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Preliminary safety evaluation of n-butanol from the collagen extraction process
and of collagen extract from Oreochromis niloticus (tilapia) skin oriented for
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Abstract

Obtaining new cosmetic ingredients, mainly from sustainable sources, as novel excipients or even active compounds
is noteworthy for the cosmetic industry to enhance new innovative dermocosmetics. Thus, it is essential to establish
the safety of these new ingredients to avoid adverse events, mainly those associated with clastogenic effects from the
chemical compounds used for collagen extraction. In this study, we evaluated solutions of chemical compounds used
in the collagen extraction process from tilapia skin (Oreochromis niloticus). The cytotoxic and genotoxic effects of the
solutions used in the collagen extraction process were 10.0, 1.0, 0.5, and 0.1% n-butanol. Solutions were evaluated by
the Allium test and the comet assay in peripheral white blood cells. The residual water from the final skin wash in the
pre-treatment phase and the 0.5% lyophilized collagen extract were also investigated. The absence of cytotoxic and
genotoxic activity was demonstrated in the collagen extract, despite the fact that n-butanol showed DNA damage, both
in the root cells of Allium cepa and in the white blood cells of human peripheral blood. Therefore, we note the necessity
to carry out genotoxicity tests to guarantee the absence of contaminants in the collagen extract for cosmetic purposes.
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Resumo

A obtencao de novos ingredientes cosméticos, principalmente de fontes sustentaveis, como excipientes ou mesmo
compostos ativos, € notavel para a industria cosmética para formulas dermocosméticas inovadoras. Assim, € essencial
estabelecer a seguranga desses novos ingredientes para evitar eventos adversos, principalmente aqueles associados aos
efeitos clastogénicos dos compostos quimicos utilizados para extragdo de colageno. Avaliamos solugdes de um composto
quimico utilizado no processo de extragdo de colageno da pele de tilapia (Oreochromis niloticus). Os efeitos citotdxicos e
genotoxicos das solucdes utilizadas no processo de extragdo de colageno foram de 10,0; 1,0; 0,5; 0,1; 0,05; € 0,025% de
n-butanol. Estas foram avaliadas pelo teste de A/lium e pelo ensaio do cometa em globulos brancos periféricos. Ademais,
foram investigadas a agua residual da ultima lavagem na fase pré-tratamento e o extrato de coldgeno de tilapia liofilizado
a 0,5%. A auséncia de atividade citotoxica e genotdxica foi demonstrada no extrato de coldgeno, apesar do n-butanol
ter demonstrado dano ao DNA, tanto nas células radiculares de Allium cepa quanto nos globulos brancos do sangue
periférico humano. Por isso, observamos a necessidade de realizacao de testes de genotoxicidade para garantir a auséncia
de contaminantes no extrato de colageno para fins dermocosméticos.

Palavras-chave: Teste de Allium; extragdo de colageno; ensaio de cometa; citotoxicidade; genotoxicidade; Oreochromis
niloticus
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Introduction

Sustainable use of residual materials from aquatic
organisms has been widely studied during the last
decade, with interesting results (1,2). Since the origin
and the extraction method exert a strong influence on
the purity and yield of collagen, there are many reviews
available regarding marine resources that discuss not
only the factors that influence the collagen extraction
but also the physical and biological properties, such as
its thermal stability, amino acid composition, and safety
as oriented for dermocosmetics (1-4).

Moreover, numerous bioactive peptides of collagen
have been extracted from fish via chemical or enzymatic
hydrolysis as a safer option in the development of
cosmeceutical products. Among the principal activities,
we have examined the antimicrobial, antioxidant,
antiphotoaging, photoprotective activities, and their
potential application in the cosmetic area (2).

Indeed, there is a rising utilization of collagen from
fish residuals for cosmetic applications since fish
collagen has no risk in disease transmission to humans.
For instance, some studies focused on wound healing
applications with successful results as well as scar
diminution (1,5-7). Fish collagen is principally derived
from the skin of tilapia (Oreochromis niloticus) is
highly appreciated for its biomedical and cosmetic uses
due to particular physicochemical properties (8,9). The
results of the biological evaluations of tilapia collagen
demonstrated the absence of cellular toxicity and
chromosomal aberrations, negative sensitivity tests,
and acute systemic toxicity (10). Biocompatibility
and regenerative activity in the treatment of deep
second-degree burns have also been observed (11).
The biological safety of collagen will depend on its
purity; therefore, it is necessary to assess pretreatment
procedures and methods of extraction.

The methods for extracting collagen from by-products
of different animal origins are well established (10,12).
To release non-collagen proteins, fats, and pigments,
sodium hydroxide and n-butanol in proportions of 1:20
weight/volume (w/v) are commonly used in the first
stage of treatment (13,14). After treatments at variable
times with these chemical compounds, successive
rinses are carried out to remove chemical residues
infused within the extracted collagen or in the rinsing
liquids. Some of these molecules, such as hydrogen
peroxide (15) and n-butanol (16), represent a source for
the environmental pollution and potential genotoxicity.

Introducao

O uso sustentavel de residuos de organismos aquaticos
foi amplamente estudado na ultima década com
resultados interessantes (1,2). Uma vez que a origem e
o método de extragdo exercem influéncia significativa
sobre a pureza e rendimento do coldgeno, ha muitas
revisdes disponiveis sobre os recursos marinhos que
discutem ndo apenas os fatores que influenciam a
extragdo de colageno, mas também suas propriedades
fisicas e bioldgicas, como sua estabilidade térmica,
composi¢ao de aminoacidos e seguranga orientada para
dermocosméticos (1-4).

Além disso, inumeros peptideos bioativos de peptideos
de colageno foram extraidos de peixes por hidrélise
quimica ou enzimatica, como op¢do mais segura no
desenvolvimento de produtos cosmecéuticos. Entre as
principais atividades, observam-se agdo antimicrobiana,
antioxidante,  antifotoenvelhecimento,  atividades
fotoprotetoras e potencial aplicacdo na area cosmética

Q).

