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RESUMO

O processo de envelhecimento proporciona maior fragilidade a pele e, deste modo, o
surgimento de feridas. A hipertenséo venosa de membros inferiores e diabetes, que
sdo patologias comuns em idosos, podem causar feridas crénicas, de dificil tratamento
e alto risco de infec¢des. Os hidrogéis sdo muito utilizados no tratamento destas
feridas; porém, a maioria dos hidrogéis disponiveis no mercado ndo contém um
principio ativo cicatrizante, funcionando apenas como um agente que favorece uma
cicatrizacdo mais rapida. A pele de tilapia, em estudos no tratamento de queimaduras,
foi capaz de acelerar o processo cicatricial, 0 que aumentou o interesse dos
pesquisadores em saber qual é o agente que causa este efeito. Portanto, a proposta
deste trabalho foi o desenvolvimento de um produto cicatrizante, que tem como
principio ativo o coldgeno da pele de tilapia com potencial atividade cicatrizante. Para
tanto, inicialmente foi realizada a extracédo do colageno da pele da tilapia através de
uma metodologia de extracdo de colageno solivel em acido, desenvolvida no
Laboratério de Farmacologia da Cicatrizagéo e a determinacao do teor de umidade do
colageno extraido por liofilizagdo das amostras. Em seguida, foram desenvolvidas as
formulagbes sem colageno e com colageno a 1% e 3% e foram realizados os testes
de estabilidade preliminares, que incluiu a afericdo do pH, centrifugacéo (3000 rpm /
30 min) e os testes de viscosidade. Apds o primeiro dia de testes, as amostras foram
divididas em trés ambientes de armazenamento (geladeira, a 8°C; temperatura
ambiente, 25°C e estufa, 40°C). Todo o teste de estabilidade durou 14 dias. Os dados
foram analisados pela analise de variancia (ANOVA), seguida do pOs-teste de Tukey
para comparacfes mdultiplas. O teor de umidade meédio (94,76%), o rendimento
(30,74%) e o desvio padrao (2,23% em relacdo a umidade e 4,27% em relacédo ao
rendimento da extracdo) demonstraram que a metodologia € reprodutivel e garante a
extracdo de grande quantidade de colageno. Dentre as formulacdes testadas, a base
para hidrogel 3 e as formulacbes 4 (1% de colageno) e 5 (3% de colageno)
apresentaram os melhores resultados nos testes de estabilidade preliminar, quanto as
propriedades organolépticas, aspecto, homogeneidade, pH e viscosidade. Todas
estas consideracfes foram decisivas para a escolha da melhor formulacéo de hidrogel
para 0 novo produto a base de colageno da pele de tilapia, porque além de estavel
sob refrigeracdo, a base do produto incorpora facilmente o colageno, nas duas
concentracfes propostas para o estudo, de 1% e 3%, tornando possivel realizar
estudos futuros de caracterizacdo do hidrogel, estudos de estabilidade acelerada e de
longa duracao e a avaliacdo do potencial promissor de cicatrizacéo de feridas.

Palavras-chave: Colageno. Cicatrizacdo. Farmacotécnica.



ABSTRACT

DEVELOPMENT OF HYDROGEL FORMULATIONS BASED ON COLLAGEN
EXTRACTED FROM THE SKIN OF TILAPIA (OREOCHROMIS NILOTICUS)

The aging process provides greater fragility to the skin and the appearance of wounds.
Lower limb venous hypertension and diabetes, which are common pathologies in the
elderly people, can cause chronic wounds that are difficult to treat and have a higher
risk of infections. Hydrogels are widely used in the treatment of these wounds;
however, most hydrogels available on the market do not contain a healing active
ingredient, working as an agent to promote a faster healing. Tilapia skin, according to
studies for treatment of burns, was able to accelerate the healing process, which
increased researchers' interest in knowing which agent causes this effect. Therefore,
the purpose of this work was the development of a healing product, whose active
principle is tilapia skin collagen with potential healing activity. Therefore, the extraction
of collagen from the tilapia skin was initially carried out using an acid-soluble collagen
extraction methodology developed at the Laboratory of Healing Pharmacology and the
determination of the moisture content of the collagen extracted by lyophilization of the
samples. Then, formulations without collagen and with collagen at 1% and 3% were
developed, and preliminary stability tests were carried out, which included pH
measurement, centrifugation (3000 rpm / 30 min) and viscosity tests. After the first day
of testing, the samples were divided into three storage environments (refrigerator, at
8°C; room temperature, 25°C and oven, 40°C). The entire stability test lasted 14 days.
Data were analyzed by analysis of variance (ANOVA), followed by Tukey's post-test
for multiple comparisons. The average moisture content (94.76%), yield (30.74%) and
standard deviation (2.23% in relation to moisture and 4.27% in relation to extraction
yield) showed that the methodology is reproducible and guarantees the extraction of
large amounts of collagen. Among the formulations tested, hydrogel base 3 and
formulations 4 (1% collagen) and 5 (3% collagen) showed the best results in the
preliminary stability tests, regarding organoleptic properties, appearance,
homogeneity, pH and viscosity. All these considerations were decisive for choosing
the best hydrogel formulation for the new collagen-based product for tilapia skin,
because in addition to being stable under refrigeration, the product base easily
incorporates collagen, at the two concentrations proposed for the study, 1% and 3%,
making it possible to carry out future hydrogel characterization studies, accelerated
and long-term stability studies and the evaluation of the promising potential for wound
healing.

Keywords: Collagen. Healing. Pharmacotechnics
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1 INTRODUCAO

O coldgeno é um dos principios ativos mais requisitados pela industria
farmacéutica, alimenticia e cosmética (HUANG et al., 2016). A sua procura tem
aumentado atualmente devido ao seu baixo teor cal6rico, menor risco de reacdes
alérgicas, alta capacidade hidratante, cicatrizante, rejuvenescedora e de
reestabelecer o funcionamento das articulagdes (GONCALVES et al., 2015). Porém,
muitos desafios devem ser ultrapassados para que produtos a base de colageno
tenham maior aceitagcdo por parte do consumidor. Inicialmente, os altos precos
praticados pelo mercado sé&o considerados uma limitacdo para se adquirir o produto.
A barreira cultural também é um fator relevante, pois muculmanos e judeus nédo
consomem derivados do porco e a populacdo indiana ndo consome produtos
derivados do boi. Ambos 0s animais sdo responsaveis pela maior parte do colageno
extraido (SCHMIDT et al., 2016; KIM et al., 2012).

Ademais, o colageno é uma molécula de elevado peso molecular (300 000 Da)
e, por esta razdo, ndo atravessa 0s poros existentes na pele por difusdo passiva
(GOMES, 2009). Logo, se faz necessario desenvolver uma metodologia adequada de
extracdo, que tenha condicbes de manter as caracteristicas desejaveis para futuras

aplicacdes e que nao seja baseada em um método destrutivo (SCHMIDT, 2016).

O colageno extraido da pele de peixes tem sido utilizado para o
desenvolvimento de produtos cosmecéuticos pelo fato de auxiliar na reparacao da
pele e regeneracao de tecidos. Peptideos derivados de peixes marinhos também tém
sido utilizados para vérias aplicacbes cosmecéuticas devido as suas atividades
antioxidante, antimicrobiana e inibidora de metaloproteinases (SILVA et al., 2012).
Além disso, o colageno e sua forma hidrolisada, apresenta atividade anti-
fotoenvelhecimento eficiente, porém o mecanismo pelo qual iSso ocorre € pouco
elucidado (VENKATESAN, 2017).

Outro potencial promissor do colageno é a sua aplicacdo em tratamento de
feridas, visto 0 sucesso do tratamento com a pele de tilapia em queimaduras (LIMA-
JUNIOR et al., 2017). Suscitou-se dividas sobre como a pele da tilapia promoveu uma
cicatrizacdo rapida, menos dolorosa, sem apresentar focos de infec¢cdo durante o
tratamento e uma melhor aparéncia estética da cicatriz, e se ha alguma molécula

bioativa em particular envolvida nestes achados. O colageno, por ser a molécula mais
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abundante da pele de tilapia (ALVES et al., 2015), se tornou objeto de estudo deste
trabalho quanto ao desenvolvimento de formas farmacéuticas para que a molécula

possa ser analisada de forma aprofundada.

Portanto, neste trabalho procuramos desenvolver e testar um novo
processo de extracdo do colageno a partir da pele de peixes, adaptado as
necessidades da industria farmacéutica para uma producdo em larga escala.
Também realizamos o preparo de formulagbes com diferentes concentragbes de
colageno e excipientes hipoalergénicos para aumentar a tolerabilidade ao uso. Em
seguida, realizamos testes de estabilidade para avaliar se o produto desenvolvido
pode continuar sendo avaliado em outras etapas futuras, como os estudos de
estabilidade acelerado, de longa duracao, testes de toxicidade in vitro e avaliacéo do

potencial cicatrizante in vivo.

2 JUSTIFICATIVA

A pele da tilapia demonstrou ser uma excelente cobertura no tratamento de
gueimaduras, apresentando cicatrizacao rapida, diminuicdo da dor e melhora no

aspecto estético do local onde ocorreu a queimadura (LIMA-JUNIOR et al., 2017).

Ja estado disponiveis diversos tipos de curativos adequados a varios tipos
de ferimento, porém a terapia para feridas crénicas, geralmente decorrentes de
doencas metabdlicas, continua sendo cara e pouco acessivel (KRZYSZCZYK et al.,
2018).

Com a repercussdo dos resultados obtidos com a pele da tilapia
(MANFREDI et al., 2021; DIAS et al., 2019; SILVA et al., 2019; LIMA-VERDE et al.,
2021), foi possivel desenvolver e estudar a aplicabilidade dos derivados deste tecido.
Um exemplo sdo os scaffolds, que consistem em cortes da pele de tilapia
descelularizados, que apresentou bons resultados em cirurgias ginecoldgicas
reparadoras (LAU et al., 2019; HERNANDEZ et al., 2020). Outro derivado em estudo
€ 0 colageno, que tem um excelente potencial para ser utilizado como cicatrizante, e
para estudar futuramente esta funcdo, faz-se necessario o desenvolvimento de
formulacbes que incorporem a proteina de forma estavel. Neste trabalho

desenvolvemos os hidrogéis e realizamos estudos de estabilidade preliminar para
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avaliar o desempenho das formulagcdes com o tempo e escolher quais deveréo ser

utilizadas nos proximos testes.

3 REFERENCIAL TEORICO
3.1 A pele

A pele é um tecido que protege 0s 6rgaos internos contra agentes externos
potencialmente danosos para a manutencdo da homeostase do organismo. Em
humanos, existem cinco camadas na epiderme: camada basal, espinhosa, granulosa,
lucida e estrato corneo (VRACKO, 2019). A cada 28 dias, os queratinécitos basais
totalmente diferenciados com grandes nucleos, organelas e membrana plasméatica
fosfolipidica migram no sentido ascendente da camada basal para camadas
espinhosas e granulares. Durante esse processo de renovagao, ocorre um acumulo
de queratina e lipidios que, em seguida, sofre diferenciacéo terminal para formar as
camadas de células do estrato corneo (WICHETT e VISSCHER, 2006).

