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CAPITULO 1: INTRODUCCION

1.1 FORMULACION DEL PROBLEMA:

Evaluando las diferentes aplicaciones que se da a las dos proteinas formadoras
del capullo del gusano de seda Bombyx mori, el presente estudio se enfoca en el
aislamiento de sericina para preparacion de cosmeéticos y de fibroina como soporte de

crecimiento celular.

Basandose en los avances que se han producido en la ultima década con la
aplicacion de herramientas de biologia molecular y celular, permitiendo el desarrollado
de nuevos conceptos terapéuticos en biomedicina, los cuales abren nuevos campos

como son: la Medicina Regenerativa y la Ingenieria de Tejidos (Cenis, 2009).

La aplicacién de la seda como biomaterial, a traves de su uso en suturas
quirurgicas, fue temprana y data del siglo XIII. Sin embargo, los nuevos conocimientos
adquiridos sobre las propiedades y estructura de la seda, han permitido su uso a nuevas
aplicaciones, ya sea en la industria cosmetologica o en la industria biomédica (Altman.,
2003).

La industria Biomédica y la Medicina Regenerativa se basan en el
conocimiento detallado de la biologia y manejo de las células madres, basandose en la
posibilidad real de aislar células troncales (stem cells), desarrollarlas en soportes
(scaffolds) adecuados y favorecer su diferenciacion a diversos tejidos mediante la
accion de factores de crecimiento celular especificos (Cenis., 2009). La regeneracion de
tejidos se ha convertido en un gran desafio en muchas enfermedades como lesiones

traumaticas o reconstructiva (Hench LL.,1998).



En lo que tiene que ver con la Industria Cosmetoldgica, los microorganismo
que afectan la piel de las personas especialmente sus rostros han sufrido variaciones en
cuanto a su resistencia, como es el ejemplo de Propionibacterium acnes que en la
ultima década ha tenido un aumento significativo en la resistencia a antimicrobianos de
primera linea para el tratamiento del acné (Gulbelin W., 2006), asi como también se ha
observado notables variaciones de Malassezia furfur, agente etiologico de la pitiriasis
versicolor, en la sensibilidad antifungica (Giusiano G.,2004).



1.2 JUSTIFICACION DEL PROBLEMA:

Aprovechando las propiedades de la seda de Bombyx mori, esta investigacion
pretende aumentar el rendimiento de las células en soportes de crecimiento celular
adicionados con fibroina, asi como también determinar la actividad antibacterial y
antifingica de la proteina sericina, frente a Propionibacterium acnes y Malassezia
furfur respectivamente, microorganismos responsables de enfermedades cutaneas en el

hombre.

La seda, es segregada por las glandulas sericigenas del gusano de seda
(Bombyx mori), que la utiliza para elaborar el capullo, una estructura cerrada de
proteccion en la que realiza la metamorfosis de larva a adulto. Consta de dos proteinas,
una de ellas es la fibroina, que es una proteina polimérica y lineal, que alterna dominios
amorfos y otros de lamina B. La otra proteina es la sericina, hidrosoluble y de estructura

globular, que mantiene unidos los filamentos de fibroina (Cenis.,2009)

Las fibras de seda de B. mori han sido los principales materiales utilizados en
aplicaciones biomédicas fundamentalmente como suturas. Durante décadas de uso, las
fibras de seda han demostrado ser eficaces en muchas aplicaciones clinicas, como en el
campo de la regeneracion de hueso, cartilago y ligamentos. En este sentido, una
aplicaciobn muy interesante es la reconstruccion de ligamento cruzado de la rodilla
(Cenis., 2009 & Altman et al., 2003).

El capullo de seda de B. mori contiene dos proteinas fibroina, y sericina. La
fibroina se usa en la elaboracion de armazones para crecimiento y diferenciacion
celular, estas aplicaciones son relativamente recientes alrededor de una década, por lo
gue aun no se ha aprovechado todo su potencial. La fibroina de la seda ofrece una gran

versatilidad en todas sus presentaciones, propiedades como, resistencia mecanica,



biocompatibilidad y reactividad quimica en su superficie que permite la adhesion de
todo tipo de moléculas bioactivas. Todo ello lo convierte en un sustrato casi ideal para

el crecimiento y diferenciacion de células humanas (Cenis., 2009).

Por otro lado la sericina es una proteina que trabaja sobre la superficie de la
piel humana, formando una capa protectora para mantener y promover la retencion de la
humedad en la epidermis por largas horas, provocando que la textura mejore y que las
arrugas prematuras se suavicen haciéndose menos evidentes (Zhaorigetsu, 2009).
Ademas tiene alta actividad antibacterial, antioxidante y antimicédtica, esto ayuda a
inhibir el crecimiento de microorganismos productores de numerosas enfermedades que

afectan hoy en dia la piel de las personas (Sarovart et al., 2003).



1.3 OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION

1.3.1 Objetivo General

Utilizar las proteinas de la seda de Bombyx mori en la preparacién de cosméticos

y soportes para el crecimiento celular.

1.3.2

Objetivos Especificos

Aislar las proteinas Sericina y Fibroina del capullo del gusano de seda B. mori.
Identificar las proteina obtenidas a partir del capullo del gusano de seda B. mori
Preparar un soporte de crecimiento celular a partir de la proteina Fibroina.
Evaluar el soporte de crecimiento celular desarrollado a partir de la proteina
Fibroina.

Extraer la cera y acidos grasos del capullo del gusano de seda B. mori
Determinar el tipo de &cidos grasos que se encuentran en el capullo del gusano

de seda B. mori

Establecer el proceso de fabricacion de la crema cosmética en base a la proteina

Sericina

Evaluar el efecto téxico, antibacterial, antimicético y la capacidad antioxidante

de la proteina Sericina, como sustancia pura y como constituyente de una crema.



1.4 MARCO TEORICO

1.4.1 Antecedentes

Durante siglos, tanto hombres como mujeres, tuvieron un gran aprecio por el
traje de seda, principalmente por su calidad (Cenis., 2009). La Seda es una proteina
fibrosa, producida por una variedad de especies, incluyendo gusanos de seda (Bombyx
mori.) y arafia (Vollrath.,1999). La seda tiene una amplia gama de funciones,
incluyendo a los capullos que sirven para proteger los huevos o larvas, a las fibras
como soporte de las redes de las arafias que permiten la captura de insectos, dichas

fibras son capaces de soportar altos impactos (Wang et al.,2006 ).

Las sedas producidas por el gusano de seda y la arafia son sedas que mas se
han investigado, debido a su disponibilidad ya sea en la industria textil y en el uso de

la historia médica (Kearns et al.,2008)

La seda obtenida del Gusano de seda (Bombyx mori.), es segregada por las
glandulas sericigenas, que la utiliza para elaborar su capullo, una estructura cerrada de
proteccion en la que realiza la metamorfosis de larva a adulto (Cenis., 2009). Este
consta de dos proteinas: la fibroina que se a propuesto como material de implante y
como material de andamiaje capaz de promover los procesos de regeneracion de los
tejidos (Altman et al., 2003) y la sericina como material protector de la piel el mismo
gue mantiene y promueve la retencion de la humedad en la epidermis (Zhaorigetsu.,
2009). Teniendo ademas una alta actividad antibacteriana, antioxidante y antimicética,
esto significa que la sericina puede detener la reaccion de oxidacion de los radicales
libres e inhibir el crecimiento de microorganismos productores de numerosas

enfermedades (Sarovart et al., 2003).



1.4.2 Historiay Beneficios del gusano de seda Bombyx mori:

El gusano de seda Bombyx mori ha sido domesticado para la produccion de
seda hace 5.000 afios a partir del gusano de seda salvaje Bombyx mandarina. Como es
el Unico insecto verdaderamente doméstico, es completamente dependiente de los seres
humanos para su sobrevivencia y reproduccion. En la antigliedad, fue un producto muy
apreciado, siendo considerada “la Fibra de los Dioses”. En la Edad Media, su
produccion se extendié a Europa y mas tarde, al resto del mundo (Casadio & Pescio.,
2004) .

En la actualidad, es uno de los insectos econdémicamente mas importantes en
muchos paises en desarrollo, debido a su cultivo a gran escala para la produccién de
seda (Michihiko, 2009). EI volumen mundial comerciado es de 70.000 ton,
representando el 1% del total de fibras textiles. El principal pais productor es China. En
Latinoamérica Brasil posee la mayor produccion, siendo el tercer productor mundial
con 6.000 ton / afio (Casadio & Pescio.,2004).

Bombyx mori es el organismo modelo para Lepiddpteros, el segundo grupo
méas grande de insectos, que incluye las plagas agricolas mas destructivas. Con el
desarrollo de la biotecnologia, B. Mori ha llegado a
utilizarse como un biorreactor de gran importancia para la produccion de proteina

recombinantes (Tamura., 2000).



Figura 1.1 Gusano de Seda Bombyx mori

La informacion sobre el gusano de seda no sélo tiene un fuerte impacto en la
mejora de la sericultura, ya que también facilita el desarrollo de nuevos métodos de

control contra plagas ( Michihiko, 2009).

1.4.3 Ciclo de vida de Gusano de Seda Bombyx mori

El Gusano de Seda Bombyx mori, se caracteriza por poseer el cuerpo cubierto
por una cuticula no flexible, por esta razén, para poder aumentar su tamafio necesitan
cambiar (mudar) la “piel”; este proceso, denominado muda, ocurre en esta especie 4
veces durante su vida juvenil interrumpiéndose al llegar al estado adulto (Casadio &
Pescio.,2004).

Como todos los Lepiddpteros, tienen su ciclo de vida dividido en las siguientes

etapas principalmente:
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Figura 1.2 Ciclo de Vida Gusano de Seda Bombix mori (Casadio & Pescio.,2004)

Huevo: Representa el periodo de descanso o latencia; pueden ser mantenidos a una
temperatura entre 5y 8 °C por 6 u 8 meses. Da origen a la larva que apenas nacida tiene un
aspecto poco agradable: es peluda y de un color muy oscuro, caracteristica que
comunmente pierde en los 2 primeros dias de vida por efecto de la alimentacion (Casadio &
Pescio.,2004).

Larva: Despues de 15 dias a una temperatura de 24 o 25°C se produce la eclosion de los
huevos. En el nacimiento, la larva o gusanito posee una longitud de 2 mmy al cabo de 4 6 5
semanas y para completar su ciclo debe sufrir numerosas modificaciones de la que interesa

es el peso, después de pasar por los 5 estadios, llega a medir 8 cm de longitud. Una vez



llegada la ultima fase de la quinto estadio larvario, busca un lugar seco y apropiado para
tejer el capullo (Casadio & Pescio.,2004).

