularly in the development of controlled drug delivery systems. The conjugation of these
two classes of materials enables the integration of biocompatibility, stability, and functionality into a single
system. Among natural proteins, silk fibroin (SF) stands out as a promising biocompatible material, while
poly(N-vinylcaprolactam) (PNVCL) offers a thermoresponsive behavior suitable for therapeutic applications.
In this context, the SF-PNVCL hybrid system emerges as an innovative strategy for the development of
nanocarriers capable of responding to specific stimuli, such as temperature increases, thereby optimizing the
release of therapeutic agents. In this work, novel thermoresponsive hybrid systems based on silk fibroin (SF)
and PNVCL were developed, aiming to produce nanoparticles capable of promoting controlled release of
therapeutic agents, using curcumin as a model drug. The hybrid systems were synthesized using a grafting-from
strategy via reversible addition-fragmentation chain-transfer (RAFT) polymerization, through the
functionalization of fibroin with chain transfer agents (CTA; and CTA:). A second synthetic route was
established by activating CTA, with pentafluorophenol (PFP). The systems were characterized by Fourier-
transform infrared spectroscopy (FTIR), thermogravimetric analysis (TGA), and powder X-ray diffraction
(PXRD). The nanoparticles were further evaluated by dynamic light scattering (DLS), zeta potential
measurements, and transmission electron microscopy (TEM). The results revealed that the hybrid systems
exhibited nanoparticulate morphology (~200 nm), good colloidal stability, and a thermoresponsive phase
transition near 40 °C. Additionally, the nanoparticles demonstrated curcumin encapsulation efficiency of
approximately 40%, with enhanced release at elevated temperatures. The release kinetics showed a better fit to
the Weibull and Gompertz models (R? > 0.99), indicating a controlled and thermoresponsive release process. In
vitro cytotoxicity assays, evaluated by flow cytometry, revealed low toxicity in normal cells (MRC-5) and high
selectivity toward the 4T1 cancer cell line, with up to 49.5% cell inhibition. Based on these findings, SF—
PNVCL hybrid systems represent a promising platform for the development of smart carriers for targeted

therapeutic applications.

Keywords: Hybrid materials; Fibroin; Thermosensitivity; Carrier system; PNVCL; nanoparticles.
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APRESENTACAO GERAL

A presente tese de doutorado foi desenvolvida no contexto da pesquisa aplicada em sistemas
hibridos para liberacao controlada de fArmacos, com &nfase no uso de polimeros termorresponsivos €
biomateriais derivados de proteinas naturais. O trabalho foi realizado em parceria internacional, com
atividades experimentais conduzidas no Departamento de Quimica da McGill University, em Montreal
(Canadd), sob a orientacdo do Professor Dr. Ashok Kakkar, pesquisador na area de quimica de
polimeros e sistemas nanoestruturados com aplicacdo biomédica.

Esta colaboracdo internacional permitiu a integracdo de metodologias de sintese e
caracterizacdo avancadas, além de proporcionar acesso a infraestrutura laboratorial de exceléncia,
ampliando significativamente a abrangéncia cientifica e a qualidade dos resultados obtidos.
Paralelamente, parte das etapas de caracterizacdo e andlise foram realizadas nos laboratorios da
Universidade Federal de Itajuba (UNIFEI), consolidando um fluxo de trabalho multidisciplinar e
cooperativo entre instituigoes de referéncia.

A tese esta estruturada em quatro capitulos principais, que refletem o encadeamento logico da
pesquisa, desde a escolha e caracterizacdo dos materiais de base até a avaliacdo funcional das
formulacdes obtidas.

O Capitulo 1 apresenta uma revisao da literatura sobre sistemas hibridos a base de fibroina de
seda, com énfase em suas aplicagdes biomédicas, abordando aspectos estruturais, funcionais e
tecnologicos.

No Capitulo 2 esta apresentada a caracterizacao fisico-quimica da fibroina de seda comercial,
em seguida, ¢ descrito o processo de extracao da fibroina a partir de casulos do bicho-da-seda (Bombyx
mori), empregando diferentes rotas laboratoriais. Por fim, ¢ realizada uma comparacdo entre as
amostras extraidas e a amostra comercial, com o objetivo de avaliar a viabilidade de substituicdo da
fibroina comercial pelas proteinas extraidas em laboratorio.

O Capitulo 3 descreve as estratégias de funcionalizagdo da fibroina de seda com agentes de
transferéncia de cadeia (CTAs), seguidas da polimerizacao controlada via RAFT para a obten¢do dos
sistemas hibridos com poli(N-vinilcaprolactama) (PNVCL). Sdo apresentadas duas rotas sintéticas
distintas: a Rota A, baseada na utilizagdo de um CTA comercial, e a Rota B, que emprega um CTA
sintetizado e posteriormente ativado com PFP.

Dentro do Capitulo 4 est4 apresentado a preparacdo de nanoparticulas a partir dos sistemas
hibridos SF-PNVCL, com énfase na encapsulagdo da curcumina como agente terapéutico modelo. Sao
descritos os processos de obtencao das nanoparticulas, bem como os estudos de liberagdo controlada

em func¢do da temperatura, explorando a resposta termossensivel do sistema. Além disso, o capitulo



inclui ensaios de citotoxicidade realizados em diferentes linhagens celulares, com o objetivo de avaliar
a biocompatibilidade e a eficacia antitumoral das formulagdes desenvolvidas.

A Quimica, em sua esséncia, ¢ a ciéncia que estuda o “invisivel” — aquilo que escapa aos
olhos, mas move o mundo. E a ponte entre o 4tomo e a vida, entre o conhecimento e a cura. No combate
ao cancer, essa ciéncia assume um papel transformador: ao manipular moléculas, projetar sistemas
inteligentes e controlar interagdes intermoleculares, a Quimica permite que os avangos nessa area nao
seja apenas uma esperanga, mas um processo racional, construido passo a passo.

Nesta tese, a Quimica aparece ndo apenas como instrumento técnico, mas como linguagem
capaz de criar pontes entre o natural e o sintético, o bioldgico e o molecular, o sensivel e o inteligente.
Desenvolver um sistema hibrido capaz de responder a estimulos térmicos e liberar ali, com precisao,
um agente terapéutico é um gesto filos6fico: € reconhecer que, por tras de cada molécula, hd uma
inten¢do humana, uma luta pela vida, uma busca pela precisao em meio ao caos da doenga.

Este trabalho ¢, assim, um testemunho da Quimica como ciéncia central, que une saberes,
transcende fronteiras disciplinares e se coloca, com humildade, a servigo do proximo e na fronteira do
conhecimento. Porque, ao final, o que nos move ndo é apenas a beleza das estruturas ou a elegancia

das reagdes, mas a possibilidade de transformar conhecimento em vida.
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INTRODUCAO

O cancer continua a ser uma das principais preocupacdes de satide publica em todo o mundo,
representando uma carga significativa de morbidade e mortalidade[1,2]. Segundo estimativas da
Organizacao Mundial da Saude (OMS), a doenga ¢ responsavel por milhdes de mortes anualmente, e
seu impacto tende a crescer, especialmente em paises em desenvolvimento, onde os recursos para
diagnostico e tratamento sao limitados[3,4]. Caracterizado pelo crescimento descontrolado e invasivo
de células atipicas, sua proliferacdo pode culminar na invasao de tecidos adjacentes, espalhando outras
partes do corpo—a chamada metastase[5,6]. Existem mais de 100 tipos diferentes da doenga, cada um
com caracteristicas unicas em termos de origem, comportamento e resposta ao tratamento. No entanto,
todos compartilham um mecanismo subjacente comum: alteragdes genéticas que impulsionam a
transformagao celular e a perda do controle do ciclo celular [7].

Os tratamentos convencionais para o cancer incluem cirurgia, radioterapia ¢ quimioterapia,
frequentemente utilizados em combinagdo para aumentar a eficicia terap€utica [8]. A cirurgia €
empregada principalmente para remover o tumor primario e as areas circundantes afetadas, enquanto
a radioterapia utiliza radiagdo ionizante para destruir as células cancerigenas [8]. Ja a quimioterapia
faz uso de agentes citotdxicos que impedem a divisdo e o crescimento celular [8]. Apesar de sua
eficicia, a quimioterapia apresenta limitacdes significativas, como resisténcia dos tumores aos
farmacos, toxicidade sistémica e impactos adversos na qualidade de vida dos pacientes. Além disso,
sua falta de especificidade e a alta toxicidade das formulacdes disponiveis restringem o uso desses
farmacos em doses elevadas e por periodos prolongados [9-12]. Outro desafio importante ¢ a
hidrofobicidade de muitos agentes antitumorais, o que compromete sua solubilizacdo, reduz sua
estabilidade na corrente sanguinea, facilita sua degradag¢do e dificulta seu transporte através das
barreiras biologicas do organismo ([13]).Diante dessas limitagdes, o desenvolvimento de novas
estratégias terap€uticas torna-se essencial para otimizar os resultados clinicos e melhorar a qualidade
de vida dos pacientes com cancer [14,15].

Atualmente, a curcumina — um composto natural encontrado na raiz da Curcuma longa
(popularmente conhecida como acafrao-da-terra ou circuma) — tem ganhado destaque em pesquisas
devido aos seus potenciais beneficios a saude, incluindo propriedades antioxidantes, anti-inflamatorias
e anticancerigenas. Seu diferencial reside no fato de ser um composto de origem natural, caracteristica
que tem despertado crescente interesse no desenvolvimento de terapias mais seguras e eficazes.

[16,17].
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Figura 1. Representagdo da estrutura molecular da Curcumina.

No contexto do potencial anticAncer da curcumina, pesquisas tém sugerido que ela pode ter
efeitos inibitérios sobre o crescimento e proliferacao de células cancerigenas em varios tipos de
cancer, incluindo cancer de mama, colorretal, prostata, pulmao e entre outros [18,19]. A curcumina
pode exercer esses efeitos através de uma variedade de mecanismos, incluindo a indugdo da morte
celular programada (apoptose), a inibigdo da angiogénese (formagdo de novos vasos sanguineos que
alimentam o tumor) e a supressao da inflamacao crénica, que pode promover o crescimento tumoral
[18-21]. Além disso, a curcumina também tem sido estudada por sua capacidade de aumentar a eficacia
de tratamentos convencionais contra o cancer, como a quimioterapia e a radioterapia quando
administrada em conjunto [22-24]. A solubilidade limitada da curcumina é um desafio significativo
na sua administragdo em humanos para o tratamento do cancer, uma vez que ela ¢ insolivel em agua
e tem uma baixa biodisponibilidade quando administrada por via oral, o que significa que uma grande
parte do composto € excretada do corpo sem ser absorvida[25,26]. Este problema de solubilidade pode
resultar em uma absor¢do inadequada da curcumina pelo organismo, o que limita sua eficacia
terapéutica contra o cincer ou mesmo quando a curcumina ¢ absorvida, ela ¢ rapidamente metabolizada
e eliminada do corpo, o que reduz ainda mais sua concentracdo no sangue e nos tecidos-alvo [25-28].

Desse modo, apesar do grande potencial da curcumina, sua aplicagdo e administracdo ainda
representam desafios significativos. Uma abordagem para lidar com esses desafios € o uso de sistemas
carreadores de farmacos, uma metodologia que visa melhorar a eficacia e a seguranca dos tratamentos
[29,30]. De maneira geral, os sistemas carreadores de farmacos, conhecidos como Drug Delivery
Systems (DDS), emergem como uma das principais alternativas aos tratamentos convencionais, uma
vez que esses sistemas apresentam um melhor direcionamento e controle de liberacdo dos agentes
antitumorais, potencializando ainda mais a atividade antitumoral e a diminui¢do da toxicidade quando
comparada aos fairmacos na forma livre [31-34].Entre os sistemas mais estudados estdo os do tipo
nanoparticulados, lipossomas, micelas, hidrogéis, polimeros e entre outros. Esses sistemas sdo

conhecidos por sua biocompatibilidade, capacidade de protecdo do farmaco contra a degradacao
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enzimatica e reducao da toxicidade sistémica, no entanto, eles também podem enfrentar desafios
relacionados a estabilidade em circulagdo e controle preciso da liberagao do farmaco [35-38].

Uma classe emergente de DDS que tem despertado interesse ¢ aquela baseada em sistemas
hibridos, combinando caracteristicas de diferentes materiais para otimizar a entrega de farmacos
antitumorais [39]. Em particular, os sistemas hibridos baseados em proteina-polimero tém se destacado
devido a sua capacidade de combinar a biocompatibilidade e funcionalidade das proteinas com a
versatilidade e flexibilidade dos polimeros. Esses sistemas sdo projetados para aproveitar as
propriedades unicas das proteinas, como especificidade de ligagdo a receptores celulares, estabilidade
em circulagdo e biodegradabilidade, juntamente com as vantagens dos polimeros, como capacidade de
encapsulacdo de farmacos, controle da liberacao e modularidade estrutural [40—42]. A combinagao
dessas caracteristicas permite a concepgao de DDS altamente eficazes e seletivos, capazes de contornar
as barreiras bioldgicas e alcangar uma terapia antitumoral mais eficaz.

Este trabalho teve como objetivo a sintese, caracterizagdo e avaliagdo do potencial
termorresponsivo de sistemas hibridos a base de proteinas e polimeros, voltados para a liberagao
controlada de agente terapéuticos. O estudo investiga a utilizacdo da proteina fibroina, em conjunto
com o polimero poli(N-vinilcaprolactama) (PNVCL), carregado com curcumina como agente
terapéutico modelo. O sistema hibrido ¢ obtido por meio de polimerizagdo radicalar controlada. A
interacdo entre esses materiais explora a biocompatibilidade e capacidade de transporte das proteinas
com o comportamento termorresponsivo do PNVCL, resultando em um sistema inteligente para a

liberacao de agentes terapéuticos.
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OBJETIVO E JUSTIFICATIVA

O presente trabalho tem como objetivo a sintese e caracterizagdo de nanoparticulas hibridas
compostas por fibroina da seda (SF) e pelo polimero N-vinilcaprolactama (PNVCL), visando o
desenvolvimento de um sistema hibrido inédito com propriedades termossensiveis para a liberacao
controlada de agentes terapéuticos.

A necessidade de estratégias terapéuticas mais eficazes e seletivas, especialmente para o
tratamento de doengas como o cancer, justifica o desenvolvimento desse sistema inovador, tendo em
vista as limitacdes significativas dos métodos convencionais de administracdo de farmacos.

Nesse contexto, a fibroina da seda destaca-se como um biomaterial amplamente estudado,
devido a sua biocompatibilidade, biodegradabilidade e versatilidade estrutural. Por sua vez, o PNVCL
¢ um polimero termorresponsivo, cuja incorporagdo a matriz de fibroina confere ao sistema a
capacidade de responder a estimulos térmicos permitindo uma liberagdo controlada dos agentes

terapéuticos.
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CAPITULO 1 - FIBROIN-HYBRID SYSTEMS: CURRENT ADVANCES IN BIOMEDICAL
APPLICATIONS

Maia, M.V.; Egito, E.S.T. do; Sapin-Minet, A.; Viana, D.B.; Kakkar, A.; Soares, D.C.F. Fibroin-Hybrid
Systems:  Current Advances in  Biomedical  Applications.  Molecules 2025, 30, 328,
doi:10.3390/molecules30020328.

Neste capitulo, sdo apresentados os principais avangos relacionados aos sistemas hibridos
baseados em fibroina de seda (SF), com énfase em suas aplicagdes no campo biomédico. A fibroina,
uma proteina natural extraida do casulo do bicho-da-seda Bombyx mori, tem se destacado por suas
propriedades unicas, como biocompatibilidade, biodegradabilidade e baixa imunogenicidade. No
entanto, suas limitagdes estruturais e funcionais em ambientes fisioldgicos motivaram o
desenvolvimento de sistemas hibridos obtidos por modificacdo quimica com polimeros sintéticos e
compostos inorganicos. Assim, este capitulo revisa os fundamentos estruturais e funcionais da fibroina,
suas estratégias de isolamento e purificagdo, bem como os métodos de funcionalizagdo por
polimerizacdo e formacao de materiais hibridos. Sdo abordados tanto os sistemas SF—polimero quanto
os sistemas SF—inorganico, cuja funcionalizagio tem permitido melhorar a estabilidade, a bioatividade
e o desempenho mecanico da proteina, ampliando significativamente suas possibilidades de aplicagao.
Também sdo discutidos exemplos recentes da literatura que demonstram o potencial desses sistemas
em areas como liberagdo controlada de farmacos, engenharia de tecidos, terapia génica e cicatrizagao
de feridas, destacando os resultados de ensaios pré-clinicos e os desafios que ainda precisam ser

superados para a aplicagao clinica desses materiais inovadores.
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Fibroin-Hybrid Systems: Current Advances in Biomedical Applications
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Abstract: Fibroin, a protein extracted from silk, offers advantageous properties such as non-
immunogenicity, biocompatibility, and ease of surface modification, which have been widely
utilized for a variety of biomedical applications. However, in vivo studies have revealed critical
challenges, including rapid enzymatic degradation and limited stability. To widen the scope of
this natural biomacromolecule, the grafting of polymers onto the protein surface has been
advanced as a platform to enhance protein stability and develop smart conjugates. This review
article brings into focus applications of fibroin-hybrid systems prepared using chemical
modification of the protein with polymers and inorganic compounds. A selection of recent

preclinical evaluations of these hybrids is included to highlight the significance of this approach.

Keywords: silk fibroin; hybrid system; surface-grafting polymerization; chemical modification;

biomedical applications

1. INTRODUCTION

Silk is a natural, protein-based material produced by arthropods, including arachnids and
silkworms, such as the Bombyx mori species. Silkworms, not domesticated silk moths, are the

producers of silk, which has been used by humans for thousands of years due to its luster,
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mechanical strength, and flexibility. These properties arise from their unique chemical and
structural interactions across hierarchical length scales [1-3]. Silk threads are composed of two
fibroin brins coated with sericin, glycoproteins, and lipids. Silk fibroin (SF) from Bombyx mori
consists of a 325 kDa heavy chain linked to a 25 kDa light chain through a disulfide bond. While
the heavy chain is primarily composed of repetitive amino acids such as alanine, glycine, and
serine, the amino acid composition of the light chain is more variable and lacks the same repetitive
motifs [1,2]. Biodegradability, biocompatibility, and non-immunogenicity of silk-based materials
have attracted considerable interest, especially for biomedical applications [3,4]. Fibroin, a protein
extracted from silk, has emerged as a highly promising material in this regard, primarily due to its
remarkable physicochemical and biological properties, which include its ability to encapsulate
various therapeutic agents, such as proteins, enzymes, genetic materials (e.g., DNA, RNA), and
anticancer drugs, making it a versatile platform for drug delivery [5,6].

Fibroin-based nanoparticles and hydrogels allow precise control over particle size and drug
release profiles, facilitating controlled and sustained release of therapeutic molecules at the target
site [5—7]. Fibroin has shown exceptional potential in tissue engineering, where it can serve as a
scaffold for regenerating tissues, including skin, bone, cartilage, and even nerve tissues, due to its
high mechanical strength, biocompatibility, and ability to support cell adhesion and proliferation
[8—10]. Fibroin has also been explored in wound healing, where its hemostatic properties and ability
to facilitate tissue regeneration promote rapid recovery [11,12]. Recent studies have demonstrated
the use of fibroin in advanced biomedical applications, such as the development of bioinks for 3D
bioprinting, biosensors for diagnostic purposes, and antimicrobial coatings for medical devices
[13,14]. These versatile applications underscore the adaptability and importance of fibroin in
modern biomedical research and clinical practice.

Despite its numerous advantages, fibroin presents several challenges that can hinder its
efficacy in biomedical applications. One of the most significant limitations is its susceptibility to
enzymatic degradation by proteases in vivo, which compromises its structural and functional
stability in biological environments. This degradation reduces its efficacy as a material for drug
delivery systems or structural scaffolds in tissue engineering [10,15—-17]. Furthermore, fibroin’s
instability under physiological conditions often results in inconsistent performance, necessitating
the use of stabilizing agents or chemical modifications to enhance its durability and functionality
[17—-19]. To address the above-mentioned limitations, recent research has focused on advanced
chemical modification techniques [15-19]. A key strategy involves the functionalization of fibroin
with polymers to enhance its stability and solubility under physiological conditions. Polymer

functionalization not only increases fibroin’s resistance to enzymatic degradation but also



25

improves its capacity for controlled drug release, thereby extending its therapeutic efficacy, for
example [15,16,20,21]. Additionally, inorganic compounds such as hydroxyapatite and silica have
been conjugated into fibroin matrices to form hybrid systems, which could offer new venues for
applications [22-24]. Studies on developing fibroin-hybrid nanoparticles are relatively recent, and
from the data obtained from Scopus using the search keyword “fibroin nanoparticles”, it is noted
that only a few papers were published annually until the year 2007 (Figure 1A). However,
significant growth has been observed since 2014, and a 5000-document milestone was reached in
2021 (Figure 1A), and in 2023, a grand total of 6945 articles were published. In Figure 1B,
publications reported specifically using the keyword “fibroin hybrid” are shown, which indicates
a steady increase in studies over the past two decades. This suggests that the development and

application of hybrid systems is becoming a major focus in recent years.

7500 150
A B
125
6000 -
100
[] ]
2 4500 Z
g 0]
c £ 754
Q Q
8 3000 8
50
1500 -
25 1
0+ 0-
1998 2001 2004 2007 2010 2013 2016 2019 2022 1998 2001 2004 2007 2010 2013 2016 2019 2022
Year Year

Figure 1. Publications search analysis based on the Scopus® database records using the keywords:

fibroin nanoparticles (A) and fibroin hybrid (B).

Fibroin has a significant number of amino acids located in its side chains with functional
groups such as amine, sulfthydryl, and carboxyl groups, which are sites at which chemical
modification can be efficiently conducted, leading to the formation of hybrid derivatives or
composites. Furthermore, such modifications can add other relevant characteristics to the protein,
highlighting thermal, photo, and redox responsiveness [25-28]. For example, fibroin has been
associated with gold and silver metals aiming to produce hybrid materials for antibacterial and
sensing devices [29,30]. In addition, the protein has been linked to metal oxides of iron and zinc

for tissue engineering applications [31,32]. Biodistribution studies have revealed relevant in vivo
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characteristics of the hybrid fibroin nanoparticles, which can accumulate in tumor regions,
significantly reducing the growth rhythm of cancer cells, displaying prolonged blood circulation
time, reducing hemolysis, and accumulating in non-target tissues such as the heart, spleen, liver,
and lungs [33-35].

This review brings into focus the most recent advances in fibroin functionalization,
specifically focusing on the grafting of polymers and inorganic compounds onto the protein surface
(Figure 2). Regarding studies involving polymers and fibroin, only reports that feature chemical
modifications are discussed, excluding those that rely solely on physical mixing techniques such
as electrospinning. It also aligns with the [IUPAC definition of hybrid materials. Additionally, this
review highlights advanced applications of fibroin-based hybrid systems and a selection of recent
preclinical studies, which are included to show the importance and potential impact of this

approach in advancing biomedical applications.

Fibroin-Polymeric Fibroin-Inorganic
Systems Systems

Applications

Drug Delivery

0 AL
Gene Therapy ) .

MRVIVKR

Tissue Engineering

Figure 2. Schematic representation of fibroin-based hybrid systems with emphasis on two main
categories: polymer- and inorganic-hybrid systems. Key applications include tissue engineering,

drug delivery, and gene therapy, with challenges such as enzymatic degradation and limited stability.

2. FIBROIN: ISOLATION AND PURIFICATION

The importance of obtaining pure protein cannot be overstated when aiming to perform
chemical modifications on fibroin. Impurities, such as sericin and other residual components, can

interfere with functionalization and compromise the intended properties of the modified material.
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High-purity fibroin ensures that its functional groups, such as hydroxyl, carboxyl, and amine,
remain accessible and reactive during modification steps. Furthermore, the removal of impurities
prevents unwanted side reactions that could negatively affect the mechanical, thermal, and
biological properties of the resulting hybrid systems. Purity is also crucial for the reproducibility
of chemical reactions, allowing for the precise tailoring of fibroin-based materials for specific
applications.

To achieve acceptable levels of purity, fibroin extraction involves a selective and rigorous
process (Figure 3, Table 1), typically beginning with degumming (Figure 3, Si) using an alkaline
treatment, which is the most widely used method for degumming fibroin from Bombyx mori silk
cocoons [36]. The degumming protocol involves cutting silk cocoons into small pieces and boiling
them in a 0.02 M aqueous sodium carbonate (Na2CO3) solution for about 30 to 35 min under constant
agitation. Sodium carbonate selectively solubilizes sericin that coats fibroin threads, while fibroin itself
remains insoluble, forming a spongy mass. This mass is then thoroughly washed with deionized water

and dried overnight at room temperature [36—38].
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Figure 3. General procedure for fibroin isolation. The raw silk cocoons are boiled in a solution of
sodium carbonate to remove sericin (S1), and the silk fibers are dissolved in a highly concentrated
solution, such as lithium bromide or Ajisawa’s reagent, to break down the fibers into a fibroin
solution (S2). The fibroin solution is dialyzed against distilled water to remove the solvent and any
other small molecules (S3), resulting in a purified fibroin solution, and at the end of the process, the
solution is centrifuged (S4) to remove any remaining impurities.

Once fibroin is dried, solubilization (Figure 3, S2) can be carried out using a variety of
methods. Popular approaches include the addition of lithium bromide (LiBr) [39—41] or
Ajisawa’s reagent (CaClo/EtOH/H>0) [42—44]. Ajisawa’s reagent is particularly favored due to
its cost-effectiveness and efficiency. After solubilization, the fibroin solution undergoes
purification through dialysis (Figure 3, S3) against distilled water for 72 h, which removes low-
molecular-weight impurities. Following dialysis, the solution is centrifuged (Figure 3, S4) to

separate any remaining impurities, leaving a purified fibroin in the super- natant. Table 1
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summarizes important steps and possible different methods in the isolation and purification of
fibroin, together with varied pitfalls in each.

The resulting fibroin solution, free of contaminants, can then be stored under refrigeration
for future applications or lyophilized. This pure fibroin solution is critical for successful
chemical modifications, such as polymer grafting or the incorporation of inorganic compounds,
which can significantly enhance its properties for applications in biomedical engineering and
material science.

Table 1 summarizes the steps involved in the purification of fibroin, with details on varied
methods employed in each step, including details of chemical reagents that are utilized, the
purpose of each, and drawbacks that are associated with these.

Despite the numerous advantages that silk fibroin offers in biomedical applications,
including biocompatibility, biodegradability, and mechanical properties, the use of pure fibroin
presents several disadvantages that limit its direct use [6,45]. One of the main limitations is the
difficulty in controlling its degradation rate. Fibroin degradation can be unpredictable, depending
on the biological environment and the conditions of the tissue where it is implanted [45-48].
This variability can result in an uncontrolled release of any incorporated therapeutic agent,
compromising treatment efficacy. Another significant disadvantage is the lack of specific
functionality in pure fibroin. Although fibroin has favorable mechanical properties, it does not
possess functional groups that allow easy chemical modification or binding of bioactive molecules
such as growth factors, antibiotics, or other therapeutic proteins, which poses a problem in
applications that require specific biochemical interactions with cells or tissues [49,50].

Given these limitations, there is an unmet need to develop hybrid materials that com- bine
silk fibroin with other materials. Protein-polymer hybrid materials have the potential to overcome
several disadvantages of using pure fibroin. For example, the incorporation of polymers can
improve biodegradation, mechanical stability, and surface functionality of fibroin-based
materials [21,51,52]. Modifying fibroin with polymers can introduce additional functional
groups that facilitate the binding of bioactive molecules, allowing the synthesis of more
advanced medical devices, such as scaffolds for tissue engineering or controlled drug release.
This approach allows tailoring materials more precisely for different medical applications,
matching them with each application’s unique requirements [6,45,50,52-54]. Therefore, the
development of protein-polymer hybrid materials not only mitigates the disadvantages of pure fibroin
but also significantly expands its potential use in regenerative medicine, drug delivery systems, and

other advanced medical devices.



