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RESUMO

A Regeneracdo Ossea Guiada (ROG) consiste em um tratamento para o
alcance da regeneracdo 0ssea, ap0s extracado dentaria, para a recomposicao do
osso e rebordo alveolar, tornando-se possivel a colocacdo de implantes. O
tratamento com ROG baseia-se na aplicacdo de uma membrana de barreira para
impedir a invasao celular de tecido mole para dentro da cavidade alveolar, evitando
defeitos O0sseos. A partir da proteina zeina encontrada no grdo de milho, foi
confeccionado uma membrana barreira para a ROG. A zeina foi extraida utilizando-
se uma metodologia simples de extracdo com solvente isopropilico sob aquecimento
e agitacao, purificada e confeccionada em membranas de barreiras, as quais foram
caracterizadas quanto as suas propriedades morfolégicas, mecanicas, de
biodegradacdo, quanto a sua capacidade de barreira contra invasao celular e
ensaios de citotoxicidade. A extracao da proteina foi realizada com sucesso, sendo o
seu rendimento satisfatério para a utilizagdo em todos os ensaios presentes neste

trabalho.

Palavras-chave: regeneracdo Ossea, zeina, proteina vegetal, propriedades

mecanicas, membranas reabsorviveis, invasao 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 € desenvolver uma membrana de barreira para
enxertos 0sseos dentarios a partir da zeina, e avaliar sua citotoxicidade, reabsorcéo

in vitro, propriedades mecanicas e de barreira celular.

1.1 Objetivos especificos

e Extrair a proteina do milho;

e Produzir membrana conforme método ja proposto na literatura e sua
caracterizacao;

e Estudar a reabsorcdo da membrana em condicdes fisioldgicas in vitro;

e Analisar as propriedades mecanicas das membranas por meio de ensaios de
tracao;

e Realizar o estudo da morfologia do material produzido (a fim de determinar o
tamanho dos poros, um parametro importante para a nao invasao celular, por
microscopia otica);

¢ Investigar a biocompatibilidade por meio de ensaio de citotoxicidade;

e Observar efeito barreira da membrana através de ensaios de migragdo celular.
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2 INTRODUCAO

O presente estudo desenvolveu uma membrana com proteina de origem
vegetal conhecida por zeina, com possibilidades biodegradaveis para regeneracao
0ssea guiada (RGO), sendo suas particularidades discutidas ao longo do trabalho.
Para melhor entendimento a respeito do tema seréo discutidos alguns conceitos e
definicbes acerca da proteina e RGO.

Proteinas derivadas de plantas sdo de grande interesse por serem renovaveis
e biodegradéaveis, pois oferecem beneficios ambientais sobre os materiais a base de
petréleo (BISHARAT et al., 2017).

O uso da zeina para a industria ainda € pouco conhecida, esta proteina
encontra-se no endosperma do milho, com alto teor de aminoacidos apolares,
permitindo assim uma estrutura molecular hidrofébica, solubilizando-se em alcool,
possibilitando sua extracao, representada na figura 1 (SHUKLA & CHERYAN, 2001
apud PAPALIA; LONDERO, 2015).

Figura 1: Esquema da estrutura secundaria da proteina zeina.

(b)

Aminoacidos apolares organizados em estrutura circular repetidos pela unido dos
segmentos polares (hélices). As nove hélices unidas em figura plana, sendo ‘Up’ a diregao do
término NH 2 para COOH da cadeia dos aminoacidos, enquanto ‘Dn’ indica a diregdo oposta (a) e
arranjo das proteinas através do empilhamento dos planos por interagbes de residuos de
glutamina, parte polar estendidas nas extremidades da cadeia molecular (b).

Fonte: Argos et al. (1982) apud Papalia e Londero (2015).
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O grao de milho é formado por quatro estruturas fisicas: endosperma,
gérmen, pericarpo e ponta. Esses arcaboucos diferem em sua organizagdo quimica
e estrutura interna (figura 2 e 3). As zeinas estdo localizadas na parte externa dos
granulos de amido, em estruturas circulares, com seu centro rico em delta e gama
zeina, circundada por alfa zeina (PAES, 2006; ANDERSON & LAMSAL, 2011 apud
PAPALIA; LONDERO, 2015).

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

No endosperma (farindceo e vitreo) e gérmem estao presentes as
proteinas de reserva do tipo prolamina, chamada de zeina.

Fonte: Papalia e Londero (2015, p. 553).
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Figura 3: Percentagem do constituinte total indicado nas estruturas fisicas especificas do
grao de milho.

. . - Fibras ou
Fragéo %grao Amido Lipideos Proteinas Minerais  Aclicares  onteiido
celular
% da parte (base seca)
Endosperma 82 98 154 74 179 289
Gérmen 11 1.3 82,6 26 78,4 69,3 12
Pericarpo 5 0,6 1,3 2,6 29 1.2 54
Ponta 2 0,1 038 0,9 1,0 08 70

Fonte: Paes (2006).

Os graos do milho sao, geralmente, amarelos ou brancos, podendo
apresentar coloracdes variando desde o preto até o vermelho. Seu peso individual
varia, em média, de 250 a 300 mg e sua composi¢cdo média em base seca é 72% de
amido, 9,5% proteinas, 9% fibra e 4% de 6Oleo. Sendo composicdo formada por
quatro principais estruturas fisicas: pericarpo (casca - estrutura externa),
endosperma (contém substancias lipidicas que conferem a cor ao gréo, constituido
principalmente de amido e de proteinas reserva, do tipo prolamina, chamadas
zeinas), gérmem (apresenta quantidades importantes de proteinas - 26%), e ponta
as quais diferem em composicao quimica e também na organizacdo dentro do grao
(Figura 4).
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Figura 4: Esquema representativo da estrutura interna do gréo de milho.

Pericarpo -
estrutura externa.

CASCA
Estéo presentes as
proteinas de reserva
L (8%) do tipo
A prolamina, chamadas
zeinas.
ENDOSPERMA

Constituido
principalmente de
amido (88%).

Substancias

lipidicas que

conferemacor ENDOSPERMA | ENDOSPERMA
9ree: VITREO FARINACEO

Apresenta
quantidades
importantes de

proteinas (26%).

GERMEN /9/\__,//

PONTA

Fonte: Adaptada Paes (2006).

Assim como para Bisharat et al. (2017) e também por Papalia e Londero
(2015), a zeina representa 60% do total de todos as proteinas encontradas no gréao
de milho, caracterizada pela sua semelhanga em massa molecular, solubilidade em
solventes e uma estrutura de quatro subclasses: alfa, beta, gama e delta, sendo a
alfa-zeina a mais abundante. Uma propriedade da zeina que é interessante para

aplicacdo na area de biomateriais € sua capacidade em formar filmes, isto € um
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material filmogénico. Esta propriedade amplia seu leque de aplicacdes na area
biomédica com demanda por filmes biodegradaveis em condicdes fisiologicas.
Sendo a zeina € a principal proteina endospérmica de armazenamento
(usadas no crescimento) do milho. Essa pode ser classificada com base na sua
solubilidade e peso molecular em a (19 e 22 kDa), B (17-18 kDa), y (16 e 27 kDa) e
(10 kDa). De todos os tipos de zeina, a a-zeina € responsavel por 75 a 85% da
composicdo desta proteina, sendo a mais abundante, a y-zeina € de
aproximadamente 20%. A zeina € particularmente rica em aminoéacidos hidrofobicos,
mas deficiente em amino&cidos polares ou ionizaveis. Tornando, a zeina pouco
insolivel em agua pura, mas soluvel em solugBes binarias de alcoois alifaticos de

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

2.1 Regeneracgdo Ossea Guiada

O conceito de ROG foi definido com base em tecidos que se regeneram
guando células com esta capacidade povoam o defeito 6sseo durante a cicatrizacao.
Desta forma, a restricdo mecéanica do tecido mole permite que células osteogénicas
estimulem a formacéo de novo tecido 6sseo (CORTELLI et al., 2005 apud AYUB,
2011).

