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RESUMO
A industria da piscicultura brasileira gera subprodutos em grande escala, permitindo a
extracdo de colageno e hidroxiapatita, 0 que desperta interesse biotecnoldgico para 0
desenvolvimento de dispositivos médico-odontoldgicos implantaveis para a regeneragdo
0ssea. Esse modelo de utilidade ¢ ainda inexplorado para a fonte piscicola. O objetivo desta
pesquisa foi analisar a biocompatibilidade e biodegradacdo de biocompdsitos extraidos da
tilapia do nilo (Oreochromis niloticus). Pele e escamas de tilapia, originaria de Fortaleza-CE,
permitiram a extracao de hidroxiapatita e gelatina de colageno. Biocompositos com diferentes
concentragdes de gelatina (G) e hidroxiapatita (HA) foram formulados, reticulados com
riboflavina e liofilizados: 60%G:40%HA (G1), 70%G:30%HA (G2) e 80%G:20%HA (G3).
Apos validacdo de testes fisico-quimicos, 0os materiais seguiram para testes biologicos pre-
clinicos. Analise in vivo utilizou 30 camundongos Swiss, machos adultos, sendo 15
submetidos a enxertia subcutanea com Gl, G2 e G3 e outros 15 com membrana coldgena
comercial (C+) ou cirurgia sem enxerto (C—). Necropsias dos tecidos subcutaneos em 1,3 e 9
semanas foram processadas e incluidas em parafina. Cortes histologicos permitiram analise
semiquantitativa por pontuacdes de critérios inflamatorios (neutrdfilos, linfocitos,
macrofagos, células gigantes multinucleadas) e de reparo (neovascularizagdo, tecido
conjuntivo) conforme a norma ISO 10993-6, permitindo definicdo da escala de
biocompatibilidade de cada material. A biodegradacdo também foi validada em andlise
semiquantitativa por pontuagdes segundo a integridade de cada material. A analise estatistica
dos dados nao paramétricos foi realizada pelo teste de Kruskal-Wallis e pos-teste de Dunn,
com p<0,05. Como resultados, G1 foi pouco irritante até 9 semanas, enquanto G2 ¢ G3 foram
pouco irritantes até 3 semanas e ndo irritantes em 9 semanas, similares ao C+. Entre 1 ¢ 9
semanas, houve, em todos os grupos, a diminuicao de: critérios inflamatérios, apesar de a
persisténcia de células gigantes em 9 semanas ser maior em G3 seguida por G1 e G2 frente a
C+ e C—; neovascularizacdo; e integridade dos materiais, com maior presenca de G1 do que
G3 frente a C— e menor presenca de G2 frente a C+. Ao longo desse periodo, s6 houve
aumento constante do tecido conjuntivo, mais abundante em 9 semanas em G1 frente a C+ ¢
C- e G2 para C+. Embora todos os materiais de tildpia tenham sido biocompativeis e
parcialmente biodegradaveis, G1 sugere maior potencial de uso como barreira de membrana
em procedimentos clinicos, com seu desempenho biologico associado a maior concentragao

mineral frente a fase organica no biocomposito.

Palavras-chave: Colageno. Durapatita. Materiais biocompativeis. Tela Subcutanea.



ABSTRACT
The Brazilian fish farming industry generates by-products on a large scale that allow the
extraction of collagen and hydroxyapatite. The natural origin awakens biotechnological
interest in the development of implantable medical and dental devices for bone regeneration.
This utility model is still unexplored for the fish source. The objective of this research was to
analyze the biocompatibility and biodegradation of biocomposites extracted from Nile tilapia
(Oreochromis niloticus). Skin and scales of tilapia from Fortaleza-CE allowed the extraction
of hydroxyapatite and collagen gelatin. Biocomposites with different concentrations of gelatin
(G), hydroxyapatite (HAp) were formulated, cross-linked with riboflavine and lyophilized:
60%G:40% HA (G1), 70%G:30% HA (G2) and 80%G:20%HA (G3). After validation by
physical-chemical tests, the materials followed for pre-clinical biological tests. In vivo
analysis used 30 adult males Swiss mices, 15 of whom submitted to subcutaneous grafting
with G1, G2 and G3 and another 15 with commercial collagen membrane (C +) or surgery
without graft (C—). Necropsies of subcutaneous tissues at 1, 3 and 9 weeks were processed
and embedded in paraffin. Histological sections allowed semi-quantitative analysis by scores
of inflammatory criteria (neutrophils, lymphocytes, macrophages, multinucleated giant cells)
and repair (neovascularization, connective tissue) according to ISO 10993-6, allowing the
definition of the biocompatibility scale of each material. Statistical analysis of nonparametric
data was performed using the Kruskal-Wallis test and Dunn's post-test, with p <0.05. As a
result, G1 was mildly irritating up until 9 weeks, while G2 and G3 were mildly irritating up to
3 weeks and non-irritating up to 9 weeks, similar to C +. Between 1 and 9 weeks, there was a
decrease about: inflammatory criteria, despite the persistence of giant cells in 9 weeks being
bigger in G3 followed by G1 and G2 against C + and C—; neovascularization; and material
integrity, with a bigger presence of G1 than G3 against C— and less presence of G2 against C
+. During this period, there was only a constant increase in connective tissue, more abundant
in 9 weeks in G1 compared to C + and C—and G2 for C +. Although all tilapia materials have
been biocompatible and partially biodegradable, G1 suggests greater potential for use as a
membrane barrier in clinical procedures, with their biological performance associated with

greater mineral concentration compared to the organic phase in the biocomposite.

Key words: Collagen. Durapatite. Biocompatible materials. Subcutaneous Tissue.
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1 INTRODUCAO

O territorio brasileiro abriga a maior biodiversidade do planeta, possuindo os maiores
corpos hidricos. Logo, os ecossistemas aquaticos possuem uma grande variedade de espécies
de peixes, responsaveis por grande parte da movimentacdo do setor econémico e alimenticio
(ORLANDI-NETO et al., 2019; POLAZ; RIBEIRO, 2017; AGOSTINHO; THOMAZ;
GOMES, 2005).

H& algumas décadas, a Tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) vem sendo listada
como uma das espécies mais produzidas globalmente, devido as suas caracteristicas de rapido
crescimento, facil reproducdo, adaptacdo e socializacdo com outras espécies, bem como por
sua carne palatavel, rica em proteinas, minerais e lipideos saudaveis (LIU et al., 2019;
FARZAD et al., 2019; LUSTOSA-NETO et al., 2018).

Nesse contexto, sabe-se que a producdo de pescado gera residuos como: cabegas,
visceras, nadadeiras, caudas, vertebras, barbatanas, escamas, peles e restos de carnes. Tais
residuos podem ser utilizados como fontes de matéria-prima para pesquisa cientifica, visto
que diversos estudos indicam componentes organicos e inorganicos valiosos nas escamas de
peixes, como, por exemplo, o coladgeno e os cristais de hidroxiapatita. Tais exemplos vém
demonstrando uma crescente capacidade de bioprospeccdo na confeccdo de biomateriais,
assim como vém contribuindo com a reducdo dos descartes no meio ambiente, ajudando na
manutengdo do mesmo (ILYAS et al., 2018; SU et al., 2017; PINTO et al., 2017; VILLAMIL
etal., 2017; HALIM et al., 2016, FANG et al., 2014).

O termo biomaterial foi, primeiramente, definido por Williams, em 1999, como uma
ou mais substancias em combinacdo, de origem natural ou sintética usado durante qualquer
tempo, para substituir parcial ou integralmente tecidos, 6rgdos ou funcdes corporais. Desde
entdo, observou-se um grande salto tecnoldgico na busca por materiais biocompativeis e
biodegradaveis e, de acordo com a evolugdo cientifica, tornou-se possivel o proporcionamento
de uma melhor qualidade de vida aos pacientes, reduzindo o sofrimento fisico e psicoldgico
(KHORRAMIROUZ et al., 2018; HARRIS; LU; GABRIELE, 2018; MATA et al., 2017
MAIA et al., 2010).

Por conseguinte, surgiram diversos estudos e investimentos no ramo de materiais
implantados e suas técnicas de fabricacdo, principalmente, no ramo da engenharia de tecidos
dentarios e ortopédicos, visando a repor e a sobrepor tecidos lesionados, perdidos em
decorréncia de doencas cronicas ou progressivos traumas e lesfes no sistema

musculoesquelético. Posto isso, revistas cientificas expdem excelentes resultados, inclusive na


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814618319575?via%3Dihub#!
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capacidade de recuperacdo morfofuncional do tecido lesado, alcangando, pois, um aumento na
expectativa de vida, juntamente com uma melhor qualidade. Sendo assim, o uso de
biomateriais como enxertos para o reparo tecidual demonstrou-se uma alternativa promissora
na area da saude (SOUSA et al., 2019; CAMPOS-JUNIOR et al., 2016; SANTOS et al., 2016;
BITTENCOURT et al., 2014; CARVALHO et al., 2010; AVES et al., 2008).

Dessa forma, houve um amplo crescimento em relacdo aos estudos dos biomateriais
ricos em bioapatita e colageno. Com base no citado, a bioapatita mostra-se biomimética a
matriz extracelular (MEC) do tecido 6sseo humano e o colageno uma notavel macromolécula
em muitas pesquisas. Nessas anélises, foi demonstrada com eficacia a agregacao de moléculas
de colageno-bioapatita, sendo observada sua importancia na estrutura e funcdo dos tecidos,
seu baixo potencial inflamatério e uma excelente biocompatibilidade e biodegradabilidade.
Essas caracteristicas sdo fundamentais nos arcaboucos naturais, pois evitam uma possivel
rejeicdo, toxicidade ou necrose, além de promoverem uma resposta inflamatoria controlada,
por meio da quimiotaxia das células, mecanismo responsavel pela ativacdo das células
reconhecedoras de corpo estranho, resultando em uma rapida biodegradacdo do material
enxertado (SIVARAMAN; MUTHUKUMAR; SHANTHI, 2019; ERMITA et al., 2018;
CARVALHO et al., 2018; GROSSI et al., 2016; JARDELINO et al., 2010).

Do mesmo modo, varios biomateriais tém sido utilizados para a confec¢do de
arcabougos, visando a uma possivel utilizagdo futura na forma de enxertos, sejam de origem
biologica ou sintética. Sabe-se que diversos biomateriais sdo aplicados as ciéncias médicas
na forma de enxertos autdlogos, alogenos, xendgenos e aloplasticos. O enxerto autdlogo €
considerado uma técnica segura, eficaz, reconhecida como “padrdo ouro”, na qual, o proprio
individuo ¢ o doador e receptor. J4 nos enxertos alogenos, os doadores sdo da mesma
espécie dos receptores. Em contraste, nos enxertos xendgenos, os doadores sao de espécies
diferentes as espécies dos receptores e os enxetos alopldsticos sdo materiais sintéticos de
grande disponibilidade que dispensam a realizacdo de um procedimento cirirgico de um sitio
doador (MIRANDA, 2018; FATTAHIAN et al., 2017; CASTRO-SILVA; LIMA,;
GRANIJEIRO, 2014; MAIA et al., 2010).

A pele de Tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) tem sido citada como um
biomaterial no reparo tecidual, devido a sua boa aderéncia aos ferimentos em animais € a sua
comprovada eficiéncia como curativo biologico, sendo amplamente utilizada no tratamento de
queimaduras e no reparo de tecido lesado em humanos. Além disso, ela possui fungdes
antimicrobianas, obtendo potencial de reduzir provaveis sofrimentos fisicos no ambiente

hospitalar e, consequentemente, possiveis agravos expressivos a saude publica como: gastos
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com medicagdes, curativos diariamente e ocupacdo de um leito hospitalar por um longo
periodo. Portanto, o coldgeno e¢ a gelatina extraidos a partir da pele de Tilapia do Nilo
(Oreochromis niloticus) possuem um grande potencial para aplicagdo como biomaterial,
visando possiveis patentes institucionais, a fim de beneficiar o ser humano (LI et al., 2019;
GIMENEZ et al., 2019; MIRANDA; BRANDT, 2019; SENA et al., 2014).

A avaliacdo dos biomateriais envolve ensaios in vitro e in vivo, sendo o Orgﬁo
Internacional de Padronizagao (ISO 10993-6) o responsavel pela avaliagdo de testes in vivo de
diversos produtos implantdveis com a finalidade de reparo 6sseo. Conforme diversos estudos,
os arcaboucos derivados de subprodutos de pescados possuem um potencial biomédico para
aplicacdo da metodologia de enxertia subcutaneo, teste necessario para analise da resposta
inflamatoria, reatividade imune, capacidade de recelularizagdo e validagdo da angiogénese
(KHORRAMIROUZ et al.,, 2018; BITTENCOURT et al, 2014; SENA et al., 2014,
JARDELINO et al., 2012; LOMELINO et al., 2012; LIMA et al., 2011; PAULO et al., 2011;
AVES et al., 2008).

Nesse sentido, os camundongos s3o os animais mais utilizados nas pesquisas
biomédicas e elegidos para utilizagdo no presente estudo, devido a facilidade da
experimentacao in vivo, por tratar-se de um mamifero de pequeno porte, docil, socidavel, com
um padrdo de reatividade tecidual semelhante ao do ser humano, com uma ordem de
similaridade genética de 90% e pelo fato de estar de acordo com a norma de avaliagdo
biologica de dispositivos médicos implantaveis (CONCEA, 2019; HUANG et al., 2011; ISO,
2007).

E valido ressaltar que a literatura apresenta uma gama de trabalhos cientificos in vivo
com a utilizacdo de materiais xenoenxertos derivados de residuos de outras espécies de
animais, por meio da combinagdo de colageno-HA, os quais reportaram uma boa
biocompatilidade. Portanto, recentemente houve uma expansdo para residuos de pescados,
situacdo que se vislumbra como uma oportunidade biotecnoldgica e como um excelente
modelo de estudo para avaliagdo dos biocompositos de Tildpia do Nilo (Oreochromis
niloticus), além de contribuir com a mitigacdo do impacto ambiental. Visto isso, o presente
estudo permite a pesquisa da necessidade de caracterizacao bioldgica in vivo normalizada na
ISO, por meio da implantacdo de biomateriais, visando a um futuro potencial no uso clinico,
referente a regeneracdo 6ssea (GIMENEZ et al., 2019; GROSSI et al., 2016; KANE et al.,
2015; BITTENCOURT et al., 2014).
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Panorama de pescado

Em escala mundial, a Organizagdo das Na¢des Unidas para Alimentacdao e Agricultura
(FAO, 2018) expds o ano de 2016 com 171 milhdes de toneladas, em que a maior parte de
toda a produgdao de peixes ¢ atribuida ao consumo humano e a outra parte, resultado de
processamentos de pescado, ¢ atribuida a fabricacdo de farinhas e 6leos de peixes. Nesse
contexto, a China € o maior produtor de pescado, que contribuiu com 2 milhdes de toneladas e
o Brasil ¢ 13° maior produtor de pescado, que contribuiu com 225 mil toneladas. Assim, para
o futuro, com essa demanda crescente, globalmente, espera-se melhorias tecnologicas,
projetando 201 milhdes de toneladas de pescado para 2030.

