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RESUMO 

 
 

A Regeneração Óssea Guiada (ROG) consiste em um tratamento para o 

alcance da regeneração óssea, após extração dentária, para a recomposição do 

osso e rebordo alveolar, tornando-se possível a colocação de implantes. O 

tratamento com ROG baseia-se na aplicação de uma membrana de barreira para 

impedir a invasão celular de tecido mole para dentro da cavidade alveolar, evitando 

defeitos ósseos. A partir da proteína zeína encontrada no grão de milho, foi 

confeccionado uma membrana barreira para a ROG. A zeína foi extraída utilizando-

se uma metodologia simples de extração com solvente isopropílico sob aquecimento 

e agitação, purificada e confeccionada em membranas de barreiras, as quais foram 

caracterizadas quanto às suas propriedades morfológicas, mecânicas, de 

biodegradação, quanto à sua capacidade de barreira contra invasão celular e 

ensaios de citotoxicidade. A extração da proteína foi realizada com sucesso, sendo o 

seu rendimento satisfatório para a utilização em todos os ensaios presentes neste 

trabalho.  

 

 

Palavras-chave: regeneração óssea, zeína, proteína vegetal, propriedades 

mecânicas, membranas reabsorvíveis, invasão celular, citotoxicidade. 

 

 

 



 

ABSTRACT 

 

 Guided Bone Regeneration (ROG) consists of a treatment to achieve bone 

regeneration, after tooth extraction, to recover the bone and alveolar ridge, making 

implant placement possible. Treatment with ROG is based on the application of a 

barrier membrane to prevent cellular invasion of soft tissue into the alveolar cavity, 

preventing bone defects. From the zein protein found in the corn grain, a barrier 

membrane for ROG was made. The zein was extracted using a simple methodology 

of extraction with isopropyl solvent under heating and agitation, purified and made in 

barrier membranes, which were characterized in terms of their morphological, 

mechanical and biodegradation properties, in terms of their barrier capacity against 

cell invasion and cytotoxicity assays. The protein extraction was carried out 

successfully, and its yield is satisfactory for use in all the assays present in this work. 

 

 

Key words: Bone regeneration, zein, maize protein, mechanical properties, 

resorbable membranes, cell invasion, cytotoxicity. 

 

 

 

 

 

 



 

1 OBJETIVOS 

 

O objetivo deste projeto é desenvolver uma membrana de barreira para 

enxertos ósseos dentários a partir da zeína, e avaliar sua citotoxicidade, reabsorção 

in vitro, propriedades mecânicas e de barreira celular.  

 

1.1 Objetivos específicos 

 

 Extrair a proteína do milho; 

 Produzir membrana conforme método já proposto na literatura e sua 

caracterização; 

 Estudar a reabsorção da membrana em condições fisiológicas in vitro; 

 Analisar as propriedades mecânicas das membranas por meio de ensaios de 

tração; 

 Realizar o estudo da morfologia do material produzido (a fim de determinar o 

tamanho dos poros, um parâmetro importante para a não invasão celular, por 

microscopia ótica); 

 Investigar a biocompatibilidade por meio de ensaio de citotoxicidade; 

 Observar efeito barreira da membrana através de ensaios de migração celular.
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2 INTRODUÇÃO 

 

O presente estudo desenvolveu uma membrana com proteína de origem 

vegetal conhecida por zeína, com possibilidades biodegradáveis para regeneração 

óssea guiada (RGO), sendo suas particularidades discutidas ao longo do trabalho. 

Para melhor entendimento a respeito do tema serão discutidos alguns conceitos e 

definições acerca da proteína e RGO. 

Proteínas derivadas de plantas são de grande interesse por serem renováveis 

e biodegradáveis, pois oferecem benefícios ambientais sobre os materiais à base de 

petróleo (BISHARAT et al., 2017).  

O uso da zeína para a indústria ainda é pouco conhecida, esta proteína 

encontra-se no endosperma do milho, com alto teor de aminoácidos apolares, 

permitindo assim uma estrutura molecular hidrofóbica, solubilizando-se em álcool, 

possibilitando sua extração, representada na figura 1 (SHUKLA & CHERYAN, 2001 

apud PAPALIA; LONDERO, 2015). 

 

Figura 1: Esquema da estrutura secundária da proteína zeína. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fonte: Argos et al. (1982) apud Papalia e Londero (2015). 

Aminoácidos apolares organizados em estrutura circular repetidos pela união dos 
segmentos polares (hélices). As nove hélices unidas em figura plana, sendo ‘Up’ a direção do 
término NH 2 para COOH da cadeia dos aminoácidos, enquanto ‘Dn’ indica a direção oposta (a) e 
arranjo das proteínas através do empilhamento dos planos por interações de resíduos de 
glutamina, parte polar estendidas nas extremidades da cadeia molecular (b). 
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O grão de milho é formado por quatro estruturas físicas: endosperma, 

gérmen, pericarpo e ponta. Esses arcabouços diferem em sua organização química 

e estrutura interna (figura 2 e 3). As zeínas estão localizadas na parte externa dos 

grânulos de amido, em estruturas circulares, com seu centro rico em delta e gama 

zeína, circundada por alfa zeína (PAES, 2006; ANDERSON & LAMSAL, 2011 apud 

PAPALIA; LONDERO, 2015). 

 

Figura 2: Estrutura externa e interna do grão de milho.  

 

Fonte: Papalia e Londero (2015, p. 553). 

 

 

 

 

No endosperma (farináceo e vítreo) e gérmem estão presentes as 
proteínas de reserva do tipo prolamina, chamada de zeína. 
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Figura 3: Percentagem do constituinte total indicado nas estruturas físicas específicas do 
grão de milho. 

 

Fonte: Paes (2006). 
 
 
 

Os grãos do milho são, geralmente, amarelos ou brancos, podendo 

apresentar colorações variando desde o preto até o vermelho. Seu peso individual 

varia, em média, de 250 a 300 mg e sua composição média em base seca é 72% de 

amido, 9,5% proteínas, 9% fibra e 4% de óleo. Sendo composição formada por 

quatro principais estruturas físicas: pericarpo (casca – estrutura externa), 

endosperma (contém substâncias lipídicas que conferem a cor ao grão, constituído 

principalmente de amido e de proteínas reserva, do tipo prolamina, chamadas 

zeínas), gérmem (apresenta quantidades importantes de proteínas - 26%), e ponta 

as quais diferem em composição química e também na organização dentro do grão 

(Figura 4). 
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Figura 4: Esquema representativo da estrutura interna do grão de milho. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Adaptada Paes (2006). 

 

Assim como para Bisharat et al. (2017) e também por Papalia e Londero 

(2015), a zeína representa 60% do total de todos as proteínas encontradas no grão 

de milho, caracterizada pela sua semelhança em massa molecular, solubilidade em 

solventes e uma estrutura de quatro subclasses: alfa, beta, gama e delta, sendo a 

alfa-zeína a mais abundante. Uma propriedade da zeína que é interessante para 

aplicação na área de biomateriais é sua capacidade em formar filmes, isto é um 
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material filmogênico. Esta propriedade amplia seu leque de aplicações na área 

biomédica com demanda por filmes biodegradáveis em condições fisiológicas. 

Sendo a zeína é a principal proteína endospérmica de armazenamento 

(usadas no crescimento) do milho. Essa pode ser classificada com base na sua 

solubilidade e peso molecular em α (19 e 22 kDa), β (17-18 kDa), γ (16 e 27 kDa) e δ 

(10 kDa).  De todos os tipos de zeína, a α-zeína é responsável por 75 a 85% da 

composição desta proteína, sendo a mais abundante, a γ-zeína é de 

aproximadamente 20%. A zeína é particularmente rica em aminoácidos hidrofóbicos, 

mas deficiente em aminoácidos polares ou ionizáveis. Tornando, a zeína pouco 

insolúvel em água pura, mas solúvel em soluções binárias de álcoois alifáticos de 

cadeia curta e água, como etanol aquoso (BISHARAT et al., 2017).  