A ROG € uma técnica cirdrgica, que se baseia no conceito de osteopromocao
com o uso de uma barreira fisica com o objetivo de impedir a migracdo de células
indesejaveis originarias dos tecidos conjuntivo e epitelial, viabilizando a formacéo
0ssea (PEREIRA et al., 2012).

A Regeneracido Ossea Guiada é utilizada mormente na regido maxilo-facial,
baseando-se na aplicacdo de uma membrana de barreira para evitar 0 surgimento
de defeitos 6sseos, ndo permitindo que tecidos ndo osteogénicos interfiram na
consolidagéo 6ssea (figura 5) (TURRI et al., 2016).

Para reparos de defeitos 6sseos na cavidade oral, a ROG utiliza materiais
enxertados autégeno, sendo este mais utilizado e membranas como barreira por
meio de procedimento cirdrgico para estimular e orientar o crescimento de novo
0sso em locais com defeitos (GEISTLICH FARMA DO BRASIL).



17

Figura 5: Membranas de barreira para estimular e orientar o crescimento de novo 0Sso
alveolar.

Fonte: Geistlich Pharma do Brasil.

A técnica de ROG é usada, por exemplo, para restaurar 0sso em caso de
defeitos como fenestragcdo ou deiscéncia do tecido ao redor do implante, para
equilibrar imperfeicdes maiores do maxilar ou para impedir a reabsor¢cao 6ssea apos
a extracao de dente em alvéolos defeituosos (GEISTLICH FARMA DO BRASIL).

Normalmente quando uma infeccdo periodontal causa algum dano ao 0sso
alveolar, recorre-se a cirurgia; porém a mesma apresenta apenas melhoras clinicas,
visto que muitas vezes no local forma-se cicatriz, havendo assim um reparo com
formacdo de um grande epitélio juncional e ndo uma regeneracdo O&ssea
propriamente dita (figura 6) (SCULEAN et al., 2015).
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Figura 6: Reparo 6sseo com formagéo de epitélio juncional.

Fonte: Geistlich Pharma do Brasil.

Por mais que a cirurgia dos defeitos 0sseos orais seja extremamente pequena
e que deixe o menor dano possivel, ainda existe a possibilidade de outros fatores
internos causarem a reabsor¢cdo do rebordo alveolar. Em contrapartida, quanto
maior o defeito 6sseo, maior e mais complexa também sera a cirurgia, necessitando
muitas vezes de enxertos autdégenos, aumentado assim a morbidade ao paciente
(SALOMAO; SIQUEIRA, 2010).

Para melhor o entendimento a respeito de como ocorre a RGO, este trabalho
fard uma revisdo anatdmica e fisiolégica do tecido 6sseo oral, sua formacdo e seus

defeitos.

2.1.1 Revisdo anatdmica e fisiolégica do tecido 6sseo oral

O tecido 6sseo € uma forma de tecido conjuntivo especializado apresentando
uma fase mineral (cristais de fosfato de calcio) na forma de hidroxiapatita, possuindo
uma matriz de colageno, com caracteristica rigida, vascularizada e frequentemente
se encontra em renovacdo e remodelacdo (JUDAS; PALMA; FALACHO;
FIGUEIREDO, 2012 apud MUSATOVA, 2016).

Apresenta-se em duas formas: 0 0sso trabecular também conhecido por 0sso
esponjoso e 0 0sso cortical formando por uma estrutura densa e soélida, possuindo
duas camadas: uma externa, o periésteo, constituido por tecido fibroso conjuntivo,

vasos sanguineos, inervagdo com finalidade de protecdo e nutricdo, e o endosteo,
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com estrutura membranosa cobrindo o o0sso cortical, trabecular e os canais
sanguineos (KINI; NANDEESH, 2010; JUDAS et al., 2012 apud MUSATOVA, 2016).

Permanece em constante remodelacdo, para que esta renovagdo aconteca é
necessario um equilibrio entre o0os processos de reabsorcdo e reposicao,
possibilitando uma adaptacédo deste tecido as necessidades fisioldgicas, permitindo
a substituicdo de tecidos antigos. A reabsor¢do 0ssea € um processo de eliminacao
de tecidos ja existentes pelas células osteoclastos, jA a reposicdo Ossea € a
formacéo de tecido novo pelas células osteoblastos (PARRA-TORRES et al., 2013;
AMIROUCHE; BOBKO, 2015 apud MUSATOVA, 2016).

Durante toda a vida do individuo, o tecido 6sseo esta sujeito ao processo
continuo de remodelagdo o ‘Turn-over, em que novo osso se forma por meio do
mecanismo de reabsorcdo/deposicido (PARRA-TORRES; VALDES-FLORES;
OROZCO; VELAZQUEZ-CRUZ, 2013 apud MUSATOVA, 2016).

A neoformacdo Ossea acontece por um processo complexo conhecido por
osteogénese (ossificacdo), em trés principais etapas: a sintese da matriz organica
extracelular, mineralizacdo da matriz e remodelacdo O0ssea por meio de processos
de reabsorcdo e reformacdo. A formacdo de novo 0sso acontece por meio da
ossificacdo intramembranosa com deposicdo de células mesenquimatosas
indiferenciadas, sintetizando a matriz organica pela diferenciacdo destas células em
osteoblastos, estes produzem osteoides para a mineralizacdo O6ssea, e a
endocondral, onde a cartilagem atua como modelo para a ossificacdo, células
mesenquimatosas indiferenciadas proliferam, condensam e diferenciam-se em
condroblastos, tornando-se a matriz cartilaginea, onde as células pericondrais
diferenciam em osteoblastos, produzindo a matriz 6ssea que sera mineralizada
(MARQUES, 2010; EMANS; CARON; RHIJN; WELTING, 2012 apud MUSATOVA,
2016).