As primeiras espécies de Tildpia do Nilo (Oreochromis niloticus) foram oriundas do
continente africano, onde se encontram amplamente distribuidas pelos mais diversos paises.
No Brasil, foi inserida em 1997, na Regido Nordeste pelo Departamento Nacional de Obras
Contra as Secas (DNOCS), para povoar os diversos reservatorios, bem como para incentivar e
alargar o cultivo nas demais regides brasileiras nos variados corpos hidricos e propriedades. A
partir de entdo, as espécies foram adotadas em cultivos intensivos e semi-intensivos
(SCHULTER; FILHO, 2017).

Esses cultivos apresentaram excelentes desempenhos e contribuiram com a geracdo de
emprego e renda. Assim, os cultivos podem ser de varios tipos como: pesca extrativista,
aquicultura, piscicultura e tilapicultura. A pesca extrativista consiste na criacdo de pescados
no ambiente natural; a aquicultura refere-se a criacdo de diversos organismos agquaticos em
um meio tratado e controlado; a piscicultura refere a criacdo de peixes de aguas doces e
marinhas em um meio tratado e controlado, ja a tilapicultura é a criacdo das espécies de
Tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) (SCHULTER; FILHO, 2017; SANTOS-FILHO et al.,
2016).

Nas ultimas décadas, a producdo de pescado cresceu mundialmente e, mais
recentemente, vem ganhando importancia no Brasil, especificamente a piscicultura (MATA et
al., 2018). Desse modo, as espécies mais produzidas mundialmente sdo as espécies de carpas
e as Tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) ocupando os primeiros lugares e o quarto lugar,
respectivamente, de toda a producgéo de aquicultura (FAQO, 2018).

A Tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) é uma espécie resistente a doengas, de

crescimento rapido em regibes tropicais, e de facil adaptagdo a diversos meios e a outras
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espécies. E essa adaptacdo deve-se ao seu metabolismo e desempenho produtivo ser
influenciado pela temperatura, 0 que a torna atrativa para sua criacdo, além de ser uma carne
rica em proteinas, em aminoacidos, gorduras saudaveis, vitaminas (D, A e B) e minerais como
calcio, iodo, zinco, ferro e selénio, além de facil digestdo (OLIVEIRA et al., 2017
RAGHIANTE et al., 2017; BANDEIRA; NASCIMENTO, 2017).

O Brasil possui caracteristicas geograficas que favorecem o crescimento de
aquicultura e piscicultura, pois possui um vasto territorio, tanto de reservatorios de agua doce
como de uma longa extensao de linha costeira. A regido Nordeste contribui com uma grande
extensdo litordnea de mais de 3.000 km, além de diversos reservatorios, tanques-redes,
tanques escavados e pogos, porém, como os indices pluviométricos sdo variaveis, reduz um
pouco o potencial do desenvolvimento da aquicultura na regido (BANDEIRA;
NASCIMENTO, 2017).

Segundo os dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica IBGE 2017, a
Tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) ¢ a espécie de peixe mais cultivada no territdrio
brasileiro e, a cada ano, esse nimero cresce em relagdo ao ano anterior. O Grafico 1 expde
dados estatisticos do IBGE de 2017, em que a Tilapia do Nilo ¢ uma das espécies mais criadas
no territério brasileiro, sendo a Regido Sul a maior produtora de tilapia com 42,0%, seguida

do Sudeste e Nordeste com 26,99% e 21,55%, respectivamente.

Grafico 1 - Dados da produgdo nacional de O. niloticus segundo o Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistico (IBGE) nas regides Centro-oeste, Sul,

Sudeste, Nordeste e Norte, em 2017.
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Fonte: adaptado do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE, 2017).
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Desse modo, as regides Centro-Oeste, Sul, Sudeste e Nordeste apresentaram a espécie
O. niloticus com 0 maior numero de producdo, com exce¢do da regido Norte que apresentou a
espécie Tambaqui (Colossoma macropomum) e a espécie Tilapia do Nilo (Oreochromis
niloticus) ficou no vigésimo segundo lugar de toda a produgéo de pescado na regido.

Assim, o Brasil ¢ 13° maior produtor de pescado em escala mundial e esta
caracteristica se deve ao fato de possuir uma enorme diversidade aquatica e abundantes
recursos hidricos para producdo de peixes, porém, necessita de mais aprimoramento
tecnoldgico de acordo com cada regido, semelhante aos dominios tecnoldgicos nas cadeias de
produtividade avicolas, suinos e bovinos (MEDEIROS-JUNIOR; CORDEIRO; SILVA, 2018;
ITUASSU; ARAGAO, 2018; BANDEIRA; NASCIMENTO, 2017).

2.2 Biomateriais

Os biomateriais possuem origem antiga e vem ganhando espago e aperfeigoamento,
por se mostrarem aplicaveis na corre¢ao de diversos tipos de problemas relacionados a saude.
Desse modo, os biomateriais vém sendo definidos de diferentes formas por diferentes autores
ao longo dos ultimos anos, porém sdo mais bem definidos como dispositivos implantaveis a
um ser vivo com o intuito de reparar em parte ou em um todo. Nesse sentido, os biomateriais
compreendem de uma gama de compostos aplicaveis a area da saude, que se diferem
amplamente em funcdo e caracteristicas estruturais, variando de macromoléculas bioldgicas
naturais a totalmente sintéticos (MOERBECK-FILHO et al., 2019; PIRES, BIERHALZ,
MORAES, 2015).

Assim, a medicina regenerativa vislumbra materiais implantaveis, cujo principal
critério de qualquer substituto 6sseo sdo a biocompatibilidade, biodegradagdo e baixa
toxicidade, reduzindo as reagdes inflamatorias, imunoldgicas e rejeicdo do enxerto. Neste
seguimento, a biocompatibilidade consiste na capacidade de as células aderirem e migrarem
para a superficie do biomaterial e, ap6s a implantacdo, desencadear o minimo de respostas
inflamatorio e imunoldgico em decorréncia da rejeigdo. J4 a biodegradacdo se refere a
capacidade de estimular as células a produzir sua propria matriz extracelular. Desse modo, a
degradacdo ocorre em conjunto com a formag¢do de tecido, e, gradualmente, vai sendo
substituida por uma nova matriz do tecido interposicionada na regido, a mais proxima da
existente (MOERBECK-FILHO et al., 2019; FERREIRA, 2016; KAWACHI et al., 2000).

Os biomateriais naturais sao comumente chamados de biopolimeros e sdo bastante

utilizados na medicina regenerativa, devido a sua biocompatibilidade, a biodegradagao e a
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baixa toxidade. Os biopolimeros mais promissores sdo: o acido hialurdnico e a quitosana, o
colageno e gelatina. Assim, estudos in vitro apresentaram uma boa sinalizacdo biologica e
adesdo celular. Em complementariedade, experimentos in vivo mostraram serem excelentes
cicatrizantes e epitelizante, além de controlarem as infec¢des no estagio primario, reduzirem
o crescimento de tecido granular e removerem os detritos necroticos que favorecem o
crescimento celular (JACOB et al., 2018; PARK et al, 2017, RAHIMNEJAD;
DERAKHSHANFAR; ZHONG, 2017; SALGADO et al., 2016; BASHA; KUMAR; DOBLE,
2015).

Os compdsitos sdo materiais multifasicos formados a partir da combinacdo de dois
ou mais componentes, que podem ser do tipo polimero-ceramica ou metal-ceramica.
Entretanto, as combina¢des de componentes organicos e inorganicos estdo sendo estudados
como biomaterial aplicavel, principalmente, abordando o conjunto de bioapatitas e colageno
de varias espécies de animais. Assim, os biocompodsitos de coldgeno e hidroxiapatita se
destacam devido as suas caracteristicas serem semelhantes aos dois componentes principais
da matriz ossea: colageno e hidroxiapatita (JACOB et al., 2018; ERMITA et al., 2018; SILVA
et al., 2017; PIRES, BIERHALZ, MORAES, 2015; CHEN et al., 2015).

Com esses fundamentos, ¢ interessante fazer o aproveitamento dos residuos de
pescados como peles e escamas, utilizando-os como matérias-primas, visto que estudos
apontam que o coldgeno e hidroxiapatita derivados de pescado sdo biomimética aos
componentes do tecido 6sseo humano, podendo ser um excelente modelo de estudo para
pesquisa cientifica. O avango da biotecnologia possibilitou a aplicacdo de arcaboucgos de
biocompdsitos de hidroxiapatita e gelatina para diversas aplica¢cdes na medicina regenerativa,
somando-se a isso, o grande interesse do mercado comercial pelos produtos com base no
colageno (LI et al., 2019; NARAYAN et al., 2017, BASHA; KUMAR; DOBLE, 2015;
TANG; SAITO, 2015; RIBEIRO et al., 2014).

2.2.1 Colageno e gelatina

O colageno ¢ um biopolimero natural e considerado a molécula mais aplicada na
construgdo de biomateriais, em virtude da biocompatibilidade e biodegradabilidade, além de
ser um produto de alto valor comercial. Essas macromoléculas sdo encontradas
abundantemente no tecido conjuntivo dos animais, difundidos em peles, ossos, ligamentos,
tenddes e cartilagens, bem como em tecidos intersticiais de diversos animais como oS

bovinos, suinos, caprinos, ovinos, peixes, anfibios, entre outros. Porém, a extracdo do
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colageno de tecidos bovinos e suinos ¢ pouco utilizada, devido a possibilidades de
transmissao de patogenos, alargando, assim, espaco para peixes e frutos do mar (FELICIAN
et al., 2018; KUMAR; RANI, 2017; WANG et al., 2017; BASHA; KUMAR; DOBLE, 2015;
ARANHA; BRAGA, 2011).

O colageno é representado por uma grande familia. Segundo a literatura, existem 29
tipos de colagenos conhecidos, que se diferenciam quanto a composicdo e ao arranjo dos
aminoacidos. A Figura 1 ilustra o colageno tipo I, que € o mais conhecido e abundante,
formado por trés cadeias polipeptidicas: duas cadeias alfa | e uma cadeia alfa Il. Essas cadeias
polipeptidicas sdo formadas por uma sequéncia de aminoacidos, tal como a glicina, prolina e
hidroxiprolina, embora sejam possiveis outros residuos de aminoacidos, em que se arranjam
em uma estrutura tripla helicoidal e com uma extremidade N-terminal e C-terminal (GULICK
etal., 2019; COLE et al.,2018).

Figura 1: Estrutura tripla helicoidal da molecular de coldgeno e seus residuos de

aminoacidos.
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Fonte: adaptado de Cole et al. (2018).

Sendo assim, o coladgeno e a gelatina sdo duas formas diferentes de uma mesma
macromolécula, em que o coldgeno é uma mistura de aminodcidos essenciais e nao-

essenciais, e a gelatina é a forma fracionada e hidrolisada do colageno, que é solGvel em agua.
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No entanto, as propriedades do coladgeno de peixes de aguas doces e marinhas podem possuir
algumas sequéncias de residuos de aminoacidos diferentes, que podem estar relacionadas ao
processo de fabricacdo. Entre os varios residuos de aminoacidos no colageno de Tilapia do
Nilo (Oreochromis niloticus), os mais encontrados sdo: os residuos de Glicina, Prolina e
Hidroxiprolina, que caracteriza ser o colageno tipo | (SONG et al., 2019; LV et al., 2019;
CALDATO; NAVES; ZATTA, 2019; SILVA et al, 2018; OUYANG et al., 2018;
OLIVEIRA et al., 2017; EL-RASHIDY et al., 2015).

A Figura 2 ilustra o processo de biossintese do colageno nos fibroblastos, células de
origem mesodérmica, presentes em grande niimero no tecido conjuntivo e com funcdo de

garantir o reparo, a regeneragao e cicatrizagao.

Figura 2 - Processo de formagao, organizacao e estruturacao da fibra de colageno.
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Fonte: adaptado de Thankam et al. (2018).

O processo de biossintese de todos os tipos de coldgenos ¢ comum para maioria das

espécies, em particular o coldgeno do tipo I, que se inicia no espaco intracelular com a
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transcri¢do do gene no nucleo celular, com o amadurecimento € montagem da tripla hélice no
lumen do reticulo endoplasmatico rugoso (RER). Durante a sintese pos-traducional, ocorrem
varias modificacdes dependentes de acido ascorbico (vitamina C), que atuam como cofator
para a hidroxilacao da prolina e da lisina. Essas cadeias polipeptidicas se arranjam em triplas
hélices, com duas cadeias polipeptidicas alfa I e uma cadeia alfa II, e com seus peptideos
registros nitrogénio N-terminal e C-terminal formando o procolageno. Os procolagenos sdo,
entdo, transportados para o interior do aparelho de Golgi, que ¢ processado e transportado
para membrana plasmatica para ser excretado para o espaco extracelular. No meio
extracelular, ocorre a clivagem dos peptideos registros por enzimas proteinases para originar
as moléculas de coldgeno. Entdo, para a formagao de fibrilas de coldgenos, as moléculas de
colagenos alinham-se lado a lado por meio de ligagcdes cruzadas intra e intermoleculares do
tipo covalente. E seu conjunto compoe as fibras de coldgeno que se organizam em feixes
(THANKAM et al., 2018; LI et al., 2013; SILVA; PENNA, 2012; KAKU; YAMAUCH]I,
2014; GELSE et al., 2003).

Desse modo, o colageno e a gelatina sdo constituidos por um conjunto de aminoacidos
extraidos de diversos animais. A extragdo a partir da pele das espécies de Tilapia do Nilo
(Oreochromis niloticus) é bastante promissora, principalmente para serem aplicados como
barreira protetora de patogenos e reparo de tecido lesado, mostrando ser um excelente
curativo biologico, além de ter sido utilizada na vaginoplastia, reconstru¢do do epitélio
vaginal (DIAS et al,. 2019; MIRANDA; BRANDT, 2019; ALVES et al., 2018; NUNES;
LOPES, 2018). Também, os estudos de Chang e colaboradores (2017) contribuiram com o
achado de B-defensina, um peptideo antimicrobiano, encontrado na pele de Tilapia do Nilo,
que atua como um sistema de defesa do hospedeiro contra patdogeno.

