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RESUMO

Os dispositivos médicos a base de colageno apresentam custo elevado e exclui a populagdo dos beneficios
auferidos. O coldgeno de peixe tem sido estudado extensivamente como um biomaterial na regenera¢do de
tecidos. Reconhecendo o grande valor da pele de tilapia-do-Nilo e o seu uso nas mais diversas areas da medicina
regenerativa, acredita-se que, isoladamente, o colageno extraido e purificado pode ser empregado como uma
alternativa terapéutica. Logo, ¢ imprescindivel garantir a integridade e seguranca do coldgeno de tilapia,
prevenindo rea¢des adversas no organismo. Portanto, o objetivo desse trabalho foi avaliar a biocompatibilidade
da membrana de colageno extraido da pele da tilapia utilizando os modelos in vitro e in vivo. Para tanto, as
membranas de colageno previamente preparadas e esterilizadas foram submetidas ao ensaio de citotoxicidade
pelo método do MTT utilizando células L-929 (fibroblasto murino). Os extratos foram testados na concentrago
unica de 100%. No ensaio in vivo, foram utilizados ratos Wistar que ap6s analgesiados e anestesiados receberam
uma peca de membrana de colageno de pele de tilapia no plano subcutineo em comparacdo com membrana
colagenosa comercial (controle) e o grupo sham (controle salina). Os dados quantitativos foram calculados no
programa GraphPad Prism®. O grupo experimental é atdxico e foi aprovado pela normativa ISO 10993-5:2009,
demonstrando crescimento celular acima de 70%. Os pardmetros sanguineos (plaquetas, hemacias, leucocitos e
hemoglobina) demostram baixo potencial inflamatério comparado ao produto comercial. Demais analises
histolégicas em andamento elucidar@o a caracteristica bioldgica impar dos coprodutos da tilapia na sinalizacdo
biomolecular.
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ABSTRACT

Collagen-based medical devices have a high cost and exclude the population from the benefits received. Fish
collagen has been extensively studied as a biomaterial in tissue regeneration. Recognizing the great value
of Nile tilapia skin and its use in the most diverse areas of regenerative medicine, it is believed that, alone, the
extracted and purified collagen can be used as a therapeutic alternative. Therefore, it is essential to guarantee
the integrity and safety of tilapia collagen, preventing adverse reactions in the body. Thus, this work aimed to
evaluate the biocompatibility of the collagen membrane extracted from tilapia skin using in vitro and in vivo
models. To this end, previously prepared and sterilized collagen membranes were subjected to cytotoxicity
testing by the MTT method using L-929 cells (murine fibroblasts). The extracts were tested at a single
concentration of 100%. In the in vivo test, Wistar rats were used, which after analgesia and anesthesia received
a piece of tilapia skin collagen membrane in the subcutaneous plane in comparison with a commercial
collagenous membrane (control) and the sham group (saline control). Quantitative data were calculated using
the GraphPad Prism® program. The experimental group is non-toxic and was approved by 1SO 10993-5:2009,
demonstrating cell growth above 70%. Blood parameters (platelets, red blood cells, leukocytes, and
hemoglobin) demonstrate low inflammatory potential compared to the commercial product. Further histological
analyses in progress will elucidate the unique biological characteristic of tilapia co-products in biomolecular
signaling.
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INTRODUCAO

O colageno tipo I ¢ a principal proteina estrutural na matriz extracelular de tecidos
animais. Atualmente, a principal fonte de coldgeno médico ¢ o tecido conjuntivo de
mamiferos, pelo qual possui fonte limitada, alto custo, risco potencial de transmissdao de
zoonoses ¢ restrigoes religiosas em algumas populagdes (YAMADA et al., 2014). Nesse
sentido, A pele de tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus) apresenta-se como matéria-prima
utilizada em novos dispositivos empregados nas mais diversas areas clinicas (cirurgias
plasticas, ginecologicas, veterinarias, odontoldgicas, entre outros) (LIMA-JUNIOR et al.,
2017 ¢ 2019; MONTE et al., 2022; RODRIGUEZ et al., 2020). Acredita-se que o coldgeno
extraido e purificado da tilépia, isoladamente, ¢ um insumo valioso, que pode ser empregado
no desenvolvimento de novos biomateriais uteis @ medicina regenerativa (GOMES, 2021).