Table 1. Summary of Steps, Methods, and Drawbacks in Fibroin Purification.
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Process Method Reagent/Condition Purpose Drawbacks Reference
Sodium carbonate Harsh conditions can degrade
Degummin . - o - Removes sericin to fibroin, reducing its molecular .
& & Alkaline treatment (0.02-0.05 M), et . cing . [6,36]
(51) 90-100 °C expose fibroin weight and affecting
’ its properties.
. .. Costly and time-consuming;
. Protease enzymes Selective sericin - X : )
Enzymatic treatment - requires precise pH and [55,56]
! (e.g., papain) removal
temperature control
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Soap-based treatment ’ - ) 0 . 57,58
Oap-based treatmen 90-100 “C sericin occur, affecting fibroin purity. (57,581
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(S7) < M), 60 °C solution extensive dialysis;
T lonic liquids (e.g., Dissolves fibroin Expensive reagents; recovery
lonic liquid 1-ethyl-3- . .. =S o
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dissolution methvlimidazolium . .
" acetate) degradation are challenging,.
. __— Corrosive reagents may
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system, 60 “C further processing
’ : structure can be altered.
Purification Removes salts, Time-intensive process;
(S3) Dialysis Distilled water chemicals, and incomplete removal can leave [6,36]
-3 impurities residual salts.
. . . Separates insoluble . - .
Filtration Centrifugation ngh—_speed particles and Requires specm_hzed e_qulpmenr, [6,36]
(S4) - centrifuge energy-intensive.
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3. POLYMER-FIBROIN HYBRID MATERIALS

Considering scientific resources, in particular SCOPUS and Web of Science, the two
largest and most complete databases of abstracts and citations, it is possible to find several
publications that present in their title, keywords, or abstract words such as “hybrid systems” or
“hybrid nanostructures”. However, it can lead to misunderstanding of what, in fact, the term
hybrid system means. According to IUPAC (International Union of Pure and Applied
Chemistry), hybrid materials are composed of an intimate mixture of inorganic and/or organic
components, which usually interpenetrate on a scale of less than 1 pm [61], and are the result of
atomic-level interactions in multicomponent interfaces that result in materials with synergistic
final properties of their components, including the presence of a very large hybrid interface [62]. In
this context, composites and blends are not classified as hybrid materials. Blends constitute a
mixture of two or more materials, potentially incompatible, without forming a new chemical entity.
This involves a mere physical combi- nation of materials, resulting in properties that are typically
an average of the individual components. Conversely, composites entail the merging of distinct
materials to generate a novel material with improved characteristics. In composites, components

are frequently integrated at a macroscopic level, wherein one material serves as a matrix, and the

others act as reinforcements.
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The most common hybrid materials are organic—inorganic [63—65], but organic-organic
hybrid materials have also played an important role in different fields, especially in biomedical
applications [66,67]Furthermore, the conjugation of synthetic polymers with various biomolecules,
such as proteins, polysaccharides, and many others, combines the advantages of both natural and
synthetic polymers [68]. Since 1977, when Abuchowski et al. [69] and later Kanamaru et al. [70]
reported that PEGylated proteins increased circulation times in animal models relative to native
proteins, there has been a significant increase in studies reated to protein-polymer conjugates for
therapeutic applications. Important advances have been made in the synthesis of hybrid nanomaterials
that provide promising alternatives to conventional modalities and have increased the possibility
of applications in biomedical areas. More specifically, the reversible-deactivation radical
polymerization (RDRP) method- ologies are currently the most promising routes to prepare
conjugates with well-defined polymer molecular weights [6,52]. Grafting methods based on RDRP,
such as atom transfer radical polymerization (ATRP) or reversible addition-fragmentation chain
transfer (RAFT), show superiority over other methods for the synthesis of new hybrid systems, as
they can provide a higher degree of control over the polymerization process, resulting in more pre-
cise and complex polymer structures with tailored properties. The latter is often essential for
advanced applications in materials science, medicine, and nanotechnology [66,71-73]. In recent
years, an increasing number of SF-based hybrid systems have been used for applications including
incorporation and controlled release of drugs, tissue engineering and regenerative medicine, disease
models, implantable devices, and others [74—76]. Although several promising studies using only
fibroin in medical applications are widely found in the literature, there is an increasing trend to
optimize and equip these structured nanosystems with specific functions. Synthesizing a hybrid
system based on fibroin and organic polymers can be considered a promising approach to obtain
nanosystems with unique properties. Combining different characteristics, the systems based on
SF and polymers can allow several advantages over non-hybrid materials, such as the
optimization of circulation time in the bloodstream, a high encapsulation rate, and specific release
kinetics for drug delivery systems. In addition, in the tissue engineering area, these materials can
improve mechanical properties and allow fine control of tissue stimulation [66,77-79]. A survey of
the SF-polymer hybrid shows significant advancements in biomaterial development, and Table 2
summarizes the key hybrid systems, their physicochemical properties, biomedical applications, and

characterization methods while highlighting their potential for innovative therapeutic applications.

Buga et al. [52] explored surface modification of SF fibers by grafting poly(methyl
methacrylate) (PMMA) and poly(tributylsilyl methacrylate) (PTBSiMA) using RAFT poly-
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merization. The fiber surfaces were functionalized with a silane coupling agent to introduce reactive
vinyl groups. These groups facilitated the subsequent polymerization of MMA and TBSiMA, creating
polymer chains chemically bound to the fibroin surface. Characterization confirmed successful
grafting, with modified fibers showing improved thermal stability and well-defined morphologies.
The inclusion of PTBSiMA, with its hydrolyzable silyl ester groups, contributed to erosion
resistance and self-renewing surface properties, particularly in aqueous environments. These
attributes highlight the potential for antifouling applications, traditionally used in marine contexts,
to be extended into biomedical fields. In biomedical applications, antifouling properties are critical
for preventing protein ad- sorption, bacterial adhesion, and biofilm formation on device surfaces. The
self-renewing and non-fouling characteristics of the PTBSiMA-modified fibroin fibers could make
them suitable for medical devices such as catheters, implants, and biosensors, where maintaining

clean and biocompatible surfaces is essential.
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Table 2. Summary of silk fibroin-polymer hybrid systems, elaboration of the enhanced properties, potential biomedical applications, employed assays, and
physicochemical characterization methods.

Hybrid System Properties Potential Applications Characterization Methods Biomedical Assays/Next Steps Reference
Silk fibroin-gratt PMMA  Improved thermal stability, Marine coatings, potential . Antifouling tests in "
and PTBSiMA nntifouling properﬁes biomedical surfaces FTIR, Thermal Analysis, SEM aqueous environments 52]
Antibacterial properties, . . . . . - .
Silk fibroin-g PDMAEMA  controlled grafting and ' "ipacterial extiles and FTIR, XPS, SEM Antibacterial activity against [80]
o biomedical surfaces 5. aureus and E. coli
durability
Silk fibroin-g-PNIPAM ~ 1Dermosensifive response, Smart drug FTIR, DSC, TGA, SEM Drug release studies with 5-FU [81]
controlled drug release delivery systems
Electroactive properties, : . 1 L .
Silk fibroin-g-PANI low cytotoxicity, good Blocompan'rlale sensors, | H-NME, FTIR, Cytotoxicity assays with [82]
- Lo electrochemical devices Cyclic Voltammetry, SEM NIH/3T3 cells
biocompatibility - *
e . High transparency, A . .
Silk flbrclnmf Polyvinyl enhanced mechanical Cc-n‘tact lenses, arlnflcml FTIR, SEM, XRD, Transmittance Enzymatic Degradghon of [83]
Pyrrolidone (PVP) . . vitreous materials Hydrogels in vitro
- strength, elasticity -
e Antibacterial pmperties, Antibacterial clc:thing FTIR, Raman, Wnsh.ing Antibacterial assays, washing .
Silk fibroin-g-DEAEMA good washing durability and textiles Durability durability tests [54]
Silk fibroin-graft . .. . Bone tissue engineering, . - .
phosphorylated Bioactivity, calcium flame-retardant FTIR, Raman, XRD, SEM Bioactivity assays for calcium [85]
y phosphate nucleation L phosphate deposition
methacrylates applications
Polyethy llEI‘IEHILlI'lE— Cahc-mzahon: enhzfneed CGene delivery systems for FTIR, Gel Electrophoresis, Gene transfection efficiency :
modified DNA packaging, higher S .. . N [86]
a1 e s . - cancer therapy Cytotoxicity Assays tests in A549 cells
silk fibroin transfection efficiency -/ “ -/ -
Silk fibroin-graft Improved hydlmplullmty, Dl'l.]g fiehvelry implants, ATR-FTIR, AFM, Contact Angle Bovine serum allbumin (BSA)
. oo, reduced protein and cell anti-biofouling surfaces, . adhesion studies, human -
hydrophilic/zwitterionic . L2 Measurements, Degradation [37]
i attachment, tunable tissue engineering .- mesenchymal stem cell (hMSC)
polymers Studies ;
beta-sheet content scaffolds attachment assays
TKMA Enhanced mechanical Cartilage tissue Compression testing, FTIR, Cartilage-like matrix ,
Sil + pMHMGC strength, elasticity engineering SEM production in vitro (58]




Considering intriguing properties and potential applications of fibroin in the biomedical
area, Xing et al. [80] explored the development of a polymer hybrid material by modifying the
surface of SF using atom ATRP. It involved grafting dimethylaminoethyl methacrylate
(DMAEMA) onto the fibroin surface, followed by polymerization, to generate a material with
antibacterial properties. The process began with the preparation of a macroinitiator by
functionalizing the amino and hydroxyl groups on silk fibroin using 2-bromoisobutyryl bromide

(BriB-Br). The resulting SF-Br macroinitiator served as a foundation for ATRP, which

polymerized DMAEMA in the presence of copper bromide (CuBr) and a ligand, N'N"-
pentamethyldiethylenetriamine (PMDETA), in dichlorobenzene. It led to a smooth, uniform
polymer layer on the fibroin surface without any unwanted homopolymers. Following
polymerization, the tertiary amine groups (in DMAEMA) were reacted with methyl bromide,
introducing quaternary ammonium functionalities that enabled the material with potential
antibacterial properties. Characterization using techniques including Fourier transform infrared
spectroscopy (FT-IR) and X-ray energy dispersive spectroscopy (EDS) was utilized to confirm
successful grafting of DMAEMA and the presence of bromine on the fibroin surface. Scanning
electron microscopy (SEM) revealed a smooth polymer coating, while gel permeation
chromatography (GPC) demonstrated low polydispersity and controlled molecular weights of
the grafted polymers. The authors evaluated the antibacterial properties of silk fibroin grafted
with quaternary ammonium groups onto the hybrid’s surface. These groups are known for their
antibacterial activity due to their ability to disrupt microbial membranes. Although this study
does not provide specific experimental details about the antibacterial assays, it highlights that
the quaternized surface was designed to exhibit antibacterial potential. Typically, such
evaluations would involve testing against common bacterial strains, such as Staphylococcus
aureus or Escherichia coli, using assays like zone of inhibition, colony counting, or measuring
bacterial growth in contact with the material. The quaternization process ensures a high
concentration of quaternary ammonium groups, which likely contributes to the enhanced
antibacterial performance of the silk fibroin material. Further evaluations of these systems,
including specifics about the bacterial strains, incubation conditions, and quantitative or

qualitative assessment methods used to measure antibacterial efficacy, are needed.

In 2019, Radu et al. [81] developed a hybrid system with silk fibroin grafted with poly(N-
isopropylacrylamide) (SF-g-PNIPAM), synthesized through radical polymerization initiated by
cerium ammonium nitrate (CAN). By grafting PNIPAM, a thermosensitive polymer, onto silk

fibroin, the material gained responsiveness while maintaining biocompatibility and mechanical
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properties inherent to fibroin. This hybrid material demonstrated significant potential for advanced
biomedical applications, particularly in drug delivery and responsive biomaterials. Grafting was
achieved by initiating radical polymerization at the tyrosine residues of silk fibroin, facilitated by
the cerium-based redox system. The resulting SF-g-PNIPAM was characterized to confirm
successful grafting and to under- stand its structural and functional changes. FTIR and Raman
spectroscopies confirmed the introduction of PNIPAM onto the fibroin backbone, while XPS
analysis verified chemical modifications. Thermal analysis showed increased thermal stability,
and CD and XRD analyses revealed structural rearrangements, with a decrease in B-sheet content
and alterations in crystallinity. SEM imaging highlighted changes in surface morphology,
indicating successful integration of PNIPAM. The most notable applications of this hybrid material
were demonstrated through its potential in smart drug delivery systems. The thermosensitive nature
of PNIPAM enabled controlled release of hydrophilic drugs, such as 5-fluorouracil (5-FU), through
controlled responses to temperature changes. Drug release assays showed that the SF-g-PNIPAM
hybrid could achieve sustained and targeted delivery, optimizing therapeutic efficacy.
Additionally, the hybrid material’s biocompatibility and structural integrity make it suitable for
use in hydrogels, which are scaffolds for tissue engineering and wound healing systems. The
combination of mechanical stability and temperature responsiveness creates an ideal platform for
applications requiring precision and adaptability, such as regenerative medicine and responsive
therapeutic systems. Overall, the results emphasized the hybrid material’s ability to enhance
biomedical applications by combining the intrinsic properties of silk fibroin with the tunable
functionalities of PNIPAM.

In 2022, Flores-Vela et al. [82] reported the development of fibroin-g-polyaniline (Fib-g-
PAni) copolymers synthesized through a one-pot method combining Fischer esterification and
oxidative polymerization. The hybrid material, synthesized by grafting polyaniline chains onto
silk fibroin, was designed to combine the biocompatibility and biodegradability of fibroin with the
electroactive properties of polyaniline. The synthesis involved two key steps. As shown in
Figure 4, initially, 3-aminobenzoic acid was esterified with fibroin to produce Fib-NH>, which
served as a substrate for further functionalization. Subsequently, polyaniline chains were grafted
onto the Fib-NH2: via oxidative polymerization. This process allowed for the production of Fib-
g-PAni copolymers with varying mass ratios of fibroin to polyaniline, enabling control over

material properties. The characterization of the hybrid material was carried out using a

combination of |H-NMR and FTIR spectroscopies, confirming successful grafting of polyaniline

onto fibroin. Thermal stability was evaluated through thermogravimetric analysis, and
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morphological changes were studied using scanning electron microscopy. The results revealed
significant structural transformations, with the copolymers exhibiting particulate and globular
morphologies. The hybrid materials demonstrated electroactivity, with cyclic voltammetry tests
confirming the presence of oxidation and reduction peaks typical of polyaniline. Cytotoxicity
assays of the Fib-g-PAni copolymers using NIH/3T3 fibroblast cells showed that the
copolymers exhibited low toxicity at certain concentrations, making them suitable for use in
biocompatible platforms (Figure 5). The electroactive properties of the materials suggest their
potential in developing electrochemical sensors that can interface with living tissues. Additionally,
the combination of fibroin’s biocompatibility with polyaniline’s conductivity positions these

materials as promising candidates for applications in tissue engineering and bioelectronics.

Kuang et al. [83] developed a silk fibroin-polyvinyl pyrrolidone (PVP-SF)
interpenetrating polymer network (IPN) hydrogel designed to enhance the mechanical and
optical properties of silk fibroin. The polymerization process relied on an enzymatic free-radical
polymerization mechanism. In this process, n-vinyl-2-pyrrolidone (NVP) served as the
monomer, and horseradish peroxidase (HRP) acted as the enzymatic catalyst. Hydrogen
peroxide (H2O2) was used as the oxidizing agent to initiate polymerization. The resulting IPN
hydrogels exhibited significantly improved properties compared to pure silk fibroin hydrogels.
These showed superior light transmittance, achieving up to 97% transparency, and enhanced
mechanical strength, with the ability to withstand up to 70% strain without rupture and resilience
rates of up to 95%. These features make the IPN hydrogels highly suitable for advanced
biomedical applications. The study emphasized potential applications of these IPN hydrogels in
areas such as contact lenses and artificial vitreous materials, where high transparency,
biocompatibility, and mechanical strength are critical.

Psoriasis is a cutaneous inflammation process that is characterized by abnormal
epidermal tissue proliferation. Mao and collaborators [89] designed a nanoparticle system with
improved skin-permeating properties aiming to deliver curcumin to the deeper skin’s layers [89].
Seeking to improve the retention time of curcumin nanoparticles in the skin, the authors prepared
a hydrogel-based matrix based on silk fibroin. The in vivo evaluation of the system was conducted
in an imiquimod-induced psoriatic mouse model. The IMQ (imiquimod) cream was applied to
the mice’s skin for 8 days consecutively. The drug clobetasol was used as a positive treatment
control. The preclinical results are shown in Figure 6, and the data revealed that the proposed
system could significantly reduce psoriatic phenotypes (erythema, scaling, and thickening)

compared to control groups, showing relevant anti-psoriatic activity. The authors attributed the
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results to the capacity of the system to reach deeper skin layers and curcumin being retained in

the CUR-NPs-SF hydrogel for a longer period.

Figure 4. Scheme for the synthesis
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Figure 5. Cell viability (%) of NIH/3T3 fibroblast cells after exposure to various concentrations
of Fib-g-PAni (1:05 and 1:1 mass ratios), Fib-NH>, and polyaniline (PAni). The results
demonstrate dose-dependent cytotoxicity, with Fib-g-PAni showing higher cell viability
compared to pure PAni at similar concentrations, indicating improved biocompatibility due to

the incorporation of fibroin. Reproduced and adapted with permission from [82].

In another study, Xing et al. [84] investigated grafting 2-diethylaminoethyl methacrylate
(DEAEMA) onto silk fibroin, with optimization of parameters such as monomer
concentration, reaction time, temperature, and catalyst ratios for maximum efficacy in
generating fibroin-hybrid materials. This study highlighted DEAEMASs unique properties and
focused on achieving not only antibacterial properties but also greater control over mechanical and
chemical modifications. The hybrid material showed high grafting efficiency and robust washing
resistance, with a focus on broader applications in textile engineering, material science, and
potential biomaterial innovations.
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Figure 6. Preclinical evaluation of different therapeutic systems applied to control three main
phenotypic psoriatic activities (erythema, thickness, and scaling) in an imiquimod-induced psoriatic

mouse model. Different treatment and control groups were constituted as follows: Group 1



(Normal untreated mice); Group 2 (IMQ-induced psoriatic mice); Group 3 (Blank NPs-gel
treatment); Group 4 (CUR-gel treatment); Group 5 (CUR-NPs-gel treatment); Group 6
(Clobetasol treatment as the positive control group). (A) Representative images of skin
conditions: Normal skin, IMQ-induced psoriatic skin, and skin after treatment with various
formulations. (B) PASI scoring of psoriatic skin over 10 days of treatment: (a) Erythema scores
comparing control, normal, CUR-gel, CUR-NPs-gel, and clobetasol treatments; (b) Thickness
scores for the same treatment groups; (c¢) Scaling scores across treatment groups. Data are

expressed as Mean £SD (n = 12) Reproduced with permission [89].

Di Foggia et al. [85] proposed the functionalization of protein fibers, including silk
fibroin (from bombyx mori and Antheraea pernyi) and wool keratin, by grafting phosphorylated
methacrylate monomers (phosmers). These modifications were designed to enhance bioactivity and
enable biomedical applications such as bone tissue engineering. Silk fibroin was grafted with two

commercial phosphorylated methacrylate monomers, phosmer CL and phosmer M. The

reaction was conducted at 80°C in an acidic environment using ammonium persulfate as an
initiator. The degree of grafting was adjusted by varying the monomer concentration and reaction
time, resulting in fabrics with different weight gains. Figure 7 summarizes the synthetic route used
by the authors for the fibroin hybrid. It illustrates the process used to functionalize protein fibers,
such as silk fibroin or keratin, with phosphorylated methacrylate monomers (phosmers). Initially
(A), phosmer M reacted with the tyrosine residues of the protein, where the hydroxyl group served
as the reactive site. In the grafting step (B), covalent bonds formed between phosmer M and the
protein backbone, anchoring the monomers. Polymerization (C) was then initiated, with
methacrylate groups reacting to form brush-like polymer chains extending from the protein
surface. The final hybrid material (D) consisted of a protein backbone functionalized with
phosphate-rich polymer chains, providing bioactive properties. The grafted fibers were
characterized using Raman and infrared spectroscopies, which identified the phosphorylation of
tyrosine and serine residues and confirmed the successful incorporation of phosphate groups into
the fibers. The structural integrity of the proteins was largely maintained, with only minor changes
observed in their secondary structures. 3-sheet regions dominated after grafting, while amorphous
regions showed some reactivity. The applications of these grafted fibers were demonstrated for the
development of bioactive materials for bone regeneration. When immersed in simulated body fluid
(SBF), the modified material demonstrated nucleation of carbonated calcium phosphate phases,
indicating strong bioactivity. The phosphate groups, and to some extent sulfate/sulfonate groups,

acted as nucleation sites for apatite formation, which is critical for bone tissue engineering. The
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grafted wool samples exhibited additional contributions from sulfur-containing groups, further
enhancing their potential for mineralization. This work highlighted the potential of phosphorylated
methacrylate-grafted protein fibers in creating bioactive materials for biomedical devices and tissue
engineering applications, particularly for bone regeneration. The study suggested further research
into long-term immersion effects and cellular interactions to expand the understanding of these

materials’ biomedical potential.
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Figure 7. Scheme for the synthesis of the hybrid system. (A) Phosmer M reacts with silk
fibroin, with tyrosine serving as the preferential reaction site; (B) grafting of a Phosmer M molecule
onto the tyrosine side chain of silk fibroin; (C) and (D) subsequent polymerization. Reproduced

and adapted with permission from supplementary material in [85].

Niu et al. [86] grafted a low molecular weight polyethyleneimine (LMW-PEI) onto the side
chains in SF. The focus of this work was the preparation of structurally modified and cationized
silk fibroin (CSF), capable of packaging plasmid DNA (pDNA) for applications in gene therapy.
The polymerization does not occur on the surface of the protein but in the structure through the

linked entities and reactive groups present in the protein through the grafting-to approach. PEI
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was linked to BSF, resulting in hybrid CSF-PEI, which was loaded with pDNA for the transfection
of human lung adenocarcinoma cells (A549 model) and human embryonic lung fibroblast cells
(WI-38 model) in order to modulate the gene expression on target cells. The complex
CSF/pDNA was able to significantly inhibit A549 cell proliferation; however, the hybrid system
displayed little effectiveness and cytotoxicity against WI-38 cells, demonstrating that the hybrid
system has potential for gene therapy applications against lung cancer.

Recently in 2024, Viola et al. [88] studied hybrid materials based on silk fibroin hydro- gels
reinforced with melt electro-written fibers of a methacrylated polymer (pMHMGCL). The
hybrid system was synthesized by covalently bonding methacrylated silk fibroin (silkMA) to
the fibers via photopolymerization. The hybrid material exhibited enhanced mechanical
properties, including a threefold increase in compression resistance and a 40—-55% increase in
tensile strength compared to systems without covalent interactions. Articular cartilage progenitor
cells embedded in the silkMA hydrogels produced a cartilage- like matrix after 28 days of in vitro
culture, demonstrating the material’s applicability in cartilage tissue engineering. This
approach highlighted the capability of hybrid silk fibroin systems to fulfill the mechanical and
biological requirements of tissue engineering applications, particularly for load-bearing tissues
like cartilage.

The exploration of hybrid silk fibroin-polymer systems has demonstrated the remark- able
potential of combining natural proteins with synthetic polymers to create materials with tailored
properties and broadened applications. Through chemical modifications, such as grafting with
hydrophilic, zwitterionic, phosphorylated, or electroactive polymers, fibroin’s intrinsic
biocompatibility and biodegradability can be complemented by functionalities such as
mechanical strength, thermal stability, conductivity, and environmental responsiveness. The
synthesis strategies, ranging from ATRP to oxidative polymerization, have shown that precise
control over polymer grafting is key to tailoring the hybrid materials for specific needs.
Characterization techniques like FTIR, NMR, thermal analysis, and microscopy have
confirmed the successful incorporation of polymers while maintaining fibroin’s structural
integrity. These modifications address fibroin’s natural limitations, such as enzymatic
degradation and low stability, by introducing properties like improved bioactivity, resistance
to biofouling, and tunable mechanical and surface characteristics. Applications of these hybrid
systems span various biomedical fields, including drug delivery, tissue engineering, wound
healing, and bioelectronics. The ability to design fibroin hybrids with controlled drug release
profiles, enhanced cell interactions, and even electroactive capabilities underscores their

versatility. For instance, fibroin-grafted polyaniline systems show promise in developing
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electrochemical sensors and conductive scaffolds, while phosphorylated fibroin systems offer

solutions for bone tissue engineering by promoting mineralization.

These studies clearly demonstrate that fibroin-based hybrid systems exemplify the synergy
between natural and synthetic materials while serving as a versatile platform for tackling complex
biomedical challenges. The ability to fine-tune their properties through controlled synthesis
highlights their potential as next-generation biomaterials, capable of bridging the gap between
structural functionality and biological compatibility. This field continues to pave the way for
innovative solutions in healthcare and material science. Gene therapy is based on the use of
exogenous nucleic acids (genes, genetic segments, RNA, DNA, and others) with the ability to
modify patients’ genes and treat or extinguish diseases [90,91]. This therapy can act through different
mechanisms, for example, replacement of the disease- causing gene by a healthy copy, inactivation
of the disease-causing gene, or even by introducing a new or modified gene to help in the treatment
of a disease [90]. Due to its great versatility and application potential, this therapy has received
much attention in recent decades for the treatment of diseases caused by genetic abnormalities [92].

Despite the great potential of gene therapy, “naked” therapeutic nucleic acids do not present
efficient internalization in target sites, since they are susceptible to nuclease attack, uptake by
phagocytes, renal clearance, and stimulation of the immune response, factors that make clinical
applications of these molecules unfeasible [93]. To achieve the expected action and overcome such
limitations, it is essential to use efficient carrier systems (vectors), which can be viral or non-viral
[91]. Taking advantage of the properties and nature of viruses, viral vectors were the first ones to
be proposed for gene therapy. However, these systems raise concerns mainly related to immune
response [5]. Alternatively, several studies have been carried out to develop nanostructured
systems capable of achieving better immunological and toxicological responses and, therefore,
safer [94-96]. Silk protein has gained great prominence due to its biocompatibility, DNase
resistance, and especially high transfection efficiency [96]. These properties associated with the
use of modern synthetic strategies have enabled the development of smart fibroin-based
nanostructured systems. These new systems can be designed to have well-defined sizes, high
stability, and efficiency in targeting, which makes them very promising for application as non-
viral vectors [5,97,98]. SF methacrylates (SiIMA) have attracted the attention of many
researchers in tissue engineering and, especially for wound healing, proliferation and cell
growth stimulation. Gong and collaborators [99], in 2019, studied the encapsulation of
octreotide acetate in fibroin microspheres, a peptide that has been used for the treatment of

gastrointestinal tumors and acromegaly. The main motivation of this work was due to incomplete



release and acylation reactions of the encapsulated octreotide in available pharmaceutical

formulations based on PLGA microspheres (i.e., Sandostatin®) [99]. Furthermore, acidic
degradation product-induced inflammation has resulted in major challenges hampering

widespread clinical applications of this delivery system.

The authors developed a new method to fabricate microspheres using fibroin and
polyethylene glycol (high molecular weight PEG) through an assisted emulsification method.
They studied the in vivo pharmacokinetics behavior of the system, which was intramuscularly
injected in healthy mice. The results revealed a sustained release profile for 102 days. The authors
observed an important increase in plasma concentration of octreotide, which was attributed to slow
degradation of the fibroin microspheres matrix, promoting a linear sustained release profile

(Figure 8).
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Figure 8. Octreotide concentration profile in rat plasma after intramuscular injection. (a)
elevated dose group (8 mg/kg), (b) reduced dose group (2 mg/kg), (¢) blank octreotide group at

reduced dose. Reproduced with permission [99].

4. INORGANIC-FIBROIN HYBRID SYSTEMS

The development of fibroin-polymer hybrid systems has demonstrated promising
advances for their applications in the biomedical field. In a similar vein, other hybrid systems

based on fibroin have been explored, which include the integration of inorganic components,
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such as silica and hydroxyapatite [22—24,100]. In the biomedical field, systems based on silica
and fibroin offer a unique combination of thermal stability and mechanical strength of silica
with the biological properties of fibroin, resulting in novel materials [16,24,101]. These systems
could be utilized in tissue engineering, where silica contributes to structure and rigidity, while
fibroin promotes cell adhesion and growth, and for controlled drug release, where the hybrid
matrix can control release kinetics and increase therapeutic efficacy [16,100—103].

Silk-based scaffolds, in the last decade, have been the target of many studies, in
particular, related to bone tissue regeneration, since mesoporous bioactive glass (MBG)-silk
scaffolds have shown in vitro bioactivity and in vivo osteogenic properties. Such characteristics
can be related to a favorable environment for cell attachment, proliferation, and differentiation,
making the silk-silica hybrid system a potential substitute for treating local osteoporotic defects
[104—106]. Table 3 provides an overview of hybrid inorganic systems, highlighting their
properties, applications in biomedical engineering, characterization techniques, and biomedical

assays.

Table 3. Summary of silk fibroin-inorganic hybrid systems, elaboration of the enhanced

properties, potential biomedical applications, employed assays, and physicochemical
characterization methods.
. . . _ Characterization Biomedical Assays/
Hybrid System Properties Potential Applications Methods Next Steps Reference
SF/HA Enhanced mechanical Bone regeneration, SEM, FTIR, Mechanical Osteoblast adhesion, [22]
and osteogenic properties tissue scaffolds Testing proliferation -
. High porosity, . . . XRD, BET, Mechanical Osteoconduction assays,
SF/510: Aerogel hierarchical structure Bone tissue engineering Testing in vivo implant tests 4]
N ) Enh d bioactivi . ‘o Cytotoxicity
SE/Silica Hybrid n a“':zms'i‘t’;‘ vity, %;gui?: ‘fn”eef:l‘l‘e Sol-gel characterization Pre-osteoblast [101]
P g g proliferation and viability
. Strength, elasticity, : Rheology, Cell Migration Invivo wound closure
THA/SF/BG Hydrogel w d heal H
/SE/ ydrog wound healing oundfeating Assays analysis (o7
Porosity control, . SEM, FTIR, ALP Assay, Angiogenesis, osteogenic
Bone defect repair '
NG/SF/HA Scaffold angiogenic properties P ARS differentiation [10g]
biocompatibility, SEM, EDS, FTIR, Cytotoxicity (XTT assay),
. mechanical strength, . . . L.
SF/hydroxyapatite hydrophilicity, Bone regeneration, mechanical testing, genotoxicity, [109]

composite

cytotoxicity-free (with
HA), genotoxicity-free

wound healing

contact angle
measurement

mutagenicity
(micronucleus test)

Saleem et al. [22] investigated SF membranes combined with hydroxyapatite (HA) to evaluate
their physicochemical properties and biomedical applications, specifically in bone regeneration
and wound healing. Characterization revealed that HA crystals were uniformly deposited on
the SF membrane, with SEM and EDS confirming the presence of calcium phosphate structures.

FTIR analysis indicated the disappearance of fibroin-specific bands, likely masked by HA coating.