A epiderme é um tecido epitelial estratificado pavimentoso queratinizado,
gue € a porcédo da pele que mantém a permeabilidade seletiva (BOER et al., 2016). O
estrato cérneo é a camada mais externa, impermeavel a produtos quimicos e
microorganismos, além de regular a liberacdo de agua a fim de evitar a desidratacéo
(PROKSCH, 2008). E organizado em uma pilha de queratindcitos planos e
anucleados, incrustados de queratina (proteina impermeabilizante) imersos em uma
matriz intercelular composta por substancias hidrofébicas, como os lipidios, por
exemplo, e estas células sdo conectadas por jun¢cdes comunicantes conhecidas como
corneodesmossomos (GRAHAM et al., 2019; ABDO et al., 2020).

O estrato lucido é presente em areas de “pele grossa”, na planta dos pés e
nas maos, € uma camada delgada, de células mortas, sem nucleo ou granulos,
coberta por queratina (YOUSEF, 2020).

A camada granulosa, que esta logo abaixo do estrato cérneo, € composta
por trés camadas de células poligonais, achatadas, com nucleo central e citoplasma
repleto de granulos querato-hialinos e lamelares, que potencializam a funcédo da
gueratina, impermeabilizando a pele e com a posterior protedlise destes granulos, é
formado o Fator de Hidratagdo Natural, que é essencial para a hidratagdo do estrato
cérneo (ROBINSON et al., 2010).
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Mais profundamente, a camada espinhosa, que contém 8-10 camadas de
células, também conhecidas como camada de células espinhosas, contém células
poliédricas irregulares com prolongamentos no citoplasma, chamados de “espinhos”,
gue se estendem para fora, por onde se conectam com células vizinhas por
desmossomos. As células dendriticas — também conhecidas como células de
Langerhans, que sao células residentes e tém funcéo de apresentacdo de antigenos
podem ser encontradas nesta camada (YOUSEF, 2020).

A camada basal produz as células que se diferenciam posteriormente em
gueratinécitos e melandcitos, terminacdes nervosas sensitivas e células de Merkel,
gue sao originadas do tecido nervoso e as células de Langerhans e recebe nutrientes

da derme através da juncao dermo-epidérmica (RIVITTI, 2014).

Dentre as funcbes da pele esta a fotoprotecdo, termorregulacéo, barreira
fisica contra choques mecanicos. Além disso, a pele é a grande protagonista da
resposta imune, auxiliando na imunidade inata e adaptativa, por intermédio das
células dendriticas e macrofagos residentes que tém como funcao a apresentacao de
antigenos e fagocitar patdgenos. Ha mecanismos que permitem que este tecido regule
0 proprio crescimento e diferenciacao através da interacdo com as citocinas liberadas
por linfocitos T CD4, que dependendo do perfil (inflamatério ou anti-inflamatorio),
orientam as modificacdes na espessura da pele. A desregulacdo nos mecanismos de
tolerancia imune em relacéo as estruturas da pele promove uma resposta de defesa
destrutiva do proprio tecido. Isto ocorre principalmente em patologias como a
dermatite atdpica e a psoriase (ARMSTRONG e READ, 2020; HANEL et al., 2013;
SHWAYDER e AKLAND, 2005).

A manutencéo das caracteristicas funcionais da pele pode ser prejudicada
com o avanco da idade ou causadas por rupturas da continuidade do tecido, mais
comumente causadas por quedas, queimaduras, radiacao e procedimentos cirlrgicos,
gue sao conhecidas como feridas (BOATENG, 2008).
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Figura 1: Camadas da epiderme

Ceratinocitos Camada
mortos g cornea
Granulos
de queratina - g Camada
“ . " - : _ granulosa
Célulade ¢ g 00 . 0 ©® g ¢ ©
Langerhans ‘ 4 . X
e 00,8, (¥
> /‘ ; : Y P " o
Ceratinécitos | ¢ o P 2@ ®
RO g Camada
Melanina ™ espinhosa
Prolongamentos
do melandcito
Célula de
Merkel Camada

Lamina Basal Basal

Fonte: Disponivel em: https://www.todamateria.com.br/epiderme/. Acesso em janeiro de 2021.

3.2 Feridas

Em determinadas situacdes, as agressoes externas (fisicas ou térmicas,
por exemplo) sdo capazes de gerar uma ruptura na continuidade do revestimento
epitelial, pois a pele, como € a primeira barreira do corpo é a mais suscetivel as lesbes
causando impactos significativos para o orcamento dos pacientes e para 0s sistemas
de saude (RODRIGUES et al., 2018).

Alguns exemplos de etiologias de feridas mais comuns s&8o o0s
traumatismos, queimaduras, Ulceras por presséo, Ulceras por hipertensdo venosa,
feridas em membros inferiores de individuos diabéticos e feridas por radioterapia
(SMANIOTTO, 2012).

Quanto a classificacdo do grau de profundidade do ferimento: a lesdo que
afeta apenas a superficie epidérmica é classificada como uma ferida superficial, e
outras que, além da superficie, afetam também a derme € chamada de ferida de
espessura parcial (COSTIN e HEARING, 2007). Séao classificadas como feridas de
espessura total quando a gordura subcutanea subjacente ou tecidos mais profundos
sdo danificados, além da epiderme e das camadas dérmicas, o que € muito comum

de ocorrer em lesdes por pressao (FERREIRA, 2006).

As feridas também podem ser classificadas quanto ao tempo em que
permanecem abertas. As feridas agudas sao geralmente lesbes teciduais que
cicatrizam completamente, de forma organizada, deixando poucos vestigios ou

nenhuma cicatriz (SINGER e CLARK, 1999). O processo desde o inicio da lesédo até
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o remodelamento geralmente dura de 8 a 12 semanas (PERCIVAL, 2002). Os tipos
de feridas agudas mais graves as lesGes decorrentes da exposicdo a radiacgéo,
eletricidade, produtos quimicos corrosivos e fontes térmicas (LAZARUS et al., 1994).

Todas as feridas sdo consideradas agudas a partir do momento em que
sdo demarcadas na pele, e o que a diferencia da ferida cronica € o progresso da
cicatrizacdo até o fechamento da ferida (WHITNEY, 2005). A ferida crbnica € uma
lesdo em que a cicatrizagdo demora a ocorrer ou nao ocorre, mantendo assim, um
quadro inflamatorio constante (KOH e DIPIETRO, 2011). Em escala global, as feridas
crdnicas mais comuns sdo as causadas por Ulceras venosas, diabetes (MEDMARKET
DILIGENCE, 2013) e hemoglobinopatias (JUNG et al, 2016), que sdo muito comuns
na velhice. O tratamento padréo para estas feridas envolve a avaliacdo do paciente e
da ferida, limpeza, desbridamento do tecido necrotico e infectado, uso de antibioticos
e trocas regulares de curativos (FRYKBERG & BANKS, 2015). O tratamento das
feridas cronicas geralmente € longo e de alto custo, e a melhor prevencéo seria tratar

a patologia primaria causadora da cronicidade das lesoes.

Uma outra questdo relacionada a cicatrizacdo envolve a atividade de
diferenciacdo do tecido. Na maioria dos casos, a cicatrizacdo restaura a funcéo e a
resisténcia a tracdo semelhantes ao tecido que fora destruido. Porém, em alguns
casos, é formada uma cicatriz fibrética, que ndo repara a funcao do tecido que estava
no local anteriormente. Ademais, quando a cicatrizacdo € excessiva, € formada uma

estrutura fibrética hipertréfica, conhecida como queloide (WALMSLEY et al., 2015).

A cicatrizacdo completa € o objetivo principal de todos os tratamentos para
feridas. Até alcancar este objetivo de curar totalmente a ferida, ha diversos
mecanismos celulares, fisiolégicos, quimicos e moleculares envolvidos durante quatro

fases: inflamacao, hemostasia, granulacdo e remodelamento.

3.2.1 Fase infamatéria

A cicatrizacdo € um processo dinamico, que envolve mediadores solaveis
(citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento), células sanguineas e matriz
extracelular, ocorrendo por regeneracao ou reparacao (SINGER e CLARK, 1999).
Imediatamente ap0s a lesdo, é iniciada a cascata de coagulagdo para ocluir a

descontinuidade da parede do vaso. Também sdao liberadas substancias vasoativas
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(serotonina, histaminas, prostaglandinas e leucotrienos), proteinas adesivas, fatores
de crescimento e proteases (MANDELBAUM, 2003). Esses eventos permitem o
fechamento das bordas e o controle do sangramento. A hemostasia € a primeira etapa
da cicatrizacéo, que consiste na liberacdo de mediadores como endotelina e PDGF
pelas plaguetas, os quais promovem uma vasoconstricdo na parede do vaso afetado
pelo ferimento. Em seguida, é ativada a cascata de coagulacdo, que encerra a
passagem de sangue para fora do vaso sanguineo (BERTHET, 2012).

A fibronectina, que é uma glicoproteina sintetizada por células como
fibroblastos, queratindcitos e células endoteliais tem o papel de se aderir a fibrina e
ao colageno, mantendo firme o coagulo de fibrina. Além de formar essa base para a
matriz extracelular, a fibronectina tem propriedades quimiotaticas e promove a
opsonizacdo e fagocitose de microrganismos potencialmente patogénicos.
(MANDELBAUM, 2003).

A inflamacédo é a base de todo o processo de cicatrizacdo por ser a fase de
remocao dos agentes patogénicos e das estruturas danificadas pela injaria tecidual
(MANDELBAUM, 2003). Mediadores inflamatérios (citocinas, cininas, eicosanoides e
guimiocinas) sinalizam para que leucocitos e macrofagos (ROWAN, 2015) se
desloquem até o sitio da lesdo e iniciem o processo inflamatério, fagocitando
patdgenos que tentam acessar o organismo através do ferimento (NETO, 2003;
OLIVEIRA, 2012).

Os neutrofilos e os macréfagos, além da funcéo fagocitica, liberam citocinas
como IL-1, IL-2, IFN-a e uma citocina de particular importancia que € o TNF-a. O TNF-
a pode amplificar a quimiotaxia de neutréfilos e estimular macrofagos, queratindcitos,
fibroblastos e a expressao de fatores de crescimento necessarios na angiogénese e
sintese de colageno (MEDEIROS, 2016). Ambas as células, além da fagocitose,
liberam espécies reativas de oxigénio, a fim de destruir as membranas celulares de
patégenos — principalmente bactérias —, inviabilizando a invaséo e a proliferacdo dos
microorganismos (BALBINO, PEREIRA E CURI, 2005). Apo6s a finalizacdo do
processo de desbridamento (remocdo do tecido necrotico) orquestrado pelo

macrofago e pelo neutrdfilo, € iniciada a fase de reparo tecidual.
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3.2.2 Fase de granulagéo e remodelamento

A fase proliferativa € constituida por quatro etapas fundamentais: epitelizacéao,
angiogénese, formacao de tecido de granulacdo e a formacao de fibras de colageno,
gue é a principal proteina estrutural presente na matriz extracelular, que atribui firmeza
ao novo tecido (CAMPQOS, 2007). O inicio da fase de granulagdo (ou proliferativa)
ocorre através de mediadores emitidos pelo macrofago para o recrutamento de
fibroblastos, células endoteliais e células inflamatérias (RODRIGUES, 2018). Os
fibroblastos produzem colageno, fibronectina, glicosaminoglicanos e proteoglicanos
para compor a nova matriz extracelular (DVORAK, 2005). Os queratinécitos passam
a migrar das bordas para o centro da ferida, cobrindo o tecido e formando uma cicatriz.
A fase proliferativa costuma durar entre 2-4 semanas e ao final, os fibroblastos sofrem
apoptose, as fibras colagenas do tipo Ill sdo substituidas pelas fibras do tipo I, e os
vasos sanguineos formados durante a fase proliferativa séo destruidos, concluindo

assim a cicatrizag&o e o remodelamento da pele (GONZALEZ et al., 2016).