O crescimento 0sseo e suas alteracdes hipertroficas sdo acompanhados pelo
mecanismo de remodelacdo, desta forma, quando os estimulos mecanicos séo
reduzidos, o esqueleto apenas exerce suas fungdes vitais, e a reabsor¢cdo excede a
formacdo de novo o0sso, tornando-se um tecido com pouca massa. Esse mesmo
processo de crescimento 0sseo pode ocorrer de maneira contraria, quando o
organismo apresenta intenso anabolismo 0sseo, com deposicdo excessiva da
massa o0ssea (figura 7 e 8) (MUSATOVA, 2016).
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Figura 7: Representacdo do modelo biomecéanico de remodelacéo 6ssea.
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O tecido ésseo e outros tecidos como 0s mesenquimais e tegumentares, apos
agressao ou trama nao fatal, tendem a reparacdo, com reconstituicdo integral do
tecido, conservando suas caracteristicas dimensionais, estruturais e fisiolégicas ou a
reconstituicdo parcial, perdendo o formato dimensional e ocorréncia de fibrose
cicatricial que fechard a ferida, porém sem garantir a mesma eficacia do tecido
original (ARAUJO; LINDHE, 2011; GIANGIULIO, 2014 apud MUSATOVA, 2016).

Lesdes traumaticas, anomalias e infec¢des dentarias, dificultam a formacao de
novo 0sso, sendo assim a remodelacdo 0ssea pode ser determinada utilizando os
enxertos 0sseos (REIS, 2015 apud MUSATOVA, 2016).

O osso e o tecido mole alveolar se retraem parcialmente se nao forem
tomadas contramedidas apos a extracdo de um dente. Comprometendo a estética e
o volume 0sseo, tornando-se insuficiente para colocacdo de implante ou formar
espacos sob uma ponte dentaria (GEISTLICH FARMA DO BRASIL).

O alvéolo dentario apos a remocdo de um dente deve ser preenchido
imediatamente com algum material, para preservacao do volume 6sseo (figuras 9a e
b) (GEISTLICH FARMA DO BRASIL).

Figura 9a: Preservacao do rebordo alveolar apds extragédo dentéria.

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 6sseo 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 colocacdo de
préteses dentarias definitivas sem complicacdes (GEISTLICH FARMA DO BRASIL).

Para que a RGO acontega € importante um espago entre o implante e a
membrana, este espago acontece por meio do recorte da mesma com sua parte
interna (rigida) cobrindo totalmente o defeito e sua porcdo externa (flexivel)
ultrapassando as laterais do defeito 6sseo em aproximadamente de 3 a 5 mm
(COSTA et al., 2016).

Evitando o crescimento celular de tecido conjuntivo gengival, o retalho da
membrana ndo pode ser perfurado, seus cantos devem ser arredondados,
permitindo uma adaptagdo com a superficie 6ssea circundante (COSTA et al., 2016).

As membranas desempenham um papel importantissimo para a RGO, pois,
quando utilizadas, reduzem os possiveis efeitos pos-extracdo dentaria, atuando
como barreira, impedindo que o tecido epitelial invada o alvéolo e possibilite a
regeneracdo 6ssea (BUSER et al., 1996 apud SALOMAO; SIQUEIRA, 2010).

Para o sucesso do implante, um dos pré-requisitos é a quantidade de 0sso
nos locais receptores, ndo sO sua altura, mas também uma largura almejada da
crista alveolar (COSTA et al., 2016).

Os implantes dentarios sé sao possiveis de serem realizados quando ha
correcdo Ossea, caso contrario a reabilitacdo oral estética e funcional do paciente
n&o acontece (VAN DER WEIJDEN et al., 2009 apud SALOMAO; SIQUEIRA, 2010).
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A literatura traz varias comprovacdes de que, mesmo em curto ou em longo
prazo, o rebordo alveolar é reabsorvido, dificultando assim a reabilitacdo oral, seja
ela estética ou funcional. Dessa forma, a RGO pode ajudar, mantendo a espessura e
altura necessaria do rebordo para uma reabilitacdo (IRINAKIS; TABESH, 2007 apud
SALOMAO; SIQUEIRA, 2010).

Para que o rebordo alveolar possa ser preservado, € necessario a escolha de
uma estratégia adequada e uma eficaz manutencéo dele. A estratégia acontece por
meio da variedade biologica e funcional dos materiais existentes, em combinacao
com técnicas escolhidas adequadamente para cada caso. A manutencdo da saude
periodontal se torna importantissima para a preservacdo do rebordo alveolar.
Havendo falha na primeira etapa, ha necessidade de intervencdo cirdrgica
(GLOCKER et al., 2014 apud MUSATOVA, 2016).

Desta forma, a regeneracdo de defeitos Osseos periodontais pode ser
corrigida de diversas formas com diferentes técnicas e produtos hoje disponiveis,
como: 0s enxertos e biomateriais, podendo ser associados para o uso, intensificando
0s seus resultados (SCULEAN et al., 2015).

Em relacdo ao uso de materiais utilizados para o reparo ésseo descrito acima
por Sculean et al. (2015), é reafirmado por Salomé&o e Siqueira (2010), descobriu-se
que no decorrer dos anos, varias técnicas e materiais foram e estdo sendo descritos
na literatura para a Regeneracédo Ossea Guiada (RGO), é importante ressaltar que
muitos deles exigem para um resultado satisfatério o uso de materiais no
preenchimento do defeito 6sseo, sendo em seguida recoberto por retalho, havendo
assim cicatrizagao por primeira intencao.

As membranas biocompativeis dentre os biomateriais, sdo muito empregadas
na area da odontologia com o objetivo de estimular a RGO em defeitos permanentes
na cavidade oral. Em casos de falhas periodontais as membranas séo indicadas
apos extracdo dentaria, osso insuficiente para a fixagdo de implantes e em aparelho
protético (COSTA et al., 2016).

Materiais biodegradaveis ou nao, ao longo dos anos, vém sendo utilizados
como membrana para a RGO, ndo importando o tipo de material, contanto que a
mesma apresente capacidades de biocompatibilidade, permeabilidade seletiva,
relacdo com os tecidos do hospedeiro, flexibilidade clinica e capacidade de
inalteracdo do espaco (KARRING et al., 1993 apud AYUB, 2011).
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Inmeros estudos mostram a producdo de novos biomateriais para as
diversas areas da odontologia, com resultadas satisfatérios para a sua aplicacao,
porém para o seu uso clinico o mesmo deve ser analisado em todo o seu trajeto
cientifico, desde o0s ensaios in vitro até os clinicos in vivo (SINHORETI, VITTI,
CORRER-SOBRINHO, 2013).

A medicina odontolégica amplifica as suas necessidades no controle das
caracteristicas do processo de formacdo alveolar maxilar, com relevancia na
manutencdo das pecas dentarias ou em sua substituicdo protética, quando ocorre
perda 6ssea (DINATO; NUNES; SMIDT, 2011; GLOCKER, ATTIN; SCHMIDLIN,
2014 apud MUSATOVA, 2016).

A pesquisa, 0 desenvolvimento e a crescente aplicacdo de biomateriais na
area da saude estimulam a busca por novos polimeros bioativos, biodegradaveis,
nao-toxicos e de facil manuseio com diferentes aplicacdes. No caso especifico das
membranas barreiras para o0 uso em odontologia, o material mais utilizado
atualmente sdo membranas preparadas a partir de colageno de origem animal.
Estas apresentam propriedades excelentes no que se refere a sua aplicacao,
exibindo eximias propriedades de barreira, auséncia de toxicidade e resposta
inflamatdria (SILVA et al., 2017).