Nesse sentido, a molécula de colageno derivado dos bioresiduos de pescado ¢ bem
comum sere utilizada na alimentacdo humana e animal na forma de 6leos, farinha e ragao.
Além de se destacar nos estudos cientificos pela a biodisponibilidade, biodegradacao,
auséncia de toxicidade, auséncia de divergéncias religiosas, tornando propicip o emprego
desses residuos na foma de biomaterial (LV et al., 2019; OLIVEIRA et al., 2017; GELSE et
al., 2003).

2.2.2 Bio-hidroxiapatita

O tecido 6sseo ¢ um tecido conjuntivo composto de duas partes: uma inorganica e

outra organica. A parte inorganica ¢ constituida de nanocristais de hidroxiapatitas, composta
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de calcio, fosfato, oxigénio e grupos de hidroxilas (Figura 3) definida e representada pela
seguinte formula estequiométrica Caio(PO4)s(OH)>. Neste seguimento, os componentes
inorganicos conferem rigidez e estrutura ao tecido 0sseo, além de atuar como reservatorio
para manter o equilibrio i6nico no corpo vivo. No segmento dos componentes organicos, a
matriz dssea ¢ representada por proteinas, principalmente o coldgeno, que pode variar de
acordo com a idade e o género, conferindo resisténcia a tragdo e ductilidade. Neste contexto,
os esqueletos de pescados e escamas contém fosfato de célcio, colageno, mostrando-se serem
biocompativeis com os componentes da matriz 6ssea humana (KEENAN et al.,, 2019;

ZHANG et al., 2018; REIS et al., 2017; LOPES et al., 2015).

Figura 3: Estrutura cristalina da hidroxiapatita

Fonte: Masseli (2018).

O termo “apatita” refere a uma grande familia de minerais, organizada em
nanocristais de minerais representados por uma formula genérica (M10(Z04)sX2) similar a
formula quimica da hidroxiapatita (Ca10(POs)s(OH)2). Essa estrutura base apresenta as letras
M, Z e X que representa os elementos da estrutura cristalina da hidroxiapatita,
respectivamente, calcio, fosforo e grupos hidroxila, que torna possivel a formagdo de apatitas
por diversos minerais naturais sob diversas condi¢cdes e a aplicacdo desses compostos
inorganicos para a formacao de biomateriais, que t€m como base a unido de uma matriz de
colageno a nanoapatitas (POGREBNJAK et al., 2019; LOPES et al., 2015).

O tecido Osseo saudavel ¢ uma estrutura complexa e capaz de resistir a cargas
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fisiologicas, além da capacidade de se adaptar a novos ambientes por meio da
remodelagdo. No entanto, o tecido 6sseo ¢ vulneravel ao envelhecimento esquelético,
condigdes ambientais, e varias doencas Osseas genéticas ou metabodlicas, que aumentam o
risco de traumas ou afetam a integridade mecanica. Essas doengas incluem osteoporose,
deficiéncia de vitamina D, e outras que afetam diretamente na qualidade estrutural do osso
(NARAYANAN et al., 2016; ZIMMERMANNL; BUSSE; RITCHIE, 2015).

O osso ¢ a unidade basica do sistema esquelético humano, que serve de estrutura e
suporte, além de proteger os 6rgdos vitais e hospedar células hematopoiéticas. Assim, 0 0sso
humano apresenta uma organizagao estrutural através de diferentes escalas de tamanho, desde

as dimensdes macroestrutura até sub-nanoestrutura, conforme apresenta a Figura 4.

Figura 4 - Estrutura hierdrquica da matriz 6ssea humana em vérias escalas de

comprimento.
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Fonte: adaptado de Eliaz e Metoki (2017).

A macroestrutura engloba o osso cortical e esponjoso, que ¢ visivel a olho ni. A
microestrutura e sub-microestrutura integram os canais Havers, Volkmann, Osteons e lamelas,
a nanoestrutura inclui as fibras de colageno como a fase mineral, ¢ a sub-nanoestrutura
compde a estrutura molecular das proteinas organicas, coldgeno e minerais (ELIAZ;

METOKI, 2017).



27

Nesse contexto, a utilizacdo de biomateriais com base em hidroxiapatita € bem comum
em implantes biomédicos e bastante investigada no campo clinico, em que os biomateriais
podem estar na forma de arcaboucos, geis, pos, pastas e membranas. Assim, a sua utilizacdo
deve-se pela biosemelhanga aos componentes de hidroxiapatita do tecido 6sseo humano, que
mostram ser biocompativel, biodegradavel, osteocondutora, osteoindutora, bioativos e com
poucas reacfes imunoldgicas ou inflamatdrias, aléem de promover a proliferacdo de células do
tipo osteoblastos quando aplicado em tecido 6sseo (SOUSA et al., 2016; LOPES et al., 2015).

Os residuos de peixes como as escamas se apresentam como fonte de colageno e
hidroxiapatita, por possuir uma alta concentracdo de calcio, fosforo e outros minerais
essenciais para remodelacdo 6ssea (MEAZZA, 2019; WANG et al., 2019; MELLO, 2017). Os
estudos de Jeong et al. (2019), os ions célcio e fosfato estimulam a formagdao de minerais
Osseos que influenciam na formacdo e crescimento dos tecidos, principalmente, na
regeneragdo Ossea. Além disso, trabalhos cientificos que estudaram os residuos de peixes
mostraram possuir propriedades fisico-quimicas semelhantes e adequadas a matriz dsseo-
humana, exibindo biocompatibilidade com a fase inorgdnica dos tecidos calcificados,
auséncia de toxidade e reacdes imunogénicas, além de conferir uma boa adesao, proliferacao e
diferenciagdo celular. Assim, permite ser um bom candidato como um biomaterial a ser
investigado como xenoenxerto (PAL et al., 2017; PON-ON et al., 2016; EL-RASHIDY et al.,
2015).

2.3 Biodegradacio e biocompatibilidade

A grande variedade de biomateriais permite, cada vez mais, a aplicacdo em diversas
situagdes na engenharia de tecidos e na medicina. A biocompatibilidade e a biodegradagao sao
duas caracteristicas mais procuradas nos arcabougos ou dispositivos implantados, em que sao
comprovados em estudos in vivo, por meio da interagdo hospedeiro-material
(YAZDIMAMAGHANI et al., 2017; ASGHARI et al., 2017).

A biocompatibilidade dos biomateriais, por defini¢do, consiste na capacidade das
células aderirem e migrarem para a superficie do biomaterial sem desencadear respostas
toxicas, imunogénicas, trombogénicas, carcinogénicas e irritacao local ou sistémica. Contudo,
¢ importante destacar que a chave para o entendimento da biocompatibilidade também
consiste na determinagdo dos mecanismos fisico-quimicos, bioquimicos, fisioldgicos, dentre
outros que atuam na interacdo entre os tecidos do corpo e os arcabougos ou dispositivos

r

implantados. Assim, a biocompatibilidade ¢ influenciada pelas caracteristicas do material,
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pelas respostas da interagdo organismo-material, como pelo local implantado (MOERBECK-
FILHO et al., 2019; WILLIAMS, 2008).

A biodegradagdo ¢ descrita como aqueles materiais biodegradéaveis, isto ¢, podem
degradar progressivamente no corpo de um organismo vivo até a completa dissolug¢ao pelos
tecidos circulantes, enquanto completam a regeneracdo dos tecidos sem liberar residuos
toxicos no local ou no sistema (ZHU et al., 2019).

Nesse contexto, todas as caracteristicas da biocompatibilidade e biodegradagao do
biomaterial influenciam no processo inflamatorio, que sdo detectados a partir de uma analise
histolégica, por meio da observacdo das reagdes celulares, de neovascularizacao
e encapsulamento, e assim determinar o padrdo inflamatério induzido. Além disso, os
arcaboucos devem ser capazes de fornecer suporte mecanico apropriado e mostrar
propriedades de superficie favoraveis a regeneragcdao de tecidos moles e duros (ASGHARI et
al., 2017; AL-MAAWI et al., 2017, TESFAMARIAM, 2016).

Apods a implantagdo, ocorrem complexas respostas bioldgicas de imediato: reagdes
celulares que incluem células mononucleares, polimorfonucleares e reacao de corpo estranho
baseada na presenca adicional de células gigantes multinucleadas. E essas respostas requerem
a participagao do sistema imunologico inato e adaptativa (AL-MAAWTI et al., 2017).

Diversos estudos apontam arcaboucos baseados na combinacdo de coldgeno-
hidroxiapatita derivado de animais, possuindo as caracteristicas de biocompatibilidade e
biodegradacao em resposta a células mononucleares, polimorfonucleares e células gigantes,
porém esses arcabougos diferenciam apenas na composi¢do bioquimica dos colagenos, que
resultam na alta capacidade de diferenciacdo e proliferacdo tecidual ao longo dos tempos
observados (SALGADO et al., 2016; ELANGO et al., 2016; RAHMANIAN-SCHWARZ et
al., 2014).

A Figura 5 mostra a resposta tecidual apos o implante de biomateriais a base de
colageno derivado de suinos, que obtiveram reacdo fisiologica de células mononucleares,

polimorfonucleares e células gigantes multinucleadas.


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/implantation
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Figura 5: ITlustragcdo das reacdes celulares aos biomateriais a base de coldgeno de suinos em
modelo de implantacdo subcutdnea em um periodo de 60 dias. A- Reagdo caracterizada
por células mononucleares e polimorfonucleares. B- Reacao caracterizada por células gigantes

multinucleadas.

Fonte: adaptado de Al-Maawi et al, (2017).

Os estudos com os biomateriais buscam suportes ideais e uma questdo importante
desses suportes ¢ a fabricacdo normalizada na ISO 10993-6 (International Standards
Organization) que determina diretrizes de cada biomaterial ou dispositivos médicos
implantaveis, como a sele¢do de teses experimentais para verificagdo da biocompatibildade e
biodegradacdo de acordo com a espécie de animal estudada, além de avaliar as respostas

inflamatorias e reparativas (ISO, 2007).

2.4 Dinamica do processo inflamatorio

Todos os tipos de biomateriais implantados in vivo usados por diferentes periodos de
tempo induzem respostas celulares e teciduais (CHRISTO et al., 2015; SHEIKH et al., 2015).

A implantacdo de qualquer biomaterial consiste na lesdo e na interagdo entre o
hospedeiro-biomaterial, seguido de uma série de respostas celulares, coletivamente chamada de
resposta a um corpo estranho, que visa a eliminar ou isolar o material estranho implantado no
sistema do hospedeiro. Desse modo, a propria técnica de implantagdo acompanha injuria, por
meio da ruptura de vasos ou capilares e tecidos, que desencadeia fendmenos de hemostasia,
inflamacdo e reparativos proveniente da corrente sanguinea para o local do implante, que

envolve uma cascata de reagdes de diferentes tipos de células (CARLO et al., 2007;


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/implantation
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sheikh%20Z%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28793529
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ANDERSON, 2001).

O mecanismo de hemostasia ¢ a fase inicial, que ocorre dentro de segundos ou
minutos apos a injuria tecidual que acarreta mudangas no fluxo, calibre e permeabilidade dos
vasos sanguineos, onde um fluido de proteinas e células sanguineas sai do sistema vascular
para o tecido danificado por um processo chamado de exsudagdo, além de determinar o
recrutamento de células inflamatodrias. Por meio desse fendmeno, conseguem-se a ativagao de
uma cascata de eventos de coagulacao, células do complemento e plaquetas, em que, os
agregados de plaquetas sofrem degranulagdo e liberam citocinas e quimiocinas, atraindo,
assim, neutréfilos e macrofagos, além de modular a atividade das células imunes em resposta a
lesio. Ao mesmo tempo, as proteinas séricas adsorvem a superficie do biomaterial,
desenvolvendo uma matriz provisoria. E, a partir dessa matriz, liberam componentes
quimiotaticos da inflamacdo para o processo de reorganizagdo e reparo, por meio do
recrutamento de células pro e anti-inflamatorias, e de fibroblastos para o local da lesdo
(ZHOU; GROTH 2018; VISHWAKARMA et al., 2016; KIM;CHEN; LIU, 2016;
ANDERSON; RODRIGUEZ; CHANG, 2008).

Apo6s a hemostasia, ocorre o inicio imediato a resposta inflamatoria aguda
caracterizada pelo exsudato de proteinas e de plasma que levam a formagdo de edema e a
emigracao de leucéceitos (ZHOU;GROTH, 2018).

Na inflamacdo aguda, h4 o recrutamento de neutréfilos e macréfagos. Os macrofagos, ao
aderirem aos biomateriais, sdo chamados de M1, que sdo grandes liberadores de citocinas,
quimiocinas, fator de necrose tumoral (TNF-a), interleucinas (IL-6, IL-1f, IL-8) entre outras
moléculas de sinalizacdo, que controlam diversas respostas teciduais e imunologicas, além de
remover células mortas e restos de tecido resultantes da incisdo cirurgica. Quando os M1 tém
uma resposta frustrada, transformam-se em M2, que secretam citocinas, anti-inflamatodrias
(como a IL-10) e fatores de crescimento. Com a sua capacidade de degradacdo reduzida,
atinge a atividade de remodelagdo tecidual, que induz a migragdo e a proliferagdo de
fibroblastos para a regeneracdo tecidual ou cicatrizagdo. Esses fatores devem-se quando os
macrofagos adotam um espectro fendtipo de acordo com o microambiente. Assim, 0s
macrofagos possuem dois subtipos diferentes quando ativados fenotipicamente: células pro-
inflamatdrias (M1) e células anti-inflamatoérias ou reguladora (M2). Essa variagdo de ativacao
dos macrofagos ¢ uma estratégia para modular as respostas do sistema imune nos locais do
implantado (ZHOU; GROTH, 2018; AL-MAAWI et al, 2017; KIM; CHEN; LIU, 2016;
CHRISTO et al., 2015).


https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=Zhou%2C+Guoying
https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=Groth%2C+Thomas
https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=Zhou%2C+Guoying
https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=Groth%2C+Thomas
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A Figura 6 ilustra a absor¢do ao biomaterial, como a inflamacdo aguda, cronica e

encapsulagao fibrotico.

Figura 6- Respostas da interacao hospedeiro-biomaterial pds-implantagao.
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Fonte: adaptado de Zhou e Groth (2018).

A inflamacdo cronica segue a fase aguda frustrada, que ¢ marcada pela presenca de
cé¢lulas mononucleares, incluindo macrofagos e linfocitos. Assim, com os eventos sobrepostos
da troca fenotipica de M1 para M2 frustrados, resultam na fusdo da membrana macrofagica
para formar as células gigantes de corpo estranho na superficie do biomaterial, na tentativa de
aumentar sua funcionalidade fagocitaria, além da capacidade de os macrofagos adaptarem a
fungdes de regulagao imunitaria (MARIANI et al., 2019; CHRISTO et al., 2015; KWEE;
MOONEY, 2015).