3.3 Curativos disponiveis no mercado

A selecao do curativo deve ser baseada em sua capacidade de: (1) fornecer ou
manter o ambiente Uumido, (2) promover a migracdo epidérmica, (3) promover a
angiogénese e a sintese do tecido conjuntivo, (4) permitir a troca gasosa entre o tecido
lesado e o ambiente, para o leito da ferida e melhora a migracdo epidérmica, (5)
fornecer protecéo contra infeccédo bacteriana, o qual deve ser ndo aderente a ferida e
facil de remover apos a cicatrizacdo, (6) fornecer um ambiente favoravel ao
desbridamento para melhorar a migracao de leucdcitos e (7) apoiar o acumulo de

enzima e deve ser estéril, ndo téxico e ndo alérgico. (DHIVYA, 2015).

Existem diversos tipos de curativos e coberturas disponiveis no mercado, que
devem ser aplicados em diferentes tipos de lesGes. Esse tipo de material € Gtil nas
seguintes etapas de recuperacdo do tegumento: higienizacdo, desbridamento,
diminuicdo da populacdo bacteriana, controle do exsudato, estimulo a granulacao e
protecdo da reepitelizacdo (SMANIOTTO, 2012). Outras dificuldades encontradas
durante o tratamento das feridas € a questdo da ferida crbénica, que geralmente é
resultado de uma lesao por presséo, ulcera venosas e queimaduras (DHYVIA, 2015).
Estes tipos de lesBes muitas vezes ndo se curam através de tratamentos

convencionais e como a area afetada serve de porta de entrada para 0s
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microrganismos, o risco de ocorrer uma infeccdo no individuo € muito maior.
Aparentemente, a lesdo permanece na fase inflamatoria de forma persistente.
Algumas doencas, como a diabetes e a Sindrome de Ehlers-Danlos (doenca que tem
como origem um defeito na fibrilogénese do colageno do tipo I) contribuem para que
a ferida tenha um prognéstico ruim (BYERS, 2012).

“‘Na Inglaterra, os custos do tratamento de ulceras de pressao
podem chegar a até 6.500 libras por paciente (> $ 8.000 ddlares
americanos). Da mesma forma, nos Estados Unidos, o custo
meédio dos gastos do Medicare em Ulceras de pressao e arteriais
em 2014 foi de $ 3.696 e $ 9.015 por paciente, respectivamente
- 0s dois mais caros de todos os tipos de feridas incluidos no
estudo”. (KRZYSZCZYK, 2018).

Devido a essas questdes que dificultam o tratamento de feridas agudas e
principalmente as cronicas, faz-se necessario o desenvolvimento de produtos que
sejam de facil acesso, manufatura simples e de baixo custo, maior eficiéncia, custo-
beneficio e custo-efetividade. Dentre as novas pesquisas desta corrida para
solucionar a falta de medicamentos, curativos e coberturas, um grupo de
pesquisadores da Universidade Federal do Ceara estdo desenvolvendo materiais
derivados da pele da tilapia para tratar feridas e queimaduras (LIMA-JUNIOR et al.,
2017).

3.4 Por que desenvolver novos produtos para o tratamento de feridas?

As feridas crbnicas e as extensas séo lesdes que, além de causarem muita
dor e prejudicar a qualidade de vida das pessoas que as possuem, 0s tratamentos
disponiveis s&o muito dispendiosos e a eficacia € muito reduzida (LIMA-JUNIOR et
al., 2017), tanto pelo tempo de tratamento quando pelos recursos materiais e humanos
necessarios. Os maiores desafios no tratamento de feridas estdo relacionados as
Ulceras de origem venosa, feridas em diabéticos e lesGes por pressao, que sao as
lesdes crénicas mais comuns (MEDMARKET DILIGENCE, 2015), expde o quanto o
mercado esta defasado de tratamentos acessiveis e ao mesmo tempo eficazes para

solucionar finalmente o sofrimento causado por estas patologias.

Pesquisadores da Universidade Federal do Ceara e médicos (Marcelo
Borges e Edmar Maciel) passaram a estudar a acdo da pele da tilapia, primeiro em
ratos e em seguida, nos pacientes do Instituto Dr. José Frota (1JF). Estudos realizados

pelo grupo de pesquisadores do Projeto Pele de Tilapia utilizaram 4 grupos de ratos,
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sendo 2 tratados com sulfadiazina de prata e outros dois com a pele da tilapia. Dentro
dos macrogrupos de tratamento, um teve a queimadura induzida de primeiro grau e 0
outro, de segundo (LIMA-JUNIOR et al., 2017).

“O padrao de cicatrizagdo observado nos grupos tratados com a
pele da tilapia foi superior devido a sua capacidade de obstruir a
ferida, minimizando exsudatos e a formacédo de crostas. No
presente estudo, foram encontradas reacfes inflamatorias de
intensidade leve a moderada nas feridas recobertas pelas peles
de tilapia, com fendétipo mononuclear (histiolinfoplasmocitario),
diferentemente da intensa resposta aguda observada nos
grupos controle, interferindo positivamente no processo de
cicatrizagdo, confirmando o beneficio de sua utilizagdo”. (LIMA-
JUNIOR et al., 2017).

Em analises histolégicas da pele da tilapia, foi encontrada uma grande
guantidade de colageno do tipo | no tecido conjuntivo frouxo e na hipoderme (ALVES
et al., 2015). Comparado a pele humana, observou-se que o colageno do tipo | na pele
da tilapia é muito mais abundante. E uma tarefa ardua para os desenvolvedores de
medicamentos, cosméticos e de suplementos encontrarem formulacdes que atenda a
maioria do mercado consumidor. Por essa razdo muitos optaram por desenvolver
alternativas ao colageno bovino, devido ao risco de encefalopatia espongiforme
bovina e como alternativa ao colageno derivado de suinos para uso em paises judeus
e muculmanos. (SCHIMIDT, 2016). Dentre as alternativas esta o colageno da pele da

tilapia.

O colageno extraido da pele da tilapia possui caracteristicas que permitem
gue esta seja utilizada como principio ativo. Esta proteina tem uma caracteristica
singular, pois contém aminoacidos ndo encontrados em outras proteinas, como a
hidroxilisina e a hidroxiprolina, que sdo classificadas como aminoacidos nao
essenciais, isto é, ja sao produzidas pelo proprio organismo (GONCALVES, 2015). ).
Como ha um declinio na producdo das fibras de colageno a partir dos 30 anos
(ORTOLAN, 2013), a reposicao fornece os aminoacidos para formar novas proteinas
de colageno e, consequentemente, novas fibras. A partir destas informacdes, o
trabalho tem como hipo6tese que a administracdo de produtos com colageno torne o
periodo de cicatrizacdo curto, fornecendo a proteina para a restauragdo de vasos
sanguineos danificados e a construgdo de novos, e organizacdo das células da pele

na formacéo do tecido cicatrizado.
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3.5 Coléageno

O coldgeno esta presente em estruturas muito importantes para o
funcionamento e a manutencdo da homeostasia do organismo. Esta presente nos
tenddes, ligamentos, 0ssos, matriz extracelular, vasos sanguineos e na pele. Isso faz
com que estas estruturas se mantenham firmes e ao mesmo tempo maleaveis (pouco
vulneraveis a quebra durante a realizagdo de movimentos) (VARGAS, AUDI E
CARRASCOSA, 1997).

O colageno é sintetizado pelo organismo desde a fase embrionéaria por
células especializadas em produzir estruturas fibrilares (colageno e elastina),
denominadas fibroblastos. Ja sé@o conhecidas 28 isoformas da proteina e 46 cadeias
polipeptidicas (SHOULDERS, 2009). Além disso, existem diversas moléculas com
dominios colagenos. O que muda de uma para outra séo as suas configuracbes. Séo
constituidas predominantemente de glicina, prolina e hidroxiprolina. O percentual das
trés juntas é aproximadamente 50% do total do conteudo de aminoacidos. Sua massa
molecular € de aproximadamente 300.000 Da e € estabilizado por pontes de
hidrogénio, forcas intermoleculares (van der Waals, dipolo-dipolo) e ligacdes cruzadas
covalentes entre as cadeias (SILVA E PENNA, 2012).

Para a tripla hélice ser formada € necessario que existam residuos de
glicina (Gly) a cada terceira posicdo ao longo da cadeia, formando uma unidade
repetitiva do triplete Gly-X-Y na sequéncia de aminoacidos, onde o Y geralmente é
ocupado pelos aminoacidos prolina e hidroxiprolina (BRODSKY e RAMSHAW, 1997;
GONGCALVES, 2015).
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Figura 2: Etapas do desenvolvimento das fibras de colageno.
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Fonte: CHAUDRY, 1997.

Outra caracteristica singular dessa molécula é que nenhuma outra proteina
tem quantidades tdo grandes de prolina e hidroxiprolina na sua constituicao, o que faz
da molécula majoritariamente composta por aminoacidos ndo essenciais, ou seja,
normalmente produzidos pelo organismo (COSTA, 2013). Porém, com o avancar da
idade, a producédo de colageno reduz drasticamente. Estima-se que a partir dos 30
anos, a quantidade de colageno produzido cai 1% ao ano (GONCALVES, 2015). Os
sinais mais evidentes do processo sao a queda da espessura e elasticidade da pele,
fragilidade progressiva dos 0ssos (que associada a desmineralizacdo potencializa o
risco de fraturas) e surgimento de marcas de expressdo — as rugas. Por isso é
indispensavel a reposicao, ja que a sintese pelo organismo sofre reducéo progressiva
com a idade (ORTOLAN, 2013).

Figura 3: Lamina histolégica contendo fibroblastos e fibras colagenas.
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Fonte: Disponivel em: http://anatpat.unicamp.br/biossifmembranosa.html.

3.6 Fontes tradicionais de extrac&o do colageno
A preferéncia pelo colageno tem crescido muito por poder ser aplicado em
varios produtos (cosméticos e alimentos principalmente) devido as suas
caracteristicas principais, que consistem no alto teor de proteina e suas propriedades
funcionais, como capacidade de absorcdo de agua, formacao de gel e a capacidade
de formar e estabilizar emulsées (SCHMIDT, 2016).

Usualmente, o colageno é extraido da pele e ossos do porco e do boi. O
método de extracao mais utilizado nesse caso é a extracdo em meio acido ou alcalino
(SILVA, 2011). Na maioria das vezes, 0 colageno extraido desses animais €
convertido em gelatina ao submeter o colageno a temperaturas altas em agua por
poucas horas. Porém, o uso do colageno com essa origem é muito controverso,
porque existem populagbes que ndo consomem quaisquer materiais extraidos do
porco, que € o caso de judeus e muculmanos. A rejeicao de produtos de origem bovina
por parte dos indianos e a “Doenga da Vaca Louca” também restringem o comércio
do colageno de origem bovina (NALINANON et al., 2010).

