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RESUMO

Os biomateriais sdo materiais que desempenham interacdes complexas com sistemas vivos €
sdo aplicados principalmente na regeneracao tecidual, demandando facilidade de fabricagdo,
biocompatibilidade e propriedades mecanicas adequadas. A bioprospec¢do no ambiente
marinho, rico em compostos bioativos, oferece oportunidades na produ¢do de biomateriais
para medicina regenerativa. O humor vitreo (HV), uma substancia gelatinosa que compde
aproximadamente 80% do globo ocular e ¢ encontrada em abundancias nos peixes, possui
moléculas valiosas que podem ser incorporadas aos biomateriais. Apesar de desempenhar
papéis biomecanicos, 6ticos e bioquimicos, a complexidade de sua composi¢ao e fungdo em
peixes demanda mais estudos. Além disso, aumento do consumo de peixes gera residuos
prejudiciais ao ambiente marinho, destacando a necessidade de reutilizagdo e gestdo
sustentavel dos residuos da industria pesqueira. Nesse contexto, o presente estudo teve como
objetivo formular um aerogel a base de celulose bacteriana funcionalizado com HV de atum
(Thunnus albacares) e realizar uma caracteriza¢do fisico-quimica e bioldgica parcial deste
biomaterial. Os olhos de atum foram coletados em uma industria de processamento, passando
por protocolos sanitarios, ¢ o HV foi extraido apds pré-processamento. A extracdo de
proteinas do HV foi realizada em duas solucdes, seguida por analise eletroforética.
Membranas de celulose bacteriana (CB) foram produzidas, e matrizes hibridas foram
formuladas com CB e alginato de sdédio em diferentes concentracdes, reticuladas com CaClo.
Proteinas do HV foram incorporadas as blendas. As matrizes foram analisadas quanto a
morfologia, porosidade e citotoxicidade. A porcentagem de células vidveis apds o contato com
as matrizes foi avaliada ¢ os resultados, estatisticamente analisados. Analises das fracdes
proteicas soluveis e citotoxicidade indicaram similaridade entre as amostras de humor vitreo
(HV) e humor aquoso mais humor vitreo (HVA). A adi¢do de proteinas do HV as blendas nao
interferiu nas propriedades fisicas do material. Analise de espectroscopia de infravermelho
mostrou que os componentes das blendas ndo interagiram quimicamente e a avaliagdo de
microscopia eletronica revelou que a adicdo do HV aumentou o niimero de poros superficiais
das matrizes. Por fim, o teste de citotoxicidade revelou que as formulagdes nao eram toxicas,
sugerindo o potencial promissor do material para futuras pesquisas em terapias avancadas de
regeneracdo epitelial, destacando a necessidade de avaliagdes adicionais com diferentes

linhagens celulares e modelos animais.

Palavras-chave: Aerogel; Humor vitreo; Atum.



ABSTRACT

Biomaterials are materials that perform complex interactions with living systems and are
mainly applied in tissue regeneration, requiring ease of manufacture, biocompatibility and
adequate mechanical properties. Bioprospecting in the marine environment, which is rich in
bioactive compounds, offers opportunities for the production of biomaterials for regenerative
medicine. Vitreous humor (VH), a gelatinous substance that makes up approximately 80% of
the eyeball and is found in abundance in fish, has valuable molecules that can be incorporated
into biomaterials. Although it plays biomechanical, optical and biochemical roles, the
complexity of its composition and function in fish requires further study. In addition,
increased fish consumption generates waste that is harmful to the marine environment,
highlighting the need for reuse and sustainable management of waste from the fishing industry.
In this context, the aim of this study was to formulate an aerogel based on bacterial cellulose
functionalized with tuna (Thunnus albacares) VH and to carry out a partial physicochemical
and biological characterization of this biomaterial. The tuna eyes were collected in a
processing industry, undergoing sanitary protocols, and the VH was extracted after pre-
processing. Protein extraction from VH was carried out in two solutions, followed by
electrophoretic analysis. Bacterial cellulose (BC) membranes were produced, and hybrid
matrices were formulated with BC and sodium alginate at different concentrations, cross-
linked with CaCl2. VH proteins were incorporated into the blends. The matrices were
analyzed for morphology, porosity and cytotoxicity. The percentage of viable cells after
contact with the matrices was evaluated and the results statistically analyzed. Analysis of the
soluble protein fractions and cytotoxicity indicated similarity between the vitreous humor
(VH) and aqueous humor plus vitreous humor (AHT) samples. The addition of VH proteins to
the blends did not interfere with the material's physical properties. Infrared spectroscopy
showed that the components of the blends did not interact chemically and electron microscopy
revealed that the addition of VH increased the number of surface pores in the matrices. Finally,
the cytotoxicity test revealed that the formulations were not toxic, suggesting the promising
potential of the material for future research into advanced therapies for epithelial regeneration,

highlighting the need for further evaluations with different cell lines and animal models.

Keywords: Aerogel; Vitreous humor; Tuna.
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1 INTRODUCAO

1.1 Medicina regenerativa

A vertente da medicina regenerativa exerce um papel pioneiro na area da saude,
oferecendo solugdes tecnologicas e inovadoras para muitas doencgas incuraveis da atualidade.
O principal objetivo da medicina regenerativa ¢ a regeneragdo e restauragdo dos tecidos e
orgaos doentes ou danificados através da combinagdo de principios da biologia celular basica
com estratégias de engenharia (Dzobo et al., 2018; Terzic et al., 2015; Yu et al., 2021).

Os avangos da tecnologia nas areas da ciéncia dos materiais, biologia celular,
nanomedicina e engenharia de tecidos tém possibilitado a criagio de um ecossistema
‘biopotencializado’ no campo da medicina regenerativa que permitem tratamentos de doencgas
mais especializados e novas estratégias de restauracao de tecidos e orgdos. Essa area da
medicina tem evoluido e se transformado em uma industria ao longo das tltimas décadas com
sua crescente disponibilidade de terapias (Yu ef al., 2021).

Desde o seu principio até os dias atuais, o foco elementar da medicina
regenerativa se baseia no uso de células tronco (CT) como terapias de regeneracdo e
reconstrucdo de tecidos e drgaos. Muitos ensaios clinicos e tratamentos dessa area, realizados
por médicos e pesquisadores ao redor do mundo, utilizam as CT como tratamento (WYLES et
al., 2021). Elas sao definidas como células primordiais e indiferenciadas do organismo que
possuem a capacidade de dar origem a diversas células que constituem o corpo humano
(Birbrair; Frenette, 2016; Wyles et al., 2021).

No entanto, hd uma extensa gama de novas terapias regenerativas surgindo, nao
somente aquelas baseadas em CT, mas também em abordagens da engenharia de tecidos e da
reparagao molecular. O termo ‘medicina regenerativa’ muitas vezes ¢ entendido como
sindnimo de engenharia de tecidos e, apesar do senso comum frequentemente implicar que a
medicina regenerativa utiliza somente a CT como terapia, ela ¢ mais diversificada que isto.
Tanto ¢ que a engenharia de tecidos ¢ uma area que pode ser incluida dentro da medicina
regenerativa, pois seu principio basico € ter a capacidade de oferecer a reconstitui¢do ou
regeneragdo da fungdo de um tecido vivo através de produtos terapéuticos em uma escala
clinica, podendo ou ndo se utilizar de células vivas para essa finalidade (Berthiaume; Maguire;
Yarmush, 2011; Wyles et al., 2021).

Na engenharia de tecidos, o desenvolvimento de materiais € um campo emergente

e de grande importancia para os avangos nos tratamentos da medicina regenerativa, pois os
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materiais fabricados sdo usados de forma extensa como processos terapéuticos da restauragao
de tecidos e incluem novas terapias como os arcabougos (do inglés, ‘scaffolds’) de tecidos,
sistemas de administragdo de medicamentos (do inglés, ‘drug delivery’), substitutos de
tecidos descelularizados e muitos outros. A fabricacdo e o design de materiais com
propriedades fisico-quimicas otimizadas, estruturas melhoradas e boa biocompatibilidade sao
as caracteristicas principais dessa area da engenharia de tecidos (Yu et al., 2021).

Além disso, uma grande variedade de técnicas de biotecnologia tém sido
exploradas no desenvolvimento de materiais para a medicina regenerativa e algumas delas
abordam a engenharia genética, o encapsulamento de células revestidas por polimeros ou
nanoparticulas, producdo de scaffolds ou filmes imersos em células e impressao
tridimensional de tecidos e orgdos. A partir disso, os materiais desenvolvidos para interagir

com sistemas vivos foram denominados de biomateriais (Das; Baker, 2016; Yu et al., 2021).

1.2 Biomateriais: conceitos, tipos e caracteristicas

Em 1973, a Diretoria de Consultoria em Biomateriais da Universidade de
Clemson definiu um dos primeiros conceitos de biomateriais, a pedido da Organizacao
Mundial da Saude. Foi definido que os biomateriais eram substancias sistematicamente e
farmacologicamente inertes designadas para implantagdo ou incorpora¢do em sistemas vivos
(Parida; Behera; Mishra, 2012). Em 1987, a Sociedade Europeia de Biomateriais, na
Conferéncia sobre Consenso nas Definicoes em Ciéncias de Biomateriais, debateu mais sobre
o tema e chegou a um conceito parecido de biomateriais. Foi determinado que biomaterial era
um material ndo viavel usado em dispositivo médico, destinado a interagir com sistemas
bioldgicos (Parida; Behera; Mishra, 2012; Williams, 2009).

O assunto foi deliberado em uma conferéncia posterior € o termo “nao viavel” foi
retirado da definicdo. Em 1999, foi publicado um diciondrio contextual sobre ciéncia dos
biomateriais no qual o autor conceituava biomaterial como um material destinado a interagir
com sistemas biologicos para avaliar, tratar, aumentar ou substituir qualquer tecido, 6rgido ou
funcdo do corpo. Com o passar do tempo, as defini¢cdes foram se tornando mais complexas e
robustas, os biomateriais foram conceituados como materiais de origem natural ou sintética
em contato com tecidos, sangue e fluidos biologicos, e projetados para o uso em aplicagdes
protéticas, terapéuticas, diagnosticas e de armazenagem sem afetar negativamente o
organismo vivo e seus componentes (Parida; Behera; Mishra, 2012; Williams, 2009).

Porém, a definicao considerada mais completa neste trabalho ¢ a que biomaterial ¢
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uma substincia engenheirada para tomar uma forma que, sozinha ou como parte de um
sistema complexo, ¢ usada para direcionar, pelo controle das interagdes com os componentes
dos sistemas vivos, o curso de qualquer procedimento terapéutico ou diagndstico, na medicina
humana ou veterinaria (Williams, 2009).