Mechanical tests showed reduced strength and energy expenditure for SF-HA membranes
compared to SF while maintaining sufficient elasticity, especially in wet conditions, ideal for in
vivo use. Biocompatibility assays demonstrated that SF-HA membranes exhibited no cytotoxic,
genotoxic, or mutagenic effects, unlike un- modified SF membranes, which showed toxicity and
compromised cell viability. The hybrid system supported cell adhesion and proliferation, essential
for biomedical applications. The inclusion of HA enhanced osteoconductivity, making these
membranes suitable for bone regeneration and tissue engineering. Overall, the findings
highlighted SF-HA composites as promising materials for clinical use in wound healing and

bone repair applications.

Maleki et al. [24] developed a silica-silk fibroin hybrid bioaerogel using sol-gel and

freeze-casting, resulting in a porous, honeycomb-structured scaffold with excellent mechanical
properties. The synthesis involved a one-pot aqueous sol-gel reaction using tetracthyl
orthosilicate and silk fibroin, followed by unidirectional freeze-casting and supercritical drying.
The material supported osteoblast attachment and promoted bone regeneration in vitro and in
vivo, demonstrating its potential for bone tissue engineering. The hybrid scaffold was non-toxic
and biocompatible, making it a promising candidate for clinical applications in bone repair.
In 2018, Pereira et al. [101] developed a hybrid system constituted of silk fibroin and silica
aiming to enhance the mechanical properties and host viable MC3T3 pre-osteoblast cells. The
authors obtained ordered mesoporous bioglasses (MBGs) fibroin/silica hybrid implants through
sol-gel reactions, and the implant resulted in a hybrid system with superior characteristics.
Although MBGs display high surface area and pore volume, the material exhibited high in
vivo degradation rates and significant surface instability, compromising the mechanical
stability and the cytocompatibility of the material. The presence of fibroin in the hybrid conferred
a relevant improvement over these drawbacks, allowing the design of materials with tunable
morphology and mesoporosity [101].

More recently, Yu and collaborators [ 107] prepared a hybrid system combining thiolated
hyaluronic acid (THA), SF, and bioactive glass (BG) nanoparticles. The resulting material
displayed enhanced properties related to strength, stability, elasticity, and other functionalities
compared to the single-network-based THA gel only [107]. In terms of wound healing
evaluation, the authors used Balb/c mice in the experiments that had a circular, full-thickness
wound area fully covered with different preparations based on the prepared hybrid system: (i)
THA/SF-b; (i1) BG/THA/SF-2; or (iii) BG/THA/SF-3, which were prepared with different

amounts of THA, silk fibroin, and bioglass nanoparticles. A control group of mice had wounds
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left uncovered without any gels. The control group and assay groups were photographed on
days 0, 7, and 14, and the results are shown in Figure 9. The data indicated that THA/SF-b,
BG/THA/SF-2, and BG/THA/SF-3 gels had a significant impact on wound healing, as
evidenced by the notable decrease in remaining wound areas over time. For example, on day
7, the remaining wound areas in the BG/THA/SF-2 and BG/THA/SF-3 groups were
considerably smaller compared to the control or THA/SF-b groups. This suggests a rapid
response of BG/THA/SF-2 and BG/THA/SF-3 gels in promoting wound healing. After 14 days
of treatment, the wounds treated with the BG/THA/SF-2 or BG/THA/SF-3 gels were almost
completely healed, while the wounds in the other two groups were still present.

Quantitative analysis of the remaining wound areas demonstrated significant differences
between the groups on days 7 and 14, with emphasis on the BG/THA/SF-3 group, which
presented a significantly smaller remaining wound area compared to the BG/THA/SF-2. This
indicates that the BG/THA/SF-3 gel may have even greater potential in promoting wound
healing than BG/THA/SF-2. These results suggest that BG/THA/SF gels have the ability to
significantly accelerate wound closure, making them promising material for -clinical
applications in the area of wound healing.

Zhao et al. [108] synthesized a novel hybrid scaffold composed of silk fibroin,
hydroxyapatite, and naringin (NG) using a salt-leaching process. The hybrid scaffold exhibited
favorable biodegradability, porosity, and mechanical properties, making it ideal for bone tissue
engineering applications. The incorporation of naringin enhanced osteogenesis and angiogenesis, as
demonstrated by in vitro assays with human umbilical cord mesenchymal stem cells and in vivo
studies in rabbit femur defect models. This scaffold provided supe- rior bone regeneration and
vascularization compared to controls, showing promise as a clinical solution for bone defect

repair.
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Figure 9. Assessment of wound healing: (A) Illustrative images of the wound area versus various
gel groups and (B) calculated remaining wound area for different groups on days 0, 7, and 14,

respectively (n=4) (* p <0.05; ** p <0.01; *** p <0.001). Reproduced with permission [107].

Coelho et al. [109] prepared silk fibroin membranes functionalized with hydroxyapatite
(HA) to enhance their suitability in bone tissue engineering and wound healing. The biomedical
potential of these membranes was thoroughly evaluated through in vitro assays using CHO-K1
cells. The SF-HA membranes demonstrated excellent biocompatibility, showing no
cytotoxicity, genotoxicity, or mutagenicity, which were limitations observed in unmodified SF
membranes. The hybrid membranes supported cell adhesion, proliferation, and viability, crucial
factors for effective tissue regeneration. These results underscore their capability to serve as
scaffolds that facilitate cell colonization and promote tissue repair. In addition to their in vitro
performance, the SF-HA membranes exhibited significant potential for in vivo applications,
particularly in bone regeneration. The osteoconductive nature of HA enabled the hybrid
material to guide bone growth and mineral deposition, essential for healing critical bone defects.
The improved mechanical and biological properties of the SF-HA membranes make them a
promising solution for clinical applications in bone defect repair, wound healing, and broader
regenerative medicine strategies.

The development of hybrid inorganic-fibroin systems has revealed significant potential in
biomedical applications, particularly in bone regeneration, wound healing, and tissue engineering.
The integration of inorganic components such as silica and hydroxyapatite (HA) into silk fibroin
matrices has demonstrated the ability to combine the mechanical strength and thermal stability of

these materials with the biocompatibility and cell adhesion properties of fibroin. These hybrid
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systems provide a multifaceted approach in overcoming challenges for creating functional and
biologically active scaffolds. Overall, inorganic- fibroin hybrid systems represent a versatile and
promising class of materials, bridging the gap between mechanical functionality and biological
activity. Their tunable properties and demonstrated efficacy across various biomedical assays
highlight their potential for advancing clinical applications in tissue repair and regenerative
medicine. Continued exploration of these systems may lead to novel solutions for unmet medical

needs, driving innovation in biomaterials science.

5. CONCLUSIONS AND FUTURE OUTLOOK

There has been a recent surge in interest and research surrounding fibroin-based hybrid
materials, especially for biomedical applications. This emerging and promising area of study
presents vast opportunities for further investigation and development. This review offers an
overview of the current state of the art, in which we have compiled and analyzed some of the
most relevant advances in the field. It offers valuable insights into the potential and challenges
of fibroin hybrids, establishing a solid foundation for future research in this rapidly evolving field.
As discussed above, fibroin offers important properties, including biocompatibility and a low
immunogenicity profile, making it a most promising material for biomedical applications. The
presence of reactive groups on the fibroin’s protein structure has offered the possibility of chemical
modification that can help further advance its scope. Such modifications can also help facilitate the
fabrication of hybrid materials with additional virtues such as responsivity to external or
endogenous stimuli. The fabrication of such smart hybrids could lead to systems that would respond
to stimuli activated through a change in the chemical or physical environment, temperature,
enzymatic action, pH, applied magnetic field, or ultrasounds. The development of such materials
will help enhance the intrinsic properties of the hybrids that can amplify their biomedical
applications.

The development of fibroin-polymer hybrid systems has demonstrated the significance of
such systems. However, to fully exploit their potential, it is necessary to develop an
understanding of the structure-property relationships. Additionally, we need to elaborate on 1) the
production cost of polymer-hybrid systems, which presents a significant barrier to advancing to
clinical trials, and i1) predicting and examining biological interactions with cells during the early
design stage, which remains a major challenge. It is essential that the scientific community address
significant issues in designing tailored hybrid systems, which include selection of chemical
functionalities for bioconjugation, development of effective conjugation schemes, and

optimization of polymer compositions and architectures. An evaluation of the desired



physicochemical properties in the resulting systems is also a critical and complex task. There has
been good progress in the synthesis of hybrid systems and an evaluation of their potential in vitro
and preclinical applications. However, a detailed comparative analysis of fibroin-hybrid systems
to other relevant systems, including biocompatibility and low-immunogenicity profiles, will help
expand the scope of fibroin- based materials. There is a critical need to evaluate their in vivo
stability, enhancing drug payload capacity, endosomal escape ability for cancer drug delivery,
reduced immune response (especially those related to the non-specific antibody production),
and effective stimulus responsivity using external cues (lasers, magnetic field, or heat). More
data from in vitro and preclinical assays need to be acquired to elucidate and consolidate unique
characteristics of fibroin-hybrid systems compared to non-hybrid systems that have been well

studied.
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CAPITULO 2 — ISOLAMENTO E CARACTERIZACAO DE FIBROINA A PARTIR DE
CASULOS DE BICHO-DA-SEDA

1. INTRODUCAO
Este capitulo apresenta inicialmente o isolamento e a caracterizagao fisico-quimica da fibroina da
seda obtida a partir de extragdo e purificagdao de casulos do bicho-da-seda (Bombyx mori), utilizando
duas rotas distintas e vidveis em escala laboratorial. As amostras obtidas por extracdo foram
posteriormente caracterizadas e comparadas com a amostra comercial, com o objetivo de avaliar sua
similaridade estrutural e a possibilidade de substitui¢ao da proteina comercial por aquelas extraidas de

forma simples e de baixo custo.

2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Realizar a extragdo e a purificagdo de fibroina a partir de casulos do bicho-da-seda (Bombyx
mori);

e Caracterizar fisico-quimicamente as amostras extraidas em laboratério;

e Comparar os resultados obtidos com fibroina comercial visando avaliar a viabilidade de

substitui¢do da fonte comercial.

3. MATERIAIS E METODOS

Neste estudo, todos os reagentes utilizados foram de grau analitico ou grau HPLC, sem necessidade
de purificagdo adicional. A agua ultrapura (H20) foi obtida por meio do sistema Milli-Q (Millipore).
A fibroina de seda comercial, com pureza > 99% (100kDa), foi adquirida da Sigma-Aldrich. Para a
extragcdo da fibroina em laboratorio, foram utilizados casulos brutos de Bombyx mori, sem grau de
pureza especificado, provenientes de producdo local ( etapa realizada no Brasil). Os reagentes
utilizados foram fornecidos pelas empresas Sigma-Aldrich, Thermo Scientific ou Oakwood, conforme
disponibilidade. Durante a etapa de didlise, foram empregadas membranas semipermeaveis com peso

molecular de corte (MWCO) de 12,4 kDa, também fornecidas pela Sigma-Aldrich.

3.1.EXTRACAO E PURIFICACAO DA FIBROINA DA SEDA
O método inicialmente empregado para a obten¢do de fibroina a partir de casulos do bicho-da-
seda (Bombyx mori), utilizando brometo de litio (LiBr) como agente solubilizante, foi adaptado com

base nas metodologias descritas por Rockwood et al. [43] Feng et al. [44] e Kundu et al. [45].
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Conforme relatado por esses autores, o protocolo consiste, essencialmente, em trés etapas principais:
extracdo, solubilizagao e purificagao.

Na etapa inicial, os casulos previamente limpos foram fragmentados e imersos em uma solu¢ao
de carbonato de sddio (Na2COs, 2,0 x 1072 mol-L™"), sendo posteriormente submetidos a aquecimento
até o ponto de ebuli¢do, com agitacao constante, durante 30 minutos. Essa etapa ¢ fundamental para a
remogao da sericina — proteina soluvel que representa a segunda maior fragao proteica do casulo apos
a fibroina — promovendo sua separagdo da matriz fibrosa.

Apds o tratamento alcalino, a massa insolivel de fibroina foi coletada, seca a temperatura
ambiente durante a noite e, em seguida, lavada com uma solu¢ao de Na.COs a 0,5% (m/v), com o
intuito de remover residuos remanescentes. Para a solubilizacdo, a fibroina seca foi incubada em
solugdo de brometo de litio (LiBr, 9,3 mol-L™") a 85 °C por 20 minutos, resultando em uma solu¢ao de
coloracdo ambar, indicativa da completa solubilizacdo das fibras proteicas.

A solucdo obtida foi entdo submetida a didlise por 48 horas em agua ultrapura, utilizando
membrana semipermeéavel com peso molecular de corte (MWCO) de 12,4 kDa, visando a remocao de
sais e impurezas de baixo peso molecular. O produto resultante ¢ uma solugdo aquosa de fibroina, com
baixa viscosidade e aparéncia translucida.

Como etapa final de purificagdo, a solucao foi centrifugada por 1 hora, permitindo a remogao
de residuos solidos ainda presentes. O sobrenadante contendo a fibroina purificada foi entdo
armazenado sob refrigeracdo (4 °C) ou liofilizado, conforme a necessidade experimental. O processo

completo de extracdo e purificacdo da fibroina esta ilustrado esquematicamente na Figura 1
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Figura 1 Etapas de extracdo da fibroina a partir de casulos de bicho-da-seda. Inicialmente, os casulos
sdao fervidos em solu¢do aquosa de Na:COs para remocdo da sericina. Em seguida, a fibroina ¢
solubilizada em solu¢do de LiBr sendo posteriormente submetida a didlise por 48 h para remogao de
sais bem como centrifugacao para remocao de impurezas[46].
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O segundo método de extracdo da fibroina a partir dos casulos do bicho-da-seda seguiu as
mesmas etapas gerais descritas anteriormente por Rockwood et al.[43]. Com exce¢do da etapa de
solubilizagdo. A principal diferenga deste protocolo estd na utilizacio de uma solucdo mista de
solventes contendo MgClz/etanol/agua, na propor¢ao molar de 0,8:2:8, em substituicdo a solucao de
brometo de litio (LiBr) tradicionalmente empregada. Essa metodologia alternativa foi baseada no
procedimento descrito por Vaithanomsat ¢ Punyasawon [47]. Assim, foram adotadas duas rotas
distintas de extragdo com o objetivo de avaliar qual delas apresentaria desempenho mais adequado e

propriedades comparaveis as da amostra padrao de fibroina comercial.

3.2. ESPECTROSCOPIA NO INFRAVERMELHO COM TRANSFORMADA DE
FOURIER (FTIR)

As andlises espectroscopicas foram realizadas utilizando o espectrdmetro Alpha II da Bruker,
equipado com o acessorio de Refletancia Total Atenuada (ATR), permitindo a analise direta das
amostras sem a necessidade de preparacgdo prévia, garantindo maior praticidade e reprodutibilidade. O
sistema ATR empregou um cristal de diamante e a deteccdo dos sinais infravermelhos foi realizada
por um detector MIR padrdo de LiTaOs, operando a temperatura ambiente. As andlises foram
conduzidas no intervalo espectral de 4000 a 800 cm™, abrangendo as principais regides de interesse.
A resolugdo espectral foi configurada em 0,5 cm™. Antes da andlise, as amostras foram submetidas a
um processo de liofilizacao, seguido pelo acondicionamento direto do pd no equipamento, assegurando

condi¢des homogéneas para as analises.

3.3.ESPECTROSCOPIA NA REGIAO DO ULTRAVIOLETA-VISIVEL
As andlises espectroscopicas na regido do ultravioleta-visivel (UV-Vis) foram realizadas utilizando
o espectrofotometro Cary 50Bio (Agilent), equipado com lampada de xendnio. Os espectros foram
adquiridos por meio de varredura espectral na faixa de 200 a 800 nm, utilizando cuvetas de quartzo e
operando a temperatura ambiente. Todas as medidas foram realizadas em triplicata (n = 3) para

assegurar a reprodutibilidade dos dados.

3.4.ANALISE TERMOGRAVIMETRICA

A analise termogravimétrica (TGA) foi realizada utilizando o equipamento Q500 da TA
Instruments, com amostras de aproximadamente 5 mg analisadas sob uma taxa de aquecimento de 20
°C/min, em uma faixa de temperatura de 30 a 700 °C, sob atmosfera controlada de nitrogénio (N2) com

fluxo de 20 mL/min. Antes da andlise, as amostras foram submetidas a liofilizagcdo, seguida do
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acondicionamento direto do p6é em uma célula de platina (Pt.) Concomitantemente a TGA, foram

obtidas as curvas de derivada da perda de massa (DTG).

3.5.ANALISE DA MASSA MOLECULAR POR SDS-PAGE E MALDI-TOF

Com o objetivo de avaliar e comparar a massa molecular das proteinas extraidas dos casulos
do Bombyx mori em relagao a fibroina comercial, foram empregadas as técnicas de eletroforese em gel
de poliacrilamida com dodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE) e espectrometria de massas por
ionizagdo/dessor¢ao a laser assistida por matriz com analise de tempo de voo (MALDI-TOF).

Para a andlise por SDS-PAGE, utilizou-se gel de acrilamida pré-fabricado Mini-PROTEAN
TGX (Bio-Rad), com gradiente de concentracdo de 4-20%. As corridas eletroforéticas foram
conduzidas sob corrente constante de 100 V e 18 mA por 1 hora. As amostras foram previamente
desnaturadas em tampao de amostra contendo 2-mercaptoetanol, aquecidas a 65 °C por 3 minutos. Em
seguida, foram carregados 8 puL de solucdo de fibroina nas concentragdes de 0,5, 1,0 ¢ 2,0 mg-mL™",
além do marcador de peso molecular padrao adquirido da Sigma-Aldrich

As amostras foram analisadas por MALDI-TOF para confirmagdo da massa molecular das
proteinas. Como matriz, foi utilizada Super-DHB — uma mistura 9:1 de 4cido 2,5-di-hidroxibenzoico
(DHB) e acido 2-hidroxi-5-metoxibenzoico — preparada em solugdo de 50 mg/mL em agua Milli-Q e

acetonitrila (1:1, v/v), contendo 0,1% de &cido trifluoroacético (TFA).

3.6.DIFRACAO DE RAIOS-X EM PO

As analises de difragdo de raios X em p6 (XRD) foram realizadas utilizando um difratometro
Bruker D8 Advance, equipado com uma fonte de raios X de cobre (Cu Ka, A = 1,54056 A) e filtro de
niquel. As amostras foram previamente liofilizadas, e aproximadamente 5 mg de cada amostra foram

utilizadas para as anélises. As medi¢des foram conduzidas em um intervalo de angulo de espalhamento

(26) de 0,5° a 40°.
4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. CARACTERIZACAO DA FIBROINA SF-COMERCIAL

4.1.1. ESPECTROSCOPIA DE INFRAVERMELHO COM TRANSFORMADA DE
FOURIER

A técnica de espectroscopia no infravermelho (FTIR) foi utilizada para analisar os grupos

funcionais presentes na fibroina, a Tabela 1 apresenta as principais bandas de absor¢do da fibroina

descritas na literatura, com seus respectivos numeros de onda caracteristicos e atribui¢gdes estruturais

[48—-52]. Dentre essas bandas, destacam-se aquelas associadas aos grupos amida A, B, I, 1I e III,
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essenciais para a analise estrutural da fibroina. As bandas de absor¢cdo na regido do infravermelho
correspondentes as amidas A e B, em 3300 cm™ e 3100 cm™, respectivamente, sendo atribuidas aos
estiramentos da ligagdo N-H [53]. A. Ja na regido entre 1700-1600 cm™, corresponde a amida I, foi
associada ao estiramento da carbonila (C=0) e da ligacdo N-H [53]. Destaca-se que embora a
deformacdao angular N-H contribua para ampliar a banca observada nesta regido, a principal
contribuicao ¢ do estiramento da ligagao C=0[48-52].

J& a regido entre 1600—1500 cm™! refere-se a amida 11, relacionada as vibragdes dos grupos N-
H e C-N, englobando estiramento ¢ deformacgao dessas ligagdes. Destaca-se que a deformacao N-H ¢
o modo vibracional dominante, € que o estiramento da ligagdo C-N possui contribui¢do em menor
escala para a banda observada[48—-52,54-57].

Por fim, a regido entre 1300-1200 cm™ corresponde a amida III, caracterizada pelas vibragdes
dos grupos C-N e N-H, incluindo modos vibracionais de deformacgao e estiramento. Ressalta-se que
banda de absorcdo nesta regido ¢ mais complexa devido a sobreposi¢do com outros modos vibracionais
(como C-H e C-C), o que pode contribuir para que outras interpretagdes mais detalhadas possam ser
conduzidas. A tabela 1 sumariza as principais bandas observadas e as atribuigdes conduzidas [48—
52,54-57].

Destaca-se que a proposta desta analise ndo ¢ realizar uma investigacdo aprofundada sobre os
aspectos estruturais da proteina, como a identificacdo precisa de suas conformacdes. Em vez disso, a
utilizacdo da técnica de espectroscopia no infravermelho (FTIR), neste contexto, tem como finalidade
fornecer um conjunto de informagdes complementares que contribuam para enriquecer a compreensao
dos resultados obtidos.

Os resultados obtidos pela analise da fibroina por FTIR estdo representados no espectro da
Figura 2, onde ¢ possivel identificar as principais bandas de absorcao caracteristicas da proteina. As
bandas observadas em 3298 cm™, 1650 cm™, 1521 cm™, 1240 cm™ e 1060 cm™ correspondem,
respectivamente, as vibragdes associadas as ligagdes N-H (estiramento), C=O (Amida 1), N-H

dobramento (Amida II), C-N (Amida III) e C-O.
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Tabela 1 Principais bandas, nimero de onda e atribui¢des para fibroina por FTIR [48—-52,54-57].

Numero de Grupo Atribuigao Modo vibracional
onda (cm™)
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-H e C=0 Amida I, folha-3 Estiramento
1547 N-H Amida II Estiramento
1515 N-H, C-N Amida II, folha-f3 Deformagao Angular e Estiramento
1270 C-N, N-H Amida III, a-hélice Deformacdo Angular e Estiramento
1260 C-N, N-H, C=0 Amida III, folha-f ~ Deformacdo Angular e Estiramento
1237-45 N-H Amida III, espirais Deformagdo Angular
aleatorias
1230 C-N, N-H Amida III, folha-B  Estiramento e Deforma¢do Angular
1164 C-N Tirosina Estiramento
1083 C-N Alamina Estiramento

Embora algumas bandas apresentem valores de nimero de onda ligeiramente diferentes dos

relatados na Tabela 1, essas variagdes sdo esperadas e atribuidas a fatores como por exemplo a

condigdes experimentais. Ainda assim, esses resultados estdo em conformidade com os dados

esperados e amplamente reportados na literatura para a fibroina de seda [54-57].
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Figura 2 Espectros de FTIR nas regides de 4000 a 800 cm™! para SF (comercial).

Podemos relacionar os dados obtidos por espectroscopia no infravermelho (FTIR) as diferentes
conformagdes estruturais da fibroina, em especial a presenga de folhas B (S-sheets), que constituem a
principal estrutura secundaria dessa proteina. A folha § consiste em um arranjo ordenado no qual as
cadeias polipeptidicas se alinham lateralmente, formando uma estrutura plana estabilizada por ligagdes
de hidrogénio entre os grupos carbonila (C=0) e amina (N—H) das cadeias adjacentes. Na fibroina do
Bombyx mori, predomina a configuracdo antiparalela, que oferece maior estabilidade devido ao
alinhamento mais eficiente das ligacdes de hidrogénio.

A formagao dessa estrutura € favorecida pela composigao rica em aminoacidos de cadeia lateral
pequena, como glicina, alanina e serina. Essas unidades formam sequéncias repetitivas — por
exemplo, Gly-Ala-Gly-Ala-Gly-Ser — que facilitam o empacotamento compacto das fitas
polipeptidicas e promovem a organizacao em folhas . Tais regides organizadas se agrupam em
dominios cristalinos, responsaveis pelas propriedades mecanicas notaveis da seda, como resisténcia e
elasticidade. Em contraposi¢do, regides menos ordenadas, de natureza amorfa, conferem flexibilidade
ao material.

Na analise de FTIR € possivel observar uma banda em 3298 cm™, correspondente a amida A,
indica o estiramento da ligacdo N-H, sugerindo a presenga de interacdes intermoleculares estabilizadas
por ligagdes de hidrogénio entre as cadeias peptidicas, um comportamento tipico da estrutura p-

pregueada [48,58]. A banda em 1650 cm™', associada a amida I, estd relacionada ao estiramento da
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carbonila (C=0) [48,54-58]. Ja a banda em 1521 cm™', atribuido a amida II, estd relacionado ao
movimento combinado da ligacdo N-H e C-N (estiramento e flexdo), confirmando a integridade da
rede proteica e sua organizacao molecular [48,54—58]. A amida III, observada em 1240 cm™, reflete
vibragdes combinadas de C-N e N-H. Por fim, a banda em 1060 cm™ ¢ atribuida a vibragdes de cadeias
laterais da fibroina, possivelmente associadas a residuos de tirosina e alanina, aminoacidos
fundamentais na composicao dessa proteina. [48,54—58]

A analise FTIR da fibroina revelou bandas de absor¢do caracteristicas das estruturas amida,
confirmando sua conformacdo molecular e organizacdo estrutural. Os resultados obtidos estio em
concordancia com a literatura, evidenciando a preservagao das ligacdes quimicas essenciais da

proteina.

4.1.2. ESPECTROSCOPIA NA REGIAO DO ULTRAVIOLETA-VISIVEL (UV-VIS)

A espectroscopia UV-Vis ¢ amplamente utilizada para a caracterizagdo de proteinas devido a
sua capacidade de detectar a presenca de grupos cromoforos especificos em aminodcidos aromaticos,
como fenilalanina, tirosina e triptofano. Esses residuos absorvem luz na regido entre 200 e 280 nm,
uma faixa conhecida como janela de absor¢ao de proteinas, permitindo a identificagdo e quantificagdo
dessas biomoléculas [59,60]. As analises de absorc¢ao na regido do UV-Vis foram realizadas com base
em trés amostras independentes (n amostral = 3), cada uma analisada em triplicata (n analitico = 3),
com o objetivo de garantir a reprodutibilidade experimental e a confiabilidade dos dados. O espectro,
-Figura 3, obtido para a fibroina comercial apresentou uma banda de absorvancia em 276 nm,
compativel com dados previamente descritos na literatura para proteinas contendo residuos aromaticos,
como triptofano e tirosina. [61].

Além disso, nenhuma outra banda significativa foi observado no espectro, sugerindo que ndo
ha a presenga de contaminantes ou outras biomoléculas absorvendo na faixa analisada. A auséncia de
bandas adicionais indica que sua estrutura permaneceu preservada. Estudos anteriores apontam que
deslocamentos ou multiplas bandas nessa regido podem indicar degradagdo proteica ou interagdes com

outras moléculas [43,62], o que ndo foi verificado no presente estudo.
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Figura 3 Espectro de absor¢dao UV-Vis para a fibroina de seda (SF)

4.1.3. ANALISE TERMOGRAVIMETRICA

A andlise termogravimétrica (TGA) ¢ uma técnica amplamente utilizada para avaliar a
estabilidade térmica, composicdo e comportamento de degrada¢do de materiais em fungdo da
temperatura. Por meio dessa técnica, € possivel monitorar a perda de massa da amostra a medida que
a temperatura aumenta, permitindo identificar eventos de degradacao e possiveis transi¢des térmicas.
Os resultados obtidos estdo representados na Figura 4, evidenciando a estabilidade térmica da fibroina
(SF) e suas etapas de decomposi¢ao.

A andlise termogravimétrica (TGA) da fibroina comercial (Figura 4) revelou dois principais
eventos de perda de massa. O primeiro ocorreu em torno de 100°C, correspondendo a
aproximadamente 4,61%, e pode ser atribuido a eliminagao da 4gua adsorvida na superficie da amostra.
Essa perda inicial ¢ comum em materiais proteicos e biopolimeros e estd associada a evaporagdo da

umidade residual e de moléculas de 4gua fracamente ligadas a matriz proteica.
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O segundo evento, mais expressivo, foi observado na faixa de 200 a 400 °C, com perda de
massa de cerca de 56,94%, refletindo a degradacdo térmica da fibroina. Esse processo envolve a
ruptura de ligagdes peptidicas, a decomposi¢do de residuos de aminoécidos e a liberagdo de produtos

volateis como CO2, NHs, H20 e fragmentos organicos menores. [61].
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Figura 4 Analise Termogravimétrica (TG) e Taxa de Perda de Massa (DTG) para a fibroina de seda
(SF)

Apds 400°C, a taxa de degradagdo diminui consideravelmente, indicando que os residuos
carbonizados da proteina permanecem sem sofrer degradagao total até aproximadamente 700°C. Esse
residuo remanescente pode estar associado a formagdo de estruturas carbonaceas, provenientes da
degradacao térmica incompleta da fibroina, semelhante ao que ocorre com outros polimeros naturais.
Os valores obtidos no presente estudo estao alinhados com dados reportados na literatura para fibroina
natural e regenerada [63,64].

A analise termogravimétrica da proteina foi complementada pela derivada termogravimétrica
(DTG), conforme apresentado na Figura 4. A DTG permite uma avaliacdo mais detalhada dos eventos
térmicos, destacando com precisao as faixas de degradacao e a taxa de perda de massa ao longo do
aquecimento. O principal pico de decomposicao foi identificado em 350°C, indicando a temperatura
na qual ocorre a maior taxa de degradagdo da fibroina. Esse comportamento térmico ¢ caracteristico

de proteinas estruturadas com alta estabilidade.

