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RESUMO

Filmes de Colageno derivados da pele de peixe vém ganhando destaque na engenharia tecidual,
com énfase no grande nimero de pesquisas sobre as propriedades daqueles obtidos de Tilapia
do Nilo - TN (Oreochromis niloticus). Paralelo a isso, a Bacia Amazodnica apresenta inimeras
espécies de peixes, 0s quais ainda ndo foram abordados profundamente no campo da
bioprospeccao. Neste sentido, esta pesquisa buscou preparar e analisar filmes derivados de peles
de peixes amazonicos, como o Tucunaré —acl - TA (Cichla Temensis) e o Acara-severo - AS
(Heros Severus), comparando-os com o do peixe africano (TN). A partir dos resultados
verificou-se que o de TN foi o de que se obteve maior rendimento de colageno. As proteinas
foram extraidas e purificadas para o preparo de solucdes aquosas com alcool polivinilico. Os
filmes obtidos por evaporacdo de solvente apresentaram os seguintes resultados de resisténcia
a tracdo: 327 MPa para TN; 299 MPa para AS e 228 MPa para TA. Por microscopia eletrénica
de varredura foi possivel notar que a maior porosidade estava presente em filmes de TN, os
quais receberam revestimento de esferas e nanofibras depositas a uma distancia de 3 cm sob
tengéo de 6,3 KW geradas em fonte COCKCROFT — WALTON. Portanto, verificou-se que
apesar de os polimeros de TA e AS apresentarem bons resultados, os filmes elaborados a partir
de Tilapia foram os que melhor corroboraram com os de biomateriais de uso odontoldgico. Por
fim, acredita-se que os de peixes amazOnicos possibilitaram a reproducdo de métodos ja
aplicados com veeméncia na literatura e podem vir a suprir as necessidades mercadolégicas.

Palavras-chave: Filme de colageno; Eletrofiacdo; Amazénia; Peixe; Engenharia de tecidos.



ABSTRACT

The Collagen films derived from fish skin have been gaining prominence in tissue engineering,
with emphasis on the large number of research on the properties of those obtained from Nile
Tilapia - TN (Oreochromis niloticus).Parallel to this; the Amazon Basin has numerous species
of fish, which have not yet been deeply addressed in the field of bioprospecting. In this sense,
this paper sought to prepare and analyze films derived from the skins of Amazonian fish, such
as Peacock Bass - TA (Cichla Temensis) and Banded Cichlid - AS (Heros Severus), comparing
them with that of the African fish TN. From the results obtained, it was verified that TN was
the one with the highest collagen yield. The proteins were extracted and purified to prepare
aqueous solutions with polyvinyl alcohol. The films obtained by solvent evaporation showed
the following traction resistance results: 327 MPa for TN; 299 MPa for AS, and 228 MPa for
TA. Through scanning electron microscopy, it was possible to note that the greatest porosity
was present in TN films, which received a coating of spheres and nanofibers deposited at a
distance of 3 cm under tension of 6.3 KW generated in a COCKCROFT — WALTON source.
Therefore, it was found that, although the TA and AS polymers showed good results, the films
made from Tilapia were the ones that best corroborated those made from biomaterials for dental
use. Finally, it is believed that those using Amazonian fish made it possible to reproduce
methods already vehemently applied in the literature and could eventually supply the needs of
market.

Keywords: Collagen film; Electrospinning; Amazon; Fish; Tissue engineering
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1. INTRODUCAO

A comunidade cientifica vem estudando alternativas para reduzir as morbidades da
populacdo, procurando inovar a busca de novos métodos. A literatura ja sustenta que a pele de
peixe descelularizada € um xenoenxerto que requer pouca fabricacdo antes de ser usada em
ambiete clinico, tornando o produto mais acessivel, além de conter propriedades exclusivas
semelhantes as estruturas humanas, € composta pricipalmete por colageno I, que € poroso,
antiinflamatdrio, analgésico e de facil de armazenamento (FIAKOS; KUANG; LO, 2020).

O uso do colageno de base marinha vem crescendo devido a propriedades Unicas como:
nenhum risco de transmissdo de doencas, auséncia de restri¢oes religiosas, baixo custo, baixo
peso molecular, biocompatibilidade, rapida absor¢do no corpo humano (BLACKSTONE;
GALLENTINE; POWELL, 2021).

Um ensaio de raspagem in vitro da pele da Tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus)
averigou que seu colageno é capaz de melhorar o processo de cicatrizacdo de feridas com
aplicagdes promissoras (HU et al., 2017). Visando a valorizagdo do uso do colageno aquético,
uma pesquisa comprovou que a pele da Tilapia do Nilo apresenta caracteristicas microscopicas
semelhantes as estruturas morfologicas da pele humana, com elevada resisténcia a tracéo,
suportando assim a possivel aplicacdo como biomaterial (ALVES et al., 2015). Além disso, um
estudo ndo sO constatou a presenca rica fonte de colageno na pele de Tilapia do Nilo, mas

também ratificaram o seu uso como curativo oclusivo para feridas (VERDE et al., 2021).

Os filmes de coladgeno proveniente de pele de peixe ocupam espaco como um novo
biomaterial devido a fartura da proteina e boa aplicabilidade, sendo assim, pesquisadores
avaliaram o comportamento mecanico dos filmes as diferentes condi¢cbes ambientais de
hidratacdo, submersdo de temperatura fisiologica e resisténcia a tracdo. Simultaneamente sob
os trés fatores, foi possivel observar a queda da resisténcia a tracdo do filme de coldgeno em
cerca de 90% em comparagdo com as amostras secas, enquanto a deformagéo aumentou para
cerca de 145%. Apesar do filme de colageno apresentar sensibilidade a taxa de deformacao,

notou-se a ndo alteracdo para as fibrilas do colageno presente no filme (BOSE et al., 2020).

Evidéncias cientificas comprovam que os filmes de colageno também podem ser usados

como nanogeradores piezoelétricos com a capacidade de atuar como um sensor para captar 0s
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sinais fisiolégicos do corpo humano, sendo isso possivel devido a flexibilidade,
biocompatibilidade, biodegradabilidade e comportamento piezoelétrico (GHOSH; MANDAL,
2017).

Os organismos marinhos vém sendo considerados como fontes promissoras de colageno
despertando assim o interessse da industria ao longo dos anos devido as propriedades
terapéuticas, farmacéuticas, biomédicas (COPOLLA et al., 2020). Os peixes tornam-se uma
peca fundamental de estudo devido a perspectiva de descoberta de novas fontes biol6gicas de
valor comercial que possuam gestdo sustentavel de recursos naturais, assim gerando valor

adicional para as empresas envolvidas no campo da bioprospecgédo (CARUSO et al., 2020).

Nesse sentido, € revelante destacar que a Regido Amazonica possui a maior riqueza de
organismos de agua doce do mundo, os registros sobre a distribuicdo espacial de peixes na
Bacia Amazo6nica apontam a presenca de 2.406 espécies nativas de dgua doce, além de 232.936
registros georreferenciados (BORGHEZAN et al., 2020). Apesar da abundancia, autores ainda

notam a caréncia de mais estudos sobre a regido e a fauna aquatica (JEZEQUEL et al., 2020).

Uma anélise de bioprospeccdo e o emprego de microalgas como suplementos
alimentares provenientes da Regido Amazonica, ndo s6 notou inimeros beneficios de aplicagéo,
mas também lacunas de conhecimento que dificultam a devida exploracdo biotecnoldgica e
econbmica. A caréncia técnico-cientifica foi identificada principalmente no ambito regional,
sendo a capacidade desses microrganismos bem explorados na area internacional, porém, ndo
na regido Amazodnica. Sendo assim, o potencial biotecnoldgico ainda permanece dependente de
etapas fundamentais como: identificacdo das espécies, entendimento de respectivas funcdes,
aplicabilidade na éarea biotencélogica e na agricultura (JUNIOR SILVEIRA; FAUSTINO;
CUNHA, 2019).

Nesse sentido, os peixes sdo considerados como uma grande fonte de colageno, em
especial Oreochromis niloticus, sendo a comprovada eficacia em diversos estudos na
regeneracdo tecidual. No entanto, é possivel observar a caréncia de pesquisas sobre o colageno

dos peixes da Bacia Amazonica, apesar de apresentar uma enorme biodiversidade e uma vasta
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fauna. Sabendo que os filmes de colageno provenientes de pele de peixe possuem potencial de
aplicacdo na area biomédica, seré realizado um estudo comparativo entre os filmes de colageno
da Tilapia do Nilo e os peixes amazénicos denominados de Acara-severo e Tucunare-acu. Essa
pesquisa é relevante por buscar novos meios de cicatrizacdo de feridas, além de trazer novas
alternativas comerciais, perspectivas de biomateriais, fontes bioldgicas para agregar valores a

comunidade cientifica e empresas no campo de bioprospeccéo.

2. OBEJTIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Realizar um estudo comparativo para avaliar os filmes de coladgenos originarios das

peles dos peixes Cichla temensis e Heros severus em relagédo ao Oreochromis niloticus.

2.2 OBEJTIVOS ESPECIFICOS

o Produzir filmes por meio de colageno de peixe (Coldgeno + PVA) pela técnica de
evaporacao de solventes.

o Comparar os filmes de colageno proveniente da pele de Tilapia e de peixes da Regido
Amazonica (Tucunaré - acu e Acara-severo).

o Investigar caracteristicas morfologicas através da microscopia eletrénica de varredura.

o Avaliar se esses filmes possuem propriedades mecanicas de tragdo aproximadas.

o Depositar fios pela técnica de electrospinning em filme selecionado.

o Avaliar a capacidade de bioprospeccédo da investigacdo

o Averiguar a aplicabilidade dos filmes de colageno na engenharia tecidual, com énfase

na area odontologica.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. COLAGENOS DISPONIVEIS NOS TECIDOS

Sendo um elemento estrutural, componente proteico da sustancia intercelular do tecido
conjuntivo, o colageno € a proteina mais abundante em mamiferos e é encontrado em tenddes,
ligamentos, 0ss0s, pele, vasos sanguineos intestinos, discos intervertebrais, dentina dos dentes,
cérnea, placenta entre outros (GULEVSKY; SHCHENIAVSKY, 2020).