 

2.1 Regeneração Óssea Guiada 

 

O conceito de ROG foi definido com base em tecidos que se regeneram 

quando células com esta capacidade povoam o defeito ósseo durante a cicatrização. 

Desta forma, a restrição mecânica do tecido mole permite que células osteogênicas 

estimulem a formação de novo tecido ósseo (CORTELLI et al., 2005 apud AYUB, 

2011).  

A ROG é uma técnica cirúrgica, que se baseia no conceito de osteopromoção 

com o uso de uma barreira física com o objetivo de impedir a migração de células 

indesejáveis originárias dos tecidos conjuntivo e epitelial, viabilizando a formação 

óssea (PEREIRA et al., 2012). 

A Regeneração Óssea Guiada é utilizada mormente na região maxilo-facial, 

baseando-se na aplicação de uma membrana de barreira para evitar o surgimento 

de defeitos ósseos, não permitindo que tecidos não osteogênicos interfiram na 

consolidação óssea (figura 5) (TURRI et al., 2016).  

Para reparos de defeitos ósseos na cavidade oral, a ROG utiliza materiais 

enxertados autógeno, sendo este mais utilizado e membranas como barreira por 

meio de procedimento cirúrgico para estimular e orientar o crescimento de novo 

osso em locais com defeitos (GEISTLICH FARMA DO BRASIL). 
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Figura 5: Membranas de barreira para estimular e orientar o crescimento de novo osso 
alveolar. 

 
 

    

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Geistlich Pharma do Brasil. 

 

 

A técnica de ROG é usada, por exemplo, para restaurar osso em caso de 

defeitos como fenestração ou deiscência do tecido ao redor do implante, para 

equilibrar imperfeições maiores do maxilar ou para impedir a reabsorção óssea após 

a extração de dente em alvéolos defeituosos (GEISTLICH FARMA DO BRASIL). 

Normalmente quando uma infecção periodontal causa algum dano ao osso 

alveolar, recorre-se a cirurgia; porém a mesma apresenta apenas melhoras clínicas, 

visto que muitas vezes no local forma-se cicatriz, havendo assim um reparo com 

formação de um grande epitélio juncional e não uma regeneração óssea 

propriamente dita (figura 6) (SCULEAN et al., 2015).   
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Figura 6: Reparo ósseo com formação de epitélio juncional. 

 

 
Fonte: Geistlich Pharma do Brasil. 

 

Por mais que a cirurgia dos defeitos ósseos orais seja extremamente pequena 

e que deixe o menor dano possível, ainda existe a possibilidade de outros fatores 

internos causarem a reabsorção do rebordo alveolar. Em contrapartida, quanto 

maior o defeito ósseo, maior e mais complexa também será a cirurgia, necessitando 

muitas vezes de enxertos autógenos, aumentado assim a morbidade ao paciente 

(SALOMÃO; SIQUEIRA, 2010). 

Para melhor o entendimento a respeito de como ocorre a RGO, este trabalho 

fará uma revisão anatômica e fisiológica do tecido ósseo oral, sua formação e seus 

defeitos. 

 

2.1.1 Revisão anatômica e fisiológica do tecido ósseo oral 

 

O tecido ósseo é uma forma de tecido conjuntivo especializado apresentando 

uma fase mineral (cristais de fosfato de cálcio) na forma de hidroxiapatita, possuindo 

uma matriz de colágeno, com característica rígida, vascularizada e frequentemente 

se encontra em renovação e remodelação (JUDAS; PALMA; FALACHO; 

FIGUEIREDO, 2012 apud MUSATOVA, 2016).  

Apresenta-se em duas formas: o osso trabecular também conhecido por osso 

esponjoso e o osso cortical formando por uma estrutura densa e sólida, possuindo 

duas camadas: uma externa, o periósteo, constituído por tecido fibroso conjuntivo, 

vasos sanguíneos, inervação com finalidade de proteção e nutrição, e o endósteo, 
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com estrutura membranosa cobrindo o osso cortical, trabecular e os canais 

sanguíneos (KINI; NANDEESH, 2010; JUDAS et al., 2012 apud MUSATOVA, 2016). 

Permanece em constante remodelação, para que esta renovação aconteça é 

necessário um equilíbrio entre os processos de reabsorção e reposição, 

possibilitando uma adaptação deste tecido às necessidades fisiológicas, permitindo 

a substituição de tecidos antigos. A reabsorção óssea é um processo de eliminação 

de tecidos já existentes pelas células osteoclastos, já a reposição óssea é a 

formação de tecido novo pelas células osteoblastos (PARRA-TORRES et al., 2013; 

AMIROUCHE; BOBKO, 2015 apud MUSATOVA, 2016). 

Durante toda a vida do indivíduo, o tecido ósseo está sujeito ao processo 

contínuo de remodelação o ‘Turn-over’, em que novo osso se forma por meio do 

mecanismo de reabsorção/deposição (PARRA-TORRES; VALDÉS-FLORES; 

OROZCO; VELÁZQUEZ-CRUZ, 2013 apud MUSATOVA, 2016). 

A neoformação óssea acontece por um processo complexo conhecido por 

osteogênese (ossificação), em três principais etapas: a síntese da matriz orgânica 

extracelular, mineralização da matriz e remodelação óssea por meio de processos 

de reabsorção e reformação. A formação de novo osso acontece por meio da 

ossificação intramembranosa com deposição de células mesenquimatosas 

indiferenciadas, sintetizando a matriz orgânica pela diferenciação destas células em 

osteoblastos, estes produzem osteoides para a mineralização óssea, e a 

endocondral, onde a cartilagem atua como modelo para a ossificação, células 

mesenquimatosas indiferenciadas proliferam, condensam e diferenciam-se em 

condroblastos, tornando-se a matriz cartilagínea, onde as células pericondrais 

diferenciam em osteoblastos, produzindo a matriz óssea que será mineralizada 

(MARQUES, 2010; EMANS; CARON; RHIJN; WELTING, 2012 apud MUSATOVA, 

2016). 

O crescimento ósseo e suas alterações hipertróficas são acompanhados pelo 

mecanismo de remodelação, desta forma, quando os estímulos mecânicos são 

reduzidos, o esqueleto apenas exerce suas funções vitais, e a reabsorção excede a 

formação de novo osso, tornando-se um tecido com pouca massa. Esse mesmo 

processo de crescimento ósseo pode ocorrer de maneira contraria, quando o 

organismo apresenta intenso anabolismo ósseo, com deposição excessiva da 

massa óssea (figura 7 e 8) (MUSATOVA, 2016). 
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Figura 7: Representação do modelo biomecânico de remodelação óssea. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A aplicação de uma força por unidade de área (tensão) causa a deformação da matriz óssea. 
Esta deformação é transmitida aos osteócitos que desencadeiam processos de modelação (causando 
um aumento da massa óssea e da área de aplicação da força), ou remodelação (substituição do 
tecido ósseo para adaptação funcional ou para remoção dos danos). 

 

Fonte: Musatova (2016, p. 22). 

 

Figura 8:  

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Musatova (2016, p. 23). 
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 O tecido ósseo e outros tecidos como os mesenquimais e tegumentares, após 

agressão ou trama não fatal, tendem a reparação, com reconstituição integral do 

tecido, conservando suas características dimensionais, estruturais e fisiológicas ou a 

reconstituição parcial, perdendo o formato dimensional e ocorrência de fibrose 

cicatricial que fechará a ferida, porém sem garantir a mesma eficácia do tecido 

original (ARAÚJO; LINDHE, 2011; GIANGIULIO, 2014 apud MUSATOVA, 2016). 