De fato, ha uma crescente utilizagdo de colageno de
residuos de peixes para aplicagdes cosméticas, uma vez
que o colageno de peixe ndo tem risco na transmissao de
doengas para humanos. Por exemplo, alguns estudos se
concentraram em aplicagdes de cicatriza¢do de feridas
com resultados bem-sucedidos, bem como diminuigao
dacicatrizes(1,5-7). Principalmente o colageno de peixe
derivado da pele da tilapia (Oreochromis niloticus) €
altamente apreciado por seus usos biomédico e cosmético
devido a propriedades fisico-quimicas particulares(8,9).
Os resultados das avaliagdes biologicas do colageno
de tilapia demonstraram a auséncia de toxicidade
celular e aberragoes cromossOmicas, negativa em testes
de sensibilidade e toxicidade sist€émica aguda (10).
Também foram observadas a biocompatibilidade e a
atividade regenerativa em queimaduras profundas de
segundo grau (11). A seguranca biologica do colageno
dependera de sua pureza; portanto, ¢ necessario avaliar
os procedimentos de pré-tratamento e os métodos de
extragao.

Os métodos de extragdo de subprodutos de colageno
de diferentes animais sdo bem estabelecidos (10,12). O
estagio anterior de tratamento, realizado para separar
proteinas ndo colagenas, gorduras e pigmentos comuns,
usam hidroxido de sddio e n-butanol em proporgdes de
1:20 peso/volume (p/v) (13,14). Apds os tratamentos
por periodos variaveis com esses compostos,
sucessivos enxagues sdo realizados para descartar
residuos impregnados no colageno extraido ou nos
liquidos de lavagem. Essas moléculas representam



Biosafety of raw materials in cosmetic industries
is mandatory. It is also important to ensure that the
concentrations of chemical substances used during
extraction processes for cosmetic (ingredient) use must
be eliminated or reduced (17). For collagen extraction,
caution in the elimination of any remaining n-butanol
in the by-products of the collagen raw material (14) is
required.

Even when an absence of butanol mutations is reported
using the Ames assay (16), additional tests are needed
to confirm the results and to specify the utilized
concentrations. Current research shows that a single
assay is not sufficient to exclude a genotoxic substance,
even when the result has been negative (17-20). In
this research, we evaluated the safety of chemical
solutions of n-butanol (used in the extraction process),
residual water from washes and collagen extract from
O. niloticus skin itself with cosmetic purposes, using
cytotoxic and genotoxic assays by Allium and comet
tests.

Materials and Methods

Biological material

1) Allium cepa bulbs, medium in size, with germinal
disk between 1 and 2 cm.

2) Peripheral blood lymphocytes obtained from two
healthy male donors, aged 25 and 38 years. The donors
were non-smokers and did not consume drugs. (N°:
001-2020/CEI-UNT).

3) Tilapia (Oreochromis niloticus), 12 months old (30
fish, 450 = 35.0 g).

Chemical products

n-Butanol (1-butanol CAS 71-36-3), NaOH, acetic
acid, hydrogen peroxide, NaCl, disodium EDTA, Tris
HCl, Triton X-100 and DMSO from Sigma-Aldrich
were used. Propidium iodide and SYBR Gold from
Invitrogen, USA were also used.
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uma fonte poluente para o meio ambiente e potencial
genotoxicidade, como o perdxido de hidrogénio (15) e
n-butanol (16).

A biosseguranca das matérias-primas na industria
cosmética ¢ obrigatoria. Também ¢é importante
assegurar que as concentragdes de substancias
quimicas utilizadas durante os processos de extracdo
de ingredientes cosméticos sejam eliminadas ou
reduzidas (17), como o composto quimico n-butanol.
Para a extracdo de colageno, ¢ necessaria cautela na
eliminagdo do n-butanol, utilizado para a remocgédo de
gorduras que permanecem nos subprodutos da matéria-
prima de colageno (14).

Apesar da auséncia de mutagdes causadas pelo butanol
no ensaio Ames (16), testes adicionais sao necessarios
para confirmar esses resultados e especificar as
concentracdes utilizadas. Pesquisas atuais demonstram
que um unico ensaio nao ¢ suficiente para excluir uma
substancia genotoxica, mesmo quando o resultado
foi negativo (17-20). Nesta pesquisa, avaliou-se a
seguranca de solu¢des quimicas de n-butanol (utilizado
no processo de extragdo), agua residual de lavagens e
extrato de coldgeno da pele de O. niloticus para fins
dermocosméticos, utilizando ensaios citotoxicos e
genotdxicos por testes de Allium e cometa.

Material e Métodos

Material biologico

1) Bulbos de Allium cepa de tamanho médio, com disco
germinal entre 1 e 2 cm.

2) Linfocitos sanguineos periféricos obtidos de dois
doadores masculinos saudaveis, nao fumantes, que nao
consumiram drogas, com idades entre 25 e 38 anos (N°:
001-2020/CEI-UNT).

3) Tilapia (Oreochromis niloticus),12 meses de idade
(30 peixes, 450 + 35,0 g).

Produtos quimicos

n-Butanol (1-butanol CAS 71-36-3) NaOH, acido
acético, peroxido de hidrogénio, NaCl, EDTA dissodico,
Tris HCI, Triton X-100 e DMSO da Sigma-Aldrich
foram utilizados. Também foram utilizados iodeto de
propideo e SYBR Gold da Invitrogen, USA.
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Obtaining collagen from tilapia (O. niloticus)

Collagen was obtained by extraction in acetic acid
(ASC), according to a recent report (9). After successive
washes with an abundance of distilled water, the tilapia
skin was pre-treated with 0.1M NaOH (1:20 w/v) for
24 h, followed by treatment with n-butanol at 10%
(1:20 w/v) . Ten washes with an abundance of distilled
water were performed, followed by collagen extraction
in 0.5M acetic acid for 48 h. The entire procedure was
conducted at 4.0 °C, with recovered collagen vacuum
filtered with a filter paper (Whatman N° 4), and then
lyophilized.