Vale ressaltar que entre 0 genoma dos animais vertebrados e invertebrados € possivel
encontrar 28 tipos de colagenos distintos, sendo esses nomeados por meio de algarismos
romanos (I a XXVIII) e classificados de acordo com a estrutura do dominio e organizagéo
supraestrutura (MIENALTOWSKI; BIRK, 2014).

O coléageno é aquele que contém uma estrutura Gly-X-Y repetidos que tendem a ter uma
estrutura helicoidal tripla Unica. Os coldgenos homotrimericas consistem em trés cadeias
idénticas como Tipo Il e 11, enquanto os outros sdo heterotrimetros com diferentes cadeias,
como o Tipo | que possui duas cadeias al(l) e uma cadeia a2(l). Além disso, essas proteinas
também sdo classificadas em subfamilias com base em estruturas supramoleculares, como
Colagenos formadores de fibrilas (Tipo I, 11, 111,V e XI), Colagenos formadores de rede (Tipo
IV, VIl e X), Colagenos associados a fibrilas com hélices triplas interrompidas (FACIT, Tipo
IX, XI11,XIV,XVI e XIX), Colagenos de Transmembrana (Tipo XIII e XVII) e outros tipos de
colagenos (KOIDE; NAGATA, 2005).

Com a estrutura hierarquica complexa e organizada, o colageno é gerado por
fibroblastos intracelularmente, com uma estrutura helicoidal tripla. Vale ressaltar que essa
proteina é composta por cadeias que possuem aproximadamente 1000 aminoécidos cada uma,
sendo formadas por conexdo equivalente a sequéncias repetidas de trés aminoacidos Gly-X-Y,
que correspondem respectivamente a Glicina, Prolina ou Hidroxidoprolina (SHOULDERS;
RAINES, 2009) (Figura 3.1).



22

Figura 3.1 — Estrutura do Colageno Tipo 1 em 2 modelos coloridos de tripla hélice com 300nm de comprimento.
E possivel observar a composicdo de aminoacidos sendo a glicina (Gy) em branco, a prolina (X) cinza e a
hidroxiprolina (YY) em roxo.

Fonte: Salvatore et al, 2020.

E importante destacar que essa proteina tem chamado atencdo para a engenharia de
tecidos; uma vez que ndo apenas contém o suporte mecanico, mas também fornece suporte
fisico para as células influenciando-as durante fixacao, crescimento e regeneracdo. O Colageno
Tipo | € caracterizado como padrdo ouro devido a alta biocompatibilidade, biodegrabilidade e
propriedades homeostaticas. (TERZI et al.,2020).

O colageno tipo | € a mais abundante proteina da matriz em mamiferos, atuando no
suporte estrutural para 0sso, pele, tend@es, ligamentos, vasos sanguineos e também a para
fatores extracelulares que regulam processos fisiologicos, incluindo ades&o celular, proliferacdo
e diferenciacdo (ANTOINE; VLACHOS; RYLANDER, 2014).

3.2. FONTES DE COLAGENO

O colageno empregado na industria apresenta diversas fontes, sendo essas derivadas de
animais mamiferos - cavalo, bovino, aviario, suina — ou de animais marinhos - peixes, tubardes,
aguas-vivas, estrela do mar, algas -. Vale ressaltar que o colageno humano também pode ser
recombinado com bactérias e vegetais (MATHEW-STEINER; ROY; SEN, 2021) (Figura 3.2).



23

Figura 3.2 — Fontes de colageno.
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Fonte: Rezvani Ghomi et al, 2021.

Para a utilizacdo de estudos com eletrospninig o colageno bovino lidera o ranking com
28%; seguido do bezerro com 30%; outras fontes ndo relatadas 16%; rato 13%; porco, peixe,
galinha com 3%; humano 2% (BLACKSTONE; GALLENTINE; POWELL, 2021).

Grandes mamiferos terrestres como — vacas, porco, ovelhas e cavalos — sdo amplamente
utilizadas para extracdo de colageno (GALLO et al., 2020). Apesar disso, pesquisas apontam
que o colageno derivado de peixes, dguas-vivas, esponja e moluscos representam fontes mais
seguras e atrativas para uso (SALVATORE et al., 2020).
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3.3. VANTAGENS DO COLAGENO DERIVADO DE ANIMAIS AQUATICO
EM RELACAO AOS TERRESTRES

A nocdo de desenvolvimento sustentavel tornou-se um dos principais tépicos nos
programas de economia verde, propondo alternativas ecoldgicas de exploracdo de recursos
naturais; por conseguinte a Comissdo Europeia ja aprovou a estratégia de “Blue Growth” que
visa apoiar o crescimento sustentavel dos setores marinhos e maritimos. Nesse sentido, a
comunidade cientifica vem corroborando resultados positivos e as aplicacfes do colageno
derivado de animais aquéticos, que apresentam as propriedades: baixo custo; sem risco de
transmissdo de doencas; auséncia de restri¢ces religiosas; biocompatibilidade; facil absorcéo
no corpo humano (JAFARI et al., 2020).

Diferentemente do exposto acima, o colageno derivado de animais terrestres contém
limitacdes de alto custo para producéo, restrigOes religiosas e risco de transmissao de doencas
(XU et al., 2021). Jin et al (2019) afirma que essa proteina derivada de animais bovinos gera
preocupacdo devido a eventuais surtos de encefalopatia espongiforme, encefalopatia

espongiforme infecciosa e febre aftosa.

Kirsner et al (2020) comprova em pesquisa que o0 enxerto derivado de pele de peixe
apresenta superioridade em relacdo a cicatrizacédo de feridas crénicas, quando comparado com
0 aloenxerto de membrana amnion/cérion desidratada. Posto isto, é possivel ratificar as

vantagens derivadas de animais aquaticos sobre os animais terrestres.

3.4. APLICABILIDADE DO COLAGENO NA INDUSTRIA

O col&geno é a matriz extracelular mais abundante do reino animal, pertencendo a
familia de proteina fibrosa, transferindo carga nos tecidos e fornecendo um ambiente
compativel para células. A propriedade de biocompatibilidade proporciona alta aplicabilidade
no meio industrial para producdo de materiais como: esponjas porosas, membranas, fios
cirargicos e odontologicos (MEYER, 2019).

Somado a isso, essa proteina vem apresentando aprimoramento fisico-quimico com as

seguintes caracteristicas: estabilidade, resisténcia mecanica, biocompatibilidade e
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biodegradabilidade. Seu uso é estendido & engenharia de tecidual nos respectivos tegumentos:
cardiaco, dental, periodontal, vascular, 6sseo, cornea, pele e cartilagem (SUBHAN et al., 2021)
(Figura 3.3).

O colageno também ¢é utilizado em suplementos alimentares e nutracéutrico,
direcionados para o controle de peso e glicémico, sendo os filmes das proteinas capazes de
encapsular drogas protegendo o alimento da desidratacdo, luz e oxigénio. Além disso, 0
colageno também pode ser usado como estabilizador de alimentos, antimicrobiano e
antilipoxidante (SALVATORE et al., 2020). Seu processamento ocorre de diversas maneiras,
sendo essas: solidas (filmes, folhas, membranas, esponjas, discos, tubos, micro/nanoparticulas,

fibras) ou injetaveis (géis, solucdo aquosa ou dispersao) (ZHU et al., 2018).

Figura 3.3- Aplicabilidade do colageno na industria
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Fonte: XU Ning et al, 2021
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Vale ressaltar que o colageno pode contribuir para a reducéo da polui¢do plastica por
meio da producdo de embalagens ecoldgicas a base de biopolimeros, sendo esses fabricados a
partir de filmes biodegradaveis. Isso sO é possivel devido ao processamento dessa proteina

derivada de animais terrestres e aquaticos (ASSAD et al., 2020).

3.5. APLICABILIDADE DOS FILMES DE COLAGENO

Os filmes de colageno sdo usados na engenharia de tecidos, tratamento de feridas,
substituto dural e em equipamentos eletrénicos flexiveis (BOSE et al., 2020). Os filmes podem
apresentar a seguintes caracteristicas: efeitos imunogénicos, modulaveis em até 6-24 meses,
esterilizaveis através de radiacdo gama ou 6xido de etileno e sintonizaveis por meio de
reticulacdo ou nanofibra. Esses resultados s&o significativos para engenharia de tecidos
(BONFERONI et al., 2021).

Um estudo observou que o filme de gelatina tem a capacidade de aplicacdo biomeédica.
Nesse sentido, os autores combinaram os filmes com células-tronco para acelerar ainda mais a
regeneracdo da pele e os modificaram com polissacarideos para melhorar a atividade bioldgica.
O filme de gelatina acido-hialurdnico obteve maior estabilidade, maior seguranca bioldgica,
suportou maior a adesdo e crescimento do corddo umbilical humano células-tronco
mesenquimais derivadas de geléia de Wharton, maior seguranca bioldgica quando comparado
com o filme de gelatina — quitosana (LIU et al., 2020).

Uma pesquisa de filmes usando dispersao da proteina de residuos de peixe com radiagédo
gama, averigou vasta aplicabilidade em embalagens de alimentos na industria. A investigacdo
chegou a conclusédo de que, se tratado com 10 kGy, o filme pode ser usado como embalagem
ou como revestimento (se for usada dispersdo) de alimentos devido as melhores propriedades
industriais (Figura 3.4) (MISHRA et al., 2021).
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Figura 3.4 - Solucbes formadoras dos filmes (a). Filmes resultantes formados ap6s o processamento. Sendo o

filme controle tratado com 10kGy, e 0s outros tratados com 25kGy respectivamente (b).

Fonte: Mishra et al, 2021

3.6. A CORRELACAO DO FILME DE COLAGENO E A TECNICA DE
ELECTROSPINNING

Sabe-se que o colageno na forma desnaturada é um biopolimero importante para
engenharia tecidual, alimentacdo, cosméticos (PORTIER et al., 2017). Por conseguinte, o filme
de colageno derivado da pele de peixe apresenta a caracteristica de ndo toxicidade, alta
porosidade, boas propriedades fisico-quimicas, biocompatibilidade e biodegradabilidade
(YUJING et al., 2021).