Os dispositivos médicos devem ser biocompativeis, biodegradaveis e suas taxas de
degradacao devem coadunar com a taxa de crescimento e repovoamento celular dos tecidos a
serem regenerados (DE SOUZA et al., 2021). Varios estudos demonstram que as membranas
de coldgeno apresentam maior estabilidade quando utilizadas em produtos biomédicos
(membrana hemostatica, curativos para regeneracao da pele e nanofibras para regeneragao
ossea) (YAMADA et al., 2014; LIN et al., 2017). Para uso clinico sdo necessarios testes que
garantam que a membrana de colageno de alta hidrélise oriunda da pele de tilapia possua
auséncia de rejeicao e baixo potencial inflamatério (MOSMANN, 1983; ISO, 2009).

Os orgdos de regulamentagdo recomendam e garantem a seguranca de dispositivos
biomédicos por meio dos testes em modelos in vitro utilizando células de fibroblastos murino,
seguindo a normativa da International Organization for Standardization (ISO) 10993-5:2009.
Por conseguinte, os modelos in vitro ndo conseguem, ainda, imitar todo o ambiente bioldgico
do processo. Estes modelos sdo projetados para responder a questdes especificas que
envolvem um oudois tipos de células em resposta a alguns estimulos, dai a importancia e a
necessidade de usar de um modelo animal para conseguir imitar o ambiente do processo de
cicatrizacdo na pele humana. Portanto, o coldgeno isolado da pele de tilapia tem potencial
como insumo médico, farmacéutico e biotecnolégico, mas sua seguranca deve ser
previamente avaliada aos estudos clinicos. Dessa forma, o objetivo principal deste estudo ¢
avaliar a biocompatibilidade da membrana de colageno de pele de tilapia em modelos in vitro
e in vivo.

MATERIAL E METODOS

Todas as etapas do processo de obtencao, extragdao e purificagdo da membrana de
colageno da pele de tilapia estdo descritas na Fig. 01 a seguir.

Obtencao da pele de tilapia e limpeza inicial

As peles de tilapia sdo retiradas mecanicamente dos peixes na piscicultura, lavadas
em agua corrente, armazenadas em recipientes plasticos estéreis e em gelo. As peles
armazenadas sdo transportadas ao laboratorio (sala limpa), onde sdo raspadas para retirada de
restos de musculos, lavadas em soro fisioldgico estéril e congeladas para armazenamento até
0 Uuso.
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Figura 01: Etapas do processo de purificagdo da membrana de colageno extraido da pele de
tilapia.

Extracio e purificacao do colageno da pele de tilapia

O protocolo segue as etapas de extragdo, refinamento e alta purificacdo do colageno
pela preparacdo de uma biomembrana de camada unica. As peles de tildpia limpas, ndo
tratadas quimicamente e armazenadas a -80 °C foram descongeladas e pesadas até um total de
40g de massa umida. As pecas foram cortadas em pedacos retangulares menores (=
0,5x1,0cm?) e submetidas ao método de extracio de colageno adaptado de Nalinanon et al.
(2010). Todo o processo de extragao ¢ executado dentro de um shaker refrigerado a 11 °C ou
em refrigerador/camara fria entre 4 a 8 °C. Todas as solu¢des sdo preparadas com agua
ultrapura (18,2 MQ.cm) esterilizada por filtragdo em membrana de 0,22um. Antes do uso,
todas as solugdes sao resfriadas a 4 °C.