Por isso, tornou-se necessario a descoberta de alternativas para aumentar
o0 mercado consumidor e reduzir a possibilidade de haver essas barreiras. Outro fator
relevante € a busca por processos de custo baixo, menor tempo de producao, maior
guantidade de matéria-prima disponivel para o uso e maior rendimento. As peles dos
peixes entdo se tornaram uma excelente opcao.

3.7 Tilapia (Oreochromis niloticus)

A tilapia é um peixe de origem africana. Existem evidéncias de seu cultivo
desde 4.000 a.C. pelos egipcios. Segundo a FAO (Food and Agriculture Organization
of the United Nations), o peixe, por ter caracteristicas favoraveis ao cultivo, foi
introduzido em outras areas do planeta na década de 1960, e no Brasil em 1971.
Dentre as regides que mais produzem, destacam-se o nordeste brasileiro, com o

Cearé consolidando-se como o maior produtor de tilapia no pais (VICENTE, 2014).
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Figura 4: O peixe da espécie Oreochromis niloticus.

FONTE: FAQO, 2010

A pele desse animal foi escolhida para a conducédo do estudo de novos
cicatrizantes para queimaduras, porque tem uma resisténcia caracteristica e ser
riquissima em colageno (LIMA-JUNIOR et al., 2017), além do facil acesso a esta
matéria-prima, ja que o Ceara € um dos estados que mais cultivam a tilapia.

Ademais, estudos com a pele do animal afirmaram que a pele da tilapia
apresentava muitas semelhancas com a pele humana, bastante maleavel e resistente
atracdo (ALVES et al., 2015). A imunogenicidade do colageno é extremamente baixa.
Por essa razao a pele da tilapia é considerada uma boa alternativa para a substituicéo
da producao de colageno, normalmente realizada a partir de subprodutos de origem
bovina ou suina (DUAN et al., 2009).

Figura 5: Fotos de laminas histolégicas da pele de tilapia (A, B e C) e da pele humana (D e E).

Fonte: ALVES, 2015.
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Pesquisadores realizaram testes que determinassem a composicao
centesimal da pele da tilapia, pelo método de Kjeldahl, que € uma técnica muito
utilizada no controle de qualidade de alimentos e consiste em detectar a quantidade
de nitrogénio orgéanico disponivel na amostra. No final de todas as etapas, sdo
realizados célculos utilizando o fator de correcdo para converter o resultado para
proteinas (BASSO, 2013).

3.8 Hidrogel

Os hidrogéis séo formas de dosagem semissolidas, consistindo em redes
tridimensionais de materiais sollveis em &agua de origem polimérica, proteica,
peptidica, coloidal, surfactante ou lipidica, com uma estrutura reticulada (HOARE,
2008). Esse tipo de forma farmacéutica pode ser produzido para se tornar um sistema
de liberacdo de farmacos a partir de nanocarreadores, formulacbes com principios
ativos e uma pelicula de revestimento para formas farmacéuticas solidas de liberacao

controlada (comprimidos e pellets, principalmente) (ROHR, 2007).

Os curativos de hidrogel séo a nova aposta para um sistema de liberacao
de farmacos mais eficaz. O hidrogel € caracterizado como um gel com alto teor de
agua formado por polimeros insolaveis, responsaveis pelo intumescimento da mistura.
Dentre os agentes gelificantes estdo a carboximetilcelulose, hemicelulose, agar,
glicerol e pectina. Ao contrario dos curativos de filme, como o de poliuretano, por
exemplo, eles tém mais capacidade de absorver exsudatos e, portanto, podem ser

aplicados em ferimentos altamente exsudativos (WASIAK et al, 2013).

A gquantidade grande de agua do hidrogel pode favorecer na manutencao
do microambiente da ferida imido, favorecendo o desbridamento autolitico, ou seja, a
umidade auxilia na atividade de enzimas e na solubilizacdo de mediadores
guimioatraentes para neutréfilos e macréfagos alcancarem o leito da ferida e iniciem
a fagocitose. A hidratacdo também favorece a incorporacéo de principios ativos com
facilidade. Sua estrutura porosa e baixa tensao interfacial com a agua, ou 0s préprios
fluidos biologicos de quem recebe este tratamento, tornam os hidrogéis excelentes
alternativas para a encapsulagéo de ingredientes farmacéuticos ativos ou entidades

terapéuticas como proteinas e peptideos (GHICA, 2016).
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Figura 6: Molécula da carboximetilcelulose

OH

OH

Fonte: Imagem disponivel em: https://maestrovirtuale.com/carboximetilcelulose-caracteristicas-

estrutura-sintese-usos/. Acesso em abril de 2021.

A carboximetilcelulose € um dos polimeros mais utilizados no preparo de
hidrogéis. Isso é o resultado de sua alta capacidade de absorcédo de agua, baixa
imunogenicidade e excelente biocompatibilidade com a pele e membranas mucosas
(LIMA, 2014). A carboximetilcelulose € o principal polimero que mantém um ambiente
umido ideal ao nivel das lesdes, estimulando a formacdo da matriz extracelular e a
reepitelizacdo, consequentemente (HEBEISH, 2012). Por esta razdo, neste trabalho
sera produzida a formulacdo utilizando como veiculo o hidrogel de

carboximetilcelulose.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral: Desenvolver uma formulacdo de hidrogel contendo coldgeno
extraido da pele de tildpia com viscosidade e estabilidade adequadas para

aplicabilidade no tratamento de feridas em estudo pré-clinico.

4.2 Objetivos especificos:

Objetivo especifico 1: Testar o protocolo de extracao e calcular o rendimento obtido
por esse processo através da determinacdo do percentual de umidade das amostras
de colageno.

Objetivo especifico 2: Produzir as formulacbes, optando por excipientes
hipoalergénicos e por concentracbes adequadas para garantir a incorporagao
completa do colageno a formulacgéo.

Objetivo especifico 3: Testar a estabilidade das formulac¢des, observando as variaces
na viscosidade, homogeneidade da formulac&o, pH, cor e detectando se ha ou néo

fragmentos de colageno néo solubilizados.
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5 METODOLOGIA
5.1 Desenho experimental e local de estudo

O trabalho desenvolvido foi do tipo experimental, realizado na Universidade
Federal do Ceara — no Laboratério de Farmacologia da Cicatrizacdo, do Nucleo de
Pesquisa e Desenvolvimento de Medicamentos e Laboratério de Cosmetologia, do

Departamento de Farmacia.

Inicialmente, foram realizados estudos para a definicdo da metodologia
para a extracdo do colageno da pele de tildpia com boa qualidade e quantidade para
gue em seguida fossem conduzidos testes de pré-formulacéo para verificar qual a
melhor composicdo do hidrogel para incorporar totalmente o colageno. As
formulacdes desenvolvidas passaram por um estudo de estabilidade preliminar, onde
foram avaliadas a viscosidade, pH, odor, cor, aspecto, e se houve separacdo do

colageno do hidrogel.

Figura 7. Desenho experimental

Desenvolvimento
Extracdo do das formulacdes
colageno de hidrogéis

Estudos de pré- Testes de
formulagao estabilidade
preliminar

Fonte: Dados da pesquisa
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5.2 Extracdo do coladgeno

Foi utilizado o método de extracdo desenvolvido no Laboratério de
Farmacologia da Cicatrizacdo, da Universidade Federal do Ceara, que é resultado de
modificagdes nos modelos propostos por KIM (2012) e NALINANON (2010), utilizando

matérias-primas mais acessiveis, colageno hidrolisado e tempo otimizado.

Primeiramente, a pele da tilapia foi cortada em pedacos de 1 cm x 1 cm,
incubados em solucdo de Polissorbato 20 (Tween-20) a 2%, na proporcdo de 1 g de
pele: 10 ml de solugéo. Foram utilizados 20 g de pele e 200 ml de solugéo, e como
sdo duas trocas, foi preciso preparar 400 ml. O processo durou 4 h, sendo necessaria
uma troca da solucao a cada 2 h.

Em seguida, foram feitas 3 lavagens, uma durante agitacdo por 2 h e outras
duas de 1h cada, com 30 ml de agua destilada para 1g de tecido. Apos este
procedimento, os fragmentos da pele da tilapia foram incubados em uma solucéo de
acido cloridrico (HCI) de pH = 1,20. Foi acrescentado 20 g de pele para 600 ml de
solucéo (1:30), sob constante agitacdo durante 16 h (overnight). No dia seguinte, a
solucdo foi filtrada com o auxilio de um tecido composto por 100% de poliéster, sendo
reservado o filtrado, e o precipitado passou por uma segunda extragcdo com HCI de
pH = 1,2 durante 16 h. Depois deste prazo foi realizada outra filtracdo e o precipitado
foi entregue para descarte no lixo biolégico. Todo o protocolo experimental foi
realizado a temperatura de 18°C e as incubacGes foram mantidas sob constante

agitacdo de 130 rpm.

Os dois filtrados tiveram o pH ajustado para que a solucédo atingisse valores
entre 7,5 e 8,0, com adicdo progressiva de hidroxido de sodio (NaOH) 1 M, sob
agitacdo variavel entre 200 e 600 rpm e a variacao do pH foi aferida com o pHmetro
(Ohaus, Barueri, Brasil). A faixa de pH entre 7,5 e 8,0, onde € localizado o ponto

isoelétrico da proteina, € ideal para a precipitacao isoelétrica do colageno.

As solucdes entdo foram novamente filtradas e o coladgeno que ficou retido
no tecido foi lavado com agua levemente alcalina (pH = 8,0) e em seguida, passou por
secagem através de tor¢cBes suaves no tecido onde estava retido. Por fim, a massa
de colageno foi pesada, armazenada em um pote de plastico estéril, identificado com

a data e o peso.
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Figura 8: Gravuras de etapas diferentes do processo de extragdo do colageno. (A) Corte da pele da
tilapia em pedagos quadrados de 1cm x 1cm, (B) Incubacéo da pele da tilapia em solugéo de Tween
20 2% sob agitacao, (C) 3 incubagdes foram feitas com Agua Mili-Q, para diminuir quaisquer
presencas de sais que possam interagir com o colageno, (D) Amostra de pele de tilapia apés a
primeira incubagdo em HCI pH=1,2, (E) Solucdo de extracdo de colageno apos a segunda incubacdo
em HCI pH=1,2, (F) Sobrenadante da segunda extracdo antes da precipitacéo do colageno em pH 75
— 8,0, (G) Solucao de colageno ao atingir o ponto isoelétrico, com o colageno insoltvel, (H) Retencao
do colageno precipitado no filtro, que foi em seguida lavado em pH = 8,0 para reter a maior
guantidade possivel de colageno, (I) Colageno antes da pesagem, (J) Pesagem do colageno, (K)

Pesagem da placa de Petri com a amostra antes da liofilizacéo, (L) Liofilizacdo da placa de Petri.

Fonte: Dados da pesquisa.

