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Resumo. O coldgeno extraido e purificado da pele da tildpia do Nilo (Oreochromis niloticus) é um
valioso insumo que pode ser utilizado como biomaterial em aplicagdes mais sensiveis da medicina rege-
nerativa, como cirurgias cardiacas e neurolégicas. A avaliacdo toxicoldgica in vitro utilizando linhagem
celular L-929 ¢ de suma importancia, pois garante integridade e seguranga nos diversos usos pretendi-
dos, evitando reagdes adversas do organismo aos dispositivos derivados. Este trabalho teve como objetivo
avaliar a toxicidade do coldgeno purificado extraido da pele de tildpia utilizando a linha celular L-929.
Houve uma diferenca estatisticamente significativa entre o coldgeno purificado e o controle negativo. O
grupo experimental € atoxico e foi aprovado pela ISO 10993-5:2009, demonstrando crescimento celular
acima de 70%. Alta proliferacdo celular (acima de 100%) também foi observada em estudos in vitro € in
vivo com pele fresca de tildpia. Possivelmente possui mecanismos de sinalizacdo na cascata do processo
cicatricial, resultando em populagdo celular acelerada. Espera-se que outros estudos biomoleculares e
experimentos in vivo possam elucidar essa caracteristica bioldgica tinica do coldgeno da pele da tildpia
no processo de viabilidade celular

Palavras-chave: pele de tildpia; biocompatibilidade; citotoxicidade.

IN VITRO TOXICOLOGICAL ANALYSIS OF COLLAGEN FROM THE
SKIN OF TILAPIA (OREOCHROMIS NILOTICUS) WITH MURINE
FIBROBLAST CELLS (L-929)

Abstract. Collagen extracted and purified from the skin of Nile tilapia (Oreochromis niloticus) is a valu-
able input that can be used as a biomaterial in more sensitive applications in regenerative medicine, such
as cardiac and neurological surgeries. The in vitro toxicological evaluation of the L-929 cell line is of
paramount importance, as it ensures integrity and safety in the various intended uses, preventing adverse
reactions by the organism to the derived devices. This work aimed to evaluate the toxicity of purified
collagen extracted from tilapia skin using the 1.-929 cell line. There was a statistically significant diffe-
rence between purified collagen and the negative control. The experimental group is non-toxic and was
approved by ISO 10993-5:2009, demonstrating cell growth above 70%. High cell proliferation (above
100%) was also observed in vitro and in vivo studies with fresh tilapia skin; as it possibly has signaling
mechanisms in the healing process cascade, resulting in accelerated cell population. It is expected that
further biomolecular studies and in vivo experiments can elucidate this unique biological characteristic
of tilapia skin collagen in the process of cell viability.

Keywords: tilapia skin; biocompatibility; cytotoxicit.
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1 INTRODUGAO

As queimaduras sdo uma das maiores agressdes sofridas pelo nosso organismo (Park ez al.l [2017). Trata-se de
um grave problema de satide ptblica no Brasil e no mundo (WHO, 2014). O uso de aloenxerto para substituto
tecidual ndo supre a grande demanda. Uma alternativa 4 enxertia € o uso de dispositivos médicos derivados de
tecidos animais (Badylak, 2007; Lobo et al., 2014). Todavia, sdo de alto custo e pouca acessibilidade, excluindo
muitos pacientes dos beneficios auferidos pelos modernos tratamentos de medicina regenerativa (Alves ef al L [2018;
Wang et al.,[2016)).

Os dispositivos médicos devem ser biocompativeis, biodegradaveis e suas taxas de degradacido devem coadu-
nar com a taxa de crescimento e repovoamento celular dos tecidos a serem regenerados (Souza et al.l |[2021). O
coldgeno de peixe tem sido estudado extensivamente como um biomaterial na regeneracio de tecidos, por pos-
suir caracteristicas semelhantes ao coldgeno de mamiferos, com menor risco de transmissdo de zoonoses e sem
restricdes religiosas associadas, como € o caso de derivados bovinos e suinos em algumas regides do mundo (Ya-
mada et al, 2014). Assim, a tildpia-do-Nilo (Oreochromis niloticus) tem sido utilizada como matéria-prima em
novos dispositivos empregados no tratamento de lesdes cutineas, vaginoplastias e cirurgias de redesignacio sexual
(Lima-Junior et al.l 2019; Monte et al., 2022} Rodriguez et al.,|2020).