Lesões traumáticas, anomalias e infecções dentárias, dificultam a formação de 

novo osso, sendo assim a remodelação óssea pode ser determinada utilizando os 

enxertos ósseos (REIS, 2015 apud MUSATOVA, 2016). 

O osso e o tecido mole alveolar se retraem parcialmente se não forem 

tomadas contramedidas após a extração de um dente. Comprometendo a estética e 

o volume ósseo, tornando-se insuficiente para colocação de implante ou formar 

espaços sob uma ponte dentária (GEISTLICH FARMA DO BRASIL). 

O alvéolo dentário após a remoção de um dente deve ser preenchido 

imediatamente com algum material, para preservação do volume ósseo (figuras 9a e 

b) (GEISTLICH FARMA DO BRASIL). 

 

Figura 9a: Preservação do rebordo alveolar após extração dentária. 

 

 
Fonte: Geistlich Pharma do Brasil. 
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Figura 9b: Reparo alveolar com membrana de ROG. 

 

 

Fonte: Geistlich Pharma do Brasil. 

 

Preservando o rebordo alveolar, o volume ósseo pode ser mantido a longo 

prazo. Para que isto acontece, o alvéolo é completado com material, exemplo, as 

membranas para RGO. Estas medidas preventivas possibilitam a colocação de 

próteses dentárias definitivas sem complicações (GEISTLICH FARMA DO BRASIL). 

Para que a RGO aconteça é importante um espaço entre o implante e a 

membrana, este espaço acontece por meio do recorte da mesma com sua parte 

interna (rígida) cobrindo totalmente o defeito e sua porção externa (flexível) 

ultrapassando as laterais do defeito ósseo em aproximadamente de 3 a 5 mm 

(COSTA et al., 2016).  

Evitando o crescimento celular de tecido conjuntivo gengival, o retalho da 

membrana não pode ser perfurado, seus cantos devem ser arredondados, 

permitindo uma adaptação com a superfície óssea circundante (COSTA et al., 2016). 

As membranas desempenham um papel importantíssimo para a RGO, pois, 

quando utilizadas, reduzem os possíveis efeitos pós-extração dentária, atuando 

como barreira, impedindo que o tecido epitelial invada o alvéolo e possibilite a 

regeneração óssea (BUSER et al., 1996 apud SALOMÃO; SIQUEIRA, 2010). 

Para o sucesso do implante, um dos pré-requisitos é a quantidade de osso 

nos locais receptores, não só sua altura, mas também uma largura almejada da 

crista alveolar (COSTA et al., 2016). 

Os implantes dentários só são possíveis de serem realizados quando há 

correção óssea, caso contrário a reabilitação oral estética e funcional do paciente 

não acontece (VAN DER WEIJDEN et al., 2009 apud SALOMÃO; SIQUEIRA, 2010). 
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A literatura traz várias comprovações de que, mesmo em curto ou em longo 

prazo, o rebordo alveolar é reabsorvido, dificultando assim a reabilitação oral, seja 

ela estética ou funcional. Dessa forma, a RGO pode ajudar, mantendo a espessura e 

altura necessária do rebordo para uma reabilitação (IRINAKIS; TABESH, 2007 apud 

SALOMÃO; SIQUEIRA, 2010). 

Para que o rebordo alveolar possa ser preservado, é necessário a escolha de 

uma estratégia adequada e uma eficaz manutenção dele. A estratégia acontece por 

meio da variedade biológica e funcional dos materiais existentes, em combinação 

com técnicas escolhidas adequadamente para cada caso. A manutenção da saúde 

periodontal se torna importantíssima para a preservação do rebordo alveolar. 

Havendo falha na primeira etapa, há necessidade de intervenção cirúrgica 

(GLOCKER et al., 2014 apud MUSATOVA, 2016). 

Desta forma, a regeneração de defeitos ósseos periodontais pode ser 

corrigida de diversas formas com diferentes técnicas e produtos hoje disponíveis, 

como: os enxertos e biomateriais, podendo ser associados para o uso, intensificando 

os seus resultados (SCULEAN et al., 2015). 

Em relação ao uso de materiais utilizados para o reparo ósseo descrito acima 

por Sculean et al. (2015), é reafirmado por Salomão e Siqueira (2010), descobriu-se 

que no decorrer dos anos, várias técnicas e materiais foram e estão sendo descritos 

na literatura para a Regeneração Óssea Guiada (RGO), é importante ressaltar que 

muitos deles exigem para um resultado satisfatório o uso de materiais no 

preenchimento do defeito ósseo, sendo em seguida recoberto por retalho, havendo 

assim cicatrização por primeira intenção. 

As membranas biocompatíveis dentre os biomateriais, são muito empregadas 

na área da odontologia com o objetivo de estimular a RGO em defeitos permanentes 

na cavidade oral. Em casos de falhas periodontais as membranas são indicadas 

após extração dentária, osso insuficiente para a fixação de implantes e em aparelho 

protético (COSTA et al., 2016). 

Materiais biodegradáveis ou não, ao longo dos anos, vêm sendo utilizados 

como membrana para a RGO, não importando o tipo de material, contanto que a 

mesma apresente capacidades de biocompatibilidade, permeabilidade seletiva, 

relação com os tecidos do hospedeiro, flexibilidade clínica e capacidade de 

inalteração do espaço (KARRING et al., 1993 apud AYUB, 2011). 
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Inúmeros estudos mostram a produção de novos biomateriais para as 

diversas áreas da odontologia, com resultadas satisfatórios para a sua aplicação, 

porém para o seu uso clínico o mesmo deve ser analisado em todo o seu trajeto 

científico, desde os ensaios in vitro até os clínicos in vivo (SINHORETI, VITTI, 

CORRER-SOBRINHO, 2013).  

A medicina odontológica amplifica as suas necessidades no controle das 

características do processo de formação alveolar maxilar, com relevância na 

manutenção das peças dentárias ou em sua substituição protética, quando ocorre 

perda óssea (DINATO; NUNES; SMIDT, 2011; GLOCKER, ATTIN; SCHMIDLIN, 

2014 apud MUSATOVA, 2016). 

A pesquisa, o desenvolvimento e a crescente aplicação de biomateriais na 

área da saúde estimulam a busca por novos polímeros bioativos, biodegradáveis, 

não-tóxicos e de fácil manuseio com diferentes aplicações. No caso específico das 

membranas barreiras para o uso em odontologia, o material mais utilizado 

atualmente são membranas preparadas a partir de colágeno de origem animal. 

Estas apresentam propriedades excelentes no que se refere à sua aplicação, 

exibindo exímias propriedades de barreira, ausência de toxicidade e resposta 

inflamatória (SILVA et al., 2017).  

Porém, por serem de origem animal, a tendência é a diminuição do uso em 

humanos num futuro próximo. Dessa forma, a proposta de deste projeto de pesquisa 

é o desenvolvimento de membranas alternativas baseadas em proteína de origem 

vegetal. 

 

2.2 Regeneração Óssea Guiada na Odontologia: biomateriais e sua utilização 

como membranas de barreira 

 

Outro aspecto importante e que deve ser relatado neste trabalho é a 

Regeneração Óssea Guiada por meio de biomateriais que surgiram no decorrer dos 

anos para a preservação de tecido ósseo. 

Segundo o Census Bureau dos Estados Unidos, pessoas com mais de 65 

anos representarão 17% dos habitantes do planeta em 2050, sendo, a proporção 

atual de 8,5%, demostrando um século de envelhecimento dramático da população, 

desta forma, as doenças periodontais são mais frequentemente encontradas, devido 

ao potencial destrutivo dos patógenos periodontais, a necessidade de proteção e 
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tratamento dos tecidos periodontais. Na última década do século anterior, Langer e 

Vacanti (1993) consideraram a engenharia de tecidos como um conceito técnico na 

regeneração de tecidos perdidos, promovendo a introdução do conceito biológico de 

regeneração guiada em periodontologia (KARRING et al., 1993 apud DABRA et al., 

2012). 