5.3 Determinacao do rendimento

Para avaliar o rendimento, foi retirada uma aliquota de 10 g de cada
extracdo (foram realizadas 3 no total) e as trés amostras foram colocadas em placas
de Petri separadas para serem resfriadas a - 80 °C e inseridas no liofilizador (Liobras,
Sao Carlos, Brasil), onde foram mantidas durante 48h. Depois da liofilizacdo, as
amostras foram pesadas. Um outro processo de liofilizagéo foi realizado, desta vez
com cinco amostras de 10 g de pele da tilapia cada. Apds a conclusédo das duas
liofilizagdes, foi determinado o rendimento de cada uma das extragdes e o rendimento
médio, verificando também se os resultados sdo reprodutiveis. O calculo do

rendimento foi realizado da seguinte maneira:
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Tabela 1: Tabela contendo os resultados dos calculos para a determinacao do teor de umidade

das amostras de colageno. Dados ficticios.

Amostras

1
2
3
4
5
Média

Desvio
Padrao

Placa
vazia

30,05
30,10
30,20
30,30
30,40
30,21
0,14

Amostras da extragao de colageno (dados ficticios)

Coldgeno
Uumido

(€)

2,01
2,03
2,05
2,03
2,01
2,03
0,02

Fonte: llustracBes do trabalho.

P+C Placa +
colageno
desidratado
(pcl)
32,06 31,20
32,13 31,30
32,25 31,35
32,33 31,37
32,41 31,39
32,24 31,32
0,14 0,08

Agua
(A)

0,86
0,83
0,90
0,96
1,02
0,91
0,08

Colageno
desidratado
(Cd)
1,15
1,20
1,15
1,07
0,99
1,11
0,08

Percentual
de
umidade
(100*A/C)
42,79

40,89
43,90
47,29
50,75
45,12
3,91

Primeiramente foi inserido os dados com os valores do peso da placa vazia,

da massa de colageno umida, o peso da placa contendo o colageno umido (Pc) e da

placa contendo o colageno liofilizado (Pcl). Em seguida, o teor de agua foi definido

através da subtracdo: Pc- Pcl. A quantidade real de colageno foi resultado da

subtracao entre o colageno umido e o teor de agua (C — Cd). Por fim, o teor percentual

de umidade foi determinado pela equacdo U=100*A/C. A determinacdo da umidade

da pele da tilapia foi obtida na mesma sequéncia de calculos.

Tabela 2: Tabela contendo os resultados dos calculos para a determinacéo do teor de umidade

das amostras de pele de tilapiain natura. Dados ficticios.

Repeticao

B W N R

5
Médias

Teor de agua da pele da tilapia

Agua
(A)

1,21
1,25
1,29
1,25
1,21

Placa vazia Pele umida Placa + Placa +

(P) (pt) pele pele
Umida (P = desidratada

+ pt) (P +pd)

30,10 2,01 32,11 30,9
30,20 2,05 32,25 31

30,30 2,09 32,39 31,1
30,40 2,05 32,45 31,2
30,30 2,01 32,31 31,1
30,26 2,04 32,30 31,06

1,24

Pele
desidratada

(pd)

0,8
0,8
0,8
0,8
0,8
0,80

Umidade
(100*A/pt)

60,20
60,98
61,72
60,98
60,20
60,81
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Desvio 0,11 0,03 0,13 0,11 0,03 0,00 0,64
Padrao

Fonte: llustracBes do trabalho.

Por fim, foram realizados novos calculos para a determinacdo do

rendimento médio:

Tabela 3: Dados do experimento, utilizadas na metodologia como modelo para a aplicacdo das

férmulas referentes ao calculo do rendimento.

Calculo do rendimento final
Repeticdo = Massa Inicial = Massa Inicial de = Massa obtida Massa obtida =~ Rendimento de

de Pele Pele de Colageno de Colageno Coldgeno em
Umida de Desidratada de Hidratado Desidratado peso seco
Tilapia Tilapia
1 20,00 7,84 12,00 6,59 84,03
2 20,20 7,92 11,90 6,53 82,50
3 20,30 7,95 12,40 6,80 85,54
4 20,15 7,90 13,20 7,24 91,74
5 20,10 7,88 13,70 7,52 95,45
Médias 20,15 7,90 12,10 6,64 84,02
Desvio
Padrio 0,15 0,06 0,78 0,15 1,52

Fonte: llustracfes do trabalho.

Inicialmente, foram colocados os valores da massa Umida de pele de tilapia
utilizada na extracdo do colageno (mpu) e a massa de colageno umido obtido na
extracdo (mch). A massa real da pele de tilapia foi calculada através da equacéao, cujo

resultado é expresso em gramas:
mpd = mpu — (mpu * (X ;,:/100)

Para calcular a quantidade real de colageno obtida na extracdo (em

gramas), foi definido o seguinte calculo:
mcd = mch — (mch * (X ,,./100)

E ao final, foi realizado o célculo do rendimento a partir da expressao

abaixo:
R(%) = 100 * mcd/mpd

Com esses dados, foi possivel calcular o rendimento médio, que é

determinado a partir do calculo da média (soma dos valores obtidos nas repeticdes



38

dividido pela quantidade de repeticbes), e o desvio padrdo, que € calculado pela

equacao abaixo:

s = Z(xi — X)%/n

Onde s é o desvio padrao, xi € o valor da repeticao, o x tracejado € a média

e 0 n, 0o numero de repeticoes.
5.4 Preparo dos hidrogéis

Para testar a funcéo cicatrizante do colageno isoladamente, foi necessario
o desenvolvimento de uma formulacgéo que viabilizasse a aplicacdo topica do colageno
extraido da pele de tilapia até o sitio de acdo que, neste contexto, é a pele rompida

por um ferimento.

Foi realizado um estudo de pré-formulacdo com varias formulacdes de
hidrogel para avaliar qual seria a mais adequada para incorporar o colageno nas
concentracdes de 1% e 3%. Os produtos que foram desenvolvidos e as concentracdes

de cada excipiente estdo descritos na tabela a seguir:

Tabela 4: Formulac®es desenvolvidas ao longo do trabalho.

Formulacdes Carboximetilcelulose Propilenoglicol Colageno Fenoxietanol Agua
destilada

g.s.p.

1 2% 6% 1% 0,5%
1009
g.s.p.

2 1,5% 6% 3% 0,5%
1009
Base para g.s.p.
formulacéo 2% 6% 0% 0,5% 100g

1

Base para g.s.p.
formulagéo 1,5% 6% 0% 0,5% 100g

2
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g.s.p.
3 3% 10% 3% 0,5%
100g
g.s.p.
4 2% 10% 3% 0,5%
100g
g.s.p.
5 2% 10% 1% 0,5%
100g
Base para g.s.p.
formulacéo 2% 10% 0% 0,5% 100g
3

Fonte: Dados da pesquisa.

As formulacbes foram preparadas da seguinte maneira: todos o0s
componentes foram pesados antes da producéo do hidrogel. O colageno foi inserido
primeiro no gral, para ser triturado, com o auxilio do propilenoglicol, que foi adicionado
gradualmente. Isso formou uma mistura viscosa e levemente acinzentada. Em
seguida, foi adicionado a mistura, a metade da agua destilada acidificada até que foi
formada uma solucdo homogénea. A carboximetilcelulose foi pulverizada sobre a
mistura, mantendo-se apenas na superficie, sem agitacdo, durante 30 minutos.
Finalizado o tempo, a formulacédo foi agitada vigorosamente até que desaparecesse
todos os grumos de carboximetilcelulose e a solucdo adquirisse viscosidade e aspecto
macroscopico de gel. As amostras foram mantidas a temperatura ambiente até o

préximo dia, onde foram iniciados os testes de estabilidade.

Figura 9: Gravuras das etapas de fabricagdo dos hidrogéis. (A) Triturag&o do colageno levigado pelo
propilenoglicol, (B) Colageno totalmente misturado ao propilenoglicol, (C) Pesagem da
carboximetilcelulose, (D) Mistura da carboximetilcelulose & formulagao sob forte agita¢éo (600 rpm) até
formar uma mistura homogénea e adquirir as caracteristicas de um gel, (E) Hidrogel de colageno ja
finalizado, (F) Centrifugacdo das amostras dos hidrogéis de coldgeno a 3000 rpm, por 30 min, (G)
Amostras dos hidrogéis apés a centrifugacéo, sem fases separadas, (H) Amostra da formulacdo de
coladgeno 3% dissolvida (1g de hidrogel + 10 ml de agua) para a aferi¢do do pH, (I) Afericdo do pH das

amostras de hidrogéis, (J) Medida da viscosidade da formulacéo de colageno 3% (F6).
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Fonte: Dados da pesquisa.

5.5 Estudos de estabilidade preliminar

Um dia ap6s a fabricacdo dos hidrogéis, uma aliquota de 1g de cada
formulacao foi colocada em um microtubo de 1,5ml para o teste de centrifugacéo, a
3000 rpm, por 30 minutos. Ao final foi verificado se houve ou ndo separacao de fases
nas amostras, sendo que o ideal para o hidrogel é que se mantenha homogéneo. A
viscosidade foi medida com duas finalidades: estimar 0 comportamento reolégico dos
hidrogéis e avaliar durante duas semanas se esta propriedade se mantém estavel.
Para isso foi usado o viscosimetro de Brookfield (Marte Cientifica, Sado Paulo, Brasil),
gue mede a viscosidade através da tensdo necessaria para que o spindle (parte

rotacional do equipamento) passe a girar.

5.6 Andlise estatistica

As analises estatisticas foram realizadas no software GraphPad Prism 9.01
(GraphPad Software Inc.) Os resultados foram expressos em média * erro padréo
médio (EPM). Utilizou-se para a analise da maioria dos dados a Analise de Variancia
(ANOVA) de uma via, seguido do Teste de Tukey para comparacdes multiplas. Nas
comparacdes entre o dia 1 e as formulagfes do dia 7 ou 14, foi utilizado como pos-

teste o Teste de Dunnet.
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6 RESULTADOS
6.1 Extracdo do coladgeno e determinagdo do rendimento médio

Os métodos de Nalinanon (2010) e Kim (2012) foram utilizados como referéncia
tedrica para o desenvolvimento de uma nova metodologia do Laboratério de
Farmacologia da Cicatrizagdo. Durante a adaptacao foram consideradas as condi¢des
para tornar a extracdo de colageno em escala industrial exequivel. A duracéo do
procedimento foi de trés dias, e o coldgeno extraido teve a aparéncia, boa
uniformidade e foi facilmente incorporado as formulacfes dos hidrogéis.

As metodologias aplicadas no procedimento ocorreram de acordo com a temperatura
preconizada pelo protocolo elaborado e em 6timas condi¢des de limpeza, organizagcao
e qualidade dos reagentes. Os dados relacionados ao calculo do rendimento estéo

descritos abaixo:

Tabela 5: Calculo da quantidade de agua e colageno desidratado de duas extracdes de colageno.

Repeticao Placa Colageno Placa + Placa + Agua Colageno
vazia(P) hidratado colageno colageno desidratado
(g) hidratado desidratado
1 35,22 10,06 45,27 35,66 9,61 0,45
2 35,43 10,06 45,46 35,66 9,81 0,25

Fonte: Dados da pesquisa.