4.1.4. DIFRACAO DE RAIOS-X EM PO (PXRD)
A analise de difragdo de raios X por pé (PXRD) foi utilizada para investigar o comportamento

estrutural da fibroina comercial. O difratograma obtido para essa amostra (Figura 5) apresenta um pico
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largo em torno de 20° (20), indicando uma predominancia de estrutura amorfa e baixo grau de
cristalinidade. Esse comportamento ¢ tipico de fibroina em sua forma regenerada ou hidratada, na qual
ha uma maior desordem nas cadeias polipeptidicas. Nessas condi¢des, estruturas secundarias como o-
hélices e espirais aleatérias tendem a ser mais frequentes, enquanto a organizagao em folhas § — tipica

da fibroina cristalina — se encontra reduzida [65,66].
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Figura 5 Espectro de Difra¢dao de Raios X (PXRD) para a fibroina de seda (SF) comercial.

A presenca de estruturas do tipo folha-PB, associadas as regides cristalinas da fibroina,
normalmente se manifesta como picos mais definidos e intensos na difragdo de raios X, especialmente
na faixa de 16 a 24° (20). No entanto, o difratograma da fibroina comercial (Figura 5) ndo apresenta
picos bem resolvidos nessa regido, sugerindo uma organizagao estrutural predominantemente amorfa,
com baixa fracao cristalina[65,66]. Essa caracteristica esta em conformidade com amostras de fibroina
regenerada, nas quais ha maior predominancia de a-hélices e espirais aleatorias, tipicas de regides
desorganizadas.

A literatura indica que a transi¢do entre conformag¢des amorfas e cristalinas pode ser induzida
por tratamentos como exposicao a solventes organicos (ex.: etanol), variagdes de temperatura ou outras

condig¢oes fisico-quimicas. Essa observagao ¢ particularmente relevante no contexto deste trabalho,
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pois a organizacao estrutural da fibroina influencia diretamente suas propriedades fisico-quimicas,
como solubilidade, estabilidade térmica. Uma fibroina com menor cristalinidade tende a ser mais
soluvel e reativa, o que pode favorecer sua modificacdo quimica, funcionaliza¢do ou intera¢cdo com

polimeros e agentes inorganicos.

4.1.5. SOLUBILIDADE DA FIBROINA

A Figura 6 apresenta a analise visual da fibroina antes e apds sua dissolugdo em agua a uma
concentracdo de 5 mg/mL. Na Figura 6A, a fibroina ¢ observada na forma de um so6lido branco,
enquanto na Figura 6B, percebe-se que a proteina foi totalmente solubilizada, formando uma solucao
homogeénea e transparente.

A solubilidade da fibroina est4 diretamente relacionada a sua estrutura molecular. Em sua forma
predominantemente amorfa, com conformagdes a-hélice e espiral aleatdria, a proteina apresenta maior
capacidade de dissolu¢do em agua. Por outro lado, se houvesse um alto teor de folha-3, sua solubilidade

seria reduzida devido a organizagdo mais rigida das cadeias [67]

Figura 6 Solubilidade em agua da fibroina de seda (SF)
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4.2. CARACTERIZACAO DAS AMOSTRAS DE FIBROINA EXTRAIDAS DOS
CASULOS DO BICHO DA SEDA BOMBYX MORI

4.2.1. ESPECTROSCOPIA NO INFRAVERMELHO COM TRANSFORMADA DE
FOURIER

A Figura 7 apresenta os espectros de FTIR das amostras de fibroina comercial (SF/Sigma) e
das fibroinas extraidas por duas rotas distintas: com brometo de litio (SF/LiBr) e com cloreto de
magnésio (SF/MgClz). As analises foram conduzidas na faixa de 4000 a 800 cm™, destacando-se as
regides caracteristicas das bandas de Amida I (~1650cm™), Amida II (~1540cm™) e Amida III
(~1230 cm™), associadas respectivamente as vibragdes de estiramento C=0, flexdo N-H e
combinagdes entre ligagdes C—N e N—H — marcadores estruturais da conformag¢do secundaria da
proteina.

Observa-se que a amostra SF/LiBr apresenta um perfil espectral bastante semelhante ao da
fibroina comercial, com bandas mais intensas e bem definidas, especialmente na regido da Amida I.
Esse comportamento pode indicar que o uso de LiBr como agente solubilizante favorece a manutencao
da organizagdo estrutural da proteina.

Em contraste, a amostra SF/MgCl. apresentou bandas de menor intensidade, com leve
deslocamento e alargamento, principalmente nas regides de Amida I e Amida II. Esses resultados
sugerem uma menor organizagao das estruturas ou a presenga de impurezas residuais que interferem
na assinatura espectral, o que esta de acordo com a literatura para materiais com maior grau de
desordem ou parcialmente desnaturados.

De modo geral, os espectros indicam que o método de extracdo influencia diretamente a
integridade estrutural da fibroina, com o processo utilizando LiBr mostrando-se mais eficiente na

preservacao das estruturas caracteristicas da proteina em comparagao ao método com MgCl..
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Figura 7 Espectros obtidos para as amostras de fibroina: SF/Sigma (fibroina comercial), SF/LiBr
(fibroina extraida com brometo de litio) ¢ SF/MgCl: (fibroina extraida com cloreto de magnésio).

4.2.2. ESPECTROSCOPIA NA REGIAO DO ULTRAVIOLETA-VISIVEL

A Figura 8 apresenta os espectros de absor¢ao na regido do ultravioleta-visivel (UV-Vis) para
as amostras de fibroina: comercial (SF/Sigma), extraida com brometo de litio (SF/LiBr) e extraida com
cloreto de magnésio (SF/MgClz). As analises foram realizadas na faixa de 200 a 900 nm, permitindo
observar a presenca de aminoacidos aromaticos com grupos cromoforos que absorvem intensamente
na regido do UV, como tirosina, triptofano.

Todas as amostras apresentaram um pico de absor¢ao intenso abaixo de 300 nm, como esperado
para proteinas naturais. A amostra SF/Sigma exibiu o perfil mais definido, com um maximo de
absorbancia mais pronunciado, o que pode estar associado a uma maior pureza € maior propor¢ao
relativa de residuos aromaticos livres.

A amostra SF/LiBr apresentou um comportamento semelhante, embora com leve redugdo na
intensidade do pico, indicando possivel presenca de residuos ou menor concentracdo de grupos
aromaticos expostos. Por outro lado, a amostra SF/MgCl. apresentou um espectro mais alargado, com
deslocamento do pico méaximo e aumento da absorbancia na faixa entre 250-280nm. Esse

comportamento pode ser atribuido a presenga de impurezas residuais, agregados proteicos ou a
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desnaturagdo parcial da proteina, que alteram o microambiente dos residuos cromoforos e sua
capacidade de absorgao.

Esses dados reforcam a influéncia do método de extragdo sobre as caracteristicas Opticas e,
indiretamente, estruturais das amostras de fibroina, com o método baseado em LiBr se aproximando
mais do padrao comercial em termos de perfil espectral.
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Figura 8 Espectros de absorcao na regido do UV-Vis das amostras de fibroina SF/Sigma (comercial),

SF/LiBr (extraida com brometo de litio) e SF/MgCl: (extraida com cloreto de magnésio) a uma
concentragio de 2mg mL".

4.2.3. ANALISE TERMOGRAVIMETRICA

A Figura 9 apresenta os perfis térmicos das amostras de fibroina obtidos por analise
termogravimétrica (TGA), na faixa de 30 °C a 700 °C. Todas as amostras apresentaram uma perda
inicial de massa abaixo de 150 °C, atribuida a eliminacdo de dgua adsorvida. A etapa principal de
degradagcdo ocorreu entre ~250°C e 400 °C, correspondente a decomposicdo das cadeias
polipeptidicas.

A fibroina comercial (SF/Sigma) demonstrou o maior grau de estabilidade térmica, com inicio
de degradacdo mais tardio proximo a 310°C. A amostra SF/LiBr apresentou comportamento
semelhante, com degradacdo ligeiramente antecipada (~295 °C), mantendo um perfil térmico coerente
com uma estrutura parcialmente preservada. Em contraste, a amostra SF/MgCl. apresentou uma

degradacao mais acelerada.
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Figura 9 Curvas de analise termogravimétrica (TGA)das amostras de fibroina SF/Sigma (comercial),
SF/LiBr (extraida com brometo de litio) e SF/MgCl. (extraida com cloreto de magnésio), obtidas na
faixa de 30 °C a 700 °C.

4.2.4. DIFRACAO DE RAIOS-X EM PO (PXRD)

A Figura 10 apresenta os difratogramas de raios X (XRD) das amostras de fibroina SF-LiBr
(extraida com brometo de litio), SF-Sigma (comercial) e SF-MgCl. (extraida com cloreto de
magnésio). As andlises foram realizadas na faixa de 5° a 60° (20), permitindo a avalia¢do do grau de
ordenamento molecular das amostras.

Todas as amostras apresentaram perfis com picos amplos e de baixa defini¢do, caracteristicos
de materiais predominantemente amorfos. No entanto, observam-se diferengas importantes entre elas
quanto ao grau de organizagao residual.

A amostra SF-LiBr apresentou o pico de maior intensidade e definicdo em torno de 20° (20),
1sso sugere que a extragdo com LiBr favorece a reorganizagdo parcial da estrutura semicristalina da
fibroina.

A fibroina comercial (SF-Sigma) apresentou um perfil intermedidrio, com pico também
centrado proximo de 20°, porém menos intenso e mais alargado, indicando menor propor¢ao de
dominios ordenados em relagdo a SF-LiBr. Por fim, a amostra SF-MgCl. apresentou o padrao mais
difuso e de menor intensidade, refletindo uma estrutura amplamente amorfa e desorganizada,
possivelmente em funcdo de desnaturacdo ou de uma extragdo menos eficiente na preservagdo da

conformacao B-estruturada.
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Esses resultados demonstram que, embora todas as amostras apresentem caracteristicas
majoritariamente amorfas, o método de extracdo com LiBr foi o mais eficaz na conservacao parcial da
estrutura ordenada da fibroina, superando inclusive a amostra comercial em termos de cristalinidade

detectavel por XRD.
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Figura 10 Difratogramas de raios X (XRD) das amostras de fibroina SF-Sigma (comercial), SF-LiBr
e SF-MgCl

4.2.5. SOLUBLIDADE DAS AMOSTRAS DE FIBROINA

A Figura 11 ilustra a dispersao em agua das amostras de fibroina (5 mg-mL™") obtidas por
diferentes métodos de extracao: com brometo de litio (LiBr), cloreto de magnésio (MgClz) e a amostra
comercial (SF-Sigma). As imagens evidenciam diferengas na solubilidade das amostras em meio
aquoso.

As amostras extraidas com LiBr (A e D) apresentaram baixa capacidade de solubilizacdo,
mantendo-se predominantemente na forma de agregados visiveis mesmo apos tentativa de dispersao,
o que sugere forte interacdo intermolecular entre as cadeias proteicas ou colapsos estruturais durante a
liofilizagao.

As amostras obtidas com MgCl: (B e E) demonstraram comportamento intermediario, com leve
dispersdo e parte do material ainda precipitado ou parcialmente hidratado, indicando uma estrutura

menos coesa, mas ainda com limitacdo na redispersdo. Em contraste, a amostra comercial (C e F)
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apresentou excelente solubilidade, resultando em solugdes limpidas e homogéneas, sem presenca de
residuos visiveis, o que reflete seu alto grau de pureza, organiza¢do molecular e adequada preparacao
industrial.

Esses resultados indicam que, embora o método de extragdo com LiBr favoreca a preservagao
estrutural da fibroina (conforme demonstrado pelas analises FTIR e XRD), sua solubilidade em agua
¢ limitada — um fator critico para aplicacdes que demandam formulagdes hidrossoltveis. A fibroina
comercial, por sua vez, demonstrou ser a mais adequada para sistemas aquosos, reunindo

simultaneamente pureza, processabilidade e estabilidade coloidal.

Figura 11 Andlise visual das amostras de fibroina em diferentes condi¢des apos tentativa de
solubilizacdo em 4gua. A esquerda: fibroina extraida com LiBr (A e D); ao centro: fibroina extraida
com MgClz (B e E); a direita: fibroina comercial SF-Sigma (C ¢ F).

4.2.6. AVALIACAO DA MASSA MOLECULAR POR SDS-PAGE E MALDI-TOF

Com o objetivo de caracterizar o perfil de massa molecular das amostras de fibroina extraidas
e compara-las a amostra comercial, foram empregadas as técnicas de eletroforese em gel de
poliacrilamida com dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE) e espectrometria de massas por ionizagao a
laser assistida por matriz com andlise de tempo de voo (MALDI-TOF).

Contudo, a analise por SDS-PAGE nao permitiu a visualizacao clara e definida das cadeias

proteicas, especialmente da cadeia pesada da fibroina (~300 kDa). Nao foram observadas bandas
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discretas em nenhuma das amostras analisadas. Em vez disso, verificou-se uma mancha difusa na
regido de alto peso molecular, indicando baixa resolucao e possivel presenca de agregados proteicos
ou conformagdes nao desnaturadas. Ainda que o aumento da concentragdo da amostra tenha
intensificado essa faixa, a separacdo permaneceu ineficiente. A literatura relata dificuldades
semelhantes na caracterizagao da fibroina por SDS-PAGE, em especial no que diz respeito as cadeias
pesadas, devido a sua elevada massa molecular, viscosidade e propensao a formacao de estruturas
agregadas.

Complementarmente, foi aplicada a técnica de MALDI-TOF, com o intuito de obter maior
resolucao para os componentes de alto peso molecular. No entanto, ndo foram obtidos espectros
representativos para nenhuma das amostras, mesmo apds ajustes nas condi¢des analiticas. A
ineficiéncia na ionizac¢ao pode ser atribuida ao alto peso molecular, a complexidade conformacional e
as fortes interacdes intermoleculares que dificultam a dessorcdo das moléculas para andlise por

espectrometria de massas.

5.  CONCLUSAO

Neste capitulo, foi realizada uma caracterizagao fisico-quimica detalhada da fibroina de seda
comercial (SF-Sigma) e sua comparacdo com amostras obtidas a partir da extracdo laboratorial de
casulos do bicho-da-seda (Bombyx mori), utilizando duas rotas distintas: brometo de litio (LiBr) e uma
solucdo terndria contendo MgClz/etanol/agua. Os resultados obtidos por meio das andlises
espectroscopicas (FTIR e UV-Vis), termogravimétricas (TGA), difracdo de raios X por p6 (PXRD),
solubilidade e avaliagdo de massa molecular permitiram estabelecer pontos de convergéncia e
divergéncia relevantes entre as diferentes amostras.

Observou-se que, em diversos aspectos, a amostra extraida com LiBr apresentou comportamento
semelhante ao da fibroina comercial, especialmente quanto ao perfil espectral por FTIR e a estabilidade
térmica. No entanto, fatores criticos como a baixa solubilidade em meio aquoso ¢ a ineficiéncia nas
andlises de massa molecular por SDS-PAGE e MALDI-TOF indicam limita¢cdes importantes dessas
amostras extraidas para aplicacdes subsequentes. A amostra obtida com MgCl., por sua vez,
apresentou caracteristicas menos favoraveis em praticamente todas as analises realizadas.

Em contraste, a fibroina comercial demonstrou excelente solubilidade em 4gua, e, apesar da
auséncia de dados diretos de massa molecular obtidos por espectrometria, sua ficha técnica assegura
um peso molecular médio. Tais caracteristicas tornam essa amostra a mais adequada para o
desenvolvimento de sistemas hibridos funcionais, sobretudo aqueles que demandam processabilidade,

reprodutibilidade e compatibilidade com formulagdes aquosas. No entanto, vale destacar que a fibroina
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comercial apresenta custo elevado, de aproximadamente R$ 908,00 por 1g, enquanto a fibroina
extraida em laboratorio demanda solventes e reagentes de baixo custo.

A solubilidade da fibroina de seda estd diretamente relacionada a sua estrutura molecular. Essa
proteina apresenta regides altamente organizadas que tornam sua estrutura mais rigida, estavel e dificil
de dissolver em agua. Por outro lado, quando a fibroina apresenta regides mais desorganizadas, como
estruturas amorfas, ela tende a ser mais soltvel, pois essas partes sao mais flexiveis e interagem melhor
com a agua. Essas diferencas de solubilidade afetam diretamente o uso da fibroina em reagdes quimicas
e na preparacdo de sistemas hibridos. Amostras pouco soliveis dificultam a funcionalizacdo da
proteina e a formacao de nanoparticulas.

Dessa forma, optou-se pelo uso da fibroina comercial como base proteica nos sistemas hibridos
desenvolvidos no proximo capitulo. Essa escolha ndo invalida os avangos obtidos com a extracao
laboratorial, mas ressalta a necessidade de etapas adicionais de purificagdo e ajuste de protocolo para

que essas amostras se tornem viaveis para aplicagdes mais sofisticadas.
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CAPITULO 3 - SINTESE E CARACTERIZACAO DE SISTEMAS HiBRIDOS SF-PNVCL
VIA POLIMERIZACAO RAFT

1. INTROUCAO

A partir dos dados obtidos na caracterizacgao fisico-quimica da fibroina comercial e escolha da
matéria prima para a continuidade dos estudos, este capitulo se dedica ao desenvolvimento de sistemas
hibridos baseados em fibroina de seda (SF) e poli(N-vinilcaprolactama) (PNVCL), utilizando como
estratégia sintética principal a polimeriza¢do radicalar por transferéncia de dtomo via agente de
transferéncia de cadeia reversivel (RAFT — Reversible Addition—Fragmentation chain Transfer).

Em todas as etapas descritas neste capitulo, foi utilizada fibroina comercial (Sigma-Aldrich,
>99%), previamente caracterizada, com o objetivo de garantir a reprodutibilidade e a solubilidade do
material de partida, aspectos fundamentais para o sucesso da funcionalizagdo e subsequente formagao
do sistema hibrido. Diferentemente das amostras extraidas em laboratorio, que apresentaram
limitagdes quanto a solubilidade em meio aquoso e dificuldade na caracterizagao da massa molecular,
a fibroina comercial ofereceu maior solubilidade e massa molecular definida.

A escolha da polimerizagdo RAFT como abordagem central baseia-se em suas diversas
vantagens da técnica em relagdo a outras metodologias de polimerizagdo controlada/viva, como a
polimerizacdo por transferéncia de &tomo (ATRP) ou click chemistry. Dentre os principais beneficios
da técnica RAFT, destacam-se a tolerancia a grupos funcionais sensiveis, a ampla compatibilidade
com solventes aquosos e a capacidade de operar em condigdes mais brandas, caracteristicas
especialmente relevantes quando se trabalha com proteinas como a fibroina.

Ao contrario da ATRP, que frequentemente requer catalisadores metalicos (ex.: Cu(I), Fe(II)),
potencialmente toxicos e de dificil remog¢do, a RAFT permite a polimerizacdo em meio livre de metais,
o que ¢ altamente desejavel para aplicacdes biomédicas. Por sua vez, metodologias baseadas em click
chemistry, como a reacdo azida-alquino catalisada por cobre (CuAAC), embora altamente eficientes,
exigem a funcionalizacdo prévia com grupos especificos, o que adiciona complexidade a rota sintética
e pode comprometer a integridade da proteina.

Para a realizagdo da polimerizacdo via RAFT, ¢ essencial a utilizagdo de um CTA (Chain
Transfer Agent), ou agente de transferéncia de cadeia, devidamente compativel com o mondmero
utilizado e com o meio reacional. O CTA ¢ responsavel por mediar o crescimento controlado das
cadeias poliméricas, garantindo uma distribuicdo de massa molar estreita e a possibilidade de projetar

arquiteturas macromoleculares bem definidas.
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Neste trabalho, foram empregadas duas rotas distintas para a sintese dos sistemas hibridos SF—
PNVCL, ambas baseadas na estratégia grafting-from, em que o crescimento do polimero ocorre a partir
de sitios previamente funcionalizados na superficie da proteina. A Rota A utilizou um CTA comercial,

enquanto a Rota B empregou um CTA sintetizado em laboratério e funcionalizado com

pentafluorofenol (PFP).
Esterificacao Polimerizacdo Obtencéo
diretacom a : A
CTA; comerciaL) Fibrofna RAFT sobre o sistema hibrido
(Formagao MCTA) MCTA SF'PNVCLM

ESQUEMA 1. Rota A para obteng@o do sistema hibrido SF-PNVCLa;. Nesta estratégia, utiliza-se um agente
de transferéncia de cadeia comercial (CTA), que ¢ diretamente acoplado a fibroina por meio de uma reagao de
esterificagdo, formando o macroagente de transferéncia de cadeia (MCTA). Em seguida, realiza-se a
polimeriza¢do do monomero N-vinilcaprolactama (NVCL) via técnica RAFT, resultando na formagdo de um

sistema hibrido.

Esterificagao Obtengao do
Ativagao do do CTA,-PFP

Polimerizagao sistema

2N RAFT do NVCL hibrido
CTA2 com PFP com a Fibroina sobre MCTA

(MCTA) SF-PNVClLg,

Sintese CTA,

ESQUEMA 2. Rota B para a obtengo do sistema hibrido SF-PNVCLg.. Nesta rota, realiza-se inicialmente a
sintese do agente de transferéncia de cadeia (CTA-), seguido de sua ativagdo com pentafluorofenol (PFP), com
0 objetivo de aumentar sua reatividade frente aos grupos hidroxila da fibroina. Em seguida, o CTA:-PFP ¢
esterificado com a fibroina, formando o macroagente de transferéncia de cadeia (MCTA). A polimerizagéo
controlada do mondémero N-vinilcaprolactama (NVCL) € entdo conduzida sobre 0 MCTA via polimerizacdo

RAFT.

2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Sintese e caracterizar agente de transferéncia (CTAs)

e Sintese e caracterizar de agente de transferéncia ativado (CTA2-PFP)

e Polimerizar o mondmero NVCL sobre as espécies macroiniciadoras utilizando a técnica de
polimerizacdo RAFT;

e (aracterizar fisico-quimicamente os sistemas hibridos obtidos.



71

3. MATERIAIS E METODOS

3.1.REAGENTE E SOLUCOES

Todos os reagentes e solventes utilizados neste trabalho foram adquiridos de fornecedores
reconhecidos e empregados conforme fornecidos, exceto quando indicado. A pureza dos compostos
foi verificada pelas especificacdes do fabricante. 4-dimetilaminopiridina (DMAP, C7HioN2, >99%,
Sigma-Aldrich), acido 2-((etoxicarbonotioil)tio)-2-metilpropanoico (CTai, C:Hi205S2, 95%, Fischer
Chemical), acido 2-bromopropidnico (CHs:CHBrCOOH, >98%, Oakwood), acido ascorbico (CsHzOs,
>99%, Sigma-Aldrich), N,N’-diisopropilcarbodiimida (DIC, C-/HisN2, 99%, Sigma-Aldrich), etil
xantogenato de potéassio (C:HsOCS:2K, >97%, Oakwood), pentafluorofenol (PFP, CsHFs0, >99%,
Oakwood), bicarbonato de sddio (NaHCOs, 99%, Fischer Chemical) e hidroperoxido de terc-butila
((CHs)sCOOH, 70% em H20, Thermo Scientific).

Os solventes empregados incluiram 1,4-dioxano (CsHsO:, anidro, Sigma-Aldrich),
diclorometano (CH:Clz, anidro, Sigma-Aldrich), cloroférmio (CHCls, 99%, Fischer Chemical),
metanol (CHsOH, 99%, Thermo Scientific), n-hexano (CsHis, 99%, Thermo Scientific), acetona
(CsHeO, grau HPLC, Fischer Chemical), etanol (C2HeO, 99,5%, Fischer Chemical) e dgua Milli-Q
(ultrapura, sistema Millipore).

Para as analises espectroscopicas por RMN, foram utilizados solventes deuterados: cloroférmio
deuterado (CDCls, 99,9%, Sigma-Aldrich) e 4gua deuterada (D20, 99,9%, Sigma-Aldrich). A fibroina
de seda (SF) foi adquirida da Sigma-Aldrich (pureza >99% , 100kDa, solavel em H>O). O monomero
N-vinilcaprolactama (NVCL, CsHisNO, 98%, Sigma-Aldrich) foi previamente purificado por
recristalizacdo em n-hexano antes da polimerizagao.

Todos os reagentes e solugdes tampao foram preparados com agua ultrapura e manipulados sob
condi¢des adequadas de controle de atmosfera (N2) quando necessario. Reagentes provenientes das
marcas Sigma-Aldrich, Oakwood e Thermo Scientific foram utilizados conforme as recomendacdes

dos respectivos fornecedores.

3.2.SINTESE DO AGENTE DE TRANSFERENCIA DE CADEIA (CTA:)
A polimerizacao via RAFT requer a presenga de um agente de transferéncia de cadeia (CTA).
O 4cido 2-((etoxicarbonotioil)tio)propanoico (CAS Number: 51440-83-6, CsH1005S2, 194,3 g mol™!),
referenciado como CTA;, foi sintetizado em laboratdrio com base em metodologia adaptada [68]. A
sintese do CTA; foi realizada a partir da reag@o entre etil xantogenato de potassio (2,77 g, 1,73 mmol),

acido 2-bromopropionico (1,76 g, 1,15 mmol) e acetona (10 mL) (Figura 1). Os reagentes foram
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adicionados a um baldo de fundo redondo e mantidos sob agitagdo magnética vigorosa, a temperatura
ambiente, por 24 horas, sob atmosfera inerte de nitrogénio (N2).

Apbs esse periodo, o solido insoluvel foi removido por filtragdo com papel de filtro qualitativo,
e o excesso de solvente (acetona) e de reagente ndo reagido (acido 2-bromopropidnico) foi eliminado
por evaporacao rotativa sob pressao reduzida. O produto bruto obtido foi seco a vacuo, pesado e o

rendimento da reacao foi calculado com base na massa tedrica esperada.

(@) S s
+
)J\ K Acetona P ™ )k o
oH + TN T —— > 0 s
24 h
Br OH
Acido 2-bromopropionico  Etil Xantogenato de Potassio Acido 2-((etoxicarbonotiol)tio)propanoico (CTA 2)

Figura 1 Esquema de sintese do agente de transferéncia de cadeia CTA>

3.3.ATIVACAO CTA:COM PENTAFLUOROFENOL (PFP)

CTA; foi ativado para a obtencdo de um agente de transferéncia mais reativo, conforme
metodologia adaptada de Vanparijs et al. [69] . Para isso, (0,971 g, 5 mmol) do agente de transferéncia,
pentafluorfenol (PFP) (1,012 g, 5,5 mmol) e DMAP (61 mg, 0,5 mmol) foram dissolvidos em
diclorometano anidro (DCM, 50 mL) dentro de um baldo de fundo redondo, sob atmosfera de N
(Figura 2). A solugao foi resfriada em banho de gelo, e uma solugdo de N,N'-Diisopropilcarbodiimida
(DIC, 694 mg, 5,5 mmol) em DCM (10 mL) foi adicionada lentamente, gota a gota, sob agitacao
vigorosa. Apds a adicao, a mistura reacional permaneceu sob agitacao no banho de gelo por 2 horas e,
em seguida, foi mantida a temperatura ambiente durante a noite.

O material obtido foi inicialmente filtrado utilizando papel de filtro qualitativo (Whatman) para
remog¢ao de residuos insoluveis. Em seguida, o solvente foi eliminado por evaporacdo sob vacuo,
empregando um evaporador rotativo a vacuo. Para garantir a pureza do composto, o material bruto foi
submetido a cromatografia em coluna, utilizando silica gel 60 (granulometria 70-230 mesh, Merck)
como fase estacionaria. A coluna empregada possuia aproximadamente 2,5 cm de diametro e 20 cm
de altura, previamente acondicionada com cloroférmio como eluente. A amostra foi aplicada no topo
da coluna e eluida sob gravidade. Foi coletada a primeira fracao eluida, correspondente a zona frontal
do composto de interesse, O solvente da fracdo coletada foi removido sob vacuo, e o produto

purificado foi seco e armazenado em dessecador.
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CTA2 PFP CTA-PFP2 "

Figura 2 Rota de sintese do agente de transferéncia ativado CTA-PFP»

3.4.SINTESE MACRO AGENTE DE TRANSFENCIA RAFT (MCTA) (ROTA A)

A fibroina apresenta, em sua sequéncia de aminoacidos, residuos de serina contendo grupos
hidroxila primarios, os quais podem ser explorados como sitios reativos para a formacao de ligacdes
covalentes. Esses grupos —OH permitem a realizacdo de reagdes de esterificagdo com agentes de
transferéncia de cadeia (CTAs) contendo fungdes carboxilicas, resultando na formagdo de grupos
ésteres e, consequentemente, na geragdo de um macroagente de transferéncia de cadeia (MCTA). Essa
funcionalizacdo ¢ fundamental para a estratégia grafting from via polimerizacdo RAFT. Para essa rota
(denominada Rota A), foi utilizado um CTA comercialmente disponivel: o 4acido 2-
((etoxicarbonotioil)tio)-2-metilpropanoico (CAS Number: 133944-74-8; formula molecular:

C7H12058S:2; massa molar: 208,3 g-mol™), referenciado neste trabalho como CTA;.(Figura 3).
CTA, S

/\O S/ o

OH

Acido 2-((etoxicarbonotioil)tio)-2-metilpropanoico

Figura 3 Agente de transferéncia de cadeia CTA: (comercial)

Para a reagdo, foram adicionados 50 mg de SF, 50 mg de CTA; , 6,28 mg de DMAP e 12,74
mg de DIC em uma solu¢do de DCM anidro, sob atmosfera de N2 (Figura 4 ). Inicialmente, a mistura
foi mantida sob agitacdo em banho de gelo e, em seguida a ambiente, onde permaneceu em rea¢ao por

até 24 horas. Ap0s a reacdo, a purificacao foi realizada por dialise utilizando membranas de 3,5 kDa
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em solugao tampao PBS (pH 7,4) por 72 horas. Por fim, a suspensao contendo o MCTA foi liofilizada

e utilizada para posterior polimerizagao.