As infecções periodontais são um grande problema para a saúde bucal, 

podendo causar defeitos intraósseos, piorando a integridade dos dentes a longo 

prazo, tornando esse problema um dos grandes objetivos no tratamento periodontal 

(SCULEAN et al., 2015). 

Complicações cirúrgicas de transoperatório e pós-operatório, como fraturas 

dentarias, doença e infecções periodontal, periodontais e traumatismo alveolar 

podem ocasionar imperfeições ósseos alveolares em diferentes dimensões e 

complexidade (VAN DER WEIJDEN et al., 2009 apud SALOMÃO; SIQUEIRA, 2010). 

A Regeneração Óssea Guiada foi incluída como categoria terapêutica, que na 

Odontologia utiliza-se membranas de barreira para a formação de novo tecido ósseo 

após sua reabsorção (DAHLIN et al., 1988 apud AYUB, 2011). 

Para melhorar o reparo de tecidos direcionando-os para regeneração tecidual, 

a partir dos anos de 1950, começou a utilização de barreiras mecânicas como o 

titânio para possibilitar o fechamento físico de um local anatômico (COSTA et al., 

2016). 

Sabendo que o epitélio migra em média de 3 a 4 vezes mais rápido que o 

tecido conjuntivo, Bjorn em 1961 propôs que se houvesse algo que impedisse a 

invasão do tecido epitelial para uma determinada área, seria possível a regeneração 

dos tecidos, iniciando o conceito de membranas de barreira para guiar células que 

devem proporcionar a regeneração óssea (COSTA et al., 2016). 

Os primeiros materiais aprovados para uso clínico foram as membranas não 

reabsorvíveis, requerendo uma cirurgia secundária para a sua remoção. Possuem a 

capacidade de manterem sua integridade estrutural, estabilidade dimensional e sua 

forma permite ao cirurgião um completo controle de sua aplicação e redução das 

variações de efeito, sua função é provisória e uma vez completada é removida 

(COSTA et al., 2016). 

A primeira a entrar no mercado era feita de politetrafluoroetileno expandido (e-

PTFE), membrana porosa de teflon. Em seguida, outras membranas não-absorvíveis 
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surgiram, tais como, membranas de poli-tetrafluoroetileno, silicone (Biobrane®) e 

celulose (COSTA et al., 2016). 

Este tipo de membrana mostrou boa biocompatibilidade e manutenção da 

integridade estrutural durante a cicatrização. As membranas não reabsorvíveis 

geralmente apresentam resultados positivos quando investigadas em estudos 

experimentais e quando usadas em procedimentos clínicos de ROG. Todavia, o 

aspecto negativo apresentado é a imprescindibilidade de cirurgia adicional para a 

remoção da membrana, visto que ela não é absorvida por meio fisiológico (TURRI et 

al., 2016). 

A membrana de e-PTFE, é ainda a mais utilizada em virtude de sua grande 

capacidade de promover crescimento do tecido ósseo com densidade de qualidade 

e regeneração rápida. Por possuir uma microestrutura como uma teia fibrosa densa 

inibe a penetração celular permitindo uma integração tecidual, contudo susceptível a 

contaminação latente no pós-cirúrgico (COSTA et al., 2016). 

Para Costa et al. (2016), há vários materiais não-reabsorvíveis disponíveis no 

mercado, como:  

a) Filtro Millipore®: opera como barreira mecânica favorecendo a repopulação 

radicular por meio de células originarias do ligamento periodontal, entre o 

tecido conjuntivo gengival, epitelial e da superfície radicular; 

b) Biobrane®: membrana semipermeável de silicone, com boa aderência, unida 

mecanicamente a um tecido de nylon flexível com cobertura de colágeno 

hidrofílicos. 

O uso desses materiais não descarta  

a necessidade de uma pequena cirurgia no local para o segurar e, na maioria das 

vezes, essas cirurgias, por menores que sejam, podem causar morbidades à pessoa 

(SALOMÃO; SIQUEIRA, 2010). 

A maior desvantagem das membranas não-reabsorvíveis, é a necessidade de 

intervenção cirúrgica secundaria para a sua remoção (COSTA et al., 2016). 

As membranas não-biodegradáveis são frequentemente usadas na 

regeneração periodontal e óssea, o fato de requererem uma segunda intervenção 

cirúrgica levou ao desenvolvimento de materiais degradáveis. No entanto, o tempo 

de degradação dos diferentes materiais é difícil de ser equilibrado, por vezes 

comprometendo a cicatrização e o processo de regeneração (HÄMMERLE; JUNG, 

2003 apud AYUB, 2011). 
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Uma segunda geração de membranas reabsorvíveis, naturais ou sintéticas, foi 

introduzida com o objetivo de eliminar a necessidade do segundo procedimento 

cirúrgico (TURRI et al., 2016). 

Bartold et al. (2006); Lindhe e Lang (2015) apud Moreira (2017), afirmam que 

atualmente a investigação científica tem-se focado em diversas técnicas para a 

regeneração periodontal em oposição às técnicas cirúrgicas ressetivas.  

Já os materiais poliméricos bioabsorvíveis podem se desintegrar em meio a 

fluidos corporais sem qualquer alteração de sua cadeia macromolecular e 

diminuição de sua massa (COSTA et al., 2016). 

As membranas absorvíveis podem ser de colágeno (Geistlich Bio-Gide®), ácido 

poliláctico (Guidor®), poliglactina 910 (Vicryl®) e ácido poliláctico glicólico (PLGA®) 

(COSTA et al., 2016). 

O colágeno natural apresenta características de biocompatibilidade, 

quimiotaxia para fibroblastos, ativação e atração de neutrófilos e vasta 

disponibilidade, sendo sua aplicação clínica bastante diversificada, como por 

exemplo: no sistema controlado de liberação de drogas, matriz carreadora na 

Engenharia de tecidos, materiais de preenchimento para o reparo ósseo e agente 

hemostático, na produção de enxertos como barreira física para a regeneração 

tecidual guiada no tratamento de queimaduras (COSTA et al., 2016). 

Os benefícios da utilização de uma membrana absorvível, se apresenta por 

meio da imobilização do coágulo no local da extração dentária, estabilizando e 

promovendo aumento da cicatrização na ferida e sua habilidade quimiotática de 

atrair fibroblastos. Entretanto, uma vez não fixada corretamente, permite movimento 

e reabsorção, provocando o rompimento da superfície do coágulo, acarretando o 

desenvolvimento de tecido mole entre a membrana e o coágulo, dificultando a 

reparação óssea (figura 10) (COSTA et al., 2016). 
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Figura 10: Formação do coágulo sanguíneo após extração dentária e a reabsorção do 

rebordo alveolar. 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Geistlich Pharma do Brasil. 

 

Contudo, para que ocorra uma maior regeneração óssea após a extração 

dentária, é importante manter no local o coágulo sanguíneo e não o remover, uma 

vez que o coágulo é riquíssimo em plaquetas e fatores de crescimento que 

f) reabsorção do rebordo alveolar. 

a) extração dentária. b) cavidade alveolar extração dentária. 

d) alvéolo com coágulo de sangue. 
 

e) alvéolo com osso recém-formado. 

c) formação do coágulo sanguíneo. 
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estimulam a regeneração óssea e reduzem a infiltração epitelial (AMLER, 1969; 

TROMBELLI et al., 2008 apud SALOMÃO; SIQUEIRA, 2010). 