A tabela 5 representa os dados da terceira extracdo, em que 10g de
amostra foram divididos em 5 liofilizacdes de 2g cada, para o calculo do rendimento;
na 6, contém dados da liofilizacdo da pele de tilapia, que foi realizada para definir
guanto da pele in natura € umidade e quanto € a massa real da pele; a 7 tem relacao
com o calculo do teor percentual de umidade do colageno e da pele de tilapia, me a
8, por fim, o calculo do rendimento. Todos os calculos obedecem as formulas

estabelecidas na metodologia.

Tabela 6: Célculo da quantidade de agua e colageno desidratado da terceira extragdo de colageno.

Teste em quintuplicata.

Amostra 3
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Placavazia Colageno P+C Placa + Agua Colageno Amostra  Percentual
Umido colageno desidratado de umidade
desidratado

30,98 2,02 32,98 31,23 1,75 0,27 1 86,77

31,35 2,09 33,44 31,48 1,96 0,13 2 93,95

31,17 2,02 33,19 31,31 1,87 0,15 3 92,76

30,90 2,04 32,94 31,01 1,92 0,11 4 94,39

30,90 2,06 32,96 31,04 1,92 0,14 5 93,33

31,06 2,04 33,10 31,21 1,89 0,16 Média 92,24

0,19 0,03 0,21 0,19 0,08 0,06 Desvio 3,12

padrao
Fonte: Dados da pesquisa.
Tabela 7: Calculo da quantidade de agua da pele de tilapia desidratada em quintuplicata.
Teor de dgua da pele da tilapia
Amostra Placavazia Pele de tilapia P +p (Pp) Placa + pele Agua Pele de tilapia
(P) Umida de tilapia (A) desidratada
(p) desidratada Pp-Ppd (ptd)
(Ppd) p-A
1 35,43 10,24 45,66 37,54 8,12 2,12
2 35,22 10,32 45,53 37,57 7,96 2,36
3 36,6 10,09 46,69 39,13 7,56 2,53
4 36,06 10,17 46,23 38,25 7,98 2,19
5 36,54 9,93 46,47 38,96 7,51 2,42
Médias 35,97 10,15 46,12 38,29 7,83 2,32
Desvio 0,63 0,15 0,50 0,75 0,27 0,17
Padrao

Fonte: Dados da pesquisa.

Tabela 8: Determinacao do teor de umidade da massa de coldgeno e da pele de tilapia.

Amostra Teor de umidade Amostra Teor de

do colageno (%) aguada

pele de

X oo tilapia (%)

2 96,47 . a0
:’5 . 92,24 ) s
Média 94,76 3 7493
Desvio 2,23 4 78,47
padrao : e es
Média 77,09
Desvio Padrao 1,84

Fonte: Dados da pesquisa.
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Tabela 9: Calculo do rendimento médio

Fonte: Dados da pesquisa.

Repeticdo Massa Inicial Massa Inicial Massa Massa obtidade  Rendimento
de Pele de Pele obtida de Colageno de Colageno
umida de Desidratada de Colageno Desidratado em peso seco
Tilapia Tilapia (mpd) Hidratado (mcd) (%)
(mpu) (mch)

1 20,65g 4,73g 26,57g 1,39g 29,45%

2 20,70g 4,74¢g 32,10g 1,68g 35,50%

3 20,26¢ 4,64g 24,13g 1,27¢g 27,26%
Médias 20,53 4,70 27,60 1,45 30,74
Desvio 0,24 0,05 13,71 0,21 4,27
Padrao

6.2 Pré-formulacéo e estabilidade preliminar

A metodologia empregada na producéo das formulacdes, desenvolvida no
Laboratério de Cosmetologia da Universidade Federal do Ceard, permitiu a obtencao
dos hidrogéis que incorporassem o colageno na formulacdo. Essas modificacbes
foram a modificacdo do pH da agua para 1,2-2,0, a fim de manter o colageno
solubilizado durante e apés o desenvolvimento dos hidrogeis, e 0 aumento do volume
de propilenoglicol, que favoreceu a trituracdo mais adequada do colageno em
particulas menores, reteve agua do meio, contribuindo para o aumento da
viscosidade. Os dados referentes a concentracdo de colageno das formulacoes,
centrifugacéo, viscosidade, pH e analise macroscopica estdo descritos na tabela a

seqguir:

Tabela 10: Avaliacdo da estabilidade das formula¢gBes quanto ao pH, viscosidade, aspecto e a

manutencdo da homogeneidade apos a centrifugacéo.

Cdédigo Concentracédo pH Viscosidade Centrif. Aspecto
(%) (cP)
F1 1 4,98+0,34 (g) 115466,33 + Estavel Gel
11369,46 (g) homogéneo e
transparente

5,11#0,28 (ta) 105312,44 +
6234,29 (ta)



F2

Base 1

Base 2

F3

F4

5,05+0,31 (e)

5,19:0,05 (g)

5,030,12 (ta)

5,13+0,06 (€)

6,03+0,14 (g)

6,25+0,33 (ta)

6,3410,31 (e)

6,26+0,19 (g)

6,18+0,19 (ta)

6,18+0,12 (€)

4,8310,15 (g)

91020,17 +
1591,80 (€)

96683,11 +
26446,06 (g)

46009,87 +
4668,88 (ta)

22603,89 +
13186,59 (e)

84101,53 +
9948,56 (q)

78607,56 +
7051,53 (ta)

76427,11
6494,32

35570,89 +
4205,19 (g)

34338,22 +
3468,82 (ta)

32244,78 +
2408,51 (e)

130570,22 +
13733,97 (q)

Separagéo Gel amarelado
do colageno e opaco.
a partir do dia
7.

Estavel Gel
homogéneo e
transparente

Estavel Gel amarelado

e transparente.
- Gel
endurecido,
opaco e
esbranquicado.
Descartado no
primeiro dia.
Estével Gel

homogéneo e

transparente
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4,82+0,16 (ta)

125540,67 +
11216,42 (ta)

4,90+0,11 (e) 11467,17 +
5799,44 (e)
F5 5,65+0,16 (g) 164809,44 + Estavel Gel
5657,01 (g) homogéneo e
transparente
5,50+0,20 (ta) 151320,00 +
3501,70 (ta)
5,59+0,12 ()  135124,00 +
8785,50 (e)
Base 3 6,39+0,65 (g) 136931,33 + Estavel Gel
9115,81 (g) homogéneo e
transparente.
6,54+0,48 (ta) 126316,33 +

6,61+0,38 (€)

4451,11 (ta)

115717,67

45

4311,65 (e)

Fonte: Dados da pesquisa. Os valores foram representados como média + EPM. ANOVA de uma via

seguido de pds-teste de Tukey.

Através da tabela 4, foi possivel avaliar quais formulacdes e bases sdo
estaveis, a partir das médias dos resultados das afericbes feitas em 14 dias. Foi
verificado se uma formulacdo é mais ou menos estavel a partir do nimero do erro
padrdo da média. A formulacdo 2, na variavel viscosidade apresentou uma
variabilidade maior durante o acondicionamento em estufa (22603,89 + 13186,59 cP)
gue a formulacdo 5 (135124,00 £+ 8785,50 cP), que contém a mesma concentracao
percentual de colageno. A afericdo do pH permitiu que fosse avaliada se a formulacao
estava como o pH dentro da faixa de especificacdo de pH semelhante ao da pele, que
se encontra entre 4,6-5,8 (LEONARDI et al., 2002). Todas as formulac¢des de hidrogel,

(exceto as formulacdes-base), obtiveram valores de pH dentro deste intervalo.
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6.2.1 Centrifugacao

Dentre os testes de estabilidade esta a centrifugacéo. Os hidrogéis, apds a
centrifugacdo, ndo apresentaram segregacdo de excipientes ou do colageno,
mantendo o aspecto limpido. Uma vez finalizada a centrifugagéo e observado que néo
houve precipitacdo, separacdo de fases, formagdo de sedimento compacto ou
coalescéncia, as amostras seguiram para os testes de pH e viscosidade.

Tabela 11: Resultados acerca dos testes de centrifugagdo. Foi verificada se houve alguma dispersao
dos componentes do hidrogel, onde ha um “x”, indica que ndo houve separagédo na formulagdo e um
sinal de “certo”, indica que houve este fenébmeno no decorrer do estudo. O método foi realizado no

primeiro dia de testes.

Houve segregacao
de algum
Formulacéo componente da
formulacéo?
Dia 1
F1 X
F2 X
B1 X
B2 X
F4 X
F5 X

Fonte: Dados da pesquisa.

6.2.2 pH

Uma outra etapa da avaliacéo da estabilidade dos produtos foi o pH. Foram
feitas afericdes nos dias 1, 7 e 14, com o objetivo de testar a eficiéncia do hidrogel em
se manter dentro da faixa de pH adequada para a aplicacdo na pele. Os resultados

das aferi¢cbes do pH estédo disponiveis abaixo:
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Tabela 12: Valores de pH aferidos nos dias 1, 7 e 14, em diferentes condi¢bes de armazenamento. A
partir do dia 7, os valores sdo divididos em trés linhas, sendo a primeira, referente as formulacées
armazenadas em geladeira (8°C); a segunda, armazenadas a temperatura ambiente (25°C) e a terceira
linha, na estufa (40°C).

Dias de experimento
Formulag&o

1 7 14

4,56 4,71

F1 5,66 4,93 4,74
4,83 4,66

5,09 5,21

F2 5,26 4,93 4,90
5,06 5,08

6,10 6,23

Bl 5,77 6,09 6,88
6,83 6,42

6,24 6,59

B2 5,95 6,05 6,55
6,31 6,29

4,81 4,57

F4 5,10 4,82 4,55
4,88 4,53

5,82 5,34

F5 5,80 5,60 5,34
5,39 5,58

Fonte: Dados da pesquisa.
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Nos valores individuais, foram observados valores abaixo de 4,6 nas trés
afericdes do dia 14, na formulagcéo 4 e acima de 5,8 nas formula¢des-base. Tendo em

vista estes resultados, é imprescindivel a avaliacdo das variagdes de pH mais adiante.
6.2.3 Viscosidade

A viscosidade foi medida com o viscosimetro de Brookfield, a fim de
verificar se houve modificacdes quanto ao tempo e a temperatura de armazenamento.
Os resultados detalhados acerca da viscosidade estao representados nos graficos a

seqguir:
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Figura 10: As formulagdes 4 e 5 apresentaram maior estabilidade com o passar da semana.
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Os hidrogéis foram avaliados durante 14 dias, nos dias 1, 7 e 14. Neste grafico, foi comparada a
viscosidade do dia 7 e dia 14, nas respectivas condi¢cdes de armazenamento. Os valores estédo
representados como média + EPM. B. **p=0,0014 F2-7G vs F2-14G; *p=0,0434 F2-7TA vs F2-14TA,;
**p=0.0086 F2-7E vs F2-14E. C. ***p=0,0005 F4-7E vs F4-14E. ANOVA de uma via e Teste de Tukey.
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Figura 11: Comparag&o entre aviscosidade do dia 1 e das 3 amostras de diferentes temperaturas
—dia7.
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Os hidrogéis foram avaliados durante 14 dias, nos dias 1, 7 e 14. Neste gréafico, foi comparada a

viscosidade entre o dia 1, apds a fabricacao, e dia 7, em trés condi¢des de armazenamento. Os valores
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estao representados como média + EPM. A. *p=0,0388 F1-1 vs F1-7G; B. ****p<0,0001 F2-1 vs F2-7G,
**p=0,0014 F2-1 vs F2-7E. C. ***p<0,0001 F4-1 vs F4-7G, ***p<0,0001 F4-1 vs F4-7TA, ***p=0,0003
F4-1vs F4-7E. D. p<0,0001 F5-1 vs F5-7G, **p=0,0035 F5-1 vs F5-7E. ANOVA de uma via e Teste de

Dunnet.