Encapullado: o crisélida, es una fase de aparente inactividad pero con una intensa
actividad metabdlica que ocurre dentro del capullo confeccionado por la larva durante 4
dias. Lugar donde permanece durante 12 a 14 dias, tiempo en el que se originaran los

cambios metamorficos que llevaran a transformarle en mariposa (Casadio & Pescio.,2004).

Adulto: La crisalida da origen a la mariposa que representa la fase "perfecta”. Poco
después del nacimiento, machos y hembras se aparean durante varias horas, luego de lo
cual las hembras depositan los huevos. Ambos sexos no se alimentan y mueren en pocos
dias. Luego del acoplamiento y con la deposicion de los huevos, se da la continuidad del

ciclo bioldgico del insecto (Casadio & Pescio.,2004).

1.4.4 Cualidades y Estructura de la Seda:

La seda, segregada por el gusano de seda (Bombyx mori), es utilizada para
elaborar su capullo, ha demostrado ser eficaz como biomaterial. Dicho capullo produce
un delicado hilo de seda de doble envolvente, que puede llegar a medir hasta 1.500
metros, constituida de 2 proteinas, fibroina que forma la capa interna y la sericina la

cobertura externa del hilo (Rigono et al., 2005).

Figura 1.3 Capullo del Gusano de Seda Bombyx mori



Estas 2 proteinas contienen 18 aminoacidos como la glicina, alanina y la serina
en diferentes cantidades (Altman et al., 2003).

La fibroina, es una proteina polimérica y lineal, que alterna dominios amorfos
y otros de lamina beta. Constituye el 70% del peso del capullo. La sericina, es una
proteina hidrosoluble de estructura globular, que mantiene unidos los filamentos de
fibroina. La sericina es normalmente desechada en el proceso textil, aunque tiene

diversas aplicaciones en medicina y cosmética (Cenis, 2009).
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Figura 1.4 Componentes estructurales de la Seda (Sobajo et al.,2008)

1.4.5 Fibroina:

1.45.1 Estructura de la fibroina

La fibroina es una molécula gigante de 325 kDa, que comprende una porcion
cristalina alrededor de 2/3 y una region amorfa alrededor de 1/3. La porcion cristalina
contiene repetidos aminoacidos (-Gly-Ala-Ala-Gly-Gly-Ser-) a lo largo de su secuencia,
formando un hoja-p antiparalela que conduce a la estabilidad y propiedades mecanicas
de la fibra (Kim et al., 2 005).

Generalmente, las principales estructuras secundarias de la fibroina son ovillo
aleatorio, el tipo amorfo y el tipo hoja-p antiparalelas, que se forma a través de enlaces
de hidrogeno entre las cadenas peptidicas adyacentes (Tsuboi et al., 2001). La fibroina

se caracteriza como un bloque natural de copolimeros compuesto de bloques hidréfobos



con cadenas cortas de aminoécidos como la glicina y alanina y bloques hidrofilicos con
cadenas largas de aminoacidos, asi como aminoacidos cargados (Bini et al., 2004)

1.4.5.2 Presentaciones y cualidades de la fibroina

Mediante la combinacion con otros polimeros naturales o sintéticos, como la
celulosa (Freddi et al., 1995) o quitosano (Chen et al., 1997), la fibroina puede ser
transformada en peliculas o fibras de seda para una serie de aplicaciones en la
ingenieria de tejidos 6seos, tejidos como los huesos y ligamentos y tejidos como la piel
(Tie-lian et al., 2010)

De acuerdo a las cualidades que presenta la fibroina, esta puede elaborarse en
diferentes configuraciones, segin las necesidades: geles, peliculas, matrices porosas
3D, microfibras y microesferas. Su superficie presenta grupos carboxilo terminal a los
que se pueden unir de forma covalente péptidos tales como, hormonas y factores de
crecimiento, tales como la BMP-2 (proteina morfogenética del hueso 2). Estas proteinas
favorecen de forma muy significativa tanto la adhesién como el desarrollo de los
cultivos celulares implantados sobre la matriz (Sofia, 2001).

Figura 1.5 Cilindro sélido de matriz porosa tridimensional de Fibroina (Cenis.,2009)

El biomaterial andamio o matriz juega un papel clave en la transduccion de

sefiales ambientales a las células sembradas en él, en calidad, en esencia, como un



traductor entre el medio ambiente local y el tejido en desarrollo (Altman et al., 2003).
El andamio debe ser esencialmente disefiado imitando la estructura y la funcién de los
medios, que proporcionan soporte mecanico y regulan la actividad celular (Min et al.,
2004). Ademés debe ayudar a la adhesion celular y la migracién, asi como la

diferenciacion celular (Jin et al., 2004).

La fibroina ofrece versatilidad como biomaterial (andamio o matriz) de disefio
para su uso en la regeneracion de tejido de hueso, cartilago, vasos sanguineos,
ligamentos y tendones, en el rendimiento mecénico y las interacciones bioldgicas son

los principales factores para el éxito (Min et al.,2004)

1.4.5.3 Aplicaciones de la fibroina

La fibroina, como proteina de naturaleza fibrosa tiene una amplia gama de
estructuras moleculares, notables propiedades mecanicas, morfologia controlable,
capacidad de procesamiento versatil y opciones de modificacion de superficie, se ha
convertido en un prometedor biomaterial polimérico para ingenieria de tejidos (Altman
et al., 2003; Wang et al., 2006).

Aplicacion en medicina como biomaterial

La fibroina presenta caracteristicas que la hacen muy interesante como
biomaterial: es un material de naturaleza proteica, altamente biocompatible. No se
verifica rechazo ni respuesta inflamatoria en los tejidos donde se injerta. El rechazo
ocasional que se ha reportado con algunas suturas, se atribuye a la contaminacion de la
fibroina con sericina (Wang et al., 2006). Presenta una gran resistencia mecanica a
traccion, junto a una gran flexibilidad. Es biodegradable, pero a un ritmo mas lento que
en otros biomateriales organicos, lo que permite una mejor consolidacion de los tejidos.
En 2 afios se reabsorbe totalmente y no se encuentran rastros de la misma en los tejidos
(Altman et al., 2003).



Por otra parte, las peliculas, fibras y geles de fibroina, han sido investigados
con diferentes tipos de células incluyendo fibroblastos, células epiteliales, células
endoteliales, células gliales, queratinocitos, hepatocitos, osteoblastos y células
estromales de la médula, dando resultados prometedores al uso de fibroina como un

implante como biomaterial (Unger et al., 2004).

1.4.6 Sericina

1.4.6.1 Estructuray Funcién de la Sericina

La sericina es un tipo de proteina globular soluble en agua que representa a
una familia de proteinas cuya masa molecular oscila entre 10 y 310 kDa (Wei et
al.,2005).

La sericina consta de 18 clases de aminoacidos, la mayoria de ellos con
fuertes grupos laterales polares como el hidroxilo, carboxilo y al grupo amino (Wei et
al., 2005). Los grupos hidroxilo fuertemente polares, posiblemente estan relacionados

con las propiedades fisico-quimicas de la sericina (Masahiro et al., 2000).

Ademas, la sericina contiene un 70 % de aminoacidos hidrofilicos de los 18
tipos de aminoacidos, lo que podria dar a la proteina una buena solubilidad y capacidad

de absorber agua (J in-Hong et al., 2006).

La sericina es especialmente rica en el acido aspartico (~19%), asi como la
serina (~27%) (Jae et al., 2003). La composicién de aminoacidos de la sericina se da en

la siguiente tabla:

Tabla 1.1 Composicion de Aminoécidos de la sericina (Jin-Hong et al., 2006)



Aminoécidos g Porcentaje
aminoacidos/100g  de

proteina aminoacidos
totales (%0)?

Ser 20.21 27.3
Asp 13.93 18.8
Gly 791 10.7
Thr 5.57 7.5
Glu 5.29 7.2
Arg 3.64 4.9
Tyr 3.41 4.6
Ala 3.17 43
Val 2.82 38
Lys 1.54 2.1
His 1.27 1.7
Leu 1.25 1.7
Phe 1.17 1.6
lle 0.94 1.3
Pro 0-90 1.2
Met 0.36 0.5
Cys 0.24 0.3
Trp 0.32 0.4
Total 73.94

Hidrofilico 51.69 70%
Hidrofébico  21.93 30%
Aromaéticos 4.90 6.6%

La sericina contribuye cerca de 20 a 30% del peso total de capullo. Su
principal funcion consiste en envolver a la fibroina. En presencia de sericina las fibras
son duras, formando un ovillo aleatorio amorfo y en menor medida, organizado en

una estructura hoja-p (Voegeli et al., 1993).

1.4.6.2 Formas de la sericina

La sericina se puede clasificar en 3 fracciones en funcién de su solubilidad,
como sericina A, sericina B y sericina C. La sericina A es la capa mas externa e
insoluble en agua caliente. Contiene alrededor de 17,2% de nitr6geno y aminoéacidos
como; serina, treonina,glicina y acido aspartico. La sericina B es la capa media y por
hidrolisis acida produce aminoacidos de sericina A, ademas de triptofano. Contiene
16,8% de nitrogeno. La sericina C es la capa mas interna, que esta adyacente a la
fibroina y es insoluble en agua caliente y puede ser removido de la fibroina por el

tratamiento de dilucion con agua caliente con acidos o bases. Por hidrolisis acida, los



rendimientos de prolina, ademéas de los amino&cidos de sericina B. También contiene
azufre y un 16,6% de nitr6geno (Padamwar &Pawar.,2004; Sprange 1975). La sericina
se ha dividido en varias especies basado en la solubilidad relativa, diversas fracciones
de sericina también son designados en funcion de su comportamiento de disolucion
como una sericina A y B, o sericina I, II, Il y IV, o S1, S2, S3, S4, S5 y como
modificaciones a, B y vy (Voegeli et al., 1993). La principal conformacién molecular de
sericina es un ovillo aleatorio facilmente soluble, mientras que la hoja-B es una
estructura mas dificil de disolver. La absorcién de humedad hace de la estructura
molecular una agregacion méas densa y con formas cristalinas, con una solubilidad
reducida (Padamwar &Pawar., 2004).