Atualmente, o papel dos biomateriais tem sido fortemente influenciado pelos
avancos nas areas da biotecnologia e eles sdo utilizados para produzir dispositivos que
substituem uma parte ou funcdo do organismo de maneira segura, confiavel, econdmica e
fisiologicamente satisfatoria (Parida; Behera; Mishra, 2012).

No entanto, para serem usados em tratamentos ¢ terapias da medicina, os
biomateriais precisam atender alguns requisitos e possuir propriedades importantes, as quais
os tornem aptos a serem implantados no organismo. O primeiro requisito € que o0s
biomateriais devem ser facilmente fabricados, purificados e esterilizaveis por métodos
conhecidos e convencionais (Bernardo et al., 2021), para que ndo sejam veiculos
transportadores de microrganismos e substdncias contaminantes ao corpo (Bhatia, 2010). O
segundo requisito deve ser a biocompatibilidade do material, que se caracteriza pela
habilidade de interagir com o sistema biologico de forma harmoniosa e compativel, sem gerar
danos ou respostas negativas no organismo, como inflamagdes, irritagdes, necroses ou alergias
(Bernardo et al., 2021; Bhatia, 2010; Patel; Gohil, 2012).

Outros fatores importantes que os biomateriais devem apresentar, € que estdo
bastante interligados, ¢ a biofuncionalidade e a inducdo de resposta do hospedeiro, ou seja, ¢ a
capacidade do biomaterial de desempenhar uma fungdo especifica no tecido que foi
implantando, por exemplo, administracdo de medicamentos (ex. nanovesiculas), aceleragdo da
regeneragdo tecidual (ex. hidrogéis) e controle do fluxo sanguineo (ex. coragdo artificial), e
essa funcdo desempenhada precisa gerar uma resposta fisioldgica no tecido que recebeu o
biomaterial (Patel; Gohil, 2012; Williams, 2009).

Além disso, uma das propriedades fundamentais que os biomateriais devem
possuir ¢ a de ndo ser toxico para o organismo, isto €, ndo podem liberar produtos de reagdes
ou residuos que causem hemolise, inflamagdo ou citotoxicidade, em outras palavras, ndo
devem causar mais prejuizos e efeitos colaterais do que beneficios no corpo. Por ultimo, as
estruturas dos biomateriais devem ter propriedades mecanicas compativeis com os tecidos nos
quais serao implantados, como resisténcia a tensdo, a compressao e ao cisalhamento, nivel de
corrosdo e elasticidade (Bernardo ef al., 2021; Bhatia, 2010; Patel; Gohil, 2012; Ducheyne et
al.,2011).

Dito isso, a classificacdo dos biomateriais pode variar dependendo do contexto
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historico e dos critérios de interesse do pesquisador. A classificacdo mais comum e simplista
dos biomateriais divide-os em metais, ceramicas, vidros, polimeros, carbonos e compositos
(jungao de dois ou mais tipos de biomateriais). No entanto, com a tendéncia de modernizacao
da ciéncia, os biomateriais ditos tradicionais estdo sendo produzidos em conjunto com
substancias e compostos mais complexos, como as micromoléculas medicamentosas,
proteinas terapéuticas, moléculas bioldgicas e populacdes de células vivas (Bhatia, 2010).

Além de tudo, as categorias de classificacdo dos biomateriais existentes fornecem
uma visdo geral das diferentes maneiras de classificar esses materiais essenciais para a
medicina e a engenharia biomédica. Cada tipo de biomaterial tem suas proprias propriedades
e aplicacdes especificas com base nas necessidades clinicas e bioldgicas. Portanto, as
categorias dos biomateriais ndo sdo mutuamente excludentes e o biomaterial ideal ¢ aquele
que engloba varias caracteristicas (Bhatia, 2010).

Entao, basicamente, os biomateriais podem ser classificados quanto a sua origem,
composi¢do quimica, estrutura, interatividade com o corpo e aplicagdo médica. Quanto a
origem, os biomateriais sdo divididos em naturais e sintéticos. Os naturais sdo aqueles
derivados de fontes bioldgicas, como tecidos humanos, animais ou vegetais, alguns exemplos
incluem o coldgeno, a gelatina e o alginato (derivado de algas). Os biomateriais sintéticos sao
aqueles produzidos em laboratério e ndo possuem origem bioldgica, o maior exemplo deles
sdo os polimeros sintéticos, como polietileno, silicone e polimetilmetacrilato (Pires; Bierhalz;
Moraes, 2015).

Quanto a composicao quimica, os biomateriais sao classificados como metalicos,
que incluem materiais de titdnio, agco inoxidavel e ligas metalicas usadas em implantes
ortopédicos e dentarios, como ceramicos, que sdo geralmente compostos de cerdmica ou vidro
e incluem os fosfatos de calcio usados em sistemas de liberacdo de farmacos, € como
poliméricos, que sao feitos de polimeros sintéticos ou naturais e incluem o polietileno
sintético, as proteinas como a fibroina e a gelatina, os polissacarideos como a celulose o acido
hialuronico e os polinucleotideos (Bernardo et al., 2021; Romero; Trindade, 2018; Williams,
2009).

Quanto a estrutura, sdo divididos em biomateriais porosos, que possuem uma
estrutura tridimensional com poros facilitando o crescimento celular e a vascularizacdo do
tecido biologico, e biomateriais ndo porosos, que sdo sélidos e ndo possuem porosidade
significativa (Bernardo et al., 2021; Parida; Behera; Mishra, 2012).

Quanto a interatividade com o corpo, os biomateriais sdo classificados como

biocompativeis, que sao aqueles que interagem de forma benigna com os tecidos e sistemas
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biolégicos minimizando reagdes adversas, como bioinertes, que sdo aqueles projetados para
ndo interagir com o corpo e geralmente sdo utilizados em aplicagdes de revestimento
(implantes de metal puro) pois ndo reagem quimicamente com os tecidos, € como materiais
bioativos, que sdo produzidos para provocar uma resposta bioldgica positiva no tecido
promovendo adesdo celular e regeneracdo, exemplos incluem biomateriais revestidos de
hidroxiapatita para implantes 6sseos (Bernardo et al., 2021; Parida; Behera; Mishra, 2012).
Durante muito tempo, a visao convencional de biomateriais, que dita que eles sao
pecas solidas e tangiveis das quais os objetos sdo fabricados, prevaleceu. Porém, com a
modernizagdo da ciéncia e da tecnologia, as delimitagdes entre as classes de biomateriais t€ém
se dissipado cada vez mais, dando lugar a conceitos de maior complexidade, como a
nanotecnologia e agrega¢do molecular. Portanto, a ciéncia moderna dos biomateriais engloba
uma gama extensa de variadas tecnologias, substancias e componentes biologicos mais
complexos que devem ser incluidos nas categorizacOes de biomateriais, como as
nanoparticulas bioativas, os hidrogéis, os agentes soliveis de contraste, os biossensores, 0s
sistemas biologicos que se autoagregam, células, virus, plataformas de drug delivery, vacinas

e os 6rgaos engenheirados (Williams, 2009).

1.3 Aplicagdes de biomateriais na medicina regenerativa

As principais aplicagdes dos biomateriais na medicina regenerativa incluem a
substituicdo de partes do corpo que tenham perdido sua fun¢ao devido a doenga ou trauma, o
auxilio no processo de cicatrizagdo de tecidos, a correcdo de anormalidades corporais e o
aperfeicoamento da performance do organismo. De acordo com varios estudos cientificos,
existem inumeras possibilidades de aplicagdes para os biomateriais, ja que esta ¢ uma area da
biotecnologia que envolve varios campos de estudo da ciéncia, como a bioengenharia, a
biologia celular e molecular, a toxicologia, a ciéncia dos materiais ¢ a medicina (Parida;
Behera; Mishra, 2012; Ratner, 2019).

Um dos papéis fundamentais dos biomateriais na engenharia de tecidos, por
exemplo, ¢ promover suporte mecanico temporario aos tecidos vivos, transporte de massa
para gerar adesdo, proliferacao e diferenciagdo celular e controlar o tamanho e a forma do
tecido regenerado. Além disso, os biomateriais podem ser aplicados em diversos campos da
medicina sob varias formas, como nos implantes biomecanicos, nos 6rgaos artificiais, nos
carreadores de medicamentos e nos dispositivos de liga¢do de tecidos (Oleksy; Dynarowicz;

Aebisher, 2023). A Tabela 1 exemplifica a relagdo entre os biomateriais categorizados pela
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classificagdo quanto a composi¢do quimica e as suas aplicagdes. Ja a Tabela 2 descreve os

tipos de biomateriais utilizados em aplicagcdes médicas diversas.

Tabela 1 — Biomateriais categorizados quanto a composi¢cdo quimica e as suas

aplicagdes.

Biomaterial Aplicagdes

Polimeros naturais

Acido hialurénico Carreador de células, substituto de fluido sinovial
. Curativos, suporte para crescimento celular e dispositivo
Quitosana . ~
para liberagao de drogas
Coldgeno Membranas e esponjas para revestimento de queimaduras,
& géis para hemostasia e suporte para crescimento de células
Fibrofna Scaffolds, lentes de contato, agentes de liberagcdo de drogas e
matriz para imobiliza¢do enzimatica
Polimeros sintéticos
Polietileno Articulagdes totais para articu;agdes e joelhos, scaffolds
Poliuretano Protecao para implantes de longa duragao

Poli(cloreto de

vinila) (PVC) Sacos para armazenagem de sangue

Ceramicas

Confeccao de acetabulos e cabegas femorais para

Alumina ¢ Zirconia artroplastias de quadril e implantes dentérios

Fosfatos de calcio Regeneragdo tecidual e sistemas de liberacao de fArmacos

Reparo e regeneragdo dssea, reconstrucao maxilo-facial e

i Bioati L
Vidros Bioativos cirurgia de coluna vertebral

Metais

Stents, fios e implantes dentarios, fixacao de fraturas e

Aco inoxidavel . N
Instrumentos cirurgicos

Substituicao de ossos e articulagdes, restauragdes e

Ligas de Cobalto implantes dentarios, valvulas cardiacas

Titanio e ligas Proteses de joelho e implantes dentérios

Fonte: Adaptado de Romero e Trindade (2019)
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Tabela 2 — Biomateriais utilizados em aplicagdes médicas diversas.