A técnica de electrospinning baseia-se na criacdo de um campo eletrostatico de alta
voltagem que faz a solucdo polimérica superar a propria tensdo superficial viscoelastica,
acompanhando entdo a volatizacdo, resfriamento e solidificacdo do solvente. A partir disso,
fibras séo formadas e depositadas na placa coletora, acumulando-se criando um filme (DUAN
etal., 2022).
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Por meio de polimeros a técnica de electrospinning/electrospun produz fibras (diametro
micro e nanémetro) semelhantes a arquitetura fibrosa da matriz extracelular. Esse método
também proporciona: superficie com moléculas bioativas, invasdo e proliferacdo celular em
construcdes tridimensionais, incorporagdo de fatores de crescimento e resisténcia ao estresse
mecanico (RATNER et al., 2004).

Uma investigacdo utilizou gelatina de pele suina e colagena extraido de cauda de rato
na preparacdo de solucGes com intuito empregar na técnica de electrospinning.  Os
pesquisadores aperfeicoaram os parametros de polimero e eletrofiacdo, criando assim uma
estrutura com espessura, alinhamento e tamanho de poro desejado. Além disso, foi observada

a incorporacéo de células durante o processo de electrospinnig (NOSOUDI et al., 2020).

Pesquisas afirmam que a técnica de electrospinning foi capaz produzir membranas de
nanofibra 3D, as quais tinham a capacidade de acomodar a adesdo, proliferacdo e expansdo
celular (QIAN et al., 2016). Corroborando a literatura, cientistas produziram um polimero
revestido de colageno otimizado com produtos antimicrobianos e propriedades osteogénicas,
sendo esses submetido a técnica de eletrofiacdo. O resultado do estudo gerou um produto final
com uma matriz funcional que ndo s6 evitou infec¢do, mas também melhorou a mineralizacao
0ssea (QUIAN et al., 2019).

Zhang et al (2021) preparou uma solugéo que foi transformada em filme por meio da
técnica de electrospinning, que continham os seguintes produtos: Colageno mineralizado(MC),
Quitosana(CS), Barberina (BER - ervas chinesas), policaprolactona (PCL) polivinilpirrolidona
(PVP). Sendo assim, originou-se uma membrana com bicamada (BER@PCL/PVP-MC/CS) a
qual foi aplicada no defeito 6sseo femoral de ratos. Os autores chegaram a conclusdo que essa
membrana apresentou boa bioatividade, caracteristicas mecanicas favoraveis. Foi observado
também que as nanofibras eletrofiadas apresentavam uma estrutura semelhante a matriz
extracelular que induziu a fixacéo e proliferacéo de osteoblastos no estudo in vitro (Figura 3.5).
Sendo assim, nota-se a otimizagéo da formacéo de filmes de coldgeno quando aplicado a técnica

de electrospinnig.
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Figura 3.5 — Esquema ilustrando a prepararacdo de uma membrana com bilaminar aplicada em ferimentos de
ratos, a mesma foi produzida nos seguintes elementos: Colageno mineralizado (MC), Quitosana (CS), Barberina

(BER - ervas chinesas), policaprolactona (PCL)/polivinilpirrolidona (PVP).

Fonte: Zhang Yuhan et al, 2021

3.7. APLICABILIDADE DO FILME COLAGENO DERIVADO DE PEIXE NA
ODONTOLOGIA

E comprovado que a proteina é capaz de promover a regeneragio tecidual periodontal
em recessOes gengivais atraves de um método lento ou rapido, dependendo da técnica utilizada,

sem sinal de toxicidade ou efeito adverso (NAOMI et al., 2020).

Estudos constatam que as escamas do peixe Osphronemus gourami possuem a
capacidade de elevar a expressao osteoprogenitora e 0s niveis dos ativadores de receptores do
fator nuclear kappa-B ligante, sendo essa descoberta interessante para tratar doengas

periodontais que necessitam de enxerto 6sseo (WIJAKSANA et al., 2021).

Um ensaio in vitro avaliou a capacidade da criagdo de uma membrana produzida a partir
de hidrogéis de alcool povilinico (PVA) misturado com colageno (Col) proveniente de peixe
(Tilapia do Nilo), com a intencdo de realizar a regeneracdo tecidual guiada (RTG) para o

tratamento de periodontite. A pesquisa preliminar evidenciou que a mistura do PVA e Col
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aumentou a porosidade, a concentracao da proteina Col, a adesdo e proliferacdo de fibroblastos
no ligamento periodontal e fibroblastos da gengiva. O estudo comprovou que essa fusdo de
PVA/Col é capaz de regular o comportamento celular, provando-se como fontes potenciais para
0 desenvolvimento de membrana de RTG (Figura 3.6) (ZHOU et al., 2020).

Figura 3.6 - Membrana produzida a partir de hidrogéis de alcéol povilinico (PVA) misturado com colageno (Col)
proveniente de pele de Tilpia do Nilo promevendo a adesdo e proliferacdo de fibroblastos do ligamento
periodontal e da gengiva.
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Fonte: Zhou Tian et al, 2020.

Pesquisadores realizaram um experimento in vitro e comparativo entre membranas de
colagenos presentes no mercado e filmes de goma gel/gelatina derivadas de pele de atum, com
a finalidade de avaliar a eficacia desses produtos para regeneracdo 0ssea guiada (ROG). Por
conseguinte, defeitos dsseos experimentais foram preparados em calvaria de coelho,
preenchidos com enxerto 6sseo de fosfato-beta-tricalcico. Posto isso, o filme de colageno foi
usado como membrana de ROG e comparado com as membranas de coldgeno comerciais. O
resultado da pesquisa demonstrou que o filme ndo colapsou no defeito 6sseo e o material
enxertado ndo apresentou dispersdo. Dessa maneira 0s autores sugerem que os filmes de

coladgeno podem ser usados como membrana para ROG (JUNG et al., 2020).

3.8. BIODIVERSIDADES AQUATICAS DA AMAZONIA E SEUS POTENCIAIS
PARA NOVAS DESCOBERTAS

A bacia amazonica cobre mais de 6.000.000 km?, produz cerca de 16% da descarga de
agua doce do mundo (LATRUBESSE et al., 2017), contendo a maior biodiversidade de agua
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doce na Terra, que vem sofrendo aumento de ameacas antropogénicas. Sabe-se que 0
conhecimento da distribuicdo espacial de peixes de agua doce nessa bacia é limitado,

dificultando a compreenséo da hiper-diversidade do ecossistema (JEZEQUEL et al., 2020).

Em uma investigacdo sobre a diversidade e a distribuicdo geogréfica dos peixes
amazonicos, foi possivel notar a presenca de 4.214 espécies (tanto amazo6nicas como de bacias
vizinhas). Na arguicdo que compreendeu especificadamente a Bacia Amazdnica, observou-se
a presenca de 2716 espécies, sendo 1696 endémicas, com 529 géneros, 60 familias e 18 ordens
de peixes de agua doce (DAGOSTA,; PINNA, 2019).

Vale ressaltar que nessa bacia hidrografica ha a presenca de peixes nao nativos, essa
situacdo pode amecar o ecossistema aquatico do planeta. O estudo de DORIA et al (2021),
averigou deficiéncia de informacéo desses dados em relacdo a Regido Amazonica. A pesquisa
avalivou por bacia hidrogréfica e por pais, incluindo assim 6 paises, Brasil, Peru, Bolivia,
Equador, Venezuela e Colémbia, os quais compreendem juntos mais de 80% da Regido
Amazonica. Posto isto, constatou-se a presenca de 1314 registros referentes aos peixes ndo
nativos, incluindo 9 ordens, 17 familias e 41 espécies. Os peixes mais dectados foram Arapaima
gigas, Poecilia reticulata e Oreochromis niloticus. O estudo enfatiza a precariedade em relacéo
a informacdo sobre os peixes ndo nativos, 0s seus impactos negativos e a deficéncia de
estratégias de manejo, implicando assim em uma ameaca a populacdo nativa de peixes da

Amazonia.

Os estudos cientificos atuais ratificam que o colageno derivado do 0sso, da escama e da
pele de peixe € uma boa alternativa para superar as limitacbes do colageno mamifero
(KULKARNI; MANIYAR, 2020). Logo, devido a diversidade da Bacia Amazonica em relacao
a populacdo de peixes representados nos dados acima, é interessante destacar a regido como um
polo para descobertas e pesquisas cientificas de novas fontes de colageno.

3.9. CARACTERISTICAS DA TILAPIA DO NILO (Oreochromis niloticus)

O peixe tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus) é pertencente a familia dos ciclideos,
originario da bacia do rio Nilo, no Leste da Africa, encontrando-se amplamente disseminada

nas regides tropicais e subtropicais (CARVALHO, 2006). Por intermédio do Departamento
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Nacional de Obras Contra a Seca (DNOCS), em 1971, a espécie foi introduzida nos agudes do
Nordeste do Brasil, difundindo-se para o resto do pais (FIGUEIREDO; VALENTE, 2008).

Morfologicamente o couro da Tilapia do Nilo apresenta um desenho de flor com
lamélulas de protecdo e insercdo das escamas com maior definicdo em tamanho e comprimento
que é o tecido dérmico que sobrepde a porgdo anterior da escama. Histologicamente a pele da
Tilapia é formada por trés camadas: epiderme, derme e hipoderme. Na epiderme ha um tecido
epitelial pavimentoso estratificado, com subcamadas de células epiteliais, sendo que a camada
germinativa contém células cilindricas com nucleo oval apoiadas em uma membrana basal
nitida. A derme é composta por duas camadas uma superficial (abaixo da epiderme) e uma mais
profunda, sendo que nessa camada a Tilapia apresentou feixes de fibras colagenas finos,
sobrepostos e cruzados no sentido transversal a superficie da pele. Ja no tecido conjuntivo froux,
foi observada a presenca de melanoforos, células que sintetizam melanina. A composicao a
tilapia apresentou um alto valor de lipideos, fibras colagenas, proteinas brutas e quantidades
graxas (FRANCO et al., 2013).

Uma andlise microscopica da pele de Tilapia pode observar uma epiderme revestida
com epitélio pavimentoso estratificado, constituido por poucas camadas celulares, as suas
células basais apresentavam uma morfologia colunar e as espinhosas poligonais de ndcleos
ovais. A derme superficial era composta por tecido conjuntivo frouxo, permeados por vasos
sanguineos com calibres variados, com fibras colagenas paralelas e finas, apresentando
melanoforos subepiteliais e melanogafos dispersos. A derme profunda apresentou fibras
coldgenas organizadas, compactadas. Na hipoderme havia a presenca de acumulos de

adipacitos tipicos e feixes nervosos (ALVES et al., 2015).