Allium test

The onion bulbs were immersed in water, confirming
that the germinal disk was fully immersed. Testing
was initiated when (all of) the roots reached between
1 and 2 cm in length. Successive tests of n-butanol at
concentrations of 10.0; 1.0; 0.5; 0.1; 0.05 and 0.025%
were performed to determine both viability and activity
of the cells. The growing roots were then exposed to
either n-butanol, residual water from the final (10™) rinse
of the pretreatment of the collagen extraction process,
0.5% collagen in distilled water, and purified water, as
a control. After 6 h of treatment, the apical meristems
were cut from the roots, fixed in an ethanol:acetic acid
solution (3:1 v/v) and held at -4.0 °C for a minimum of
24 h. Samples were stained with 1.0% acetic orcein 1N:
HCI (9: 1 v/v) for 30 minutes (21). The samples were
crushed and observed with an optical microscope at 40
and 100X. Three replicates were performed.

Comet assay

Ten mL of peripheral blood were collected from
the volunteers. White blood cells were immediately
isolated and exposed to n-butanol (0.01 and 0.001%),
0.5% tilapia collagen solution, PBS (negative control)
or 12% hydrogen peroxide (positive controls). After
2 h of treatment, the white blood cells viability was
determined by staining with 1.0 mM propidium iodide
(Invitrogen, USA) and controlled with an Olympus
BX51 40X fluorescence microscope using the 536
and 617 nm filters. The samples were placed on slides
previously prepared with a layer of agarose and cell
lysis was performed with the buffer containing NaCl
2.5M, Na,EDTA 100mM, Tris HCI 10mM, Triton X-100
1%, and DMSO 10%. The samples were then incubated
at 4.0 °C for 4 h, followed by electrophoresis at 25V
(Power Pack P25 Timer, Biometra GmbH, Germany)
and 300mA for 30 minutes in buffer pH 13 (1.0mM
Na,EDTA and 300mM NaOH). The samples were
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Obtengdo de colageno de tilapia (O. niloticus)

O colageno foi obtido pelo método de extragdo de
colageno soluvel em éacido acético (ASC), segundo
relatorio recente (9). Apds sucessivas lavagens com
agua destilada em abundancia, a pele de tilapia foi pré-
tratada com 0,1M NaOH (1:20 p/v) por 24 h, seguido
de tratamento com n-butanol a 10% (1:20 p/v) . Foram
realizadas dez lavagens com agua em abundancia,
em seguida, a extragdo foi realizada em acido acético
0,5M por 48 h. Todo o procedimento foi realizado a 4,0
°C, filtrado com papel filtro (Whatman N° 4) e depois
liofilizado.

Teste de allium

Os bulbos de cebola estavam imersos em agua, de
forma que o disco germinal estivesse totalmente
imerso. Quando as raizes atingiram entre 1 ¢ 2 cm de
comprimento, o teste foi iniciado. Foram realizados
sucessivos testes de n-butanol para determinar a
viabilidade ¢ atividade das células. As concentracdes
utilizadas foram de 10,0; 1,0; 0,5; 0,1; 0,05 ¢ 0,025%.
Em seguida, as raizes em crescimento foram expostas as
seguintes solucdes: n-butanol, agua residual da ultima
lavagem do pré-tratamento do processo de extragdo de
colageno (décima lavagem), colageno a 0,5% em agua
destilada e agua purificada, como controle. Apds 6h de
tratamento, os meristemas apicais foram cortados das
raizes, fixados em etanol: solugdo de acido acético (3:
1 v/v) e mantidos a -4,0 °C por pelo menos 24 h. As
amostras foram coradas com 1,0% de orceina acética
IN: HCI (9: 1 v/v) por 30 minutos (21). As amostras
foram observadas em um microscopio optico a 40 e
100X. Foram realizadas trés réplicas.

Ensaio do cometa

Foram coletados 10 mL de sangue periférico
dos participantes e os globulos brancos foram
imediatamente isolados e expostos a n-butanol 0,01
e 0,001%; solugao de coldgeno de tilapia a 0,5%; e
controles negativo (PBS) e positivo (12% perdxido
de hidrogénio). Ap6s 2h de tratamento, a viabilidade
dos globulos brancos foi determinada pela coloragdo
com iodeto de propidio de 1,0mM (Invitrogen, EUA)
e controlada com um microscépio de fluorescéncia
Olympus BX51 40X, usando filtros de 536 ¢ 617 nm.
As amostras foram colocadas em cubas previamente
preparadas com primeira camada de agarose ¢ a lise
celular foi realizada com o tampao contendo NaCl
2,5M, Na EDTA 100mM, Tris HCl 10mM, Triton
X-100 1% e DMSO 10%. Depois, foram incubadas a
4,0 °C por 4 h e seguidas por eletroforese a 25V (Power



neutralized in Tris HCI solution pH 7.5 for 3 minutes
and fixed in 96° alcohol for 3 minutes (22). Samples
were stained with SYBR Gold and observed under a
fluorescence microscope with 40X magnification (23).

Data collection

The frequency of the cell cycle phases was recorded and
typified in the different treatments and in the treatments
that registered genetic changes in the A//lium test. The
DNA damage was quantified using the Score Assay
program and the percentage of DNA in the tail (% Tail
DNA) was considered a genotoxicity parameter in the
comet assay (24).