Aplicac¢oes Biomateriais utilizados
Adesivo cirargico Fibrina, poliuretano, cianoacrilato
Curativo de queimaduras Pele de suino, hidrogel, silicone
Implante mamario Elastomero de silicone
Lentes de contato Hidrogel de silicone
Implante coclear Teflon, parileno, liga metélica platina-iridio
Carreadores de medicamentos Hidrogel, silicone, poliésteres
Eletrodos Platina
Viélvula cardiaca Carbono, pericardio tratado

Ligas metalicas de titanio, ago inoxidavel,

Proteses de joelho e quadril polictileno

Catéter de administracdo de Poliuretano, Teflon

insulina
Lentes intraoculares Silicone, hidrogel, poli(fenetil metacrilato)
Proteses de cornea Titanio, poli(metil metacrilato)

Veiculo de conduciio dos nervos Colageno tipo I, poli(acido glicolico), poli(vinil

alcool)
Protese ocular Vidro, plastico
Protese peniana Elastomero de silicone
Suturas Polipropileno, poli(acido glicélico), seda
Malhas cirargicas ginecoldgicas Teflon, polipropileno, tecido tratado
Substituto vitreo Oleos de silicone, gases fluorados
Protese dentaria Oxido de zirconia

Fonte: Adaptado de Ratner (2019)

Os biomateriais também sdo frequentemente usados na fabricacdo de implantes e
proteses para substituir tecidos ou 6rgaos danificados. Alguns exemplos incluem os implantes
dentarios, proteses de quadril e valvulas cardiacas artificiais feitas de materiais
biocompativeis que substituem estruturas biologicas disfuncionais. Os biomateriais metalicos
sdo o grupo mais utilizado na area de proteses e cirurgias, isso se deve ao fato de que os
implantes de metais tém uma longa durabilidade de vida no corpo de quase 20 anos. Eles sdo
usados principalmente como substitutos passivos durante a regeneracdo de fraturas, como
dispositivos de fixagdo da coluna e como implantes de quadril e de articulagdes do joelho

(Moghadasi et al., 2022; Oleksy; Dynarowicz; Aebisher, 2023).
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Ja os biomateriais cerdmicos sdo usados especialmente nas areas de ortopedia e
odontologia, esses materiais sdo utilizados para produgdo de proteses e elementos artificiais
dos ossos, como os 0ssos do canal auditivo e nasal e ossos orbitais. As ceramicas também sdo
bastante utilizadas como cimento para preenchimento 6sseo ou selante de canais enervados na
odontologia (Oleksy; Dynarowicz; Aebisher, 2023).

Os biomateriais também sdo usados em dispositivos médicos e terapias para tratar
doencas cardiovasculares, como exemplo tem-se os stents vasculares feitos de ligas metélicas
ou polimeros, que sdo usados para manter as artérias abertas e prevenir a obstrucdo, € 0s
cateteres e valvulas cardiacas artificiais (Moghadasi et al., 2022; Oleksy; Dynarowicz;
Aebisher, 2023).

A medicina oftalmologica, além de tudo, ¢ uma é4rea na qual os biomateriais sao
muito utilizados, muitas lentes de contato sao feitas de hidrogéis e silicones, proporcionando
correcdo visual e conforto. Outros exemplos sdo os implantes intraoculares feitos de materiais
biocompativeis, que substituem a lente natural do olho durante a cirurgia de catarata, e os
implantes feitos de materiais vitroceramicos, capazes de devolver o volume perdido do globo
ocular de pessoas portadoras de doengas como tumores, trauma ou glaucoma (Jornal Unesp,
2018; Nicolai, 2018).

Uma aplicacdo interessante dos biomateriais, que ¢ muito empregada atualmente,
¢ a liberagdo controlada de medicamentos ou drug delivery, permitindo tratamentos de longa
duragdo e especificos para 6rgdos. Além do uso das ceramicas nessa area, as matrizes
poliméricas ou nanoparticulas sdo biomateriais largamente empregados nessa terapia, elas
podem ser carregadas com farmacos e implantadas no corpo para liberar os medicamentos
gradualmente (Oleksy; Dynarowicz; Aebisher, 2023; Troy et al., 2021).

Além disso, os biomateriais sdo usados como enxertos para regeneracao € reparo
de tecidos, alguns exemplos sdo os enxertos de pele feitos de colageno que sao usados para
tratar queimaduras graves e feridas e os scaffolds que sdo estruturas tridimensionais feitas de
polimeros ou materiais naturais, como a nanocelulose bacteriana e o alginato de algas, que
suportam o crescimento celular e a regeneracdo de tecidos, como osso, cartilagem e pele
(Oleksy; Dynarowicz; Aebisher, 2023; Troy et al., 2021). Ademais, ¢ importante destacar que
muitos polimeros naturais, como o colageno e a celulose, sdo usados na produgdo de inimeros

biomateriais, principalmente os hidrogéis e aerogéis.

1.3.1 Hidrogéis e aerogéis como biomateriais aplicados na medicina regenerativa
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Os hidrogéis sdo redes tridimensionais de polimeros sintéticos ou naturais com
caracteristica viscoeléstica, que conseguem absorver e reter grandes quantidades de agua e
possuem propriedades similares as dos tecidos vivos (Ahmed, 2015; Kramer; Macedo; Moura,
2020).

Para produzir um hidrogel é necessario que as ligacdes de seus componentes
sejam cruzadas (do inglés, ‘crosslinking’) para gerar a rede polimérica através de interagdes
covalentes ou ndo-covalentes. Isso permite que a estrutura do hidrogel possa ser manipulada
de acordo com a aplicagdo final desejada. Além disso, os hidrogéis possuem uma capacidade
hidrofilica excepcional, ou seja, podem reter grande quantidade de d4gua em sua estrutura, isto
se deve a varios fatores, como a composicao da solugdo, a densidade das ligagdes cruzadas, e
a técnica utilizada para sintetiza-los, que pode ser através de métodos de crosslinking fisico ou
quimico (Catoira et al., 2019).

Esses métodos de crosslinking sdo caracterizados pelo processo de gelificacdo ou
polimerizacao do hidrogel, que acontece quando a mistura sofre transicdo de um estado de
solugdo para um estado de gel, denominado de ponto de gelificacdo, que pode ser calculado
através de analises reolodgicas (Catoira et al., 2019).

Os hidrogéis possuem varias caracteristicas vantajosas que fazem deles produtos
atrativos para a pesquisa cientifica e para o mercado. Suas propriedades fisico-quimicas
manipulaveis lhes conferem uma boa versatilidade para criar véarios designs adaptados para a
aplicagdo desejada. Algumas de suas propriedades vantajosas sao: boa difusao de moléculas e
células entre os poros, baixa toxicidade para células do corpo, biodegradabilidade,
biocompatibilidade e similaridade com o ambiente fisiologico (Liu et al., 2020).

Os hidrogéis também sdo classificados em diversas categorias, uma delas ¢ a
divisdo dos hidrogéis naturais, que sdo subdivididos em trés grupos de acordo com sua
matéria-prima base: hidrogéis de proteinas, de polissacarideos e de tecidos descelularizados.
Esses grupos de hidrogéis sdo tipicamente formados de componentes protéicos e da matriz
extracelular, o que explica suas caracteristicas inerentes de bioatividade, biocompatibilidade e
possibilidade de aplicacdo em tratamentos médicos, ja que eles promovem diversas fungdes
de atividade celular. Os principais tipos de hidrogéis naturais incluem os de elastina, colageno,
gelatina, fibrina e fibroina de seda (Catoira et al., 2019).

A fibrina, a elastina e o coldgeno s3o as principais proteinas encontradas na
estrutura da matriz extracelular dos tecidos, as quais ddo elasticidade e forca para que as
células funcionem corretamente, por isso os hidrogéis sdo considerados materiais promissores

para sistemas de cultura de células e para a engenharia de tecidos. A fonte de extracao dessas
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proteinas ¢ majoritariamente advinda dos animais, o coldgeno, por exemplo, ¢ extraido de
tecidos de suinos ou de caudas de roedores, mas também pode ser obtido a partir do humor
vitreo de peixes, como o atum, j& a fibroina ¢ extraida essencialmente de insetos (Catoira et
al., 2019).

Quanto aos aerogéis, estes sao materiais altamente porosos e conhecidos por suas
propriedades tnicas, como baixa densidade, elevada area de superficie e isolamento térmico
eficiente. Os aerogéis sao denominados popularmente como "fumaga congelada" ou "ar
solido", devido ao seu aspecto leve e translucido (Mazrouei-sebdani et al., 2021; Nakahara,
2023).

Em 1931, Samuel Stephen Kistler revolucionou a ciéncia ao inventar os aerogéis,
conforme relatado em um comunicado na revista Nature. Em colaboracdo com cientistas das
Universidades do Pacifico e Stanford, na Califoérnia, EUA, Kistler desenvolveu um método
inovador de secagem de géis, utilizando a tecnologia de fluidos supercriticos. Essa abordagem
consistia em substituir o liquido dos poros do gel por ar, originando os "aerogéis". Essa
técnica inovadora resultou na minimiza¢do do encolhimento do material durante a secagem,
que se apresentava como obstaculo durante os experimentos de retirada da agua dos géis
(Kistler, 1932; Aegerter; Leventis; Koebel, 2011; Dogenski, 2019; Nakahara, 2023).

Além disso, ao longo dos anos, observou-se uma evolugdo nos conceitos
associados ao termo "aerogel". Devido a essa variacdo de conceitos, ainda ndo existe uma
defini¢ao especifica para esses materiais na literatura. A defini¢do mais abrangente, proposta
recentemente por Smirnova e Gurikov (2017), descreve os aerogéis como uma rede coloidal
ou polimérica aberta, ndo fluida, composta por particulas ou fibras unidas livremente. Esses
materiais sdo expandidos por um gas, resultando em uma baixa densidade e elevada éarea
superficial (Dogenski, 2019). Baseando-se nisso, o procedimento de produ¢do dos aerogéis
consiste em fases simples e objetivas.

O processo de formacdo de aerogéis compreende duas etapas: a sintese da
solugdo-gel e a secagem supercritica. A sintese dos aerogéis inicia-se com a transformacao de
uma solucao ou dispersdo de particulas em um gel imido, depois € realizada a secagem do gel
por meio de técnicas como evaporagdo, liofilizagdo ou secagem supercritica. A etapa de
producao da solugdo-gel caracteriza-se pela formagao de uma suspensao coloidal por hidrolise
e/ou condensa¢do de materiais precursores, sendo fundamental para controlar a composi¢ao,
estrutura e porosidade do aerogel. A etapa subsequente, ou seja, a secagem supercritica, €
realizada para remover o solvente do gel sem comprometer a estrutura porosa do biomaterial.

