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Bonafé ACF. Confecção, caracterização e avaliação do efeito de membranas à base 
de fibroína carregadas ou não com neurotensina em feridas abertas em palato: 
estudo clínico randomizado [dissertação]. São José dos Campos (SP): Universidade 
Estadual Paulista (Unesp), Instituto de Ciência e Tecnologia; 2022. 
 
 

RESUMO 
 
 
A utilização de enxertos autógenos provenientes do palato para reconstrução de 
tecidos gengivais, apesar de serem considerados o padrão-ouro, causam grande 
morbidade e dor pós-operatória. Assim, com o intuito de reduzir essas complicações, 
alguns biomateriais podem ser explorados, acelerando a cicatrização e trazendo maior 
conforto ao paciente. Dessa forma, os objetivos do presente estudo foram: 
confeccionar e caracterizar membranas à base de fibroína de seda sem carregamento 
(F) ou carregadas com neurotensina (FN) e avaliar clinicamente seus efeitos no reparo 
de feridas abertas no palato. Para a primeira parte, as membranas foram 
confeccionadas e caracterizadas quanto à espessura, propriedades mecânicas, 
textura superficial, permeabilidade ao vapor de água, degradação enzimática, 
citotoxicidade, genotoxicidade e intumescimento. Para a segunda parte, sessenta e 
um pacientes com necessidade de exodontia e preservação alveolar foram 
randomizados em três grupos: Controle: exodontia e selamento do alvéolo com EGL 
removido do palato; Grupo F: exodontia com EGL e inserção da membrana F na ferida 
palatina; Grupo FN: exodontia com EGL e membrana FN na ferida palatina. A 
reparação da área doadora palatina foi avaliada por parâmetros clínicos centrados 
nos pacientes. A partir dos resultados de caracterização, pode-se constatar a 
homogeneidade das membranas, alta resistência mecânica e maior intumecimento, 
permeabilidade e rugosidade superficial, características favoráveis para feridas 
intraorais. Em adição, não apresentaram citotoxicidade (HFF-1, HaCaT e fibroblastos 
gengivais humanos) e genotoxicidade (HaCaT) in vitro. Em relação aos resultados 
clínicos, em 14 dias FN mostrou maior diminuição de ARF (p<0,001) e melhor ET (p 
= 0,022) do que F e GC; ao analisar-se o ICPF, ambos os biomateriais F e FN 
apresentaram melhores resultados em 14 dias comparados ao GC (p= 0,009 e p = 
0,001 respectivamente); não houve diferença entre os grupos em relação ao ED (p= 
0,312) e ET (p = 0,120). OHIP em F e FN se mostrou superior a GC a partir do 5º dia, 
NA e DPO mantiveram-se mais baixas em F e FN. Conclui-se que o uso de 
membranas à base de fibroína de seda carregadas ou não com NT apresenta 
benefícios clínicos no reparo de feridas e na qualidade de vida dos pacientes.  
 
Palavras-chave: Periodontia. Cicatrização de feridas. Fibroína. Neurotensina. 

 
 
 
 

 



Bonafé ACF. Manufacturing, characterization, and evaluation of silk fibroin-based 
membranes with or without neurotensin on palatal wound healing: in vitro and 
randomized clinical trial [dissertation]. São José dos Campos (SP): São Paulo State 

University (Unesp), Institute of Science and Technology; 2022. 