Um fator interessante da pele de Tilapia é apresentar uma excelente quantidade de
colédgeno Tipo |, sendo que esse apresenta biocompatibilidade comparavel com a pele suina,
indicando uma alternativa potencial ao colageno Tipo | de mamiferos na aplicacdo também de

regeneracdo na area oral-maxilofacial (TANG; SAITO, 2015).

Ademais o estudo de Lima Janior (2017) comprovou que os feixes de colageno da pele
da til&pia sdo densos e dispostos de maneira paralela/transversal, diferentemente da organizacao
da derme humana a qual apresenta fibras com aumentada atividade colagénica em diversas

direcdes. Os autores a principio suspeitaram que esse aspecto fizesse com que a pele humana
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possui uma maior capacidade de resistir a grandes cargas, no entanto, no teste de extensao a
tracdo, as médias entre pele humana/pele tilapia demonstram-se semelhantes (média tilapia =

4,442 cm; média humana = 4,615 cm).

O colageno de tilapia induz significativamente a expressdo do fator de crescimento
epidérmico e do fator de crescimento de fibroblastos, que pode promover a proliferacéo e
diferenciacédo de fibroblastos e queratindcitos (CHEN et al., 2019). O trabalho de Lima Janior
et al (2021), observou que a pele de tilapia do Nilo quando aderida ao leito da ferida, pode agir
como um xenoenxerto flexivel e estdvel, sem antigenicidade e toxicidade, promovendo a
permeabilidade & agua e retencdo de calor, além de funcionar como uma barreira para

microorganismos.

Pesquisas cientificas avaliaram a capacidade do colageno derivado da pele de tilapia do
Nilo para melhorar a cicatrizacdo de feridas cutaneas em ratos e investigar 0s possiveis
mecanismos subjacentes. Dessa maneira, feridas cirdrgicas foram conduzidas nas costas de
ratos sob anestesia geral para aplicacdo do extrato de colageno de Tilapia na area. A ferida foi
observada em seus estagios de cicatrizagdo por meio de exames: histopatoldgicos; expressao de
fator de crescimento endotelial vascular (VEGF); fator de crescimento transformador (TGF-
R1); imunohistoquimica; fator de crescimento transformador beta (TGF-R1); fator de
crescimento de fibroblastos basico (bFGF) e actina de musculo liso alfa (a-SMA). A avaliacédo
histopatologica mostrou sinais perceptiveis de cicatrizacdo da pele, ja os resultados da
imunohistoquimica revelaram notavel aumento nos niveis de expressdo de VEGF e TGF-B1.
Esses resultados permitem a concluséo que o extrato de colageno de Til&pia do Niolo promove
0 processo de cicatrizacdo de feridas cutdneas em ratos, com ativacdo de macrofagos, com

proliferacdo de fibroblastos e angiogénese (ELBIALY et al., 2020).

J& foi possivel a utilizagdo de um biomaterial proveninente da pele de peixe de Tilapia
do Nilo como xenoenxerto para trés procedimento de neovaginoplastias em casos de sindrome
de Mayer-Rokitansky-Kdster-Hauser. Os resultados foram promissores, visto que o estudo
descritivo demostrou que o enxerto permitiu uma neovagina anatdmica e funcional. Ademais,
as andlises histolégicas e imunohistoquimicas revelaram a presenca de epitélio escamoso
estratificado com alta expressdo de citoqueratinas e fator de crescimento de fibroblastos,
condizente com as caracteristicas do tecido vaginal adulto normal, comprovando assim, a

eficacia do xenoenxerto (DIAS et al., 2020).
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Ademais o estudo in vitro de investigou a funcionalidade de um novo Coléageno de
Tilapia Hidrolisado (HFC) para regeneracdo de tecido periodontal. Sendo assim, o HFC era
extraido das escamas de Tilapia e a células do ligamento periodontal eram cultivadas. Foi
observado com o tempo que, o HFC promoveu a viabilidade de células no ligamento
periodontal humano com os marcadores positivos osteogénicos, além da producdo de proteinas
osteogénicas relacionadas ao sucesso da diferenciacdo osteogénica (fosfatase alcalina e
osteocalcina). Dessa forma, os autores chegaram a conclusdo que o Colageno de Tilapia
Hidrolisado permitiu a viabilidade celular, expressdo osteogénica dos genes relacionados,
producéo de proteinas, provando-se com um bom candidato aditivo para biomateriais (CHAO
LIU; JIAO SUN, 2015).

A matriz dérmica acelular (ADM) ¢é feita principalmente com pele humana ou suina e
apresenta o risco de transmissao do virus zoonotico; entretanto, sabe-se que a pele acelular do
peixe Tilapia (TS-ADM) pode superar essa deficiéncia. Nesse sentido, um experimento de
cicatrizacdo de feridas em pele de rato e mini-porco, retificou, por meio de uma analise
histopatologica, que em comparacdo com a matriz dérmica acelular suina comercial (DC-
ADM), o TS-ADM mostrou promover significativamente o crescimento de granulacéo,
deposicao de colageno, angiogénese e reepitelizacdo (Figura 3.7). Foi comprovado que o TS-
ADM usado como um curativo bioativo de baixo custo poderia formar um microambiente

propicio a cicatrizagdo de feridas (LI et al., 2021).

Figura 3.7 - Preparagdo da pele de tilapia, preparagdo, fabricacdo da matriz dérmica acelular de pele da tilapia.
Aplicacédo na ferida cirdrgica em ratos. Evolucgdo da cicatrizacéo.
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Fonte: LI, Dongsheng et al., 2021
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3.10. CARACTERISTICAS DO ACARA-SEVERO (Heros severus)

O Acara - severo (Heros severus) é classificado como um peixe ornamental, da familia
dos ciclideos, com boa adaptacdo ao cativeiro. Vale ressaltar que essa espécie apresenta
exuberancia e coloragéo de seus exemplares (CAMPELO et al., 2019).

Essa espécie apresenta comprimento maximo de 20 cm e com distribuicdo pela América
do Sul: Bacia do Rio Orinoco alto; drenagem do Rio Orinoco na Colémbia e Venezuela;
Amazonas na Bacia do alto Rio Negro. Os paises em que esse peixe pode ser encontrado sao:
Brasil, Colombia e Venezuela (STAECK; SCHINDLER, 2015).

Segundo Kuallander (1986), o Heros severus é uma espécie muito mais esbelta, tem
uma mancha caudal distinta, apresenta uma vertical distinta em barras, exceto em alguns
espécimes grandes em que todos se desvanecem. O 6° compasso de H. severus geralmente nao

chega tdo longe dorsalmente quanto a barbatana dorsal.

Estudos em relacdo a aplicacdo da pele do Acara-severo na engenharia de tecidos,

biomédicas, industriais ndo foram encontrados durante a pesquisa da reviséo bibliografica.

3.11. CARACTERISTICAS DO TUCUNARE - ACU (Cichla temensis)

Um peixe notavel para pesca comercial, subsisténcia da populacéo local e preferida dos
pescadores esportivos, 0 tucunaré - agu caracteriza-se cComo uma especie importante na Bacia
Amazonica, sendo encontrada na regido do rio Negro (CAMPOS; CATARINO; FREITAS,
2019). O Cichla temensis também esta presente na drenagem do rio Orinoco (Colémbia e
Venezuela) e nos rios de aguas pretas ao longo do Rio Solimdes Amazonas (KULLANDER;
FERREIRA, 2006).

O género Cichla apresenta 16 espécies descritas na literatura e apesar das similaridades
é possivel diferenciar as espécies. Nessa linha de raciocinio, autores notaram que C. temensis
apresenta, em sua forma, elipcidade e circularidade, enquanto C. monoculus e C. orinocensis
contém retangularidade e arredondamento (Figura 3.8) (MERELES et al., 2021).
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Figura 3.8 - Anatomia do Tucunaré —acu.
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Fonte: Mereles, Marcos A et al., 2021

O Cichla temensis tem aproximadamente 46¢cm de comprimento (KULLANDER, 1986)
com tonalidade predominantemente amarela, interrompida por barras escuras ao longo do
corpo, vale ressaltar que o Tucunaré-acu pode apresentar variacdes no padréo de cores devido
a uma caracteristica sexual secundaria, sinalizadora do grau de maturacdo sexual sazonal
(REISS et al., 2012). Autores revelam que a pigmentacdo da espécie pode sofrer alteracdes de
acordo com as condi¢des do nivel da agua (REISS; GROTHUES, 2015).

Em relacéo ao estudo com filmes de colageno, foi observado caréncia sobre o assunto
em relacdo a essa espécie, corroborando assim a necessidade de realizacdo de experimentos

para novas descobertas no campo da biotecnologia.

4. METODOLOGIA

O presente estudo agregou varias areas e subareas do conhecimento como: Ciéncia
Biologica — Ciéncia da Saude — Engenharia 111, com finalidade de produzir e comparar filmes
de colageno derivados da pele de peixes da Tilapia do Nilo, Tucunaré-acu e Acara —severo. As
suas respectivas elaborag¢6es ocorreram por meio de solucdes de Colageno + PVA, por meio do

método de evaporacgdo de solvente.

Provenientes de piscicultura (Estrela d’agua — Castanhal/PA e Viva Esperanca-
Capanema/PA) os peixes foram selecionados, sendo da espécie Oreochromis niloticus, Heros

severus, Cichla temensis. Vale ressaltar que os peixes foram congelados e transportados em um
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recipiente gélido a -15°C para conservagdo de todas suas estruturas e ficaram armazenados em
freezer a uma temperatura de -15°C até a realizacdo do experimento (Regulamento de Inspecao
Industrial e Sanitaria de Produtos de Origem Animal (Riispoa), de 1952, sob o artigo 439 e
paragrafo 3°).

Para o0 prosseguimento da pesquisa 0s peixes foram descongelados a
temperatura/umidade ambiente, as suas peles foram seccionadas, lavadas com &gua bidestilada
por 10 minutos e misturadas com etanol 95% sem agitacdo durante 24h, com o objetivo de
remover produtos ndo colagenosos, gordura e outros residuos (Figura 4.1). Vale ressaltar que o
teste do tempo de contato foi realizado em 24 horas, havendo também a verificacdo do pH das

solucdes de Tildpia (X), Tucunaré-acu (Y) e Acara-severo (Z).