Essas fases combinadas sdo essenciais para a obtengdo precisa e controlada dos aerogéis,
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garantindo as propriedades desejadas no material resultante (Maleki et al., 2016; Dervin e
Pillai, 2017; Dogenski, 2019; Nakahara, 2023). No entanto, ¢ necessario ter conhecimento
acerca dos componentes dos aerogéis, assim como da matéria-prima de que estes sao feitos,
para utilizar a melhor técnica de producdo do biomaterial. Para isso, os aerogéis podem ser
divididos em algumas categorias.

A classificacdo dos aerogéis frequentemente se baseia na composi¢do quimica
destes, sendo a divisdo mais comum entre inorganicos € organicos. No grupo dos inorganicos,
a silica e seus derivados sdo os principais constituintes, mas também podem incluir 6xidos
metalicos, carbetos, nitretos ou compostos derivados de calcogénios. Ja os aerogéis organicos
se subdividem em quatro categorias: biopoliméricos, compostos por polimeros sintéticos,
derivados de compostos fenolicos e aerogéis de carbono. Entre estas subdivisdes, destacam-se
os aerogéis biopoliméricos, que podem ser feitos a partir de polimeros naturais como o
alginato, amido, &agar, pectina, albumina e, principalmente a celulose (Dogenski, 2019;
Antonyuk et al., 2015; De marco et al., 2015; Bendahou et al., 2014).

Devido a capacidade da celulose de criar estruturas fibrosas finas e robustas, ela
se mostra ideal para a produgdo de aerogéis. Os aerogéis de celulose podem ser elaborados de
diversas formas, como através da desintegragcdo da celulose, da decomposi¢ao da madeira ou

da biossintese de nanofibras de celulose bacteriana (Nakahara, 2023)

1.4 Aproveitamento do residuo da industria pesqueira para obten¢cao do humor vitreo

Nos ultimos anos, questdes ambientais e econdmicas tém incentivado o uso de
alternativas ecologicas a exploracdo dos recursos naturais da Terra. Nesse contexto, a
Comissdao Europeia aprovou o "Crescimento Azul" (do inglés, Blue Growth) como uma
estratégia de longo prazo para apoiar o desenvolvimento sustentavel nos setores maritimos
(Rajabimashhadi et al., 2023; Rigogliuso et al., 2023). Com o crescimento populacional
global e o aumento do consumo de peixes, a quantidade de residuos de peixe produzidos
anualmente estd aumentando, e residuos comerciais e domésticos representam uma parte
significativa desses subprodutos. Ademais, os residuos de peixe tém efeitos prejudiciais no
ambiente marinho, contribuindo para a polui¢do e emissdo de odores desagradaveis, se
tornando uma preocupacao publica (Furtado et al., 2022).

Em 2013, os peixes representaram cerca de 17% do consumo global de proteina
animal e 6,7% de toda a proteina consumida. O consumo de proteina de peixe supera 50% em

muitos paises em desenvolvimento. O consumo humano de peixes aumentou de 67% (menos



25

de 40 milhdes de toneladas) na década de 1960 para 87% (mais de 150 milhdes de toneladas)
em 2016. Estima-se que um bilhdo de pessoas estejam diretamente ou indiretamente
envolvidas na industria pesqueira para subsisténcia. Do total de captura de peixes, 27% nao ¢
utilizado ou ¢ perdido entre o desembarque e o consumo devido a descartes de baixo valor,
problemas de armazenamento e deterioracdo. Estima-se que 567.474 toneladas de residuos de
peixes ndo utilizados foram geradas pelas indistrias de processamento de peixes da India
somente durante 2015-16 (Wangkheirakpam et al., 2019).

Aproximadamente 70% dos peixes e frutos do mar sdo processados antes de
serem vendidos, resultando em enormes quantidades de residuos so6lidos provenientes de
processos como degola, descascamento, evisceracdo, separacdo de barbatanas e escamas, €
filetagem. Mais da metade do peso do peixe fresco se torna subprodutos da industria
pesqueira. A maioria desses subprodutos ¢ enterrada ou queimada, causando problemas
ambientais, de satde e econdmicos. A industria da pesca, devido aos seus métodos de
processamento, descarta ou transforma a maior parte dos residuos em 6leo e farinha de peixe
de baixo valor, e uma pequena parte ¢ usada como ingredientes baratos em ragdes animais. No
entanto, essas partes descartadas contém proteinas, vitaminas e minerais de alto valor
bioquimico (Lionetto; Corcione, 2021; Rajabimashhadi et al., 2023; Wangkheirakpam et al.,
2019).

Portanto, ¢ de grande importancia examinar métodos de reutilizagdo de residuos
industriais e subprodutos da industria da pesca. Além disso, um mérito significativamente
negligenciado da industria de frutos do mar ¢ que os subprodutos da vida marinha sdo uma
rica fonte de proteinas valiosas (10-25%) e lipidios, atraindo cada vez mais atengdo para a
ideia de usa-los como fontes de coldgeno, por exemplo (Furtado et al., 2022; Rajabimashhadi
etal.,2023).

Muitas iniciativas e programas tém sido implementados globalmente para
prevenir o desperdicio de alimentos, pois além de reduzir o custo da eliminagdo de residuos,
aumenta o investimento nos residuos da industria pesqueira e oferece a oportunidade de
recuperar outras substdncias importantes, como O6leos, proteinas, pigmentos, peptideos
bioativos, aminoacidos, colageno, quitina, gelatina, entre outros (Lionetto; Corcione, 2021;
Rajabimashhadi et al., 2023).

Virias pesquisas foram realizadas para utilizar peixes e subprodutos para a
producdo de produtos comercialmente valiosos. A baixa massa molecular, simplicidade de
extragdo, alto teor de colageno, facilidade de absorcdo, biocompatibilidade, baixo risco de

transmissao de doengas de animais para humanos, baixa contamina¢do ambiental e auséncia
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de preocupacdes éticas ou religiosas tornam os residuos da industria pesqueira ideais para o

desenvolvimento de produtos (Furtado et al., 2022; Rajabimashhadi et al., 2023).

1.5 Organismos marinhos como fontes alternativas para prospecciao de novos bioativos

Como dito anteriormente, os residuos da industria pesqueira, sobretudo os
residuos de peixes, sdo fontes valiosas de novos bioativos com aplicagdes diversas na
medicina. Isso se deve ao fato que muitos dos agentes terapéuticos inovadores podem ser
encontrados no ambiente marinho, que ocupa quase 70% da superficie terrestre e tem se
mostrado uma fonte rica de substancias biologicamente ativas, atraindo a atengdo de
pesquisadores, empresas e industrias (Macedo et al., 2021).

Essas substancias bioativas sdao produzidas pelos organismos marinhos, que
evoluem para se adaptar as condigdes ambientais Unicas e extremas dos mares, como
variagdes de pressdo, luz, temperatura, salinidade e, principalmente, predacdo e competigao.
Muitos desses compostos bioativos produzidos ndo sdo encontrados de forma similar no
ambiente terrestre e, portanto, possuem novas aplicacdes biotecnoldgicas em diferentes
campos da ciéncia e da medicina (Karthikeyan; Joseph; Nair, 2022; Macedo et al., 2021;
Merquiol et al., 2019; Rigogliuso ef al., 2023).

No campo da medicina, muitos desses compostos com potencial farmacologico
sdo derivados dos cnidarios sésseis, como as anémonas e os corais. O extrato desses
organismos ¢ aplicado essencialmente na producdo de scaffolds para procedimentos de
enxertia, ja que possuem qualidade e similiaridade estrutural com os ossos humanos
(Rigogliuso et al., 2023)

Algumas moléculas, como os lipideos e acidos graxos também sdo substancias
biologicamente ativas encontradas abundantemente no ecossistema marinho, principalmente
os acidos graxos poliinsaturados de cadeia longa (PUFAs), como aqueles do tipo d6mega 3. Os
PUFAs sao bioativos altamente benéficos para a protecdo contra doengas cardiovasculares,
possuem ag¢do antioxidante, regulam as respostas inflamatorias através da produgdo de
mediadores biologicos € podem ser encontrados em algas, fungos, pequenos camardes € em
diversas espécies de peixes (Hamed et al., 2015).

Outros compostos produzidos pelos seres marinhos sdo os polissacarideos,
também chamados de carboidratos, que s3o moléculas bioativas encontradas
marjoritariamente nas macro e microalgas do ecossistema marinho, exemplos notdveis

incluem o agar, as carragenanas ¢ o alginato. Esses polissacarideos possuem a capacidade de
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se ligarem as moléculas de 4gua formando um gel, que ¢ utilizado extensivamente em
diversas 4areas, como na industria alimenticia, na farmacologia e na cosmetologia,
principalmente para a formagdo e estabilizagdo de emulsdes. Outros carboidratos, como os
glucanos extraidos das algas pardas, foram identificados como reguladores do metabolismo
intestinal, influenciando a estrutura do muco, do pH intestinal e na formagao de acidos graxos
de cadeia curta (Hamed ef al., 2015).

Outro grupo de moléculas que podem ser encontradas nos organismos marinhos
sdo as proteinas e peptideos. Atualmente, existe uma proteina bioativa que estd sendo muito
visada e € produzida principalmente por peixes e algas. Essa proteina é o colageno, uma
substancia de alto valor agregado e possui diversas aplicacdes nas areas da biomedicina,
farmacologia e cosmetologia. O coldgeno também pode ser extraido de animais marinhos
invertebrados, como os ourigos, as lulas, os camardes e as estrelas do mar (Rigogliuso et al.,
2023). Além disso, os peptideos, produtos da hidrolise enzimética das proteinas, também
podem ser isolados de varias fontes marinhas, incluindo algas, crustaceos e principalmente os
peixes. Esses peptideos possuem diversas funcdes bioldgicas interessantes que ja foram
reportadas em alguns estudos, como atividade antitrombodtica, anti-hipertensiva,
antimicrobiana e fun¢des imunomodulatorias. Pesquisas relatam que peptideos extraidos de
atum possuem forte efeito antioxidante, mais poderoso que a vitamina E (Hamed et al., 2015).

Dentro dos diversos tipos de bioativos que podem ser encontrados nos organismos
marinhos, o humor vitreo dos olhos dos peixes se destaca como uma fonte promissora de
compostos para aplicagdo em produtos terapéuticos da medicina, devido a facilidade de

extragdo desse tecido do peixe e a sua composi¢do molecular diversificada.