CTA 1
S
)L o MCTA 1
/\O S/}\‘(
C
& DMAP / DIC i AN . Ps OF
DCM I

Figura 4 - Rota de sintese do macro agente de transferéncia MCTAAa1

3.5. SINTESE MACRO AGENTE DE TRANSFERENCIAS RAFT (ROTA B)

Diferentemente da Rota A, na qual foi utilizado um agente de transferéncia de cadeia (CTA)
comercial diretamente acoplado a fibroina por meio de uma reagao de esterificagao simples, a Rota B
se baseia no uso de um CTA sintetizado em laboratorio e previamente ativado com pentafluorofenol
(PFP) — CTA»-PFP. A ativacdo com PFP confere ao CTA maior reatividade frente aos grupos —OH
presentes na fibroina, facilitando a formagao da ligacdo éster em pH alcalino moderado. O processo
foi desenvolvido com base em estudos prévios da literatura [69].

Inicialmente, 2 mL de uma solucdo de fibroina (50 mg mL™") foram diluidos em 3 mL de
solucao tampao PBS (pH 7,4 ) temperatura ambiente. Em seguida, adicionaram-se mais 3 mL de PBS
(pH 8,2), e o pH da mistura foi ajustado para aproximadamente 9,0 com solu¢do de NaHCOs 5 M.
Ap6s o ajuste do pH, 30 mg de CTA-PFP foram adicionados sob agitacdo continua, mantendo-se a
mistura a 25 °C por 24 horas (Figura 5). Ap6s 2h o produto foi purificado por didlise utilizando
membranas com peso molecular de corte (MWCO) de 3,5 kDa em PBS (pH 7,4) por 72 horas, a fim
de remover reagentes residuais. Durante esse periodo, a temperatura foi mantida abaixo de 25 °C para
preservar a integridade da proteina. Por fim, a suspensdo contendo o material funcionalizado (MCTA-

PFP) foi liofilizada e armazenada para posterior polimerizagdo com NVCL.
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Figura 5 Rota de sintese do macro agente de transferéncia MCTAgo.

3.6.POLIMERIZACAO DO NVCL SOBRE OS MCTAs

A polimerizagdo do mondmero N-vinilcaprolactama (NVCL) foram realizadas a partir de
metodologias adaptadas descritas em [69—71]. Um baldo de fundo redondo com duas aberturas foi
previamente desoxigenado com N, garantindo uma atmosfera inerte. Em seguida, foram adicionados
MCTA (10 mg, 50 pmol, previamente sintetizado), solu¢do de hidroperdxido de terc-butila a 70% em
H20 (7 pL, 50 umol), NVCL (1 g, 7,2 mmol) e 4gua Milli-Q (0,1 mL). Apds essa etapa, foi incorporado
acido ascorbico (8,8 mg, 50 pmol) juntamente com uma mistura de dgua Milli-Q/1,4-dioxano (0,5 mL,
50/50). A reagdo de polimerizacao foi realizada sob atmosfera de N2 a temperatura ambiente por 24
horas. Apos a conclusdo da reagdo, o polimero obtido foi purificado por didlise em solugdo tampao
PBS (pH 7,4) utilizando membranas de 3,5 kDa durante 72 horas, garantindo a remocao de impurezas

e reagentes residuais.

3.7.CARACTERIZACAO ESTRUTURAL E TERMICA

As metodologias empregadas para a caracterizacao estrutural e térmica dos materiais, por meio
de espectroscopia na regido do infravermelho (FTIR), andlise termogravimétrica (TGA/DTG) e
difra¢do de raios X por p6 (PXRD), seguiram os protocolos previamente descritos no Capitulo 2,
Secdes 3.2, 3.4 e 3.6, respectivamente. Todos os ensaios foram conduzidos conforme as condigdes

experimentais padronizadas e detalhadas nas referidas segdes.

3.8.ESPECTROMETRIA DE MASSA
Os dados de espectrometria de massa por espectrometria de Massas por lonizacdo a Laser
Assistida por Matriz com Analise por Tempo de Voo(MALDI-ToF MS) foram obtidos utilizando um
espectrometro de massas Autoflex III MALDI-TOF (Bruker), e analisado no programa FlexAnalysis
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3.4. As andlises foram realizadas no modo linear de ions positivos de reflexdo, com uma tensao de
aceleracdo de 18,8 kV. A ionizacao das amostras foi conduzida por um laser Nd:Y AG SmartBeam™
com frequéncia de 355 nm, fornecido pela Bruker. Todas as amostras foram analisadas em replicata.
Os espectros de alta resolucdo e alta precisdo (ESI-MS) foram obtidos utilizando um
espectrometro Exactive Orbitrap da ThermoFisher Scientific. O espectrometro Orbitrap foi empregado
para garantir a analise detalhada das amostras, proporcionando uma precisdo excepcional na
determinagdo das massas moleculares, essencial para a caracterizacdo das substancias analisadas. A
espectrometria de ionizagdo por electrospray (ESI-MS) foi realizada nos modos positivos e negativos,
permitindo a deteccdo tanto de ions positivos quanto negativos, dependendo das caracteristicas

especificas das amostras analisadas.

3.9.RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR (RMN)

As amostras foram previamente liofilizadas ou purificadas e solubilizadas em solventes
deuterados, como cloroférmio ou 4gua deuterada, para as andlises. Os espectros de ressonancia
magnética nuclear de hidrogénio ("H RMN) foram adquiridos utilizando espectrémetros Bruker
AVIIHD de 500 MHz, equipados com sondas BBFO+ SmartProbes. A aquisicdo dos dados foi
realizada a temperatura ambiente, e todos os espectros foram processados e analisados no programa
Mnova. Os deslocamentos quimicos (d) foram expressos em ppm, referenciados em relagdo aos picos

dos solventes, sendo & (*H) 7,26 ppm para CDCl; e & (*H) 4,79 ppm para D-O.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1.CARACTERIZACAO DO AGENTE DE TRANSFERENCIA COMERCIAL (CTA1)

O espectro de RMN de hidrogénio (*H) obtido em (500 MHz) do composto CTA | (Figura. 6)
foi analisado com o objetivo de confirmar a estrutura quimica obtida por meio da identificacdo dos
sinais correspondentes aos diferentes tipos de protons presentes na molécula. Para essa andlise, foi
utilizado o software MestReNova, empregado para o processamento e interpretacdo de espectros de
RMN. O espectro foi calibrado com o sinal do solvente (CDCls) em 7,26 ppm.

A andlise revelou um sinal em torno de 1,45 ppm, caracterizado como um tripleto, atribuido
aos protons (d), pertencentes a um grupo metila (CHs). Observa-se também um sinal do tipo simpleto
em torno de 1,6 ppm, atribuido aos protons (a) e (b), pertencentes a dois grupos metila (CHs)
localizados em regides da molécula onde ndo héa acoplamento com prétons vizinhos Além disso, ha

um quarteto em aproximadamente 4,5 ppm, correspondente aos protons (c), que estdo em um grupo
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metileno (CH2) acoplado com trés hidrogénios vizinhos de um grupo metila. O préton do grupo acido
carboxilico (-COOH), que normalmente aparece como um singleto amplo entre 11 ¢ 12 ppm, ndo ¢
visivel neste espectro, possivelmente devido a troca com tragos de 4gua no solvente CDCls.

Com base na analise da multiplicidade dos sinais, das integrais e dos deslocamentos quimicos,
os dados obtidos confirmam a estrutura proposta para o CTA ;. A presenc¢a de um tripleto em 1,45 ppm
(proton d), um singleto em 1,6 ppm (prétons a e b), e um quarteto em 4,5 ppm (préton ¢) estd em plena

concordancia com a estrutura esperada.
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Figura 6 Espectro de 'H-RMN do composto CTA;

4.2. CARACTERIZACAO DO AGENTE DE TRANFERENCIA CTA; E CTA2-PFP

A sintese do agente de transferéncia CTA foi validada por meio da obten¢do de um espectro
de RMN de hidrogénio (*H), que evidenciou a formacdo do produto desejado com alta pureza
(Rendimento 71%). A Figura 7 apresenta o espectro obtido em CDCls, no qual € possivel identificar
0s sinais caracteristicos do composto alvo, sem a presenga significativa de impurezas, o que reforca a
eficiéncia do método sintético empregado.

No espectro, observa-se um tripleto em aproximadamente 1,30 ppm, atribuido ao grupo metila
(d), acoplado a um grupo metileno vizinho. Em torno de 1,40 ppm, ha um dupleto referente ao grupo
metila (a), que interage com um Unico proton vizinho, resultando na multiplicidade observada.

Também € possivel identificar um sinal em cerca de 2,10 ppm, que corresponde aos protons dos grupos
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metila da acetona (singleto), solvente utilizado durante a sintese. Apesar da aplicagdo de técnicas
convencionais de remogao de solventes, vestigios de acetona ainda foram detectados.

Além disso, foram observados um quarteto em 4,16 ppm e um multipleto em 4,60 ppm,
atribuidos aos protons do grupos presentes em (b) e (c), respectivamente. Esses grupos estdo proximos
a heteroatomos (oxigénio e enxofre), o que justifica o deslocamento mais desprotegido no espectro. A
multiplicidade de ambos os sinais sugere acoplamento com trés hidrogénios vizinhos, coerente com a

estrutura proposta para CTA,.
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Figura 7 Espectro de "TH-RMN do composto CTA,

Além da caracterizagdo estrutural por RMN de 'H, a sintese do agente de transferéncia de cadeia
CTA: foi confirmada por espectrometria de massa com ionizagdo por electrospray (ESI-MS) modo
negativo, conforme mostrado na Figura 8. O espectro revelou um pico de maior intensidade em m/z

192,99 o qual foi atribuido ao ion [M - H], correspondente a forma desprotonada . A massa molecular
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teorica do CTAz é de 194,0071 g mol™, e a formacio do ion [M -H] com massa proxima de 193,0
confirma a presenca da espécie molecular esperada.

Adicionalmente, observa-se no espectro um segundo pico significativo em m/z 387,0 que pode
ser atribuido ao dimero desprotonado do composto, ou seja, [2M - H]". A presenga desse sinal sugere
a tendéncia do CTA» em formar agregados em fase gasosa sob as condi¢des da andlise por ESI-MS, o
que ¢ comum em compostos com grupos funcionais polares, como acidos carboxilicos e tidesteres,
capazes de interacdes intermoleculares.

Portanto, os dados de espectrometria de massa confirmam a formag¢ao do produto esperado bem
como a presenca de espécies associadas (dimero), reforgando a caracterizagao e a identidade quimica
do CTA:. A combinagdo das andlises por RMN e ESI-MS fornece evidéncias complementares e

robustas para comprovar a eficacia do processo de sintese.
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Figura 8 Espectro de massas de alta resoluc¢ao (ESI-MS, modo negativo) do composto CTA»
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A sintese do agente de transferéncia de cadeia ativado, denominado CTA-PFP> (rendimento
52%), a partir do CTA », foi confirmada por espectrometria de massa com ionizagao por electrospray
(ESI-MS) em modo positivo, conforme ilustrado na Figura 9. O espectro revelou um pico principal
em m/z 382,9790, que corresponde ao ion [M + Na]*, resultado da adi¢ao de um cation s6dio a massa
molecular do CTA-PFP,. A massa molecular tedrica do composto é 359,9912 g mol’!, e a diferenca
observada ¢ compativel com a massa do ion so6dio (Na* = 22,99 u), indicando a presenca do aduto
sodico da molécula.

Um segundo pico de alta intensidade foi identificado em m/z 470,9771, que pode ser atribuido
a formacao do aduto [M + Na + CHzCN], ou seja, o produto monomérico associado simultaneamente
a um cation sdédio e a uma molécula de acetonitrila. Essa hipdtese ¢ bastante plausivel, considerando
que a acetonitrila (CHsCN) ¢ um solvente comumente utilizado na diluicdo das amostras para anélise
por ESI-MS. Durante o processo de ionizagdo, ¢ comum que moléculas do solvente se associem ao
analito, formando adutos detectaveis. A massa da molécula de acetonitrila ¢ de aproximadamente 41
u, ¢ sua adi¢do ao aduto [M + Na]* (382,98 + 41) resulta em um valor muito préximo ao observado
experimentalmente em 470,98, reforcando essa atribuigao.

Além desses dois picos principais, o espectro apresenta sinais adicionais que corroboram a
estrutura e a fragmentagdo esperada do composto. O pico em m/z 198,9852 pode ser atribuido a um
fragmento contendo o grupo PFP (CsHFs0), evidenciando a preseng¢a da unidade ativadora no CTA»-
PFP. O sinal em m/z 333,0247 pode estar relacionado a perda de parte da cadeia lateral ou de grupos
funcionais da molécula, formando fragmentos estaveis durante a ionizagao.

Na parte inferior da figura, o espectro de alta resolu¢do confirma a precisdo do sinal em m/z
382,9790, com correspondéncia exata com a formula CisHi:FsNaOsS, correspondente ao ion [M +

Na]*. A combinacao desses dados confirma com seguranca a sintese bem-sucedida do CTA-PFP».
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Figura 9 Espectro de massas de alta resolu¢do (ESI-MS, modo positivo) do composto CTA-PFP;.

4.3.CARACTERIZACAO DO SISTEMA HIBRIDO SF-PNVCLa:1 VIA ROTA (A)

O sistema hibrido SF-PNVCLa1) foi obtido a partir da metodologia A, na qual o agente de
transferéncia de cadeia comercial (CTA ) foi previamente acoplado a fibroina por meio de uma reacao
de esterificagdo com os grupos hidroxila presentes em sua estrutura. Essa funcionalizagao permitiu a
posterior realizagdo da polimerizacdo controlada via RAFT, resultando na formacdo do sistema
hibrido. Para a caracteriza¢do e confirmac¢ao da polimerizagdo e da efetiva formacdo do material SF—
PNVCL, foram empregadas diversas técnicas analiticas complementares, descritas nas seg¢des a

seguir.

4.3.1. ESPECTROSCOPIA NO INFRAVERMELHO COM TRANSFORMADA DE
FOURIER DO SISTEMA SF-PNVCLai1

A sintese do material hibrido SF-PNVCLa1) foi analisada primeiramente por espectroscopia

no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR), conforme mostrado na Figura 10. Os espectros

obtidos para o polimero puro (PNVCL), para a fibroina de seda (SF) e para o hibrido SF-PNVCLAa;
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foram comparados a fim de identificar os principais grupos funcionais presentes em cada sistema e
avaliar a eficacia do crescimento da cadeia do polimero na proteina.

No espectro da fibroina (SF), destaca-se uma banda intensa e bem definida em ~1520 cm™,
atribuida a vibracao de flexao da ligacdo N—H , caracteristica fundamental da estrutura peptidica da
proteina. Essa banda representa uma assinatura espectral exclusiva da SF dentro do intervalo
analisado, uma vez que nao esta presente no espectro do PNVCL puro. Isso permite utiliza-la como
um marcador direto da presenga da proteina nos sistemas analisados.

No caso do PNVCL, as bandas dominantes estdo localizadas em 2921 cm™! ¢ 2855 cm™,
atribuidas as vibrag¢des de estiramento C—H dos grupos metila e metileno. O polimero ndo apresenta
sinal significativo em 1520 cm™, o que refor¢a o fato de que essa absor¢do ¢ exclusivamente
relacionada a proteina.

Ja no espectro do hibrido SF-PNVCL.1, observa-se claramente a presencga das bandas de 2921
cm ' e 2855 cm™!, confirmando a incorporacao do PNVCL. Mais importante, a manutencdo da banda
em ~1520 cm™ no hibrido comprova a presenga da fibroina de seda na estrutura final. A persisténcia
dessa banda, ausente no PNVCL puro, ¢ uma evidéncia direta da preservacao da matriz proteica e, ao
mesmo tempo, da formagao bem-sucedida do material hibrido.

A presenga simultdnea dos sinais vibracionais caracteristicos tanto da SF quanto do PNVCL
no espectro do hibrido confirma que a polimerizagdo ocorreu a partir da superficie da proteina, sem
degradacao significativa da sua estrutura. A banda em 1520 cm™, portanto, desempenha um papel
crucial na validagdo espectroscopica da graftizacdo, servindo como um marcador confiavel da

incorporacdo da fibroina na composicdo do SF-PNVCLAa:.
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Figura 10 Espectros de FTIR das amostras de PNVCL, fibroina de seda (SF) e do hibrido SF-
PNVCLai

4.3.2. ANALISE TERMOGRAVIMETRICA DO SISTEMA SF-PNVCLai

A estabilidade térmica do material hibrido foi investigada por meio de andlise
termogravimétrica (TGA) e sua derivada (DTG), conforme apresentado na Figura 11,
respectivamente. A curva azul representa a TGA (perda de massa em fung¢ao da temperatura) e a curva
preta corresponde a DTG, que mostra a velocidade da perda de massa (%/°C) e permite identificar
com maior precisao os eventos térmicos que ocorrem durante o aquecimento.

A curva de TGA revela que a degradagdo do material ocorre em quatro etapas distintas, mas ¢
na DTG que essas transi¢des se tornam mais evidentes e bem resolvidas. A primeira inflexdo da DTG,
com um pico largo e de baixa intensidade abaixo de 150 °C, corresponde a eliminagdo de agua
adsorvida e de solventes residuais presentes na matriz do hibrido. Esse evento representa um processo
fisico, sem quebra de ligacdes covalentes significativas, refletindo a natureza higroscopica da fibroina
e do PNVCL.

Na faixa de 150°C a 300°C, a DTG exibe dois picos sobrepostos de baixa a moderada
intensidade, que indicam degradagdes parciais de grupos laterais ou cadeias curtas. Esses eventos
podem estar associados a clivagem de grupos éster formados na funcionalizagdo da proteina com o

CTA, bem como a decomposicao inicial de ramificagdes do PNVCL enxertado.
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O evento mais importante ¢ observado na DTG como um pico intenso € bem definido em torno
de 420 °C, o que corresponde a principal etapa de degradagcdo do material hibrido. Esse pico marca a
ruptura das cadeias principais tanto da fibroina quanto do polimero PNVCL, indicando que a estrutura
do material entra em colapso térmico. O pico estreito e bem definido sugere uma degradagao rapida e
concentrada, caracteristica de materiais com estrutura homogénea ou compativel, o que reforga a ideia
de que o enxerto do PNVCL sobre a SF foi eficiente e gerou um sistema integrado.

Apbs esse ponto, entre 450 °C e 600 °C, observa-se na DTG uma queda abrupta na taxa de
perda de massa, sem novos picos, o que indica a degradacao residual e carboniza¢do do material. Esse
comportamento ¢ tipico de residuos ricos em carbono que sofrem combustdo lenta ou se estabilizam
como residuos carbonéceos.

Portanto, a andlise da DTG, além de confirmar os multiplos estdgios de degradacao
identificados pela TGA, oferece uma visdo mais refinada dos mecanismos térmicos envolvidos,
permitindo correlacionar diretamente os picos com etapas especificas da decomposi¢do dos
componentes do hibrido. A presenga de um pico principal em torno de 420 °C, bem isolado, evidencia

uma boa estabilidade térmica até essa faixa de temperatura.
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Figura 11 Curva de andlise termogravimétrica (TGA) e (DTG) para o material hibrido SF-PNVCLA4;

A comparagdo entre os perfis térmicos da fibroina de seda (SF), do polimero PNVCL e do
material hibrido SF-PNVCL.: € apresentada na Figura 12. A curva de perda de massa em fung¢do da
temperatura permite avaliar a estabilidade térmica individual dos componentes e do sistema hibrido
formado a partir da graftizagdo do PNVCL na matriz de SF.

O material hibrido SF-PNVCL.1 exibe um perfil intermedidrio, com caracteristicas
combinadas dos dois componentes. Observa-se que o inicio da degradagdo ¢ antecipado, em torno de

100-150 °C, indicando a eliminagdo de umidade e residuos volateis, como observado também nos
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sistemas anteriores. A curva de TGA do hibrido revela uma perda de massa progressiva, mas com
uma transi¢cdo acentuada entre 350 °C e 450 °C, semelhante a observada para o PNVCL. Isso indica
que o enxerto do polimero sobre a fibroina confere ao sistema uma estabilidade térmica superior a da
SF pura, aproximando-se da estabilidade observada no PNVCL, porém mantendo as caracteristicas de
decomposi¢cdo em multiplas etapas da proteina.

Essa diferenca no comportamento térmico corrobora com os dados espectroscopicos que a
estrutura hibrida foi obtida, conforme previsto, resultando em um material com perfil térmico distinto
e mais estavel do que a fibroina isolada. O SF-PNVCL.: combina a resisténcia térmica do PNVCL

com a complexidade estrutural da SF.
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Figura 12 Curvas de andlise termogravimétrica (TGA) comparando a estabilidade térmica do
polimero PNVCL, da fibroina de seda (SF) e do material hibrido SF-PNVCLAa;

4.3.3. ANALISE DE DIFRACAO DE RAIOS-X EM PO DO SISTEMA SF-PNVCLai

A caracterizacdo estrutural dos materiais foi realizada por difracao de raios X por p6 (PXRD),
como mostrado na Figura 13, com o objetivo de investigar o grau de cristalinidade e as alteragdes
estruturais promovidas pela graftiza¢do do polimero PNVCL na fibroina de seda (SF). O difratograma
da fibroina pura (SF), representado pela curva vermelha, mostra um pico largo e de baixa intensidade
entre 18° e 22° (20), caracteristico de materiais semicristalinos. Esse padrao ¢ tipico de proteinas como
a fibroina, que apresentam estruturas P-lamelares parcialmente organizadas e regides amorfas
desordenadas. A baixa intensidade e a largura do pico indicam uma cristalinidade limitada, o que ¢

esperado devido a natureza complexa e flexivel das cadeias polipeptidicas.
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O PNVCL (curva preta) exibe um padrao difratométrico com dois picos principais, um mais
intenso centrado em ~13° (20) e outro em ~21° (20), o que indica a presenca de um grau de
cristalinidade maior em relacdo a fibroina. Esses picos sdo atribuidos ao empacotamento regular
parcial das cadeias poliméricas de PNVCL, principalmente em fun¢do de interagdes intermoleculares
e ordenamento local. Embora o PNVCL seja majoritariamente amorfo, esses dois picos sugerem
regides semi-organizadas em sua estrutura, que podem influenciar diretamente nas propriedades
fisicas do material, como rigidez e estabilidade térmica.

O hibrido SF-PNVCLAa; (curva azul) apresenta um perfil que combina caracteristicas dos dois
materiais. Observa-se uma possivel presenga dos picos do PNVCL, porém com intensidades
suavizadas e sobrepostos a banda larga da fibroina. Isso indica que a estrutura cristalina do PNVCL
foi parcialmente preservada no hibrido, mas que a graftizacdo sobre a matriz proteica levou a uma
distribuicdo mais dispersa e menos ordenada das regides cristalinas, provavelmente devido a
interferéncia das cadeias peptidicas da SF.

A presenca simultanea das assinaturas difratométricas da SF e do PNVCL confirma que houve
formagao do material hibrido sem perda completa da organizacdo de ambos os componentes. A
incorpora¢ao do polimero a matriz proteica promoveu uma interagdo compativel, que resultou em um
perfil semicristalino hibrido, com possivel melhoria nas propriedades fisico-quimicas do material

final.
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4.3.4. ESTUDO DA TRANSICAO DE FASE DO SISTEMA HiBRIDO SF-PNVCL a1

A Figura 14 apresenta o comportamento visual do sistema hibrido SF-PNVCL sem curcumina
em duas temperaturas distintas, com o objetivo de evidenciar sua termorresponsividade. Na imagem
32A, o sistema encontra-se a temperatura ambiente (~25 °C), apresentando-se como uma suspensao
transliicida e homogénea.
Na imagem 14B, o sistema ¢ submetido a uma temperatura superior a 40 °C, ultrapassando a
temperatura critica de solubilidade inferior (LCST) do PNVCL. Nessa condigdo, observa-se uma
turvacdo da suspensao, reflexo da transi¢do de fase do polimero para seu estado hidrofobico, o que
promove agregacdo das particulas e alteracdo da aparéncia do sistema. A termorresponsividade
observada no material hibrido SF-PNVCL representa uma caracteristica vantajosa em ambientes
bioldgicos, pois permite a liberagdo controlada de farmacos em resposta a variagdes de temperatura
— seja por estimulos externos induzidos ou devido ao fato de que regides tumorais geralmente
apresentam temperatura ligeiramente mais elevada em fungdo de processos inflamatorios locais. Esse

comportamento favorece a seletividade terapéutica, reduzindo efeitos colaterais em células saudaveis.

Figura 14 Transi¢do de fase observada para o sistema hibrido SF-PNVCLa;. 14A sistema em
temperatura ambiente (~25 °C). (14B) Formagdo de turbidez caracteristica apds aquecimento a
temperatura acima da LCST (>40 °C), indicando a transi¢ao de fase.
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4.4.CARACTERIZACAO DO SISTEMA HIBRIDO SF-PNVCLs: VIA ROTA (B)

A Rota B foi empregada para a sintese dos sistemas hibridos, se baseia na ativac¢ao prévia dos
agentes de transferéncia de cadeia (CTA2) com PFP. Essa estratégia visa aumentar a reatividade
eletrofilica dos CTAs, tornando-os mais suscetiveis a reacdo com os grupos nucleofilicos presentes
na fibroina de seda, o que favorece uma incorporagdao mais eficiente do agente a matriz proteica e
representando uma abordagem alternativa a Rota A. O sistema SF-PNVCLg: corresponde ao agente

de transferéncia sintetizado em laboratdrio e posteriormente ativado com PFP.

4.4.1. ESPECTROSCOPIA NO INFRAVERMELHO COM TRANSFORMADA DE

FOURIER DO SISTEMA SF-PNVCL32

Para confirmar a incorporagao do polimero a fibroina e a formag¢ao do material hibrido, foi
empregada a técnica de espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR),
conforme mostrado na Figura 15. Os espectros dos materiais de partida — PNVCL e fibroina (SF) —
foram comparados ao do material hibrido SF-PNVCLg;, permitindo identificar os principais grupos
funcionais presentes em cada sistema e avaliar a eficiéncia da graftizagao.

No espectro da fibroina (SF), destaca-se a banda em aproximadamente 1521 cm™, atribuida a
vibragdo de flexao da ligagdo N—H (amida II), caracteristica da estrutura peptidica da proteina. Essa
banda, ausente no espectro do PNVCL, atua como um marcador direto da presencga da proteina no
material hibrido. O espectro do PNVCL exibe bandas intensas em 2926 cm™ e 2853 cm™!, atribuidas
aos estiramentos C—H alifaticos. Essas bandas sdo caracteristicas da estrutura polimérica e nao
aparecem isoladamente na proteina. Ja no espectro do hibrido SF-PNVCLg,, observam-se
simultaneamente as bandas de ambos os materiais, com destaque para as bandas de C—H do PNVCL
(2926 e 2853 cm™) e a persisténcia da banda em ~1521 cm™', associada a fibroina. A coexisténcia
desses sinais comprova que o PNVCL foi efetivamente enxertado sobre a proteina, sem degradagao
significativa da matriz peptidica.

A andlise espectroscopica confirma, portanto, que a polimerizagdo foi bem-sucedida a partir
da superficie funcionalizada da fibroina, e que a estratégia baseada no uso do CTA sintetizado e

ativado com PFP em laboratdrio permitiu a formag¢ao de um sistema hibrido.
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Figura 15 Espectros de FTIR das amostras de PNVCL, fibroina de seda (SF) e do hibrido SF-
PNVCLg2

4.4.2. ANALISE TERMOGRAVIMETRICA DO SISTEMA SF-PNVCL32

A estabilidade térmica do sistema hibrido SF-PNVCLpg: foi avaliada por meio de analise
termogravimétrica (TGA) e sua derivada (DTG), cujos resultados sdo apresentados na Figura 16. A
curva de TGA revela que o material apresenta multiplas etapas de degradacao térmica. A primeira
perda de massa, de aproximadamente 3,84%, ocorre abaixo de 150°C e pode ser atribuida a
eliminagdo de 4gua adsorvida ou solventes residuais presentes na amostra, o que ¢ comum em
materiais proteicos e hibridos. A principal etapa de degradacdo ocorre entre 200 e 350 °C, com uma
perda de 61,69% da massa total, sendo atribuida a decomposi¢do térmica tanto das cadeias
polipeptidicas da fibroina quanto das cadeias do polimero PNVCL, resultando na quebra de ligagdes
covalentes e na desestruturacdo da rede hibrida. Em seguida, observa-se uma perda adicional de
18,32% entre 350 e 500 °C, relacionada a degradacdo de residuos carbonizados e intermedidrios
parcialmente oxidados. Por fim, uma pequena perda de 9,42% ocorre acima de 500 °C, indicando a

degradacao de residuos carbondceos mais estaveis e a formagao de material residual refratario.
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A curva de DTG permite identificar com maior precisao os eventos térmicos. O pico de
maxima degradagao ocorre por volta de 220 °C, representando o ponto de maior taxa de perda de
massa. Esse valor ¢ ligeiramente inferior ao observado para a fibroina pura, o que sugere que a
presenca do PNVCL alterou o perfil térmico do sistema, conferindo-lhe uma nova organizagao
estrutural. Além do pico principal, a DTG apresenta outros eventos secundarios distribuidos ao longo
da faixa de temperatura, o que evidencia a complexidade térmica do material hibrido, caracterizada
por multiplos dominios com diferentes graus de estabilidade.