Na primeira etapa do processo sdo retiradas as proteinas ndo colagenosas, lipidios e
compostos hidrofébicos das peles de tilapia. As peles previamente picotadas em pedacos
menores sdao incubadas em solucdo basica de Hidroxido de Sodio (NaOH) 0,1mol/L (m/v)
com trocas sucessivas de volume, totalizando 6h de tratamento. Em seguida, foram realizadas
lavagens com agua ultrapura gelada (4 °C) em agitacdo. Posteriormente, os fragmentos de
pele foram incubados em solugdo de Tween-20 0,05% (v/v) com trocas sucessivas de volume,
totalizando 4h de tratamento. Foram realizadas mais lavagens em quatro volumes de agua
ultrapura.

Na segunda etapa ¢ realizada duas extragcdes de coldgeno solubilizado por &cido
acético 0,5mol.L"! (CSA). Na primeira extragdo os fragmentos de pele sdo incubados em
solugdo de acido acético (m/v) por 24 a 36 horas. Em seguida, a solugdo foi distribuida em
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tubos especiais para centrifugacdo. Apos a centrifugacdo, o sobrenadante foi diluido em
solucdo de 4cido acético e filtrado a véacuo. Os melanoforos restantes, que ndo foram
separados durante a centrifugacdo, sdo retidos e separados nesta filtragdo. O sobrenadante ¢é
reservado a 4 °C e o precipitado gelatinoso ¢ incubado novamente em acido acético por 24 a
36 horas, seguido de uma segunda centrifugagdo. ApoOs a centrifugagdo, o precipitado
gelatinoso foi descartado e o sobrenadante, também foi filtrado a vacuo.

Na etapa de precipitacdo salina (salting-out) de CSA, ambos os sobrenadantes foram
misturados e incubados para um tampao final 2,6mol/L (m/v) pela adi¢ao de Cloreto de Sodio
(NaCL) e Tris Base com Acido Cloridrico (TRIS-HCI) pH 7.5. Em seguida, esse volume foi
centrifugado novamente. O precipitado € removido do tubo apds centrifugacdo e o
sobrenadante foi descartado. O precipitado (s6lido amorfo branco) foi submetido a proxima
etapa do processo de extracao.

Na terceira etapa, o CSA (s6lido amorfo branco) foi submetido a solubilizacdo em
solucdo acidica para o preparo da camada membranosa. O precipitado foi dissolvido em
solugdo com acido acético (m/v). Em seguida, o CSA foi ressolubilizado em sucessivos
volumes contra solucdo acidica fraca (acido acético) por didlise, contra membrana de limite
de peso molecular de 14kDa por 48 horas com trocas sucessivas de volume. Em seguida, a
dialise do CSA ¢ ressolubilizado contra aguaultrapura entre 5 a 10 volumes com trocas a
cada 24 horas. Posteriormente, o CSA gelificado ¢ transferido para uma bandeja metalica
estéril, coberto com papel aluminio, armazenado e congelado a 80 °C.

Liofilizacao e esterilizacdo da membrana de colageno da pele de tilapia
A liofilizagdo consiste na desidratagdo do biomaterial por meio da passagem do

estado solido para o gasoso (sublimagdo), a temperaturas muito baixas e sem a presenca de
oxigénio. Os fatores fisico-quimicos desse processo sdo essenciais para a preservacdo das
caracteristicas do coldgeno obtido. Assim, o gel dialisado obtido na fase anterior e
armazenado no -80 °C por 16 horas, foi liofilizado em aparelho Liotop 108 (Liobras, Sao
Carlos/SP). Ao final dessa etapa, foi formada uma esponja de colageno. Posteriormente, o
material foi recolhido e levado para uma camara de fluxo laminar vertical (VECO, modelo
Biosafe B2) onde foi esterilizado utilizando radiagdo ultravioleta por um periodo de 24 horas.