Statistical Analysis

The averages of each variable were compared by
analysis of variance with the Origin Pro 2020 program
(OriginLab Corporation, USA) and regression analysis
was applied to reveal the dose-response relationship
of chemical compounds, with a reliability level of a =
0.05.

Results and Discussion

Collagen extraction methods are well described in the
literature. In general, three steps are commonly used
to extract low molecular weight collagen hydrolysates
from natural resources: initial treatment of the raw
material, gelatin (collagen) extraction, and collagen
hydrolysis. In the pretreatment (initial treatment) phase,
sodium hydroxide is used to eliminate non-collagen
proteins and butyl alcohol used to reduce lipids. The
last step could be divided into enzymatic, chemical, and
subcritical water hydrolysis (3).

Dynamics of cell proliferation in the apical meristem of
Allium cepa, achieved between 1 to 3 days of growth
induction is a sensitive biological scenario to detect
substances that can affect the genetic material (25).
Thus, Allium test is comparable to assays on animals
and cell line cultures (26). As shown in Figure 1A, we
observed transparent aspect and withered roots, unlike
the roots shown in Figures B and C, which corresponded
to the treatments with the collagen suspension (0.5%)
and control growth in distilled water, respectively.
Degradation of the nucleus and cytoplasm were
observed in the samples exposed to 10.0% n-butanol
for 6 h (Figure 1D), thus this concentration can be
considered lethal. Moreover, high inhibition of cell
activity was observed at 1.0% n-butanol, mitotic index
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Pack P25 Timer, Biometra GmbH, Alemanha) e 300mA
por 30 minutos em pH tampdo 13 (1,0mM Na EDTA
e 300mM NaOH). Foi realizada a neutralizagdo na
solugdo Tris HCI pH 7,5 por 3 minutos e fixagdo em
96° alcool por 3 minutos (22). Amostras coradas com
SYBR Gold foram observadas em microscopio de
fluorescéncia com ampliagao de 40X (23).

Coleta de dados

A frequéncia das fases do ciclo celular foi registrada e
tipificada nos diferentes tratamentos e nos tratamentos
que registraram alteragdes genéticas no ensaio de
Allium. O dano de DNA foi quantificado usando o
programa Score Assay e a porcentagem de DNA na
cauda (% DNA na cauda) foi considerado um parametro
de genotoxicidade no ensaio do cometa (24).

Andlise estatistica

As médias de cada variavel foram comparadas pela
analise de variancia com o programa Origin Pro 2020
(OriginLab Corporation, EUA) e a analise de regressao
foi aplicada para revelar a relacdo dose-respostas
compostos quimicos, com nivel de confiabilidade de a
=0,05.

Resultados e Discussao

Os métodos de extragdo de coldgeno sao bem descritos
na literatura. Em geral, trés etapas sdo comumente
usadas para extrair hidrolisados de coldgeno de baixo
peso molecular de recursos naturais: tratamento inicial
da matéria-prima, extracdo de gelatina (colageno)
e hidrolise de colageno. Na fase de pré-tratamento
(tratamento inicial), hidroxido de sodio ¢ usado para
eliminar as proteinas nao colagenas e o alcool butilico
para reduzir os lipidios. A tiltima etapa pode ser dividida
em hidrolise enzimatica, quimica e subcritica (3).

A dinamica de proliferagio celular no meristema apical
de Allium cepa, alcangada entre 1 a 3 dias de indugdo
de crescimento, ¢ um cenario bioldgico sensivel para
detectar substincias que podem afetar o material
genético (25). Assim, o teste de Allium € comparavel aos
ensaios com animais e culturas de linhagens celulares
(26). Na Figura 1A observa-se aspecto transparente e
raizes muradas, ao contrario das raizes ilustradas nas
Figuras B e C, que corresponderam aos tratamentos com
amostras da suspensao do colageno (0,5%) e o controle,
cultivadas em dagua destilada, respectivamente. A
degradacao do nucleo e do citoplasma (Figura 1D) das
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0f'2.99% with absence of normal cells in the metaphase;
and the mitotic index of 2.75% (not significant) was
found at 0.5% n-butanol with the presence of mitotic
phases. In addition, there were four metaphases, two
prophases and one telophase in an unusual single visual
field at the concentration of 0.025% n-butanol (Figure
1E).

The percentage of cell divisions in root meristems of 4.
cepa was determined by the mitotic index. Lethality and
no cell activity were observed with 10.0% n-butanol,
while for 1.0, 0.5 and 0.1% n-butanol, a significant
decrease in cell activity was observed compared to
those treated with lower concentrations (0.05 and
0.025%). These last indices were compared with those
of the negative control, collagen solution at 0.5%
and the residual water of the final (tenth) rinse of the
pretreatment process (Figure 2).

/

B
C.

amostras expostas ao n-butanol a 10.0% por 6 h, sendo
aquelas concentragdes consideradas letais. Além disso,
observou-se alta inibi¢ao da atividade celular para 1,0%
n-butanol, indice mitético de 2,99% com auséncia de
células normais na metafase; e o indice mitdtico de
2,75% (nao significativo) foi encontrado para 0,5%
n-butanol com a presenca de fases mitéticas. Ainda,
havia quatro metafases, duas pro-fases e uma telofase
em um campo visual inico incomum na concentragao
de 0,025% (Figura 1E).

A porcentagem de divisdes celulares em meristemas
radiculares de A. cepa foi determinada pelo indice
mitotico. Para 10,0% do n-butanol foram observadas
letalidade e auséncia de atividade celular, enquanto para
1,0; 0,5; ¢ 0,1% observou-se diminui¢ao significativa
na atividade celular em comparagdo com as de 0,05
e 0,025%. Estes ultimos indices foram comparaveis

Figure 1 - Allium cepa apical meristems exposed to chemicals. A, 10% n-Butanol; B, collagen suspension
(0.5%); C, control (distilled water); D, Cellular degradation of atypical A/lium cepa root samples exposed to
10.0% n-butanol; E, Cells in active mitosis, metaphase increased using 0.025% n-butanol (Olympus BX51

microscope, Japan, 100X). Bar 20 pm.