1.4.6.3 Propiedades de la sericina

Propiedad de Gelificacion

La sericina contiene una estructura de ovillo aleatorio y hoja-p. La estructura
de ovillo aleatorio es soluble en agua caliente y con la temperatura la estructura de
ovillo aleatorio disminuye y se convierte en estructura de hoja-B, lo que resulta en la
formacion de gel (Zhu et al., 1998).

Transicion Solido-Gel

La sericina tiene la propiedad de transicion de solido a gel, ya que se disuelve

facilmente en agua a 50-60 ° C y una vez mas vuelve a gel en frio (Zhu et al.,1996).
pH isoeléctrico

Como hay mas acido que residuos de aminoacidos basicos el punto isoeléctrico

de sericina es de aproximadamente 4,0 (Voegeli et al., 1993 ).
La solubilidad de la sericina

La solubilidad de la sericina en agua disminuye cuando las moléculas de

sericina se transforman de ovillo aleatorio a la estructura de hoja-f. La solubilidad de



sericina aumenta por la adicion de poliacrilato de sodio y disminuye por la adicién de
poliacrilamida, formaldehido o agentes terminados con resina (Arai et al., 1995).

1.4.6.4 Aplicaciones de la sericina

La sericina debido a su naturaleza proteica es susceptible a la accion de las
enzimas proteoliticas presente en el cuerpo y por lo tanto es digerible. Esta le da la
propiedad de ser un material biocompatible y biodegradable. Debido a algunas
propiedades adicionales como; capacidad gelificante, capacidad de retencién de
humedad y adherencia a la piel. Tiene amplias aplicaciones en medicina, farmacéuticos
y cosméticos (Padamwar & Pawar.,2004). Los materiales modificados con sericina y
compuestos de sericina son Uutiles como biomateriales degradables, materiales
biomédicos y polimeros para la formacion de articulos ya sea membranas organicas,
fibras y tejidos (Zhang.,2002). La sericina se aplica como antioxidante en el ambito de

los medicamentos, cosméticos, alimentos y aditivos alimentarios (Kato et al., 2005).

Aplicacion en medicina y farmaceutica

La sericina forma una emulsibn muy estable cuando se agitan con agua en
estado liquido inmiscible (lida.,1999). La proteina sericina también se utiliza como
pelicula para la alineacion horizontal de un liquido cristalino, para lograr una propiedad
Optica uniforme y para aumentar la estabilidad de los productos (Yasushi N.,1994).
Dandole la propiedad a la Sericina de biomaterial. Ademas la sericina sirve como
biomaterial para la elaboracion de lentes de contacto. Los polimeros del injerto se
preparan con metacrilato de metilo o estireno materiales que también son
biocompatibles (Kurioka., 1998).

La ingesta de alimentos que contengan sericina suprime el estrefiimiento y el
desarrollo de céncer de intestino y acelera la absorcion de minerales. En ratas, el

consumo de sericina eleva la absorcion aparente de zinc, hierro, magnesio y calcio por



41; 41; 21 y 17 % respectivamente. La suplementacion dietética de 4% de sericina
suprime el estrefiimiento inducido en ratas debido a su baja digestibilidad, junto con la

capacidad de retencion de agua (Sasaki et al., 2000).

Cuando se administra la sericina por via oral, provoca una disminucién en la
dosis dependiente en el desarrollo de focos cripticos aberrantes de colon. La incidencia
y el namero de tumores de colon son suprimidos por el consumo de sericina. Razén por

la cual se le da a la Sericina la actividad anti tumoral (Tomotake et al., 2000)

Aplicaciones cosméticas:

Ademas de los mencionados usos Farmacéuticos y Médicos a la Sericina se ha
utilizado como componente de Cosméticos. La sericina es una sustancia protectora
natural de la funcién barrera, de accion altamente hidratante, reparadora por
estimulacion de células precursoras de la sintesis de colageno y elastina. También
acondiciona y mejora el tacto y suavidad de la piel (Rigono et al., 2005).
Adicionalmente, se utiliza como un material de revestimiento de fibras naturales y
artificiales que pueden prevenir las lesiones abrasivas de la piel, el desarrollo de
erupciones cutaneas y antibacteriana de los productos tales como pafiales y apositos
(‘YYamada., 2002).

Figura 1.6 Hidrogel de sericina (Hidetoshi et al.,2005)

Kato et al. (1998) encontr6 que la Sericina puede reprimir la peroxidacion

lipidica, inhibir la actividad in vitro de la tirosinasa (oxidasa polifenol). Por lo cual la



Sericina es un valioso ingrediente para cosméticos, ya que puede inhibir la actividad de

la enzima tirosinasa la misma que se encarga de la biosintesis de melanina de la piel.

La solucion de la sericina hidrolizada controla la dermatitis (Yasuda et
al.,1998) Las cremas que contienen 0.001-30% w/w de sericina mejoran sus
propiedades de limpieza y disminuyen la irritacion de piel (Sakamoto & Yamakishi
.,2000). La Sericina en polvo en forma de talco hidrolizado, mica, titanio, 6xido de
hierro, y nylon se han utilizado para elaborar crema y delineadores de ojos (Yamada &
Yuri., 1998). Los cosméticos que contiene 0,02-20% de sericina previene el
agrietamiento, fragilidad de las ufias. Los shampoo para cabello que contiene 0,02 al
2% de sericina y 0,01 % de aceite de oliva, acidos grasos o sus sales muestran la
reduccion del dafio de la superficie del cabello por la unién de sericina al cabello.
Ademas el shampoo que contiene sericina y acido pelarogénico de pH inferior a 6 es
atil para el cuidado y limpieza del cabello (Zozaki et al.,2001).

1.4.6.5 Inhibicion de Microorganismos

La sericina se la utiliza como un biomaterial debido a sus propiedades
antibacterianas. Como menciona Sarovart et al., 2003, dicha proteina tiene un efecto
inhibitorio ante bacterias de tipo Micrococcus Yy capacidad antifungica ante hongos de

tipo Candida.

1.4.6.5.1 Antecedentes de Propionibacterium acnes

Propionibacterium acnes es un bacilo anaerobio, no mdvil, no esporulado
Gram-positivo, que se encuentra como parte de la flora saprofita cutanea (Bojar
&.Holland., 2004) cuyas lipasas hidrolizan los triglicéridos hasta acidos grasos libres y
glicerol, sustancias responsables de la reaccion inflamatoria que caracteriza a las

lesiones del acné (Leyden et al., 1998).



Figura 1.7 Lesiones de la piel producida por Propionibacterium acnes (Jappe., 2003)

El acné es una comun enfermedad de la piel, que afecta principalmente a los
adolescentes y jovenes adultos, en todo el mundo. Las secuelas cutaneas desfigurantes
que a veces acomparian a esta enfermedad pueden tener un importante impacto en la
salud psicoldgica de los jovenes (Jappe., 2003). El tratamiento del acné implica el uso
empirico de antimicrobianos. Sin embargo, en los estudios de los ultimos afios han
documentado el aumento en la prevalencia de resistencia a los antimicrobianos,
sobre todo a los macrdlidos, clindamicina y la tetraciclinas (Dreno et al., 2001).

1.4.6.5.2 Antecedentes de Malassezia furfur

Malassezia furfur es una levadura lipdfila parte de la biota cutdnea normal
humana y pueden ser aisladas desde diversas areas del cuerpo, principalmente de
aquellas ricas en glandulas sebaceas (Crespo & Delgado., 2002). Se conoce
fundamentalmente como el agente etiologico de la Pitiriasis versicolor (PV), aunque se
le ha asociado etiopatogénicamente en mayor o menor grado con otras afecciones
dermatoldgicas, dermatitis seborreica, pitiriasis capitis, foliculitis, papilomatosis
confluente y reticulada (sindrome de Gougerot-Carteaud), dermatitis atopica y psoriasis
(Gupta et al., 2004).



Figura 1.8 Pitiriasis versicolor producida por Malassezia furfur (Gupta et al., 2004)

Asi mismo se le ha involucrado en cuadros extracutaneos severos como
neumonias, sepsis asociadas a catéter en pacientes que reciben hiperalimentacion
parenteral con emulsiones lipidicas o peritonitis cuando han sido sometidos a dialisis

peritoneal ambulatoria continua (Sugita et al.,2002).

1.4.7 Biomateriales en base a la Seda

Los avances que se han producido en la Gltima década con la aplicacion de
herramientas de biologia molecular y celular han desarrollado nuevos conceptos
terapéuticos en biomedicina que han abierto nuevos campos como son la Medicina
Regenerativa y la Ingenieria de Tejidos. EI componente principal de la Medicina
Regenerativa es sin duda el conocimiento detallado de la biologia y manejo de las
células madres. Ello abre la posibilidad de producir tejidos humanos nuevos capaces de
reemplazar a tejidos lesionados, evitando el riesgo de rechazo del sistema inmune. Por
otro lado en la Ingenieria de tejidos su componente principal es conocido como
biomaterial en los que esas células han de crecer, diferenciarse e integrarse en los
lugares adecuados del organismo receptor. Dentro de estos biomateriales se encuentra la
seda que es un monofilamento (fibra) de proteina producida por las glandulas salivales

del gusano de seda Bombyx mori (Cenis, 2009).



La aplicacion de la seda como biomaterial, a través de su uso en suturas
quirargicas, fue temprana y data del siglo XIII. Sin embargo, los nuevos conocimientos
adquiridos sobre las propiedades y estructura de la seda, han abierto su uso a nuevas
aplicaciones, ya sea en la industria cosmetologica o en la industria biomédica
(Altman,et al., 2003).

Varios de estos tipos de biomateriales se producen en el mundo animal. El
capullo del gusano de seda, tela de arafa, lana de oveja y muchos moluscos son
conocidos ejemplos. En cada uno de estos casos se trata de hilar una estructura que esta
hecha de proteina, muy resistente a los agentes atmosféricos y mecanicamente
perfectos. Tan complejos que son inimitables, en muchos casos, por materiales
sintéticos. En el mundo de insectos, los lepidopteros son incansables fabricantes de
fibras sedosas. En el caso de la seda, los tejidos de filamentos son un ejemplo vivo de

co-extrusion, una maravilla de la ingenieria genética de la naturaleza (Inouye., 1998).



1.5 HIPOTESIS:

La proteina fibroina extraida del capullo del gusano de seda (Bombyx mori ) sirve
como material de implante y como material de andamiaje capaz de promover los procesos
de regeneracion de macrofagos peritoneales obtenidos de murinos o a partir de lineas

celulares 3T3.