Os dados de TGA e DTG indicam que o sistema SF-PNVCLg> apresenta um comportamento
térmico caracteristico de materiais hibridos avancados, com degradag¢dao gradual e formagao de
residuos estaveis em altas temperaturas. A modificagao da matriz proteica com o polimero sintético,
realizada por meio de polimerizagdo iniciada com o CTA sintetizado em laboratério ndo comprometeu
a estabilidade térmica da fibroina. Pelo contrario, resultou em um novo perfil térmico, reafirmando o
sucesso da sintese e a viabilidade do material para aplicacdes que exigem desempenho térmico

controlado.
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Figura 16 Curva termogravimétrica (TGA) e (DTG) do sistema hibrido SF-PNVCLg>

O sistema hibrido SF-PNVCLg: (curva azul) (Figura 17) apresenta um comportamento
intermediario entre os dois materiais de origem. A curva revela multiplas etapas de perda de massa,
comecando ainda abaixo de 150 °C e se estendendo até aproximadamente 600 °C. Esse perfil confirma
a presenca de duas fases térmicas distintas, correspondentes a matriz proteica (SF) e ao polimero
sintético (PNVCL), indicando que o processo foi bem-sucedido e que houve incorporagdo efetiva do

PNVCL a estrutura da fibroina. A modifica¢ao conferiu ao sistema uma nova estabilidade térmica,

Derivada (Massa %)
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sem suprimir as caracteristicas fundamentais da proteina, como observado na preservagao de eventos
térmicos multiplos.

Além disso, a auséncia de um unico pico abrupto no hibrido, como ocorre no PNVCL puro,
sugere que a graftizagdo alterou o mecanismo de degradacdo térmica do polimero. Essa mudanca pode
ser atribuida a interac¢ao entre o PNVCL e a matriz peptidica, que promove a formacao de uma rede
hibrida mais complexa, resultando em uma decomposi¢do progressiva, em vez de um evento térmico
unico e definido. Essa distribui¢ao térmica mais ampla também pode indicar que o polimero esta
distribuido de forma ndo uniforme ou esta ligado covalentemente a proteina, dificultando sua liberagao
térmica direta.

A presenca de uma fase inicial de degradagdo relacionada a fibroina e outra posterior,
compativel com o comportamento térmico do PNVCL, refor¢a a interpretacio de que o material
hibrido ¢ composto por dominios estruturais distintos, porém integrados, cujas propriedades térmicas
sdo complementares. Portanto, a Figura 17 confirma que o sistema SF-PNVCLp: combina as
propriedades térmicas de seus constituintes, resultando em um material hibrido com perfil térmico

distinto e estabilidade em multiplas faixas de temperatura.
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Figura 17 Curvas termogravimétricas (TGA) comparativas dos materiais puros (fibroina — SF,
PNVCL) e do sistema hibrido SF-PNVCLg>

4.4.3. ANALISE DA DIFRACAO RAIOS-X EM PO DO SISTEMA SF-PNVCLs2
A Figura 18 apresenta os padroes de difracao de raios X (PXRD) dos materiais fibroina (SF),
PNVCL e do sistema hibrido SF-PNVCLg;, permitindo a avaliagdo da organizagdo estrutural e do
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grau de cristalinidade dos constituintes puros e do material final. A andlise revela diferengas
importantes no padrao difratométrico entre os componentes isolados e o sistema hibrido, evidenciando
a modificagao estrutural decorrente da formagao do novo material.

O padr@o da fibroina (curva vermelha) apresenta um pico largo centrado em torno de 26 = 20°,
tipico de materiais semi-cristalinos com predominancia de fase amorfa, como ¢ comum na fibroina
regenerada. Esse pico esta relacionado a presenca de estruturas secundarias organizadas em folha-f3,
mas com baixa ordem de empacotamento, o que confere um perfil de difracdo pouco definido.

O polimero PNVCL (curva preta), por sua vez, também apresenta padrao difuso com dois picos
amplos, localizados aproximadamente em 260 = 12° ¢ 21°, indicando uma estrutura predominantemente
amorfa, com pequenas regides de ordem.

J& o padrdo de difra¢do do sistema SF-PNVCLg; (curva azul) mostra um perfil distinto, com
aumento significativo da intensidade dos picos e maior definicdo das regides de difracdo,
particularmente nas faixas de 20 = 12°, 20° e 24°. Esse comportamento sugere a formacdo de um
material com maior grau de organizagdo supramolecular, possivelmente devido a interagdo entre as
cadeias da fibroina e do PNVCL.

A intensificacdo e ligeira separacdo dos picos no hibrido em relagdo aos seus precursores
também podem estar associadas a formacao de dominios interpenetrantes entre o polimero ¢ a matriz

proteica, o que favorece o empacotamento cooperativo das cadeias.
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Figura 18 Difratogramas de raios X (PXRD) da fibroina (SF), do polimero puro (PNVCL) e do
sistema hibrido SF-PNVCLg>
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4.4.4. TRANSICAO DE FASE DO SISTEMA HiBRIDO SF-PNVCL g2

A Figura 19 ilustra o comportamento termorresponsivo do sistema hibrido SF-PNVCLgy,
evidenciando visualmente a transi¢cdo de fase tipica de materiais com ponto critico inferior de solugao
(LCST). No frasco A, o sistema estd em temperatura ambiente, abaixo da LCST, apresentando-se
como uma solucao clara e homogénea, o que indica que as cadeias poliméricas estdo soluveis e bem
dispersas no meio aquoso. Ja nos frascos B, C e D, a temperatura foi elevada para acima da LCST,
nas concentragdes de 1,25 mg mL!, 2,5 mg mL! ¢ 5 mg mL"!, respectivamente. Nesses casos,
observa-se a formacao de uma fase turva e a agregacao do material, reflexo da transi¢ao de um estado
hidrofilico para hidrofobico das cadeias do PNVCL. O efeito ¢ mais pronunciado nas amostras de
maior concentragdo, especialmente em D, onde ocorre a formac¢do de um corpo gelatinoso
sedimentado, sugerindo a presenca de uma rede mais densa e estruturada. Esses resultados confirmam
que o material hibrido mantém sua propriedade termorresponsiva mesmo apds a funcionalizagao da

fibroina.

T e =
e T | P

Figura 19 Imagem representativa do comportamento termorresponsivo do sistema hibrido SF-
PNVCLg2. (A) Solugdo clara e homogénea abaixo da temperatura critica de solu¢do inferior (LCST),
em temperatura ambiente. (B), (C) e (D) mostram o sistema acima da LCST nas concentracdes de
1,25,2,5¢e S mg mL-".

5. CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste capitulo demonstram que ambas as rotas de sintese adotadas —

Rota A, com CTA comercial, e Rota B, com CTA; sintetizado e ativado em laboratério — foram

bem-sucedidas na obtencdo de sistemas hibridos SF-PNVCL por meio da polimerizagdo RAFT.
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Ainda que apresentem diferentes estratégias de funcionalizagdo, ndo foram observadas diferencas
significativas nos resultados finais em termos de eficiéncia da reagdao ou formacao do hibrido, o que
reforca a viabilidade de ambas as abordagens. Cada rota apresenta caracteristicas operacionais
distintas, que podem ser exploradas de forma estratégica conforme o contexto experimental ou a
aplicacdo desejada.

O mais relevante, contudo, ¢ que este trabalho descreve, pela primeira vez na literatura, a
obteng¢do de um sistema hibrido baseado em fibroina de seda (SF) e PNVCL com sucesso, resultando
na formagao de um material termorresponsivo.

O proximo capitulo abordara a preparagdo das nanoparticulas a partir dos sistemas hibridos

obtidos, com foco na sintese e caracterizagao de nanoparticulas termorresponsivas.
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CAPITULO 4 - PREPARACAO DE NANOPARTICULAS TERMOSSENSIVEIS E
AVALIACAO DO POTENCIAL COMO SISTEMA CARREADOR DE AGENTES
TERAPEUTICOS

1. INTRODUCAO

Neste capitulo, sdo descritos os procedimentos de preparacdo, caracterizagdo e avaliacao
funcional de nanoparticulas baseadas em fibroina de seda (SF) e nos sistemas hibridos SF-PNVCL
previamente obtidos. A estratégia adotada tem como foco o desenvolvimento de nanoparticulas
termossensiveis com potencial aplicagdo como sistemas carreadores de agentes terapéuticos.

As nanoparticulas foram obtidas pelo método de co-solvente, e suas propriedades fisico-
quimicas foram avaliadas. A curcumina foi utilizada como molécula bioativa, a eficiéncia de
encapsulacdo e o perfil de liberagdo da curcumina foram avaliados para as formula¢des baseadas em
SF-PNVCL. Por fim, as nanoparticulas brancas e carregadas com curcumina foram submetidas a
ensaios in vitro frente a diferentes linhagens celulares, com o objetivo de verificar sua viabilidade

como sistemas de libera¢do controlada.

2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Sintese e caracteriza¢cdo de nanoparticulas de fibroina

e Sintese e caracterizagdo de nanoparticulas de SF-PNVCL

e Avaliagdo das propriedades termorresponsivas das nanoparticulas de fibroina e hibridas;

e Determinagdo do perfil de encapsulagdo da curcumina nos sistemas hibridos e perfil de
liberagao.

e Andlise da citotoxicidade das nanoparticulas hibridas em células saudaveis (MRC-5) e

tumorais (4T1).

3. MATERIAIS E METODOS

3.1. REAGENTES E SOLUCOES

Todos os reagentes e solugdes empregados neste estudo foram utilizados conforme fornecidos,

sem necessidade de purifica¢do adicional, e apresentavam alto grau de pureza. A curcumina com alto
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grau de pureza (=95%) foi adquirida da Sigma-Aldrich e utilizada tanto na construcdo das curvas de
calibracao quanto na preparacao das nanoparticulas carregadas, sendo previamente solubilizada em
acetona grau HPLC (Fischer Chemical) . A fibroina de seda (SF) e os sistemas hibridos SF-PNVCL
foram dissolvidos em tampao fosfato (PBS, pH 7,4; 10 mM), preparado com dgua ultrapura (Milli-Q,
Millipore).

A encapsulagdo da curcumina foi realizada pelo método co-solvente, utilizando como fase
organica a acetona HPLC. O metanol (99%, Thermo Scientific) foi utilizado como solvente extrator
nas andlises quantitativas por UV-Vis. Nos ensaios de liberagdo, as nanoparticulas foram
acondicionadas em tubos de didlise com membranas de 3,5 kDa (Spectra/Por®) e dialisadas em

tampao PBS (pH 7,4), suplementado com 1% v/v de Tween® 80.

3.2.PREPARACAO DE NANOPARTICULAS

As nanoparticulas de fibroina (SF) e a nanoparticulas hibridas de SF-PNVCL foram preparadas
pelo método de evaporagdo de co-solvente, com base em estudos previamente descritos por Kakkar e
colaboradores [72—75] , utilizando acetona grau HPLC como fase organica volatil.

As amostras de fibroina de seda (SF) e dos sistemas hibridos sintetizados no Capitulo 3 foram
dissolvidas em tampao PBS (pH 7,4; 10 mM), com concentragdo ajustada para 2mg-mL™". Em
seguida, 2 mL dessa solugdo aquosa foram adicionados lentamente a 2 mL de acetona sob agitacao
magnética constante (300 rpm), a temperatura ambiente (~25 °C), utilizando uma seringa com taxa de
adi¢do controlada (aproximadamente uma gota por segundo). A mistura foi mantida sob agitagdo
durante a noite em sistema aberto, permitindo a evapora¢do gradual da acetona devido a sua alta
volatilidade. Ao término do processo, a suspensao formada foi cuidadosamente coletada com o auxilio

de uma seringa estéril e armazenada sob refrigeragao (4 °C).

3.3.PREPARACAO DE NANOPARTICULAS-CURCUMINA

As nanoparticulas de fibroina (SF) e SF-PNVCL carregadas com curcumina foram preparadas
pelo método de evaporacao de co-solvente, utilizando acetona grau HPLC como fase orgéanica,
conforme descrito em estudos prévios [121-124]. Brevemente, em um procedimento tipico, 2 mL de
uma solu¢do aquosa de SF ou SF-PNVCL (concentragdo ajustada para 2 mg-mL™"), previamente
solubilizada em tampao PBS (pH 7.,4), foram adicionados lentamente a 2 mL de uma solugdo de

curcumina em acetona (0,2 mg-mL™), sob agitacdo magnética constante (300 rpm), a temperatura
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ambiente. A adi¢do foi realizada com auxilio de uma seringa, na taxa de aproximadamente uma gota
por segundo. A mistura foi mantida sob agitacdo vigorosa durante toda a noite, protegida da luz,
permitindo a evaporagdo gradual da acetona e favorecendo a autoagregacdo e o encapsulamento da
curcumina.

Para remover a curcumina nao incorporada, as amostras foram submetidas a centrifugacao a
10.000 rpm por 5 minutos, a temperatura ambiente. O pellet, composto por agregados ou particulas
de maior densidade, foi descartado. O sobrenadante, contendo a fragdo coloidal das nanoparticulas de

SF carregadas com curcumina, foi entdo coletado e armazenado sob refrigeragao (4 °C).

3.4. ESPALHAMENTO DE LUZ DINAMICO (DLS) E MEDIDAS DE POTENCIAL ZETA

As amostras foram previamente solubilizadas em PBS ou agua ultrapura. Para as analises de
DLS, foi utilizada uma cubeta de quartzo com volume de 30 pL. Foram determinados o didmetro
hidrodinamico médio e o indice de polidispersividade (PDI) utilizando a técnica de Espalhamento
Dinamico de Luz (DLS), com angulo de deteccdo de 90°. As medigdes foram realizadas no
equipamento Brookhaven 90Plus, equipado com um laser de diodo vermelho (A = 658 nm, 40 mW).
Para as analises de potencial zeta, foi utilizada uma cubeta descartavel de poliestireno, com volume
de amostra de aproximadamente 2 mL. Todas as medi¢des foram realizadas em triplicata (n = 3),
assegurando a precisdo e a reprodutibilidade dos resultados. As amostras foram preparadas em

concentracao final de 2 mg-mL™".

3.5. MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO (TEM)

A morfologia das nanoparticulas foi avaliada por microscopia eletronica de transmissao
(TEM), utilizando o microscopio Thermo Scientific Talos F200X G2 (S) 200 kV FEG, localizado no
Facility for Electron Microscopy Research (FEMR) da McGill University. Previamente, as
nanoparticulas foram preparadas e solubilizadas, com a concentracio ajustada para 2 mg.mL™'. Para a
analise, 10 uL. das solugdes aquosas de nanoparticulas foram depositados sobre grades de cobre de
400 mesh, recobertas com filme de carbono. Em seguida, as amostras foram coradas negativamente
com 10 pL de solucdo aquosa de acetato de uranila a 1% e deixadas para secar durante a noite a

temperatura ambiente, antes da analise por MET.
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3.6.AVALIACAO DO PERFIL TERMORRESPONSIVO DAS NANOPARTICULAS

A temperatura de transi¢ao (LCST) da fibroina da seda (SF), do PNVCL e dos sistemas hibridos
SF-PNVCL foi determinada por Espalhamento Dinamico de Luz (DLS) em fun¢do da temperatura,
com base no método descrito por [76]. As amostras foram preparadas em uma concentragdo de 2 mg
mL! e submetidas a uma variagio de temperatura entre 30 e 42 °C, com incrementos de 1 °C. Todas

as medicoes foram conduzidas em triplicata para assegurar a reprodutibilidade dos resultados.

3.7.ESTUDO DA ENCAPSULACAO DA CURCUMINA

A curcumina apresenta um pico de absor¢do caracteristico em 424 nm, detectavel por
espectroscopia na regido do UV-Visivel. A intensidade desse pico foi utilizada para quantificar a
concentragdo e a massa de curcumina encapsulada nas nanoparticulas. Para essa analise, curvas de
calibragdo foram construidas com padrdes de curcumina, utilizando diferentes concentragdes,
expressas em microgramas por mililitro (ug mL™!), absorvancias foram medidas a 424 nm.

Um parametro essencial na caracterizagao de um nanocarreador ¢ a avaliagdo de sua eficiéncia
na encapsulacao dos agentes terapéuticos, geralmente expressa em capacidade de carreamento (CC%)
ou eficiéncia de encapsulacdo (EE%). Conhecendo a quantidade inicial de curcumina adicionada
durante a preparacao das nanoparticulas e a concentragao efetivamente encapsulada, ¢ possivel

calcular esses parametros utilizando as equagdes apresentadas a seguir:

Farmaco encapsulado (mg)

EEY% =

x 100 (1)

Quantidade de Famaco total (mg)

Farmaco encapsulado (mg)

CC% =

x 100 (2)

Quantidade de Famaco total (mg)+quantidade de hibrido (mg)

3.8.PERFIL DE LIBERACAO DA CURCUMINA

A suspensdo de nanoparticulas carregadas com curcumina (2 mL) foi preparada conforme
descrito anteriormente e transferida para um tubo de didlise com porosidade de 3,5 kDa (MWCO,
Spectra/Por 3), seguindo metodologia baseada em estudos prévios [74,77]. Para determinar o contetido
de curcumina incorporado, o sistema foi submetido a dialise contra 140 mL de solu¢do tampao fosfato

(PBS 0,01 M, pH 7,4), contendo 1% v/v de Tween 80. A adi¢do de Tween 80 teve como objetivo
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melhorar a solubilidade da curcumina no meio de liberagdao, favorecendo sua difusao através da
membrana de dialise.

A liberag@o da curcumina foi monitorada em diferentes intervalos de tempo: 0, 1, 2, 4, 8, 12,
24, 48 e 72 horas. Em cada ponto, aliquotas de 20 pL foram retiradas da parte interna do tubo de
dialise para quantificagdo da fracdo de curcumina nao liberada. As amostras foram diluidas em
metanol (1:5) e analisadas por espectroscopia na regido UV-Vis, na qual a intensidade de absorcao
em 424 nm foi medida. O experimento foi conduzido em duas condi¢des de temperatura (25 °C e 40
°C) para avaliar a influéncia térmica na libera¢ao da curcumina.

Os valores obtidos foram comparados a uma curva de calibragao padrdo, permitindo a
determinagdo da massa de curcumina liberada em cada intervalo de tempo. A concentragao média da
curcumina liberada foi entdo calculada e os resultados foram plotados em fungdo do tempo de dialise

(n=23).

3.9.ESTUDO DA CINETICA DE LIBERACAO DA CURCUMINA

Para estudar o mecanismo cinético da liberacdo da curcumina, as curvas de concentragao
versus tempo foram obtidas e ajustadas a diferentes modelos matematicos nas duas temperaturas de
liberagdo analisadas previamente (25°C e 40°C). Esses modelos permitem compreender se a liberagao
do composto ocorre predominantemente por difusdo ou dissolu¢do, contribuindo para o
desenvolvimento de sistemas mais eficientes. A analise foi realizada utilizando DDSolver (uma
extensao adicionada ao Microsoft Excel)) [78], no qual foram aplicados os modelos de Ordem Zero,
Primeira Ordem, Higuchi, Korsmeyer-Peppas, Hixson-Crowell, Weibull e Gompertz. O ajuste dos
modelos foi comparado por meio dos coeficientes de determinagdao (R?) permitindo a identificacao

do modelo que melhor descreve o perfil de liberagdo da curcumina.

3.10. ENSAIOS IN VITRO

A avaliagdo da citotoxicidade das nanoparticulas brancas e das nanoparticulas carregadas com
curcumina foi realizada por citometria de fluxo (BD FACsVERSE, San Jose, Estados Unidos),
utilizando o kit Fixable Viability Stain®, com fluorocromo que possui emissio maxima a 450 nm ( a
curcumina possui fluorescéncia intrinseca com emissdo na faixa de 500-550 nm, ndo se espera
sobreposi¢do) e reage ligando-se covalentemente as aminas da superficie celular e ao meio
intracelular. As células mortas apresentam fluorescéncia aumentada em comparagao as células vivas.
Para cada amostra, foram realizadas 50.000 aquisigdes, garantindo uma analise precisa e

representativa da viabilidade celular. Todos os procedimentos de cultivo celular e andlise seguiram os
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critérios de biossegurancga. Os experimentos foram conduzidos com as linhagens celulares MRC-5,
composta por fibroblastos pulmonares humanos normais, adquirida da FEuropean Collection of
Authenticated Cell Cultures (ECACC), e 4T1, uma linhagem de células tumorais de mama murinas,
originada de um tumor de mama metastatico em camundongos BALB/c. As células foram cultivadas
em meio Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) (Sigma Aldrich, Sao Paulo, Brasil),
suplementado com 10% de soro fetal bovino (FBS) e 2% de solucao antimicética-antibidtica, contendo
penicilina, estreptomicina e anfotericina, em frascos de 75 cm? (Thermo Fisher Scientific, Asheville,
EUA), sob 5% de CO- e temperatura controlada a 37 °C. Apds atingirem uma confluéncia superior a
90% as células foram transferidas para placas de cultura de 12 pocos e incubadas por 48 horas com as
amostras. A concentracio final de cada amostra em cada pogo foi ajustada para 100 pg mL™!, e apos
as 48 horas, as amostras foram analisadas. A citotoxicidade contra as células 4T1 foi avaliada
utilizando o mesmo protocolo experimental, garantindo a padroniza¢do das condigdes de cultivo,
tratamento e analise para ambas as linhagens celulares, MRC-5 e 4T1, permitindo comparagdes

consistentes entre os resultados obtidos para as células normais e tumor.
4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. QUANTIFICACAO ESPECTROFOTOMETRICA DA CURCUMINA

A curcumina apresenta absor¢do méxima em 424 nm, motivo pelo qual essa faixa foi escolhida
para a constru¢do das curvas de calibracao utilizadas na quantificagdo do farmaco. Com base na
intensidade do pico de absorcdo nessa regido, foram construidas duas curvas de calibragdo (Figura 1),
que permitiram determinar a concentracdo de curcumina nas amostras analisadas. Foram preparadas
solugdes padrao com concentracdes variando de 0 a 60 pg-mL™" (y = 0,0390x — 0,0234; R = 0,9998)
(curvaaesquerda)edeOa s ug-mL™ (y=0,1923x +0,0249; R?=0,9990) (curva a direita), conforme
o intervalo de linearidade requerido para as respectivas analises. O n amostral foi de 6 e cada ponto
da curva foi analisado em triplicata.

As equacdes obtidas a partir das curvas foram posteriormente utilizadas para determinar a
concentracdo de curcumina encapsulada e liberada nas amostras de nanoparticulas, permitindo avaliar

a eficiéncia de encapsulacao e os perfis de liberacao controlada do farmaco.
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Figura 1. Curvas de calibragdo da curcumina obtidas com base na absorbancia maxima em 424 nm.
(Esquerda) Curva construida no intervalo de 0 a 60 pg-mL™" (Direita) Curva construida no intervalo

de0as pgmL™!

4.2.CARACTERIZACAO DAS NANOPARTICULAS DE FIBROINA DE SEDA (SF)

4.2.1. DIAMETRO HIDRODINAMICO E POTENCIAL ZETA

A caracterizagdo das nanoparticulas de fibroina ¢ essencial para avaliar sua estabilidade
coloidal, comportamento em meio bioldgico e potencial para aplicagdes nanotecnoldgicas.

O tamanho hidrodinamico das nanoparticulas de fibroina apresentou um valor médio de
83,16+1,12 nm. Esse resultado ¢ altamente favoravel para aplicacdes biomédicas, especialmente em
sistemas de liberacdo controlada e engenharia de tecidos, onde o tamanho das nanoparticulas
influencia diretamente na biodisponibilidade, penetragao celular e tempo de circulagdo no organismo
[79,80].

O potencial zeta ¢ uma consequéncia indireta da carga superficial das nanoparticulas e sua
estabilidade coloidal. O potencial zeta de -39,48+1,14 mV obtido indica que as nanoparticulas
possuem estabilidade coloidal, minimizando a formag¢ao de agregados e garantindo maior tempo de
circulagdo em meio biologico. O PDI de 0,198+0,029 obtido para as nanoparticulas de fibroina sugere

que a amostra apresenta alta uniformidade e baixa variagdo de tamanho.
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Figura 2 Distribuicdo do tamanho hidrodindmico das nanoparticulas de fibroina por nimero.

4.2.2. COMPORTAMENTO TERMORRESPONSIVO DAS NANOPARTICULAS DE SF

O comportamento termorresponsivo das nanoparticulas de fibroina foi avaliado por meio da
técnica DLS, monitorando as contagens de luz espalhadas por segundo (Count Rate (kcps) em funcao
da temperatura. A analise foi realizada na faixa de temperatura de 30 a 40°C, com incrementos de
1°C, a fim de identificar possiveis transi¢cdes térmicas que pudessem indicar alteragdes na estabilidade
coloidal ou no comportamento das nanoparticulas.

Conforme mostrado na Figura 3, ndo foi observada nenhuma temperatura critica na faixa
analisada, uma vez que a contagem de luz espalhadas por segundo (Count Rate (kcps) permaneceu
praticamente constante, sem variagdes significativas. Caso houvesse uma transi¢ao térmica relevante,
seria esperado um aumento do Count Rate, indicando fendmenos como agregacao, colapso de cadeias
polipeptidicas ou reorganizacao estrutural das nanoparticulas. A auséncia dessa resposta sugere que
as nanoparticulas de fibroina mantém sua estabilidade coloidal dentro dessa faixa de temperatura, sem

alteragdes significativas. Isso indica que as nanoparticulas ndo apresentam um comportamento
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termorresponsivo nesse intervalo de temperatura, além de nao exibirem sinais de degradacao,

reforcando sua estabilidade estrutural
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Figura 3 Perfil termorresponsivo das nanoparticulas de fibroina.

A Figura 4 apresenta o perfil de liberagcdo da curcumina a partir de nanoparticulas de fibroina
(SF) ao longo de 72 horas, sob duas condi¢des de temperatura: 25 °C (ambiente) e 40 °C (elevada). O
objetivo foi avaliar a possivel termorresponsividade do sistema, isto ¢, se a variagdo de temperatura
influencia significativamente a liberagao da curcumina.

Observa-se uma liberacdo inicial rapida nas primeiras horas, caracteristica de um efeito
“burst”, seguida por uma fase mais lenta e controlada, que atinge um platd em torno de 45% da carga
total. Comparando os dois perfis, verifica-se que ndo ha diferengas significativas na liberacdo da
curcumina entre 25 °C e 40 °C, considerando as barras de erro apresentadas.

Os resultados sugerem que, nas condi¢gdes experimentais testadas, o sistema de liberagdo com

base em nanoparticulas de fibroina ndo apresenta comportamento termorresponsivo evidente.
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Figura 4 Perfil de liberacdo da curcumina a partir de nanoparticulas de fibroina (SF) em diferentes
temperaturas (25 °C e 40 °C), monitorado por 72 horas.

4.3.CARACTERIZACAO DAS NANOPARTICULAS HIBRIDAS SF-PNVCLa1

4.3.1. TAMANHO HIDRODINAMICO E POTENCIAL ZETA E COMPORTAMENTO
TERMORRESPONSIVO DAS NANOPARTICULAS DO SISTEMA SF-PNVCL a1

Com a confirmagdo da graftizacdo do polimero na fibroina de seda, obtendo-se o material
hibrido SF-PNVCLa:, foi possivel avangar para a etapa de preparagdo de nanoparticulas a partir desse
sistema hibrido. A Figura 5 apresenta o resultado da andlise de tamanho hidrodindmico das
nanoparticulas de SF-PNVCLAa1, determinada por espalhamento de luz dindmico (DLS). Observa-se
uma distribuicdo monomodal, indicando a formagdo de nanoparticulas com tamanho médio bem
definido.

A curva apresenta uma distribuicdo relativamente estreita, sem presenca de populagdes
secundarias significativas, o que sugere uma boa homogeneidade do sistema e eficiéncia no processo
de auto-organizacdo do material hibrido. Esses resultados demonstram que o hibrido SF-PNVCLa1, ¢

capaz de formar nanoparticulas bem definidas.
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Figura 5 Distribui¢do do tamanho hidrodindmico das nanoparticulas do hibrido SF-PNVCLa;

A Tabela 1 apresenta os resultados de dispersdo dinamica de luz (DLS) e potencial zeta. No
que diz respeito ao didmetro médio hidrodinamico, a fibroina pura apresenta nanoparticulas com
tamanho médio de 83,16 nm, valor tipico para agregados formados por SF em solu¢do aquosa. Apos
a funcionalizacdo com o PNVCL, observa-se um aumento expressivo no diametro médio das
particulas do hibrido SF-PNVCL a1, que atinge 199,05 nm, indicando a formacdo de uma nova
estrutura com maior volume hidrodindmico. Esse aumento ¢ coerente com a graftiza¢do do polimero
PNVCL na superficie da SF, o que resulta em um material mais volumoso € com maior camada de
solvatacao ao redor das particulas.

O indice de polidispersidade (PDI) também fornece informagdes importantes sobre a
uniformidade das nanoparticulas. Ambos os sistemas — SF (PDI = 0,198) e SF-PNVCL a1 (PDI =
0,181) — apresentaram valores baixos indicando boa homogeneidade das populagdes de particulas
em ambos 0s casos.

Quanto ao potencial zeta, que reflete a carga superficial das particulas e estd diretamente
relacionado a estabilidade coloidal, os resultados revelam variagdes importantes entre os sistemas. A
fibroina pura apresenta um valor de -39,48 mV, indicando boa estabilidade eletrostatica. J4 o hibrido

SF-PNVCL a1 exibe um valor de -23,42 mV, uma reducao significativa na magnitude do potencial
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zeta. Essa variagdo indica que ocorreram reagdes quimicas de graftizagdo, nas quais grupos ionizaveis
da fibroina (como grupos carboxila e amina) foram consumidos ou mascarados pelo polimero
enxertado, reduzindo a densidade de carga na superficie das particulas. Essa alteragdo no potencial
zeta ¢ uma evidéncia clara de modificacdo quimica da superficie e ndo apenas de uma mistura fisica.