Porém, por serem de origem animal, a tendéncia é a diminuicdo do uso em
humanos num futuro proximo. Dessa forma, a proposta de deste projeto de pesquisa
€ o desenvolvimento de membranas alternativas baseadas em proteina de origem

vegetal.

2.2 Regeneracdo Ossea Guiada na Odontologia: biomateriais e sua utiliza¢&o

como membranas de barreira

Outro aspecto importante e que deve ser relatado neste trabalho é a
Regeneracdo Ossea Guiada por meio de biomateriais que surgiram no decorrer dos
anos para a preservacéao de tecido 6sseo.

Segundo o Census Bureau dos Estados Unidos, pessoas com mais de 65
anos representardo 17% dos habitantes do planeta em 2050, sendo, a proporcéo
atual de 8,5%, demostrando um século de envelhecimento dramético da populacao,
desta forma, as doencas periodontais sdo mais frequentemente encontradas, devido

ao potencial destrutivo dos patdgenos periodontais, a necessidade de protecéo e
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tratamento dos tecidos periodontais. Na ultima década do século anterior, Langer e
Vacanti (1993) consideraram a engenharia de tecidos como um conceito técnico na
regeneracao de tecidos perdidos, promovendo a introducdo do conceito biolégico de
regeneracao guiada em periodontologia (KARRING et al., 1993 apud DABRA et al.,
2012).

As infeccdes periodontais sdo um grande problema para a saude bucal,
podendo causar defeitos intradésseos, piorando a integridade dos dentes a longo
prazo, tornando esse problema um dos grandes objetivos no tratamento periodontal
(SCULEAN et al., 2015).

Complicacdes cirurgicas de transoperatorio e pos-operatorio, como fraturas
dentarias, doenca e infeccdes periodontal, periodontais e traumatismo alveolar
podem ocasionar imperfeicbes 0Osseos alveolares em diferentes dimensbes e
complexidade (VAN DER WEIJDEN et al., 2009 apud SALOMAO; SIQUEIRA, 2010).

A Regeneracio Ossea Guiada foi incluida como categoria terapéutica, que na
Odontologia utiliza-se membranas de barreira para a formacéo de novo tecido 6sseo
apos sua reabsorcéo (DAHLIN et al., 1988 apud AYUB, 2011).

Para melhorar o reparo de tecidos direcionando-os para regeneracéao tecidual,
a partir dos anos de 1950, comecou a utilizagcdo de barreiras mecanicas como o
titnio para possibilitar o fechamento fisico de um local anatdmico (COSTA et al.,
2016).

Sabendo que o epitélio migra em média de 3 a 4 vezes mais rapido que o
tecido conjuntivo, Bjorn em 1961 prop0s que se houvesse algo que impedisse a
invasao do tecido epitelial para uma determinada area, seria possivel a regeneracao
dos tecidos, iniciando o conceito de membranas de barreira para guiar células que
devem proporcionar a regeneracéo 6ssea (COSTA et al., 2016).

Os primeiros materiais aprovados para uso clinico foram as membranas nao
reabsorviveis, requerendo uma cirurgia secundaria para a sua remo¢ao. Possuem a
capacidade de manterem sua integridade estrutural, estabilidade dimensional e sua
forma permite ao cirurgido um completo controle de sua aplicacado e reducéo das
variacbes de efeito, sua funcdo €& proviséria e uma vez completada € 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 ndo-absorviveis
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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 manutencédo da
integridade estrutural durante a cicatrizacdo. As membranas nao reabsorviveis
geralmente apresentam resultados positivos quando investigadas em estudos
experimentais e quando usadas em procedimentos clinicos de ROG. Todavia, 0
aspecto negativo apresentado é a imprescindibilidade de cirurgia adicional para a
remocao da membrana, visto que ela ndo é absorvida por meio fisioldgico (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 6sseo com densidade de qualidade
e regeneracao rapida. Por possuir uma microestrutura como uma teia fibrosa densa
inibe a penetracdo celular permitindo uma integracao tecidual, contudo susceptivel a
contaminacdo latente no pés-cirargico (COSTA et al., 2016).

Para Costa et al. (2016), h& varios materiais ndo-reabsorviveis disponiveis no
mercado, como:

a) Filtro Millipore®: opera como barreira mecanica favorecendo a repopulacéo
radicular por meio de células originarias do ligamento periodontal, entre o
tecido conjuntivo gengival, epitelial e da superficie radicular;

b) Biobrane®: membrana semipermeavel de silicone, com boa aderéncia, unida
mecanicamente a um tecido de nylon flexivel com cobertura de colageno
hidrofilicos.

O uso desses materiais nao descarta
a necessidade de uma pequena cirurgia no local para o segurar e, ha maioria das
vezes, essas cirurgias, por menores que sejam, podem causar morbidades a pessoa
(SALOMAO; SIQUEIRA, 2010).

A maior desvantagem das membranas ndo-reabsorviveis, € a necessidade de
intervencao cirurgica secundaria para a sua remocao (COSTA et al., 2016).

As membranas ndo-biodegradaveis sdo frequentemente usadas nha
regeneracao periodontal e 0ssea, o fato de requererem uma segunda intervencao
cirirgica levou ao desenvolvimento de materiais degradaveis. No entanto, o tempo
de degradacdo dos diferentes materiais € dificil de ser equilibrado, por vezes
comprometendo a cicatrizacdo e o processo de regeneracdo (HAMMERLE; JUNG,
2003 apud AYUB, 2011).
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Uma segunda geracdo de membranas reabsorviveis, naturais ou sintéticas, foi
introduzida com o objetivo de eliminar a necessidade do segundo procedimento
cirdrgico (TURRI et al., 2016).

Bartold et al. (2006); Lindhe e Lang (2015) apud Moreira (2017), afirmam que
atualmente a investigacao cientifica tem-se focado em diversas técnicas para a
regeneracao periodontal em oposi¢éo as técnicas cirdrgicas ressetivas.

Ja os materiais poliméricos bioabsorviveis podem se desintegrar em meio a
fluidos corporais sem qualquer alteracdo de sua cadeia macromolecular e
diminuicdo de sua massa (COSTA et al., 2016).

As membranas absorviveis podem ser de colageno (Geistlich Bio-Gide®), acido
polilactico (Guidor®), poliglactina 910 (Vicryl®) e acido polilactico glicolico (PLGA®)
(COSTA et al., 2016).

O colageno natural apresenta caracteristicas de biocompatibilidade,
quimiotaxia para fibroblastos, ativagcdo e atragdo de neutrofilos e vasta
disponibilidade, sendo sua aplicacdo clinica bastante diversificada, como por
exemplo: no sistema controlado de liberacdo de drogas, matriz carreadora na
Engenharia de tecidos, materiais de preenchimento para o reparo 0sseo e agente
hemostatico, na producdo de enxertos como barreira fisica para a regeneracéo
tecidual guiada no tratamento de queimaduras (COSTA et al., 2016).