La proteina sericina como material protector de la piel, no produce ningln efecto

toxico sobre Artemia salina.

La proteina sericina inhibe el crecimiento de la bacteria Propionibacterium acnes
causante del acnée y del hongo Malassezia furfur, agente etiologico de la pitiriasis

versicolor.

CAPITULO 2: MATERIALES Y METODOS

2.1 COLABORADORES:

Este estudio de investigacion se realizo bajo el proyecto "APLICACIONES
BIOMEDICAS DE LA SERICULTURA" a cargo del Dr. Angel Guevara MSc. PhD,
en convenio con el Instituto Italo Latino Americano (IILA) cuyo financiamiento es

otorgado por dicha institucion.

Se contd con el apoyo del Ing. Marcelo Patifio como Coordinador del Proyecto
de Sericultura en Ecuador. ESPE-IASAII, de la Dra. Giovanna Allara-Salice como
coordinadora de I1LA-Italia, y de la Ing. Sandra Soria como Referente del Ecuador para

la Red Latinoamericana de la Seda.



Ademas se contd con el apoyo del Laboratorio de Inmunologia del Colegio de
Ciencia de la Salud de la Universidad San Francisco a cargo del Dr. Manuel Baldedn
M.D. Ph.D. y con el apoyo técnico de Stephanie Santander.

Asi como también con la colaboracién de la Dssa. Antonella Motta de la
Universidad de Trento- Italia, como colaboradora cientifica y de la Dra. Blanca Naranjo
como coordinadora del estudio.

2.2 ZONA DE ESTUDIO:

Esta investigacion se realizé en el Centro de Biomedicina de la Universidad
Central del Ecuador en el laboratorio de Biologia Molecular y en el Laboratorio de
Inmunologia del Colegio de Ciencia de la Salud de la Universidad San Francisco de
Quito.

2.3 PERIODO DE TIEMPO DE INVESTIGACION:

La investigacion se realizé en un periodo de 10 meses, a partir de Noviembre
del 2009 a Septiembre del 2010.

2.4 DISENO:

El disefio establecido fue de bloques completamente al azar, con 3 ensayos de
4 a 6 repeticiones cada uno para cada prueba a realizar, tanto para la proteina Fibroina

como para la proteina sericina, utilizando varias concentraciones de cada proteina.



25 PROCEDIMIENTOS:
2.5.1 Aislamiento de Proteinas

2.5.1.1 Aislamiento de la proteina sericina

Para la extraccion de la proteina sericina se siguio la técnica propuesta por Fini
et al., (2004) para esto se tomaron los capullos del Gusano de seda Bombyx mori que
fueron otorgados por el Instituto Agropecuario Superior Andino Santo-Domingo de los
Tsachilas (IASA 11). Estos capullos fueron hervidos en Carbonato de Sodio (Na,COs)
(1g/L) (FLUKA) 1 hora por dos veces. La solucién obtenida fue transferida a una
membrana de celulosa con MWCO (Spectrumlabs) y sometida a dialisis por 24 horas.
Después de la didlisis la solucion fue concentrada, recubriendo toda la membrana con
azucar hasta que absorba todo el liquido, luego se lavo la membrana con agua estéril y

posteriormente fue esterilizada bajo luz UV y alicuotada.

2.5.1.2 Aislamiento de la proteina fibroina

Para la extraccion de la proteina se utiliz la técnica propuesta por Fini et al.,
(2004) para lo cual se tomaron los capullos del Gusano de seda Bombyx mori, los
mismos que fueron otorgados por el Instituto Agropecuario Superior Andino Santo-
Domingo de los Tsachilas (IASA 11). Estos capullos fueron hervidos en Carbonato de
Sodio (Na;CO3) (1g/L) (FLUKA) 1 hora por dos veces con el fin de eliminar la
sericina. La seda desgomada fue lavada con agua destilada varias veces. La solucién de
Fibroina fue disuelta en 9.3 M de Bromuro de litio (LiBr) (SIGMA) a 65 °C por 3
horas y luego filtrada para eliminar impurezas. Para remover el Bromuro de litio
(LiBr), la solucion de fibroina fue transferida a una membrana de celulosa con MWCO
(Spectrumlabs) y sometida a dialisis por 24 horas. Después de la dialisis la solucion fue
concentrada, recubriendo toda la membrana con carbohidratos hasta que absorba todo
el liquido, luego se lavo la membrana con agua estéril y posteriormente fue esterilizada

bajo luz UV y alicuotada.



Capullos hirviendo en

soluciones de extraccion Proceso de Didlisis Concentrado de Proteinas

Figura 2.1 Proceso de extraccién de proteinas

2.5.2 Cuantificacion de Proteinas Totales por el Método de Biuret

El procedimiento de cuantificacion de proteina totales fue efectuado siguiendo
la metodologia Reyes y Galvan (2004), el cual se basa en la formacion de un complejo
coloreado entre el i6n cobre (Cu**) del reactivo de Biuret y los grupos amino (NH") de
los enlaces peptidicos en medio basico de las proteinas. La intensidad de coloracién
azul es directamente proporcional a la cantidad de proteinas (enlaces peptidicos) y la
reaccion es bastante especifica, de manera que pocas sustancias interfieren. La
sensibilidad del método es muy baja y sélo se recomienda para la cuantificacion de

proteinas en preparados muy concentrados.

Se afiadio 1 mL del reactivo de Biuret Proti 2 (Wiener-Lab) a los tubos blanco,

estandar y muestras de proteinas preparadas como se indica en la Tabla 2.1



Figura 2.2 Cuantificacion de Proteinas Totales por el Método de Biuret
(Reaccion Colorimétrica)

Se dejé reposar a temperatura ambiente y luego se midi6 la absorbancia a una

longitud de onda méaxima de 546 nm frente al blanco. El color se establecio a los 10

minutos.
Tabla 2.1 Protocolo para cuantificacion de proteinas por Método Biuret
REACTIVOS
TUBOS H.0 Estandar (suero R. Biuret Proti 2
bovino)
Blanco 100 pl 0 1mL
Estandar 0 100 pl 1mL
Muestra
Muestra fibroina 100 pl 0 1mL
Muestra sericina 100 pl 0 1mL

Para la cuantificacion total de la cantidad de proteina, una vez medida la
absorbancia se us6 a siguiente formula para determinar la concentracion de las dos
proteinas (sericina y fibroina) en g/mL.

Abs.estandar "
Abs.muestra

Concentracion Proteica = 4.8

Donde: Abs.estdndar = absorbancia del tubo estandar
Abs.muestra= absorbancia de las muestras
4.8 = factor en g/dL




2.5.3 ldentificacion de Proteinas por SDS-PAGE

La identificacion de las proteinas se realizd mediante geles de poliacrilamida
en presencia de dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE) al 12% (Mejia.,et al.2004). Se
analizaron las muestras de las dos proteinas (fibroina y sericina), la corrida se realiz6 a
20 mA para el gel de apilamiento y luego se aument6 a 40 mA hasta verificar que las
muestras completaran el recorrido en el gel. Los geles se revelaron con azul de
Coomassie. Se establecié la formulacion de geles repitiendo varias veces la prueba
(ANEXO 1)

2.5.4 Prueba de Viabilidad Celular MTT

La prueba de viabilidad y crecimiento celular permite evaluar las respuestas
del cultivo celular ante factores de crecimiento, antibioticos o compuestos contra el
cancer. Mediante la medicién de la absorbancia a una longitud maxima de 570 nm en
un lector de ELISA (Ledon et al.,2007). El Kit de ensayo de proliferacion celular por
MTT permite un contaje simple y preciso de las células metabdlicamente activas,
basadndose en la reduccion metabolica del Bromuro de [3-(4,5-dimetiltizol — 2 -yl) -
2,5-difenilltetrazol (MTT) realizada por la enzima mitocondrial succinato-
deshidrogenasa convirtiéndose en un compuesto coloreado de color purpura (formazan)
permitiendo determinar la funcionalidad mitocondrial de las células tratadas. La
cantidad de células vivas es proporcional a la cantidad de cristales de formazan
producido (Bautista et al., 2000).



Figura 2.3 Prueba de viabilidad MTT (reaccion colorimétrica)

2.5.4.1 Cultivo de Células Endoteliales Humanas derivadas de la vena umbilical
(HUVEC)

Las HUVEC son células cosechadas a partir de cordones umbilicales humanos,
donde forman un revestimiento monocapa en el interior de la vena umbilical. Sus
caracteristicas fisioldgicas y morfoldgicas pueden ser fuertemente influenciadas por el
tratamiento y condiciones de cultivo (Unterluggauer., et all.2007) Esta linea se
mantiene en medio DMEM al 20% de suero fetal bovino con pases sucesivos.

Se sembraron células HUVEC (100 000 células/pocillo) (Laboratorio de
Inmunologia, Universidad San Francisco, Ecuador) en placas de 24 pocillos (CELL-
STAR) en medio RPMI 1640 (GIBCO) y en presencia de varias concentraciones de
Fibroina (0.03g/mL; 0.023 g/mL; 0.015 g/mL; 0.0075 g/mL), se incub6 a 37°C y 5%
Dioxido de Carbono (CO,) durante 24 horas. Para el ensayo MTT, a las células después
del periodo de incubacion se las afiadid 100 pL del reactivo MTT (TCI-América) y se
incubo a 37°C y 5% CO, durante 3 horas. Después de la incubacion, las células fueron
disueltas en una solucion Stock (50% isopropanol-10%SDS) (Ching-Hu.2004), Para
analizar lecturas de absorbancias a una longitud de onda maxima de 570 nm, se colocé
100 pL de las muestras en cada pocillo de una placa de 96, se tomo la lectura de

absorbancia en un espectrofotometro de Elisa (DYMEX MRx Revelation). Para el



control, se cultivaron células HUVEC en RPMI 1640 sin proteina durante 24 horas y

procesadas para la prueba de viabilidad celular.

2.5.4.2 Cultivo de la linea Celular Macré6fagos RAW 264.7 murino

Las células RAW 264,7 son una linea celular de macrofagos, obtenidas a partir
de la infeccion a ratones Balb/c por el virus causante de la leucemia Abelson (Hsueh
& Roach.,2003). Esta linea se mantiene en medio RPMI 1640 (GIBCO) suplementado
con 10% SFB y con pases sucesivos.