1.6 Caracteristicas morfolégicas e moleculares gerais do humor vitreo

O humor vitreo ¢ uma substancia gelatinosa e transparente que preenche o espago
no interior do olho. Ele é encontrado em diversas espécies animais, de artropodes a mamiferos.
Sua transparéncia dificulta a visualiza¢do de sua estrutura, mas foram desenvolvidos métodos,
como a microscopia de campo escuro e a biomicroscopia de lampada de fenda, para estuda-lo
com sucesso (Kleinberg et al., 2011).

Os estudos sobre o humor vitreo revelam que ele ¢ uma parte do olho que
preenche o espago entre a lente e a retina, ocupando a parte central de toda a estrutura. O
corpo vitreo se destaca por ser a maior por¢ao ocular em volume, constituindo cerca de 80%

do globo ocular. Além disso, ele desempenha um papel essencial no crescimento dos olhos e
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na formag¢do de suas estruturas, influenciando principalmente no desenvolvimento da retina
pigmentada. O humor vitreo também desempenha papéis essenciais na biomecanica e na Otica,
além de possuir func¢des bioquimicas e fisiologicas relevantes (Li ef al., 2023; Kleinberg et al.,
2011; Sebag, 1989).

Algumas pesquisas revelam que a composi¢ao do humor vitreo ndo ¢ homogénea
e consiste em vdrias partes com diferentes densidades e composi¢des bioquimicas diversas. A
parte mais proxima da retina ¢ bastante densa e ¢ conhecida como cortex vitreo, e a base
vitrea, que cobre a ora serrata, apresenta densidade mais elevada que o cortex vitreo. Ja a
interface entre o humor vitreo e a retina ¢ composta por uma membrana complexa chamada
interface vitreo-retiniana, que varia em espessura ¢ ¢ mais espessa na area da macula

(Kleinberg et al., 2011; Sebag, 1989), a Figura 1 demonstra melhor o humor vitreo presente

na estrutura basica do globo ocular humano.

Figura 1 — Estrutura basica do globo ocular humano
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Fonte: Adaptado de Centro Capixaba de Olhos. Acesso em:
https://ccolhos.com.br/portfolio/o-olho/.

A maior parte do corpo vitreo € composta por dgua e uma parte desta esta ligada a

proteinas e glicosaminoglicanos. As proteinas, embora em pequena quantidade, estdo
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presentes em grande variedade, com destaque para a presenga de albumina e proteinas
ligadoras de ferro, como a transferrina. J4 o coldgeno, ¢ uma proteina abundante no corpo
vitreo, sendo o colageno do tipo II presente em maior quantidade (Kleinberg et al., 2011).

Os glicosaminoglicanos, incluindo o 4cido hialurdnico, o sulfato de condroitina e
o sulfato de heparana, sio componentes importantes que influenciam na viscosidade do corpo
vitreo e participam de interagdes da rede de fibras dessa estrutura (Li et al., 2023; Kleinberg et
al.,2011; Sebag, 1989).

O humor vitreo também contém acucares, como glicose e acido latico, em
concentragdes especificas. J4 o acido ascorbico (vitamina C) ¢ encontrado em grande
quantidade no corpo vitreo, ja que sua presenga esta associada a absor¢do de luz ultravioleta e
captacdo de radicais livres. Além disso, o 4cido ascorbico desempenha papéis na liquefagao
do corpo vitreo durante o envelhecimento, na inibicdo de neovascularizagdo e na prevencao
de cataratas (Sebag, 1989).

Acidos graxos insaturados, como prostaglandinas, também estdo presentes no
corpo vitreo e desempenham fung¢des importantes, como prostaglandina E2, prostaglandina F2
alfa, prostaciclina e tromboxano, que possuem niveis elevados no corpo vitreo humano
(Kleinberg et al., 2011).

O humor vitreo contém trés tipos de células: hialdcitos, fibroblastos e macréfagos.
Os hialocitos sdo distribuidos na superficie do corpo vitreo proxima a retina. Estudos indicam
que os hialocitos podem desempenhar um papel na sintese de acido hialurénico e de colageno,
no entanto, evidéncias sugerem que eles sdao responsdveis pelo metabolismo das
glicoproteinas e dos glicosaminoglicanos do humor vitreo (Sebag, 1989). Os fibroblastos
representam cerca de 10% das células do cortex vitreo e pesquisas sugerem que sua funcao
esteja relacionada com a fagocitose celular e secrecdo de coldgeno durante as fases do
envelhecimento. Ja os macréfagos desempenham fungdes de fagocitose de células e particulas
estranhas no olho. A viscosidade do corpo vitreo resulta da presenga de fibras de colageno
suspensas em 4cido hialur6nico, formando uma rede e conferindo-lhe propriedades
viscoelasticas. O colageno ¢ responsavel por fornecer solidez a estrutura do humor vitreo e o
acido hialurdnico, devido a sua contribui¢do osmdtica, tem a capacidade de conferir um
aspecto inflado ao humor vitreo (Kleinberg et al., 2011, Sebag, 1989).

O corpo vitreo, durante o periodo em que o individuo estd acordado, fica sujeito a
estresse mecanico, atrito e vibragdo, portanto o humor vitreo possui a fungdo principal de
absor¢ao de choques, devido a sua alta concentragdao de acido hialuronico. Além disso, outras

fungdes essenciais do humor vitreo sdo a transmissao da luz visivel e infravermelha proxima,
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a atuacdao como suporte da capsula da lente, facilitando o processo de acomodagdo do olho, a
protecdo ocular, atuando como barreira para varias substincias bioquimicas e células, e a
inibicao da proliferagao, inflamacgao e neovascularizagao dos olhos (Li et al., 2023; Kleinberg

etal., 2011).

1.6.1 Humor vitreo de peixes

Apds uma extensa revisdo bibliografica, constatou-se uma notavel escassez de
informagdes abrangentes sobre o humor vitreo de peixes. Poucos estudos especificos foram
conduzidos nessa area, limitando o acesso a dados substanciais que abordem a composi¢do e
caracteristicas desse componente ocular em espécies piscicolas.

Dentre os escassos recursos disponiveis, destaca-se o trabalho de Rongni Li et al.
(2023), cujas pesquisas ofereceram contribuigdes para o entendimento do humor vitreo em
peixes, com foco particular na espécie Carassius auratus, em linguagem popular, peixe-
dourado. O humor vitreo do peixe-dourado foi analisado por um analisador bioquimico
totalmente automatizado, revelando a presenca de 20 componentes bioquimicos séricos,
incluindo proteina total, albumina, grelina, acidos biliares totais, glicose, potdssio, sodio,
colesterol total, triglicerideos, colesterol HDL, LDL colesterol, onde 11 indicadores
apresentaram concentragdes inferiores no humor vitreo em comparagdo com o soro sanguineo
retirado do peixe-dourado. Alcalina fosfatase, acidos biliares totais, ureia, cloreto, calcio,
creatinina e colinesterase mostraram concentragdes semelhantes entre o humor vitreo ¢ o soro,
enquanto glutamina transaminase e gama-glutamiltransferase exibiram concentragdes
significativamente superiores no humor vitreo. A amostra de humor vitreo foi obtida do meio
do corpo vitreo do peixe-dourado, onde nenhuma célula foi encontrada. A analise comparativa
com estudos anteriores indicou que muitos componentes séricos estavam presentes no humor
vitreo, porém em concentragdes menores. A analise também revelou diferengas notaveis nos
niveis de glicose, creatinina e ureia em comparagdo com seres humanos falecidos,
possivelmente devido ao aumento da permeabilidade da barreira sangue-olho apds a morte. A
concentragdo de Ca* no humor vitreo do peixe-dourado celeste foi semelhante a dos humanos,
sugerindo possiveis diferengas nos processos de transporte i10nico € metabolismo entre os dois.
Experimentos de extragdo de fluidos oculares e sanguineos ndo mostraram diferencas
significativas nas taxas de sobrevivéncia subsequente em comparacdo com peixes-dourados
ndo experimentais. As analises sanguineas revelaram contagens normais de células sanguineas

e hemoglobina, com algumas diferengas notaveis nos indices bioquimicos entre o humor
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vitreo € o soro.

Diante dessa lacuna de conhecimento, ressalta-se a importancia de incentivar e
apoiar futuras investigacoes sobre o humor vitreo de peixes, visando a ampliagdo do
entendimento cientifico nessa area especifica. A realizagdo de estudos adicionais contribuird
significativamente para o avan¢o do conhecimento oftalmoldgico e biologico, promovendo
uma compreensdo mais abrangente das caracteristicas e fungdes do humor vitreo em

contextos zooldgicos.

2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Formular um aerogel a base de celulose bacteriana funcionalizado com proteinas
do humor vitreo de atum (Thunnus albacares) e fazer uma caracterizagdo fisico-quimica e

bioldgica parcial deste biomaterial.

2.2 Especificos

Os objetivos especificos deste trabalho foram:
I. Validar as etapas de coleta, processamento e armazenamento do humor vitreo (HV) de
atum;
I1. Padronizar o processo de extragdo de proteinas do HV;
II1. Realizar a caracterizagdo bioldgica do HV;
IV. Produzir um aerogel a base de celulose bacteriana funcionalizado com o HV;

V. Realizar a caracterizacao fisico-quimica do aerogel formulado.

3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Aspectos éticos e legais do uso do atum (7hunnus albacares)

Este trabalho, embora tenha utilizado um material de origem bioldgica, isto €, o

humor vitreo de atum (7Thunnus albacares), nao foi necessario seu cadastramento no Sistema

Nacional de Gestdo do Patrimdnio Genético € do Conhecimento Tradicional Associado
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(SisGen) devido ao fato de a espécie T. albacares nao ser exdtica, nativa nem endémica da

regido e, ademais, o material utilizado se caracteriza como residuo industrial.

3.2 Coleta dos olhos de atum (7. albacares)

Os globos oculares de atum (7. albacares) foram coletados na industria de
processamento de atum, mais especificamente, na empresa Robinson Crusoé localizada no
municipio de Sdo Gongalo do Amarante — CE. Os olhos de atum foram removidos dos
animais ainda frescos, com a carcaga integra. O pré-processamento das amostras foi realizado
dentro da sede da empresa, respeitando todos os protocolos sanitarios estabelecidos pelo setor
de qualidade Robinson Crusoé. A remoc¢do dos olhos de atum foi feita com a utilizacdo de
instrumental cirargico e os olhos foram acondicionados em solugdo salina (NaCl, 150 mM)
em isopor com gelo até serem transportados ao Laboratorio de Biotecnologia Molecular da
Universidade Federal do Ceara (UFC).