Figura 1 - Meristemas apicais de Allium cepa expostos a produtos quimicos. A, n-Butanol, 10,0%; B, suspensao
de colageno (0,5%); C, controle (dgua destilada); D. Degradacao celular de amostras de raiz apical allium
cepa expostas a n-butanol 10,0%; E. Células em mitose ativa, a metafase aumentou usando 0,025% n-butanol
(microscopio Olympus BX51, Japao, 100X). Barra 20 pm.
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We observed the following cellular level changes
produced by n-butanol in 4. cepa at the metaphase
level: partial cytostatic effect at concentrations of 0.5
and 1.0%. Figure 3A shows normal metaphase and
figure 3B shows stopped metaphase (c-metaphase),
in which the chromosomes were dispersed and
highly condensed. This irregular variation was an
indicative of the absence or failure of the achromatic
spindle formation, as well as signs of chromosomal
compaction due to metaphasic stagnation (27). Variants
of the normal phases of anaphase and bipolar telophase
(Figures 3C and E, respectively) in comparison with
the presence of lag chromosomes in anaphase (Figure
3D) and multipolar structure in telophase (Figure 3F),
are evidence to contribute to the dysfunction of the
achromatic spindle and defective centrosome division,
as illustrated in Figure 3F, with four polar centers rather
than two. The assembly of the mitotic spindle organized
in a bipolar way, with dynamic balance of kinesin-5 and
dynein, ensures equitable distribution of chromosomes
during segregation in mitosis (28).

=
o

’

Mitotic index / Indice mitotico

Bl1 B2

B3 B4
Treatments / Tratamentos
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aos do controle negativo, da solu¢dao de colageno em
0,5% e da agua residual da lavagem final (a décima) do
processo de pré-tratamento (Figura 2).

Observamos as seguintes alteragdes de nivel celular
produzidas por n-butanol em A. cepa no nivel de
metafase: efeito citostatico parcial em concentragdes
de 0,5 ¢ 1,0%. A Figura 3A ilustra metafase normal e, a
Figura 3B, a metafase parada (c-metafase), na qual os
cromossomos estdo dispersos e altamente condensados.
Essa variagao irregular foi um indicativo da auséncia ou
falha da formagdo do eixo acrémico, bem como sinais
de compactagdo cromossdmica devido a estagnagdo
metafésica (27). A presenga de cromossomos lag em
anafase (Figura 3D) e estrutura multipolar em telofase
(Figura 3F), variantes das fases normais de anafase e
telofase bipolar (Figuras 3C e E, respectivamente)
sdo provas que contribuem para a disfungdo do fuso
acromatico e¢ da divisdo centrossomica defeituosa,
como ¢ ilustrado na Figura 3F com quatro centros
polares em vez de dois. A montagem do fuso mitético

1

B5 COL E C

Figure 2 - Mitotic index of Allium cepa apical meristem exposed to different treatments. B1, 1% n-Butanol;
B2, 0.5% n-Butanol; B3, 0.1% n-Butanol; B4, 0.05% n-Butanol; B5, 0.025% n-Butanol; COL, 0.5%
collagen solution; E, Final rinse from collagen extraction pre-treatment; C, Negative control (distilled
water). Bar represents SD of n>3. Different letters represent significant differences (p < 0.05)

Figura 2. - Indice mitético de meristema apical de Allium cepa exposto a diferentes tratamentos. B1. 1,0%
n-Butanol; B2. 0,5% n-Butanol; B3. 0,1% n-Butanol; B4. 0,05% n-Butanol; B5. 0,025% n-Butanol; COL.
Colageno 0,5%; E. Ultima lavagem do pré-tratamento na extragdo de colageno; C. Controle negativo (dgua
destilada). Barras representam DP de n>3. Diferentes letras representam diferengas significativas (p <0,05)



Linda Sanchez-Tuesta et al

Furthermore, the dysfunctional organization in
supernumerary centrosomes leads to flaws in
cytokinesis and numerical variations of chromosomes
in the resulting cells (29). Figure 3G-1 shows another
alteration produced by n-butanol was the breakdown
of chromosomes. Figure 3G illustrates a telophase
cell with a chromosome bridge; moreover, not
clearly defined whether they were delayed or tripolar
chromosomes. In the absence of cytokinesis, a tripolar
cell with chromosome bridges between chromosome
groups would increase to a cell with three nuclei, as
in Figure 3H,I. Likewise, the presence of micronuclei
(Figure 3I) indicated chromosomal breaks produced in
phases prior to mitosis.

organizado de forma bipolar, com equilibrio dindmico
de cinesina-5 e dineina, garante a distribui¢do equitativa
de cromossomos durante a segregagao em mitose (28).

Ademais, a organizacgdo disfuncional em centrossomas
supranumerarios leva a falhas na citocinese e variagdes
numéricas de cromossomos nas células resultantes (29).
A Figura 3G-I ilustra que outra alteragdo produzida
pelo n-butanol foi a quebra de cromossomos. A Figura
3G ilustra uma célula em telofase com uma ponte
cromossomica; ademais, ndo esta claramente definido
se eles estavam atrasados ou se sd0 Cromossomos
tripolares. Na auséncia de citocinese, uma célula
tripolar com pontes cromossOmicas entre grupos
cromossOmicos aumentaria para uma célula com trés

20 pm

Figure 3 - Changes in the mitosis process of Allium cepa apical meristem cells exposed to n-butanol. A, normal
metaphase; B, stopped metaphase; C, normal anaphase; D, anaphase with a delayed chromosome; E, normal
telophase; F, multipolar telophase; G, cell with chromosomal bridge and undefined or delayed multipolar
chromosomes; H, cell in tripolar telophase and chromosomal bridges to each other; I, multinucleated cell and
cell at the micronucleus interphase. Bar: 20 um (Olympus BX51 microscope, Japan, 100X).