La linea celular RAW 264.7 fue sembrada (100 000 celulas/pocillo)
(Laboratorio de Inmunologia, Universidad San Francisco, Ecuador) en placas de 24
pocillos (CELL-STAR) en medio RPMI 1640 (GIBCO) y en presencia de varias
concentraciones de Fibroina (0.03g/mL; 0.023 g/mL; 0.015 g/mL; 0.0075 g/mL), se
incubd a 37°C y 5% Didxido de Carbono (CO;) durante 24 horas. Para el ensayo MTT,
a las células después del periodo de incubacion se las afiadié 100 pL del reactivo MTT
(TCI-América) y se incubo a 37°C y 5% CO; durante 3 horas. Después de la
incubacion, las celulas fueron disueltas en una solucién Stock (50% isopropanol-
10%SDS) (Ching-Hu.2004), Para realizar las lecturas de absorbancias a una longitud de
onda maxima de 570 nm se coloco 100 pL de las muestras en cada pocillo de una placa
de 96, se realizé las lecturas de absorbancia en un espectrofotometro de Elisa (DYMEX
MRx Revelation). Para el control, se cultivaron células RAW 264.7 en RPMI 1640

sin proteina durante 24 horas y procesadas para la prueba de viabilidad celular.

2.5.4.3 Cultivo de Macrofagos Peritoneales de raton

Los macrofagos son células importantes en el desarrollo de la inmunidad
innata y adaptativa. Cuando son activados ya sea por efecto de citoquinas pro-
inflamatorias o infecciones con microorganismos, liberan oxido nitrico (NO) y otros
intermediarios reactivos del oxigeno, responsables de su actividad citotoxica Yy

citostatica contra microorganismos infecciosos y células tumorales (Tamez et al., 2001).



2.5.4.3.1 Obtencion de Macréfagos Peritoneales de raton

Los ratones Balb/C fueron inyectados con 3mL de una solucion de tioglicolato
al 3% intraperitonealmente. 72 horas después los animales fueron sacrificados por
dislocacidn cervical y los macréfagos fueron recolectados por lavado peritoneal usando
7 mL de RPMI 1640 (GIBCO). Las células una vez aisladas fueron contadas en camara

Neubawer obteniéndose una concentracién de 2x10° macréfagos/mL (Lira., 1999)

Figura 2.4 Macrdéfagos peritoneales de raton en camara Neubawer (lente 40X)

2.5.4.3.2 Prueba de Viabilidad de Macrofagos peritoneales

Los macrofagos peritoneales de raton una vez aislados fueron sembrados (100
000 células/pocillo) en placas de 24 pocillos (CELL-STAR) en medio RPMI 1640
(GIBCO) y en presencia de varias concentraciones de fibroina (0.03g/mL; 0.023 g/mL;
0.015 g/mL; 0.0075 g/mL), se incubd a 37°C y 5% Dioxido de Carbono (CO;) durante
24 horas. Para el ensayo MTT, a las células después del periodo de incubacion se las
afiadio 100 pL del reactivo MTT (TCI-América) y se incubo a 37°C y 5% Didxido de
Carbono (CO;) durante 3 horas. Después de la incubacion, las células fueron disueltas
en una solucién Stock (50% isopropanol-10%SDS) (Ching-Hu.2004), Para tomar
lecturas de absorbancias a una longitud de onda méaxima de 570 nm se coloc6 100 pL
de las muestras en cada pocillo de una placa de 96, se leyo las absorbancia en un

espectrofotometro de Elisa (DYMEX/ MRx Revelation). Para el control, se cultivaron



células RAW 264.7 en RPMI 1640 sin proteina durante 24 horas y procesadas para

la prueba de viabilidad celular.

2.5.5 Extraccion en Soxhlet de Acidos Grasos con Hexano del capullo del Gusano de
Seda

El método seleccionado para la extraccion de grasas fue la extraccion soxhlet,
debido a su alto porcentaje de recuperacion. Este método se basa en la solubilizacion
de grasas en un equipo Soxhlet empleando hexano como disolvente. Se pesaron 20 g de
capullos, previamente cortados. Se transfirié la muestra al cartucho de extraccion y se
coloco en la camara de extraccion del equipo Sohxlet. Se realizd extracciones a
temperatura de ebullicion por 3 horas, utilizando hexano como solvente. Culminado el
tiempo de extraccion, se concentrd el hexano y se peso el residuo que ha quedado en el
recipiente (Romero & Vargas.2005).

Figura 2.5 Grasa en bal6n de equipo Soxhlet

2.5.6 Identificacion de Acidos Grasos por Cromatografia en Capa fina

La grasa extraida del capullo de B.mori fue analizada por cromatografia en
capa fina sobre gel de silice de 0.25 mm de espesor (Merck). El desarrollo se realizé en
camara con atmdésfera saturada, como eluyente se uso una la mezcla de n-Butanol: acido
acetico-glacial: agua (60:15:25). Para la aplicacion de la muestra, la grasa obtenida se

diluy6 en Hexano y se aplico en diferentes puntos sobre la placa cromatogréafica, se



dejé correr el cromatograma por 1 hora 'y 40 minutos. Para el revelado de la placa se
utilizé vapores de yodo. (Sciancalepore & Dorbessan., 2000)

Figura 2.6 Cromatografia Capa Fina

Los componentes presentes se identificaron mediante comparacion de sus Rf
"Factor de Retencion' y se compar6 con Rf de la bibliografia y representa la relacion
entre la distancia recorrida por la sustancia y la recorrida por el frente del eluyente o
disolvente (Fernandez, 2009) Para determinar el Rf se aplica la siguiente férmula:

2 distancia recorrida por el compuesto desde el origen

Distancia desde el ovigen al frente del disolvente

2.5.7 Evaluacion de la Capacidad Antioxidante equivalente a vitamina C (CEAC) de

la proteina sericina por el Método ABTS ™ (acido 2,2 azinobis-(3-
etilbenztiazolina)-6-sulfonico)

Para determinar la capacidad antioxidante de la proteina sericina se empled el
método espectofométrico ABTS™ (manual GIBEX) con algunas modificaciones en la
metodologia. El radical ABTS™ se formo tras la reaccion de ABTS (7mg/mL) con

persulfato potasico incubados a temperatura ambiente y en oscuridad durante 16 horas.



Se utiliz6 una placa de 96 pocillos, se usé en la primera columna para la curva
de calibracion vitamina C (CEAC en un pumolVit. C/muestra) control positivo, en donde
se coloco 90pL del reactivo ABTS™ en cada pocillo desde el Al hasta H1, en el pocillo
Al se afiadié 10uL de Vitamina C 1mM vy se realizd diluciones sucesivas hasta obtener
una concentracion de Vitamina C de 8,6uM. El resto de pocillos desde la columna 3
hasta la 9, se colocé 90uL del reactivo ABTS™ y se afiadi6 10 puL de proteina de
diferentes concentraciones (0.03g/mL; 0.023 g/mL; 0.015 g/mL; 0.0075 g/mL; 0.006
g/mL; 0.0045 g/mL; 0.003 g/mL ) Luego de 30 minutos se tomaron lecturas de
absorbancia a una longitud de onda maxima de 630 nm en espectrofotometro de Elisa
(DYMEX/ MRx Revelation) (Gonzalez et al., 2001), como se indica en la figura 2.7
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Figura 2.7 Formato de distribucién para actividad antioxidante

Con los datos obtenidos se preparo la ecuacion de CEAC por regresion lineal

de la curva de calibracion.

La ecuacion de la regresion lineal utilizada fue:

y=ax+Db



Donde: y = AbS 630nm

X= concentracion de Vitamina C

Despejando x:

ceEaC = VP
a

2.5.8 Ensayo de Toxicidad general de la proteina Sericina contra Artemia salina

2.5.8.1 Cultivo de Artemia Salina

A una camara de crecimiento se la dividio en dos secciones por un tabique del
mismo material con pequefios agujeros, la mitad del recipiente se oscurece con papel
negro en su exterior. Se agrego, en la parte oscura del recipiente, 0,1g de huevos de
Artemia salina por cada litro de solucion salina, la solucién salina se preparo
disolviendo 38g de sal marina o sal en grano en 1L de agua potable comercial, el uso
de agua comercial en lugar de agua destilada se debe al bajo nivel de DO en el agua
destilada, este procedimiento el suministro de aire a través de bombas. A las 48 horas a
temperatura ambiente e iluminacion constante las larvas de Artemia salina son tomadas
para someterlas a las diferentes concentraciones de la proteina. (Osorio &
Martinez,2009)
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Figura 2.8 Camara de incubacion de Artemia Salina

2.5.8.2 Prueba de Toxicidad

Luego de la incubacion de A. salina se succiond con una pipeta pasteur las
larvas que habia eclosionado y se transfirieron a una placa de 24 pocillos, entre 10 a 15
larvas en aproximadamente 1 mL. Se prepararon diluciones de la proteina Sericina
(0.03g/mL; 0.023 g/mL; 0.015 g/mL; 0.0075 g/mL) en agua de mar, luego se las
distribuyd en cada pocillo que contenia A. salina en un volumen de 1 mL, tomando
como control positivo Sulfato de Cobre (CuSQO,). La placa fue incubada a temperatura

ambiente e iluminacion constante por 24 horas. (Gonzélez., et al., 2003)

Figura 2.9 Artemia salina vista en microscopio invertido, lente 40X



2.5.9 Homogenizacion de Crema cosmética formulada con sericina al 10%

Se peso 5 g de crema base hipoalergénica (Botica Alemana) y se le afiadio el
10% de Sericina, se le mantuvo en agitacion constante por 3 horas para homogenizarla.

Figura 2.10 Homogenizacién de Crema formulada con sericina al 10%

2.5.10 Evaluacion de la Actividad antibacteriana de la proteina sericina frente al
Propionibacterium acnes

2.5.10.1 Preparacion del in6culo

Para obtener el indculo de Propionibacterium acnes ATCC 6919 (MediBac) en
la fase de crecimiento adecuada se sembr6 la cepa bacteriana en placas TSA (Bacto™)
y se incubd a 37°C durante 72 horas en anaerobiosis, debido a las caracteristicas de
crecimiento de Propionibacterium acnes. Se sacé alicuotas de esta poblacion,
trasladando la cepa bacteriana a tubos TSB (Bacto™), que incubados a 37°C durante 72
horas en anaerobiosis proporcionaron una suspensién aproximada de 10° UFC adecuada

para el ensayo (Guillen et al.,2002).