Figura 4.1 — Fluxograma do processo de extracdo do colageno da pele de peixe.
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Fonte: Proprio autor

Apos isso, as amostras foram lavadas 3 vezes com agua destilada, colocadas em tubos

de ensaio com agua bidestilada, centrifugadas por 20 minutos em 3000 rpm e levemente
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secadas. A extracdo do colageno ocorreu mediante 0 método de hidroxido de sédio: 1000 mL
de NaOH 0,12M por 12h a temperatura ambiente, sendo posteriormente, filtradas. As amostras
X,Y e Z foram dialisadas. Para tanto, o colageno diluido foi submerso em uma solucéo de acido
acetico (CH3COOH) 0,1 M por 08 h a 25°C / 1:9 (v/v). Lavagens com &gua destilada, foram
realizadas até o colageno ficar com pH entre 6-7, obtendo-se apoOs essa etapa o colageno
dialisado e um sétimo efluente. A partir disso, as amostras foram congeladas, liofilizadas,

moidas e armazenadas em embalagens laminadas em temperatura de 0 °C (Figura 4.2).

Figura 4.2 — Fluxograma da extracdo e purificacdo do colageno
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Fonte: Proprio autor

Ap0s obtencdo do colageno puro, 3 solugdes poliméricas com PVA (&lcool povililico)
(ACS Cientifica, Sumaré, SP, Brasil) + Colageno foram produzidas, sendo essas: Colageno de
Tilapia do Nilo + Agua destilada + PVA (X'); Colageno de Tucunaré-acu + Agua Destilada+
PVA (Y1) e Colageno de Acara-severo+ Agua Destilada +PVA (Z%) (Figura 4.3).

Para producdo da solugdo 0,5g de coldgeno de cada peixe + 5g de PVA foram
solubilizados em 100 ml &gua destilada a 60°C/80°C, via agitacdo mecéanica de 300 rpm durante

2 horas até a obtencao de uma alta viscosidade.
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Figura 4.3 — Esquema para demonstrar as solucGes de Colageno + PVA de cada espécie de peixe. +
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Fonte: Préprio autor.

A partir disso, 50 ml de cada solugdo X!, Y%, Z%, foram depositadas em formas de
silicone com dimensbes de 26,5 cm x 18 cm x 3 cm e posteriormente armazenadas em
congelador a 0°C durante 24h, visando a evaporagédo de solventes e a formacdo de um filme
polimérico. Vale ressaltar que o Alcool polivinilico sera utilizado para aumentar a resisténcia

mecanica do produto final 10% Colageno para 90% de PVA.

Apos 24h os filmes poliméricos foram formados, sendo esses: Colageno de Tilapia +
PVA (XF?), Colageno de Tucunaré — agu + PVA (YF?) e Colageno de Acara-acu (ZF?)
(Figura 4.4). Os polimeros foram preparados e recortados em dimensfes de 45 mm X 5mm,
obtendo-se no total 27 filmes, sendo 9 de cada espécie. Os melhores 5 polimeros foram
selecionados para serem submetidos aos testes de Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)
para avaliar morfologia e aos testes de tragéo.

Figura 4.4 — Esquema demonstrativo dos filmes de coldgenos obtidos de cada espécie de peixe.

Filmes de Colageno + PVA

Fonte: Proprio autor.
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Figura 4.5 — Representacéo dos filmes de Colagenos recortados em 45 mm x 5 mm x 0,5 mm.
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Fonte: Proprio autor.
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Com a finalidade de investigar as propriedades mecénicas dos filmes, um experimento
de tracdo “pull-to break” foi realizado com uma méaquina de teste de material. Para isso, cada
esteira foi recortada em secdes de 45 mm de comprimento x 5 mm de largura (Figura 4.5),
sendo montado com fita adesiva para evitar escorregar do suporte de fixacdo (ASTM D882).
As cinco amostras de cada espécie serdo colocadas no sentido vertical e com velocidade de
carregamento de 0,5 mm/min. Apos a fratura dos filmes, os 15 polimeros passardo por um
microscopio eletronico de varredura da Tescan® modelo MIRA 3 para avaliar morfologia de

superficie externa e interna.

E importante destacar que houve a selecio do polimero com melhores resultados e esse
foi submetido a técnica de electrospinning para averiguar seu comportamento, 0 experimento
foi limitado a uma espécie de peixe por conta de restricbes apresentadas pela fonte. Nesse
sentido, uma solugdo composta por colageno hidrolisado da pele de peixe, com Alcool
Povilinico P.S (PVA) (ACS Cientifica, Sumaré, SP, Brazil), foi solubilizada em 100 ml de agua
destilada (ASFER Industria Quimica Ltda., Sdo Caetano do Sul, SP, Brazil) a uma rotacdo de
300rpm, temperatura de 60° C durante 2 horas. A solucéo foi resfriada em temperatura de meio
ambiente e colocada em uma seringa 3ml (SALDANHA RODRIGUES LTDA., Manaus, AM,
Brazil) onde houve a aclopagdo de uma agulha (22Gx1” - 0,7x25 mm) com diametro interno de
0,70mm (SALDANHA RODRIGUES LTDA., Manaus, AM, Brazil).

O sistema seringa-agulha foi isolado em um tubo plastico recortado de 45 mm
proveniente de uma seringa de 20 ml (SALDANHA RODRIGUES LTDA., Manaus, AM,
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Brazil), sendo que, em sua rolha de retengdo, houve a aclopacéo de um papel alumino para o

depdsito da eletrofiacdo.

Todo o sistema, entdo, foi posicionado na maquina Emic DL2000 (Emic, S&o josé dos
Pinhais, PR, Brazil), onde se aplicou a forca de 1 N na base do émbolo da seringa de 3 ml.
Assim, a partir fonte de alta tensdo COCKCROFT — WALTON (PS ENERGIA LIVRE E
PROJETOS, Belem, PA, Brazil) o polo positivo foi aclopado na haste da agulha, enquanto que
no seu bisel formou-se uma gota de 0,2 ml. Um orificio de 1 mm foi realizado proximo a flange

da seringa de 20 ml para conex&o com o polo negativo (Figura 4.6).

A eletrofiacdo ocorreu no sentido vertical com uma tensao de 6,7 KV e uma distancia
de 3 cm entre a agulha-anteparo durante 30 minutos. Ap0s o0 ensaio, a superficie de aluminio
foi removida da rolha de contencgdo para ser submetida a microscopia eletrénica de varredura

Tescan® modelo VEGA 3.

Figura 4.6 — Diagrama do processo de electrospinning da solugéo de colageno selecionada.
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Fonte: Proprio autor.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Foi possivel obter 440 gramas de pele de 10 unidades de Tilapia do Nilo; (Figura 5.1 —
A); 296 gramas de pele de 7 unidades de Tucunaré (Figura 5.1- B); 307.61 gramas de pele de
10 unidades e de Acara severo (Figura 5.1- C). As facilidades de obtencdo das espécies
ocorreram na seguinte ordem: Oreochromis niloticus, Cichla temensis, Heros severus, isso
pode ter, em funcdo da disponibilidade da espécie no mercado (pesca) e com as questes

sazonais hidroldgicas.

Figura 5.1 — Peles de peixes dissecadas da Tilapia do Nilo (A), Tucunaré-acu (B) e Acara severo (C). Colageno
puro/seco da Oreochromis niloticus (C), Cichla temensis (E), Heros severus (F).

Fonte: Proprio autor
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A pesquisa de Virgilio et al (2022) averigou que a conectividade hidroldgica e os filtros
ambientais sdo essenciais para a estruturacdo das comunidades aquaticas, podendo levar a
mudancas ecoldgicas na diversidade local e na composicao de espécies de organismos. O estudo
foi realizado em lagos marginais localizadas no medio rio Purus (oeste da Amaz6nia).
Verificou-se que os periodos hidrologicos influenciaram na variacdo da diversidade alfa,
enquanto que os diferentes tipos de conectividade determinaram o aumento da diversidade beta

de peixes.

Heilpern et al (2022) constatou que resiliéncia de pesca depende de dois fatores como:
0 numero inicial de espécies exploraveis, o potencial de compensa¢do impulsionado pela
competicdo e fatores de liberacdo de predacédo, sendo importante para determinar o status da

pesca e garantir sua sobrevivéncia, e a longo prazo, sustentabilidade.

A Tildpia do Nilo foi a espécie com maior facilidade de obtengdo para a pesquisa
elaborada, fatores como facilidade de alimentacdo e procriacdo, favorece a sua criacdo em
diversos lugares. Nesse sentido, o estudo de Stauffer Jr et al (2022) afirmou que Oreochromis
niloticus tem grande probabilidade de colonizagéo devido a sua historia de vida com: taxa de
crescimento rapido, tamanho grande em relagdo a Oreochromis spp. e seu repertorio
diversificado de alimentagdo. Os autores chegaram a conclusdo que a Tilapia Nilo representa
uma ameaca aos peixes nativos Lago Malawi, no lado da Tanzania, visto que, causaria

competicdo ou hibridizagdo com congéneres nativos.

Uma revisdo sistemética de literatura buscou identificar as lacunas relacionadas a
introducdo de peixes nao nativos em diferentes ecossistemas de dgua doce brasileiros. Esse
estudo avaliou algumas espécies, como Oreochromis niloticus, Coptodon rendalli ou Cichla
kelberi e foi verificado que seus impactos permanecem amplamente inexplorados. Isso
inviabiliza a compreensdo adequada das consequéncias ecoldgicas e socioeconémicas da
introducdo de peixes em ecossistemas nativos, especialmente em regides de alta biodiversidade
como a Amazonia (ROCHA; GARCIA-BERTHOU; CIANCIARUSO, 2023). Apesar de nio
haver um bom controle da introducéo da Tilapia do Nilo em diversas regides do Brasil, o estudo
de Forneck et al (2021) constatou que as instalagfes de aquicultura impulsionam a introducéo
e 0 estabelecimento da Orechromis niloticus ndo nativa em riachos Neotropicais, Brasil.
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A segunda espécie com maior facilidade de obtencdo para pesquisa foi 0 Tucunaré —
acu, peixe amazonico, de coloracdo amarela, com algumas listras pretas na vertical e
comprimeto aproximado de 20 cm, vale ressaltar que sua pele destoou macroscopicamente

quando comparada com 0s outros animais estudados na pesquisa.