Figura 3. - Mudancas no processo de mitose de meristema apical de A//lium cepa expostas ao n-butanol. A,
metafase normal; B, parou a metafase; C, anafase normal; D, anafase com um cromossomo atrasado; E, telofase
normal; F, telofase multipolar; G, célula com ponte cromossomica e cromossomos multipolares indefinidos ou
atrasados; H, célula em telofase tripolar e pontes cromossdmicas umas para as outras; I, célula multinucleada e
célula na interfase do micronticleo. Barra: 20 um (microscopio Olympus BX51, Japao, 100X).



n-Butanol safety from O. niloticus collagen extraction
Seguranga do n-butanol da extragdo do coldgeno de O. niloticus

Table 1 - Frequency of chromosomal aberrations in A/lium cepa meristems under the effect of n-butanol,
residual rinse water and collagen solution (SD of n=3, each replica greater than 2000 cells).

Tabela 1 - Frequéncia de mutagdes cromossomicas em meristema de Allium cepa sob o efeito de n-butanol,
agua de lavagem residual e solug@o de colageno (DP de n=3, cada réplica maior que 2000 células).

Micronuclei / Altered metaphase / C-metaphase / Multipolar / Chromosomal bridge /
Treatment / Tratamento . . . . . AL
Microniicleos Metafase alterada C f: Multipolar Ponte cr a
n-Butanol 1.0% 0.38+0.26 0.28+£0.25 0.48 £0.17 0.39+0.14 0.01 +0.02
n-Butanol 0.5% 0.21+0.16 0.07 £0.03 0.02 +£0.02 0.09+0.11 0.02 +0.03
n-Butanol 0.1% 0 0 0 0 0.03 +0.03
Resi ] .
esrldual wzjter pr'e extrac'uon / 0 0 0 0 0
Pré-extra¢do de agua residual
Collagen / Colageno 0.5% 0 0 0 0 0
Control (distilled water) /
0 0 0 0 0
Controle (dgua destilada)

The alterations recorded after 6 h of exposure were
registered at the final stage of replication process
(S phase) and G2 phase (premitotic), as well as the
presence of multipolar-centers. They can occur as
a consequence of the cellular and chromosomal
cytoskeleton instability due to the effect of n-butanol,
which would have produced fragmentation of the
pre-existing centrosome(s) instead of a centrosome
amplification. The formation of multipolar spindle
regardless of the amplification of the centrosome
in HeLa cells after irradiation in G2 phase has been
previously observed (30). Moreover, it is known that
the centrosome duplication has occurred only once in
each cell cycle and began in the G1 (pre-replication)/S
phase and completed during G2 phase (31). However,
future investigations with a centrosomal labeling should
be carried out to determine if it is a fragmentation or
amplification.

The quantified changes due to the effect of n-butanol
are summarized in Table 1. Multipolar cells were most
frequently observed, followed by metaphases with
dispersed and condensed chromosomes. Chromosomal
changes were not observed in the other treatments, thus
verifying the genotoxicity of n-butanol.

The comet assay is one of the methods used to measure
DNA damage, using whole blood (22) or white blood
cells isolated directly from peripheral blood (5). Among
the parameters of genotoxicity, the percentage of
DNA in the comet test is used as the most informative
parameter due to its relationship with the magnitude
of the DNA damage. The greater the DNA breakage,
the greater the tail length due to migration, therefore,
the visualization will be immediate and the intensity of
the tail more evident (32). DNA damage was quantified
using the DNA percentage parameter on the tail.

nucleos, na Figura 3H,I. Da mesma forma, a presenca
de microntcleos (Figura 3I) foi uma evidéncia de
quebras cromossomicas produzidas em fases anteriores
a mitose.

As alteragdes, apos 6h de exposicdo, foram registradas
na fase final do processo de replicacdo (fase S) e
G2 (pré-mitética), bem como a presenga de centros
multipolares, nas Figuras 2F e 4A. Eles podem
ocorrer como consequéncia da instabilidade celular
e do citoesqueleto cromossomico devido ao efeito
do n-butanol, que teria produzido fragmentagao
do(s) centrossomo(s) pré-existente(s) em vez de uma
amplificagdo do centrossomo. Ja foi observada a
formagdo de fuso multipolar independentemente da
amplificacdo do centrossomo em células Hela apos
irradiacdo na fase G2 (30). Ademais, sabe-se que a
duplicacdo do centrossomo ocorreu apenas uma vez
em cada ciclo celular e teve inicio na fase G1 (pré-
replicagdo)/fase S e concluida durante a fase G2 (31).
No entanto, futuras investigacdes com rotulagem
centrosossomal devem ser realizadas para esclarecer se
¢ uma fragmentagao ou amplificacao.

A Tabela 1 apresenta alteragdes quantificadas pelo
efeito de n-butanol, com as mais frequentes células
multipolares, seguidas por metafases com cromossomos
dispersos e condensados. Alteragdes cromossémicas nao
foram registradas nos outros tratamentos, verificando
assim a genotoxicidade do n-butanol.

O ensaio do cometa ¢ um dos métodos utilizados para
medir danos ao DNA, utilizando sangue inteiro (22)
ou globulos brancos isolados diretamente do sangue
periférico (5). Entre os pardmetros de genotoxicidade,
a porcentagem de DNA no teste do cometa ¢ usada
como parametro mais informativo devido a sua relagdo
com a magnitude do dano de DNA. Quanto mais o
DNA quebrar, maior o comprimento da cauda devido
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In our investigation, the toxicity of n-butanol was
determined by the percentage of living cells with the
differential staining given by propidium iodide in white
blood cells isolated from human peripheral blood.
Only dead cells were colored, as seen in Figure 4.
Concentrations above 0.1% n-butanol were lethal in the
white blood cells. The percentage of viability of white
blood cells exposed to 0.001% n-butanol was 96.87%.
Cellular viability greater than 75% has been reported to
be necessary for the validity of genotoxicity tests (33).