2.5.10.2 Determinacién de poder inhibitorio de la proteina sericina pura

Mediante un hisopo estéril se sembrd en crecimiento confluente la suspensién

de aproximadamente 10° UFC/ml de Propionibacterium acnes sobre placas de Muller-



Hinton (Acumedia). Seguidamente se coloco en el centro de las placas un disco de
antibiograma tipo Whatman de 5 mm de diametro embebido en la proteina sericina a
diferentes diluciones (0.03g/mL; 0.023g/mL; 0.015 g/mL; 0.0075g/mL), se utiliz6 como
control positivo Penicilina benzatinica (GEANAMERICA). La siembra se efectud por
duplicado. Una vez colocado el disco, se incubaron las placas a 37°C durante 72 horas

en condiciones anaerobias (Guillen et al., 2002).

2.5.10.3 Determinacion de poder inhibitorio de la crema formulada con sericina
10%

Mediante un hisopo estéril se sembrd en crecimiento confluente la suspension
de aproximadamente 10° UFC/mL de Propionibacterium acnes sobre placas de Muller-
Hinton (Acumedia). Seguidamente se coloco en el centro de las placas un disco de
antibiograma tipo Whatman de 5 mm de diametro embebido en crema formulada con
sericina al 10%, se utiliz6 como control positivo Penicilina benzatinica
(GEANAMERICA). La siembra se efectud por duplicado. Una vez colocado el disco,
se incubaron las placas a 37°C durante 72 horas en condiciones anaerobias (Guillen et
al.,2002).

2.5.11 Evaluacion de la Actividad antifangica de la proteina Sericina frente a
Malassezia furfur

2.5.11.1 Preparacion del in6culo

Para obtener el inoculo de Malassezia furfur ATCC 14521 (MediBac) en la
fase de crecimiento adecuada se sembrd el hongo en placas Sabouraud dextrosa
(BactoTM) suplementado con el 2% de aceite de oliva, se incub6 a 30°C durante 5 dias
(Zerpa et al.,2005)

2.5.11.2 Determinaciéon de Susceptibilidad de Malassezia fufur a Sericina pura,
usando RPMI 1640, bajo el método de Microdilucion en caldo (BMD)

Para el Método de Microdilucion en caldo (BMD), se prepar6 el medio RPMI
1640 (GIBCO) como diluyente complementado con 20 g de glucosa, 1 mL de aceite de



olivay 0.4 mL de DMSO (GIBCO). El inoculo de M. furfur fue disuelto en 5 mL de
DMSO vy agitado en vortex durante 20 minutos, obteniéndose una suspension de
1.120.000 UFC/mL (Velegraki et al.,2004) La proteina Sericina fue disuelta en medio
RPMI 1640 complementado, obteniéndose varias concentraciones (0.03g/mL;
0.023g/mL; 0.016g/mL; 0.008g/mL; 0.0033g/mL),

Para aplicar el test de Susceptibilidad, se utilizé una placa de 96 pocillos, en la
que se coloc6 100 uL de medio complementado, 50 uL del in6culo disuelto y 50 uL de
proteina en diferentes concentraciones, el ensayo se realiz6 por triplicado con 8
repeticiones. Tomando como control al inoculo sembrado solo con medio RPMI 1640

complementado. La placa fue incubada a 30°C por 48 horas (Nakamura et al.,2000)

Blanco

Figura 2.11 Formato de distribucion para test de Susceptibilidad

Una vez incubada la placa se tomaron lecturas de absorbancia a una longitud
de onda maxima de 530 nm en un espectrofotometro de Elisa (DYMEX/ MRx
Revelation) (Velegraki et al.,2004). Los datos obtenidos de absorbancia, permitieron
determinar el 1Cso (Media de la Maxima Concentracion Inhibitoria), de acuerdo a la

ecuacion que presente.



2.5.11.3 Determinacion de poder inhibitorio de la crema formulada con Sericina
10%

Mediante un hisopo estéril se sembré en crecimiento confluente la suspension
de aproximadamente 10° UFC/mL de Malassezia furfur sobre placas de Muller-Hinton
2% de aceite de oliva (Acumedia). Seguidamente se colocd en el centro de las placas un
disco de antibiograma tipo Whatman de 5 mm de didmetro embebido en crema
formulada con sericina al 10%, se utiliz6 como control positivo Penicilina benzatinica
(GEANAMERICA). La siembra se efectud por triplicado. Una vez colocado el disco, se
incubaron las placas a 30°C durante 72 horas (Guillen et al.,2002) (Nakamura et
al.,2000).



2.6 ANALISIS DE DATOS:

Los datos obtenidos fueron evaluados bajo un disefio factorial como un
Modelo Lineal de un Factor Univariante, mediante el programa estadistico SPSS 15
para Windows. Los resultados se expresaron como medias + desviacion estandar y se
utilizé la prueba de Tuckey, con un valor de p< 0.05 de probabilidad, considerandolo
estadisticamente significativo.

CAPITULO 3: RESULTADOS

3.1 Identificacion de Proteinas por SDS-PAGE

Las soluciones de fibroina y sericina después de ser sometidas a electroforesis
en gel de poliacrilamida-SDS, la solucion de Sericina presento alrededor de tres bandas
de las tres clases de sericina de >250,180 y 100 kDa, la solucion de fibroina presentd

dos bandas de 325y >35 kDa como se muestra en la Figura 3.1

kDa

61 —

50 — 19 —

a.-Sericina b.-Fibroina

Figura 3.1 SDS-PAGE. Fragmentos de Proteina: a. Tres bandas de sericinay dos bandas de fibroina
(Hidetoshi et al.,2005 & Kozo et al.,2003)



3.2 Soportes de crecimiento celular con la proteina fibroina:

Los datos obtenidos de la prueba de viabilidad MTT, fueron analizados en el

programa estadistico SPSS versién 1.6, se reportaron como numero de células por

pocillo, para efectuar el anélisis de varianza, segin los tratamientos establecidos, con 3

ensayos de 4 a 6 repeticiones cada uno. Estos corresponden a un disefio factorial como

un Modelo Lineal de un Factor Univariante.

3.2.1 C¢élulas Endoteliales Humanas derivadas de la vena umbilical (HUVEC)

Los datos obtenidos en cuando al comportamiento de la linea celular HUVEC

ante la presencia de la proteina fibroina en el medio de cultivo RPMI 1640, después del

analisis estadistico indican el limite maximo y minimo de células por pocillo, aplicando

las diferentes concentraciones de fibroina Tabla 3.1

Tabla 3.1 ANOVA de un factor para anélisis de nimero de células HUVEC por pocillo

Intervalo de confianza
para la media al 95%

Desviacio Error Limite Limite

N Media n tipica tipico inferior superior | Minimo | M&ximo
Medio RPMI 1640 6| 9861301 1417306 | 578,613 9712563 1991901 96107 | 100000
sin fibroina 0 37
Medio RPMI 1640
+0.03g/mL de 6| %20%0] 1180580 481,974 6079671 ®32740 | 60805 64205
fibroina
Medio RPMI 1640
+0.023g/mL de 6| %0135 1382108 564,280 6056297 | ®3*%*D | 50507 63356
fibroina
Medio RPMI 1640
+0.015g/mL de 6 60536'2 1306,913 | 533,545 | 59165,31 61908’2 58389 | 62013
fibroina
Medio RPMI 1640
+0.0075g/mL de 6| 2708 1134006 463323 s6459.82 *%%*M8 | 56510 59507
fibroina
Total 30 68169'? 15612,668 2850'48 62340,10 73999’2 56510 | 100000

La tabla 3.2 indica que los resultados analizados fueron estadisticamente

significativos, con un p< 0.05 de acuerdo con la prueba de Tukey, analizando

comparaciones multiples de medias.




Tabla 3.2 Prueba Tukey: Medias para los grupos en subconjuntos homogéneos, con tamafio muestral
de media armonica = 6,000.

Concentracion de Subconjunto para alfa = .05
Fibroina en g/mL N 2 3 1
Medio RPMI 1640 +

0.0075g/mL de fibroina 6 57650

Medio RPMI 1640 +

0.015g/mL de fibroina 6 60536

Medio RPMI 1640 +

0.023g/mL de fibroina 6 62013

Medio RPMI 1640 +

0.03g/mL de fibroina 6 62035

Medio RPMI 1640 sin

fibroina 6 98613
Sig. 1,000 0,289 1,000

La Figura 3.2 indica que las de células HUVEC se mantuvieron en el medio
RPMI 1640 sin fibroina (control) con un aproximado de 98613 celulas/pocillo, en
cuanto a los medios que contenian fibroina en diferentes concentraciones, las células
HUVEC disminuyeron en numero desde 62035 a 57650 células/pocillo, debido a que
estas se agruparon cambiando la morfologia de su crecimiento normal en medio de

cultivo, como se puede observar en la Figura 3.3



Media de Nimero de Células por
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fibroina fibroina fibroina fibroina
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Figura 3.2Crecimiento Linea Celular HUVEC con Fibroina



HUVEC en RPMI1640 sin Fibroina

HUVEC en RPMI1640 con Fibroina (o 03¢/mL) HUVEC en RPMI1640 con Fibroina(o.023g/mL)

HUVEC en RPMI1640 con Fibroinaio.o15g/mL) HUVEC en RPMI1640 con Fibroina0.0075g/mL)

Figura 3.3 Efecto de la proteina fibroina en cultivo de la linea celular HUVEC (microscopio invertido-
lente 40X)



3.2.2 Linea Celular Macréfagos RAW 264.7 murino

Los datos obtenidos sobre el comportamiento de la linea celular Macrofagos
RAW 264.7 ante la presencia de la proteina fibroina a diferentes concentraciones en el
medio de cultivo RPMI 1640, fueron analizados estadisticamente, indicando el limite

maximo y minimo de células por pocillo (medias), para cada tratamiento. Tabla 3.3

Tabla 3.3 ANOVA de un factor para analisis de nimero de células Macrofagos RAW 264.7 por pocillo