Os beneficios da utilizacdo de uma membrana absorvivel, se apresenta por
meio da imobilizacdo do coagulo no local da extracdo dentaria, estabilizando e
promovendo aumento da cicatrizacdo na ferida e sua habilidade quimiotatica de
atrair fibroblastos. Entretanto, uma vez néo fixada corretamente, permite movimento
e reabsorcdo, provocando o rompimento da superficie do coagulo, acarretando o
desenvolvimento de tecido mole entre a membrana e o coagulo, dificultando a
reparacao ossea (figura 10) (COSTA et al., 2016).
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Figura 10: Formacao do coagulo sanguineo apés extragéo dentaria e a reabsorgéo do

rebordo alveolar.
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c) formagéo do coagulo sanguineo. d) alvéolo com coagulo de sangue.
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reabsor¢ao de osso maxilar

e) alvéolo com osso recém-formado. f) reabsorcéo do rebordo alveolar.

Fonte: Geistlich Pharma do Brasil.

Contudo, para que ocorra uma maior regeneracdo 0ssea ap0s a extracao
dentaria, é importante manter no local o codgulo sanguineo e ndo o remover, uma

vez que o coagulo é riquissimo em plaquetas e fatores de crescimento que
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estimulam a regeneracdo é6ssea e reduzem a infiltracdo epitelial (AMLER, 1969;
TROMBELLI et al., 2008 apud SALOMAO; SIQUEIRA, 2010).

A regeneracao periodontal usa determinados materiais para estimular a
regeneracao 6ssea. A seguir sdo listados os materiais mais estudados em relacdo a
essa capacidade (BARTOLD et al., 2006 apud MOREIRA, 2017):

a) materiais aloplasticos, que geralmente séo usados para preenchimento
sintéticos;

b) enxertos autélogos, em que o material utilizado é proveniente do
proprio individuo;

c) enxertos alégenos, provenientes de individuos da mesma espécie;

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

Ainda para Bayne (2005), o tratamento para a regeneracéo dos tecidos deve
atender alguns requisitos primordiais:

a) matriz extracelular (podendo ser sintético);
b) célula-tronco;

c) sinais morfogenéticos.

2.3 Historia dos biomateriais e sua utilizagcdo na medicina

Os primeiros relatos sobre 0 uso dos biomateriais surgiram na pré-historia. Os
egipcios utilizavam os fios de linho para sutura; os maias confeccionavam dentes de
nacar com conchas do mar, realizando assim uma ‘integracéo éssea’; ja as lentes de
contato datam de 1508, por Leonardo Da Vinci (BHAT; KUMAR, 2012).

Os primeiros implantes dentarios foram realizados em 1809 com Maggiolo,
qgue substituiu um dente extraido por uma ancora de ouro. Em 1891, o cirurgido
alemdo Theodor Gluck realizou a implantacdo da primeira protese de quadril em
humanos, a qual foi feita com bola de marfim cimentada. John Jacob também
realizou as primeiras tentativas de dialises no inicio 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 biologicos, constatando a capacidade dos mesmos na restauracdo do
tecido natural (BAYNE, 2005).
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A Sociedade para Biomateriais foi fundada na década de 70, no entanto, 0s
biomateriais continuaram voltados as aplicagcbes ortopédicas e seguimentos
dentarios (BAYNE, 2005).

Os biomateriais, segundo Bayne (2005), propuseram grandes transicdes ao
longo de sua histéria em termos de inovagdes tecnoldgicas, sendo que, para muitos,
essas inovagdes marcaram o nascimento dos verdadeiros polimeros 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 fungdo que foi perdida por qualquer acidente ou lesédo, feito de
qualguer material natural ou sintético.

Todo o material usado para implantes ou dispositivos médicos para a
interacdo com o0s sistemas biolégicos sao considerados biomateriais (WILLIAMS,
1987 apud BHAT; KUMAR, 2012).

Os biomateriais mais comuns utilizados na medicina sao, de acordo com Bhat
e Kumar (2012)

a) valvulas cardiacas substitutas;
b) quadris artificiais;

c) articulagdes do joelho;

d) implantes dentarios;

e) modelo de regeneracao da pele;
f) dialisadores para rins.

A variedade para 0 uso dos biomateriais e suas diferencas quimicas, fisicas,
biolégicas e morfolégicas, traz para a pesquisa nesta area caracteristicas
interdisciplinares, com a contribuicdo efetiva dos profissionais da engenharia de
materiais no desenvolvimento de novos biomateriais e na sua elucidacdo dos
mecanismos que dominam a regeneracao 6ssea (SINHORETI, VITTI, CORRER-
SOBRINHO, 2013).

2.4 Classificacao dos biomateriais

Bhat e Kumar (2012) classifica os biomateriais em trés classes principais:
a) polimeros sintéticos como o poli (metacrilato de metila) que tem sido
usado na cimentagdo 0sseo, poli (&cido glicolico) em suturas cirargicas

degradaveis, poli (acido glicélico-co-latico) nos parafusos 6sseos ou poli
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(vinil siloxano) em implantes dentarios e os naturais como alginato,
coladgeno, hialurénico acido e géis de fibrina;

b) metais que incluem acos 316, 316L, vitalio, prata, tantalo, cobalto, F-75
e ligas de Ti, Cr + Co, Cr + Co + Mo;

b) ceramicas de carbonos (alumina, zirconia e carbono pirolitico);
vitroceramicas e vidros.

2.4.1 polimeros:

Os polimeros sdo biomateriais de origem natural ou sintética, podendo
ambos serem usados na medicina regenerativa. Observa-se também o uso
dos polimeros em outras &reas, como para cimentacdo 0ssea [poli (metil
metacrilato)], fios de suturas degradaveis [poli (acido glicdlico)], implantes
com parafusos 6sseos [poli (acido glicélico-co-lactico)] e implantes dentarios
[poli (vinil-siloxano)] (BHAT; KUMAR, 2012).

2.4.2 metais:

Os biomateriais metélicos sempre tiveram grande uso na medicina,
como grampos, placas e fios metalicos como o vitallium, prata, tantalo,
cobalto, F-75 e ligas de Ti, Cr + Co, Cr + Co + Mo. Porém, eles ainda
oferecem certas desvantagens para seu uso, como baixa biocompatibilidade,
susceptiveis a corrosdo no meio fisioldgico e varios danos mecéanicos ao
tecido biolégico (BHAT; KUMAR, 2012).

2.4.3 ceramicas:

As ceramicas, vidros e vitrocéramicas séo substancias inorganicas, néo
metalicas, que proporcionam vantagens em relacdo aos biomateriais
metalicos, podemos citar a biocompatibilidade, alta resisténcia a corrosdo em
meio fisiolégico e baixa condutividade elétrica e térmica. Varios tipos de
ceramicas sao utilizados como biomateriais: a hidroxiapatita (HAp) como
reparo 6sseo; oxido de aluminio (Al203); aluminatos de célcio; Oxidos de
titanio; fosfato de calcio; carbono; bioglass (acido lactico) entre outros (BHAT;
KUMAR, 2012).

Embora tenha a ceramica tendo varios fatores vantajosos, seu uso
apresenta certas desvantagens, tais como baixa resisténcia ao impacto e
dificuldades de fabricacéo inviabilizando o seu uso (BHAT; KUMAR, 2012).
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2.5 Propriedades dos biomateriais

As caracteristicas dos biomateriais dependem da classe a qual pertence e
suas principais propriedades sao: as de superficie, corrosdo, propriedades
mecanicas e degradacdo (BHAT; KUMAR, 2012).