ABSTRACT 

The use of autogenous grafts from the palate for gingival tissue reconstruction, despite 
being considered the gold standard, causes great morbidity and postoperative pain. 
Thus, in order to reduce these complications, biomaterials can be explored, 
accelerating healing and bringing greater comfort to the patient. The objectives of the 
present study were: to manufacture and characterize unloaded (F) or neurotensin-
loaded (FN) silk fibroin-based membranes and to clinically evaluate their effects on the 
repair of palatal open wounds. For the first part, the membranes were made and 
characterized in terms of thickness, mechanical properties, surface texture, water 
vapor permeability, enzymatic degradation, cytotoxicity, genotoxicity and swelling. For 
the second part, sixty-one patients in need of extraction and alveolar preservation were 
randomized into three groups: Control: extraction and alveolar socket sealing with FGG 
removed from the palate; Group F: extraction with FGG and F membrane incorporation 
in the palatal wound; Group FN: extraction with EGL and FN membrane in the palatal 
wound. Palatal donor site repair was assessed by patient-centered and clinical 
parameters. From the characterization results, membranes’ high homogeneity, 
mechanical resistance, swelling, permeability and surface roughness, can be verified, 
being favorable characteristics for intraoral wounds. In addition, they showed no 
cytotoxicity (HFF-1, HaCaT and human gingival fibroblasts) and genotoxicity (HaCaT) 
in vitro. Regarding the clinical results, at 14 days FN showed a greater decrease in 
ARF (p<0.001) and better ET (p = 0.022) than F and GC; when analyzing the ICPF, 
both biomaterials F and FN showed better results at 14 days compared to GC (p=0.009 
and p=0.001 respectively); there was no difference between the groups regarding ED 
(p=0.312) and ET (p=0.120). OHIP in F and FN was superior to GC from the 5th day, 
NA and DPO remained lower in F and FN. It is concluded that the use of silk fibroin-
based membranes loaded or not with NT has clinical benefits in wound repair and in 
the quality of life of patients. 

Keywords: Periodontology. Wound healing. Silk fibroin. Randomized clinical trial. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

Procedimentos cirúrgicos para a reconstrução dos tecidos gengival e peri-

implantar com o objetivo de restabelecer a função e estética são uma rotina na clínica 

odontológica (Zucchelli et al., 2018). Diversos defeitos em tecido gengival e peri-

implantar requerem tratamento, sendo a recessão gengival o mais comum entre eles. 

Recessão gengival é caracterizada pela exposição da superfície radicular ao meio oral 

(The American Academy of Periodontology, 2001). Além da sua alta prevalência, 

podendo atingir até 100% da população (Susin et al., 2004), as recessões gengivais 

podem trazer consequências como hipersensibilidade, desarmonia estética, maior 

susceptibilidade a formação de cárie radicular e lesões cervicais não cariosas 

(Toffenetti et al., 1998). Como os defeitos de recessão gengival são um problema 

bastante comum, diversas técnicas de reconstrução tecidual estão disponíveis para o 

seu tratamento (Chambrone, Tatakis, 2015). Tão importante quanto os defeitos 

periodontais em dentes, são os defeitos em peri-implantes. Com a expansão da 

utilização dos implantes osseointegrados para a reabilitação de perdas de elementos 

dentais, a saúde dos tecidos peri-implantares é necessária para que os implantes 

apresentem função e estética adequadas. A importância de uma adequada mucosa 

peri-implantar está relacionada com a estabilidade do tecido ósseo peri-implantar. Em 

estudos recentes, foi observado maior reabsorção óssea quando implantes foram 

instalados onde a mucosa apresentava espessura inferior à 2 mm (Linkevicius et al., 

2009; van Eekeren et al., 2017). Ademais, os autores sugerem reconstrução tecidual 

durante a colocação de implantes osseointegrados para que os resultados sejam mais 

previsíveis. 

Para se realizar a reconstrução desses tecidos moles, os procedimentos mais 

comumente utilizados são as técnicas cirúrgicas com a utilização de enxertos de 

tecidos autógenos, enxerto de tecido conjuntivo ou o de enxerto gengival livre (EGL). 

Essas técnicas são consideradas padrão ouro para o tratamento de recessões 

gengivais (Chambrone, Tatakis, 2015), assim como para aumento de tecido mole peri-

implantar (Thoma et al., 2018). Além dessas, outras condições requerem a utilização 

de enxertos autógenos, como preservação de rebordo após exodontia (Wang, Lang, 

2012) e correção de defeitos de rebordo (Stimmelmayr et al., 2011). Para tal, uma 
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porção de tecido conjuntivo (com ou sem a presença do epitélio de revestimento, 

dependendo da técnica e do defeito a ser tratado) é removido da mucosa palatina e 

enxertado no leito receptor.  