Para fins comparativos, a amostra SF + PNVCL, correspondente a mistura fisica simples dos
dois materiais sem reagdo quimica, apresentou um potencial zeta intermediario (-35,00 mV), proximo
ao valor da fibroina. Isso mostra que a simples associagdo fisica entre os materiais nao altera
significativamente a carga superficial, reforcando que apenas a reacdo de graftizagdo — como no caso
do SF-PNVCLA1 — € capaz de modificar a interface de forma evidente.

Por fim, o PNVCL puro apresentou o valor mais negativo de potencial zeta (-44,23 mV),
evidenciando a elevada carga negativa da superficie do polimero livre. A partir desses dados, conclui-
se que a reducdo no potencial zeta do hibrido, acompanhada do aumento no diametro médio e da
manutengdo de uma baixa polidispersidade, sdo fortes indicios da formag¢ao bem-sucedida do sistema

hibrido por reagao quimica, diferenciando-o claramente de uma simples mistura fisica.

Tabela 1 Tamanho hidrodinamico, potencial zeta, PDI para (SF), SF-PNVCLa1, SF + PNVCL e
PNVCL . Resultados expressos como média + desvio padrdo. Para cada sistema, foram analisadas trés
amostras independentes (n amostral = 3)

Amostra Tamanho Hidrodindmico Médio (nm) PDI Potencial Zeta (mV)
SF 83,16t1,12 0,198 0,29 -39,48 £ 1,14
SF-PNVCLAa1 199,05 + 2,33 0,181+ 0,01 -23,42 £0,2
SF +PNVCL - - -35,00 £0,92
PNVCL - - -44.23 +1,05

Com base nas imagens obtidas por microscopia eletronica de transmissdao (TEM) do sistema
hibrido SF-PNVCLAa1, apresentadas na Figura 6, ¢ possivel realizar uma analise das nanoparticulas
formadas a partir do material funcionalizado. As micrografias, apresentadas em diferentes escalas
(1 ym e 500 nm), revelam a presenca de nanoparticulas definidas, com morfologia esférica ou,
distribuidas sobre a grade de observacdo. As particulas apresentam tamanho compativel com os
valores obtidos por DLS (~120-200 nm), confirmando a formagao de estruturas nanométricas a partir
do sistema hibrido. Além disso, ndo sdo observadas grandes aglomeracdes ou agregados amorfos

excessivos, o que indica boa estabilidade coloidal do sistema e eficiéncia no método de preparagao.
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Portanto, a analise por TEM confirma a formag¢ao das nanoparticulas do material hibrido, revelando

ndo apenas seu tamanho nanométrico, mas também uma morfologia adequada.

500/ nm

Figura 6 Micrografia obtida por Microscopia Eletronica de Transmissdo (MET) SF-PNVCLAa.

4.3.2. COMPORTAMENTO TERMORRESPONSIVO DAS NANOPARTICULAS DO
SISTEMA SF-PNVCLAa1

A avaliacdo do comportamento termorresponsivo do sistema hibrido SF-PNVCL 4; foi
realizada por meio de dispersao dinamica de luz (DLS), monitorando as contagens de luz espalhadas
por segundo (Count Rate (kcps) em funcdo da temperatura. Conforme apresentado na Figura 7, o
hibrido manteve estabilidade coloidal até aproximadamente 38 °C, com o count rate se mantendo
constante. A partir dessa temperatura, observa-se um aumento expressivo no count rate, o que indica
a ocorréncia de agregagdo das nanoparticulas.

Esse comportamento evidencia que o material hibrido apresenta uma temperatura critica de
transicdo de fase (LCST) superior a 38°C, o que ¢ caracteristico de sistemas poliméricos
termorresponsivos. A transi¢do ocorre quando as cadeias de PNVCL enxertadas na fibroina mudam
de estado hidrofilico para hidrofébico, promovendo o colapso das estruturas e aumento da dispersao
de luz.

A comparagdo com os componentes isolados, conforme mostrado na Figura 8, reforca essa
observagao. O polimero PNVCL puro apresenta uma transi¢ao abrupta com LCST tipica em torno de
38-40 °C, enquanto a fibroina de seda (SF) ndo demonstra nenhuma variacdo significativa nas
contagens de luz espalhadas por segundo (Count Rate (kcps) rate, refletindo sua natureza estavel e
ndo responsiva a temperatura.

Dessa forma, a andlise confirma que o hibrido SF-PNVCLAa: preserva o comportamento

termorresponsivo do PNVCL, com uma LCST ligeiramente deslocada para valores acima de 38 °C,
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provavelmente em decorréncia da graftizagdo na matriz proteica e das interagdes especificas entre os
dois componentes. A presenca desse comportamento no hibrido, e sua auséncia na SF, ¢ uma forte

evidéncia da funcionaliza¢do quimica bem-sucedida.
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Figura 7 Curva de variagdo das contagens de luz espalhadas por segundo (Count Rate (kcps) em
funcdo da temperatura para o sistema hibrido SF-PNVCLx;
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Figura 8 Curva de variacao das contagens de luz espalhadas por segundo (Count Rate (kcps) em
fun¢do da temperatura para SF e PNVCL
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4.3.3. ENCAPSULAMENTO DA CURCUMINA E PERFIL DE LIBERACAO

Utilizando as equagdes 1 e 2, juntamente com as curvas de calibragdo previamente obtidas com
amostras padrdo de curcumina, foi possivel determinar a eficiéncia de encapsulamento (EE%) e a
capacidade de carregamento (CC%) do sistema hibrido SF-PNVCLAa;. Os resultados demonstraram
que o sistema foi capaz de encapsular 43,91+ 3,22 % da curcumina inicialmente adicionada, o que
representa uma eficiéncia de encapsulamento satisfatoria para um sistema baseado em matriz proteica
funcionalizada. Esse valor indica que uma fragao consideravel do ativo foi efetivamente retida dentro
das nanoparticulas formadas, possivelmente favorecida pelas interacdes entre a curcumina € os
dominios hidrofébicos da fibroina, bem como pela organizag¢do estrutural conferida pelo PNVCL
enxertado.A capacidade de carregamento alcancada foi de 3,46+ 2,59 % valor que representa a
propor¢ao da massa de curcumina em relacdo a massa total do sistema nanoparticulado.

A Figura 9 apresenta o perfil de liberacdo da curcumina encapsulada no sistema hibrido SF-
PNVCLAa1, avaliado em duas temperaturas: 25 °C e 40 °C, com o objetivo de investigar a influéncia
da temperatura sobre o comportamento de liberagdo da curcumina. Os resultados demonstram de
forma clara o cardter termorresponsivo do material, diretamente associado a presenca do polimero
PNVCL enxertado na matriz de fibroina.

Em 25 °C, temperatura abaixo da LCST do sistema, observa-se um perfil de liberacdo lento e
controlado, com liberagdo cumulativa estabilizando-se em torno de 35-40% ap6s 72 horas. Por outro
lado, a liberacao a 40 °C, temperatura superior a LCST (~38 °C) determinada previamente, foi
significativamente mais elevada, atingindo cerca de 65% da curcumina total liberada no mesmo
intervalo de tempo. Esse aumento expressivo esta associado ao colapso das cadeias de PNVCL, que
passam de um estado hidrofilico para hidrofobico, levando a contragdo das nanoparticulas, expulsdo
de agua e consequente expulsdo da curcumina encapsulada. A transicdo de fase térmica desencadeia
a ruptura parcial da rede polimérica, facilitando a difusdo da curcumina e promovendo uma liberagao
mais rapida e eficiente. A diferenca entre os perfis demonstra claramente que o sistema responde a
variacdo de temperatura, liberando maiores quantidades do composto bioativo sob condigdes que
simulam ambientes fisiologicamente alterados, como inflamag¢des ou tumores (que frequentemente

apresentam temperaturas locais mais elevadas).
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Figura 9 Perfil in vitro de libera¢do da curcumina a partir do sistema hibrido SF-PNVCL.:

4.3.4. MODELAGEM MATEMATICA APLICADA AO PERFIL DE LIBERACAO DA
CURCUMINA DO SISTEMA SF-PNVCL a1

A cinética de liberacdo da curcumina a partir do sistema hibrido SF-PNVCL a; foi avaliada
por meio do ajuste dos dados experimentais a diferentes modelos matematicos, com o objetivo de
compreender os mecanismos envolvidos no processo e a influéncia da temperatura sobre o
comportamento do sistema. Os parametros ajustados para os modelos foram obtidos com base nos
perfis de liberagao obtidos a 25 °C e 40 °C, respectivamente abaixo € acima da temperatura critica de
transicao de fase (LCST) do polimero PNVCL, e estdo apresentados na Tabela 2.

Dentre os modelos testados, os que apresentaram melhor correlagdo com os dados
experimentais foram os modelos Weibull e Gompertz, com valores de R? superiores a 0,99 em ambas
as temperaturas. Esses modelos sdo reconhecidos por descreverem liberagao multifasica e complexa,
o que se alinha ao comportamento observado para o SF-PNVCL.1, cujas nanoparticulas apresentam
morfologia estruturada e resposta a temperatura. O bom ajuste a esses modelos indica que o processo

de liberacdo ndo ocorre por mecanismos simples, como difusdo pura, mas sim por uma combinagao
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de eventos fisicos e estruturais, incluindo a reorganizacdo da matriz e a contracdo térmica das
particulas.

O modelo de Korsmeyer—Peppas também apresentou bom desempenho, especialmente a 25 °C
(R* = 0,9872), com um expoente de difusdo n = 0,15, tipico de mecanismo Fickiano, no qual a
liberacao ¢ predominantemente governada pela difusao através da sistema hibrido. Ja a 40 °C, o valor
de n se reduz ainda mais (n = 0,11), indicando que a liberagdo passa a ocorrer por mecanismos
adicionais, como a contracdo estrutural induzida pela transicdo térmica do PNVCL, fenomeno
associado ao seu comportamento termorresponsivo. Em contraste, os modelos cldssicos de Ordem
Zero, Primeira Ordem, Higuchi e Hixson—Crowell apresentaram valores de R? inferiores, indicando
baixo grau de ajuste aos dados. Esses modelos sdo mais adequados para sistemas homogéneos com
liberagdo controlada exclusivamente por difusdo ou dissolu¢do, o que ndo representa fielmente a
complexidade do sistema hibrido SF-PNVCLa1.

Em conjunto, os resultados demonstram que o mecanismo mais provavel de libera¢do da
curcumina ¢ dependente da temperatura, sendo governado por difusdo a 25°C e por eventos
multifasicos e reorganizagdo estrutural a 40 °C, como evidenciado pelo colapso térmico do polimero

acima da LCST.



Tabela 2 Pardmetros cinéticos e modelos matematicos para liberacdo da curcumina a partir do sistema SF-PNVCLa:
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Modelo Matematico

Parametros (40°C)

Parametros (25 °C)

Equacao

Ordem Zero

Primeira Ordem

Higuchi

Hixson—Crowell

Korsmeyer—Peppas

Weibull
SF-PNVCLa1-Cur

Gompertz

ko=1,267 / R?>=-1,994

ki =0,0298 / R?=-0,958

ks = 10,499 / R?=-0,182

knc = 0,0084 / R?=-1,234

kep =39,436/n=0,11
R?= 0,9968

a=1916/p=0,16
Ti=0,4
R?=0,9929

a=0,974/B=0,42
R?=0,9916

ko =0,602 / R?>=-1,561

ki =0,00714 / R?=-1,310

ku = 4,958 / R?= 0,0689

ke = 0,0022 / R?=-1,388

ka = 16,543 / n= 0,15
R?=0,9872

a=5,262/B=0,16
Ti=0,4
R2=0,9912

a=1,818/p=0,24
R%=0,9908

F=ko t

F=100. [1-e*]

F=kH.t 0.5

F=100. [1- 1-kuc. £]

F=k;(p . tn

F =100- {] . ,/}

F=100-¢ "
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A Figura 10 apresenta as curvas de ajuste dos modelos matematicos Weibull, Korsmeyer—
Peppas ¢ Gompertz a liberacdo da curcumina a partir do sistema hibrido SF-PNVCLa1, nas
temperaturas de 40 °C (coluna da esquerda) e 25 °C (coluna da direita). Os pontos em azul representam
os valores experimentais obtidos ao longo do tempo, enquanto as curvas em vermelho correspondem
aos valores preditos por cada modelo.

Observa-se que todos os trés modelos exibiram excelente ajuste visual e estatistico (conforme
previamente discutido na Tabela 2), reproduzindo com alta fidelidade os perfis de liberagdo em ambas
as temperaturas. A adequacao desses modelos reforca a natureza multifasica e nao-linear da liberagao
da curcumina, especialmente evidente no comportamento acelerado observado a 40 °C, onde o sistema
sofre transi¢do de fase devido ao colapso térmico das cadeias de PNVCL.A partir dessas curvas, €
possivel verificar que os modelos sdo capazes de acompanhar tanto a liberacdo inicial rapida quanto
a fase de liberacao sustentada, o que os torna adequados para descrever sistemas de liberagao

controlada com comportamento complexo a estimulos como a temperatura.
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Figura 10 Ajuste dos modelos matematicos de liberagdo da curcumina a partir do sistema hibrido SF-PNVCL
a1. Os graficos apresentam os dados experimentais (pontos azuis) e os valores previstos pelos modelos (linhas
vermelhas) para Weibull (A e B), Korsmeyer—Peppas (C e D) e Gompertz (E e F). A coluna da esquerda (A,
C, E) corresponde aos dados obtidos a 40 °C, enquanto a coluna da direita (B, D, F) mostra os dados a 25 °C.

4.4.CARACTERIZACAO DAS NANOPARTICULAS HiBRIDAS SF-PNVCLg:

4.4.1. TAMANHO HIDRODINAMICO E POTENCIAL ZETA DAS NANOPARTICULAS
DO SISTEMA SF-PNVCLag;

A Figura 11 apresenta a distribui¢do de tamanho hidrodindmico das nanoparticulas do sistema
hibrido SF-PNVCLg>, obtida por meio da técnica de Espalhamento Dinamico de Luz (DLS). O grafico
mostra um perfil de distribui¢do unimodal, com o pico maximo centrado em torno de 100 nm, o que

indica a formagdo de nanoparticulas bem definidas e com baixa polidispersidade.
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O tamanho hidrodinamico observado estd dentro da faixa ideal para aplicagdes biomédicas,
como liberagdo controlada de farmacos, terapia dirigida e diagnostico por imagem, ja que particulas
nessa escala apresentam bom desempenho em termos de interacdo celular, circulagdo sistémica
prolongada e penetracao tecidual [79]. Além disso, o perfil de distribuicao relativamente estreito
sugere uma sintese eficiente e um sistema com boa estabilidade coloidal, com baixa tendéncia a
agregacao.

O aumento do tamanho em comparagdo as nanoparticulas de fibroina pura também reforca a
evidéncia da graftizagdo do PNVCL sobre a matriz proteica, promovendo um crescimento da estrutura

e confirmando a formac¢ao do material hibrido.
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Figura 11 Distribuicdo de tamanho hidrodindmico das nanoparticulas do sistema hibrido SF-
PNVCLg: obtida por Espalhamento Dinamico de Luz (DLS).

A Tabela 3 apresenta os valores de tamanho hidrodindmico médio, indice de polidispersidade
(PDI) e potencial zeta para as diferentes amostras analisadas, com destaque para o sistema hibrido SF-

PNVCLB2 comparado a fibroina pura (SF) e as misturas fisicas de SF com PNVCL.
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Observa-se que a fibroina pura apresentou um tamanho hidrodindmico médio de 83,16 nm,
com um PDI de 0,198, indicando boa homogeneidade das nanoparticulas e distribuigdo relativamente
estreita. O potencial zeta de -39,48 mV sugere uma excelente estabilidade coloidal, ja que valores
absolutos acima de 30 mV indicam forte repulsdo eletrostatica entre particulas, impedindo a
agregacao.

No sistema hibrido SF-PNVCLg>, o tamanho médio aumentou significativamente para 183,09
nm, o que estd diretamente relacionado ao crescimento da cadeia polimérica de PNVCL sobre a
superficie da fibroina ap6s o processo de graftizagdo. O valor do PDI (0,191) permanece baixo e
semelhante ao da amostra original, indicando que mesmo apds a modificagdo, as nanoparticulas
mantiveram uma boa uniformidade de tamanho. J4 o potencial zeta do hibrido reduziu para -11,11
mV, o que evidencia uma diminuicdo da carga superficial, possivelmente atribuida a presenca das
cadeias neutras de PNVCL na superficie, que mascaram parcialmente os grupos carregados da
fibroina.

Esse comportamento também ¢ confirmado pelos valores de potencial zeta das amostras
controle: a mistura SF + PNVCL apresenta um valor de -35,00 mV, préximo ao da SF, enquanto o
PNVCL puro possui um potencial zeta de -44,23 mV, tipico de sistemas coloidais estaveis. O fato de
a amostra SF-PNVCLg; apresentar um valor tdo distinto (-11,11 mV) sugere que o sistema ndo se
trata de uma simples mistura fisica, mas sim de um material genuinamente hibrido, com modificacao
superficial que altera significativamente suas caracteristicas coloidais.

Portanto, os dados da Tabela 3 refor¢am a conclusdo de que a sintese do sistema SF-PNVCLg>
resultou na formag¢ao de nanoparticulas funcionalizadas, com aumento de tamanho compativel com a
adi¢do do polimero e modificagdo da carga superficial.

Tabela 3 Tamanho hidrodindmico médio, indice de polidispersidade (PDI) e potencial zeta das
amostras analisadas: fibroina (SF), sistema hibrido SF-PNVCLg;, mistura fisica SF + PNVCL e
PNVCL puro.

Amostra Tamanho hidrodinamico médio (nm) PDI Potencial Zeta (mV)
SF 83,16+1,12 0,198 £0,29 -39,48 £ 1,14
SF-PNVCL g2 183,09+1,94 0,191+0,01 -11,11£ 0,36
SF + PNVCL - - -35,00 £0,92
PNVCL - - -44.23 +1,05

As micrografias obtidas por Microscopia Eletronica de Transmissdo (MET) (Figura 12)
evidenciam a morfologia caracteristica das nanoparticulas formadas no sistema hibrido SF-PNVCLg:.

Observa-se a presenca de particulas predominantemente esféricas, bem definidas e distribuidas de
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maneira relativamente homogénea no campo analisado. A escala de 500 nm permite estimar que os
diametros das particulas estdo majoritariamente abaixo de 200 nm, em concordancia com os dados
obtidos por DLS, o que refor¢a a eficacia do processo de sintese. A auséncia de aglomeracdes e a
uniformidade do padrdo visual refor¢am a estabilidade coloidal do sistema, um fator essencial para
aplicagdes em sistemas de liberagdo controlada, engenharia de tecidos ou plataformas responsivas a
estimulos. Embora se observe alguma variacdo de tamanho entre as particulas, a distribuigcdo

permanece dentro de uma faixa estreita, o que ¢ compativel com a heterogeneidade natural dos

sistemas hibridos.

Figura 12 Micrografias obtidas por Microscopia Eletronica de Transmissdo (MET) do sistema hibrido
SF-PNVCLg:.

4.4.2. COMPORTAMENTO TERMORRESPONSIVO DAS NANOPARTICULAS DO

SISTEMA SF-PNVCLs;

O grafico apresentado na Figura 13 evidencia o comportamento termorresponsivo do sistema
hibrido SF-PNVCLg2, monitorado por Espalhamento Dindmico de Luz (DLS) por meio da varia¢ao
variacao das contagens de luz espalhadas por segundo (Count Rate (kcps) em funcao da temperatura.
A curvarevela um perfil tipico de polimeros com transi¢ao térmica do tipo LCST (Temperatura Critica
Inferior de Solubilidade ), marcado por um aumento abrupto na intensidade de espalhamento proximo

a 39-40°C. Essa variacdo acentuada indica uma mudanca no estado fisico das nanoparticulas,
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refletindo a transicdo de uma fase soluvel para uma fase agregada, a medida que a temperatura
ultrapassa o limiar de solubilidade do polimero funcionalizado.

Até cerca de 38 °C, as contagens de luz espalhadas por segundo (Count Rate) se mantém
relativamente estavel, indicando que as nanoparticulas permanecem dispersas e hidratadas em meio
aquoso, com cadeias poliméricas em estado estendido. No entanto, ao se atingir a faixa de transi¢ao
(~39-40 °C), observa-se um salto expressivo na intensidade do espalhamento de luz, sugerindo que o
sistema sofreu uma mudanga conformacional e colapsou devido a transicdo hidrofilica-hidrofébica
das cadeias de PNVCL. Esse fendmeno leva a agregacdo ou compactagdo das particulas, aumentando

sua densidade Optica e, consequentemente, o sinal medido.
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Figura 13 Perfil termorresponsivo do sistema hibrido SF-PNVCLg, obtido por Espalhamento
Dinamico de Luz (DLS), representado pelo Count Rate (kcps) em fungdo da temperatura.

4.4.3. ENCAPSULAMENTO DA CURCUMINA E PERFIL DE LIBERACAO

Foram avaliadas a eficiéncia de encapsulamento (EE%) e a capacidade de carregamento

(CC%) do sistema hibrido SF-PNVCLB:, dois parametros cruciais para determinar o desempenho do
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material como potencial sistema de liberagdo controlada de moléculas bioativas. A eficiéncia de
encapsulamento foi de 42,60+4,3% um valor satisfatorio para nanoparticulas a base de polimeros
hidrofilicos e proteinas, cujas interagdes com o meio aquoso podem dificultar a retencao eficiente de
moléculas ativas. Esse resultado indica que a matriz hibrida formada entre fibroina e PNVCL
apresenta afinidade e compatibilidade quimica adequadas para acomodar e reter os agentes
encapsulados, o que pode estar associado a presenca de dominios interativos e a reorganizacao da
estrutura interna promovida pelo processo de graftizagao.

A capacidade de carregamento obtida foi de 3,87+2,3 % refletindo a fracdo do composto ativo
incorporado em relacdo a massa total das nanoparticulas. Embora esse valor seja considerado
moderado, ele ¢ coerente com formulagdes baseadas em materiais naturais e pode ser suficiente para
aplicacdes que requerem liberag@o sustentada ou doses reduzidas, como em terapias localizadas ou de
acdo prolongada. Ainda assim, esse parametro pode ser otimizado por meio do ajuste das condicdes
de encapsulamento, da concentragdo do agente ativo ou da funcionalizac¢do adicional da superficie do
sistema hibrido.

A Figura 14 apresenta o perfil de liberacdo da curcumina a partir do sistema hibrido SF-
PNVCLg: em duas condi¢des de temperatura: 25 °C e 40 °C, ao longo de 72 horas. Os resultados
obtidos revelam um comportamento termorresponsivo evidente, caracteristico de sistemas com
transicao tipo LCST, diretamente associado a presenca do polimero funcionalizado PNVCL na matriz
do hibrido.

A liberacdo em 25 °C, temperatura abaixo da LCST, apresenta um padrdo controlado e
limitado, alcangando cerca de 45% de liberacdo cumulativa ao final do periodo de incubagado. Esse
comportamento indica que, em condi¢des onde as cadeias poliméricas permanecem hidratadas e
expandidas, o sistema retém a curcumina de forma eficiente, funcionando como uma barreira fisica a
difusao.

Em contraste, na condi¢do de 40 °C, acima da temperatura critica de transi¢do do polimero,
observa-se uma liberacdo significativamente superior, ultrapassando 60% apods 72 horas. Esse
aumento expressivo esta diretamente relacionado ao colapso das cadeias de PNVCL, que se tornam
hidrofobicas e provocam alteragdes estruturais na rede polimérica-proteica. Esse processo resulta na
expulsdo do agente encapsulado e em maior permeabilidade da matriz, promovendo uma liberagao
mais acentuada da curcumina.

Além disso, € possivel observar que a diferenga entre as duas curvas se estabelece logo nas
primeiras horas, evidenciando que o sistema responde rapidamente ao estimulo térmico. Essa

caracteristica ¢ altamente desejavel para aplicagdes termossensiveis, como liberacdo localizada de
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farmacos em regides inflamadas, onde a temperatura local se eleva, ou em sistemas inteligentes de
liberacao controlada por temperatura externa.

Portanto, os dados representados na Figura 14 confirmam que o sistema SF-PNVCLg; atua
como uma plataforma de liberagdo controlada e termorresponsiva, com potencial para aplicagdes em

terapias dirigidas.
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Figura 14 Perfil de liberacdo da curcumina a partir do sistema hibrido SF-PNVCLg; em diferentes
temperaturas (25 °C e 40 °C) ao longo de 72 horas.

4.4.4. ESTUDO CINETICO DO PERFIL DE LIBERACAO DA CURCUMINA DO SISTEMA
SF-PNVCLg2

A Tabela 4 apresenta os parametros ajustados para diferentes modelos matematicos aplicados
a cinética de liberacdo da curcumina a partir do sistema SF-PNVCLg2, em duas condigdes de

temperatura: 25 °C (abaixo da LCST) e 40 °C (acima da LCST). O objetivo da anélise ¢ identificar o
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modelo que melhor descreve o perfil de liberagdo da curcumina e compreender o mecanismo
predominante envolvido nesse processo.

Inicialmente, modelos classicos como Ordem Zero, Primeira Ordem, Higuchi e Hixson—
Crowell apresentaram valores de R? relativamente baixos, especialmente abaixo de 0,85, sugerindo
um baixo grau de ajuste aos dados experimentais. Isso indica que a liberagao da curcumina nao segue
uma simples difusdo de ordem constante, nem um processo controlado exclusivamente por erosao da
matriz ou dissolucdo superficial.

Em contraste, os modelos Korsmeyer—Peppas, Weibull e Gompertz mostraram excelentes
coeficientes de correlacdo (R?) em ambas as temperaturas, com valores superiores a 0,98, destacando-
se como os mais adequados para descrever o comportamento do sistema. Em particular, o modelo de
Gompertz obteve os maiores valores de R? (0,994 a 40 °C ¢ 0,989 a 25 °C), sugerindo que esse modelo
¢ o que melhor representa a cinética de liberacdo da curcumina no sistema estudado. Esse modelo ¢
amplamente utilizado em sistemas de liberagcdo controlada onde ha crescimento lento inicial, seguido
por uma aceleragdo e posterior estabilizagdo, o que se encaixa com o perfil observado
experimentalmente.

O modelo Korsmeyer—Peppas, por sua vez, forneceu uma interpretacdo do mecanismo de
liberagdo. O parametro n foi inferior a 0,45 em ambas as temperaturas (n = 0,143 a40°Cen=0,109
a 25 °C), o que indica um mecanismo de difusdo Fickiana, ou seja, o transporte da curcumina ocorre
predominantemente por difusdo através da matriz polimérica. Essa conclusdo ¢ coerente com a
natureza do sistema hibrido, em que a reorganizacao estrutural do PNVCL permite a liberagao gradual
da curcumina.

No modelo Weibull, os valores de a e  descrevem a forma da curva de liberagdo e também
indicam um perfil de liberagcdo sigmoidal moderado, com liberacdo acelerada préxima da LCST. O
parametro Ti, apenas presente na equagao de 40 °C, sugere um pequeno tempo de indugdo inicial antes
do inicio efetivo da liberagdo mais intensa, condizente com o comportamento termorresponsivo do
sistema. Portanto, a anélise dos dados apresentados na Tabela 4 confirma que a liberagdo da curcumina
pelo sistema SF-PNVCLg; ocorre por difusdo controlada, e ¢ intensificada acima da LCST, sendo

melhor descrita pelo modelo de Gompertz, seguido por Weibull e Korsmeyer—Peppas.
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Tabela 4 Parametros ajustados dos modelos matematicos aplicados a cinética de liberacdo da curcumina a partir do sistema SF-PNVCL;. nas

temperaturas de 25 °C e 40 °C

Modelo Matematico

Parametros (40°C)

Parametros (25 °C)

Equacao

Ordem Zero

Primeira Ordem

Higuchi

Hixson—Crowell

Korsmeyer—Peppas

SF-PNVCLg:-Cur

Weibull

Gompertz

ko=1,187 /R?>=-1,751

ki = 0,0267 / R?>=-0,835

ks = 9,828 / R?=-0,0317

ke = 0,007 / R?>=-1,110

kep = 34,275 / n =0,143
R?=0,991

a=2,271/B=0,183
Ti=0,4
R2=0,993

a=1,112 / B= 0,445
R?=0,994

ko =0,815/R?>=-2,391

k1 =0,015/ R?=-1,896

ki = 6,871 / R?=-0,422

knc = 0,003 / R?=-2,111

kep = 26,913 / n =0,109
R?= 0,985

a=3,074/B=0,123
Ti=0,6
R2= 0,990

a=1,321/B=0,229
R%=0,989

F=ko.t
F=100. [1-e*]
F=ky.t %°
F=100. [1- 1-knc. 7]

F=kgp. t"

F =100 [1 _e_,}

F=100.¢ "™
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A Figura 15 apresenta os ajustes dos modelos matematicos Weibull, Korsmeyer—Peppas e
Gompertz aos dados experimentais de liberagdo da curcumina a partir do sistema hibrido SF-
PNVCLg2, analisados em duas temperaturas distintas: 40 °C (acima da LCST) e 25 °C (abaixo da
LCST). Os graficos fornecem uma representagao visual clara da qualidade do ajuste de cada modelo
frente aos dados obtidos, permitindo avaliar a adequacao tedrica a cinética de liberacdo observada
experimentalmente.