Ensaio de citotoxicidade da membrana de colageno oriunda de pele de tilapia

Manuten¢io da linhagem celular

As células foram manuseadas em ambiente estéril de camara de fluxo laminar
vertical (VECO, modelo Biosafe B2) e mantidas em incubadora de CO; a 37 °C com
atmosfera de 5% de CO2 (PANASONIC, modelo MOC-18ACL). A linhagem L-929 derivada
de fibroblasto murino foi cultivada em garrafas de cultura de células de 20cm? com volume de
SmL em meio DMEM (Gibco), com 10% de soro fetal bovino (SFB) e 1% de antibidtico
(penicilina/estreptomicina). Para a manutencdo das células, o meio foi retirado e a garrafa
lavada com PBS estéril; em seguida, foi adicionado tripsina-EDTA a 0,5% (Gibco) diluida 1x
em solucdo tampao (PBS), a fim de desaderir as células. A acdo da tripsina foi inibida pela
adicao de meio com SFB. Parte das células foi removida da garrafa e o volume preenchido
com meio completo.
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Avaliac¢do da Toxicidade Celular in vitro pelo método do MTT

O teste do MTT ¢ um método colorimétrico que avalia de forma quantitativa a
atividade mitocondrial através da reducdo do sal 3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil brometo
de tetrazdlio (MTT), de cor amarela, resultando na formagdo de cristais de formazan, de cor
purpura, em células metabolicamente ativas (MOSMANN, 1983). Seguindo a Normativa ISO
10993-5:2009, a linhagem L-929 foi plaqueada na concentracdo de 0,1 x10°cél/mL em
multiplacas de 96 pogos. Em seguida, as pegas 3x2cm? de cada amostra foram incubadas em
contato com 3mL de meio de cultura DMEM para obten¢do dos meios ou extratos (amostras
testes). Tanto a placa quanto os extratos foram incubados por 24 horas em estufa a 37 °C com
5% COz. Apds 24 horas, o meio das células foi removido e adicionados 100uL do extrato
previamente preparado (amostra teste), e, em seguida, as placas foram incubadas novamente
por 24 horas.

Todas as amostras foram observadas e analisadas ao microscopio invertido apos 24
horas de contato com o extrato obtido dos biomateriais. Ao término deste tempo, as mesmas
foram centrifugadas a 1500rpm por 15 minutos e o sobrenadante retirado. Em cada pogo
foram adicionados 50uL de solucdo de MTT (Img/mL), diluido em meio DMEM sem
vermelho fenol (Gibco), e as placas foram reincubadas por 3h. Apods o periodo de incubagao,
as placas foram novamente centrifugadas a 3000rpm por 10 minutos € o sobrenadante
retirado. Em seguida, foram adicionados em cada pogo 100uL de Dimetilsulféxido (DMSO)
para solubilizar o formazan. A absorbancia foi lida em espectrofotometro de placa (Beckman
Coulter Inc., modelo DTX-880) no comprimento de onda de 570nm (Fig. 02).
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Figura 02: Etapas da citotoxicidade celular pelo método do MTT.

Foram realizadas 3 repeticdes técnicas, calculadas as médias e comparadas pelo teste
de ANOVA de um fator com pos- teste de bonferroni (nivel de significancia de 5%). Para a
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analise dos dados, foi utilizado o programa GraphPad Prism versdo 6.0. Os valores das
absorbancias resultantes dos testes do extrato em concentracdo unica (100%) foram
transformados em porcentagem de inibicdo e comparados ao controle negativo (células
incubadas com meio de cultura DMEM).

Analise de efetividade da membrana de colageno oriunda da pele de tilipia em modelos
cirurgicos de implante subcutineo
O protocolo de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais

(CEUA) do NPDM/UFC sob o registro F19 2022 e o protocolo 19030522-0. Foram
utilizados 128 ratos machos heterogéneos da linhagem Wistar, com idade aproximada de 60
dias e massa corporea entre 250 e 350 gramas, provenientes do biotério do Nucleo de Pesquisa
e Desenvolvimento de Medicamentos da Universidade Federal do Ceara (Fig. 03).
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Figura 03: Protocolo experimental da efetividade da membrana de coldgeno da pele de tilapia
em modelos cirurgicos de implante subcutaneo.