Entretanto, essa técnica pode causar alto grau desconforto e morbidade nos 

pacientes (Wesel, Tatakis, 2008) pois dois sítios cirúrgicos são criados. Dessa forma, 

esse tipo de procedimento muitas vezes é rejeitado pelos pacientes com experiência 

prévia e assim obrigam os clínicos a buscarem biomateriais a fim de substituir a 

utilização do EGL. No entanto, os diversos biomateriais disponíveis podem aumentar 

os custos dos procedimentos e nem sempre geram os mesmos benefícios e 

resultados clínicos do tecido autógeno (Tonetti et al., 2018). 

Para tentar contornar esse problema, novos materiais, drogas e dispositivos 

têm sido utilizados para melhorar os resultados das técnicas reconstrutivas e 

minimizar o desconforto gerado pela remoção de tecido autógeno do palato (Dias et 

al., 2015; Thoma et al., 2010; Thoma et al., 2012). Recentemente, a fibroína de seda 

(SF) tem sido explorada como um modelo de scaffold para o crescimento celular e 

regeneração tecidual (Sawatjui et al., 2014). Estudos recentes demonstraram que a 

utilização de SF com ou sem o carregamento de drogas promoveu a melhora em 

diversos tipos de lesões por todo o corpo, como ocular (Cubayachi et al., 2019), 

feridas em uretra (Algarrahi et al., 2018) e em feridas de derme e epiderme (Lou et 

al., 2009). 

O tratamento de feridas com membranas baseia-se no conceito de 

proporcionar um microambiente favorável ao reparo, idealmente mantendo a 

umidade, baixa carga microbiana e conferindo uma eficaz circulação de oxigênio, 

protegendo, assim, a ferida de perda de fluidos e proteínas essenciais ao reparo 

(Boateng et al., 2008). Uma membrana bem-sucedida deve exibir características 

físicas e mecânicas adequadas e fornecer características pertinentes para facilitar a 

fixação, proliferação e diferenciação celular (Zhong et al., 2010). 

Em conformidade com o conceito curativo das membranas, a SF tem sido 

utilizada como sistema de liberação sustentada de drogas na atualidade. Essa 

macromolécula é produzida pelos bichos da seda, principalmente pela espécie 

Bombyx mori, sendo uma das proteínas que compõe a seda pura, juntamente com a 

sericina. Apesar de ser a principal responsável pela excelente resistência mecânica e 

tenacidade, a sericina é conhecida por desencadear reações inflamatórias tanto pelas 
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características físico-químicas inerentes à essa proteína, quanto pela quebra e 

adsorção das suas cadeias polipeptídicas (Santin et al., 1999). Por esse motivo, a 

sericina passou a ser removida dos materiais usados na área médica, como nos fios 

de sutura (Um et al., 2001). Não somente, pode ativar significativamente a via 

intrínseca da cascata de coagulação, promover a coagulação do sangue, diminuir a 

perda de sangue e o tempo de sangramento (Lei et al., 2016). 

A presença de características de scaffold dependerá da proporção de α-

hélices e folhas-β presentes na membrana (Servoli et al., 2005; Kundu et al., 2013).  

A cadeia leve de α-hélices, está ligada à cadeia pesada de folhas-β por uma única 

ponte dissulfeto, sua sequência de aminoácidos de composição é padrão e não 

repetitiva, desempenhando um papel irrelevante nas aplicações médicas da SF. A 

folha β é uma cadeia pesada rica em glicina e a maior parte de sua sequência é uma 

repetição dos dipeptídeos Gly-Ala/Ser (Zhou et al., 2001). Pesquisadores 

comprovaram que a capacidade de liberação de substâncias em membranas de SF 

é, em grande parte, em virtude dessa sua estrutura secundária, a folha β. Para maior 

predomínio dessa forma, pode-se alterar as condições da síntese, como temperatura, 

pH, concentrações, velocidade de secagem e usar diferentes solventes com variados 

teores de etanol (Zhou et al., 2014). Dessa forma, pode-se ser considerada como um 

scaffold já que há evidências de adesão e proliferação celular (Bandyopadhyay, 

Mandal, 2019; Melke et al., 2015; Minoura et al., 1995; Zhou et al., 2017), sendo um 

potente adjuvante para a regeneração tecidual, característica que pode ser 

amplificada com o acréscimo de fármacos complexos e outros componentes em sua 

confecção, devido à sua propriedade inata de estabilização dessas moléculas 

(Cubayachi et al., 2019). No entanto, uma membrana composta exclusivamente de 

SF não apresenta a aplicabilidade necessária para ser usado em meio bucal, portanto 

para adequar sua maleabilidade e outras propriedades, a quitosana e ácido 

hialurônico são adicionados na composição da membrana base. 