2.5.1 propriedades de superficie

Pode-se dizer que superficie de um biomaterial € o final do seu espaco
em altura, profundidade e largura (tridimensional), jA as propriedades de
superficie sdo suas interacbes com o tecido onde ele se encontra (BHAT;
KUMAR, 2012).

2.5.2 corroséo

A corrosdo é a liberacdo de particulas de ions dos biomateriais no
ambiente fisiolégico, diminuindo sua biocompatibilidade, o que se observa
muito em biomateriais de origem metalica. Assim, o ago inoxidavel utilizado nos

implantes metdlicos pode sofrer oxidacao. (BHAT; KUMAR, 2012).

2.5.3 degradacéo

Normalmente os biomateriais degradaveis em meio fisiolégico como poli
(acido lactico), poli (acido glicélico) e copolimeros degradam-se em &cido
lactico, sendo removidos do meio onde foram implantados pelos processos
metabdlicos normais do corpo. A ceramica € um excelente biomaterial por sua
biocompatibilidade e ndo sofre corrosdo em meio fisioldgico, porém pode sofrer
degradacédo liberando seus subprodutos, causando reacbes adversas. O
biomaterial ideal seria aquele que tivesse um tempo de degradacdo regulada
combinando com o surgimento de um novo tecido (BHAT; KUMAR, 2012).

2.5.4 propriedades mecéanicas

As propriedades mecanicas de um biomaterial depende do tipo de
material usado e seu processo de fabricacdo, porém o mais importante de um
biomaterial em relacdo as suas propriedades mecéanicas é que ele ofereca
resisténcia mecanica apropriada a cada tipo de tecido onde sera implantado,
como por exemplo os implantes 6sseos, que devem possuir uma resisténcia
maior ou igual aos ossos (BHAT; KUMAR, 2012).
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2.5.5 biocompatibilidade

Para a possibilidade criagdo de um novo biomaterial a ser usado pela
medicina regenerativa, € importante que ele possua algumas caracteristicas
indispensaveis para o seu sucesso, como a citotoxicidade, na qual os efeitos
toxicos como a morte e a alteracdo na permeabilidade celular ndo devem existir

(BHAT; KUMAR, 2012).
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2 METODOLOGIA

Varias técnicas para a extracdo da zeina foram e estdo sendo utilizadas ao
longo dos anos. Essa extracdo pode acontecer por métodos quimicos ou
enzimaticos. Certos fatores como o tipo de solvente, temperatura, pH e tempo de
extragcdo contribuem para eficiéncia do processo (SHUKLA; CHERYAN, 2001;
CAPOBIANGO et al., 2006 apud PAPALIA; LONDERO, 2015).

No presente estudo a extracdo quimica da proteina foi realizada na Escola
Técnica Coronel Raphael Branddo/Barretos, no laboratério de quimica.

A proteina foi extraida/purificada e confeccionada em membranas de
barreiras, as quais foram caracterizadas quanto as suas propriedades morfolégicas,
mecanicas, de biodegradacao, quanto a sua capacidade de barreira contra invasao

celular e ensaios de citotoxicidade.

3.1 Material e métodos

Sado listados a seguir todos os materiais e métodos utilizados para a
extracao/purificacdo da zeina (a partir de derivados do milho), para a producao da

membrana, e sua caraterizacao.
3.1.1 Extracdo quimica/Purificacdo da zeina

Método de extracdo de Carter e Reck (1970 apud ANDERSON;
LAMSAL, 2011) modificado, em que 100 gramas de amostras de moagem
seca de milho (Agrosolo — AgroPintadao de Barretos/SP), foram pesadas em
balanca digital (Balanga Shimadzu BL3200H 3200g X 0,01g). A amostra e o
alcool isopropilico a 88% (Manipulart - Farmécia de manipulacdo de
Barretos/SP) na proporcdo 8:1 liquido/sélido 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 termdmetro analdgico. Em seguida, o conteudo foi filtrado com
auxilio de um becker, funil e papel filtro (Unifil - 18,5 cm) para a separacéo do
liquido do sdlido. O liquido (amostra), em seguida, foi despejado em placa de

petri, colocado para precipitar em refrigerador comum a -18°C, por 24 horas.
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O precipitado foi removido com auxilio de uma espatula e nele adicionado
hexano absoluto (hidrocarboneto alcano - QHEMIS) na proporcéo de 1:1 em
agitacdo mecanica com becker e pipeta por 05 minutos para a remocao 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 extracdo da proteina.

Fonte: Préprio autor.

3.1.2 Célculo do rendimento

Com base no método de extracdo modificado de Carter e Reck (1970 apud
ANDERSON; LAMSAL, 2011), o rendimento percentual da extracdo proteica foi
determinado com base na massa da matéria-prima em relacdo a massa do

produto purificado, empregando-se o teor de proteinas do residuo (férmula 1).

Formula 1: Rendimento percentual da extragdo proteica.

R (%) = (Mp/Mmp)X100

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

Fonte: Proprio autor.



36

3.1.3 Caracterizacdo da proteina

A zeina foi caracterizada por espectroscopia no infravermelho (FTIR),
utilizando um Espectrometro Perkin-Elmer (Spectrum 100) com dispositivo de
refletancia total atenuada (ATR) de cristal de seleneto de zinco revestido com
diamante. As medicdes foram realizadas em filmes de zeina com 100
micrometros de espessura, com resolucdo de 4 cm?, sendo feitas 16

varreduras para cada corrida realizada de 4.000 a 650 cm-.
3.1.4 Preparacdo da membrana néo reticulada

Para a preparacdo das membranas nao reticuladas, a proteina apos
extraida e purificada foi novamente solubilizada em etanol 70% (Alcool etilico
hidratado 70°INPM - Ciclo Farma) em placa de petri e colocada para secar
em temperatura ambiente. Em seguida, foi removida com espétula e lavadas
com agua deionizada, colocada para secar novamente em temperatura
ambiente e prensada em prensa hidrdulica com aquecimento (SL10 -
SOLAB) com auxilio de chapa metalica e kapton a 1 tonelada na temperatura

entre 71 e 73 °C por 2 minutos.
3.1.5 Preparacdo da membrana reticulada

Para a preparacdo das membranas reticuladas, a proteina apés extraida
e purificada foi novamente solubilizada em etanol 70% (Alcool etilico hidratado
70°INPM - Ciclo Farma) em placa de petri e colocada para secar em
temperatura ambiente, removida com espatula e imersa em formaldeido a 4%
(Formaldeido - QUIMESP QUIMICA) na proporcdo de 10 mL de &gua
deionizada para 0,4 mL do formaldeido. Essas membranas foram deixadas na
solucdo por 30 minutos; apés esse procedimento foram lavadas com agua
deionizada, colocada para secar novamente em temperatura ambiente e
prensada em prensa hidraulica com aquecimento (SL10 — SOLAB) com auxilio
de chapa metalica e kapton a 1 tonelada na temperatura entre 71 e 73 °C por 2

minutos.
3.1.6 Caracterizagcdo da membrana ndao reticulada e reticulada

As membranas reticuladas e néo reticuladas foram caracterizadas para

determinacao de suas propriedades estruturais, fisico/quimicas e bioldgicas.
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e Fisico/Quimico
a) Propriedades mecanicas (ensaios mecanicos):

Os ensaios de tracdo foram realizados no equipamento de DMA,
Modelo 8000 da Perkin Elmer, em modo tragdo, com temperatura
constante de 25°C. A carga utilizada no ensaio foi de 10 N com uma
taxa de 0,5N/min.