Uma das razdes para o sucesso da pele de tildpia em diferentes aplicagdes € seu alto teor de coldgeno, de con-
siderdvel relevancia para o uso terapéutico (Alvesl 2015). O mecanismo de cicatrizagdo promovido pela cobertura
de pele da tildpia ainda € desconhecido, porém indicios sugerem que o coldgeno, isoladamente, € responsavel por
produzir um efeito cicatricial rdpido (Costa et al., 2017; Lima-Junior et al.,|2020a). Os fibroblastos desempenham
um papel crucial nesse processo, especialmente durante a fase proliferativa da cicatrizacdo. Essas células migram
para o local da lesdo em resposta a sinais quimiotaticos, como fatores de crescimento (ex.: FGF e TGF-/3) liberados
por plaquetas, macréfagos e outras células inflamatérias. Uma vez no local, os fibroblastos sintetizam e secretam
componentes essenciais da matriz extracelular (MEC), como coldgeno tipo I e III, fibronectina e proteoglicanos,
promovendo a formacdo do tecido de granulacdo. Além disso, eles se diferenciam em miofibroblastos, células
especializadas na contra¢io da ferida, contribuindo para a reducio de sua drea (Raju et al) 2020). O coldgeno
extraido e purificado da pele desse peixe é um insumo valioso, que pode ser empregado no desenvolvimento de
novos biomateriais tteis a medicina regenerativa (Lima-Junior ef al 2019} |Gomes, [2021). Aplica¢des mais sensi-
veis demandam esterilizacdo prévia do coldgeno, como bioimpressdo 3D e membranas para as cirurgias cardfacas
e neuroldgicas (Souza et al, [2021} |Gomes, [2021). Promover a liberagao controlada do coldgeno e potencializar o
processo cicatricial € essencial para a cura.

Para atender os critérios de um bom material para uso clinico sdo necessdrios testes pré-clinicos que garan-
tam a auséncia de rejeicao e baixo potencial inflamatério (Mosmann| (1983} [International Standard, 2009). Os
orgaos de regulamentacdo recomendam e garantem a seguranga de dispositivos biomédicos por meio dos testes de
biocompatibilidade em modelos in vitro utilizando células de fibroblastos murino, seguindo a normativa da Inter-
national Organization for Standardization (ISO) 10993-5:2009, que estabelece os procedimentos para a avaliacdo
citotéxica de dispositivos médicos, demonstrando que um material pode ser considerado biocompativel e atéxico
se apresentar uma viabilidade celular igual ou superior a 70% em testes quantitativos de crescimento celular, que
garante a sua classificagdo como um biomaterial atéxico (Gruber; Nickel, 2023).

Portanto, o objetivo deste trabalho € avaliar a biocompatibilidade do coldgeno da pele de tildpia (Oreochromis
niloticus - Linnaeus, 1758) utilizando a linhagem celular L-929.

2 MATERIAIS E METODOS
2.1 Extragao, purificacao, liofilizagao e esterilizagdao do colageno da pele de tilapia

Inicialmente, as peles de tildpia foram obtidas na piscicultura e realizada a limpeza inicial. Em seguida, as
peles foram submetidas ao protocolo de extragdo, refinamento e alta purificagdo do coldgeno pela preparagio de
uma biomembrana de camada tnica adaptado pelo método proposto por Nalinaon et al.[(2010) (Figura 1). Todo o
processo de extracdo € executado sob refrigeracdo e agitacdo a 4°C.