A literarura afirma que o Cichla temensis tem revelancia na pesca comercial, na
subsisténcia da regido; somado a isso, foi constatado que a média para recrutamento e captura
é em torno de 1,88, anos com comprimento aproximado de 21,5 cm; vale ressaltar que o peixe
pode alcangar 33,00 cm de comprimento quando apresenta 3 anos de idade (CAMPOS;
CATARINO; FREITAS, 2019).

Os autores Coffill-Rivera, Neal e Allen (2023) afirmam que devido a popularidade e o
valor, o tucunaré-acu € uma espécie com potencial candidato a aquicultura, entretanto, pouco
se sabe sobre as condicdes fisico-quimicas ideais em habitats naturais, que sdo importantes,
para o desenvolvimento de protocolos de incubacéo para manejo, desova e engorda. Os autores
chegaram a conclusdo que a espécie é sensivel as temperaturas elevadas, devendo ser criadas

em aproximadamente 25°- 30°, sendo sensiveis a hipoxia a 35°C.

O peixe com maior dificuldade de obtencdo para realizacdo do estudo foi o Acara-
severo, pertencente a mesma familia da Tilapia do Nilo - Cichlidae. Os animais obtidos
apresentaram o comprimeto aproximado de 10 cm e apesar de ter comprimento inferior a
Oreochromis niloticus notou-se extrema semelhanca macroscopica entre a pele das duas

espécies.

O Herus severus € uma espéecie amazonica com potencial para psicultura ornamental,
no entanto, os manejos de alimentacdo e densidade de estocagem ainda sdo desconhecidos na
larvicultura para permitir a producéo racional da espécie em cativeiro, foi constatado por meio
de estudos que a espécie deve ser cultivada com 5 larvas e alimentadas com 250 nauplios em 4
alimentaces diarias (ABE et al., 2016).

Castro-Castellon et al (2023) elaborou uma pesquisa que comprovou que o Herus
severus pode ser cultivado em biofloco, sendo alimentado utilizando-se beterraba e cenoura,

visto que, promoveram o enriquecimento da dieta dos peixes com pigmentos. Vale ressaltar
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que a beterraba ajudou a obter taxas de sobrevivéncia acima de 90% e parametros de

crescimento semelhantes as dietas comerciais com e sem pigmentos.

Os dados obtidos na literatura sdo importantes para compreender a cria¢do, alimentacédo
e manejo do Acara-severo. Foi possivel notar a caréncia de pesquisas cientificas do Herus
severus que apesar relevante para pesca ornamental, ainda necessita de estudos para maior

compreenssao da espécie e sua aplicacdo no setor industrial.

A partir do processamento das peles dos peixes obtiveram-se amostras de colageno puro
liofilizado de cada espécie com 3.32 g de Tilapia (Figura 5.1 — D), 2.53 g de Tucunaré (Figura
5.1-E) e 0.5gde Acara Severo (Figura 5.1 — F), os respectivos rendimentos foram calculados
baseados no estudo de Vate, Undeland e Abdollahi (2022), sendo esses: 0,754%, 0,854% e
0,162%.

Rendimento = Peso do coldgeno seco liofilizado da pele de peixe x 100

Peso Umido das peles de peixes sem tratamento

Os resultados demonstraram que o Tucunaré- acu apresentou maior desempenho na
obtencdo do colageno, seguido da Tilapia e por ultimo o acara-severo, vale ressaltar que todos
foram submetidos a0 mesmo processo de extracdo de proteina. Segundo a literatura essa
diferenca pode ocorrer por fatores como: discrepancia entre as espécies de peixes, fatores
bioldgicos (por exemplo, grau de reticulacdo) ou diferencas nos protocolos de extracdo de
colageno (CRUZ-LOPEZ et al., 2021).

A diferenca entre as espécies, anatomia, estrutura da pele, tamanho séo de fato aspectos
que podem influenciar na quantidade do produto final. Santos Corréa et al (2023) notou que 0
redimento filés, cabecas de Oreochromis niloticus em relacdo ao de Cynoscion virescens
apresentam menor rendimento de filé, porém com alto teor de proteina e baixo teor de lipidios,
sendo a tilapia superior a da corvina, principalmente em termos de proteinas e aminoacidos
comparado ao filé de corvina. Ja a pesquisa de Le et al (2020) averigou que dos trés peixes
estudados o Chitala ornata apresentou maior redimento de colageno, seguido do

Pangasianodon hypophthalmus e Oreochromis niloticus. A literatura aponta também a
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presenca de outros parametros que afetam o produto final da extracdo de coladgeno de fontes de

peixe como temperatura, tempo e concentracdo de solvente (JAFARI et al., 2020).

Para producao dos filmes, solu¢des com 100 ml Agua + 0,59 de colageno de cada peixe
+ 5 g de Alcool Povilinico foram preparadas. Apdés isso, 9 ml de fluidos de cada espécie foram
despejados separadamente em recipientes de silicone com dimensdes 26,5 cm x 18 cm x 3cm e
armazenados em 0° C durante 24 horas. Nesse sentido, filmes arredondados de cada espécie
peixe foram formados, sendo esses recortados em 9 amostras retangulares com dimensdes de

45 mm X 5 mm.

O filme de Tilapia do Nilo (Figura 5.2- A, B, C) apresentou-se irregular, granulado,
com pedacos de colageno e pigmentacdo tendendo ao amarelo. J& o polimero de Tucunaré —
acu (Figura 5.3 — A, B, C) demonstrou-se homogéneo, com superficie lisa e com a coloracao
inclinando-se ao transparente. Enquanto que no filme do Acara-severo (Figura 5.3 — A, B, C)
evidenciou-se a presenca de bolhas, irregular, parcialmente granulado com pequenos pedagos
de colageno e com a tonalidade proxima ao transparente. Os polimeros obtidos apresentam

variacao na cor e na textura macroscépica devido ao colageno de cada espécie.

Figura 5.2 — (A) Filme de Oreochromis niloticus com 10% Colageno + 90% de Alcool Povilinico. (B) 9 amostras
do mesmo polimero preparadas e recortadas. (C) Dimens&o 45 mm x 5 mm de cada espécime.

Fonte: Préprio autor.
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Figura 5.3 — (A) Filme de Cichla temensis com 10% Colageno + 90% de Alcool Povilinico. (B) 9 amostras do
mesmo polimero preparadas e recortadas. (C) Dimens&o 45 mm x 5 mm de cada espécime.

Fonte: Préprio autor

Figura 5.4 — (A) Filme de Heros severus com 10% Colageno + 90% de Alcool Povilinico. (B) 9 amostras do mesmo
polimero preparadas recortadas. (C) Dimenséo 45 mm x 5 mm de cada espécime.

Fonte: Préprio autor

Essas variacdes macroscopicas também foram notadas no estudo de Zulkiflee et al
(2023) que fabricou um filme de colageno/alcool polivinilico (PVA) fortificado com elastina,
sendo esse polimero sobreposto a uma esponja de colageno, formando uma biomatriz hibrida
de duas camadas. Os estratos foram estudados de maneira individualizada e agregados uns aos

outros. Macroscopicamente a esponja de coldgeno (NCL — grupo controle) assumiu uma cor
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branca devido a cor original do coladgeno obtido de pernas de ovelhas, enquanto que o0 outro
grupo de esponjas compostas de colageno/elastina/PVA/Genipina (CL/CL) exibiu uma cor

amarelada em funcdo da reticulacdo com genipina.

A fabricacdo de hidrogéis de PVA/ Colageno Il consegue atender os requisitos de
engenharia e regeneracdo de tecido cartilaginoso, visto que apresentam interconectividade,
estrutura de porosidade, moédulo de elasticidade meédio, boa biocompatibilidade,

citocompatibilidade, proliferacdo célular (LAN et al., 2020).

A mistura desses polimeros possibilita a melhoria mecanica de materiais biodegradaveis
sem agregar muito custo, que é crucial para substituir os plasticos convencionais para a
seguranca ambiental (ZHOU; ZHAU, 2022). Diante do exposto, dependendo do grau de
concentracdo de cada polimero (PVA e Colageno) os filmes formados podem ser aplicados
tanto na engenharia tecidual quanto na engenharia de producéo, possibilitanto a aplicacédo em

diversas areas do setor industrial.

Para realizagdo do experimento mecanico houve a selecdo dos melhores 5 filmes de
coldgeno de cada espécie com dimensdes de 45 mm x 5 mm x 0.05 mm (ASTM D882). Os
polimeros foram submetidos a um teste de tracdo denomidado “Pull to break” na maquina
universal Emic DL2000 (Emic, S&o josé dos Pinhais, PR, Brazil), aplicando-se velocidade de

carregamento de 0,5 mm/min (Figura 5.5).

Figura 5.5 — Experimento de mecénico Pull to break realizado na maquina universal Emic DL2000.

Fonte: Proprio autor
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Os resultados do ensaio de tracdo, obtidos a partir da media de 5 filmes de cada espécie,
demostraram que em relacdo ao mddulo de elasticidade a Oreochromis niloticus apresentou
327,02 MPa; o Cichla temensis 227,76 MPa e o Heros severus 299,02 MPa. Enquanto que
relacdo a tensdo de ruptura e a deformacdo a fratura foi possivel averiguar os seguintes
resultados: Tildpia do Nilo 5,46 MPa e 147,13 %; o Tucunaré-acu 13,48 MPa e 150,33 %j;
Acaréa-severo 8,53 MPa e 161,35 % (Tabela 1) (Figura 5.6; Figura 5.7; Figura 5.8).

Tabela 5.1 — Resultados dos testes mecanicos avaliando médulo de elasticidade (MPa), Tensao de ruptura (MPa)

e Deformacdo a fratura (%) dos filmes de coladgeno das espécies de peixes.

Origem Modulo de Tenséo de Deformacgéo a | Processamento
elasticidade ruptura fratura
(MPa) (MPa)
Tilapiado | 327,02 + 317,03 5,46 + 4,42 147,13 % PVA/COL
Nilo
Tucunaré- 227,7 + 270,13 13,48 + 27,05 150,33 % PVA/COL
acu
Acara- 299,02 + 204,83 8,53 + 6,28 161,35 % PVA/COL
severo

Fonte: Proprio autor
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Figura 5. 6 — Gréfico dos ensaios de tracdo realizado com os filmes da Tilapia do Nilo.
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Fonte: Préprio autor.
Figura 5. 7 — Grafico dos ensaios de tracdo realizado com os filmes do Tucunaré-agu.
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Fonte: Prdprio autor.
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Figura 5.8 — Gréfico dos ensaios de tracao realizado com os filmes do Acara-severo.
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Fonte: Proprio autor.