As dimens0des 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) Degradacdao hidrolitica in vitro:

As membranas néo reticuladas (A e B) e reticuladas (A e B) com
dimensdes de aproximadamente 1,6 x 1,0 cm, foram retiradas do filme
para estudo de degradacéo hidrolitica. As amostras foram imersas em
becker contendo solucéo fisiologica a 0,9% (Sonobiol — 9g/L - pH 4,5
a 7,0), sendo que as amostras foram removidas em periodos
especificos de 0, 07 e 15 e 30 dias. Foram lavadas em &gua
deionizada, secas em temperatura ambiente por 24 horas e pesadas
em balanca analitica (SHIMADZU, modelo AY-220 — capacidade de
220g X 0,1mg) para determinacdo de perda de suas massas.

e Ensaios de atividade bioldgica

a) Ensaio de citotoxicidade: Os ensaios de citotoxicidade foram
realizados utilizando-se como substancia reveladora o cloridrato de
resazurina (Sigma), que possui potencial REDOX (6xido-reducéo),
com mudanca colorimétrica e indicador de fluorescéncia em resposta
ao metabolismo celular (O'BRIEN et al., 2000).
v Preparagcao da amostra

As membranas com 1,25 cm? 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 agitacdo. Apds esse periodo, os eluatos obtidos
foram utilizados sem diluicdo (denominados 100%) e diluidos atraves

de diluicbes seriadas diretamente nas placas de 96 pogos.
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v Linhagem celular

A linhagem celular GM07492 - tipo fibroblastica ndo transformante -
foi obtida no Laboratério de Micobacteriologia e no Laboratorio de
Mutagénese 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 tripsinizacao até
um maximo de 10 passagens.

v Ensaio de viabilidade celular pela resazurina

A linhagem celular foi incubada sob condigbes padronizadas de
cultivo celular em garrafas de cultivo de 75 cm?, 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 camara Newbauer, utilizando o método de exclusdo
pela solucdo azul de trypan a 0,004% (Sigma). Em seguida, foram
semeadas em microplacas de 96 pocos (TPP) a uma concentracdo
celular de 1,5x10* células/poco, a qual foi incubada, sob condicdes
padronizadas de cultivo, durante 24h para permitir a aderéncia
celular.

Para o tratamento, o eluato previamente preparado foi diluido na
microplaca. As células foram novamente incubadas por 24 h.
Posteriormente, o meio de cultura foi removido, e adicionados 50 pL
de cloridrato de resazurina 0,4 mM (Sigma).

A leitura da fluorescéncia foi realizada em leitor de microplacas em
filtros de excitagéo e de emissdo nos comprimentos de onda de 530 e
590 nm, respectivamente. Todos os experimentos foram realizados
em triplicata em ensaios independentes.

b) Ensaios de migragéo e invasao celular in vitro: para o preparo
da amostra, as membranas com 1,25 cm? foi submetida a
esterilizacdo em luz ultravioleta (UV) por 30 minutos em cada lado da

superficie. O meio de cultura utilizado no ensaio de adeséao celular foi



39

0 DMEM (Dulbecco’s modification of Eagle’s médium - Sigma -
Aldrich) com 10% de Soro Bovino Fetal (SBF — Gibco).
v Linhagem celular

A linhagem celular GM07492 - tipo fibroblastica nédo transformante -
foi obtida no Laboratério de Microbacteriologia e no Laboratério de
Mutagénese 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 tripsinizacao
até um maximo de 10 passagens.

v Ensaio de Migracéo Celular

A linhagem celular foi incubada sob condicbes padronizadas de
cultivo celular em garrafas de 75 cm?, 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 camara Newbauer, utilizando o método de exclusédo
pela solucao azul de trypan a 0,004% (Sigma).

Para a verificagdo da migracdo celular através da membrana
proposta, o experimento foi iniciado com a insercdo da membrana no
compartimento apical das placas Transwell® (figura 9 a), seguido da
adicdo da suspenséao celular sobre a membrana, a fim de depositar-se
as células e acompanhar sua migracdo (ou nao), através da
membrana. Em caso de migracdo, as células cresceriam aderidas ao
filtro do sistema Transwell®.

A concentracdo celular utilizada foi de 4,5x10* células/poco,
utilizando-se uma placa de 24 pocos. Para o experimento, realizou-se
um controle de esterilidade da membrana, onde adicionou-se ao pogo
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 pogo contendo
somente as células (para controle de crescimento), um poco contendo
o filtro com células semeadas em sua superficie, um po¢o contendo o

filtro sem células, um poc¢o contendo a membrana de zeina com células
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semeadas diretamente sobre sua superficie, um poco contendo a
membrana de zeina disposta sobre o filtro, sobre a qual as células
foram semeadas para analise da sua acdo de barreira a migracao
celular (figura 12b). A placa foi novamente incubada por 24h em estufa
com atmosfera de 5% de CO2, a 37°C. A invaséo celular foi avaliada
através da observacdo da presenca/auséncia das células na superficie
do filtro do sistema transwell utilizando-se um microscopio Optico de

transmissao/reflexao DM 2500.

Figura 12 a: Método de invaséo celular.
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Fonte: Préprio autor.

Figura 12 b: Esquema do experimento na placa de 96 pocos.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Extracao, separacao e preparo dos filmes de zeina

A zeina foi extraida utilizando-se uma metodologia simples de extracdo com
solvente isopropilico sob aquecimento e agitacdo. A etapas da extracdo estdo
ilustradas na figura 13, onde o milho seco foi triturado até atingir a granulometria de
po, seguindo-se assim 0 processo de extracdo ja citado na metodologia deste
trabalho. Apés o processo de extracao, o solvente foi separado da matéria-prima por
filtragcdo, conforme ilustrado. A solucdo resultante contendo a zeina foi seca a
temperatura ambiente e lavado com hexano por 3 vezes para a remocao do excesso
de gorduras. Este material foi dissolvido em etanol (figura 14) e seco em estufa a

45°C, e entédo prensado a 70°C, gerando os filmes utilizados neste trabalho.
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Figura 13: Representacdo da extragcéo da proteina.

Amostra — Moagem seca do milho

v

Amoztra com solucio izopropol zobre Separacio por filtragem da amostra do
agitacio e aquecimento por 30 minutos liquido apos agitacio e aquecimento

v

Liquido filtrado e adicionado em ApOs precipitacao, a proteina foi

refrigerador comum para removida e lavada com hexano
precipitacao para a remogao das gorduras

Fonte: Préprio autor.
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Figura 14: Representacdo do preparo da membrana.

Proteina diluida em alcool a 70% e colocada em evaporacio

Membrana apos prenza hidraulica e recortada

Fonte: Préprio autor.
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4.2 Célculo do rendimento

Com base no céalculo de rendimento da extracdo da proteina pela
férmula ja citada na metodologia deste trabalho, o rendimento por este
método foi de 5,11%.