Foram retiradas as proteinas nao colagenosas, lipidios e compostos hidrofébicos das peles de tildpia por meio
de incubagdes sucessivas com trocas de volume, utilizando solucdo bésica (hidroxido de sédio) 0,1 mol/L (m/v),
lavagens com dgua ultrapura e solugdo surfactante de Tween-20 0,05% (v/v). Em seguida, foi realizada a extracdo
de Coldgeno Solubilizado por Acido acético 0,5 mol/L (m/v) (CSA) por 24-36 h, seguida da centrifugagdo e coleta
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Figura 1: Etapas do processo de purificagdo do coldgeno extraido da pele de tilapia.
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do sobrenadante; o procedimento foi repetido mais uma vez. Apds as duas extragdes, ambos os sobrenadantes
foram submetidos a precipitagdo salina (salting-out) de CSA, misturados e incubados para um tampao final 2,6
mol/L (m/v) pela adicdo de Cloreto de Sédio (NaCl) e Tris Base com Acido Cloridrico (TRIS-HCI) pH 7.5; e,
em seguida, centrifugado. O precipitado do CSA foi solubilizado em solugdo 4cida e dissolvido em solu¢cdo com
acido acético (m/v). A ressolubilizacdo do CSA foi realizada por didlise em sucessivos volumes contra solugdo
dcida fraca e contra dgua ultrapura por 72 h. O gel dialisado obtido na fase anterior foi armazenado no —80 °C por
16 h, em seguida, liofilizado em aparelho Liotop 108 (Liobras, Sdo Carlos, SP) para a formagao de uma esponja
de colageno (IBARZ, 1999). Posteriormente, o material foi recolhido e levado para uma cimara de fluxo laminar
vertical (VECO, modelo Biosafe B2), onde foi esterilizado utilizando radiacé@o ultravioleta por um periodo de 24
h. Esse processo estd descrito e validado na patente depositada no INPI com o nimero BR1020180735071A2
(Lima-Junior et al.l[2018)).

2.2 Ensaio de citotoxicidade

A linhagem L.-929 derivada de fibroblasto murino foi cultivada em garrafas de cultura de células usando meio
DMEM (Gibco), com suplementagdo de soro fetal bovino (SFB) e tratamento de antibiético. A atividade toxico-
l16gica foi verificada por meio do teste do MTT. Nesse ensaio, a atividade mitocondrial das células € constante,
sendo refletida pela conversdo do sal 3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil brometo de tetrazdélio (MTT) em cristais
de formazan, que podem ser solubilizados em DMSO para quantificagdo por absorbdncia em espectrofotdmetro
(Mosmannl [1983)).

Seguindo a normativa ISO 10993:5-2009, a linhagem L-929 foi plaqueada na concentragdo de 0,1 x 105 cél/mL
em multiplacas de 96 pocos. Em seguida, as amostras foram incubadas em contato com meio de cultura DMEM
para obtencao dos meios ou extratos (amostras testes). Tanto a placa quanto os extratos foram incubados por 24 h
de incubac@o em estufa a 37 °C e 5% CO2. Apds 24 h, o meio das células foi removido e adicionados 100 pL
do extrato previamente preparado (amostra teste), e, em seguida, as placas foram incubadas novamente por 24 h.
Todas as amostras foram observadas e analisadas ao microscépio invertido ap6s 24 h de contato com o extrato
obtido dos biomateriais. Ao término deste tempo, as mesmas foram centrifugadas e o sobrenadante retirado. Em
cada pog¢o foram adicionados solu¢do de MTT (1 mg/mL), diluido em meio DMEM sem vermelho fenol (Gibco),
e as placas foram reincubadas por 3 h. Apds o periodo de incubagdo, as placas foram novamente centrifugadas
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e o sobrenadante retirado. Em seguida, foram adicionados em cada po¢o 100 pL. de Dimetilsulf6xido (DMSO)
para solubilizar o formazan. A absorbancia foi lida em espectrofotometro de placa (Beckman Coulter Inc., modelo
DTX-880) no comprimento de onda de 570 nm. Para a leitura, foi utilizado o programa Multimode Detection
Software (Beckman Coulter Inc.).

Foram realizadas trés repeti¢des técnicas, calculadas as médias e comparadas pelo teste de ANOVA de um
fator com poés-teste de Bonferroni (nivel de significancia de 5%). Para a andlise dos dados, foi utilizado o software
GraphPad Prism® versio 5.00 para Windows® (GraphPad Software, San Diego, California, USA, 2007). Os
valores das absorbancias resultantes dos testes do extrato em concentragio unica (100%) foram transformados em
porcentagem de inibi¢do e comparados ao controle negativo (células incubadas com meio de cultura DMEM).

3 RESULTADOS

A normativa ISO 10993-5:2009 estabelece o teste de citotoxicidade de dispositivos médicos para andlise da
biocompatibilidade celular. Seguindo a normativa, neste ensaio foi analisada a viabilidade de crescimento das
células como avaliagdo citotxica quantitativa.

Os dados foram expressos em média+EPM (Erro Padrao da Média) dos percentuais da triplicata do grupo teste
(colageno purificado) e controle negativo (células incubadas em meio de cultura DMEM) ap6s 24 h de contato
celular. O controle negativo apresentou a viabilidade de 100% =+ 1,39 (ver Tabela [I)), e o extrato do coldgeno
apresentou potencial de crescimento celular acima do controle.