A quitosana vem sendo utilizada juntamente com a SF para a cicatrização de 

feridas em derme, ocular (Hermans et al., 2014) e mucosa oral devido às suas muitas 

vantagens, incluindo biocompatibilidade, biodegradabilidade, propriedades 

antibacterianas, mucoadesividade, analgesia e atividade hemostática (Takeuchi et al., 

2019; Zhong et al., 2010). São polissacarídeos caracterizados por monômeros de D-

glucosamina e N-acetil-D-glucosamina distribuídos aleatoriamente, com uma ampla 
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gama de pesos moleculares. Embora a fonte mais comum de quitosana seja o 

exoesqueleto de organismos marinhos (crustáceos e lulas) (Younes, Rinaudo, 2015), 

o mercado também disponibiliza quitosanas produzidas por fungos e insetos 

(Ghormade et al., 2017; Perinelli et al., 2018). 

Até o momento, nenhum consenso na área foi alcançado considerando os 

mecanismos exatos das ações antimicrobianas da quitosana, apesar de já ser um 

tema pesquisado há décadas (Allan, Hadwiger, 1979). Acredita-se que são atribuídos 

à sua capacidade de desestabilizar a membrana externa de bactérias Gram-negativas 

e permear a membrana plasmática microbiana, presumindo-se que a interação entre 

moléculas carregadas positivamente e membranas celulares microbianas carregadas 

negativamente leve a uma ruptura da membrana microbiana, seguida por um 

vazamento de constituintes intracelulares (Jøraholmen et al., 2020; Qi et al., 2004). 

Uma outra vantagem da carga positiva intrínseca da quitosana para auxiliar no 

fechamento de feridas é a sua mucoadesividade, sendo a mucina - constantemente 

secretada pelas glândulas salivares - a principal proteína responsável por essa 

ligação. Além disso, a despolimerização gradual da quitosana em N-acetil-D-

glucosamina promove a proliferação de fibroblastos, acelerando assim o fechamento 

da ferida (Perinelli et al., 2018). 

 Outro ponto essencial a ser destacado, é a propriedade hemostática da 

quitosana. Atualmente, agentes hemostáticos derivados de quitosana têm sido 

usados para controle de sangramento pós-extração em pacientes. Pesquisadores 

documentaram o efeito analgésico na dor inflamatória, a liberação de íons pela 

quitosana na presença de condições ácidas, reduzem o pH da área afetada e causam 

a influência analgésica efetiva (Bano et al., 2017). 

O ácido hialurônico (HA) é um glicosaminoglicano aniônico amplamente 

encontrado no tecido conjuntivo sendo um dos principais elementos constituintes da 

matriz extracelular, contribuindo para a propagação e migração celular. Essa 

substância iniciou sua entrada na área médica na década de 1970, quando passou a 

ser comercializada para tratamento de feridas oculares, no entanto, a molécula 

naturalmente sintetizada pelo organismo humano possui curta meia vida e pouca 

estabilidade (Vasvani et al., 2020). Como possui alta variação no seu peso molecular, 

o HA apresenta características de alta maleabilidade, extremamente úteis na área 

médica. A matriz extracelular é vital para a transdução de comunicação celular com 
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moléculas e receptores específicos como CD44, receptor para motilidade mediada 

por hialuronato (RHAMM), LYVE-1 (receptor de hialuronano endotelial de vaso 

linfático-1) e TSG6 (gene 6 estimulado por fator de necrose tumoral). Apesar de 

apresentar diversas associações, a interação do HA com o CD44 é responsável pela 

sua influência na adesão celular, contribuindo para o crescimento celular, sendo uma 

característica extremamente interessante para feridas orais (Huang, Huang, 2018). 