A combinacdo de células inflamatdrias com as células imunes resulta na liberagdo de
fatores pro-fibrogénicos, fatores de angiogénese e fatores de crescimento por varias vias, que
favorece a criagdo de tecido, regeneragdo de células epiteliais e formac¢ao de novos vasos
sanguineos a partir dos pré-existentes. Além disso, quando o biomaterial ndo ¢ biodegradavel,

ha o direciona para isolar, por meio da atracdo de fibroblastos ativos que depositam colageno
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na tentativa de reparar o tecido danificado na formacao da cépsula fibrosa, porém a secrecao
excessiva produz um resultado final indesejavel que esta associadao ao comprometimento da
funcdo do implante (MUKHERIJEE et al., 2019; MARIANI et al., 2019; KWEE; MOONEY,
2015).

Os materiais biodegradaveis ap6s um periodo de tempo sdo absorvidos e os seus
produtos resultantes sdo atdxicos num organismo vivo. Estas caracteristicas sdo considerados
como indicadores de biodegradacao, diferentemente dos nao biodegradaveis que
desencadeiam respostas ao corpo estranho ligado na formagdo da capsula fibrosa, que
circunda o implante e os seus produtos resultantes sdo atoxicos, sdo considerados como
indicadores de biocompatibilidade (BADYLAK, 2015; MAIA et al, 2010; ANDERSON;
RODRIGUEZ; CHANG, 2008).
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3 JUSTIFICATIVA

Fontes naturais xendgenas de hidroxiapatita sdo buscadas para fins biotecnologicos,
mais comumente de bovino, suino ou avicola. Considerando que a fonte piscicola ainda ¢
incipiente nessa obtencdo e o cultivo de tilapia ¢ a quarta maior do mundo, havendo grande
potencial de exploracao cientifica dessa procedéncia, segundo Castro-Silva et al. (2018).
Conforme Gomes (2019), um biomaterial compoésito, que conjugasse as propriedades
organica do coldgeno e mineral da apatita bioldgica, poderia ser mais vantajoso para o
desenvolvimento de membranas para regeneracdo tecidual guiada ou regeneracdo Ossea
guiada.

A pele de Tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) ¢ biomimética a pele humana,
devido a presenca de colageno tipo I, conforme Alves et al. (2015) e coladgeno tipo III
conforme Alves et al. (2018), o que sugere aplicabilidade na regeneracdo clinica de tecidos
moles lesados. Lima-Junior et al. (2017) estudaram a pele de Tiladpia do Nilo (Oreochromis
niloticus) como biocurativos de queimaduras em ratos que obtiveram boa aderéncia e um
rapido processo cicatricial. Miranda e Brandt (2019) confirmaram a exceléncia desses
biocurativos em humanos, mostrando ser um 6timo reepitelizante em menor periodo de
tempo, que oferece uma melhor qualidade de vida aos pacientes e reduz os gastos publicos,
diferentemente do tratamento convencional que acarreta sofrimento e elevados gastos.
Recentemente tem-se investigado a neovaginoplastia com a construcao de todas as camadas
epiteliais, celulares e vasos sanguineos propria da regido genital em 180 dias (DIAS et al.,
2019; BEZERRA et al., 2018).

Para garantir a eficacia de um novo biomaterial, devem ocorrer testes pré-clinicos de
seguranca biologica para descartar possivel toxicidade (BITTENCOURT et al., 2014). Assim,
a norma ISO 10993-6 trata dos testes bioldgicos in vivo para caracterizagdo da
biocompatibilidade de dispositivos médicos implantaveis que inclui os critérios inflamatorios
e de reparo. Nesse sentido, espera-se que o xenoenxerto de subprodutos da O. niloticus
contribua com o avangco dos biomateriais nacionais, possuindo eficacia ou auséncia de
toxicidade. Com base nos resultados esperados, a parceria UFC-EMBRAPA vislumbra
geracdo de patentes, transferéncia da tecnologia para larga escala de produgdo e minimizagao

do impacto ambiental da indistria piscicola no Ceara.
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4 OBJETIVOS
4.1 Objetivo Geral
Analisar as respostas bioldgicas dos trés biocompositos de gelatina e hidroxiapatita de
Tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) na forma de barreiras de membranas de regeneragédo
6ssea guiada implantadas em tecido subcutaneo de camundongos.
4.2 Objetivos Especificos
e Avaliar a biocompatibilidade (fenomenos inflamatérios e de reparo) dos

biocompositos de gelatina e hidroxiapatita segundo a norma 1SO 10993-6 (2007).

e Avaliar a biodegradabilidade dos biocompositos de gelatina e hidroxiapatita.
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RESUMO
A industria da piscicultura brasileira gera subprodutos que permitem a extracdo de gelatina do
colageno e hidroxiapatita. O objetivo desta pesquisa foi analisar a biocompatibilidade e
biodegradacdo de biocompdsitos extraidos de O. niloticus. Os biocompositos possuem
diferentes concentragdes de gelatina (G) e hidroxiapatita (HA):60%G:40%HA(G1),
70%G:30%HA(G2) ¢ 80%G:20%HA(G3). A fase pré-clinica utilizou 30 camundongos,
machos (30g), 15 submetidos a enxertia subcutdnea com G1, G2 e G3 e 15 para enxertia da
membrana coldgeno comercial(C+) ou cirurgia sem enxerto(C—). Necropsias dos tecidos
subcutaneos em 1, 3 e 9 semanas foram processadas e incluidas em parafina. Cortes
histolégicos permitiram analise semiquantitativa por pontuacdes de critérios inflamatorios
(neutrdfilos, linfécitos, macréfagos, células gigantes multinucleadas) e de reparo
(neovascularizagao e tecido conjuntivo) conforme a norma ISO 10993-6, bem como a
integridade de biocompositos. A analise estatistica dos dados ndo paramétricos foi realizada
pelo teste de Kruskal-Wallis e pos-teste de Dunn, com p<0,05. Como resultados, G1 foi pouco
irritante até¢ 9 semanas, enquanto G2 e G3 foram pouco irritantes at¢ 3 semanas € nao
irritantes em 9 semanas, similares ao C+. Em1 e 9 semanas, todos os grupos apresentaram
uma reducdo do processo inflamatorio, porém com persisténcia de células gigantes maior em
G3. A neovascularizagao e tecido conjuntivo foram crescentes em 1, 3 ¢ 9 semanas ¢ a
integridade dos biomateriais diminuiu até 9 semanas. Todos os materiais de O. niloticus foram
biocompativeis e parcialmente biodegraddveis, que apresentam um potencial para ser aplicado

como membranas de regeneragdo Ossea guiada.

Palavras-chave: Colageno. Materiais. Biocompativeis. Tela subcutanea.
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ABSTRACT
The Brazilian fish farming industry generates by-products that allow the extraction of
collagen gelatin and hydroxyapatite. The objective of this research was to analyze the
biocompatibility and biodegradation of biocomposites extracted from O. niloticus.
Biocomposites have different concentrations of gelatin (G) and hydroxyapatite
(HA):60%G:40%HA(G1), 70%G:30%HA(G2) ¢ 80%G:20%HA(G3). The pre-clinical phase
used 30 mice, males (30g), 15 undergoing subcutaneous grafting with G1, G2 e G3 and 15 for
commercial collagen membrane grafting (C+) or non-graft surgery (C—). Necropsies of
subcutaneous tissues in 1, 3 e 9 weeks were processed and embedded in paraffin. Histological
sections allowed semiquantitative analysis by scores of inflammatory criteria (neutrophils,
lymphocytes, macrophages, multinucleated giant cells) and repair (neovascularization and
connective tissue) according to the norm ISO 10993-6, as well as the integrity of
biocomposites. Statistical analysis of nonparametric data was performed using the Kruskal-
Wallis test and Dunn's post-test, with p<0.05. As results, G1 it was little irritating up to 9
weeks, while G2 and G3 were mildly irritating for up to 3 weeks and non-irritating for 9
weeks, similar to C+. In 1 and 9 weeks, all groups showed a reduction in the inflammatory
process, but with persistence of giant cells greater in G3. Neovascularization and connective
tissue increased in 1, 3 and 9 weeks and integrity of biomaterials decreased until 9 weeks. All
O. niloticus materials were biocompatible and partially biodegradable, which have the

potential to be applied as guided bone regeneration membranes.

Key words: Collagen. Durapatite. Biocompatible materials. Subcutaneous Tissue.
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INTRODUCAO

Williams [1] definiu biomaterial como uma ou mais substancias em combinagao, de
origem natural ou sintética, usado durante qualquer tempo, para substituir parcial ou
integralmente tecidos, 6rgdos ou funcgdes corporais. H4 uma gama de biomateriais, com
grande variagdo quanto a sua composicao, dimensdo, estrutura, origem e aplicagdes [2]. O uso
de biomateriais em humanos remonta ha séculos, mas com os adventos biotecnologicos, a
partir da segunda metade do século XX, houve aceleracao de inovagdes e do desenvolvimento
de novos produtos, biocompativeis e biodegradaveis para uso clinico, oferecendo maior
qualidade de vida [3].

Membranas e enxertos para a regeneracdo 0ssea guiada sdo alternativas promissoras
capazes de auxiliar na recupera¢do morfofuncional do tecido lesado, em Ortopedia e Cirurgia
Oral [4]. A procedéncia natural humana, incluindo autégena ou aldgena, tem dado lugar a
xenogena, em razao da maior disponibilidade e comercialidade, bem como a aloplastica, por
dispensar um doador [4, 5]. Dentre os biomateriais mais estudados na literatura, os
compositos podem ser do tipo polimero-ceramica ou metal-ceramica. Combinagdes organicas
e inorganicas sao investigadas para a regeneracdo do tecido 0Osseo, incluindo o favoravel
biomimetismo e sinergismo de apatita e colageno naturais de varias espécies animais, como
bovinos, suinos e avicolas [6, 7].

O crescimento da industria piscicola e da producdo mundial de Oreochromis niloticus
geram subprodutos como pele e escamas [8, 9]. O possivel aproveitamento desses
subprodutos como matéria-prima para extracdo de biomateriais compositos seria util na
perspectiva da sustentabilidade global [8]. Dentre os subprodutos, a pele e as escamas dos
peixes apresentam componentes biomiméticos ao do corpo humano [8]. A partir da pele de O.
niloticus ¢ feita a extracdo da gelatina, que possui colageno tipo I [10, 11]. As escamas sao
fonte de colageno, hidroxiapatita e possuem uma alta concentracao de calcio e fosfato [8].
Essa combinag@o, na forma de arcabougos teciduais pode ser bom eleito na formagdo de um
biomaterial aplicavel a regeneracdo o6ssea [8, 9, 10, 11].

A biocompatibilidade de materiais pode ser influenciada por suas caracteristicas
intrinsecas, pela interagdo com o organismo e pelo local de implante, sendo esperado que nao
haja a liberacdo de substancias toxicas locais ou sist€émicas que elicitem um processo
inflamatorio exuberante, mas sim, haja o favorecimento do reparo in situ [12, 13, 14]. Apds o
implante de um material biocompativel, ha previsao de resposta imune inata e adaptativa, com
progressao de decréscimo da densidade de neutréfilos, linfocitos, macréfagos e, mais

tardiamente, de células gigantes multinucleares, intimamente associadas a sua biodegradacao



39

[13].

Os materiais biodegradaveis, quando implantados em um organismo vivo, perdem sua
integridade progressivamente até¢ a completa reabsor¢do pelos tecidos circulantes [12].
Biomateriais usados em regeneragdo dssea devem ser capazes de fornecer suporte mecanico
apropriado e mostrar propriedades de superficie favoraveis para a regeneracdo de tecidos
moles e duros, sendo um desafio para pesquisadores modularem a aceleracao da
biodegradacao [12, 13, 14].

O uso de sistemas bioldgicos internacionalmente normalizados pela 1ISO 10993-6 é
fundamental para garantir a confianga e reprodutibilidade dos testes de novos biomateriais
[15] O tecido subscutaneo de camundongos constitui um modelo experimental adequado,
tanto pelos aspectos logisticos de acesso cirurgico e manutencdo dos espécimes quanto pela
genética, incluindo sua biologia bem conhecida e a similaridade com o genoma humano [16].

Assim, o objetivo deste trabalho foi realizar a analise da biocompatibilidade e
biodegradabillidade de trés biocompositos de gelatina e hidroxiapatita de O. niloticus in vivo

na forma de barreiras de membrana para regeneracdo 0ssea guiada.

MATERIAIS E METODOS

Aspectos ético-legais

O acesso a matéria-prima natural proveniente de amostras de tilapia, espécie aquatica
introduzida no territorio nacional, ndo se aplicou a lei da biodiversidade brasileira e estd em
conformidade com as regulamentac@es nacionais gerenciadas pelo Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento e Sistema Nacional de Gestdo do Patriménio Genético e do
Conhecimento Tradicional Associado (ANEXO B). Este estudo foi realizado de acordo com o
procedimento descrito na ISO 10993-6 [15] e foi aprovado pela Comissdo de Etica em Uso
Animal (CEUA) da Universidade Federal do Ceard, Sobral, Ceard, sob registro de n° 01/19
(ANEXO C).

Material teste

Os biocompositos foram obtidos de peles e escamas de Oreochromis niloticus,
provenientes de um frigorifico de filetagem de pescado. O processamento das amostras
incluiu a geragdo de trés distintas formulagdes ou grupos: Gl (60% de gelatina:40% de
hidroxiapatita), G2 (70% de gelatina:30% de hidroxiapatita) e G3 (80% de gelatina:20% de

hidroxiapatita). As amostras sofreram reticulagdo com 1% de riboflavina, liofilizacdo e
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padronizagdo em formato quadrangular (10 mm?), com espessura de 2mm.

A caracterizacdo fisico-quimica prévia dos trés biocompoésitos incluiu as analises
Termogravimétrica e sua derivada (TGA/DTG), de Calorimetria Diferencial de Varredura
(DSC), de Microscopia eletronica de varredura (MEV), de Espectroscopia de Infravemelho
com transformada de Fourier (FTIR) e de Difracdo de Raio-X (DRX), confirmando pelos
testes, em sintese, que os materiais: apresentaram boa estabilidade térmica em temperaturas
menores que 175°.C (considerando perda de agua e degradacao proteica); morfologia rugosa e
ondulada, com poucas estruturas lamelares; bandas ou grupos organicos compativeis com
amidas A e B (gelatina), amida I, II e III (ligagdes peptidicas, com deformacdo); e picos de
estrutura mineral/triplete compativel com hidroxiapatita, mais perceptiveis de acordo com as
concentragdes formuladas [17].

Toda a fase de fabricacdo e caracterizacdo fisico-quimica dos materiais-testes foi
realizada no Centro Nacional de Pesquisa de Agroindustria Tropical da Empresa Brasileira de
Pesquisa Agropecudria (CNPAT/EMBRAPA, UFC, Campus do Pici, Fortaleza, CE, Brasil).