Intervalo de
confianza para la
media al 95%
Limite
Desviacio Error Limite superio
N Media n tipica tipico inferior r Minimo | Maximo
Medio RPMI 94731, 1448,00 98453,
1640 sin fibroina 6 33 3546,864 1 91009,13 54 89876 | 100000
Medio RPMI
1640 + 0.03 g/mL 6 1293041 5o0g604 | 233053 15331367 | 1392951 193554 | 140083
o ,50 6 33
de fibroina
Medio RPMI
1640 + 0.023 6| 1091601 2077 706 | 2889481 10173040 | 1169871 gg95g7 | 117562
e ,00 2 ,60
g/mL de fibroina
Medio RPMI
1640 + 0.015 6 108888 6561,572 26787? 101964,05 115732 100413 | 117562
g/mL de fibroina ’ ’
Medio RPMI
1640 + 0.0075 6| 997241 2073121 | 846,348 97548,89 | 101999 96001 | 102066
g 50 11
g/mL de fibroina
Total 30 10838471 13014,9% 2376,13 10349421 113233 89876 | 140083

Los resultados analizados fueron estadisticamente significativos, con un p<
0.05 de acuerdo con la prueba de Tukey, este programa analizd comparaciones
multiples de medias, de acuerdo al nimero de células que crecieron por pocillo. Tabla
3.4



Tabla 3.4 Prueba Tukey para RAW 264.7: Medias para los grupos en subconjuntos homogéneos, con
tamafo muestral de media armonica = 6,0

Subconjunto para alfa = .05

Concentracion de
fibroina, en g/mL N 2 3 1

Medio RPMI 1640 sin
fibroina 6 94731

Medio RPMI 1640 +
0.0075 g/mL de fibroina 6 99724

Medio RPMI 1640 +
0.015 g/mL de fibroina 6 108850

Medio RPMI 1640 +
0.023 g/mL de fibroina 6 109160

Medio RPMI 1640 +
0.03 g/mL de fibroina 6 129304

Sig. 0,499 1,000 1,000

La Figura 3.4 indica que las de células RAW 264.7 aumentaron su crecimiento
en los medios de cultivo RPMI 1640 que contenian fibroina en diferentes
concentraciones, desde 99724 a 129304 células/pocillo, tomando como referencia al
crecimiento de células en medio RPMI 1640 que no contenia fibroina (control) cuyas
células se mantuvieron en un promedio de 94731 celulas/pocillo. Dicho

comportamiento se observo bajo microscopio invertido- lente de 40X Figura 3.5

130000

120000

110000

100000

Media de Nimero de células por pocillo

90000

T T T T
Medio RPMI 1640 Medio RPMI 1640 + Medio RPMI 1640 + Medio RPMI 1640 + Medio RPMI 1640 +
sin fibroina 0.03 g/mL de 0.023 g/mL de 0.015 g/mL de 0.0075 g/mL de
fibroina fibroina fibroina fibroina

Concentracion de fibroina, en g/mL

Figura 3.4 Crecimiento Linea Celular RAW 164.7 con diferentes concentraciones de fibroina



RAW 264.7 en RMPI 1640 sin Fibroina

con Fibroina (0.023g/mL)

RAW 264.7 en RMP11640
conFina(o.ols mL)

RAW 264.7 en RMPI1640
Fibroina (0.0075g/mL)

Figura 3.5 Efecto de la proteina Fibroina en cultivo de la linea celular RAW 264.7(microscopio
invertido-lente 40X)



3.2.3 Macrofagos Peritoneales de ratén

De acuerdo al analisis estadistico, los datos obtenidos sobre el comportamiento
de Macrofagos Peritoneales de raton ante la presencia de la proteina fibroina en el
medio de cultivo RPMI 1640, a diferentes concentraciones, indica el limite maximo y
minimo de células por pocillo. Tabla 3.5

Tabla 3.5ANOVA de un factor para analisis de numero de células Macréfagos Peritoneales de raton

por pocillo
Intervalo de
confianza para la
media al 95%
Desviacio Error Limite Limite
N Media n tipica tipico inferior superior | Minimo | Maximo
Medio RPMI 1640 79541.2 6829.58 101276,
o S 4 2| 13659173 S| 57806,46 ;| 71957 | 100000
Medio RPMI 1640
+0.03 g/mL de 4 25921255 1322,500 | 661,250 | 257110,86 26131694 258554 | 261199
Fibroina
Medio RPMI 1640
+0.023 g/mL de 4 24841520' 1554,053 | 777,027 | 24593965 25088355’ 246737 | 249735
Fibroina
Medio RPMI 1640
+0.015 g/mL de 4 20158076 1746,049 | 873,024 | 198808,65 2043%55 199204 | 203527
Fibroina
Medio RPMI 1640
+0.0075 g/mL de 4| 133994, 1a945.102 | 947255 | 10384886 164140 | 114815| 150970
0.0( 75 1 64
Fibroina
Total 20 18455105; 70994,108 1587‘2; 151323,88 21777462’ 71957 | 261199

De acuerdo a la prueba de Tukey, se realizé el analisis comparativo de medias,
los resultados analizados fueron estadisticamente significativos, con un p< 0.05, de

acuerdo al nimero de células que crecieron por pocillo. Tabla 3.6



Tabla 3.6 Prueba Tukey para Macrdéfagos Peritoneales: Medias para los grupos en subconjuntos
homogéneos, con tamafio muestral de media arménica = 4,0
Concentracion de Subconjunto para alfa = .05
fibroina, en g/ml N 2 3 4 1
Medio RPMI 1640 sin
Fibroina 4 79541
Medio RPMI 1640 +
0.0075 g/mL de 4 133994
Fibroina
Medio RPMI 1640 +
0.015 g/mL de Fibroina
Medio RPMI 1640 +
0.023 g/mL de Fibroina
Medio RPMI 1640 +
0.03 g/mL de Fibroina 4 259215
Sig. 1,000 1,000 1,000 0,605

4 201587

4 248412

La Figura 3.6 indica que los Macrofagos Peritoneales duplicaron su
crecimiento en los medios de cultivo RPMI 1640 que contenian fibroina a la mas alta
concentracion disminuyen su crecimiento conforme disminuye la concentracion de
Fibroina, dicho crecimiento va desde 259215 a 133994 células/pocillo desde la mayor a
menor concentracion. Los valores obtenidos fueron comparados con el crecimiento de
células en medio RPMI 1640 que no contenia fibroina (control) cuyas células se
mantuvieron en un promedio de 79541 células/pocillo. Dicho comportamiento se

observé bajo microscopio invertido- lente de 40X Figura 3.7
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Concentracion de fibroina, en g/mL

Figura 3.6 Crecimiento de Macrdfagos Peritoneales con diferentes concentraciones de fibroina



acrofagos Peritoneales en RPMI1640 sin Fibroina

Macrofagos Peritoneales en RPMI1640 Macrofagos Peritoneales en RPMI1640
con Fibroina(0.023g/mL)

Macréfagos Peritoneales en RPMI1640
con Fibroina (0.0075g/mL)

Macrofagos Peritoneales en RPMI1640
_con Fibroina (g ¢

Figura 3.7 Efecto de la proteina Fibroina en cultivo de Macrdfagos Peritoneales de ratén (microscopio
invertido-lente 40X)



3.3 Acidos Grasos del capullo de Gusano de Seda B. mori

Cuando la grasa extraida del capullo de B. mori fue aplicada al cromatoplaca
de silica gel, se observaron una mancha de color amarillo, con un Rf de 0.75, como se
muestra en la figura 3.8, el mismo que fue identificado como lipidos polares los cuales

pueden ser fosfolipidos y esfingolipidos.

1 g ‘
Figura 3.8 Cromatoplaca de silica gel, observado bajo vapores de yodo

3.4 Capacidad Antioxidante de la proteina sericina

Previamente se realizd una curva de calibracion con Vitamina C como
compuesto control. Los resultados de calibracion se muestran en el ANEXO B. Dichos
valores de calibracién permitieron determinar la Capacidad Antioxidante equivalente a

vitamina C (CEAC) de la proteina sericina.

La actividad antioxidante de la proteina sericina en diferentes diluciones

analizadas oscila entre los valores de 40 y 74 uM/g muestra CEAC. Figura 3.9
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Figura 3.9 CEAC para la proteina sericina

3.5 Toxicidad general de la proteina sericina

En las diferentes diluciones de la proteina sericina (0.03g/mL; 0.023g/mL;
0.015 g/mL; 0.0075g/mL), que se probaron no se observé respuesta toxica ante Artemia
salina, a pesar de que se usO a la proteina en su mas alta concentraciéon. Como se
observa Figura 3.10. Artemia salina se mantiene viva a las 24 horas e incluso hasta los
5 dias de incubacion con sericina comparando con el control positivo Sulfato de cobre

(CuS0Qy) en la que todas la Artemias salinas murieron.
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Figura 3.10 Actividad Toxica en Artemia salina de la proteina sericina a las 0 y 24 horas de prueba.

24 horasde prueba

3.6 Actividad antibacteriana de la proteina pura sericina frente al
Propionibacterium acnes

Se realiz6 tres ensayos sobre actividad antibacteriana por duplicado,
obteniendo que la sericina a una concentracién de 0.03g/mL inhibe el crecimiento de
Propionibacterium acnes, produciendo un halo de inhibicién de 17 mm de diametro
con SD+ 0.252 Figura 3.11. El resto de diluciones de la proteina sericina no se
observaron halos de inhibicion.

Control positivo: Penicilina benzatinica Proteina Sericina (0.03g/mL)

Figura 3.11 Halo de inhibicion del crecimiento de Propionibacterium acnes en medio Muller-Hinton



3.7 Actividad antibacteriana de la crema formulada con sericina 10% frente al
Propionibacterium acnes

Tras realizar tres ensayos con dos repeticiones cada uno se puede afirmar que
la crema formulada con sericina 10%, inhibe el crecimiento de Propionibacterium
acnes, produciendo un halo de inhibicion de 17 mm de didmetro en medio Muller-
Hinton, con SD+ 0.351, el mismo que no se diferencia claramente en comparacién con

el control, como se puede observar en la Figura 3.12.

Control positivo: Penicilina benzatinica ~ Crema formulada con Sericina 10%

Figura 3.12 Halo de inhibicion del crecimiento de Propionibacterium acnes en medio Muller-Hinton

3.8 Actividad antifungica de la proteina Sericina pura frente a Malassezia furfur

Los datos obtenidos de absorbancia permitieron determinar que la Proteina
Sericina tiene actividad frente a M. furfur, la misma que al ser graficada origina una

ecuacion polindmica de cuarto orden, que permitio obtener el valor del 1Cso de 0.0157

g/mL (ANEXO C).