Pesquisadores notaram que a presenca de PV A possibilita aprimoramento em relacéo a
rigidez e inelasticidade, por meio de testes mecénicos em filmes compostos de hidrogel de
celulose bacteriana (CB) /colageno (COL) /alcool polivinilico (PVA). Os polimeros a base
CB/COL obtiveram um mddulo de Young’s de 284.69+21.95 MPa, enquanto que os filmes de
CB/COL/PVA alcangaram os valores de 330.24+31.30 MPa (YANG et al, 2022).

O Colageno associado com PVA permite a reducdo da taxa deformacéo e da tensdo de
ruptura. Zhou et al (2021) estudou esse fato quando comparou uma membrana de camada dupla
de Colageno/Alcool povilinco (COL/PVA) com a uma membrana de alcool povililico (PVA).
Notaram-se leves discrepancias entre os dois produtos; visto que polimero de PVA apresentou
uma taxa de deformacdo a 222 + 33% e uma tenséo de ruptura a 429 + 98 KPa (0.429 MPa),
enguanto que o polimero de COL/PVA obteve 193 + 27% e 419 + 51 KPa (0.419 MPa).

Yang et al (2022) realizou um estudo comparativo entre um polimero de celulose
bacterina + colageno (CB/COL), com um composto de celulose bacteriana + colageno+ alcool
povilinico (CB/COL/PVA). Constatou-se aprimoramento mecanico na membrana de

CB/COL/PVA ja que apresentou a tensdo de ruptura a 76.23+1.63 MPa e taxa de defomacéo a
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18.60+1.34 %, sendo que no polimero de CB/COL os valores foram menores com 22.81 + 0.74
MPa e 8.04 £ 0.36%.

Quando comparado o resultado das trés espécies de peixes, notou-se na Tilapia do Nilo
maior inelasticidade/rigidez, ruptura do polimero sob menor tensao e menor taxa de deformacéao
(Figura 5.9). O Acaréa- severo apresentou resultados intermediarios (Figura 5.10), enquando que
0 Tucunaré-acu expressou maior elasticidade, rompimento quando submetido a uma maior

tensdo e elevada deformacéo (Figura 5.11).

Esses dados mecanicos podem ser associados com a porosidade dos filmes de colageno,
sendo esses resultados explicitos na area interna do polimero apds a fratura. O fator variante
para producdo dos filmes foram as diferentes peles de peixes, com isso é possivel notar que o

produto final sofre influéncia de acordo com o colageno obtido de cada espécie.

Para corroborar tal afirmacdo, um estudo comparativo entre a Tilapia do Nilo, a Carpa
Prateada e a Carpa-do-limo concluiu que néo so as propriedades fisico-quimicas, mas também
as capacidades de formacéo de filme do colageno estdo relacionadas a conformacéo e formacéo

priméria da estrutura das moléculas da proteina (TANG et al., 2015).

Figura 5.9 — Filme de colageno do peixe Tildpia. (A) Filme em repouso. (B) Filme submetido a tragéo. (C) Inicio

da fratura do polimero.

Fonte: Proprio autor.
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Figura 5.10 — Filme de colageno do peixe Acara-severo. (A) Filme em repouso. (B) Filme submetido a tragdo.

(C) Inicio da fratura do polimero.

Fonte: Prdprio autor.

Figura 5.11 — Filme de colageno do peixe Tucunaré-acu. (A) Filme em repouso. (B) Filme submetido a tracao.
(C) Inicio da fratura do polimero.

Fonte: Proprio autor.

Apbs os ensaios de tracdo os filmes foram submetidos a analise de microscopia
eletrbnica de varredura, sendo averiguada a parte interna e a superficie de cada um. Notou-se
boa interacdo de PVA e Colageno de todos os polimeros formados ndo havendo
microscopicamente separacao de fases. Ja na area de fratura de cada filme constatou-se mais

homogeneidade do tucunaré-agu, seguido do acara-severo e da tilapia do Nilo. Ja na érea de
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superficie houve similaridade entre Cichla temensis e Heros severus, apenas destoando

Oreochromis niloticus (Figura 5.12; Figura 5.13; Figura 5.14).

Figura 5.12 — Microscopia eletronica de varredura (MEV) do polimero da espécie Oreochromis niloticus. (A)
Area de fratura do filme com aumento de 50 um. (B) Area interna com aumento de 20 um. (C) Area de Superficie

com aumento de 200 pum.

SEM HV: 5.0kV wo: 1406mm | MIRA3 TESCAN|
View fleld: 200 ym Det: SE
SEM MAG: 1.38 kx _ Date(midly): 04/27/23 MPEG - LME

] B 2 /
SEM HV: 5.0 kV. WD: 17.02 mm MIRA3 TESCAN| SEM HV: 5.0 kV. wo:1548mm | | MIRA3 TESCAN|
View fleld: 92.6 pm Det: SE 20 pm View fleld: 750 ym Det: SE 200 pm
SEM MAG: 2.99 kx _ Date(midly): 04127123 MPEG - LME SEM MAG: 389 x  Date(m/dly): 04/27/23 MPEG - LME

Fonte: Préprio autor

Figura 5.13— Microscopia eletronica de varredura (MEV) do polimero da espécie Cichla temensis. (A) Area de
fratura do filme com aumento de 50 um. (B) Area interna com aumento de 20 um. (C) Area de Superficie com

aumento de 200 um.
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Fonte: Préprio autor
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Figura 5.14 — Microscopia eletronica de varredura (MEV) do polimero da espécie Heros severus . (A) Area de
fratura do filme com aumento de 50 um. (B) Area interna com aumento de 20 um. (C) Area de Superficie com

aumento de 200 pm.
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Fonte: Proprio autor

Pesquisas revelam que polimeros sintéticos como o alcool povilinico podem ser
escolhidos como hidrogéis, além disso, é capaz de proporcionar suporte estrutural e similar as
propriedades viscoelasticas da matrix extracelular de cartilagem; vale ressaltar que as
incorporac@es de polimeros naturais podem aprimorar a biocompatibilidade e reduzir reacdes
imunes (LI et al., 2023).

O estudo de Zhou et al (2021) avaliou por meio de imagens de microscopia eletrénica
de varredura que o colageno apresenta uma estrutura microporosa que permite o crescimento
interno de células, enquanto o PVA atua como barreira densa para inibir outras células de
invadir o colageno. Logo, enquanto o colageno permite a proliferagdo celular, o alcool
povilinico atua como barreira, permitindo um espacgo para o crescimento de células recém-
produzidas. Somado a isso, os autores chegaram a conclusdo que a membrana PVA/Col

apresenta a propriedade hidrofilica favoravel.

Assim como os resultados obtidos no MEV dos filmes do Acara — severo, Tucunaré -
acu e Tilapia do Nilo, o estudo de Zhou et al (2020) também averiguou que a morfologia de
superficie de colageno PVA/Col (90:10) apresentou camada superficial homogénea e densa,

com pequenos poros observados, sendo que a proporcao 70:30 e 50:50 de alcool povilinico



56

associado com colageno proporcionou maior porosidade, permitindo assim maior adesdo e

proliferacdo de fibroblastos do ligamento periodontal e gengivais dos humanos.

Apesar da similaridade dos polimeros formados, observou-se que maior porosidade na
seguinte ordem: Tilapia do Nilo, Acara - severo e Tucunaré —acu. Esse dado é relevante ja que
pesquisas afirmam que uma estrutura de malha interpenetrante porosa garante uma boa
permeabilidade, o que promoveria maior proliferacdo celular e a cicatrizacdo de feridas
(WANG et al., 2018).

Analisando a proposta industrial para fabricagdo de biomateriais, foi constatado que a
Tilapia do Nilo apresentou maior facilidade de obtencdo, modulo de elasticidade, porosidade
e rendimento razodvel. Os peixes amazonicos apresentaram valores bons, mas, ndo téo

significativos quanto os da Oreochromis niloticus (Tabela 2).

Tabela 5.2 — Comparacdo dos dados obtidos entre espécies de peixes. Resultado 6timo: +++.

Resultado razoavel: ++. Resultado Baixo: +.

Espécie de Facilidade | Rendimento | Porosidade Moédulo de | PONTUACAO
Peixes de Elasticidade | TOTAL DO
/ Obtencéo N° DE +
Parametros
Tilapia do Nilo +++ ++ +++ +++ 11
Tucunaré-agu ++ +++ + ++ 8
Acara- severo + + ++ ++ 7

Fonte: Proprio autor
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Devido aos resultados obtidos, a solu¢éo de colageno hidrolisado da pele Tilapia (0,23
% w/v), com Alcool Povilinico P.S (PVA) (2,09 % wi/v) foi selecionada para ser submetida a
técnica de electrospining utilizando uma fonte de alta tensdo COCKCROFT — WALTON. O
polimero foi eletrofiado com uma tenso de 6,3 KW a uma distancia de 3 cm., foram formadas
nanofibras com gotejamento da solucéo (Figura 5.15).

Figura 5.15 — Sistema montado seringa para eletrofiacdo da solucéo da Tildpia no Nilo +PVA com uma fonte
de alta tensdo COCKCROFT — WALTON.

Fonte: Proprio autor.

Figura 5.16. — Microscopia eletrdnica da eletrofiagdo da solugdo de Tilapia do Nilo + PVA. (A) Imagem com

aumento de 50 um. (B) Imagem com aumento de 20 um. (C) Imagem com aumento de 10 pum.
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Fonte: Proprio autor
A técnica de electrospinning oferece uma plataforma tecnoldgica versatil para a
producdo de sistemas nanoestruturados sob medida com diversas aplicacdes, sendo o0s
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biopolimeros marinhos ideais para o desenvolvimento de novos biomateriais (ILIOU et al.,
2022).

Dependendo da aplicacdo pretendida, como geracdo de pele, cicatrizagdo de feridas,
reparacdo 6ssea ou cartilaginosa; os materiais eletrofiados baseados em colageno marinho
podem ser fabricados usando estratégias para atender as especificacbes desejadas, como:
propriedades mecanicas, tamanho e estrutura interna dos poros, encapsulamento celular, taxa

de degradacéo e incorporacao de bio-aditivos (LIU et al., 2022).