Sob o aspecto da biosseguranga, todos os materiais-teste € controle passaram por
procedimento de esterilizacdo a frio, dispostos em placas de 24 pogos dentro de cabine de
seguranga biologica (Pachane, EUA) com luz ultravioleta, por um periodo de 30 minutos,
permanecendo selados com Parafilm M® (Bemis NA, EUA) até o momento de sua aplicagio
nas cirurgias. Todo o instrumental cirurgico utilizado nas cirurgias passou por esteriliza¢dao

por calor imido e pressdo (autoclave a 121°C, 1 ATM, ciclo de 15 minutos).

Animais

Para a caracterizagdo in vivo, os animais foram alojados em um ambiente laboratorial
com temperatura e ventilagdo controlada, ciclos de claro/escuro de 12h cada, supridos de dgua
e racao peletada ad libitum, e monitorados diariamente pela pesquisadora responsavel.

Foram adotados os principios dos 3R — (Reducdo, Refinamento e Substituicdo) para
minimizar o uso de espécimes, salvaguardando o bem-estar animal [18]. Trinta camundongos
saudaveis, Mus musculus, raga Swiss, albinos, machos adultos, com peso de 30g, foram
divididos aleatoriamente em grupos de 5 animais por condi¢do experimental (1, 3 ¢ 9
semanas). Quinze animais foram utilizados para os grupos testes G1, G2 e G3 e quinze
animais foram utilizados para os grupos controle positivo (C+: membrana de coldgeno bovino
LuminaCoat Double Time, Criteria Ltda®, SP, Brasil) e negativo (C-: bolsa subdérmica sem

enxertia, preenchida com o proprio coagulo sanguineo da cirurgia).
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Cirurgia ectépica em tecido subcutineo

Os animais foram anestesiados com uma solu¢do injetdvel de quetamina a 10%
(Dopalen®, Sespo Industria e Comércio Ltda, Paulinia, SP, Brasil) na dose de 100mg/kg e
xilazina a 2% (Anasedan®, Sespo Industria e Comércio Ltda, Paulinia, SP, Brasil) na dose de
12 mg/kg, via intramuscular no musculo quadriceps de cada espécime. Cada animal foi
colocado sobre um campo estéril para a tricotomizacdo da regido tronco-dorsal com uma
lamina de bisturi n° 20 e recebeu antissepsia da area a sofrer cirurgia com solugdo de
clorexidina aquosa a 0,5%. Foram realizadas incisdes lineares de 1 cm com cabo de bisturi
Bard n° 3 e lamina de bisturi n° 15, seguidas das respectivas divulsdes de tecido com tesoura
de ponta romba para a formacdo de bolsas subdérmicas. Uma vez acessados os leitos
subcutineos, em drea criada compativel a 10 mm?, foram realizados os enxertos dos
materiais-teste ou C+, sendo deixado o C- sem enxertia (APENDICE A). Apos as cirurgias, a
etapa final de sintese dos tecidos foi realizada por suturas simples com fio de nylon 4-0, com
o auxilio de uma pinga anatdmica dente de rato e porta agulha de Mayo (APENDICE B).

A Figura 1 demonstra o aspecto dos hidrogéis liofilizados dos trés grupos

experimentais (A) e do implante de amostra no leito subcutaneo de camundongo (B).

Fig. 1. (A) Os trés biocompositos: G1, G2 e G3. (B) Implante subcutineo de amostra em subcutineo de

camundongos.
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Apés as cirurgias, todos os animais foram supervisionados at¢ o momento da

eutanasia.

Eutanasia e processamento histologico

Os animais foram sacrificados por uma sobredose da solucdo anestésica, via
intraperitoneal, tiveram a regido tronco-dorsal tricotomizada e foi realizada a imediata
necropsia excisional da area compativel com cada cirurgia. As necrépsias foram fixadas em
solugdo de formol tamponado 4%, pH 7,0, por 48 h (APENDICE C). As carcagas foram
descartadas em saco plastico de risco bioldgico e armazenadas em um freezer vertical para
posterior serem coletadas pelos responsaveis da institui¢do de ensino para incineragao. Apos a
fixagdo, as necropsias foram clivadas, descalcificadas com uma solugdo acida descalcificante
rapida (Allkimia, Rio de janeiro, RJ, Brasil) por 12 h, lavadas em agua corrente por lh,
desidratadas em banhos crescentes de etanol, banhadas em xilol, impregnadas e incluidas em
parafina. As amostras emblocadas em parafina foram microtomizadas em cortes com 4um de

espessura e coradas em Hematoxilina-Eosina (HE).

Analise histopatologica

Para a biocompatibilidade e biodegradacdo, foi realizada uma analise descritiva e
semiquantitativa. As laminas histoldgicas foram examinadas com a supervisdo de um
patologista experiente. Cinco imagens de cada amostra foram capturadas em campos
adjacentes e ndo sobrepostos em camera fotografica do iPhone 6S, zoom digital de 4x,
acoplada através de um CitoHelper (Hoyvin-mayvin Instrumento Optico Co., Ltd, China) a
microscopio de luz (Leica Microsystems Wetzla GMBH, Alemanha), objetiva de 40x,
perfazendo uma magnificacdo final de 1600x.

Para andlise descritiva, as melhores laminas de cada grupo experimental foram
selecionadas e descritas morfologicamente, para representacdo dos eventos observados.

A anélise semiquantitativa de biocompatibilidade adotou os critérios recomendados
pela norma da ISO 10993-6 (2007) (Anexo E). A norma avalia os critérios inflamatdrios e
reparativos, em pontuac@es de 0 a 4, gerando a partir desses critérios um sistema numérico
capaz de determinar o padrdo de irritacdo. Para isso, o padrdo de irritagdo utilizou trés
equac0es: (1) equacdo do padrdo de inflamatdrio (1,); (2) equacdo do padrao de reparo (R,);

(3) equacao do score total de irritacdo.
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n

(2(N+L+M+C)>
L, =2
(1)
Onde, 1,= padrdo de inflamacdo; o subindice x corresponde aos grupos teste (t) ou
controle (c); N = mediana do score dos neutr6filos por animal; L = mediana do score dos
linfécitos por animal; ¥ = mediana do score dos macrofagos por animal; ¢ = mediana do

score de celulas gigantes por animal, e n quantidade de animais por grupo.

_X(A+F)
==

R, (2)

O R, representa o padrdo de reparo; o subindice x corresponde aos grupos teste (t) ou
controle (c); A = mediana do score de neovascularizacdo por animal; F = mediana do score

de fibrose por animal, e n quantidade de animal por grupo.
S = (It + Rt) — (¢ + R¢) (3)
O S= Score total de irritagcdo; I,= padrdo de inflamacéo dos grupos teste; R; = padrdo
de reparo do grupo teste; I, = padrdo de inflamacéo do grupo controle; R, = padréo de reparo

do grupo controle.

Ap0s os calculos gerais, a norma ISO 10993-6 adota o controle negativo como padrao
para os demais grupos, por meio da subtracdo. Logo, seu padrao de irritagdo ¢ pontuado como
zero ¢ as condigdes experimentais seguem os seguintes padroes: nao irritante (0,029); pouco
irritante (3,0-8,9); moderadamente irritante (9,0-15,0); ou severamente irritante (>15).

A andlise semiquantitativa de biodegradabilidade explorou a integridade dos materiais

enxertados, em pontuagdo de 0 a 4.

Analise estatistica

Todos os dados brutos foram tabulados em planilha Excel (Microsoft Office, EUA) e,
posteriormente, analisados estatisticamente pelo GraphPad InStat 3.10 (GraphPad Software,
EUA), para as comparagdes intragrupos e intergrupos. Para os dados nao paramétricos, foi
aplicado o teste de Kruskal-Wallis e pds-teste de Dunn, com grau de significancia de 5%

(p<0,05).

RESULTADOS

Analise descritiva

A figura 2 mostra os efeitos biologicos da biocompatibilidade e biodegradacao apds o
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implante dos grupos G1, G2, G3, C+ e C-, em 1, 3 e 9 semanas, de acordo com os critérios
estabelecidos pela ISO 10993-6: 2007 / Parte 6 / Anexo E.

Em uma semana (figura 2), foi observado um intenso infiltrado inflamatério nos
grupos experimentais e leve nos grupos controles. Nesse periodo, os grupos G1, G2, G3
apresentaram um intenso infiltrado inflamatério misto (células mononucleares e
polimorfonucleares), com uma discreta neovasculariza¢do, com uma rara presenca de células
gigantes e presenca de tecido conjuntivo frouxo. Para os aspectos de biodegradacéo,
observou-se uma integridade moderada dos enxertos.

Apo6s 3 semanas (figura 2), notou-se um leve infiltrado inflamatério misto e uma
presenca moderada de células gigantes para os grupos G1, G2, G3 e C+. Para 0 grupo
C- verificou-se um leve infiltrado inflamatorio de células do tipo mononucleares e auséncia de
células gigantes. Em relacdo as respostas de reparo, foi verificada uma discreta presenca de
neovascularizagdo e de tecido conjuntivo denso. Nesse periodo, os biocompositos testes
implantados (G1, G2 e G3) sofreram uma leve reducdo do seu tamanho inicial.

Em 9 semanas (figura 2), observou-se uma auséncia de células inflamatérias do tipo
mononucleares e polimorfonucleares para todos 0s grupos, porem com persisténcia de células
gigantes Nos grupos experimentais testes. Nesse periodo, para as respostas de reparo,
verificou-se uma discreta presenga de neovascularizagdo e um aumento de tecido conjuntivo
denso para o0s materiais-testes e controles. Em relacdo a biodegradacdo, verificou-se o

continuo processo de redugé@o do seu tamanho inicial, considerado parcialmente degradado.
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1 semana 3 semanas 9 semanas

-

Fig. 2. Fotomicrografia de G1, G2, G3, C+ e C- implantado em tecido subcutdneo de camundongos em 1, 3, 9
semanas. *Material implantado. Barra de escala: 20pm. Coloragdo: Hematoxilina-Eosina, Aumento: 1600x.

Barra de escala: 20pm.
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Analise de biocompatibilidade pela norma ISO 10993-6

A andlise semiquantitativa dos critérios inflamatorios avaliou as pontuacdes dos
neutréfilos, linfécitos, macrofagos e células gigantes do tipo corpo estranho, enquanto a
analise dos critérios reparativos avaliou angiogénese ou neovascularizagdo e tecido conjuntivo
ou fibrose (APENDICES D, E ¢ F) baseado na ISO 10993-6 para os grupos G1, G2, G3 e C+,
onde o C- serviu de parametro para os demais grupos, em 1, 3 e 9 semanas pos-enxerto.

A biocompatibilidade em 1 semana foi classificada como pouco irritante para os
grupos G1, G2 e G3, diferentemente do C+, ndo irritante. Em 3 semanas, todos os grupos
testes incluindo o C+ foram classificados como pouco irritantes. Em 9 semanas, os grupos G2
e G3 foram semelhantes ao C+, ndo irritante. Ainda em 9 semanas, o grupo Gl foi
classificado como pouco irritante e C+, ndo irritante. Para andlise intragrupo, o G1 foi pouco

irritante em todos os tempos experimentais ¢ G2 e G3 nao irritante, em 9 semanas (Tabela 1).

Tabela 1: Anélise semiquantitativa do padrdo de irritagdo de G1, G2, G3 e C+ em modelo

subcutaneo, nos trés tempos experimentais segundos a ISO 10993-6 (2007).

Pontuacdes por tempo experimental

Gl G2 G3 C+
I SEMANA Poucogi,rgritante Pouco6ifritante Pouco6i’r8ritante Nao ir(iitante
3 SEMANAS Pouc07i’r6ritante Poucosi’rzritante Pouc04i’fritante Poucosi,rzritante
9 SEMANAS Pouco ?rritante Nio izr’rzitante Nio i2r}6itante Nao irOritante

Legenda: 60%G:40%HA(G1);70%G:30%HA(G2);80%G:20%HA;C+(Membrana de coldgeno bovino). O
C- serviu de padrdo para os demais grupos. Padrdo de irritagdo ISO 10993-6: ndo irritante (0,029); pouco

irritante (3,0-8,9); moderadamente irritante (9,0-15,0); severamente irritante (>15).

Analise estatistica de biocompatibilidade e biodegradabilidade

A tabela 2 mostra a mediana da contagem dos critérios inflamatorios (neutrofilos,
linfocitos, macrofagos e células gigantes do tipo copo estranho) para todos os grupos (G1, G2,
G3, C+e C-),em 1, 3 e 9 semanas pos-enxerto, e analise intergrupos entre os grupos testes e
controles.

Para o critério de neutréfilos, em 1 semana, os grupos G1, G2 e G3 apresentaram
diferencgas significativas comparados aos C+ e C- (p<0,001). Em 3 semanas, o G1 apresentou
diferenca significativa comparado ao grupo C- (p<0,05). Em 9 semanas, detectou auséncia de

diferencas significativas.
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Tabela 2: Andlise semiquantitativa dos critérios inflamatorios de G1, G2, G3, C+ e C- em
modelo subcutaneo, nos trés tempos experimentais. Mediana das pontuagdes (valor minimo-

valor méximo), 25 campos por condigao.

NEUTROFILOS
G1 G2 G3 C+ C-

1 SEMANA 3(1-4) 2(0-3) 2(1-4) 0(0-0) 0(0-1)
3 SEMANAS 1(0-2)¢ 0(0-2) 0(0-1) 0(0-3) 0(0-1)°
9 SEMANAS 0(0-1) 0(0-1) 0(0-1) 0(0-0) 0(0-0)

LINFOCITOS
G1 G2 G3 C+ C-

1 SEMANA 2(0-3)b< 1(0-3) 2(1-3)b 1(1-2)*b 1(0-1)b*
3 SEMANAS 1(0-1)* 0(0-1) 1(0-1)2¢ 2(1-3) 1(0-1)°
9 SEMANAS 0(0-1) 0(0-2) 0(0-1) 1(0-1) 0(0-1)

MACROFAGOS
G1 G2 G3 C+ C-

1 SEMANA 1(0-2)¢ 1(0-1)2¢ 1(0-1)2¢ 0(0-1) 0(0-2)°
3 SEMANAS 0(0-1) 1(0-1) 0(0-1) 1(0-1) 0(0-1)
9 SEMANAS 0(0-1) 0(0-1) 0(0-1) 0(0-1) 0(0-1)

CELULAS GIGANTES DO TIPO CORPO ESTRANHO
G1 G2 G3 C+ C-

1 SEMANA 0(0-3) 0(0-2) 0(0-2) 0(0-2) 0(0-1)
3 SEMANAS 2(0-3)b 2(1-3) 2(1-3)*b 1(0-2)*° 0(0-1)
9 SEMANAS 1(0-3)*b 1(0-3)b¢ 2(0-3) 0(0-1)*b< 0(0-1)*b

Legenda:60%G:40%HA(G1);70%G:30%HA(G2);80%G:20%HA;C+(Membrana  de  colageno  bovino);
C- (coagulo sanguineo). Analise estatistica ndo paramétrica pelo teste de Kruskal-Wallis e pds-teste de Dunn.