Figura 12: Comparag&o entre aviscosidade do dia 1 e das 3 amostras de diferentes temperaturas
—dia 14.
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A viscosidade dos hidrogéis foi um dos parametros avaliados durante 14 dias, nos dias 1, 7 e 14. Neste
grafico, foi comparada a viscosidade entre o dia 1, apos a fabricacao, e dia 14, em trés condi¢bes de
armazenamento. Os valores estéo representados como média £ EPM.A. ****p<0,0001 F1-1 vs F1-14G,
*»**p=0,0004 F1-1 vs F1-14TA. B. ***p<0,0001 F2-1 vs F2-14G; F2-1 vs F2-14TA, F2-14E. C.
*¥***%p<0,0001 F4-1 vs F4-14G, F4-1 vs F4-14TA. D. **p=0,0002 F5-1 vs F5-14G; *p=0,0024 F5-1 vs
F5-14TA, ****p<0,0001 F5-1 vs F5-14E. ANOVA de uma via e Teste de Dunnet.

Figura 13: Comparagdo entre as viscosidades no dia 7 em diferentes temperaturas de
armazenamento (g — 8°C; ta — 25°C e “e” — 40°C).
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Neste gréfico, foi comparada a viscosidade entre trés amostras de uma mesma formulacdo nas
respectivas trés temperaturas de armazenamento. Os valores estéo representados como média + EPM.
B. ***p=0,0004 F2-7G vs F2-7TA ***p<0,0001 F2-7G vs F2-7E, F2-7TA vs F2-7E. C. **p=0,0001 F4-
7G vs F4-7E, **p=0,0004 F4-7TA vs F4-7E. D. **p=0,0002 F5-1 vs F5-14G; **p=0,0024 F5-1 vs F5-
14TA, ****p<0,0001 F5-1 vs F5-14E. ANOVA de uma via e Teste de Tukey.

Figura 14: Comparagdo entre as viscosidades no dia 14 em diferentes temperaturas de

armazenamento (g — 8°C; ta — 25°C e “e” — 40°C).
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Neste gréfico, foi comparada a viscosidade entre trés amostras de uma mesma formulacdo nas
respectivas trés temperaturas de armazenamento. Os valores estéo representados como média + EPM.
A. ***p=0,0002 F1-14G vs F1-14E, **p=0,0010 F1-14TA vs F1-14E. B. ***p<0,0001 F2-14G vs F2-
14TA, F2-14G vs F2-14E, F2-14TA vs F2-14E. C. *p=0,0067 F4-14G vs F4-14TA, ***p<0,0001 F4-
14G vs F4-14E, F4-14TA vs F4-14E. D. ***p<0,0001 F5-14G vs F5-14TA, F5-14G vs 14TA, F5-14TA
vs F5-14E. ANOVA de uma via e Teste de Tukey.

Figura 15: Comparacéo da viscosidade das bases em relacdo ao tempo, nas mesmas condi¢cdes
de armazenamento.
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Nestes graficos, foi comparada a viscosidade entre trés amostras de bases para formulacdo nas
respectivas trés temperaturas de armazenamento. Os valores estao representados como média £ EPM.

C. *p=0,0067 F4-14G vs F4-14TA, ****p<0,0001 F4-14G vs F4-14E, F4-14TA vs F4-14E. ANOVA de
umavia e Teste de Tukey.

Figura 16: Comparacdo entre a viscosidade do dia 1 e das 3 amostras de base de diferentes
temperaturas — dia 7.
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A viscosidade dos hidrogéis foi um dos parametros avaliados durante 14 dias, nos dias 1, 7 e 14. Neste
grafico, foi comparada a viscosidade das bases para hidrogéis entre o dia 1, apos a fabricacao, e dia
7, em trés temperaturas de armazenamento: 8°C, 25°C e 40°C. Os valores estédo representados como
média £ EPM. A. *p=0,0013 B1-1 vs B1-7G, *p=0,0226 B1-1 vs B1-7TA, *p=0,0124 B1-1 vs B1-7E.
C. **p=0,0074 B3-1 vs B3-7G. ANOVA de uma via e Teste de Dunnet.

Figura 17: Comparagéo entre a viscosidade do dia 1 e das 3 amostras de base de diferentes
temperaturas — dia 14.
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Durante 14 dias, foram avaliados trés critérios no estudo de estabilidade preliminar. A viscosidade foi
aferida nos dias 1, 7 e 14. Neste grafico, foi comparada a viscosidade das bases para hidrogéis entre
o dia 1, apos a fabricacdo, e dia 14, em trés temperaturas de armazenamento: 8°C, 25°C e 40°C. Os
valores estéo representados como média + EPM. A. ***p=0,0009 B1-1 vs B1-14G, **p=0,0024 B1-1vs
B1-14TA, *p=0,0401 B1 vs B1-14E. B. ***p<0,0001 B2-1 vs B2-14G, B2-1 vs B2-14TA, **p=0,0004
B2-1 vs B2-14E. C. **p=0,0041. ANOVA de uma via e Teste de Dunnet.

Figura 18: Comparacgdo entre as viscosidades das bases no dia 7 em diferentes temperaturas de
armazenamento (g — 8°C; ta — 25°C e “e” — 40°C).
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Neste gréfico, foi comparada a viscosidade entre trés amostras de uma mesma base nas respectivas
trés temperaturas de armazenamento. Os valores estdo representados como média + EPM. C.
**p=0,0034 B3-7G vs B3-7E, ***p<0,0001 B3-7G vs B3-7E, **p=0,0015 B3-7TA vs B3-7E. ANOVA de
uma via e Teste de Tukey.

Figura 19: Comparag&o entre as viscosidades das bases no dia 14 em diferentes temperaturas
de armazenamento (g — 8°C; ta — 25°C e “e” — 40°C).
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Neste grafico, foi comparada a viscosidade entre trés amostras de uma mesma base nas respectivas
trés temperaturas de armazenamento. Os valores estdo representados como média + EPM. B.
**p=0,0028 B3-14G vs B3-7E, *p=0,0454 B3-14TA vs B3-14E. C. ***p<0,0001 B3-14G vs B3-14TA,
B3-14G vs B3-14E, B3-14TA vs B3-14E. ANOVA de uma via e Teste de Tukey.
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Figura 20: Comparagéo entre as formulagdes e as respectivas bases que as constituem.
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Neste gréfico, foi comparada a viscosidade entre a formulacdo com o colageno e a respectiva

formulacé@o-base (sem coldgeno), nos dias 7 e 14. Os valores estao representados como média + EPM.
B. ****p<0,0001 B1-14G vs F1-14G, B1-14TA vs F1-14TA. C. *p=0,0251 B2-1 vs F2-1, ****p<0,0001
B2-7G vs F2-7G, *p=0,0475 B2-7TA vs F2-7TA. D. **p<0,0001 B2-1 vs F2-1, B2-14G vs F2-14G, B2-
14E vs F2-14E. G. ***p<0,0001 B3-1 vs F5-1, ***p=0,0003 B3-7G vs F5-7G, **p=0,0044 B3-7TA vs
F5-TA, *p=0,0011 B3-7E vs F5-7E. H. ***p<0,0001 B3-1 vs F5-1, *p=0,0055 B3-14G vs F5-14G,
*p=0,0148 B3-14TA vs F5-14TA. ANOVA de uma via e Teste de Tukey.
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7 DISCUSSAO

7.1 A nova metodologia de extracdo de colageno da pele de tilapia foi bem-

sucedida, considerando a reprodutibilidade e a quantidade extraida.

Para pacientes com feridas cronicas extensas e pacientes queimados, seria
ideal o uso dos aloenxertos, que sao peles doadas de pacientes vivos ou ja falecidos
(ROWAN et al., 2015). Porém, a disponibilidade de pele humana é insuficiente para
atender a demanda destes pacientes (ALVES et al., 2015; LIMA-JUNIOR et al., 2017).
Por isso, a melhor alternativa seria o desenvolvimento de novos tratamentos que
substituam a necessidade do uso da pele humana, sendo mais econdémicos e
disponiveis (HERMANS et al., 2014).

A proposta da pesquisa € o uso do colageno como uma proteina bioativa
para o0 uso em feridas cronicas, preferencialmente veiculada em formulacdes
inovadoras que incorpore estas macromoléculas, e que tornem estas capazes de
conferir propriedades benéficas a sua utilizacdo como um agente terapéutico
(BRANDELLI, 2012). Essa proposta baseia-se nos tratamentos bem-sucedidos da
utilizacédo da pele da tilapia como uma cobertura oclusiva em pacientes queimados
(LIMA-JUNIOR et al., 2017).

Ja existem formulagdes, principalmente de cosméticos, que contém
colageno hidrolisado na sua composicédo, e algumas delas também incluem outra
molécula ativa, como a vitamina C para induzir a producdo de novas fibras de
colageno na pele envelhecida (PULLAR et al., 2017; WANG et al., 2018). Porém, o
foco deste trabalho é desenvolver produtos que utilizem o colageno, extraido da pele
de tilapia através de uma metodologia inovadora desenvolvida no Laboratério de
Farmacologia da Cicatrizagdo, como um principio ativo isolado para o tratamento de
feridas cronicas, ou seja, incorporado a uma formulacdo com funcéo de medicamento.

O método que foi desenvolvido neste trabalho teve como ponto de partida
as metodologias utilizadas por KIM em 2012 e NALINANON, em 2010. A metodologia
foi adaptada as condicbes do laboratério e elaborada para que seja possivel uma
futura extracdo em larga escala. No protocolo proposto por KIM (2012), o rendimento
do colageno solubilizado em &ciDO ACETICO, SEM A APLICAGCAO DO
PROCEDIMENTO DA SONICACAO, FOI DE 20%. NALINANON (2010), obteve o
percentual de 30,3% de colageno solubilizado em acido acético (CSA), sem

tratamento enzimatico. Neste trabalho, em que foi realizada a extracdo com solugéo
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de acido cloridrico (HCI) de pH = 1,2 o rendimento médio obtido foi de 34,48%, o que
significa que o Ultimo método, apenas com a solubilizacdo em acido, recuperou
guantidades maiores de colageno, considerando que este foi o que teve menor tempo
gasto e foi utilizado insumos mais baratos, 0 que dispensou o0 uso da enzima ou outro

meétodo de maior consumo de energia como a sonicacao, por exemplo.