Os olhos coletados foram entdo submersos em dalcool 70% por 5 min para
diminuir a sua carga microbiana externa natural. Em seguida foram utilizados para remocgao

do humor vitreo ou armazenados em recipientes limpos e congelados em freezer a -20 °C.

3.3 Processamento do humor vitreo (HV) de atum

Os olhos de T. albacares, ja previamente limpos € em temperatura ambiente,
foram colocados em uma placa de isopor limpa e recoberta com pléstico filme. O olho foi
imobilizado com auxilio de alfinetes. Com a ajuda de uma lamina e um bisturi, a regido
anterior do globo ocular (proximo a regido de inser¢do do nervo 6tico) foi cortada em formato
de cruz até aproximadamente metade do globo. O HV foi despejado em tubo de centrifuga e

armazenado em freezer -20 °C.

3.4 Extracio de proteinas do HV de atum (7. albacares)

Apo6s os processos de remogao do HV de T. albacares, o material recolhido foi
submetido a processos de extragcdo de proteinas soluveis. O HV foi adicionado na propor¢ao
1:2 (p/v) em tampao PBS pH 7,4, junto com esferas de vidro, em tubo de centrifuga de 50 mL.
O tubo foi vortexado por mais ou menos 1 min e, em seguida, foi centrifugado a 14.0000 rpm

por 15 min a 4 °C. O sobrenadante foi coletado, foi adicionado mais 1 volume do tampao PBS
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e repetido os passos anteriores para uma re-extragdo. Os sobrenadantes foram filtrados em

filtro de 0,22 pm, congelados em freezer -20 °C e depois liofilizados.

3.5 Eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecilsulfato de sédio (SDS-PAGE)

Os extratos proteicos gerados foram analisados por eletroforese em gel de
poliacrilamida sob condigdes redutoras conforme a metodologia de Laemmli (1970), com
modificagdes. Foi utilizado um gel de aplicagdo de 3,5% de acrilamida em tampao Tris-HCI
0,5 M (pH 6,8) e um gel de separagdo com 12,5% de acrilamida em tampao Tris-HCI 0,5 M
(pH 8,8) contendo SDS 1%. A mobilidade eletroforética foi realizada a 25 mA em uma
voltagem inicial de 100 V. As amostras foram preparadas em tampdo Tris-HCI 62,5 mM (pH
8,3) contendo SDS 1%, B-mercaptoetanol 0,1%, sacarose e azul de bromofenol 1%. Em
seguida, as amostras foram aquecidas a 100 °C por 10 min e centrifugadas a 1.000 RCF por 5
min a temperatura ambiente. As bandas proteicas foram coradas com Coomassie Brilliant
Blue R-250 a 0,05%, preparado em uma solucdo de metanol: acido acético: dgua (1:3,5:8,
v/v/v). Foi utilizado como marcador molecular o marcador LMW-SDS Marker Kit da GE

HealthCare.

3.6 Producao de Celulose Bacteriana (CB)

Para a produg¢do das membranas de celulose bacteriana (CB) foram utilizadas
cepas de Komagataeibacter hansenii (ATCC 53582) e o procedimento foi realizado no
Laboratério de Biomateriais ¢ Bioprotudos da UFC. Inicialmente, foi preparado o meio de
cultura Hestrin e Schramm (HS) para preparagdo do in6culo, para isso foi utilizado 20 g/L de
glicose, 5 g/L de peptona, 5 g/L de extrato de levedura, 1,15 g/L de acido citrico e 2,7 g/L de
fosfato de sédio dibasico, dissolvidos em agua destilada e 4gar 1,5%. A ativacdo do
microrganismo ocorreu através de esgotamento de coldnia do K. hansenii a 30 °C durante 72
h em meio HS-4gar. Em seguida, parte das colonias bacterianas foram removidas e colocadas
em frasco Scott, contendo 100 mL do meio HS, apo6s isso, foram incubadas a 30 °C por mais 3
dias. Depois disso, foi adicionado 5% (v/v) do in6culo em frascos Scott com 100 mL de meio
liquido HS, e incubado durante 5-6 dias a 30 °C (Hestrin; Schramm, 1954).

Apo6s o periodo de incubacdo, as membranas de CB foram lavadas em agua
corrente e, posteriormente, iniciou-se o processo de purificagdo, que consistiu em imergir as

membranas em agua destilada e aquecé-las a 80 °C por 1 h. Esse procedimento foi realizado
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duas vezes para remover o excesso de meio de cultura e o conteido microbiano. Para a
remogdo completa das bactérias e do meio de cultura, a CB foi tratada duas vezes com uma
solucao de KoCOs 0,3 mol/L a 80 °C por 1 h. Finalmente, as membranas de CB purificadas
foram lavadas com agua destilada a 25 °C até atingirem pH neutro (Hestrin; Schramm, 1954).

Apds a obtengdo das membranas de CB, a elas foram adicionadas agua deionizada
e carboximetilcelulose (CMC) nas seguintes propor¢des: CBumida / H,O / CMC = 180 g /
700 mL / 3,6 g. Todos os componentes foram triturados em processador elétrico até a
obtengdo de uma solugdo viscosa e até que as fibras de CB ficassem curtas e nao

conseguissem mais ser trituradas pelo processador.

3.7 Producio de aerogel de celulose bacteriana com alginato de sédio e HV

As matrizes foram formuladas possuindo como base as solucdes de CB
desconstruida a 25% (p/v) com adicdo de CMC a 0,5% (p/v).

Em adicdo a base de CB desconstruida foi adicionado um reforco de alginato de
sodio (AL) em diferentes concentracdes. Foram testadas incorporacdes de AL a 2%, 3% e 5%
p/v com o auxilio de um agitador mecanico de hélice até¢ a completa dissolugao do AL. As
blendas de CB-AL resultantes foram reticuladas de duas formas diferentes com CaCl, 0,5 M
por 30 min.

As duas metodologias de reticulagdo testadas nas matrizes de CB-AL, tiveram
como objetivo avaliar a influéncia desses métodos na modificagdo da porosidade do
biomaterial final. A primeira metodologia (M1), consistiu em verter as blendas formuladas em
moldes (placas de 24 pogos ou placas de Petri), logo em seguida reticular com CaCl,,
congelar overnight a -20 °C e depois liofilizar (liofilizador - LIOTOP L101) por 24 h até a
completa secagem. A segunda metodologia (M2), consistiu em verter as blendas nos moldes,
incubar em dessecador com pressdo reduzida de 200 pmHg por 30 min, congelar os moldes
overnight a -20 °C, realizar a liofilizacdo por 24 h até a completa secagem, reticular com
CaCly, realizar novo congelamento overnight a -20 °C e liofilizar novamente por 24 h até
completa secagem do material.

Junto as blendas de CB-AL foram adicionadas nas concentragdes de 1 mg/mL e de
10 mg/mL das proteinas liofilizadas provenientes do HV de T. albacares. As proteinas foram
incorporadas as blendas durante o processo de mistura para serem obtidas solugdes
homogéneas antes da reticulacdo. As blendas formadas a partir deste processo foram

nomeadas de acordo com a Tabela 3.
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Tabela 3 - Blendas de celulose bacteriana, alginato e proteinas do humor vitreo

ontn | s, | MG | g | Poshasce
(%) (mg/mL)
CB-AL2 25 0,5 2 0
CB-AL2-HV 25 0,5 2 1
CB-AL3 25 0,5 3 0
CB-AL3-HV 25 0,5 3 1
CB-AL5 25 0,5 5 0
CB-AL5-HV 25 0,5 5 1
CB-AL2-HV10 25 0,5 2 10

Fonte: elaborado pela autora.

3.8 Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

O estudo dos espectros de FTIR foi realizado com o intuito de avaliar a interagao
entre os constituintes das membranas por meio da presenca de grupos funcionais que os
compdem. Foi utilizado o equipamento modelo Spectrum Two Perkin Elmer®. A faixa de

leitura foi entre 4000 cm ' e 400 cm ™!, com resolucdo de 4 cm™ e 32 varreduras.

3.9 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

As micrografias obtidas por microscopia eletronica de varredura (MEV) foram
realizadas com o intuito de caracterizar o material quanto a sua morfologia e dispersao das
vesiculas extracelulares. Essas andlises foram realizadas na Central Analitica da UFC
(financiada pelos programas Finep-CT-INFRA, Pro-Equipamentos CAPES, e MCTI-CNPg-
SisNano 2.0). As amostras foram montadas em stubs utilizando-se de fitas de carbono e
recobertas com uma fina camada de prata (20 nm) usando um aplicador Sputter (K650,
Emitech, Franga) e observadas usando um microscopio eletronico de varredura Quanta 450

FEG (FEI Company, Hillsboro, Oregon, EUA).
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3.10 Analise da porosidade

Para determinar as medidas de porosidade dos materiais hibridos, as amostras
foram pesadas previamente umidas e apos liofilizagdo, com o intuito de calcular o volume
total de poros, a partir do calculo de volume de 4gua contido no material. Para determinagao
dessas medidas utilizou-se o método descrito por Zeng e Ruckenstein (1996). A porosidade

foi calculada através da Equacao 1 e 2.

Porosidade (%) = (""imida — Mseca s, )x(lﬂﬂ/vl, )| Equagio 1

lmido

agua

T X D? xh

E ao 2
Vimido = 4 quacao

Onde a Porosidade (%) da membrana ¢ dado pelas varidveis: mamida, que € a massa
umida de cada membrana aferida apds cada tempo; msea, que € dada pela massa das
membranas liofilizadas aferidas ao inicio do processo; daigua, que € a densidade da agua pura a
temperatura na qual a andlise foi realizada (25 °C); Vumido, que ¢ o volume das membranas
intumescidas apo6s cada periodo de tempo. Vimido € dado pelas varidveis: D (diametro da

membrana) e h (altura da membrana).