Diferengas significantes intergrupos: P<0,001 (a); P<0,01(b), P<0,05 (c).

No critério de linfocitos, em 1 semana, o grupo G3 apresentou diferenca significativa
comparado ao C+ (p<0,001). Em 3 semanas, os grupos G1, G2 ¢ G3 apresentaram diferengas
significativas comparado ao C+ (p<0,001). Em 9 semanas, ndo se detectou diferengas
significativas quanto a presenca de linfocitos.

Ao critério de macrofagos, em 1 semana, os grupos G1, G2 e G3 apresentaram
diferencas significativas comparados aos grupos C+ (p<0,001), diferentemente, quando
comparado ao C- (p<0,05). Em 3 e 9 semanas, ndo foram detectadas diferengas significativas.

J& o critério de células gigantes do tipo corpo estranho, em 1 semana, ndo houve
diferencas significativas. Mas, em 3 semanas, os grupos G1, G2 e G3 apresentaram diferengas

significativas comparado ao C+ (p<0,001). Em 9 semanas, a presenca de célula gigantes
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multinucleadas do tipo corpo estranho, G1 e G3 apresentaram diferengas significativas
comparado ao C+ (p<0,001).

A tabela 3 mostra a mediana da contagem dos critérios reparativos (angiogénese ou
neovascularizagdo e tecido conjuntivo ou fibrose) para todos os grupos (Gl, G2, G3, C+ e

C-),em 1, 3 e 9 semanas pos-enxerto, e analise intergrupos entre os grupos testes e controles.

Tabela 3: Analise semiquantitativa dos critérios reparativos (angiogénese ou
neovascularizagdo e tecido conjuntivo ou fibrose) de G1, G2, G3, C+ e C- em modelo
subcutaneo, nos trés tempos experimentais. Mediana das pontuagdes (valor minimo-valor

maximo), 25 campos por condicao.

NEOVASCULARIZACAO
G1 G2 G3 C+ C-

1 SEMANA 1(0-3)° 1(0-2)° 2(0-3) 0(0-1)*b 1(0-3)
3 SEMANAS 1(0-2) 1(0-2) 1(1-2) 1(0-3) 1(0-2)
9 SEMANAS 1(0-2) 1(0-2) 1(0-2) 0(0-4) 1(0-2)

TECIDO CONJUNTIVO
G1 G2 G3 C+ C-

1 SEMANA 1(1-2) 1(1-2) 1(0-2)° 1(0-2) 2(1-2)¢
3 SEMANAS 3(2-4) 3(1-4)>¢ 2(1-3) 1(0-2)? 1(1-2)>¢
9 SEMANAS 3(2-4)>¢ 3(1-4) 1(1-4) 1(0-3)? 1(1-2)°

Legenda: Legenda:60%G:40%HA(G1);70%G:30%HA(G2);80%G:20%HA;C+(Membrana de colageno bovino);
C- (coagulo sanguineo). Analise estatistica ndo paramétrica pelo teste de Kruskal-Wallis e pds-teste de Dunn.

Diferengas significantes intergrupos: P<0,001 (a); P<0,01(b), P<0,05 (c).

Para o critério de neovasculariza¢dao, em 1 semana, o grupo G3 apresentou uma maior
diferencga significativa comparado ao C+ (p<0,001), diferentemente dos grupos Gl e G2,
exibiram diferengas significativas comparado ao C+ (p<0,01). Em 3 e 9 semanas, todos os
grupos nao apresentam diferencas significativas intergrupos.

Na andlise do critério de tecido conjuntivo, em 1 semana, o grupo G3 apresentou
diferenga significativa comparado ao C- (p<0,05). Em 3 semanas, a presenca de tecido
conjuntivo foi mais significativa nos grupos G1 e G2 comparado ao C+ e C- (p<0,001), e o
grupo G2 também apresentou diferenga significativa comparado ao C- (p<0,05). Em 9
semanas, os grupos G1 e G2 exibiram diferencas significativas comparado ao C+ (p<0,001), e

o grupo G1 apresentou diferenga significativa comprado ao C- (p<0,05).
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A tabela 4 mostra a mediana da contagem da presenga de materiais enxertados para os
grupos G1, G2, G3, C+ e C- como parametro, em 1, 3 ¢ 9 semanas, em analise intergrupos

entre os grupos testes e controles.

Tabela 4: Analise semiquantitativa da biodegrada¢dao de G1, G2, G3, C+ ¢ C- em modelo
subcutaneo, nos trés tempos experimentais. Mediana das pontuagdes (valor minimo-valor

maximo), 25 campos por condi¢ao.

PRESENCA DE MATERIAL ENXERTADO

Gl G2 G3 Cc+ C-
1 SEMANA 2(1-2) 1(1-3)° 1(1-4)2> 4(3-4)° 0(0-0)>
3 SEMANAS 2(1-4) 1(1-2)° 2(1-3)¢ 4(3-4)r 0(0-0)°
9 SEMANAS 1(1-2) 1(1-2)° 1(0-2) 4(0-4)> 0(0-0)°

Legenda: Legenda:60%G:40%HA(G1);70%G:30%HA(G2);80%G:20%HA ;C+(Membrana de colageno bovino);
C- (coagulo sanguineo). Analise estatistica ndo paramétrica pelo teste de Kruskal-Wallis e pds-teste de Dunn.

Diferengas significantes intergrupos: P<0,001 (a); P<0,01(b), P<0,05 (c).

Na analise da presenga de material enxertado, entre todos os grupos testes e controle
positivo, em 1 semana, observou que os biocompositos foram cobertos de células
inflamatorias, sendo que o G3 apresentou diferenca significativa comparado ao C+ (p<0,01).
Em 3 semanas, G1, G2 e G3 apresentaram diferencas significativas comparado ao controle
C+ (p<0,001). Em 9 semanas, G1 mostrou diferenca significativa comparado ao C+
(p<0,001). Diferentemente, o G2 apresentou diferenca significativa comparado ao C+
(p<0,01) e o G3 apresentou menor diferenga significativa comparado ao C- (p<0,05). Assim,
constatou-se que os grupos G1, G2, G3 e C+ mantiveram a presenga parcial dos biomateriais
ap6s 9 semanas, porém em scores reduzidos ou minimo.

Assim, 0s materiais testes mostraram-se biocompativeis, com uma boa taxa de
biodegradacdo, permitindo a invasdao de células. Em relacdo a resposta inflamatéria, houve
diferenca entre os grupos experimentais e controles, mostrando que a resposta inflamatéria foi

intensa em uma semana, visto que houve um procedimento cirargico realizado.

DISCUSSAO

Os achados gerais de biocompatibilidade segundo a norma ISO 10993-6 desse estudo
com materiais de origem piscicola se aproximam de Gomes [19], com materiais oriundos de
subprodutos avicolas apresentando um padrao uniforme de nao irritagdo em 9 semanas. A

pouca irritacdo encontrada em Gl em 9 semanas, tal como no material de 90% de
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colageno:10% de nanoqueratina testado por Gomes [19] em 3 semanas, poderia ser explicada
de acordo com a concentragdo aumentada de hidroxiapatita ou nanoqueratina nesses grupos,
respectivamente, mostrando que a composi¢ao pode influir diretamente nos resultados.

Infiltrado inflamato6rio intenso e misto em 1 semana para todos os materiais, com
exuberante presenca de células polimorfonucleares e linfocitos, também foi relatado por
Jardelino et al. [20], ao testar a biocompatibilidade de uma membrana aloplastica de alginato-
capsul. Mufoz, Cardona-Ramirez e Silva [21] relataram um aumento inicial de
polimorfonucleares para um xenoenxerto bovino de hidroxiapatita-zinco. Baseado nesses
achados, confirma-se a presenca esperada dessas células, integrantes dos primeiros dias pos-
cirurgia de enxerto, que tendem a decrescerem gradualmente em 3 semanas até praticamente
desaparecerem em 9 semanas [22].

A presenca de células gigantes multinucleadas foi em geral moderada e mais tardia,
expressa em 3 semanas nos compdasitos testados. A expressao desse perfil celular varia, com
achados em 2 semanas por Salgado et al. [23] ao testar biocomposito de nano-hidroxiapatita e
colageno, ou em 30 dias por Pereira et al. [16], avaliando um enxerto aloplastico de
hidroxiapatita. Segundo Herrera-Vizcaino et al. [24], as células gigantes sdo formadas pela
fusdo de macroéfagos, estimuladas por biomateriais colagenosos com liga¢des cruzadas e
fluidos corporais locais. Por outro lado, Al-Maawi et al. [25] relatam que as células gigantes
sdo0 mais comuns em materiais sintéticos, com propriedades fisico-quimicas de polimeros
induzindo reacdes celulares relacionadas a reabsor¢ao de biomateriais.

A discreta neovascularizagdo e o crescimento gradual de tecido conjuntivo foram
similares aos achados de Sena et al. [26] para um composito alopléstico, nos trés tempos
experimentais. Salgado et al. [23] obtiveram um aumento gradual da neovascularizagdo e
tecido conjuntivo nos tempos de 1, 2 e 4 semanas, ambos favorecidos pela infiltracdo de
células endoteliais e fibroblastos pela estrutura porosa do arcabouco usado. Células gigantes
circundantes do biomaterial expressam fator de crescimento endotelial vascular, o que
também estimula indiretamente a neovascularizacdo [24, 25].

As primeiras membranas usadas em Regeneragio Ossea Guiada (ROG) foram
sintéticas ndo reabsorviveis, incluindo malhas metalicas, de titdnio aplicada em grandes
defeitos 6sseos, ou poliméricas, de politetrafluoretileno para defeitos pequenos a moderados.
A nova geragdo de membranas reabsorviveis conta hoje com biopolimeros, compostos por
colageno em maioria e com degradacdo enzimdtica, com apenas alguns compositos
adicionando a hidroxiapatita, reabsorvida por células gigantes multinucleadas [27,28].

A gelatina possui capacidade se integrar bem a qualquer ambiente interno, seja de
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animais ou humanos, reduzindo a inflamag¢do cronica [29]. Jung et al. [28] observaram na
ROG de calvaria de coelhos usando gelatina de pele de atum a conservacao das propriedades
mecanicas do material ¢ inibi¢do de invasdo de tecidos moles na area, até 4 semanas do
experimento. Sbricoli et al. [30] ainda reforgam o biomimetismo de membrana de colageno
com a molécula do tipo I nativa no proprio tecido conjuntivo periodontal. Sancilio et al. [31]
afirmaram que a gelatina do colageno em associacdo com hidroxiapatita auxilia na formagao
de calcio e fosfato, componentes importantes para mineralizagdo dssea. Salgado et al. [23]
apontaram que os cristais de hidroxiapatita em tecido subcutdneo ndo sdo degradados
rapidamente e induzem uma pequena inflamagdo cronica, mas seriam ideais para o
preenchimento 0sseo, pois conservam por mais tempo sua estabilidade, tendo degradagdo
mais lenta.

Jardelino et al. [32] relataram que a biodegradagdo ¢ uma caracteristica desejavel nos
biomateriais para aplicagdo odontologica, evitando um segundo procedimento cirurgico,
sendo recomenddvel uma integridade estrutural e funcional minima de seis semanas para
garantir a regeneracdo do osso perdido. Modular negativamente a velocidade da
biodegradabilidade de um biomaterial com alto teor organico permanece como O maior
desafio, baseado nos variaveis tempos encontrados na literatura [20,32].

Wang et al. [33] observaram degradagdo total em 28 dias para um hidrogel de
queratina de frango, enquanto Jardelino et al. [32] demonstraram degrada¢do parcial em 3
semanas ¢ total em 9 semanas para uma membrana de colageno suino. Apesar disso, os
estudos de Wand et al. [34] comprovaram que a reticulagdo (crosslinking) em materiais
colagenosos derivados de pescado de agua doce melhora sua resisténcia a degradacao,
transformando suas cadeias lineares em polimeros tridimensionais com alta massa molar e
maior estabilidade térmica. Pelas razdes apresentadas, os compositos reticulados de gelatina e
hidroxiapatita testados apresentam potencial de desenvolvimento como membranas de ROG
em futuras pesquisas biologicas, incluindo testes pré-clinicos ortotopicos e ensaios clinicos

controlados.

CONCLUSAO

Todos os compdsitos testados de gelatina e hidroxiapatita (G1 — 70%G:30%HA, G2 —
80%G:20%HA e G3 — 90%G:10%HA) derivados de tilapia do nilo se mostraram
biocompativeis e parcialmente biodegraddveis. O G1 sugere maior potencial de uso como
barreira de membrana em procedimentos clinicos, com seu desempenho biologico associado a

maior concentragdo mineral frente a fase organica no biocompdsito.
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APENDICE A- DESENHO EXPERIMENTAL DO ENSAIO DE IMPLANTACAO A
NECROPSIA.
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APENDICE B- SEQUENCIA DOS PROCEDIMENTOS CIRURGICOS DOS
MATERIAS TESTES.

’mﬁf\\(ﬁ?{@? -

Legenda:A- Anestesia de cada animal. B- Tricotomizagéo, antissepsia da regido dorsal dos
animais. C-Incisdo de 1 cm de comprimento, de acordo com a ISO 10993-6, 2007. D-
Divulsdo do tecido subcutaneo. E- Implantagdo dos biocompdsitos. F- Animal enxertado. G-
Sutura das incisGes. H-Material previamente esterilizado e utilizado no procedimento

cirurgico.
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APENDICE C- ETAPAS DOS PROCEDIMENTOS DE NECROPSIA EXCISIONAL.