A regeneração periodontal usa determinados materiais para estimular a 

regeneração óssea. A seguir são listados os materiais mais estudados em relação a 

essa capacidade (BARTOLD et al., 2006 apud MOREIRA, 2017): 

a) materiais aloplásticos, que geralmente são usados para preenchimento 

sintéticos;  

b) enxertos autólogos, em que o material utilizado é proveniente do 

próprio indivíduo; 

c) enxertos alógenos, provenientes de indivíduos da mesma espécie;  

d) xenoenxertos, em que a espécie dadora é diferente da espécie do 

receptor. 

Ainda para Bayne (2005), o tratamento para a regeneração dos tecidos deve 

atender alguns requisitos primordiais: 

a) matriz extracelular (podendo ser sintético); 

b) célula-tronco; 

c) sinais morfogenéticos. 

 

2.3 História dos biomateriais e sua utilização na medicina 

 

Os primeiros relatos sobre o uso dos biomateriais surgiram na pré-história. Os 

egípcios utilizavam os fios de linho para sutura; os maias confeccionavam dentes de 

nácar com conchas do mar, realizando assim uma ‘integração óssea’; já as lentes de 

contato datam de 1508, por Leonardo Da Vinci (BHAT; KUMAR, 2012). 

Os primeiros implantes dentários foram realizados em 1809 com Maggiolo, 

que substituiu um dente extraído por uma âncora de ouro. Em 1891, o cirurgião 

alemão Theodor Gluck realizou a implantação da primeira prótese de quadril em 

humanos, a qual foi feita com bola de marfim cimentada. John Jacob também 

realizou as primeiras tentativas de diálises no início do século XX, em 1901, 

removendo toxinas do sangue de um paciente (BHAT; KUMAR, 2012). 

No final do século passado, houve o aprofundamento nos estudos dos 

biomateriais biológicos, constatando a capacidade dos mesmos na restauração do 

tecido natural (BAYNE, 2005). 
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A Sociedade para Biomateriais foi fundada na década de 70, no entanto, os 

biomateriais continuaram voltados às aplicações ortopédicas e seguimentos 

dentários (BAYNE, 2005).  

Os biomateriais, segundo Bayne (2005), propuseram grandes transições ao 

longo de sua história em termos de inovações tecnológicas, sendo que, para muitos, 

essas inovações marcaram o nascimento dos verdadeiros polímeros naturais. 

Assim sendo, segundo Bhat e Kumar (2012), biomaterial compreende parte 

ou todo de uma estrutura viva ou um produto biomédico que desempenha, amplifica 

ou substitui a função que foi perdida por qualquer acidente ou lesão, feito de 

qualquer material natural ou sintético. 

Todo o material usado para implantes ou dispositivos médicos para a 

interação com os sistemas biológicos são considerados biomateriais (WILLIAMS, 

1987 apud BHAT; KUMAR, 2012).  

Os biomateriais mais comuns utilizados na medicina são, de acordo com Bhat 

e Kumar (2012) 

a) válvulas cardíacas substitutas;  

b) quadris artificiais;   

c) articulações do joelho; 

d) implantes dentários;  

e) modelo de regeneração da pele;  

f) dialisadores para rins. 

A variedade para o uso dos biomateriais e suas diferenças químicas, físicas, 

biológicas e morfológicas, traz para a pesquisa nesta área características 

interdisciplinares, com a contribuição efetiva dos profissionais da engenharia de 

materiais no desenvolvimento de novos biomateriais e na sua elucidação dos 

mecanismos que dominam a regeneração óssea (SINHORETI, VITTI, CORRER-

SOBRINHO, 2013).  

 

2.4 Classificação dos biomateriais 

 

Bhat e Kumar (2012) classifica os biomateriais em três classes principais:  

a) polímeros sintéticos como o poli (metacrilato de metila) que tem sido 

usado na cimentação ósseo, poli (ácido glicólico) em suturas cirúrgicas 

degradáveis, poli (ácido glicólico-co-lático) nos parafusos ósseos ou poli 



31 

(vinil siloxano) em implantes dentários e os naturais como alginato, 

colágeno, hialurônico ácido e géis de fibrina;  

b) metais que incluem aços 316, 316L, vitálio, prata, tântalo, cobalto, F-75 

e ligas de Ti, Cr + Co, Cr + Co + Mo; 

b) cerâmicas de carbonos (alumina, zircônia e carbono pirolítico); 

vitrocerâmicas e vidros. 

2.4.1 polímeros:  

Os polímeros são biomateriais de origem natural ou sintética, podendo 

ambos serem usados na medicina regenerativa. Observa-se também o uso 

dos polímeros em outras áreas, como para cimentação óssea [poli (metil 

metacrilato)], fios de suturas degradáveis [poli (ácido glicólico)], implantes 

com parafusos ósseos [poli (ácido glicólico-co-láctico)] e implantes dentários 

[poli (vinil-siloxano)] (BHAT; KUMAR, 2012). 

2.4.2 metais: 

Os biomateriais metálicos sempre tiveram grande uso na medicina, 

como grampos, placas e fios metálicos como o vitallium, prata, tântalo, 

cobalto, F-75 e ligas de Ti, Cr + Co, Cr + Co + Mo. Porém, eles ainda 

oferecem certas desvantagens para seu uso, como baixa biocompatibilidade, 

susceptíveis à corrosão no meio fisiológico e vários danos mecânicos ao 

tecido biológico (BHAT; KUMAR, 2012).  

2.4.3 cerâmicas: 

As cerâmicas, vidros e vitrocêramicas são substâncias inorgânicas, não 

metálicas, que proporcionam vantagens em relação aos biomateriais 

metálicos, podemos citar a biocompatibilidade, alta resistência à corrosão em 

meio fisiológico e baixa condutividade elétrica e térmica. Vários tipos de 

cerâmicas são utilizados como biomateriais: a hidroxiapatita (HAp) como 

reparo ósseo; óxido de alumínio (Al2O3); aluminatos de cálcio; óxidos de 

titânio; fosfato de cálcio; carbono; bioglass (ácido láctico) entre outros (BHAT; 

KUMAR, 2012).  

Embora tenha a cerâmica tendo vários fatores vantajosos, seu uso 

apresenta certas desvantagens, tais como baixa resistência ao impacto e 

dificuldades de fabricação inviabilizando o seu uso (BHAT; KUMAR, 2012). 
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2.5 Propriedades dos biomateriais  

 

As características dos biomateriais dependem da classe à qual pertence e 

suas principais propriedades são: as de superfície, corrosão, propriedades 

mecânicas e degradação (BHAT; KUMAR, 2012). 

 

2.5.1 propriedades de superfície 

Pode-se dizer que superfície de um biomaterial é o final do seu espaço 

em altura, profundidade e largura (tridimensional), já as propriedades de 

superfície são suas interações com o tecido onde ele se encontra (BHAT; 

KUMAR, 2012). 

2.5.2 corrosão  

A corrosão é a liberação de partículas de íons dos biomateriais no 

ambiente fisiológico, diminuindo sua biocompatibilidade, o que se observa 

muito em biomateriais de origem metálica. Assim, o aço inoxidável utilizado nos 

implantes metálicos pode sofrer oxidação. (BHAT; KUMAR, 2012). 

2.5.3 degradação 

Normalmente os biomateriais degradáveis em meio fisiológico como poli 

(ácido láctico), poli (ácido glicólico) e copolímeros degradam-se em ácido 

láctico, sendo removidos do meio onde foram implantados pelos processos 

metabólicos normais do corpo. A cerâmica é um excelente biomaterial por sua 

biocompatibilidade e não sofre corrosão em meio fisiológico, porém pode sofrer 

degradação liberando seus subprodutos, causando reações adversas. O 

biomaterial ideal seria aquele que tivesse um tempo de degradação regulada 

combinando com o surgimento de um novo tecido (BHAT; KUMAR, 2012).  