Nos graficos da esquerda (A, C, E), que correspondem a temperatura de 40 °C, € possivel notar
que todos os modelos testados foram capazes de reproduzir satisfatoriamente a curva experimental,
com excelente correlagdo entre os dados experimentais (pontos azuis) e os valores previstos (curvas
vermelhas). Dentre eles, o modelo de Gompertz (E) apresenta o melhor desempenho visual e
estatistico, refletindo com precisdo a rapida liberacdo inicial seguida por um platd, comportamento
tipico de sistemas com transi¢ao térmica e liberacao controlada por estimulo.

Nos graficos da direita (B, D, F), que representam a condicdo a 25 °C, observa-se uma
liberagdo mais contida, como esperado para um sistema abaixo da sua temperatura critica de transi¢ao
(LCST). Novamente, o modelo de Gompertz (F) se destaca, fornecendo uma curva suavemente
ajustada aos dados, representando fielmente a liberacdo lenta e progressiva da curcumina nesse
intervalo térmico.

No geral, a figura 15 confirma os resultados apresentados anteriormente na Tabela 4: os trés
modelos se ajustam bem aos dados, mas o modelo de Gompertz se destaca como o mais robusto e
representativo da liberagdo térmica da curcumina neste sistema hibrido funcionalizado. Esses achados
reforgam o potencial do SF-PNVCLg2 como uma plataforma de liberagdo controlada sensivel a

temperatura, com comportamento previsivel e eficiente.
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Figura 15 Ajuste dos modelos matematicos Weibull, Korsmeyer—Peppas e Gompertz aos dados
experimentais de liberacdo da curcumina a partir do sistema hibrido SF-PNVCLg2, em duas condig¢des
de temperatura: 40 °C (A, C,E) e 25°C (B, D, F).

4.5. ESTUDO IN VITRO DA BIOCOMPATIBILIDADE E CITOTOXICIDADE

4.5.1. ANALISE DA BIOCOMPATIBILIDADE DAS NANOPARTICULAS SF-PNVCLA1 E
SF-PNVCLg: EM CELULAS NORMAIS HUMANAS (MRC-5)
A avaliagdo da citotoxicidade basal das nanoparticulas SF-PNVCLA; sem curcumina foi
realizada por citometria de fluxo, com o objetivo de verificar se o material hibrido apresenta toxicidade

intrinseca as células, independentemente do agente encapsulado. A analise incluiu marcadores de
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integridade celular, como dispersao lateral (SSC), dispersao frontal (FSC) e fluorescéncia (V450-A),
com discriminagdo entre células vidveis e mortas. Os resultados estdo apresentados na Figura 16.

No grafico a esquerda, observa-se um espalhamento tipico de células coradas com um
marcador de viabilidade, permitindo distinguir claramente a populagdo de células vivas (Live Cells),
com baixa fluorescéncia, da populagdo de células mortas (Dead Cells), com sinal mais intenso em
V450-A. A maioria dos eventos se concentra na regido de células vivas, o que sugere baixa toxicidade
das nanoparticulas hibridas sem curcumina.

O histograma central, que representa a distribuicdo da fluorescéncia (canal V450-A), mostra
um unico pico bem definido, com a maioria das células apresentando intensidade baixa a moderada
de fluorescéncia, novamente compativel com alta viabilidade celular.

No grafico a direita (FSC-A vs SSC-A), as células tratadas com SF-PNVCLa; distribuem-se
de forma similar & de uma populagao celular saudavel, sem alteragdes significativas na morfologia ou
aumento de granularidade, o que também indica auséncia de indugdo de estresse ou morte celular pelo

material em sua forma livre do agente terapéutico.
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Figura 16 Analise de citotoxicidade por citometria de fluxo das nanoparticulas hibridas SF-PNVCLAa
sem curcumina (controle em branco) em células MRC-5 (fibroblastos pulmonares humanos normais).

A avaliagdo da citotoxicidade do sistema SF-PNVCLa:1 carregado com curcumina (SF-
PNVCLAa1-Cur) foi realizada e os resultados encontram-se representados na Figura 17. O grafico de
dispersdo SSC-A x V450-A (a esquerda) mostra uma concentragdo predominante de eventos na regiao
correspondente as células vivas, indicando que a presenga da curcumina encapsulada ndo induziu
toxicidade significativa nas células MRC-5. O histograma central de fluorescéncia (V450-A)
apresenta um pico estreito, centrado em baixa intensidade, caracteristico de populacdes celulares
vidveis e estaveis. O grafico FSC-A x SSC-A (a direita) exibe uma distribuicdo celular tipica de
culturas saudéveis, sem evidéncias de alteracdes morfoldgicas, como aumento de granularidade ou

fragmentacdo celular, o que refor¢a a auséncia de processos de apoptose ou necrose induzidos pelo
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tratamento. Esses resultados indicam que o sistema SF-PNVCLa-Cur nao apresenta citotoxicidade

frente a linhagem MRC-5, mesmo na presenca da curcumina o que confirma sua biocompatibilidade.
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Figura 17Analise de citotoxicidade por citometria de fluxo das nanoparticulas hibridas SF-PNVCLa;
carregadas com curcumina (SF-PNVCL,,-Cur) em células MRC-5 (fibroblastos pulmonares humanos
normais).

As Figuras 18 e 19 mostram os resultados obtidos por citometria de fluxo com coloragio por
7-AAD, realizados para avaliar a viabilidade celular apos tratamento de células MRC-5 (fibroblastos
pulmonares humanos) com o sistema hibrido SF-PNVCLg: (Figura 18) e carregada com curcumina,
SF-PNVCLg2-Cur (Figura 19).

A analise permitiu diferenciar células vidveis (negativas para 7-AAD) das células mortas
(positivas), baseando-se na integridade da membrana plasmatica. Na Figura 18, observa-se que a
maior parte das células MRC-5 tratadas com SF-PNVCLg; permanece viavel, com baixa incidéncia
de morte celular, o que evidencia a biocompatibilidade do sistema hibrido com células normais.

Na Figura 19, referente ao sistema contendo curcumina encapsulada (SF-PNVCLg2-Cur),
observa-se um discreto aumento na populagdo de células mortas, porém sem diferenga significativa
em relagdo ao grupo tratado com o sistema nao carregado. Esse resultado sugere que, embora a
curcumina seja um composto bioativo com reconhecido potencial terapéutico, sua presenga no sistema
hibrido ndo comprometeu a viabilidade das células MRC-5, mantendo a biocompatibilidade do
material.

Ambos os sistemas mantiveram a morfologia celular intacta, como evidenciado nos graficos
FSC-A vs. SSC-A, refor¢ando que nao ha danos fisicos significativos as células. Esses resultados
confirmam que o sistema hibrido SF-PNVCLg; apresenta excelente perfil de biocompatibilidade em
células MRC-5, e que sua funcionalizagdo com curcumina resulta em efeito modulavel, adequado para

futuras aplicacgdes terapéuticas.
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Figura 18 Analise de viabilidade celular por citometria de fluxo com coloragao por 7-AAD em células
MRC-5 tratadas com o sistema hibrido SF-PNVCLg..
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Figura 19 Analise de viabilidade celular por citometria de fluxo com coloracdo por 7-AAD em células
MRC-5 tratadas com SF-PNVCLg2 com curcumina (SF-PNVCLg2-Cur)

4.5.2. ESTUDO DA CITOTOXICIDADE DOS SISTEMAS HiBRIDOS SF-PNVCLa: SF-
PNVCLg: EM CELULAS DE CANCER DE MAMA MURINO (4T1)

A Figura 20 apresenta a andlise da citotoxicidade do sistema hibrido SF-PNVCLa: carregado
com curcumina (12,5 pg mL™") em células tumorais da linhagem 4T1, por meio de citometria de fluxo
utilizando os marcadores fluorescentes iodeto de propidio (PI) e 7-AAD (V450-A), os quais permitem
avaliar a integridade da membrana celular e, consequentemente, a viabilidade celular apds o

tratamento.
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O histograma apresentado na Figura 20A refere-se a fluorescéncia emitida pelo iodeto de
propidio (PI), marcador que se intercala ao DNA de células com membranas comprometidas. Observa-
se a presenga de um pico acentuado a esquerda, correspondente a populacdo de células vidveis com
baixa fluorescéncia, ¢ um segundo pico, menos intenso, a direita, indicando uma fra¢do de células
mortas que internalizaram o corante.

Na Figura 20B, o histograma representa a emissao de fluorescéncia associada ao marcador 7-
AAD (canal V450-A). O perfil bimodal também revela duas populagdes celulares distintas: células
vidveis com baixa fluorescéncia e células mortas com maior intensidade de fluorescéncia. A presenga
de um segundo pico evidente reforca a ocorréncia de dano celular apds o tratamento.

As Figuras 20C e 20D exibem graficos de dispersdo (dot plots), sendo a primeira (20C)
colorida com escala de densidade e a segunda (20D) no formato de contorno, facilitando a visualizagao
da distribuicdo dos eventos celulares de acordo com a fluorescéncia de ambos os marcadores. As
células foram classificadas em quatro quadrantes com base na andlise por citometria de fluxo. O
quadrante LL (Lower Left — inferior esquerdo) corresponde as células viaveis, que ndo apresentam
marcagdo por corantes de morte celular. O quadrante UL (Upper Left — superior esquerdo) representa
células em necrose tardia ou com dano parcial de membrana. Ja o quadrante LR (Lower Right —
inferior direito) indica células em estagio inicial de apoptose. Por fim, o quadrante UR (Upper Right
— superior direito) corresponde as células mortas.

A distribuigdo majoritaria dos eventos nos quadrantes LL (54,68%) e UR (38,21%) evidencia
que, embora uma parte consideravel das células tenha mantido viabilidade apo6s o tratamento, o
sistema SF-PNVCLAa1-Cur promoveu morte celular significativa. O acimulo de eventos no quadrante
UR confirma o potencial citotoxico do sistema.

A Figura 20E apresenta a consolidacdo estatistica do experimento, totalizando 30.000 eventos
analisados. Com base nesses dados, observa-se que 45,32% das células se encontram nos quadrantes
UR, UL e LR — regides associadas a diferentes estagios de morte celular ou comprometimento da
integridade da membrana. Essa porcentagem representa a fracdo da populacdo celular que sofreu

algum grau de dano ap6s o tratamento com o sistema SF-PNVCLa;-Cur.
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Figura 20 Anélise da citotoxicidade de células 4T1 tratadas com o sistema hibrido SF-PNVCLa;
contendo curcumina (12,5 pg mL™) por citometria de fluxo. (A) Histograma de fluorescéncia para
iodeto de propidio (PI). (B) Histograma de fluorescéncia para 7-AAD (V450-A). (C) Dot plot com
distribuicdo dos eventos em quadrantes (UL, UR, LL, LR). (41D) Plot de contorno representando a

densidade celular. (E) Estatisticas de distribuigdo celular.
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A acdo citotoxica do sistema hibrido SF-PNVCLg2-Cur sobre células tumorais 4T1 foi
avaliada por citometria de fluxo também. O histograma de fluorescéncia do PI (Figura 21A) revela
duas populagdes distintas: uma com baixa captacdo do corante, indicativa de células vidveis, e outra
com maior fluorescéncia, correspondente a células mortas. O mesmo padrdo ¢ observado na curva do
7-AAD (Figura 21B), refor¢ando a presen¢a simultanea de células integras e comprometidas apds o
tratamento.

A distribui¢@o dos eventos no grafico de dispersao (Figura 21C) mostra que 50,52% das células
permanecem viaveis (quadrante LL), enquanto os demais 49,48% apresentam comprometimento da
integridade de membrana, distribuidos entre os quadrantes UR (29,22%), UL (20,17%) e LR (0,09%).
O grafico de contorno (Figura 21D) confirma visualmente essa tendéncia, destacando duas populagdes
principais nos quadrantes LL e UR. Os dados estatisticos consolidados estdo apresentados na tabela
da Figura 21E.Esses resultados demonstram que o sistema SF-PNVCLg2-Cur exerce um efeito
citotoxico consideravel, com quase metade da populagdo celular afetada, mesmo em concentracao

moderada de curcumina (12,5 pg mL™).
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Figura 21 Andlise de citotoxicidade do sistema SF-PNVCLg2-Cur (12,5 ug mL") sobre células 4T1
por citometria de fluxo com dupla marcacdo (iodeto de propidio — PI e 7-AAD — V450-A). (A)
Histograma de fluorescéncia do iodeto de propidio. (B) Histograma de fluorescéncia do 7-AAD. (C)
Grafico de dispersdo com distribuicdo dos eventos nos quadrantes UL (necrose tardia), UR (células
mortas), LL (células vidveis) e LR (apoptose inicial). (D) Plot de contorno evidenciando a densidade
celular em cada quadrante. (E) Tabela com estatisticas de distribui¢do celular.

A Figura 22 apresenta imagens das células antes do tratamento com os sistemas hibridos.
Observa-se uma alta confluéncia celular, com morfologia tipica de células aderentes, compativel com

a linhagem tumoral utilizada (4T1).
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As imagens apresentadas na Figura 22 correspondem a diferentes campos de visualizagao de
células 4T1 cultivadas sob condi¢des controle, ou seja, sem exposi¢do aos sistemas hibridos SF—
PNVCL. Na Figura 22A, observa-se um campo celular com confluéncia moderada, onde as células
exibem morfologia tipica da linhagem: fusiformes, alongadas e bem aderidas a superficie. O
citoplasma ¢ definido e os nucleos sdo visiveis, o que indica integridade celular e auséncia de sinais
de citotoxicidade. Na Figura 22B, o campo apresenta uma populacao celular mais densa, com aumento
na propor¢ao de células arredondadas, mas ainda sem perda evidente de adesdo ou viabilidade. Essa
imagem representa um estagio intermedidrio de crescimento, caracterizado por proliferacdo ativa e
manutencdo da morfologia tumoral caracteristica da linhagem 4T1. Ja a Figura 22C mostra uma area
de alta confluéncia, com células distribuidas de forma mais compacta e uniforme. A morfologia
permanece preservada, com poucos espacos intercelulares visiveis, sugerindo que o cultivo atingiu
um estagio de crescimento avancado. Nao se observam sinais de apoptose, lise celular ou alteragdes
estruturais significativas, o que refor¢a que as culturas estavam em boas condigdes fisiologicas antes

da aplicagdo dos sistemas hibridos.

Figura 22. Imagens microscopicas das células da linhagem 4T1 antes do tratamento com os sistemas
hibridos. Observa-se alta confluéncia celular e morfologia preservada, com células aderentes,

alongadas e com citoplasma bem definido, caracteristicas de um cultivo vidvel e saudavel.

Em contraste, a Figura 23 mostra as células apos o tratamento com os sistemas hibridos SF—
PNVCL. Verifica-se uma redugdo expressiva na densidade celular, acompanhada de alteragdes
morfologicas caracteristicas de células em processo de morte.

Na Figura 23 A, apesar da predominancia de células arredondadas, retraidas e em processo de
desintegracdo, ainda ¢ possivel identificar algumas células alongadas e aderidas, indicativas de
sobrevivéncia parcial frente ao tratamento. No entanto, essas células representam uma minoria, € o

campo ¢ amplamente dominado por estruturas compativeis com morte celular, células com morfologia
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alterada. A Figura 23B exibe um campo ainda mais comprometido, com auséncia de células viaveis
aderidas e morfologia amplamente alterada. Na Figura 23C, mantém-se o padrdo observado
anteriormente, com predominio de células arredondadas e fragmentadas. A presenga de poucos
nucleos intactos e a auséncia de estruturas alongadas reforgam a hipodtese de perda de adesdo e morte

celular.

Figura 23. Imagens microscopicas das células da linhagem 4T1 apds o tratamento com os sistemas
hibridos SF-PNVCL. Nota-se uma redu¢do expressiva da densidade celular, com alteragdes

morfologicas evidentes.

5. CONCLUSAO

A partir da sintese e caracterizacdo do sistema hibrido SF-PNVCLaj, foi possivel desenvolver
um sistema funcional baseado na graftizagdo do polimero termorresponsivo PNVCL na matriz de
fibroina de seda, resultando em um material com propriedades estruturais, fisico-quimicas e bioldgicas
altamente promissoras para aplicagdes em sistemas de liberacdo controlada. A formagdo de
nanoparticulas homogéneas, com tamanho médio em torno de 200nm e baixo indice de
polidispersidade, aliada a responsividade térmica observada acima de 38 °C (LCST), demonstrou que
o sistema € capaz de responder seletivamente a estimulos de temperatura, permitindo controle ativo
sobre a liberacdo do da curcumina.

A encapsulacdo da curcumina foi eficiente, com boa taxa de encapsulamento (EE%) e boa
capacidade de carregamento (CC%), e os estudos de liberacdo mostraram que o sistema libera
significativamente mais curcumina em temperaturas elevadas, comportamento compativel com
aplicagdes terapéuticas inteligentes. Os ajustes cinéticos revelaram que modelos como Weibull e
Gompertz descrevem adequadamente o perfil de liberacdo, reforcando a natureza multifésica e -

complexa do sistema.
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Ensaios de citotoxicidade por citometria de fluxo mostraram que o sistema nao apresenta
toxicidade significativa frente a células MRC-5, mesmo na presenga da curcumina, destacando sua
seguranga e biocompatibilidade. Por outro lado, quando aplicado sobre células tumorais da linhagem
4T1, o sistema SF-PNVCLA:—Cur a 12,5 ug mL™! promoveu morte celular consideravel, com 45,32%
da populagao total apresentando sinais de comprometimento ou morte, o sistema SF-PNVCLB:—Cur
induziu alteracdes importantes na viabilidade celular, com aproximadamente 49,48% das células
apresentando dano ou morte celular.Esses resultados evidenciam a capacidade seletiva dos sistemas
hibridos funcionalizados com curcumina, promovendo efeitos citotoxicos em células tumorais sem
afetar significativamente células saudaveis.

Esses resultados demonstram que os sistemas hibridos constituem uma plataforma versatil,
segura ¢ eficaz para aplicagdes biomédicas. O presente trabalho, portanto, estabelece as bases para o
uso da fibroina como matriz na sintese de materiais hibridos termorresponsivos, e abre perspectivas
para o desenvolvimento de sistemas avancados de liberagdo com resposta modulada a temperatura,

com potencial para atuacao terap€utica localizada e controlada.
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CONSIDERACOES FINAIS

Neste trabalho, foi desenvolvido e caracterizado um conjunto de sistemas hibridos
termossensiveis a base de fibroina de seda (SF) e poli(N-vinilcaprolactama) (PNVCL), com o objetivo
de criar plataformas inovadoras para a liberagdo controlada de agentes terapéuticos. A conjugagao
entre a biocompatibilidade e versatilidade estrutural da proteina natural e o comportamento responsivo
do polimero resultou em materiais promissores, cujas propriedades fisico-quimicas, térmicas e
funcionais foram ajustadas de forma precisa as exigéncias de aplicagdes biomédicas. As analises
realizadas comprovaram a formac¢ao de nanoparticulas bem definidas, com tamanho médio compativel
com sistemas de entrega, estabilidade coloidal satisfatoria e sensibilidade térmica préxima a
temperatura fisiologica.

Os sistemas desenvolvidos demonstraram notavel capacidade de encapsular curcumina — um
agente terapéutico com reconhecido potencial antitumoral — e promover sua liberagdo de maneira
regulada por temperatura, simulando ambientes de hipertermia como os tecidos tumorais. A aplicacao
de modelos matematicos a cinética de liberagdo revelou um comportamento previsivel e controlado,
enquanto os ensaios de citotoxicidade in vitro confirmaram a eficacia e seletividade dos sistemas frente
a linhagem 4T1, com baixa toxicidade em células normais (MRC-5). Tais achados consolidam os
sistemas SF-PNVCL como carreadores inteligentes, altamente promissores para terapias direcionadas.

No entanto, mais do que uma simples sintese de dados experimentais, esta tese representa a
convergéncia entre ciéncia de fronteira, inovacao e compromisso com a vida. Ao explorar o potencial
de sistemas hibridos que respondem de forma inteligente ao ambiente bioldgico, este trabalho reafirma
a Quimica como ciéncia central — aquela que une o natural ao sintético, o invisivel ao funcional, e o
conhecimento a esperanca terapéutica. Que esta jornada cientifica, aqui encerrada, seja apenas o inicio
de novas possibilidades. Recomenda-se, como continuidade, a realizacdo de estudos in vitro mais
amplos, ensaios in vivo e a aplicagdo do sistema a outros fArmacos de interesse clinico, com vistas ao

desenvolvimento de terapias mais eficazes, seguras e personalizadas.
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APENDICE A - HOMOPOLIMERIZACAO E CARACTERIZACAO DO PNVCL

As Figuras Al e A2 apresentam os espectros de RMN de 'H que confirmam a estrutura do
mondmero NVCL e a formacdo do polimero PNVCL ap6s homopolimerizagdo. O espectro do
monomero (Figura A1) mostra sinais caracteristicos da dupla ligacdo vinilica (6 = 6,2-6,6 ppm),
ausentes no espectro do polimero o que confirma o consumo completo da insaturagdo e a ocorréncia
da polimerizacdo. A presenga de multiplos sinais alifaticos entre 6 =~ 1,0-4,0 ppm nos espectros do
PNVCL ¢ compativel com a formag¢ao da cadeia polimérica saturada.

A Figura A3 mostra o espectro de massa obtido por MALDI-TOF, confirmando a formagado do
polimero com repeti¢ao de unidades de massa correspondente ao mondmero (139 g/mol), evidenciado
pelos picos regulares ao longo da série. Esses dados, em conjunto, comprovam a eficicia da

homopolimerizacdo e a estrutura do material obtido.
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Figura A1 Espectro de RMN de 'H do monomero N-vinilcaprolactama (NVCL) em CDCls
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Figura A2 Espectro de RMN de 'H do polimero PNVCL obtido por homopolimerizagao via RAFT.
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Figura C Espectro de massas obtido por MALDI-TOF do polimero PNVCL.

APENDICE B - DIFRACAO DE RAIOS X (PXRD) DO MONOMERO NVCL

A Figura B1 apresenta o difratograma de raios X do mondémero N-vinilcaprolactama (NVCL)

na forma solida. Observa-se um padrdo com picos estreitos e intensos, caracteristicos de materiais com
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alto grau de cristalinidade. A presenga desses picos bem definidos confirma que o NVCL, antes do
processo de polimerizagdo, apresenta uma estrutura molecular altamente ordenada no estado sélido, o
que ¢ tipico de mondmeros puros. Esses dados servem como referéncia para comparacdo com o
polimero correspondente (PNVCL), que geralmente exibe um padrdo amorfo devido a perda de

organizacao supramolecular apds a polimerizagao.
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Figura B1 Difratograma de raios X por pé (PXRD) do mondmero N-vinilcaprolactama (NVCL).

APENDICE C - ESPECTROSCOPIA NO INFRAVERMELHO (NVCL E PNVCL)

A Figura C1 apresenta os espectros de FTIR do mondémero N-vinilcaprolactama (NVCL) e do
polimero correspondente PNVCL, permitindo observar as principais alteragdes estruturais resultantes
da reacdo de polimerizagdo. No espectro do NVCL, destacam-se bandas na regido de ~1620 cm™,
atribuidas a ligacdo dupla C=C vinilica, além de uma banda intensa proxima de 1680 cm™,
correspondente ao estiramento do grupo carbonila (C=0) da lactama. Também sdo observadas bandas
associadas as ligagdes C—H de estiramento na regido entre 2800-3000 cm ™. Apos a polimerizagdo, no
espectro do PNVCL, observa-se a atenuacdo da banda em ~1620 cm™', indicando o consumo da
insaturacao vinilica, enquanto a banda do grupo carbonila (C=0) permanece visivel, refletindo a

preservacao do anel lactamico durante a formagao do polimero.
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Figura C1 Espectros de FTIR do monémero NVCL (vermelho) e do polimero PNVCL (preto).

APENDICE D - PERFIL DE LIBERACAO DA CURCUMINA LIVRE

A Figura D1 apresenta o perfil de liberacdo da curcumina livre (ndo encapsulada) em meio
aquoso, monitorado ao longo de 72 horas nas temperaturas de 25 °C e 40 °C. Observa-se uma liberacao
rapida e quase completa nas primeiras 2 horas, independentemente da temperatura, atingindo valores
proximos de 100% em ambas as condigdes. A partir desse ponto, a curva mantém-se estavel, indicando
que a curcumina se encontra totalmente dissolvida no meio.A auséncia de variacdo significativa entre
os perfis a 25°C e 40°C evidencia que a curcumina livre ndo apresenta comportamento

termorresponsivo.
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Figura D1 Perfil de liberagdo da curcumina livre (ndo encapsulada) em meios aquosos a 25 °C e 40 °C,
ao longo de 72 horas.

APENDICE E — ANALISE DA FIBROINA DE SEDA POR SDS-PAGE

SF (mg/ml)
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Figura E1. Analise eletroforética da fibroina de seda por SDS-PAGE. O perfil proteico obtido
demonstra a presenca de bandas caracteristicas na faixa de aproximadamente 26 kDa, atribuidas a
cadeia leve da fibroina, e uma regido difusa de alta massa molecular correspondente a cadeia pesada e
possiveis agregados proteicos. A eletroforese foi realizada em gel de poliacrilamida com marcador de

peso molecular padrdo (a esquerda).

APENDICE F — SISTEMA HIBRIDO SF-PNVCLa2

O sistema hibrido SF-PNVCL(a2) foi obtido a partir da mesma metodologia (A) empregada
anteriormente, com a diferenca de que utilizou-se o0 CTA2, um agente de transferéncia de cadeia nao
comercial,sintetizado em laboratorio. Esse agente foi incorporado a estrutura da fibroina por meio de
uma reagdo de esterificagdo com os grupos hidroxila presentes em sua superficie, originando um
macroagente de transferéncia de cadeia (MCTA). A partir dessa superficie funcionalizada, foi

realizada a polimerizagdo controlada do mondémero NVCL.
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Figura F1. Espectros de FTIR das amostras de PNVCL, (SF) e do sistema hibrido SF-PNVCLx2
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Figura F2. Curva termogravimétrica (TGA) sistema hibrido SF-PNVCLao.
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Figura F3. Curvas de TGA (azul) e DTG (preto) do sistema hibrido SF-PNVCLao.
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Figura F4. Curvas termogravimétricas (TGA) PNVCL , SF e do sistema hibrido SF-PNVCL,..
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Figura FS. Difratogramas de raios X (PXRD) das amostras de fibroina de seda (SF), PNVCL e do
sistema hibrido SF-PNVCLao.
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Figura F6. Transicdo de fase do sistema hibrido SF-PNVCLA2 em meio aquoso a 5 mg/mL. (A)

Solugdo a temperatura ambiente (~25 °C), (B) Solu¢do ap6s aquecimento acima de 40 °C.
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Figura F7. Distribui¢do do tamanho hidrodindmico das nanoparticulas do hibrido SF-PNVCLa>
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Tabela F1 Tamanho hidrodinamico, potencial zeta, PDI para (SF) , SF-PNVCL 4>, SF + PNVCL e
PNVCL e parametros de encapsulamento da curcumina no sistema hibrido SF-PNVCL a»

Amostra Tamanho PDI Potencial Zeta EE% CC%
hidrodindmico médio (nm) (mV)

SF 83,16 0,198 -39,48 - -
SF-PNVCLAa» 209,86 0,288 -20,83 44,27 4,02
SF + PNVCL - - -35,00 - -

PNVCL - - -44,23 - -
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Figura F8. Avaliacdo da termorresponsividade do sistema hibrido SF-PNVCL.. por Dispersao

Dinamica de Luz (DLS).
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Figura F9. Perfil de liberagdo da curcumina a partir do sistema hibrido SF-PNVCLa2 , 25 °C e 40 °C.
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Figura F10. Curvas de ajuste dos modelos matematicos Weibull (A, B), Korsmeyer—Peppas (C, D) e
Gompertz (E, F) para os dados de libera¢dao da curcumina pelo sistema SF-PNVCLa>—Cur.
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APENDICE G - SISTEMA HIBRIDO SF-PNVCL 1
Nesta se¢do, sao apresentados os resultados obtidos para o sistema hibrido SF-PNVCLs,
desenvolvido a partir da ativacdo do agente de transferéncia de cadeia CTA: com pentafluorofenol

(PFP).
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Figura G1. Espectros de FTIR das amostras de fibroina de seda (SF), do polimero PNVCL e do
sistema hibrido SF-PNVCLg;.
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Figura G4. Comparacido das curvas de TGA de SF-PNVCLgj, fibroina (SF) e PNVCL
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Figura GS. Difratogramas de raios X das amostras de fibroina de seda (SF), PNVCL e do sistema

hibrido SF-PNVCLg;
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Figura G6. Analise visual do sistema hibrido SF-PNVCL g1 a 5 mg/mL em duas condi¢Ges de

temperatura, evidenciando seu comportamento termorresponsivo. (A) Solugdo a temperatura ambiente

(~25°C), (B) Solugdo a acima de 40 °C.
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Figura G7. Distribui¢ao de tamanho hidrodindmico das nanoparticulas SF-PNVCLg;
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Tabela G1 Tamanho hidrodinamico, potencial zeta, PDI para (SF), SF-PNVCL g1, SF + PNVCL ¢
PNVCL e parametros de encapsulamento da curcumina no sistema hibrido SF-PNVCLg;

Amostra Tamanho PDI Potencial Zeta EE% CC%
hidrodindmico médio (nm) (mV)

SF 83,16 0,198 -39.,48 - -
SF-PNVCLg; 178,84 0,191 -9,28 45,95 4,01
SF +PNVCL - - -35,00 - -

PNVCL - - -44.23 - -

3 500inm

Figura G8. Micrografias de TEM das nanoparticulas do sistema hibrido SF-PNVCLg:.
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Figura G9. Perfil termorresponsivo do sistema hibrido SF-PNVCLg;
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Figura G10. Perfil de liberacao da curcumina a partir do sistema hibrido SF-PNVCLg;
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