Legenda: A- Eutanasia dos animais por uma overdose de agente anestésico, via
intraperitoneal. B- Tricotomizagdo da regido tronco-dorsal e necrdpsia excisional da regido
enxertada. C- As amostras foram colocadas em frascos com solucgdo de formol 4% tamponada.
D- Descarte das carcagas em saco plastico de risco bioldgico e armazenado em um freezer

vertical.
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APENDICE D - RESPOSTA DA AVALIACAO SEMIQUANTITATIVA DA
BIOCOMPATIBILIDADE DE MATERIAIS IMPLANTADOS EM TECIDO
SUBCUTANEO DE CAMUNDONGOS PARA O TEMPO EXPERIMENTAL DE 1

SEMANA.
Critérios Pontuagdes por tempo experimental
Gl1 G2 G3 C+ C-

Neutroéfilos 31314 (232222 |2|3|2(2]2|2|0]0]|0]0O|0O|1]0]0]0O
Linfécitos 20131203111 3j2(3j1(12)1r{rj1rf{1y1j1rjoj1l
Macrofagos r{ryry1ryrjryryry1ryryryryry1ry1,0j0{0{0{010|j0{1]0
Células  gigantes

60(2(0(040|2{0j0j0|O|0O|O|O]O|O|O]O|O]1|O|0]0O]O0O]O
de corpo estranho

Subtotal (x2) 12,4 9,6 10,4 2,8 2,8

Neovascularizagdo | 1 |0 (2 | 1|2 |1 |1 (2|21 |Ll|L1|2(1}(2|1]|O0|O|1{O|1|Ll]|1]|1

Fibrose L{1rjtrj1f1r|trf{rjrj{2(1rj0{o{2(1f1y1jojojrf12|1{2)2
Subtotal 2,2 2,6 2,2 1 3
Total 14,6 12,2 12,6 3,8 5,8
Padrao de 8,8 6,4 6,8 0 0
Irritaciao Pouco irritante Pouco irritante Pouco irritante Nao irritante -

*Padréo de irritagdo negativo pontuado como zero, como recomenda a norma ISO 10993-6 (2007).
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APENDICE E - RESPOSTA DA AVALIACAO SEMIQUANTITATIVA DA
BIOCOMPATIBILIDADE DE MATERIAIS IMPLANTADOS EM TECIDO
SUBCUTANEO DE CAMUNDONGOS PARA O TEMPO EXPERIMENTAL DE 3
SEMANAS.

Pontuacdes por tempo experimental

Critérios

G1 G2 G3 C+ C-
Neutrofilos 2{1}{1(041|0{0]0]O|O|O0O|O|O]O|O|3]0|0O]0O|O0O|0]|0O]|O0]0O
Linfocitos I{rj{try1ryojof{trjrjofojojojtrjrfo|trjr{3(2(2(1|1{010
Macroéfagos 0j{ojojofo|1r{ojoj1fo|jr{ojojrfojojr{rj{1rf{1y1j0(010

Células  gigantes
320212 (1|22t (3{2(2{1(2{2|0(1|1]0]|1](0]|0|0]O

de corpo estranho

Subtotal (x2) 7.6 5.2 5.2 7.6 1,6

Neovascularizagdo | 1 | 1 [ 1| 1|1l |2 |1 (2|1 (2|1l |1 |1 (21|01l |1|f1|(1}2|1]|1]|1

Fibrose 30313 (33|33 (3212212301 |1|1|1|1|1]1]1
Subtotal 4,0 4,0 3,2 1,6 2,4
Total 11,6 9,2 8,4 9,2 4
Padrao de 7,6 5,2 4.4 5,2 0
Irritaciao Pouco irritante Pouco irritante Pouco irritante Pouco irritante -

*Padréo de irritagdo negativo pontuado como zero, como recomenda a norma ISO 10993-6 (2007).
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APENDICE F - RESPOSTA DA AVALIACAO SEMIQUANTITATIVA DA
BIOCOMPATIBILIDADE DE MATERIAIS IMPLANTADOS EM TECIDO
SUBCUTANEO DE CAMUNDONGOS PARA O TEMPO EXPERIMENTAL DE 9
SEMANAS.

Pontuacdes por tempo experimental

Critérios

G1 G2 G3 C+ C-
Neutrofilos l1{ojojojojo{ojo0jo0fojo0jo0j0j0f0O|jO0OjO|OjO[O|O]|]O]|O]O
Linfocitos ojojrjofojo{ojrjofrjofjtrjojrf1yrjr{rj1rf{1y1j1y0jo0
Macroéfagos 0{1r{0(040|0{0O|0OjO|O|O|O|O]O|O|O]|O|O]O|O|O0]|0O]|O0O]O

Células  gigantes
I{1rj{2(1(2|0f{1}(2(1(2|2(1{0(3(2/0|0|0j0[0|0]|0]O0]0O0

de corpo estranho

Subtotal (x2) 4 2,8 4,4 2 1,2

Neovascularizagdo | 1 [ 1 |1 |2 (1|1 (0|1 |1|1]0(O|1|1]|Of(O|O |1 |1]|O 1|1 |1]1

Fibrose 20412 (33|01 {2343 |1 |1 |3 |31 |2|1|1]1|1|2]|1]2]2
Subtotal 4 34 2,2 1,6 2,8
Total 8 6,2 6,6 3,6 4
Padrao de 4 2,2 2,6 0 0
Irritaciao Pouco irritante Nao irritante Nao irritante Nao irritante -

*Padréo de irritagdo negativo pontuado como zero, como recomenda a norma ISO 10993-6 (2007).
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are mentioned, please give their equivalent in SI.

Math formulae

Please submit math equations as editable text and not as images. Present simple formulae in line with normal text
where possible and use the solidus (/) instead of a horizontal line for small fractional terms, e.g., X/Y. In
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* Provide captions to illustrations separately.

* Size the illustrations close to the desired dimensions of the published version.
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TIFF (or JPEG): Combinations bitmapped line/half-tone (color or grayscale), keep to a minimum of 500 dpi.
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Citation in text

Please ensure that every reference cited in the text is also present in the reference list (and vice versa). Any
references cited in the abstract must be given in full. Unpublished results and personal communications are not
recommended in the reference list, but may be mentioned in the text. If these references are included in the
reference list they should follow the standard reference style of the journal and should include a substitution of
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Increased discoverability of research and high quality peer review are ensured by online links to the sources
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journal/book titles, publication year and pagination may prevent link creation. When copying references, please
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to change, so you can use it as a permanent link to any electronic article. An example of a citation using DOI for
an article not yet in an issue is: VanDecar J.C., Russo R.M., James D.E., Ambeh W.B., Franke M. (2003).
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style as all other references in the paper.

Web references

As a minimum, the full URL should be given and the date when the reference was last accessed. Any further
information, if known (DOI, author names, dates, reference to a source publication, etc.), should also be given.
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Web references can be listed separately (e.g., after the reference list) under a different heading if desired, or can
be included in the reference list.

Data references

This journal encourages you to cite underlying or relevant datasets in your manuscript by citing them in your text
and including a data reference in your Reference List. Data references should include the following elements:
author name(s), dataset title, data repository, version (where available), year, and global persistent identifier.
Add [dataset] immediately before the reference so we can properly identify it as a data reference. The [dataset]
identifier will not appear in your published article.

References in a special issue

Please ensure that the words 'this issue' are added to any references in the list (and any citations in the text) to
other articles in the same Special Issue.

Reference management software

Most Elsevier journals have their reference template available in many of the most popular reference
management software products. These include all products that support Citation Style Language styles, such as
Mendeley. Using citation plug-ins from these products, authors only need to select the appropriate journal
template when preparing their article, after which citations and bibliographies will be automatically formatted in
the journal's style. If no template is yet available for this journal, please follow the format of the sample
references and citations as shown in this Guide. If you use reference management software, please ensure that
you remove all field codes before submitting the electronic manuscript. More information on how to remove
field codes from different reference management software. Users of Mendeley Desktop can easily install the
reference style for this journal by clicking the following link: http://open.mendeley.com/use-citation-
style/materials-today-communications When preparing your manuscript, you will then be able to select this style
using the Mendeley plug-ins for Microsoft Word or LibreOffice.

Reference style

Text: Indicate references by number(s) in square brackets in line with the text. The actual authors can be referred
to, but the reference number(s) must always be given. Example: '..... as demonstrated [3,6]. Barnaby and Jones
[8] obtained a different result ...."

List: Number the references (numbers in square brackets) in the list in the order in which they appear in the text.
Examples:

Reference to a journal publication:

[1] J. van der Geer, J.A.J. Hanraads, R.A. Lupton, The art of writing a scientific article, J. Sci. Commun. 163
(2010) 51-59. https://doi.org/10.1016/j.Sc.2010.00372.

Reference to a journal publication with an article number:

[2] J. van der Geer, J.A.J. Hanraads, R.A. Lupton, 2018. The art of writing a scientific article. Heliyon. 19,
€00205. https://doi.org/10.1016/j.heliyon.2018.e00205.

Reference to a book:

[3] W. Strunk Jr., E.B. White, The Elements of Style, fourth ed., Longman, New York, 2000.

Reference to a chapter in an edited book:

[4] G.R. Mettam, L.B. Adams, How to prepare an electronic version of your article, in: B.S. Jones, R.Z. Smith
(Eds.), Introduction to the Electronic Age, E-Publishing Inc., New York, 2009, pp. 281-304.

Reference to a website:

[5] Cancer Research UK, Cancer statistics reports for the UK.
http://www.cancerresearchuk.org/aboutcancer/statistics/cancerstatsreport/, 2003 (accessed 13 March 2003).
Reference to a dataset:[dataset]

[6] M. Oguro, S. Imahiro, S. Saito, T. Nakashizuka, Mortality data for Japanese oak wilt disease and surrounding
forest compositions, Mendeley Data, v1, 2015. https://doi.org/10.17632/xwj98nb39r.1.

Journal abbreviations source

Journal names should be abbreviated according to the List of Title Word Abbreviations.

RESEARCH DATA

This journal supports and enables you to share data that supports your research publication where appropriate,
and enables you to interlink the data with your published articles. Research data refers to the results of
observations or experimentation that validate research findings. To facilitate reproducibility and data reuse, this
journal also encourages you to share your software, code, models, algorithms, protocols, methods and other
useful materials related to the project. Below are a number of ways in which you can associate data with your
article or make a statement about the availability of your data when submitting your manuscript. When sharing
data in one of these ways, you are expected to cite the data in your manuscript and reference list. Please refer to
the "References" section for more information about data citation. For more information on depositing, sharing
and using research data and other relevant research materials, visit the research data page.

Data Linking
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If you have made your research data available in a data repository, you can link your article directly to the
dataset. Elsevier collaborates with a number of repositories to link articles on ScienceDirect with relevant
repositories, giving readers access to underlying data that give them a better understanding of the research
described. There are different ways to link your datasets to your article. When available, you can directly link
your dataset to your article by providing the relevant information in the submission system. For more
information, visit the database linking page. For supported data repositories a repository banner will
automatically appear next to your published article on ScienceDirect. In addition, you can link to relevant data or
entities through identifiers within the text of your manuscript, using the following format: Database: xxxx (e.g.,
TAIR: AT1G01020; CCDC:734053; PDB: 1XFN).

Mendeley Data

This journal supports Mendeley Data, enabling you to deposit any research data (including raw and processed
data, video, code, software, algorithms, protocols, and methods) associated with your manuscript in a free-to-use,
open access repository. Before submitting your article, you can deposit the relevant datasets to Mendeley Data.
Please include the DOI of the deposited dataset(s) in your main manuscript file. The datasets will be listed and
directly accessible to readers next to your published article online. For more information, visit the Mendeley
Data for journals page.

Data statement

To foster transparency, authors are required to include a 'Data availability' section in their manuscript prior to
their reference section. The intention of this section is to provide readers with information on where they can
obtain the research data required to reproduce the work reported in the manuscript. This may also be a
requirement of your funding body or institution. For more information on specific requirements, please visit the
Materials Today Data Statement page.

Data in Brief

You have the option of converting any or all parts of your supplementary or additional raw data into one or
multiple data articles, a new kind of article that houses and describes your data. Data articles ensure that your
data is actively reviewed, curated, formatted, indexed, given a DOI and publicly available to all upon
publication. You are encouraged to submit your article for Data in Brief as an additional item directly alongside
the revised version of your manuscript. If your research article is accepted, your data article will automatically be
transferred over to Data in Brief where it will be editorially reviewed and published in the open access data
journal, Data in Brief. Please note an open access fee of 600 USD is payable for publication in Data in Brief.
Full details can be found on the Data in Brief website. Please use this template to write your Data in Brief.
AFTER ACCEPTANCE

Online proof correction

To ensure a fast publication process of the article, we kindly ask authors to provide us with their proof
corrections within two days. Corresponding authors will receive an e-mail with a link to our online proofing
system, allowing annotation and correction of proofs online. The environment is similar to MS Word: in addition
to editing text, you can also comment on figures/tables and answer questions from the Copy Editor. Web-based
proofing provides a faster and less error-prone process by allowing you to directly type your corrections,
eliminating the potential introduction of errors. If preferred, you can still choose to annotate and upload your
edits on the PDF version. All instructions for proofing will be given in the e-mail we send to authors, including
alternative methods to the online

version and PDF. We will do everything possible to get your article published quickly and accurately. Please use
this proof only for checking the typesetting, editing, completeness and correctness of the text, tables and figures.
Significant changes to the article as accepted for publication will only be considered at this stage with permission
from the Editor. It is important to ensure that all corrections are sent back to us in one communication. Please
check carefully before replying, as inclusion of any subsequente corrections cannot be guaranteed. Proofreading
is solely your responsibility.

Offprints

The corresponding author will, at no cost, receive a customized Share Link providing 50 days free access to the
final published version of the article on ScienceDirect. The Share Link can be used for sharing the article via any
communication channel, including email and social media. For an extra charge, paper offprints can be ordered
via the offprint order form which is sent once the article is accepted for publication. Both corresponding and co-
authors may order offprints at any time via Elsevier's Author Services. Corresponding authors who have
published their article gold open access do not receive a Share Link as their final published version of the article
is available open access on ScienceDirect and can be shared through the article DOI link.
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when your accepted article will be published.
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ANEXO B - INSTRUCAO NORMATIVA N° 16, DE 4 DE JUNHO DE 2019.

05/06/2019 INSTRUGAO NORMATIVA N°® 16, DE 4 DE JUNHO DE 2019 - INSTRUCAQ NORMATIVA N° 16, DE 4 DE JUNHO DE 2019 - DOU - Imprensa Nacional
Meleagris gallopavo PERU SIM
Numida meleagris GALINHA SIM
D'ANGOLA
Oryctolagus cuniculus COELHO SIM
Ovis aries OVINO SIM
Phasianus colchicus FAISAO SIM
Struthio camelus AVESTRUZ SIM
Sus scrofa SUINO, JAVALI SIM
EUROPEU

Espécies animais aquaticas introduzidas no Territorio Nacional

Espécie (nome cientifico) Nome Comum Formam
populacoes
espontaneas?