3.11 Avaliacio da citotoxicidade

A citotoxicidade dos materiais foi avaliada pelo método indireto, seguindo a
metodologia protocolada pela norma regulamentadora ISO10993-12 (2012) no qual a
viabilidade celular ¢ medida apds a exposi¢do das células aos extratos da amostra. Para a
preparagao dos extratos, inicialmente, as amostras foram cortadas em formato circular com
4rea aproximada de 1 cm? e esterilizadas por exposicdo a luz UV por 20 min de cada lado do
disco em camara de fluxo laminar. As amostras estéreis de cada material foram colocadas em
placas de 24 pocos com 1 mL de meio de cultura, sendo parte delas com DMEM
suplementado (10% FBS e 1% penicilina-estreptomicina) e a outra parte com o-MEM
suplementado (10% FBS e 1% penicilina-estreptomicina). Posteriormente foram incubadas a

37 °C por 24 h (5% de COz ¢ 95% de umidade). Apds o periodo de incubacdo, os extratos
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obtidos foram coletados e armazenados em tubos do tipo Falcon, tomando a precaucdo de nao
recolher também partes das membranas.

Fibroblastos de camundongo (L-929) foram semeados em meio DMEM
suplementado (10% FBS e 1% penicilina-estreptomicina) em placas de 96 pogos com
densidade de 6 x 103 células/poco, seguida de incubacdo a 37 °C (5% de CO2 e 95% de
umidade) por 24 h. Apds esse periodo, o meio de cultura foi removido dos pogos e adicionado
100 pL dos extratos nos pocos e as placas foram novamente incubadas a 37 °C por 24 e 48 h
(5% de CO» e 95% de umidade). Apds esses periodos, os extratos foram removidos dos pogos,
limpos com tampao de PBS (pH 7,4), e posteriormente adicionou-se 120 pL de meio de
cultura contendo 10% (concentracdo final de 2,5 mg/L) da solucdo de Resazurina e entdo as
placas foram novamente incubadas a 37 °C por 4 h (5% de CO2 e 95% de umidade). Apos
esse periodo, foram transferidos 100 pL da solu¢do de Alamar Blue metabolizado pelas
células para uma nova placa de 96 pocos e os pogos foram lidos em leitor de microplacas
(SpectraMax i3x, Molecular Device, Sunnyvale, EUA), em modo fluorescéncia (Aexcitacdo =
560 nm e Aemissd@o = 590 nm). O controle negativo foi feito expondo as células ao meio de
cultura, e o controle positivo foi feito expondo as células a uma solucao de DMSO 40%
diluido em meio DMEM, tornando assim, nessa concentracdo, o ambiente altamente
citotoxico para as células. A porcentagem de células metabolicamente ativas foi calculada

usando a Equacgao 3:

F :
Ve (%) = _amostraj Equagdo 3

FCGHI’]"GIE

Temos que V. representa a viabilidade celular, Famosta representa a fluorescéncia
correspondente ao poco onde as células foram cultivadas na presenca do extrato da amostra e
Feontrole Tepresenta a fluorescéncia correspondente ao pogo onde as células foram cultivadas
somente na presenca de seus respectivos meios de cultura.

Os ensaios foram realizados em triplicata (n = 3), com o intuito de obter melhor

representatividade dos resultados.

3.12 Analises estatisticas

Os dados obtidos foram analisados estatisticamente, utilizando-se o teste 2 way

ANOVA com teste de Tukey s multiple comparisons test, com auxilio do programa GraphPad
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Prism (GraphPad Prism 9.4.0.673 - GraphPad Software LLC - Dotimatics, Boston — MA,
EUA). O nivel de significancia adotado foi P < 0,05, de acordo com Pimentel-Gomes (1987)
[40].

4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Coleta e extracdao do HV de atum

Foi realizada uma parceria com uma empresa que trabalha com pescado, a
Robinson-Crusoé, com sede no Pecém, uma cidade distante 51 Km de Fortaleza, para o
fornecimento dos globos oculares de atum. A variedade yellow fin (Thunnus albacares) foi
selecionada por ser, dentre as espécies que a empresa parceira trabalha, a de maior
disponibilidade e com um globo ocular avantajado. Na Figura 2, vemos uma comparagao

entre a morfologia e o tamanho relativo do globo ocular de tilapia e de atum.

Figura 2 — Morfologia comparada dos globos oculares de tilapia e de atum

Cristalino

Cristalino ¥
Retina

Fonte: elaborado pela autora.

Para a coleta do HV dos olhos foram testadas algumas metodologias descritas
para remocao deste tecido mais comumente aplicadas em outras espécies, como porcos, para
estudos da vitro-dindmica, ¢ humanos (Murali et al., 2015) ou mesmo metodologias descritas

para outra espécie de peixe (Goto, 2016). A utilizagdo de agulhas para coleta direta do HV se
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mostrou ineficaz. Porém, a técnica cirtrgica adaptada de Murali et al. (2015), descrita no item
3.2. da metodologia e exemplificada na Figura 4, demonstrou bom isolamento do tecido
fresco. Além disso, foram testadas algumas metodologias para isolamento do tecido
congelado com o objetivo aumentar vida util dos olhos coletados. Foi realizada, entdo, a
dessecacdo do o6rgdo congelado a partir da parte anterior do olho, préximo a regido do nervo
otico, com a utilizacdo de instrumentagdo cirirgica. A partir dessa técnica, o tecido foi
removido de duas formas distintas. Quando completamente congelado, o HV foi removido
juntamente com o humor aquoso e essa amostra foi denominada de HVA. O HVA, quando
parcialmente descongelado, era separado do HV espontaneamente e podia ser obtido o HV

integro, como observado na Figura 3.

Figura 3 — Conteudo interno do globo ocular de atum congelado e apds descongelamento

parcial

Fonte: elaborado pela autora. Legenda: A. Visdo lateral (A.1) e superior (A.2) do contetido interno do globo
ocular. B. Separagdo do humor aquoso (liquido escuro) do humor vitreo (bloco mais viscoso) junto com o
cristalino. C. Humor vitreo e cristalino separados, apds aspiracdo e descarte do humor aquoso. Um pouco do

liquido escuro do humor aquoso ainda ¢ visivel.
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Figura 4 — Extracdo do humor vitreo aquoso de atum.

Fonte: elaborado pela autora.

Tanto a amostra de HV quanto a de HVA foram utilizadas para analise de suas
fragdes proteicas soluveis e avaliagdo de citotoxicidade para que fosse possivel avaliar o
potencial uso dessas proteinas como bioativos e se haveria distingdo de atividade entre as

amostras.

4.2 Extrato proteico e SDS-PAGE

Foram realizadas duas extra¢des, com tampao PBS (pH 7,4) na proporg¢do 1:2 (p/v)
de HV para tampao. O mesmo volume foi utilizado na re-extracdo. Além disso, foram
utilizadas pérolas de vidros durante o processo de homogeneizagdo em vortex para aumentar a
lise do tecido e a solubilizagdo das proteinas. O processo foi realizado em tubos Falcon de 50
mL e as amostras foram posteriormente centrifugadas a 14000 RPF por 5 min para separagao
de restos de tecido do extrato proteico bruto. O contetudo proteico foi avaliado por SDS-PAGE

(12,5%) e o resultado esta evidenciado na Figura 5.
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Figura 5 - SDS-PAGE (12,5%) das proteinas do HV de atum

Fonte: elaborado pela autora. Legenda: Raia 1 - 1° extragdo HV atum em PBS pH

7,4. Raia 2 - 2° extracdo HV atum em PBS pH 7,4. Raia 3 - marcador molecular
Sigma wide range. Raia 4 - 1° extragdo HV + Haq atum em PBS pH 7,4. Raia 5 -
2° extragao HV + Haq atum em PBS pH 7.4.

De maneira qualitativa, ndo ¢ possivel observar diferengas entre os grupos
proteicos extraidos das amostras de HV e HVA. As bandas visualizadas nas raias 1 e 4
apresentam similaridades no peso molecular aparente e na quantidade de bandas em cada raia.
Quanto a necessidade da re-extragdo do material, € possivel notar um decréscimo significativo
na segunda extracdo em relacdo a primeira, o que indica que a maioria das proteinas soluveis
foram solubilizadas e obtidas na primeira retirada.

Ja o ensaio de citotoxidade contra células de fibroblastos de camundongo (L-929)
demonstrou que as amostras de HV e HVA, em ambas as concentragdes testadas, ndo foram
citotoxicas (viabilidade celular superior a 70%) tanto no periodo de 24 h como em 48 h de
ensaio (Figura 6). A andlise estatistica ndo mostrou diferengas significativas entre as amostras,
com excec¢ao da amostra de HV 1 mg/mL no tempo de 48 h que apresentou uma diminui¢do

da viabilidade das células.
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Figura 6 - Citotoxicidade do HV e HVA de atum contra fibroblastos de camundongo (L-929)
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Fonte: elaborado pela autora

A partir deste ponto do trabalho, devido a equivaléncia estatistica entre as
amostras de HV ¢ HVA apresentada no ensaio de citotoxicidade in vitro, a similaridade
qualitativa observada na SDS-PAGE e a praticidade de trabalhar com a extragdo do HVA, os
processos nos quais o humor vitreo de atum ¢ mencionado devem ser considerados de forma

equivalente ao HVA.

4.3 Preparo do aerogel de CB-AL com e sem HV

As matrizes poliméricas foram produzidas tendo como objetivo principal a
utilizacdo para reparacdo tecidual. A utiliza¢ao do protocolo de modificagdo da producdo das
blendas baseado no protocolo de Kirdponpattara et al. (2015) foi feita com a intencdo de
aumentar a estrutura porosa das matrizes de CB-AL que demonstravam, por sua vez, bons
resultados de citocompatibilidade cna pesquisa de Vasconcelos et al. (2020), ja que o aumento
da porosidade da matriz ocorre devido a modificagao do processo de reticulacao e liofilizagao
das membranas formadas. Além da modificagdo fisica, foram adicionadas as proteinas da
amostra de HV/HVA de atum, a 1 mg/mL, nas blendas, com o intuito de aumentar a

biocompatibilidade e estimular as possiveis capacidades reparadoras do material.
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Entdo, foram avaliados os parametros fisico-quimicos e bioldgicos do novo
biomaterial para sua caracterizagdo. Inicialmente, foi avaliada a influéncia das metodologias
de producdao das matrizes, as quais M1 designa a metodologia presente no estudo de
Vasconcelos et al. (2020) e M2 a nova metodologia baseada no aumento da porosidade das
matrizes e na obtengdo de um aerogel, de acordo com Kirdponpattara et al. (2015). Além
disso, foi aplicada uma variacdo na concentracdo de alginato de sodio nas blendas a fim de

avaliar a melhor concentragdo de trabalho para refor¢o das matrizes (Tabela 4).