Durante a inflamação, o HA de alto peso molecular, sofre uma diminuição no 

comprimento de sua cadeia, devido à atividade da hialuronidase ou clivagem por 

espécies reativas de oxigênio (EROS), tornando-se um HA de baixo peso molecular. 

Há evidências na literatura que demonstram que o HA de alto e baixo peso molecular 

tem a capacidade de ligação com receptores do tipo Toll (TRL), em específico o TRL-

4, levando à inibição ou ativação, respectivamente, da via NF-κB (Lee et al., 2021). 

O potencial do sistema nervoso em mediar o processo de cicatrização de 

feridas já foi comprovado (Pradhan et al., 2009). Os responsáveis por essa mediação 

são os neuropeptídeos, exemplos já conhecidos são a substância P, os 

neuropeptídeos Y (NPY) e a neurotensina (NT), que são amplamente distribuídos pelo 

sistema nervoso periférico, no entanto, ao aplicar essas moléculas em áreas de ferida, 

elas mostraram possuir meia vida curta e rápida perda da sua bioatividade devido à 

grande quantidade de enzimas presentes na região. (Moura et al., 2013). Seguindo 

essa linha, a NT foi eleita como objeto de estudo, já que em estudo recente, Lemos e 

colaboradores avaliaram o carregamento de SF com a NT em um sistema de liberação 

de droga para reparação de feridas (Lemos et al., 2018). A NT é um neuropeptídeo 

bioativo que tem um papel importante no processo inflamatório, interagindo com 

células imunes, em especial os leucócitos, mastócitos, células dendríticas e 

macrófagos. Não obstante, a NT influencia a vascularização, promovendo maiores 

formações de angiogêneses no microambiente da ferida, aumenta a permeabilidade 

e o tônus vascular (Moura et al., 2014; Pereira da Silva et al., 2014), estimula o 

crescimento celular (Scarpa et al., 2005) e reepitelização de mucosas com feridas 

crônicas (Brun et al., 2005). A NT é capaz de inibir a cascata de sinalização da via 

NF-kβ, envolvida em várias respostas imunológicas, reduzir a expressão de 

interleucina 6 (IL-6), interleucina 10 (IL-10) e fator de necrose tumoral (TNF-α) e 

aumentar a concentração do fator de crescimento epidérmico; estes mediadores 
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desempenham papéis importantes na regeneração e proliferação de células da pele 

(Barrientos et al., 2008). 

Com isso, apesar de ser evidente o potencial da NT, sua a incorporação em 

uma forma farmacêutica a fim de resistir ao ambiente intraoral e exercer seu efeito 

necessita ser realizada. Para tanto, a combinação da NT com a membranas à base 

de SF, que já apresenta características inatas de modulação do processo inflamatório, 

tem potencial de ser de grande valia para a reparação tecidual de feridas abertas 

intraorais. 

 



90 

   
 

6 CONCLUSÃO 

 

 

A metodologia padronizada para obtenção de dispersão aquosa de SF a partir 

de casulos do bicho-da-seda permitiu a formação de membranas transparentes e 

homogêneas, com equilibrado conteúdo em folhas β e α-hélices, hidratação 

moderada, permeabilidade ao vapor de água e propriedades mecânicas adequadas 

para administração tópica oral, além de possibilitar a incorporação de NT no interior 

da matriz encapsulante mantendo suas características. 

Não obstante, o estudo in vitro de ambas as membranas demonstrou que foi 

cumprida sua função de scaffold para crescimento celular e não se mostraram 

citotóxicas ou genotóxicas para as células analisadas. 

O estudo clínico randomizado de superioridade, paralelo e duplo-cego 

elaborado evidenciou que ambos os biomateriais apresentaram melhor desempenho 

em relação ao GC na variável principal (ARF) e nas variáveis ICPF, EF, OHIP. Em 

contraste, não demonstraram diferenças estatisticamente significantes em relação às 

variáveis NA, DPO, ED e ET. 

Conclui-se que, dentro dos limites do presente estudo clínico, o uso de 

membranas à base de fibroína de seda carregadas ou não com NT, apresentou 

grande potencial para acelerar o reparo de feridas palatinas. 
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