2.5.4 propriedades mecânicas  

As propriedades mecânicas de um biomaterial depende do tipo de 

material usado e seu processo de fabricação, porém o mais importante de um 

biomaterial em relação as suas propriedades mecânicas é que ele ofereça 

resistência mecânica apropriada a cada tipo de tecido onde será implantado, 

como por exemplo os implantes ósseos, que devem possuir uma resistência 

maior ou igual aos ossos (BHAT; KUMAR, 2012). 
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2.5.5 biocompatibilidade 

Para a possibilidade criação de um novo biomaterial a ser usado pela 

medicina regenerativa, é importante que ele possua algumas características 

indispensáveis para o seu sucesso, como a citotoxicidade, na qual os efeitos 

tóxicos como a morte e a alteração na permeabilidade celular não devem existir 

(BHAT; KUMAR, 2012). 
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2 METODOLOGIA 

 

Várias técnicas para a extração da zeína foram e estão sendo utilizadas ao 

longo dos anos. Essa extração pode acontecer por métodos químicos ou 

enzimáticos. Certos fatores como o tipo de solvente, temperatura, pH e tempo de 

extração contribuem para eficiência do processo (SHUKLA; CHERYAN, 2001; 

CAPOBIANGO et al., 2006 apud PAPALIA; LONDERO, 2015).  

No presente estudo a extração química da proteína foi realizada na Escola 

Técnica Coronel Raphael Brandão/Barretos, no laboratório de química. 

A proteína foi extraída/purificada e confeccionada em membranas de 

barreiras, as quais foram caracterizadas quanto às suas propriedades morfológicas, 

mecânicas, de biodegradação, quanto à sua capacidade de barreira contra invasão 

celular e ensaios de citotoxicidade.  

 

3.1 Material e métodos  

 

São listados a seguir todos os materiais e métodos utilizados para a 

extração/purificação da zeína (a partir de derivados do milho), para a produção da 

membrana, e sua caraterização. 

3.1.1 Extração química/Purificação da zeína 

 Método de extração de Carter e Reck (1970 apud ANDERSON; 

LAMSAL, 2011) modificado, em que 100 gramas de amostras de moagem 

seca de milho (Agrosolo – AgroPintadão de Barretos/SP), foram pesadas em 

balança digital (Balança Shimadzu BL3200H 3200g X 0,01g). A amostra e o 

álcool isopropílico a 88% (Manipulart - Farmácia de manipulação de 

Barretos/SP) na proporção 8:1 líquido/sólido foram adicionados em um 

becker, aquecidos a uma temperatura de 60 a 65°C, agitados em agitador 

magnético (Agitador magnético com aquecimento - NI 1103 - 

Novainstruments) por 30 a 40 minutos (figura 5) controlados com barra 

magnética e termômetro analógico. Em seguida, o conteúdo foi filtrado com 

auxílio de um becker, funil e papel filtro (Unifil - 18,5 cm) para a separação do 

líquido do sólido. O líquido (amostra), em seguida, foi despejado em placa de 

petri, colocado para precipitar em refrigerador comum a -18ºC, por 24 horas. 
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O precipitado foi removido com auxílio de uma espátula e nele adicionado 

hexano absoluto (hidrocarboneto alcano - QHEMIS) na proporção de 1:1 em 

agitação mecânica com becker e pipeta por 05 minutos para a remoção das 

gorduras. Esse processo foi repetido por 03 vezes e novamente foi colocado 

para secar em placa de petri em temperatura ambiente, formando um filme 

(Figura 11).  

Figura 11: Processo de extração da proteína. 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Próprio autor. 

 

3.1.2 Cálculo do rendimento 

     Com base no método de extração modificado de Carter e Reck (1970 apud 

ANDERSON; LAMSAL, 2011), o rendimento percentual da extração proteica foi 

determinado com base na massa da matéria-prima em relação a massa do 

produto purificado, empregando-se o teor de proteínas do resíduo (fórmula 1). 

 
Fórmula 1: Rendimento percentual da extração proteica. 
 
 

R (%) = (Mp/Mmp)X100 
 
 

R (%): resíduo da proteína, Mp: é a massa do produto e Mmp: a massa da matéria-prima. 

 
 

Fonte: Próprio autor. 
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3.1.3 Caracterização da proteína 

A zeína foi caracterizada por espectroscopia no infravermelho (FTIR), 

utilizando um Espectrômetro Perkin-Elmer (Spectrum 100) com dispositivo de 

refletância total atenuada (ATR) de cristal de seleneto de zinco revestido com 

diamante. As medições foram realizadas em filmes de zeína com 100 

micrômetros de espessura, com resolução de 4 cm-1, sendo feitas 16 

varreduras para cada corrida realizada de 4.000 a 650 cm-1. 

3.1.4 Preparação da membrana não reticulada 

Para a preparação das membranas não reticuladas, a proteína após 

extraída e purificada foi novamente solubilizada em etanol 70% (Álcool etílico 

hidratado 70°INPM - Ciclo Farma) em placa de petri e colocada para secar 

em temperatura ambiente. Em seguida, foi removida com espátula e lavadas 

com água deionizada, colocada para secar novamente em temperatura 

ambiente e prensada em prensa hidráulica com aquecimento (SL10 – 

SOLAB) com auxílio de chapa metálica e kapton a 1 tonelada na temperatura 

entre 71 e 73 °C por 2 minutos. 

3.1.5 Preparação da membrana reticulada 

  Para a preparação das membranas reticuladas, a proteína após extraída 

e purificada foi novamente solubilizada em etanol 70% (Álcool etílico hidratado 

70°INPM - Ciclo Farma) em placa de petri e colocada para secar em 

temperatura ambiente, removida com espátula e imersa em formaldeído a 4% 

(Formaldeído - QUIMESP QUÍMICA) na proporção de 10 mL de água 

deionizada para 0,4 mL do formaldeído. Essas membranas foram deixadas na 

solução por 30 minutos; após esse procedimento foram lavadas com água 

deionizada, colocada para secar novamente em temperatura ambiente e 

prensada em prensa hidráulica com aquecimento (SL10 – SOLAB) com auxílio 

de chapa metálica e kapton a 1 tonelada na temperatura entre 71 e 73 °C por 2 

minutos. 

3.1.6 Caracterização da membrana não reticulada e reticulada 

 As membranas reticuladas e não reticuladas foram caracterizadas para 

determinação de suas propriedades estruturais, físico/químicas e biológicas. 
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 Físico/Químico  

a) Propriedades mecânicas (ensaios mecânicos): 

 Os ensaios de tração foram realizados no equipamento de DMA, 

Modelo 8000 da Perkin Elmer, em modo tração, com temperatura 

constante de 25ºC. A carga utilizada no ensaio foi de 10 N com uma 

taxa de 0,5N/min. 

 As dimensões dos corpos de prova foram retangulares de 7,5 mm 

de largura, 25 mm de comprimento e 0,1 mm de espessura. Foram 

utilizados 2 corpos de prova de cada amostra. 

b) Degradação hidrolítica in vitro: 

 As membranas não reticuladas (A e B) e reticuladas (A e B) com 

dimensões de aproximadamente 1,6 x 1,0 cm, foram retiradas do filme 

para estudo de degradação hidrolítica. As amostras foram imersas em 

becker contendo solução fisiológica a 0,9% (Sonobiol – 9g/L - pH 4,5 

à 7,0), sendo que as amostras foram removidas em períodos 

específicos de 0, 07 e 15 e 30 dias. Foram lavadas em água 

deionizada, secas em temperatura ambiente por 24 horas e pesadas 

em balança analítica (SHIMADZU, modelo AY-220 – capacidade de 

220g X 0,1mg) para determinação de perda de suas massas. 