Alguns parametros devem ser avaliados durante o processo de eletrofiagdo como, a
solucdo que deve ter uma concetracdo ideal (nanofibras uniformes), maior peso molecular
(fibras mais lisas), maior condutividade (didmetro menor e uniforme da nanofibra) e
viscosidade ideal (ejecdo constante do jato/agulha). Além disso, parametros do processo que
controlam a ejecdo do polimero, a suavidade da fibra e melhor conectividade (maior tenséo
aplicada). Somado a isso, a taxa de alimentacdo lenta e distancia ideal da ponta ao coletor
também € relevante para 0 processo, assim como 0s parametros ambientais (temperatura
operacional, umidade) que também desempenham papéis significativos no controle da
espessura/finura das nanofibras (CHINNAPPAN et al., 2022).

A técnica de electrospinning foi usada para producdo de mantas de policaprolactona
(PCL), associado com Colageno Tipo 1 (COL 1) e alcool povilinico (PVA). A solucédo de PCL
foi usada para aprimorar a morfologia das fibras e suas propriedades mecanicas, enquanto o
PVA foi utilizado pata melhorar o processamento do COL 1. A eletrofiacéo foi aplicada a uma
distancia de 12 cm com uma tensédo de 16 kV. O material produzido revelou ndo citotoxicidade,
alta absorc¢éo de liquidos, hidrofilico, capacidade de liberacdo de colageno, sendo um material
promissor para regeneracdo de tecidos (ANAYA MANCIPE et al., 2023).

Pesquisadores avaliaram a interacdo entre células epiteliais pulmorares humanas A549
e as fibras de electrospinning compostas de PVA/COL, foram constatadas que as nanofribras
com diferentes tamanhos ndo s6 moldaram a celula, mas também participaram da expresséo
génica relacionada a transicdo epitelial-mesenquimal (EMT). Vale ressaltar que o processo
EMT é relevante para a geragdo de células-tronco mesenquimais, sendo essas participantes no

processo de embriogénese, cicatrizacdo de feridas e metastase de cancer. As mantas com
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nanofibras de didmetro 170 nm apresentaram regulacédo positiva do gene em 4 a 5 vezes quando

comparada com as fibras de 90nm ou 240nm (LI et al., 2018).

As imagens obtidas da microscopia eletronica de varreduras demonstraram fibras com
raios proximos a 10 um e didmetro de 100nm a 2.000nm, vale ressaltar que a solu¢do apresentou
boa viscosidade e facilidade para eletrofiagdo. Essa técnica pode ser aplicada sobre os filmes
elaborados para aprimorar a agregacao e receptibilidade celular, permitindo assim a producéo
de uma membrana com resisténcia a tracdo, alta porosidade, com alto rendimento, baixo custo
associada com o aumento da biocompatibilidade devido a técnica de eletrospinning (Figura
5.16).

Os filmes polimeéricos de PVA com colageno de peixe podem ser aplicados na
engenharia tecidual como um bom biomaterial e quando associado a técnica de eletrofiacdo
esses possuem maior compatibilidade celular. Esses polimeros podem ser preparados e

ajustados para formacdo de membranas com aplicacdo na area odontologica.

Foi constatado que esses filmes de Colageno com PVA podem auxiliar na regeneracéo
gengival (Tian Zhou et al., 2020) no crescimento, prolifereacdo e diferenciacdo das células do
ligamento periodontal (PAN et al., 2021). Somado a isso, filmes poliméricos podem ser usados
na odontologia para Regeneragio Tecidual Ossea (RTO) quando associado Colageno- &lcool

povilinico - Hidroxiapatita e com radiacdo gama 25 kGy (ARIESANTI et al., 2023).

Mesmo sem a presenca da Hidroxiapatita, estudos demonstram que a agregagdo das
substacias usadas nos filmes poliméricos (COL/PVA) é capaz de aumentar a viabilidade das
células-tronco mesenquimais da medula 6ssea (BMSC) e induzir a osteogénese (ZHOU et al.,
2021).

Pesquisas promissoras também mostram que hidrogéis de cartilagem PVA/Col-l1I
possuem alta interconectividade, porosidade, modulo de elasticidade médio e boa,
biocompatibilidade pelo método de congelamento-descongelamento, proliferacéo celular que
podem ser aplicados e atender requisitos de engenharia e regeneracao de tecidos cartilaginosos
(LAN et al., 2020).
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E possivel notar alta aplicabilidade dos filmes poliméricos utilizando diferentes tipos de
colagenos de peixes. As disparidades encontradas entre 0s peixes amazonicos e a Tilapia do
Nilo ndo foram t&o significativas em todos 0s aspectos, sendo interessante destacar a reproducao
de todos os testes nas trés espécies estudadas, reafirmando a alta capacidade de bioprospecc¢édo
da investigagdo do colageno dos peixes amaz6nicos.
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6. CONCLUSAO

Com alta aplicabilidade na area médica, odontoldgica, farmacéutica, industrial,
alimenticia; com baixo custo de producdo; porosidade; agregacdo celular; passivel de
esterilizacdo; resistente a tracdo; sustentavel; sem risco de transmissdo de doencas zoondticas;
com possibilidade de usar diferentes espécies de peixes os filmes de Colageno e Alcool

Povilinico demostraram 6timos resultados.

E importante destacar que apesar da Tilapia do Nilo apresentar melhores resultados em
alguns aspectos, os peixes amazénicos também permitiram a reprodutibilidade para formacéo
dos filmes. A espécie Oreochromis niloticus obetve facilidade de obtencéo que é essencial para
facilitar os processos industriais; rendimento razoavel; boa porosidade que é excelente para
permitir agregacdo celular no polimero caso seja usado como biomateria; além disso néo

deformou muito quando foi submetido a uma tenséo.

A espécie Cichla temensis foi obtida com facilidade razoavel, apresentou excelente
redimento o que permite boa producdo do material, baixa porosidade que néo é tdo interessante
para agregacdo celular; mas pode ser aplicada em outras areas industriais — medicinais em que
essa barreira impermeavel torna-se interessante. Além disso, contatou-se modulo de

elasticidade bom.

A espécie de Herus severus foi de dificil obtencéo e baixissmo rendimento, o que torna
dificil producdo do material. Apesar disso, a porosidade apresentou superioridade em relacéo

ao tucunaré-acu, enquanto que seus modulos de elasticidades foram parecidos.

Para aplicacdo na area de biomateriais a Tilapia do Nilo demonstrou melhores
resultados; entretanto, os peixes amazénicos podem ser usados por outros setores na area
industrial devido as propriedades mecanicas favoraveis. Além disso, pode-se destacar a
possibilidade de modificacdo dos filmes com adicao de outros produtos, como hirdroxiapatita,
em estudos futuros. Essas alteragfes podem compensar os resultados inferiores apresentados
pelos peixes amazonicos em relacéo a tilapia do Nilo.

Devido aos dados encontrados a solugdo de Oreochromis niloticus foi submetida a
técnica de eletrofiacdo, sendo observado a obtencao de nanofibras com gotejamento. Esse dado

é relevante por permitir melhores resultados na area biologica do filme polimérico.
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Com isso, € possivel notar que ha possibilidade de aplicacdo de todos os filmes
poliméricos na area de biomateriais, principalmente em area odontoldgica. Esses filmes, podem
ser usados para regeneracdo tecidual e Gssea nas especialidades de cirurgia, implantodontia,
periodontia entre outros. Valem ressaltar a diversificacdo dos materiais odontolégicos, com isso
as disparidades encontradas entre as trés espécies de peixes podem ser ajustadas e

disponibilidazadas para diversas fungdes, sendo essas similares ou diferentes.

Sao necessarios estudos in vivo para avaliar a agregacgdo celular nos filmes, visto que,
ja foi comprovada que a estrutura/organizacdo interna do colédgeno de cada peixe € diferente,
sendo assim resultados promissores podem ser encontrados. E possivel notar alta aplicabilidade
industrial dos filmes de colageno, sendo essas na area farmacéutica, biomedica, odontoldgica,
téxtil, materiais biodegradaveis/sustentaveis entre outros. Com isso, mais estudos sao
necessarios para investigar ndo apenas a Tilapia do Nilo, mas também para averiguar mais
resultados promissores dos peixes amazonicos e suas aplicabilidades em diferentes areas

industriais.
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APENDICE

APENDICE A - Valores dos 6 corpos de prova de cada espécie de peixe quando submetidos
aos teste mecanicos. Os que estdo destacados em vermelho foram as amostras eliminadas da
média.

TILAPIA | Force | Force | Stress | Stress | Deformation Elast.
Max | Break | Max Break Break Modul.
Load | (N) Load | (Mpa) (mm) (Mpa)
(N) (MPa)

1 17,22 | 15,15 7,23 6,37 28,60 67,03

2 29,44 | 0,69 13,46 0,31 23,37 210,30

4 37,02 | 12,91 | 14,10 | 4,92 17,39 528,78

5 17,56 | 16,36 | 7,07 6,58 20,52 128,92

6 20,83 | 18,25 10,44 9,15 16,18 700,1

Média 5,46 21,21 327,02

TUCUNARE | Force | Force | Stress | Stress | Deformation | Elast.
Max | Break | Max | Break Break Modul.
Load (N) (IKXSS) (MPa) | (mm) (MPa)
(N)

1 16,70 | 16,01 | 6,29 6,03 40,69 16,76

2 28,93 | 5,68 10,12 | 1,99 23,66 126,87

3 33,40 | 0,34 | 12,17 | 0,13 8,78 161,60

4 30,99 | 13,60 | 11,48 | 5,04 1,16 276,57

5 56,65 | 43,39 | 70,81 | 54,24 38,99 557,03

[ |[romsosa st [asoaees T aasy
MEDIA 13,48 | 22,65 227,76




ACARA | Force Force Stress | Stress | Deformation Elast.
Max Break Max Break Break Modul.
Load (N) Load | (MPa) | (mm) (MPa)

(MPa)

(N)

1 12,05 6,89 8,04 4,59 23,52 52,50

2 36,16 8,95 23,52 5,82 42,96 228,80

3 25,48 23,59 18,53 17,16 45,01 462,16

4 19,97 14,98 12,20 9,15 25,99 460,71

5 27,89 11,02 15,08 5,96 0,61 290,95

MEDIA 8,53 |27,61 299,024
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