3.9 Actividad antibacteriana de la crema formulada con Sericina 10% frente al
Malassezia furfur

Tras realizar tres ensayos con dos repeticiones cada uno se puede afirmar que
la crema formulada con sericina 10%, inhibe el crecimiento de M. furfur, produciendo
un halo de inhibicion de 12 mm de didmetro en medio Muller-Hinton 2% aceite de
oliva, con SD+ 0.5, el mismo que no se diferencia claramente en comparacion con el

control, como se puede observar en la Figura 3.13

Figura 3.13 Halo de inhibicion del crecimiento de Malassezia furfur en medio Muller-Hinton 2% aceite
de oliva

CAPITULO 4: DISCUSION

Las fibras de los capullos de gusanos de seda Bombyx mori, se compone de
dos tipos de proteinas auto-ensambladas, fibroina y sericina. La fibroina es un
componente importante de la fibra de seda que actGa como ndcleo, mientras que la
sericina s un componente menor que sirve como una proteina de revestimiento
(Altman et al.,2003). El primero es usado como biomaterial, aplicAndolo como
estructuras porosas tridimensionales (matrices de andamiaje) en la ingenieria de tejidos
(Yang & Bochu., 2009), mientras que la sericina tiene amplias aplicaciones en

productos farmacéuticos y cosméticos, tales como, cicatrizacion de heridas



bioadhesivos hidratantes, cremas antiarrugas y antienvejecimiento (Padamwar &
Pawar., 2004)

Evaluando las diferentes aplicaciones que se da a las dos proteinas formadoras
del capullo del gusano de seda Bombyx mori, los resultados demostraron que la
proteina fibroina al ser utilizada como soporte de crecimiento celular para la linea
celular HUVEC, no es evidente el aumento en la proliferacion de células, como se
indica en la Figura 3.1, pero cabe mencionar que se da un cambio en la morfologia de la
células en medio de cultivo adicionado con fibroina, como se puede evidenciar en la
Figura 3.2, en donde se observé la formacion de masa celular aisladas. Unterluggauer y
colaboradores (2007), mencionan que dicho cambio se debe a que las células HUVEC
son fuertemente influenciadas por el tratamiento y condiciones de cultivo, lo cual

originando un cambio en sus caracteristicas fisiologicas y morfoldgicas.

Segun Amaru y colaboradores (2005) sefialan que las células HUVEC adoptan
diferentes formas cuando estan sueltas y en solucion, como se da en caso del cultivo in
vitro de células endoteliales en medio urémico, el mismo que altera su funcionalismo,

originando un crecimiento mas rapido y una morfologia alterada (Serradell et al., 2002)

Se centra la atencion sobre el comportamiento en la proliferacion de células de
la linea celular Macréfagos RAW 264.7 y Macrofagos Peritoneales de raton, ya que en
los dos casos los macrofagos cultivados en medio RPMI 1640 suplementado con
diferentes concentraciones de fibroina, se dio un aumento significativo en el

crecimiento de los mismos, como se puede evidenciar en la Figuras 3.3 y Figura 3.5.

En referencia a la linea celular Macréfagos RAW 264.7, los resultados
demuestran un efecto mitogénico en la adicion de Fibroina al medio de cultivo RPMI
1640, dandose un incremento del numero de células. Nieves & Moreno 2006.,

mencionan que los macrofagos de la linea celular RAW 264.7 reaccionan ante la



presencia de proteinas o &cidos grasos alterando su ciclo celular, como se da en el caso
de la adicién exdgena de LTB4 o LTD4 al medio de cultivo en ausencia de suero fetal
bovino (FBS), este altera el ciclo celular de los macrofagos, originando un incremento
en el nimero de células y en la incorporacion de timidina de los macr6fagos RAW
264.7, dicho efecto proliferativo del LTB4 y LTD4 esta mediado por la activacion de la
via MAPK (Mitogeno activador de la proteina kinasa), estos resultados concuerdan con
los de Paruchuri y Sjolander (2003) donde el LTD4 aumentaba el niamero de células y

la incorporacion de timidina en células epiteliales intestinales.

Por otro lado, los resultados obtenidos sobre Macrofagos Peritoneales de
raton indican un aumento en la proliferacion celular de los mismo, en medio de cultivo
RPMI 1640 suplementado con diferentes concentraciones de fibroina, dicho efecto
resulta como una sefial de activacion de macrdfagos, como menciona Reyes y
colaborados (2001), que al afiadir principios activos de plantas (extractos metanolicos
de P. major) proteinas, lipopolisacaridos (LPS) entre otros, al medio de cultivo, estos
activan la produccién de 6xido nitrico y TNF-a de los macrofagos. Como es el caso de
las biomoléculas activas de los extractos de Plantago major tiene la capacidad de actuar
in vivo en forma directa sobre los macrofagos e inducir su activacion, o bien,
interactlan como sefiales de preactivacion de macrofagos, como la del interferon-

gamma.

Con referencia a la proteina sericina, los resultados obtenidos sobre Capacidad
Antioxidante equivalente a vitamina C (CEAC) mediante el Método ABTS ™, indica
que la actividad antioxidante de la Proteina Sericina es dosis-dependiente, es decir
conforme aumenta su concentracién aumenta su actividad como se puede observar en la
figura 3.9, dichos resultados concuerdan con los mencionados por Jin-Hong Wu y
colaboradores (2006) donde mencionan que la actividad antioxidante de sericina por el
ensayo de DPPH es dosis-dependiente. Razdn por la que puede ser utilizado como

complemento alimenticio o en la industria farmacéutica y en el campo de la medicina.



Por otro lado, los resultados obtenidos sobre el ensayo de actividad toxica de
la proteina sericina frente a Artemia salina, indican que la proteina no es toxica ante
esta, como se puede evidenciar la figura 3.10. Aramwit y colaboradores (2010),
confirman los resultados obtenidos, cabe mencionar que la prueba de toxicidad aplicada
por ellos, se realizd en fibroblastos de raton, aplicando una concentracion de 40 pg/mL
de proteina, en un periodo de 24 horas de incubacion. Ademas Sangcakul & Aramwit
(2007) mencionan que cremas base adicionas con el 8% de sericina no causan efecto
toxico en ratas. Se ha demostrado que la sericina no tiene un efecto toxico en ningun
modelo animal, debido a las caracteristicas que presenta la proteina de ser susceptible a
la accion de las enzimas proteoliticas. (Li et al.,2008).

De acuerdo a las pruebas de actividad antibacteriana frente a
Propionibacterium acnes, tanto de la proteina sericina pura y como de la crema
formulada con sericina 10%, los resultados indican segun el criterio de difusion en
disco, que la proteina Sericina a una concentracion de 0.03g/mL tiene actividad
intermedia ante dicho microorganismo como proteina pura y como complemento de la
crema dicha actividad se confirma produciendo un halo de inhibicion de 17 mm de
didmetro. Dichos resultado concuerdan con los obtenidos por Savorat et al (2003) en
donde la proteina sericina pura tiene actividad antibacteriana sobre bacterias tipo
Micrococcus, adicionalmente Guldemet et al (2010) prepararon peliculas de sericina la
misma que comprobd que tiene actividad frente a Escherichia coli y Staphylococcus
epidermidis mediante pruebas de difusion en disco, asi como también Joshi et al (2009)
preparé fibras sintéticas adicionadas con sericina obteniendo como resultado actividad

antibacteriana del 51% frente a P. vulgaris y 38% de inhibicidn ante S. aureus.

En la Actividad antifingica de la proteina sericina frente a Malassezia furfur,
demostraron que la proteina sericina en estado puro inhibe el crecimiento del hongo con
una 1Csp de 0.0157 g/mL y, como constituyente al 10% en crema de acuerdo al método
de difusion en disco tiene actividad intermedia ante dicho microorganismo

produciendo un halo de inhibicibn de 12 mm, concordando con los resultados



obtenidos sobre actividad antifungica con Savorat et al (2003) el mismo que menciona
dicha actividad, asi como también Hong y colaborados (2010), mencionan que la
proteina sericina a altas concentraciones produce efecto fungicida sobre Candida
albicans, Candida tropicalis y Candida glabrata, bajo el método de Microdilucién en
Caldo.

CAPITULO 5: CONCLUSIONES

El medio RPMI adicionado con diferentes concentraciones de fibroina, altera la
morfologia de las células HUVEC, provocando un crecimiento celular en masa aislado.

La proteina fibroina como parte de un soporte de crecimiento celular es efectiva tanto
para la linea Celular Macr6fagos RAW264.7 y para Macrdfagos Peritoneales de raton.
La proteina fibroina como parte del medio de cultivo RPMI 1640 tiene un efecto

mitogénico sobre macrofagos RAW 264.7.

El medio de cultivo RPMI 1640 suplementado con fibroina estimula la proliferacion de
los Macrofagos peritoneales de raton.

El capullo del gusano de seda B. mori esta constituido por lipidos polares los cuales
pueden ser fosfolipidos y esfingolipidos

La proteina sericina tiene actividad antioxidante de acuerdo al método ABTS, la misma
que aumenta conforma aumenta la concentracion de la proteina.

La proteina sericina como proteina pura y a diferentes concentraciones, no produce

ningun efecto toxico sobre Artemia salina.



La Proteina sericina a una concentracion de 0.03g/mL presenta actividad intermedia
ante Propionibacterium acnes. Asi mismo, se puede afirmar que la crema formulada
con Sericina 10%, inhibe el crecimiento de Propionibacterium acnes, produciendo un

halo de inhibicién de 17 mm de didametro en medio Muller-Hinton.

La proteina sericina en estado puro, presenta actividad antifingica frente Malassezia
furfur, presentando un ICsp de 0.0157 g/mL, y como constituyente de crema al 10%,
presenta una actividad intermedia ante el hongo, produciendo un halo de inhibicién de
12 mm de didmetro en medio Muller-Hinton 2% aceite de oliva.

La crema cosmética formulada con sericina al 10% no es un buen vehiculo de accion
para que la proteina actué ante los microorganismos responsables de enfermedades

cutaneas.

CAPITULO 6: RECOMENDACIONES

No adicionar antibiotico a los medios de cultivo formulados con fibroina, debido a que

el antibiotico inhibe la accion de la proteina ante las células.

Ampliar la investigacién sobre los soportes de crecimiento celular formulados con
fibroina, para determinar la via y las sefiales de activacion de los macrofagos ante la

presencia de la proteina en el medio de cultivo.

Utilizar otro medio cosmético, como gel, para que la proteina sericina actué de mejor

manera, ante la presencia de microorganismos responsables de enfermedades cutaneas.
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