 Ensaios de atividade biológica 

a) Ensaio de citotoxicidade: Os ensaios de citotoxicidade foram 

realizados utilizando-se como substância reveladora o cloridrato de 

resazurina (Sigma), que possui potencial REDOX (óxido-redução), 

com mudança colorimétrica e indicador de fluorescência em resposta 

ao metabolismo celular (O'BRIEN et al., 2000).  

 Preparação da amostra 

 As membranas com 1,25 cm² permaneceram por 24 horas a 37°C 

em 0,5 mL de meio de cultura DMEM (Dulbecco’s modification of 

Eagle’s médium - Sigma – Aldrich) com 10% de Soro Bovino Fetal 

(SBF - Gibco), sob agitação. Após esse período, os eluatos obtidos 

foram utilizados sem diluição (denominados 100%) e diluídos através 

de diluições seriadas diretamente nas placas de 96 poços. 
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 Linhagem celular 

 A linhagem celular GM07492 - tipo fibroblástica não transformante - 

foi obtida no Laboratório de Micobacteriologia e no Laboratório de 

Mutagênese da FCF - UNESP, Araraquara. As células foram 

cultivadas em meio DMEM (Dulbecco’s modification of Eagle’s 

médium - Sigma - Aldrich), suplementado com 10% de soro fetal 

bovino (SFB- Gibco) e replicadas semanalmente por tripsinização até 

um máximo de 10 passagens.  

 Ensaio de viabilidade celular pela resazurina 

 A linhagem celular foi incubada sob condições padronizadas de 

cultivo celular em garrafas de cultivo de 75 cm2, contendo meio de 

cultura (DMEM) apropriado para seu crescimento, suplementado com 

SFB (Gibco).  

 As células foram recolhidas da garrafa de cultivo utilizando 3 mL de 

tripsina-EDTA 0,25% (Gibco), centrifugadas a 1500 rpm por 4 minutos 

e contadas em câmara Newbauer, utilizando o método de exclusão 

pela solução azul de trypan a 0,004% (Sigma). Em seguida, foram 

semeadas em microplacas de 96 poços (TPP) à uma concentração 

celular de 1,5x104 células/poço, a qual foi incubada, sob condições 

padronizadas de cultivo, durante 24h para permitir a aderência 

celular. 

 Para o tratamento, o eluato previamente preparado foi diluído na 

microplaca. As células foram novamente incubadas por 24 h.  

Posteriormente, o meio de cultura foi removido, e adicionados 50 µL 

de cloridrato de resazurina 0,4 mM (Sigma).  

 A leitura da fluorescência foi realizada em leitor de microplacas em 

filtros de excitação e de emissão nos comprimentos de onda de 530 e 

590 nm, respectivamente. Todos os experimentos foram realizados 

em triplicata em ensaios independentes. 

b) Ensaios de migração e invasão celular in vitro: para o preparo 

da amostra, as membranas com 1,25 cm², foi submetida a 

esterilização em luz ultravioleta (UV) por 30 minutos em cada lado da 

superfície. O meio de cultura utilizado no ensaio de adesão celular foi 
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o DMEM (Dulbecco’s modification of Eagle’s médium - Sigma – 

Aldrich) com 10% de Soro Bovino Fetal (SBF – Gibco). 

 Linhagem celular 

 A linhagem celular GM07492 - tipo fibroblástica não transformante - 

foi obtida no Laboratório de Microbacteriologia e no Laboratório de 

Mutagênese da FCF - UNESP, Araraquara.  

 As células foram cultivadas em meio DMEM (Dulbecco's modification 

of Eagle's médium - Sigma - Aldrich), suplementado com 10% de soro 

fetal bovino (SFB- Gibco) e replicadas semanalmente por tripsinização 

até um máximo de 10 passagens.  

 Ensaio de Migração Celular 

 A linhagem celular foi incubada sob condições padronizadas de 

cultivo celular em garrafas de 75 cm2, contendo meio de cultura 

apropriado para seu crescimento, suplementado com SFB (Gibco).  

 As células foram recolhidas da garrafa de cultivo utilizando 3 mL de 

tripsina-EDTA 0,25% (Gibco), centrifugadas a 1500 rpm por 4 minutos 

e contadas em câmara Newbauer, utilizando o método de exclusão 

pela solução azul de trypan a 0,004% (Sigma).  

 Para a verificação da migração celular através da membrana 

proposta, o experimento foi iniciado com a inserção da membrana no 

compartimento apical das placas Transwell® (figura 9 a), seguido da 

adição da suspensão celular sobre a membrana, a fim de depositar-se 

as células e acompanhar sua migração (ou não), através da 

membrana. Em caso de migração, as células cresceriam aderidas ao 

filtro do sistema Transwell®. 

 A concentração celular utilizada foi de 4,5x104 células/poço, 

utilizando-se uma placa de 24 poços. Para o experimento, realizou-se 

um controle de esterilidade da membrana, onde adicionou-se ao poço 

apenas membrana com DMEM, em seguida, um controle de 

esterilidade do compartimento apical, onde havia o filtro e o meio de 

cultivo (DMEM). O experimento foi realizado com um poço contendo 

somente as células (para controle de crescimento), um poço contendo 

o filtro com células semeadas em sua superfície, um poço contendo o 

filtro sem células, um poço contendo a membrana de zeína com células 
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semeadas diretamente sobre sua superfície, um poço contendo a 

membrana de zeína disposta sobre o filtro, sobre a qual as células 

foram semeadas para análise da sua ação de barreira à migração 

celular (figura 12b). A placa foi novamente incubada por 24h em estufa 

com atmosfera de 5% de CO2, a 37ºC. A invasão celular foi avaliada 

através da observação da presença/ausência das células na superfície 

do filtro do sistema transwell utilizando-se um microscópio óptico de 

transmissão/reflexão DM 2500. 

 

Figura 12 a: Método de invasão celular. 

Fonte: Próprio autor. 
 

Figura 12 b: Esquema do experimento na placa de 96 poços. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fonte: Próprio autor. 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÕES 

 

4.1 Extração, separação e preparo dos filmes de zeína 

 

A zeína foi extraída utilizando-se uma metodologia simples de extração com 

solvente isopropílico sob aquecimento e agitação. A etapas da extração estão 

ilustradas na figura 13, onde o milho seco foi triturado até atingir a granulometria de 

pó, seguindo-se assim o processo de extração já citado na metodologia deste 

trabalho. Após o processo de extração, o solvente foi separado da matéria-prima por 

filtração, conforme ilustrado. A solução resultante contendo a zeína foi seca à 

temperatura ambiente e lavado com hexano por 3 vezes para a remoção do excesso 

de gorduras. Este material foi dissolvido em etanol (figura 14) e seco em estufa a 

45ºC, e então prensado a 70ºC, gerando os filmes utilizados neste trabalho. 
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Figura 13: Representação da extração da proteína. 

 

Fonte: Próprio autor. 
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Figura 14: Representação do preparo da membrana. 

 
Fonte: Próprio autor. 
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4.2 Cálculo do rendimento 

 

Com base no cálculo de rendimento da extração da proteína pela 

fórmula já citada na metodologia deste trabalho, o rendimento por este 

método foi de 5,11%. 

 

4.3 Caracterização da proteína 

 

 Amostra não reticulada 

Os espectros de FTIR, da proteína, representado na figura 15, 

apresentam o perfil típico da prolamina do milho zeína. A banda larga nas 

regiões de 3300 cm-1 corresponde à vibração de grupamentos hidroxila 

(O-H), em 2924 a 2851 cm-1 do espectro, indicando os grupamentos 

alifáticos (CH2 e CH3).  