Tabela 4 - Desenho experimental da formulagao dos aerogéis de CB-AL com e sem HV

Alginato (%) CB (%) Proteinas do Método de
HV (mg/mL) producio

2 25 1 M

3 25 1 i

5 25 1 i

2 25 1 P

3 25 1 NG

5 25 1 NG

Fonte: elaborado pela autora

Durante o processo de reticulagdo e liofilizagdo, as matrizes produzidas pela
metodologia M1 contrairam mais e apresentaram menor volume final que as matrizes
produzidas pela M2 (Figura 7). Macroscopicamente, os aerogéis (M2) possuiam maior
quantidade de poros e canais superficiais e internos, visiveis a olho, nu quando comparados
com seus pares produzidos por MI1. Essa caracteristica gera um aspecto esponjoso nos
aerogéis (M2), quando umidos, e provoca uma resisténcia a pressdo, quando liofilizados. Os
aerogéis umidos, quando submetidos a pressdo, retomam a forma anterior sem aparente

deformacao e, quando cortados, permanecem na forma que sao dados.
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Figura 7 - Aerogéis de humor vitreo, alginato e celulose bacteriana

Fonte: elaborado pela autora.

Ademais, a variagdo na concentracdo de alginato de so6dio gerou um aumento
tanto na viscosidade, quando as blendas estavam sendo produzidas, quanto na firmeza,
quando as matrizes estavam prontas. A “homogeneidade” na aparéncia superficial dos
aerogéis também sofreu um aumento proporcional a concentracdo de alginato na blenda
inicial. Em termos praticos de trabalho, as blendas com 2% mostraram-se mais faceis de se
manusear devido a baixa viscosidade e alta solubilizacdo dos seus componentes, tornando o
processo de produgdo mais agil.

Com a adi¢ao do bioativo proteico as blendas, foi avaliada a possivel interferéncia
desse composto no processo de reticulacdo e formagdo das matrizes. Entdo, os testes foram
repetidos com a adi¢do das proteinas do HV de atum, 1mg/mL, as matrizes (Figura 8) ¢ o
resultado ndo demonstrou interferéncia no processo de reticulacdo pelas duas metodologias

(M1 e M2), assim como ndo demonstrou interferir nas macroestruturas das membranas.
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Figura 8§ - Matrizes de CB-AL-HV e CB-AL
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Fonte: elaborado pela autora.
4.4 Avaliacao de FTIR

A analise de FTIR ¢ utilizada para avaliar as ligagdes quimicas através dos
espectros vibracionais do infravermelho. As bandas vibracionais que representam as amostras
sdo caracteristicas e inerentes da composi¢cdo de cada uma e mostram a forma como os
componentes estdo interagindo quimicamente entre si (Tomoda et al., 2020).

A banda vibracional que aparece entre 3670 e 3100 cm™, que representa o
estiramento do grupo hidroxila (O-H), estava presente em todas as amostras, devido a
estrutura quimica celulésica dos polimeros estudados. Além disso, as membranas
apresentaram bandas vibracionais proximas as faixas de 2940 e 2900 cm™, o que é comum
entre os polimeros e estd relacionado aos estiramentos do CH» (metileno) assimétrico, na
faixa proxima a 2940 cm’!, e do CHa simétrico, na faixa proxima a 2900 cm™'. Além disso, a
banda proxima a faixa de 1631 cm! se apresentou bastante intensa e representa o estiramento
C=0 (carbonila), referente ao grupo éster presente na composi¢do da amostra. J& o pico
proximo a faixa de 1050 cm™! representa o estiramento da ligagdo simples C—O. Por tltimo,
foi possivel observar a presenca da banda proxima a faixa de 1435 cm’!, que representa a

deformagdo angular de CH, (Nandiyanto; Oktiani; Ragadhita, 2019). A Figura 9 demonstra
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com mais detalhes o grafico de FTIR das amostras de CB-AL produzidas pelas metodologias

M1 e M2.

Figura 9 - Grafico de FTIR das amostras de CB-AL produzidas pelas metodologias M1 e
M2
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Fonte: elaborado pela autora.
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A partir destes dados de FTIR, foi possivel avaliar os impactos das metodologias
testadas na composicdo e interagdo dos materiais das blendas formuladas. Na avaliacdo das
regides de fingerprint (1500-500 cm™) é possivel observar que, para metodologia M1, ndo
houve modifica¢ao no perfil de bandas, ja para M2, houve modificagdo. Em M2, CB-AL2 ¢
CB-AL3 apresentaram padrdes diferentes de CB-ALS, que, por sua vez, apresentou padrdes
similares as bandas de M1. A presenca das proteinas de HV ndo interferiu nos padrdes de
bandas do FTIR, indicando que os componentes da blenda provavelmente ndo interagiram
quimicamente e houve somente uma dispersao e imobilizagao fisica.

Dessa forma, levando em consideragdo os dados obtidos até esse ponto do

trabalho, foi decidido trabalhar somente com a matriz CB-AL2 ¢ CB-AL2-HV.

4.5 Porosidade do biomaterial

Outro aspecto avaliado foi a porosidade do material comparada ao volume total
dos poros. A adi¢do da proteina do HV ndo alterou a porosidade do material (Figura 10).
Contudo, a porosidade dos aerogéis de CB-AL2 e CB-AL2-HV, comparada ao estudo de

Vasconcelos et al. (2020), se apresentou maior, com resultados entre 34,2% e 57,4%.

Figura 10 - Porosidade das matrizes de CB-AL2
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Fonte: elaborado pela autora.
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4.6 Analise de MEV

A microscopia eletronica de varredura foi utilizada como ferramenta para a
avaliacdo da microestrutura porosa das matrizes formuladas e para a verificagdo de possiveis
mudangas, a nivel microscopico, na reticulacdo ou na porosidade, em consequéncia da adicao
de HV nas blendas.

Ap6s a andlise, foi possivel observar estruturas porosas tanto na superficie quanto
no interior das matrizes (Figura 11). A adicdo das proteinas de HV modificaram o tamanho
dos poros superficiais, porém ndo modificaram o tamanho dos poros internos. Dessa forma,
foi obtido um material bastante poroso conectado com o meio externo € com seu interior

através da sua estrutura porosa interligada.

Figura 11 - Micrografias eletronicas de varredura da superficie e da fratura lateral dos

diferentes aerogéis formulados

SUPERFICIE

CB-AL2

CB-AL2-HV

CB-AL2-HV10

Fonte: elaborado pela autora.
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4.7 Citotoxicidade do biomaterial

Para avaliar o potencial de compatibilidade bioldgica inicial das matrizes
produzidas, foi realizado, novamente, o ensaio de citotoxidade contra células L.-929, com as
formulagdes finais e com uma nova formulagdo contendo 10 mg/mL de HV de atum. Este
ensaio foi realizado para investigar se o aumento da liberacdo do HV geraria melhores
resultados do que os obtidos até o momento.

Apesar da amostra de CB-AL2%-HV (10 mg) ter apresentado um valor de
viabilidade maior que as outras amostras no tempo de 48 h, a avaliacdo estatistica ndo
demonstrou diferencga significativa entre as amostras, indicando que todas as trés formulagdes
ndo apresentaram citotoxicidade in vitro contra a linhagem de células epiteliais testada (Figura
12). Esse resultado, quando comparado ao estudo de Kirdponpattara et al. (2015), apresenta

similaridade contra a mesma linhagem de células sem o uso de bioativos.

Figura 12 - Citotoxicidade indireta contra fibroblastos de camundongo (L-929) in vitro

Aerogel CB L929 com legenda

150- B 24h
a a a a a a a a
=5 1 48h
==
® 100- = +
[+H]
©
[1°]
B
&
S 50+
o o (0] ¢ e
[{s] — (9] o™
2 = o =
0~ T T 1 T T
\:g\o ,3\ Q@q < X
o og\" N
o4 D oS
KX A
?‘y
00

Formulacoes

Fonte: elaborado pela autora.
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5 CONCLUSAO

O desenvolvimento e aprimoramento de processos laboratoriais sdo cruciais para
garantir a eficdcia e a replicabilidade de estudos cientificos. Neste contexto, uma série de
procedimentos relacionados ao humor vitreo (HV) de atum foi submetida a testes e validagdes,
destacando-se pela eficiéncia e sucesso de reprodugao.

Em primeiro lugar, a validacdo das etapas de coleta, processamento e
armazenamento do HV demonstrou ser um marco crucial no estabelecimento de um protocolo
confidvel. Com os resultados obtidos neste trabalho foi possivel atestar a eficacia dos
procedimentos de processamento dos olhos de atum, desde a coleta na industria até a obtengao
do HV, como sendo uma nova metodologia rdpida e sem comprometimento da qualidade do
pool proteico presente nos tecidos biologicos.

No que se refere a padronizacao do processo de extracdo de proteinas do HV, os
resultados obtidos representaram um avanco significativo. A uniformiza¢do desse
procedimento foi um sucesso e ndo apenas simplificou a execugdo, mas também assegurou a
obteng¢ao de resultados consistentes, fundamentais para a confiabilidade dos dados obtidos.

Quanto a caracterizacao biologica do HV, este procedimento foi realizado com
sucesso, proporcionando uma compreensdo importante das propriedades bioldgicas e
bioquimicas desse tecido bioldgico. Esse passo se mostrou essencial para direcionar pesquisas
subsequentes e explorar aplicagdes potenciais em diversas areas da medicina.

Com respeito ao desenvolvimento do novo aerogel a base de celulose bacteriana
funcionalizado com o HV, esse biomaterial revelou-se como uma inovagdo notavel. A
combinagdo desses elementos resultou em um material com propriedades Unicas, abrindo
possibilidades para aplicagdes inovadoras em diversos campos da medicina regenerativa.

Finalmente, a caracterizacao fisico-quimica do aerogel formulado forneceu uma
avalia¢do interessante das propriedades desse material. Aspectos como a citotoxicidade,
porosidade e composi¢do quimica foram minuciosamente examinados, consolidando a
eficacia do processo de formulagao.

Assim, cada etapa desse estudo, desde a coleta do HV até a caracterizagao do
aerogel, foi conduzida com éxito, evidenciando a eficacia dos processos implementados. Os
resultados sugerem que o material apresenta possibilidades promissoras para prosseguir com
pesquisas e estudos sobre sua aplicagdo como componente em terapias avancadas destinadas

ao reparo tecidual. Para avangar, ¢ essencial submeté-lo a avaliagdes adicionais com diversas



51

linhagens de células e a andlise de testes com animais, uma vez que a pele, sendo um tecido

de dinamica complexa, s6 pode ser completamente compreendido em modelos in vivo.
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