Os animais foram submetidos a analgesia e anestesia antes de receberem uma incisao
cutanea linear de aproximadamente 2cm. Em seguida, uma peca de membrana de colageno de
pele de tilapia foi inserida no plano subcutaneo. Foi inserida uma peca, obtidos do Protocolo
de membrana de coldgeno com alto nivel de hidrélise. Também foram avaliados o grupo que
recebeu uma membrana colagenosa comercial (controle) e o grupo sham (controle salina), ndo
tratado com qualquer biomaterial. Foi realizado um curativo e os animais foram observados
duas vezes ao dia, durante os primeiros 3 dias, e posteriormente em outros intervalos de
tempo.

Analise Estatistica
As varidveis quantitativas, continuas e discretas foram verificadas pelo teste de
normalidade da distribuicdo. Para a estatistica descritiva foram calculados a média e o desvio
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padrdao. As comparagdes entre trés ou mais grupos foram feitas pela andlise de variancia para
um fator de classificagdo (one-way ANOVA), associada ao teste de comparagdes multiplas de
Tukey para verificar diferengas entre os grupos aos pares de um fator com pods-teste de
Bonferroni (nivel de significancia de 5%). Em todas as andlises foi estabelecido o nivel de
significancia em 0,05 (5%). O software GraphPad Prism® versio 5.00 para Windows®
(GraphPad Software, San Diego, California, USA, 2007) foi utilizado tanto para a realizagdo
dos procedimentos estatisticos como para a elaboragdo dos graficos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A normativa ISO 10993-5: 2009 estabelece o teste de citotoxicidade de dispositivos
médicos para andlise da biocompatibilidade celular. Neste ensaio foi analisada a viabilidade
de crescimento das células como avaliagdo citotoxica quantitativa. Os dados foram expressos
em médiatEPM (Erro Padrio da Média) dos percentuais da triplicata do grupo teste
(membrana de colageno de baixo nivel de hidrdlise) e controle negativo (células incubadas
em meio de cultura DMEM) apos 24 horas de contato celular. O controle negativo
apresentou a viabilidade de 100%+1,39 e o extrato do coldgeno apresentou potencial de
crescimento celular acima do controle (110,9% +1,73).

Os grupos apresentaram diferengas estatisticamente significativas na concentragao
testada (dose unica, 100%). Os resultados demostraram viabilidade celular e aprovagdo da
membrana de colageno de baixo nivel de hidrdlise como um biomaterial atoxico, segundo o
protocolo da ISO 10993-5:2009 em relacdo a proliferacao celular (acima de 70%) (Fig. 04).
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Figura 04: Viabilidade celular da membrana de coldgeno purificado, extraido da pele de
tilapia.

O teste de citotoxicidade in vitro ¢ uma etapa inicial e imprescindivel, pois garante
que o organismo que recetor da implantacdo de dispositivos médicos ndo sofra reagdes
adversas (MOSMANN, 1983). Nesse estudo, o uso de células de mamiferos (fibroblasto
murino) atendeu aos requisitos do grau de cultura de tecidos e adequados ao uso da normativa
da ISO 10993-5:2009. Quando em contato com células de fibroblasto, foi possivel verificar a
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excelente atividade bioldgica da membrana de colageno purificado; pois, quanto mais similar
as condi¢des bioldgicas forem ao uso clinico, melhor s3o as possibilidades de determinar o
perfil toxicoldgico do biomaterial (GREENHALGH et al., 2005). A linhagem utilizada sdo
células residentes nos tecidos e responsavel pela produgdo de colageno.

Nos estudos de Lima-Junior et al. (2017 e 2019) com a pele de tilapia liofilizada, foi
demonstrado uma excelente cicatrizagdo tecidual em lesdes de queimaduras tanto em testes
pré-clinicos e clinicos. Corroborando com nossos estudos, a excelente oclusdo ao leito das
feridas e rapido processo cicatricial sao advindos da riqueza de colageno presente na derme
do peixe (ALVES ef al, 2018). A acdo inflamatoria ¢ potencializada com o uso de
biomateriais a base de coldgeno, sendo inimeras as vantagens associadas, a citar: o periodo
de cicatrizacao curto, neovascularizagdo e a organizagao das células da pele na formagao do
tecido cicatrizado (PARK et al., 2017). A atoxicidade da membrana de colageno extraida e
purificada da pele de tilapia demonstra perspectivas promissoras para uso na medicina
regenerativa.