Aristichthys nobilis Carpa-cabecuda SIM

Artemia franciscana Artémia SIM

Clarias gariepinus Bagre-africano SIM

Crassostrea gigas{-Magallana | Ostra-do-Pacifico SIM

gigas)

Ctenopharyngodon idelia Carpa-capim SIM

Cyprinus carpio Carpa-comum SIM

Gracilaria spp. (") Macroalga SIM

Hypophthalmichthys molitrix | Carpa prateada SIM

Ictalurus punctatus Bagre-americano SIM

Kappaphycus alvarezii (*) Macroalga NAO

Lepomis gibbosus Perca-sol SIM

Lepomis macrochirus Perca-sol de guelras azuis | SIM

ou bluegill

Lithobates catesbeianus(=Rana | Ra-touro-americana SIM

catesbeiana)

Litopenaeus vannamei Camarao-branco-do- SIM

Pacifico

Macrobrachium rosenbergii Camarao-da-Malasia SIM

Micropterus salmoides Achiga ou Black bass SIM

Oncorhvnchus mviki: Truta-arco-iri S|M

Oreochromis niloticus Tilapia-do-Nilo SIM

e S e e =
hibridos

Pangasianodon hypophthalmus | Peixe-panga SIM

Sarotherodon spp. Outras tilapias e seus SIM

hibridos

Tilapia rendalli Tilapia-do-Congo SIM

Tilapia spp. Outras tilapias e seus SIM

hibridos
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ANEXO C - PARECER DA COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA,
UFC).

Universidade Federal do Ceard — Campus Sobral
Comissio de Etica no Uso de Animais — CEUA
Rua: Av. Comte. Maurocélio Rocha Pontes, 100, Derby
CEP: 62.042-280 Sobral-CE
TFone/Fax: (88) 3611.8000

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada: Andlise in vivo da
biocompatibilidade e biodegradacio de biocompésitos de hidroxiapatita e gelatina
de Tildpia do Nilo (Oreochromis niloticus), registrada com o n® 01/19, sob a
responsabilidade do Prof. Dr. Igor Iuco Castro da Silva que envolve a produgdo,
manutencgdo ou utilizagio de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata
(exceto humanos), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) - encontra-se de acordo
com os preceitos da Lei n® 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n°® 6.899, de 15
de julho de 2009, ¢ com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de
Experimentagio Animal (CONCEA), e foi aprovado pela COMISSAO DE ETICA NO
USO DE ANIMAIS (CEUA) Campus Sobral, em reunido de 11/06/2019.

Finalidade () Ensino (x) Pesquisa Cientifica

Vigéncia da autorizagdo | 11/06/2019 até 01/06/2020

Espécie/linhagem/raga | Camundongos heterogénico Swiss

N° de animais Camundongos: 90
Peso/Idade | Camundongos: 30g/2-3meses
Sexo IS

Origem Biotério Central de Fortaleza

Sobral, 11 de junho de 2019.

oo i

Profa. Dra. Lissiana ngﬁ Vasconcelos Aguiar
Coordenadora da Comisséo de Etica no Uso de Animais — CEUA
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ANEXO D - AVALIACAO SEMIQUANTITATIVA POR PARAMETROS DE
PONTUACAO (COM PEQUENAS MODIFICACOES BASEADAS NA ISO 10993-6,
2007) PARA AVALIACAO DE RESPOSTA INFLAMATORIA, REPARATIVO,

INTEGRIDADE ENXERTOS EM TECIDO SUBCUTANEO DE
CAMUNDONGOS.
Parametros de Pontuacdes
resposta
inflamatoria 1 2 3 4
Infiltragao Sobrelotacéo
Neutrofilos Raros, 1-5/pc 5-10/pc intensa 0 3
ou até 50%/pc ou > 50%/pc
Infiltragao Sobrelotacéo
Linfécitos Raros, 1-5/pc 5-10/pc intensa 0 ¢
ou até 50%/pc ou > 50%/pc
Infiltragao Sobrelotacao
Macrdfagos Raros, 1-5/pc 5-10/pc intensa ou > 50(y3 c
ou até 50%/pc op
Células Gigantes Infiltracdo x
do tipo corpo Raros, 1-2/pc 3-5/pc intensa Sobrelotagdo

estranho

ou até 50%/pc

ou > 50%/pc

Pc: por campo (400X).

Parametros de
resposta
preparativa

Pontuacdes

1

2

3

4

Proliferacdo

Grupos de 4-7

Banda larga de

Banda extensa
de capilares com

capilar capilares com  capilares com estruturas
Neovascularizacdo minima, estruturas estruturas de fibroblastoides
focal, 1-3 fibroblastoides  suporte ou até de suporte
brotos de suporte 50%/ pc ol >58% Inc
Banda de
Banda estreita espessura Banda espessa Banda extensa
. . ou tecido moderada ou ou tecido :
Fibrose ou tecido i ; P ou tecido
CONIUNIVO conjuntivo tecido conjuntivo Coniuntivo
! frouxo até conjuntivo denso até densoJ>50% Ioc
50%/ pc frouxo de 50- 50%/pc P
100%/pc
Pc: por campo (400X).
Padréo de Pontuacdes
integridade do 1 5 3 4
enxerto
Presenca do Minima Leve Moderado Quase total
material (até 25%) (26-50%) (51-75%) (76-100%)

Pc: por campo (400X).

Fonte: adaptado de ISO 10993: 6, anexo E, 2007.
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ANEXO E — AVALIACAO SEMIQUANTITATIVA DA BIOCOMPATIBILIDADE
(COM PEQUENAS MODIFICACOES BASEADAS NA ISO 10993-6, 2007) DOS

ENXERTOS EM MODELO SUBCUTANEO.

Pontuacgdes por tempo experimental

Critérios
G1 G2 G3 C+ C-
Meédia/condi¢do | Média/condicdo | Média/condigdo | Média/condicdo | Média/condicao
Neutrofilos ) ) ) ) )
experimental experimental experimental experimental experimental
) ) Meédia/condicdo | Média/condicdo | Média/condigdo | Média/condicao | Média/condicao
Linfocitos . . . . .
experimental experimental experimental experimental experimental
Média/condi¢do | Média/condicdo | Média/condi¢do | Média/condicdo | Média/condicdo
Macrofagos ) ) . . .
experimental experimental experimental experimental experimental
Células gigante de | Média/condigdo | Média/condigdo | Média/condicdo | Média/condi¢dao | Média/condicdo
corpo estranho experimental experimental experimental experimental experimental
Soma de Soma de Soma de Soma de Soma de
Subtotal (x2) critérios de critérios de critérios de critérios de critérios de
inflamacao inflamacao inflamacao inflamacao inflamacao
) Meédia/condicdo | Média/condicdo | Média/condigdo | Média/condicao | Média/condicao
Neovascularizagdo ) ) ) ) )
experimental experimental experimental experimental experimental
Fib Meédia/condicdo | Média/condicdo | Média/condigdo | Média/condicdo | Média/condicao
ibrose
experimental experimental experimental experimental experimental
Soma de Soma de Soma de Soma de Soma de
Subtotal critérios de critérios de critérios de critérios de critérios de
reparo reparo reparo reparo reparo
Soma dos Soma dos Soma dos Soma dos Soma dos
TOTAL
subtotais subtotais subtotais subtotais subtotais

Calculo: Amostra teste — Controle negativo; No caso de diferenca negativa, considera-se resultado como

zero. De acordo com este resultado, comparar a uma das faixas a seguir para determinar o ranking de

irritacio de cada produto.

Sob condi¢des experimentais, a amostra teste sera

considerada:

Em relacéo ao tecido quando comparada ao controle negativo.

- ndo irritante (0,029);

- pouco irritante (3,0-8,9);

-severamente irritante (>15).

- moderadamente irritante (9,0-15,0); ou

Fonte: adaptado de ISO 10993: 6, anexo E, 2007.
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ANEXO F - INSTRUCOES PARA DEFESA DE DISSERTACAO (PPGB).

Art. 42°. A avaliagdo do exame de qualificagdo verificard os seguintes critérios:

I - Apresentagdo do tema, revisdo ampla, atualizada e critica da literatura e delimitagdo do
problema; II - Argumentacao quanto a justificativa denotando a relevancia teorica e pratica da
proposta;

IIT - Redacdo clara e precisa dos objetivos e sua coeréncia com o problema da pesquisa;

IV - Coeréncia metodoldgica relativamente aos objetivos de pesquisa, € uso apropriado dos
materiais € métodos, na organizacao e na analise de dados;

V - Uso da linguagem consoante a norma culta da lingua e o estilo de redagao cientifica;

VI - Habilidade de sintese, coeréncia e coesdo logica do texto (ligacdo entre
capitulos/se¢des/frases/paragrafos);

VII - Viabilidade do cronograma do projeto tendo em vista o prazo de conclusdao do curso de
mestrado (24 meses).

Art. 55°. A Comissdao Examinadora que julgara a dissertagdo serd constituida de especialistas
credenciados com titulo de doutor ou equivalente, aprovada pelo Colegiado do Programa e
designada pelo Coordenador, sendo composta de no minimo 3 (trés) membros, sendo um
externo ao Programa de P6s-Graduagdo em Biotecnologia.

Paragrafo unico - Poderdo participar da Comissdo Examinadora professores ativos e
aposentados do Programa ou de outros Programas de Po6s-Graduagdao afins, além de
profissionais com titulacdo pertinente.

Art. 56°. O trabalho de dissertacao deve seguir as normas da ABNT e as Normas Técnicas
para Trabalhos Cientificos da UFC, apresentando: introdugdo, objetivos, referencial teorico,
metodologia, resultados e conclusao.

§ 1°. O trabalho de dissertacdo também podera constar de um artigo em inglés, precedido de
introducao, objetivos e referencial tedrico em portugués e de acordo com as normas da ABNT
e as Normas Técnicas para Trabalhos Cientificos da UFC.

§ 2°. A apresentagdo oral da defesa de dissertagdo devera ser realizada no idioma portugués e
o aluno tera 45 minutos para apresentar seu trabalho em sec¢ao publica.

§ 3°. A avaliagdo da defesa de dissertacdo verificara os mesmos critérios constantes no Art.
42°, com excec¢ao do item VII.

Art. 57°. A Comissdao Examinadora indicara a aprovagao ou ndo da dissertacdo baseando-se
na avalia¢do do trabalho entregue e na sua apresentagdo publica, atribuindo ao candidato uma
das seguintes mengdes: aprovado ou reprovado.

§ 1°. Foi considerado aprovado ou reprovado o aluno que receber esta mencao pela maioria
dos membros da comissdo julgadora;

§ 2°. O aluno que recebeu a mengao reprovado € cancelado de imediato do programa;

§ 3°. No caso de modificacao sugerida na dissertacdo ou na tese, a ocorréncia € registrada na
ata de defesa e o aluno deve efetuar a modificacdo dentro do prazo maximo de 90 (noventa)
dias para reapresentacao do referido trabalho, através de parecer fundamentado.

§ 4°. Apés a aprovacdo final o aluno entregara a Secretaria do Programa um exemplar da
dissertacdo em meio digital (CD ROM), no formato word e pdf, que deverd estar de acordo
com as normas vigentes para apresentacao de dissertagdes.



ANEXO G - PADRAO DE CITACAO DA AFILIACAO INSTITUCIONAL.

UNIVERSIDADE
FEDERAL po CEARA

RESOLUCAO N* 12/CEPE, DE 26 DE NOVEMBRO DE 2018.

Estabelece padrio para afiliagdo
institucional da Universidade Federal
do Ceara em todas as publicagdes
cientificas nacionais e internacionais.

O REITOR DA UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA, no uso
de suas atribuigdes legais e estatutdrias, e, tendo em vista o que deliberou o Conselho de
Ensino, Pesquisa e Extensdo (CEPE), em sua reunido de 26 de novembro de 2018, na
forma do que dispde o inciso V do art. 53 da Lei n® 9.394, de 20 de dezembro de 1996,
e as competéncias previstas nos artigos 11, letra a, e 25, letra s, do Estatuto em vigor, e
considerando:

a) a necessidade de estabelecer uma forma padronizada para a
afiliagdo institucional da Universidade Federal do Ceara em publicagdes cientificas
nacionais e internacionais;

b) a importancia da padronizagdo da afiliagdo para o rastreamento e
coleta das informagdes que compdem os indicadores de varios rankings e estatisticas,

RESOLVE:

Art. 1* O padrio para afiliagdo institucional da Universidade Federal
do Ceara em todas as publicagdes cientificas nacionais e internacionais deve seguir os
seguintes critérios:

I - em todas as publicagdes (artigos, livros, capitulos de livros, etc),
nacionais e internacionais, a afiliagdo institucional devera obedecer o seguinte formato:
Departamento (nome do departamento), Unidade Académica (Centro, Faculdade,
Campus, Instituto), Universidade Federal do Ceara, Cidade - CE, CEP 00000-000,
Brasil.

II - em casos excepcionais, havendo obrigatoriedade da afiliagdo
institucional em inglés por parte da Editora ou entidade congénere, devera ser
obedecido o seguinte formato: Department (department name), Academic Unit (Center,
Faculty, Institute, Campus), Federal University of Ceara, Cidade — CE, Zip Code
00000-000, Brazil.

§ 1* No caso de inclusio do nome de nucleo, laboratério ou
congéneres na afiliagdo, este deve ser inserido antes do nome do Departamento.

§ 2% Na auséncia de Departamento, este serd substituido nome do
curso (School para afiliagdo em Inglés) seguido pelo nome da Unidade Académica
(Campus, Instituto).

Art. 22 A comunidade académica da UFC deverd utilizar os nomes
oficiais das estruturas departamentais e académicas constantes no anexo do Estatuto da

Universidade Federal do Ceara.

Art. 3® Esta Resolugiio entrard em vigor na data de sua publicagdo,
revogadas as disposi¢des em contrario.

Reitoria da Universidade Federal do Ceara, em Fortaleza, 26 de novembro de 2018.

Prof. Henry de Holanda Campos
Reitor
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ANEXO H - PARECER DE CONFORMIDADE DA LINGUA PORTUGUESA DA
VERSAO FINAL PARA DEFESA DA DISSERTACAO.

DECLARACAO

Eu, Crerlanio Muniz Moreira, graduado em Letras/Portugués CPF
589399623-20, declaro, para os devidos fins e para fazer prova junto a
Coordenacdo do Departamento de Medicina — Programa de Pés-Graduacdo
em Biotecnologia da Universidade Federal do Ceara- Campus Sobral - que
realizei a revisdo de portugués do trabalho intitulado “ ANALISE /N VIVO DA
BIOCOMPATIBILIDADE E BIODEGRADACAO DE BIOCOMPOSITOS DE
GELATINA E HIDROXIAPATITA DE TILAPIA DO NILO (oreochromis niloticus)”,
de autoria de Efigénia Maria de Sousa, consistindo em corre¢do gramatical,
correcdo dos aspectos linguisticos e da inteligibilidade do texto.

Por ser verdade, firmo a presente,

Sobral, 23 de abril de 2020

Crerlanio Muniz Moreira

CPF 589399623-20

Graduado em Letras Plena
Registro 348; Livro GS-06; Folha 174

Po6s-Graduado em Lingua Portuguesa e Literatura
Registro 16655; Livro ESP-03; Folha 5552
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