Tabela 1: Viabilidade celular (%) do coldgeno purificado extraido da pele de tilapia

Viabilidade celular (%) pelo ensaio do MTT seguindo a ISO 10993:5
Grupos Média + EPM

Controle negativo

100,0 £+ 1,39
(células incubadas com meio de cultura DMEM)

Coldgeno purificado extraido
110,9 £ 1,73

de pele de tildpia

Fonte: Dados do experimento.

Os grupos apresentaram diferencas estatisticamente significativas na concentracio testada (dose tinica, 100%).
Os resultados demonstraram viabilidade celular e aprovacio do coldgeno purificado como um biomaterial atéxico,
segundo o protocolo da ISO 10993-5:2009, em relagéo a proliferacdo celular (acima de 70%) (ver Figura [2)).

4 DISCUSSAO

O teste de citotoxicidade in vitro é uma etapa inicial e imprescindivel, pois garante que o organismo que recebera
a implantacdo de dispositivos médicos ndo sofra reagdes adversas (Mosmann| (1983));Oliveira et al.,2019; Sciani
et al., 2013). Nesse estudo, o uso de células de mamiferos (fibroblasto murino) atende aos requisitos do grau de
cultura de tecidos e adequa-se ao uso da normativa da ISO 10993-5:2009. Quando em contato com células de
fibroblasto, foi possivel verificar a excelente atividade bioldgica da membrana de coldgeno purificado; pois, quanto
mais similares as condi¢des bioldgicas forem ao uso clinico, melhores sdo as possibilidades de determinar o perfil
toxicoldgico do biomaterial (Greenhalghl 2005). Logo, a linhagem utilizada sdo células residentes nos tecidos e
responsaveis pela producio de coldgeno. No processo de cicatrizagao, os fibroblastos promovem a remodelagdo dos
tecidos. De forma orquestrada, a grande quantidade de coldgeno purificado oriundo da pele de tildpia demonstrou
estimular fatores de crescimento dos fibroblastos, sendo essencial para um oportuno reparo tecidual (Gomes}, 2021}
Soares, 2022).

O estudo apresenta resultados promissores mediante a alta biocompatibilidade do coldgeno purificado extraido
da pele de tildpia in natura, quando em contato celular. O coldgeno é um insumo valioso; logo, ja se vislumbra
seu uso em dreas especificas da medicina regenerativa, como membranas para cirurgias cardiacas e neuroldgicas
(Oliveira, 2020). Nos estudos de [Lima-Junior et al.| (2019) com a pele de tildpia liofilizada foi demonstrado uma
excelente cicatrizacdo tecidual em lesdes de queimaduras tanto em testes pré-clinicos e clinicos. Os excelentes
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Figura 2: Viabilidade celular do coldgeno purificado extraido da pele de tilapia.

140

120

100

52
[=]

Viabilidade celular (%)
£ om
= =

=)
[=]

(=]

Controle negativo (células L929 incubadas em meio de coltura DRMEM)
- Colagenc purificado extraido de pele de tilapia

Fonte: Dados do experimento.

resultados apresentaram o curativo biolégico como uma alternativa promissora para enxertia em pacientes queima-
dos. Corroborando com nossos estudos, a excelente oclusdo ao leito das feridas e rdpido processo cicatricial sao
advindos da riqueza de coldgeno presente na derme do peixe (Alves et al.,[2018).

O colageno purificado extraido da pele de tildpia demonstrou um aumento significativo na viabilidade celular
in vitro, sugerindo uma possivel relacdo com os mecanismos envolvidos no processo de cicatriza¢do observados
em aplicacdes da pele liofilizada em queimaduras (Lima-Junior et al.,[2020b). A viabilidade celular foi medida em
comparagdo a um controle negativo, definido como células L.929 incubadas em meio de cultura padrao (DMEM),
cuja viabilidade foi estabelecida como 100%. Esse valor de referéncia representa a condi¢ao basal de sobrevivéncia
celular, sem interferéncias externas. Observou-se, no entanto, que o coldgeno purificado promoveu um aumento
acima de 100%, indicando que ndo apenas manteve a sobrevivéncia celular, mas também estimulou a proliferacao
celular em niveis superiores ao esperado em condi¢cdes normais. Esse resultado sugere a presencga de biomoléculas
bioativas no coldgeno purificado, capazes de ativar vias celulares associadas a proliferacdo e reparagdo tecidual.
Estudos iniciais apontam que o coldgeno purificado pode desencadear uma cascata de eventos bioquimicos, en-
volvendo fatores de crescimento e outras moléculas sinalizadoras, que favorecem o crescimento exponencial das
células em cultura (Alves| 2015} |Costa et al.,[2017; [Macedo, |202 1} |Gomes}, 2021)). Esse achado reforca o potencial
terapéutico do coldgeno de tildpia como um insumo valioso na medicina regenerativa, com aplica¢des promissoras
no reparo tecidual.