4.3 Caracterizacao da proteina

Amostra nédo reticulada

Os espectros de FTIR, da proteina, representado na figura 15,
apresentam o perfil tipico da prolamina do milho zeina. A banda larga nas
regides de 3300 cm corresponde a vibracdo de grupamentos hidroxila
(O-H), em 2924 a 2851 cm'do espectro, indicando 0s grupamentos
alifaticos (CHz e CHa).

As bandas nas regifes de 1750 a 1657 cm*indicam a presenca do
grupamento peptideos (C=0) (Amida I) e nas regides de 1540 a 1450
correspondem a vibracdo dos nitrogénios das amidas, sendo estes
grupamentos tipicos de proteinas. Além disto, as bandas em 1540 a 1450
cm-1 sdo importantes por estarem associadas a vibracdo de alongamento
C = N (estiramento da ligacdo Amida A e dobramento da ligacdo NA),
diretamente relacionadas a conformacgédo da estrutura quimica principal. A
amida encontrada € composta por muitas bandas de absorcao, sugerindo
uma alta proporcdo de a-zeinas helicoidais extraidas (BANCILA et. al,
2015).

Amostra reticulada

As diferencas mostradas no grafico entre a proteina néo reticulada e
reticulada se encontram nas regides 1750 a 1600 cm?, indicando a
presenca do grupamento C=0. Na de 1400 cm indicam o acetaldeido
C2H40 e cadeias laterais de glutaraldeido CsHsO2. O grupamento C=0 faz

parte da estrutura do glutaraldeido, podendo indicar sua presenca.
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Figura 15: Grafico de FTIR.
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Fonte: Préprio autor.

4.4 Degradacdo hidrolitica in vitro

As amostras A e B ndo reticuladas foram submetidas ao ensaio de
degradacéao hidrolitica em meio fisiolégico, em que suas perdas de massa foram
determinadas em um periodo de 07 dias e os resultados sao representados na
figura 16. Considerando as suas massas iniciais de 100% para cada membrana,
apos suas remocdes do meio fisiolégico houve uma perda de massa de
aproximadamente 5% para cada. Apesar de aparentemente néo terem perdido
massa, elas degradaram-se, mostrando ndo serem ideais para este estudo,
havendo, portanto, a necessidade de se utilizar a membrana sobre processo de
reticulagéo.

As amostras A e B reticuladas foram submetidas ao ensaio de degradacéo
hidrolitica em meio fisiolégico, em que suas perdas de massa foram

determinadas em um periodo de 0, 15 e 30 dias respectivamente. Considerando
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as suas massas iniciais de 100% para cada membrana, apds suas remocdes do
meio fisiolégico a amostra A perdeu aproximadamente 10% de massa com 15
dias e degradacdo com 30 dias. Ja 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 desintegragédo e perda
consideravel de massa em um periodo compativel com o reparo 6sseo.

Figura 16: Gréfico representativo da degradacao hidrolitica - Amostra néo reticulada.
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Degradacao hidrolitica da amostra néo reticulada, evidenciando a porcentagem em massa em funcao
do tempo em dias.

Fonte: Préprio autor.
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Figura 17: Grafico representativo da degradacéao hidrolitica - Amostra reticulada.
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Degradacdao hidrolitica da amostra reticulada, evidenciando a porcentagem em massa em funcéo do
tempo em dias.

Fonte: Préprio autor.

4.5 Propriedades mecanicas (ensaios mecanicos)

Na figura 18 séo apresentados os resultados das propriedades mecanicas
de resisténcia a tracdo e deformacdo na ruptura de duas amostras uma
reticulada e outra nédo reticulada, ambas submetidas as mesmas condi¢cfes para
a realizacao do ensaio. Foi observado que a amostra reticulada apresenta maior
resisténcia a deformacédo apdés uma tensdo em comparagdo com a amostra nédo
reticulada, conforme esperado para polimeros. Os dados de resisténcia a tracao
e deformacdo obtidos a partir das curvas do ensaio mecanico, sao

representados na Tabela 1.
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Figura 18: Grafico das propriedades mecanicas da membrana reticulada por DMA.
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Fonte: Préprio autor.

Tabela 1 — Comportamento da resisténcia a tracdo e alongamento na ruptura das amostras
de membrana de zeina reticulada e nao reticulada em equipamento DMA.

Amostra Resisténcia a tracado (Mpa) Deformacéao (%)
Reticulada 550 0,030
N&o reticulada 25%20 0,087+ 0

Fonte: Préprio autor.
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4.6 Ensaio de citotoxicidade

Os resultados da avaliacdo da viabilidade celular estdo apresentados na
Figura 19 expressos em porcentagem de células viaveis de GM-07492 tratadas
com as diferentes concentracdes dos eluatos da membrana.

As concentragdes avaliadas ndo induziram uma redugdo estatisticamente
significativa (p < 0,05) na viabilidade celular comparado ao controle negativo.

Os resultados obtidos mostraram uma reducéo 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 zeina ndo apresentou toxicidade
nas condi¢cdes do ensaio. Este resultado esta de acordo com o esperado, visto
que se refere a uma proteina de origem natural, extraida de um produto

alimentar.

Figura 19: Ensaio de viabilidade celular com a linhagem celular GM-07492 tratadas com a
membrana reticulada de zeina.
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Os valores sdo apresentados como média e desvio-padrao. 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: Préprio autor.
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4.7 Ensaio e migragdo e invaséo celular in vitro

O ensaio de migracdo e invasao 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 nao
migracdo de células na membrana com o propdésito de uma barreira. Apds a
mesma ter sido incubada por 24h em estufa com atmosfera de 5% de CO2, a
37°C, observou-se que as células ndo migraram, ndo sendo visualizadas na
parte superior do filtro com a membrana em analise por meio das imagens

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

Figura 20a: Representacdo da membrana ensaios de migragéo e invaséo celular - Imagem
ampliada a 100 micrémetro.

Fonte: Préprio autor.
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Figura 20b: Representacdo da membrana ensaios de migra¢

ampliada a 200 micrémetro.

Fonte: Préprio autor.
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5 CONCLUSCOES FINAIS

A extracdo da proteina foi realizada com sucesso, sendo o0 seu rendimento
satisfatorio para a utilizacdo em todos 0s ensaios presentes neste trabalho.

A caracterizacdo por FTIR indicou que o produto resultante do processo de
extracao € a proteina de interesse.

Apoés a confeccdo da membrana e sua submisséo e os resultados ensaio de
degradacao hidrolitica em vitro, houve a necessidade de sua reticulacdo para a
continuagao deste trabalho.

As propriedades mecéanicas revelam que a amostra reticulada apresenta
maior resisténcia a deformacéo ap0s uma tensdo em comparacdo com a amostra
nao reticulada.

Os ensaios de citotoxicidade e migragao/invaséo celular, ambos foram de
maneira geral eficazes na avaliagéo de citotoxicidade e barreira celular.

A proteina reticulada apresentou propriedades superiores a ndo reticulada

para a aplicacdo proposta neste trabalho.
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