Ap6s os resultados da atoxicidade da membrana de colageno de baixa hidrdlise nos
ensaios in vitro, o biomaterial foi inserido no subcutdneo de ratos Wistar para avaliacao do
perfil inflamatério sob aprovagio no Comité de Etica Animal. Os resultados prévios do
hemograma nos parametros plaquetas, hemacias, leucocitos e hemoglobina demonstraram
serem nao inferiores aos valores de referéncia (LIMA, 2018) (Fig. 5).
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Figura 05: Parametros bioquimicos sanguineos (plaquetas, hemacias, leucécitos e
hemoglobina) em ratos Wistar submetidos aos protocolos experimentais em diferentes dias
(D3, D7, D14 e D21).

Obs.: Dados em M=DP, teste Two-way ANOVA e post-hoc de Tukey. (*) = niveis de significancia (p<0.05).
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Foi observado que nao houve inflamagdo aguda exacerbada, pois, o tratamento com
o biomaterial ndo parece ter causado alteragdes significativas sob os diferentes tempos
testados (3, 7, 14 e 21 dias). Os resultados evidenciaram que ha diferenca estatistica no Sham
e membrana de colageno alta hidrolise (D3) e Sham e Duragem (D7) nos leucocitos e nas
plaquetas (D21). Nas hemadcias (D3 e D21) houve diferenga entre o Duragen e a membrana
de alta hidrolise.

Esses resultados prévios reforcam a normalidade da func¢do hematoldgica dos
animais durante o experimento, pois, estdo diretamente relacionados com a resposta
imunologica e a capacidade de coagulacio sanguinea (BARROSO, 2017). As hemdcias 10%/1
(7,21 - 7,77) e os niveis de hemoglobina g/dl (13,74 - 14,82) apresentaram uma varia¢ao; mas,
permaneceram dentro da faixa de referéncia (LIMA, 2018). A contagem de leucocitos (10°/1)
(referéncia 6,41 a 8,47) e a quantidade de plaquetas (10%/1) (referéncia 107,4 a 121,5), também
observou-se niveis normais.

Possivelmente, ndo houve sinal de inflamagdo aguda exacerbada ou coagulacao
sanguinea em todos os protocolos testados. O biomaterial experimental (membrana de
colageno de menor nivel de hidrolise) ndo ocasionou quaisquer alteracdes significantes nos
parametros sanguineos dos ratos, mantendo o perfil inflamatério satisfatdrio para cada grupo
experimental. Logo, corrobora com os testes in vitro, demonstrando atoxicidade, baixo
imunogenicidade, seguranca e biocompatibilidade in vivo. Em todos os coprodutos oriundos
da pele de tilapia ¢ observada essa agdo bioldgica de potencializar o processo inflamatdrio
(LIMA-JUNIOR et al.,, 2017 e 2019). Demais estudos elucidardo essa caracteristica impar
presente na pele de tilapia.

CONCLUSOES

Os ensaios pré-clinicos in vitro e in vivo demonstraram que a membrana de coldgeno
purificado da pele de tildpia (Oreochromis niloticus) é atdxico, eficaz e seguro, seguindo a
normativa da ISO 10993:5. Os resultados preliminares sugerem que o biomaterial apresenta
biocompatibilidade em ratos Wistar. As analises complementares em andamento, incluindo as
analises histoldgicas, bioquimicas, microbiologicas e de microscopia eletronica de varredura
fornecerdo informagdes adicionais para uma compreensdo mais completa do processo
inflamatério. Dessa forma, esse ensaio caracteriza-se como um grande avango para o
desenvolvimento de coprodutos a base de coldgeno oriundo da pele de tiladpia para diversas
aplicabilidades na medicina regenerativa.
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