Sabe-se que a acdo inflamatéria € potencializada com o uso de biomateriais a base de coldgeno, sendo intimeras
as vantagens associadas, a citar o periodo de cicatrizacdo curto, neovascularizacdo e a organizacdo das células
da pele na formacao do tecido cicatrizado (Basha; Kumar; Doble, 2015; Jacob et al., 2018; Park et al., 2017;
Rahimnejad; Derakhshanfar; Zhong, 2017; Salgado et al., 2016).

A atoxicidade do coldgeno extraido e purificado da pele de tildpia demonstra perspectivas promissoras, pois
estima-se que aproximadamente 3% da populacdo possuam algum tipo de reacdo alérgica ao coldgeno de fonte de
animais terrestres (Justino} [2021)). Estudos clinicos de irritabilidade cutinea da pele de tildpia in natura demons-
tram que ndo houve significante rea¢do na pele dos sujeitos de pesquisa saudaveis (Lima-Junior er al., [2020a)).
Assim, essa auséncia de toxicidade corrobora com esses testes citotoxicos com o coproduto (colageno purificado)
(Lima-Junior et al.,2019). Com exceléncia, quando em contato celular, o extrato do coldgeno demonstrou células
metabolicamente ativas superiores a 70%, sendo aprovado pela normativa ISO 10993-5; propriedades atribuidas a
um bom biomaterial (Ferndndez-Segovia et al., 2014).

A perspectiva é que os biomateriais advindos do coldgeno purificado sofram biodegradagdo gradual ao longo
de um periodo de tempo, condizente com a velocidade da formacao do tecido, permitindo que o tecido regenerado
o substitua (Ribeiro et al., 2017). Estudos com nanofibras biomiméticas de coldgeno de tilipia demonstram a
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capacidade de promover efeitos curativos por meio de inducdo da diferenciacdo de queratindcitos e através da
sintese de coldgeno de fibroblasto da pele (Zhou et al.,|2015). O contato in vitro com células de fibroblasto (L-929)
possibilitou identificarmos essa biocompatibilidade celular. Todavia, é importante ressaltar que os modelos in vitro
ndo conseguem imitar ainda o ambiente bioldgico do processo; estes sdo projetados para responder a questdes
especificas que envolvem um ou dois tipos de células em resposta a alguns estimulos (Greenhalgh, [2005). Dai a
importancia e a necessidade de usar um modelo capaz de elucidar o processo de cicatriza¢do na pele humana com
o uso da membrana de coldgeno purificado em estudos futuros.

Biomateriais a base de coldgeno sdo a grande urgéncia na clinica para potencializar o processo de reparo
tecidual (Crispin, 2021). A excelente aceitacdo dos produtos oriundos da pele de tildpia impulsiona a exploragao
do coproduto, o coldgeno purificado. Os estudos futuros com o coldgeno isolado em modelos in vivo elucidardo o
comportamento bioldgico dessa proteina em a¢do de reparo tecidual no processo inflamatério.

5 CONCLUSOES

A avaliacdo da atividade citotéxica demonstrou que o coldgeno purificado extraido da pele de tilapia (Oreo-
chromis niloticus) € ndo téxico, possuindo excelente biocompatibilidade na linhagem celular L-929 (fibroblasto
murino), seguindo a normativa da ISO 10993:5. E um grande avanco para o desenvolvimento de coprodutos a base
de coldgeno oriundo da pele de tildpia para diversas aplicabilidades na medicina regenerativa. Demais estudos bi-
omoleculares elucidardo os biomarcadores responsaveis pela cascata de crescimento celular acelerado em resposta
ao contato com o extrato da esponja de coldgeno, além de esclarecer sua ac¢do bioldgica em modelos in vivo.
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