7.2 As formulacdes 4, 5 e a formulagcdo base apresentaram melhor
desempenho nos testes de estabilidade.

A viscosidade dos hidrogéis € um parametro crucial por determinar como
sera a espalhabilidade, o aspecto sensorial e absor¢éo cutanea. Produtos que escoam
facilmente podem ter a acao prejudicada, por ndo reter no local toda a dose necessaria
para o tratamento (MOHAMMED, 2001). A hidratacado promovida pelo hidrogel ndo &
devido ao uso de excipientes oleosos, e sim, pelas propriedades fisico-quimicas da
carboximetilcelulose. O propilenoglicol, assim como a carboximetilcelulose, € uma
molécula higroscopica, isto é, absorve bastante agua, e quantidades maiores deste
componente na formulacéo retém a agua por mais tempo no local onde € aplicado
(HOARE e KOHANE, 2008).

Os hidrogéis séo formulagcdes de comportamento pseudoplastico, ou seja,
a medida que é aumentada a tensao de cisalhamento sobre a forma farmacéutica, as
particulas presentes na mistura sdo ordenadas na direcao da forca empregada sobre
a formulacdo e, deste modo, a viscosidade diminui (YANG e DU, 2019). O
comportamento pode ser descrito através de um grafico com as variaveis viscosidade
x tensdo de cisalhamento, exibindo uma curva descendente. O redmetro é o aparelho
ideal para definir o comportamento reoldgico da formulacdo, porém, por ndo estar
disponivel no local do experimento, foi necessario o uso do viscosimetro de Brookfield
para verificar como a formulacdo se comportava em relacdo ao aumento da forca

aplicada durante as afericoes.

Nos testes de viscosidade foram aplicadas velocidades de 3, 6 e 12 rpm
em triplicata para cada velocidade e foi observado que a cada aumento de velocidade,
a viscosidade era reduzida, confrmando o comportamento pseudoplastico.
FormulacGes mais viscosas, em especial as formulagbes 4 e 5 armazenadas em
geladeira, ndo puderam ser lidas em velocidades de 6rpm e 12rpm, porque a forca

para fazer o spindle rotacionar (torque) nestes casos foram superiores a 100%, o que
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diminui a confiabilidade dos resultados emitidos e fazia o viscosimetro parar a rotacéo
e a leitura dos dados. A faixa de confiabilidade de leitura esta entre 10-100% (dados
do fabricante). Visto que a leitura de todos os dados foi possivel a 3rpm, estes dados
foram utilizados para redigir os graficos comparativos em relacdo a variacdo de
temperatura (figuras 11, 12, 16 e 17), entre os dias testados (figuras 8, 9, 10, 13, 14 e

15) e em relacdo a formulacéo base (figura 18).

As formulacdes 4 e 5 foram aprovadas apds os 14 dias de testes de
estabilidade preliminar, por manterem as caracteristicas macroscopicas do gel
intactas. O colageno nao se separou dos excipientes e a variacdo do pH permaneceu
insignificante durante todo o periodo de teste. A formulacao 2 foi reprovada neste teste
de estabilidade devido a perda acentuada de viscosidade (vide figuras 8, 10, e 12).
Nenhuma formulacdo testada em laboratério suportou 5% de colageno, por esta

razdo, foram continuados apenas os testes com 1% e 3%.

O aumento da porcentagem de CMC na formulacdo de colageno 3%, de
1,5% (F2) para 2% (F5) foi bastante salutar. O aumento do CMC na formulac&o deixa
a solucéo mais viscosa e mais estavel (BENSLIMANE et al., 2016) e o propilenoglicol
em grande quantidade possibilitou a trituracdo e a dissolucdo completa da massa
Uumida de colageno. O CMC é higroscopico, absorve a agua do colageno amido e por

isso a viscosidade fica ainda maior se comparada as outras formulagdes ja estudadas.

Isto € devido ao fato de que a carboximetilcelulose € um polimero
hidrossoluvel derivado da celulose, que € constituida por cadeias ligadas a grupos
carboxilas (BAJPAL et al., 2008). O pKa desse material € em torno de 4,6 e valores
de pH de solu¢bes de CMC acima de 4,6 fazem com que os grupos carboxila se
dissociem, formando carboxilatos. Esses grupamentos tém a mesma carga aniénica
e a solucao intumesce, formando o gel, e a medida que o pH se distancia de 4,6 a
viscosidade aumenta bastante (LIMA, 2014). A composicao do polimero, as cadeias
hidrofébicas e a densidade das ligagBes cruzadas (crosslinks) também séo fatores
gue influenciam na formacéo e viscosidade do gel (AGUILAR et al., 2007). A principal
vantagem de utilizar a carboximetilcelulose para o preparo de um hidrogel cicatrizante
€ a biocompatibilidade, pelo alto teor de agua captada pelos hidrogéis de CMC e pela
similaridade fisico-quimica do hidrogel com a matriz extracelular do organismo

(HOARE, 2008). O aumento do propilenoglicol melhorou a solubilidade do colageno,
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atuando como um levigante — auxilia na trituragdo ao umidificar a massa de colageno
— e um agente molhante, aumentando o angulo de contato entre sdélido e liquido,

mantendo o colageno disperso na formulagdo (AULTON, 2016).

7.3 A carboximetilcelulose e o propilenoglicol influenciam na viscosidade,

porém, o papel do colageno neste parametro permanece inconclusivo.

O colageno assume um comportamento reolégico anormal na forma isolada
(LI'et al, 2016) e nas formula¢Bes de colageno, o que dificulta a determinacéo do papel
do colageno na viscosidade. Uma variedade de fatores influencia no comportamento
reoldgico anormal do colageno: a adsor¢ao do colageno pelo vidro das vidrarias, o pH,
a forca idnica, forcas intermoleculares e temperatura (HEINEN, 2012). A adicdo de
NaOH como pré-tratamento para o colageno antes da extracdo auxilia a evitar a perda
por adsorcdo ao vidro, mas enfraquece a viscosidade induzida pelo colageno ao
enfraquecer as ligacbes de hidrogénio proteina-liquido e proteina-proteina
(RONZON,1987).

A temperatura apresenta o0 mesmo comportamento nas solucdes de
colageno exposta a temperatura baixa (4°C) e alta (25°C). A resposta sugerida foi que
as moléculas de colageno dissolvidas em solucdo tendem a se associar em altas
temperaturas devido ao aumento das interacdes intermoleculares hidrofébicas entre
as moléculas de colageno, formando agregados (LI et al, 2016). Em baixas
temperaturas, a forca intermolecular predominante séo as ligagdes de hidrogénio e a
solvatacdo, o que mantém o colageno dissolvido e doando viscosidade a solucao.
Portanto, o colageno induz viscosidade em temperaturas altas e baixas, por forcas

intermoleculares predominantes diferentes.

Nas afericbes dos valores do pH, percebeu-se que quanto maior a
guantidade de colageno na formulacdo, menor a variacdo de pH ao longo do estudo
(vide a tabela 3). A explicacdo mais plausivel seria a que os aminoacidos contém
grupamentos aminoterminais e carboxiterminais que interagem com o contetdo ibnico
das solucBes onde estao dissolvidos. Quando o meio esta muito acido, ha uma grande
oferta de ions H+ na mistura, que interagem com 0s grupamentos, tornando estes
protonados e solubilizados em agua (MONTGOMERY et al., 1997). Com o aumento
do pH, a quantidade de ions H+ disponiveis diminuem e os aminoacidos se dissociam,

liberando primeiramente o ion, porque as ligacbes 11, presentes no grupamento
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carboxila, sdo menos estaveis que as ligagdes 0 que constituem o grupamento amina
(OLIVEIRA e ROSA, 2015). Ao atingir o ponto isoelétrico, a carga da proteina € nula,
as moléculas de colageno se tornam insoluveis e precipitam. (LEHNINGER, 2000).

No caso do pH das formulac¢des, ndo h& perda nem aumento brusco de pH
porque o coldgeno ainda estéa dissolvido, abaixo do ponto isoelétrico e interagindo com
os ions H+ dissociados na solucao extrativa, oriundos do HCI. A base tem variacéao
alta entre o maior e o menor valor de pH porque, sem a proteina, ndo ha o “efeito

tampé&o” que protege a formulagéo contra as discrepancias nos valores de pH.

Resumindo, o trabalho sugere que o colageno, além de ser o principio ativo,
€ um agente tamponante e promove o0 ajuste de viscosidade, ainda que de forma
indeterminada. S&o necessarios estudos mais aprofundados para elucidar o
comportamento do colageno em formulacdes cosméticas, visto que aparentemente

ha mais de uma funcéao além de ser o Insumo Farmacéutico Ativo dos hidrogéis.
7.4 Analise das propriedades organolépticas no estudo de estabilidade

No estudo de estabilidade preliminar também foram avaliadas a
permanéncia de caracteristicas como a cor, odor e aspecto dos hidrogéis, de acordo
com o Manual da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), publicado em
2020. Quanto ao aspecto, todas as amostras se mantiveram homogéneas até o dia 7,
guando a formulacao 2, que continha 3% de colageno, 1,5% de carboximetilcelulose
e 6% de propilenoglicol se desfez, modificando a forma farmacéutica de semissoélida
para liqguida e apresentando fragmentos de colageno dispersos. Além disto, a
formulacdo 2 também foi reprovada quanto a cor, que era transparente e se tornou
opaca e amarelada. Nenhuma formulacéo sofreu modificacdes no odor. Testes como
o doseamento, determinacdo do peso e da densidade serdo desenvolvidos

futuramente, sob as normas preconizadas pela Farmacopeia Brasileira.
8 CONSIDERACOES FINAIS

As formulagBes de hidrogel 4 e 5, que contém colageno nas concentracdes
de 1 e 3%, respectivamente, apresentaram estabilidade aceitavel, sem separacao de
fases nem grandes perdas de viscosidade, e o pH se manteve estavel nas
formulacfes com colageno durante o estudo de estabilidade preliminar, sugerindo que

o colageno funciona como um tampdao ao interagir com as cargas da solucao, evitando
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assim, quedas bruscas no pH. O colageno extraido através da metodologia
desenvolvida no laboratério foi reprodutivel, em boa quantidade e se dissolveu
facilmente no preparo dos hidrogéis. E preciso realizar o estudo de estabilidade de
longa duracdo a fim de estabelecer o prazo de validade e determinar se ha

necessidade de inserir ou substituir algum excipiente na formulagéo.
9 CONCLUSAO

O protocolo desenvolvido neste trabalho para a extracdo do colageno da
pele de tilapia apresentou excelente rendimento e reprodutibilidade. A metodologia é
inovadora, consiste em reagentes de facil obtencédo, simples de executar, exige menos

tempo e é possivel escalonar para uma producéo industrial em larga escala.

A base para formulag&o n° 3 foi eficiente em manter o colageno disperso,
de forma estavel, nas concentracdes de 1% e 3%, e iSso se deve gracas ao aumento
da quantidade de propilenoglicol de 6% para 10%. O propilenoglicol € um agente
umectante, que uma vez adicionado a formulacdo, melhorou a dispersividade das
particulas de colageno, fazendo com que estas permanecessem solubilizadas no

hidrogel.

Deste modo, os resultados indicam que os hidrogéis desenvolvidos no
trabalho foram aprovados no teste de estabilidade preliminar, permitindo que sejam
continuados estudos de toxicidade, estabilidade de longa duracao, e a avaliacdo do

efeito cicatrizante potencial da proteina.
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