As bandas nas regiões de 1750 a 1657 cm-1 indicam a presença do 

grupamento peptídeos (C=O) (Amida I) e nas regiões de 1540 a 1450 

correspondem à vibração dos nitrogênios das amidas, sendo estes 

grupamentos típicos de proteínas. Além disto, as bandas em 1540 a 1450 

cm-1 são importantes por estarem associadas à vibração de alongamento 

C = N (estiramento da ligação Amida A e dobramento da ligação NA), 

diretamente relacionadas à conformação da estrutura química principal. A 

amida encontrada é composta por muitas bandas de absorção, sugerindo 

uma alta proporção de α-zeínas helicoidais extraídas (BANCILA et. al, 

2015).  

 

 Amostra reticulada 

As diferenças mostradas no gráfico entre a proteína não reticulada e 

reticulada se encontram nas regiões 1750 a 1600 cm-1, indicando a 

presença do grupamento C=O. Na de 1400 cm-1 indicam o acetaldeído 

C2H4O e cadeias laterais de glutaraldeído C5H8O2. O grupamento C=O faz 

parte da estrutura do glutaraldeído, podendo indicar sua presença.  
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Figura 15: Gráfico de FTIR. 

 
Fonte: Próprio autor. 

 

4.4 Degradação hidrolítica in vitro 

 

 As amostras A e B não reticuladas foram submetidas ao ensaio de 

degradação hidrolítica em meio fisiológico, em que suas perdas de massa foram 

determinadas em um período de 07 dias e os resultados são representados na 

figura 16. Considerando as suas massas iniciais de 100% para cada membrana, 

após suas remoções do meio fisiológico houve uma perda de massa de 

aproximadamente 5% para cada. Apesar de aparentemente não terem perdido 

massa, elas degradaram-se, mostrando não serem ideais para este estudo, 

havendo, portanto, a necessidade de se utilizar a membrana sobre processo de 

reticulação. 

As amostras A e B reticuladas foram submetidas ao ensaio de degradação 

hidrolítica em meio fisiológico, em que suas perdas de massa foram 

determinadas em um período de 0, 15 e 30 dias respectivamente. Considerando 
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as suas massas iniciais de 100% para cada membrana, após suas remoções do 

meio fisiológico a amostra A perdeu aproximadamente 10% de massa com 15 

dias e degradação com 30 dias. Já a amostra B perdeu aproximadamente 07% 

de massa com 15 dias e 43% com 30 dias (figura 17), provando ser a membrana 

reticulada ideal para a proposta desta pesquisa, pela sua desintegração e perda 

considerável de massa em um período compatível com o reparo ósseo. 

 

Figura 16: Gráfico representativo da degradação hidrolítica - Amostra não reticulada. 
 

 

 
Degradação hidrolítica da amostra não reticulada, evidenciando a porcentagem em massa em função 

do tempo em dias. 

 
 

Fonte: Próprio autor. 
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Figura 17: Gráfico representativo da degradação hidrolítica - Amostra reticulada. 
 

 

 

Degradação hidrolítica da amostra reticulada, evidenciando a porcentagem em massa em função do 
tempo em dias. 

 
 

Fonte: Próprio autor. 

 

4.5 Propriedades mecânicas (ensaios mecânicos) 

  

 Na figura 18 são apresentados os resultados das propriedades mecânicas 

de resistência à tração e deformação na ruptura de duas amostras uma 

reticulada e outra não reticulada, ambas submetidas as mesmas condições para 

a realização do ensaio. Foi observado que a amostra reticulada apresenta maior 

resistência a deformação após uma tensão em comparação com a amostra não 

reticulada, conforme esperado para polímeros. Os dados de resistência a tração 

e deformação obtidos a partir das curvas do ensaio mecânico, são 

representados na Tabela 1. 
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Figura 18: Gráfico das propriedades mecânicas da membrana reticulada por DMA. 
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Espectros de FTIR dos filmes de zeína, sendo a linha vermelha a amostra não reticulada e preta a 
reticulada, comparando entre as duas suas forças de resistência sobre uma tensão.  

 

 

Fonte: Próprio autor. 

 

Tabela 1 – Comportamento da resistência à tração e alongamento na ruptura das amostras 
de membrana de zeína reticulada e não reticulada em equipamento DMA. 

 

 
Amostra 

 

 
Resistência à tração (Mpa) 

 
Deformação (%) 

 
Reticulada 

 

 
5,5 ± 0  

 
0,03 ± 0 

 
Não reticulada 

 

 
2,5 ± 0 

 
  0,087 ± 0 

 

Fonte: Próprio autor. 
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4.6 Ensaio de citotoxicidade 

 

 Os resultados da avaliação da viabilidade celular estão apresentados na 

Figura 19 expressos em porcentagem de células viáveis de GM-07492 tratadas 

com as diferentes concentrações dos eluatos da membrana.  

 As concentrações avaliadas não induziram uma redução estatisticamente 

significativa (p ≤ 0,05) na viabilidade celular comparado ao controle negativo.  

 Os resultados obtidos mostraram uma redução estatisticamente significativa 

na viabilidade celular das culturas tratadas com DMSO 20% (controle positivo), 

garantindo a sensibilidade do sistema-teste (25% de viabilidade celular). 

 A partir destes resultados, conclui-se que a zeína não apresentou toxicidade 

nas condições do ensaio. Este resultado está de acordo com o esperado, visto 

que se refere a uma proteína de origem natural, extraída de um produto 

alimentar. 

 

Figura 19: Ensaio de viabilidade celular com a linhagem celular GM-07492 tratadas com a 
membrana reticulada de zeína. 
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 Os valores são apresentados como média e desvio-padrão. CN: controle negativo (meio de 

cultura DMEM, suplementado com 10% de soro bovino fetal, viabilidade celular de 100%); Controle 

positivo (DMSO 20%; viabilidade celular de 25%)   

*Significativamente diferente do controle negativo (p <0,05). 
 

Fonte: Próprio autor. 
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4.7 Ensaio e migração e invasão celular in vitro 

 

 O ensaio de migração e invasão celular em transwell utilizado DMEM 

(Dulbecco’s modification of Eagle’s médium - Sigma – Aldrich) com 10% de Soro 

Bovino Fetal (SBF – Gibco), foi realizado para investigar a capacidade de não 

migração de células na membrana com o propósito de uma barreira. Após a 

mesma ter sido incubada por 24h em estufa com atmosfera de 5% de CO2, a 

37ºC, observou-se que as células não migraram, não sendo visualizadas na 

parte superior do filtro com a membrana em análise por meio das imagens 

obtidas por microscopia óptica (figuras 20a e b). 

 

Figura 20a: Representação da membrana ensaios de migração e invasão celular - Imagem 
ampliada a 100 micrômetro. 

 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

  
Fonte: Próprio autor. 
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Figura 20b: Representação da membrana ensaios de migração e invasão celular - Imagem 
ampliada a 200 micrômetro. 

 
 
 
 
 
 
 
 
  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Próprio autor. 
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5 CONCLUSÇÕES FINAIS 

 

A extração da proteína foi realizada com sucesso, sendo o seu rendimento 

satisfatório para a utilização em todos os ensaios presentes neste trabalho.  

A caracterização por FTIR indicou que o produto resultante do processo de 

extração é a proteína de interesse.  

Após a confecção da membrana e sua submissão e os resultados ensaio de 

degradação hidrolítica em vitro, houve a necessidade de sua reticulação para a 

continuação deste trabalho. 

 As propriedades mecânicas revelam que a amostra reticulada apresenta 

maior resistência a deformação após uma tensão em comparação com a amostra 

não reticulada. 

Os ensaios de citotoxicidade e migração/invasão celular, ambos foram de 

maneira geral eficazes na avaliação de citotoxicidade e barreira celular. 

A proteína reticulada apresentou propriedades superiores à não reticulada 

para a aplicação proposta neste trabalho. 
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