DNA damage of white blood cells due to the exposure
to n-butanol was demonstrated by the degree of DNA
migration in alkaline unicellular electrophoresis (pH>
13). The heterogeneity of the response of white blood
cells to a clastogenic compound was observed at the
same sub-lethal dose and exposure time recorded in
all investigations (34). Figure 5 shows the variable
magnitude of DNA damage in white blood cells, from
zero level (no damage) in A, mild damage levels in B
and C, medium damage in D and high damage in E and
F. These types of damage were recorded in all treatments
including the positive and negative controls, using the
% Tail DNA to determine the clastogenic activity.

a migracdo, portanto, a visualizagdo sera imediata e a
intensidade da cauda mais evidente (32). Os dados de
dano ao DNA foram quantificados usando o parametro
percentual de DNA na cauda.

Em nossa investigacdo, a toxicidade do n-butanol foi
determinada pela porcentagem de células vivas com
a coloragdo diferencial dada pelo iodeto de propidio
em globulos brancos isolados do sangue periférico
humano. Apenas células mortas eram coloridas, como
na Figura 4. Concentragdes acima de 0,1% de n-butanol
foram letais aos globulos brancos. O percentual de
viabilidade dos globulos brancos expostos a 0,001%
n-butanol foi de 96,87%. Foi relatado que ¢ necessario
que a viabilidade das células seja superior a 75% para a
validade dos testes de genotoxicidade (33).

O dano de DNA dos globulos brancos foi evidenciado
pelo grau de migracao de DNA na eletroforese unicelular
alcalina (pH> 13) quando exposto ao n-butanol. A
heterogeneidade da resposta dos globulos brancos a um
composto clastogénico foi evidenciada na mesma dose
sub-letal e tempo de exposi¢do registrado em todas
as investigacdes (34). A Figura 5 ilustra a magnitude
variavel dos danos do DNA em globulos brancos, a
partir do nivel zero (sem dano) em A, niveis de dano

Figure 4 - Cell viability of human peripheral blood white blood cells. Non-colored cells with 1.0mM propidium
iodide correspond to living cells. Bar: 50um (Olympus BX51 fluorescence microscope, Japan, 100X).

Figura 4 - Viabilidade celular de glébulos brancos do sangue periféricos humanos. Células ndo coloridas com
iodeto de propidio de 1,0mM correspondem a células vivas. Barra: 50um (Olympus BX51 microscopio de

fluorescéncia, Japao, 100X).
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Figure 5 - DNA fragmentation in alkaline comet assay of white blood cells. A, Cell with normal DNA; B and C,
Cell with low DNA damage; D, Cell with intermediate DNA damage; E and F, Cell with high DNA damage. Bar:
50 um. Olympus BX51 fluorescence microscope, Japan, filter 546 nm and barrier filter 590 nm at 400x).

Figura 5 - Fragmentacdo de DNA no ensaio de cometa alcalino de globulos brancos. A. Célula com DNA normal;
B e C. Célula com baixo dano de DNA; D. Célula com dano de DNA intermediario; E e F. Célula com alto dano
de DNA. Bar: 50 um. Microscopio de fluorescéncia Olympus BX51, Japao, filtro de 546 nm e filtro de barreira

de 590 nm a 400x).

Figure 6A. shows the comparison of averages of the
DNA percentage in the comet tail for the treatment with
n-butanol (0.5%), without differences with the positive
control and significantly different to the negative
control, as well as the collagen extract (0.5%). The
percentage of viability evaluated after the n-butanol
treatment remained above 95% with an average
between treatments of 97.20 + 0.12%. Concentrations
lower than 0.1% n-butanol showed a decrease in the
clastogenic effect without significant variations with
concentration (Figure 6B). The high variability in the
damage degree of the white blood cells exposed to
n-butanol within each treatment reflects the variation in
the sensitivity of cellular response.

In the cytological tests of A. cepa with the rinsing liquid
and with 0.5% collagen, the mitotic cycle was normal
with no evidence of chromosomal damage. If the rinses
were insufficient, chemical residues could remain in
the collagen. Fortunately, due to the low-fat content
in tilapia skin (3.85%) (35), compared to other species
of fish, such as Sardinella maderensis, (26.0%) and S.
aurita, (24.0%) (36), n-butanol could be replaced by
ethyl alcohol to remove fat (37). Another alternative
treatment to eliminate fat from the raw material is

leve em B e C, dano médio em D e dano elevado em E
e F. Esses tipos de danos foram registrados em todos os
tratamentos, incluindo os controles positivo e negativo,
sendo a % de causa de DNA o parametro que usamos
para determinar a atividade clastogénica.

A Figura 6A ilustra a comparacdo das médias do
percentual de DNA na cauda do cometa para o tratamento
com n-butanol (0,5%), sem diferencas com o controle
positivo e significativamente diferente do controle
negativo, bem como o extrato de colageno (0,5%). O
percentual de viabilidade avaliado apds o tratamento
com n-butanol permaneceu acima de 95% com média
entre os tratamentos de 97,20 + 0,12%. Concentragdes
inferiores a 0,1% do n-butanol apresentaram diminui¢ao
do efeito clastogénico, sem variagdes significativas
entre elas (Figura 6B). A alta variabilidade no grau de
dano dos glébulos brancos expostos ao n-butanol dentro
de cada tratamento refletiu a variagdo na sensibilidade
da resposta celular.

Nos testes citologicos de 4. cepa com o liquido de
lavagem e com colageno a 0,5%, o ciclo mitotico foi
normal, sem evidéncia de dano cromossomico. Se o0s
enxagues ndo fossem suficientes, os residuos quimicos
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Figure 6 - A. Percentage Tail DNA in human peripheral blood white cells exposed to treatments. C-. negative
control, C+. positive control (hydrogen peroxide), COL. 0.5% collagen solution, B0.5. 0.5% n-butanol. Analysis
of variance and Tukey statistic, different letters are significant different (p<<0.05). B. % Tail DNA in function of
the concentration variation of n-butanol (p<<0.05). Bar represents SD of n=3.

Figura 6.- A. Percentual de cauda de DNA em globulos sanguineos periféricos humanos expostos a tratamentos.
C-. controle negativo, C+. controle positivo (peroxido de hidrogénio), solugao de colageno de 0,5%, B0,5. 0,5%
n-butanol. Analise de variancia ¢ estatistica de Tukey, letras diferentes sao significativas diferentes (p<0,05). B. %
de DNA na cauda em fun¢do da variacdo de concentracdo de n-butanol (p<0,05). A barra representa DP de n=3.

fermentation with Bacillus velezensis, which has a high
capacity to metabolize fat and proteins (38).

It has been shown that 1-butanol or n-butanol is
absorbed through the skin and respiratory tract and
produces pathological changes in the liver and kidneys
in rats, but not a mutagenic or carcinogenic effect (39).
Likewise, investigations in pregnant rats exposed to
1.0% n-butanol administered through water reported
toxicity and a decrease in maternal and fetal body weight
(40). For the Ames test, non-mutagenicity was reported
for n-butanol (16). In contrast, zebrafish embryos
exposed to n-butanol exhibited severe oxidative damage
with consequent damages in liver and brain tissues,
according to a recent study (41). However, our study
revealed the possibility of genetic changes if n-butanol
is continuously used for long periods of time.

In summary, we revealed the DNA fragmentation of
interphase, specialized and viable cells exposed in
vitro to n-butanol with the comet assay. Moreover,
alterations in addition to DNA breaks were detected
with the Allium test. However, further study is required
to provide information about the mechanisms of action
of the n-butanol DNA damage.
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poderiam permanecer no coldgeno. Devido ao baixo
teor de gordura na pele da tilapia (3,85%) (35), em
comparagdo com outras espécies de peixes, como
Sardinella maderensis (26,0%) e S. aurita (24,0%)
(36), o n-butanol poderia ser substituido por alcool
etilico para remover a gordura (37). Outro tratamento
alternativo para eliminar a gordura da matéria-prima
¢ a fermentacdo com Bacillus velezensis, que tem alta
capacidade de metabolizar gordura e proteinas (38).

Foi demonstrado que 1-butanol ou n-butanol ¢
absorvido pela pele e trato respiratorio e produz
alteragdes patologicas no figado e rins em ratos,
mas nao um efeito mutagénico ou cancerigeno (39).
Da mesma forma, investigacdes em ratas gestantes
expostas a 1,0% de n-butanol administrado através
da agua relataram toxicidade e diminuigdo do peso
corporal materno e fetal (40). Para o teste de Ames, foi
relatado efeito ndo mutagénico para o n-butanol (16).
Em contraste, os embrides de peixes-zebra expostos ao
n-butanol apresentaram danos oxidativos graves com
consequentes danos nos tecidos hepaticos e cerebrais,
de acordo com um estudo recente (41). No entanto,
nosso estudo revelou a possibilidade da ocorréncia em
alteragdes genéticas se o n-butanol for continuamente
utilizado por longos periodos de tempo.



Conclusions

In the safety assessment of collagen extract obtained
from the tilapia (Oreochromis niloticus) skin for
cosmetic use, we concluded that n-butanol was a
genotoxic compound used, with significant changes
in the mitotic apparatus and chromosomes of Allium
cepa as well as a high percentage of DNA in the tail
of the comets. In addition, we revealed clear evidence
to consider partial (n-butanol) replacement or the
verification of its complete elimination with successive
(water) washes to minimize its presence in the raw
material for further preparations containing natural
products, such as this collagen derived from sustainable
sources. We note the importance of providing multiple
proofs of the genotoxic activity of the chemicals used
in the collagen extraction process to ensure the absence
of potentially harmful contaminants in the materials to
be used within cosmetic formulations.

n-Butanol safety from O. niloticus collagen extraction
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Em resumo, revelamos a fragmentagdo de DNA de
células em interfases, especializadas e viaveis expostas
in vitro ao n-butanol com o ensaio do cometa. Outras
alteracOes sdo evidenciadas, além de quebras de DNA
com o teste de Allium. No entanto, mais evidéncias
sdo necessarias para fornecer informagdes sobre os
mecanismos de a¢ao de danos de DNA do n-butanol.

Conclusoes

Na avaliacdo de seguranca do extrato de colageno
obtido da pele da tilapia (Oreochromis niloticus) para
uso dermocosmético, concluimos que o n-butanol
foi um composto genotoxico utilizado no processo,
com alteragdes significativas no aparelho mitotistico
e cromossomos de Allium cepa, bem como alta
porcentagem de DNA na cauda dos cometas. Ademais,
revelamos uma evidéncia clara para considerar a
substituicdo parcial (do n-butanol) ou verifica¢ao de sua
eliminagdo total por lavagens sucessivas para minimizar
sua existéncia remanescente na matéria-prima para
preparos adicionais contendo produtos naturais,
como o coldgeno derivado de fontes sustentaveis.
Observamos a importancia de fornecer evidéncias da
atividade genotoxica dos produtos quimicos utilizados
no processo de extragdo de colageno para garantir
a auséncia de possiveis contaminantes quimicos
nos materiais utilizados para outras formulagdes
dermocosméticas.
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