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RESUMO

CARACTERIZACAO MICROBIOLOGICA E HISTOLOGICA DE PELE DE RA-
TOURO (Rana catesbeiana) CONSERVADA PARA UTILIZACAO COMO
BIOMATERIAL

O uso de membranas biolégicas na rotina médico veterinaria tem evoluido com o
passar dos anos. Dentro deste nicho, o uso de peles como a pele de ra em curativos
bioldgicos tem sido visado considerando seus bons resultados em terapias. A fim de
avaliar a viabilidade da conservacdo da pele de ra para posterior uso como
membrana bioldgica, o presente trabalho caracterizou o tecido nos aspectos
histolégico e microbiolégico. Foram coletadas 16 peles de ra-touro as quais foram,
em fungdo do método de conservagéo, subdivididas em dois grupos com 8 peles
cada, a saber o grupo GC, submetido ao congelamento em freezer a -4°, em solugéo
de glicerina a 20%, e o grupo GG, conservado em glicerina a 98% As peles foram
analisadas em cinco tempos, sendo eles: A fresco (T0), 30 dias (T30), 60 dias (T60),
90 dias (T90) e 120 dias (T120) de conservagdo. A analise microbiolégica se deu por
cultivo de fragmentos de pele em meios de crescimento e posteriormente em placas
com meios de cultura. Ja a analise histolégica se deu pela observagao do tecido em
microscopio optico. A analise dos dados se deu de forma comparativa. Em todos os
tempos analisados em ambos os tratamentos, n&do houve crescimento bacteriano ou
fungico. Sob o ponto de vista histoldgico, a estrutura da pele e o arranjo de colageno
mantiveram-se integros, com resultados similares em todos os tempos e meios de
conservagao. Conclui-se que, ambos os tratamentos sao eficientes, sendo capazes
de manter as caracteristicas morfofuncionais do tecido, e ainda o mantendo livre de

agentes contaminantes por 120 dias.

Palavras chave: membranas bioldgicas, tecido, conservagéo.



ABSRTACT

MICROBIOLOGICAL AND HISTOLOGICAL CHARACTERIZATION OF FROG (Rana
catesbeiana) SKIN CONSERVED FOR USE AS BIOMATERIAL

The use of biological membranes in the veterinary medical routine has evolved over
the years. Within this niche, the use of skins like frog skin in biological dressings has
been targeted in view of their good results in therapies. In order to evaluate the
feasibility of conserving frog skin for later use as a biological membrane, the present
work characterized the tissue in the histological and microbiological aspects. 16
bullfrog skins were collected which, depending on the conservation method, were
subdivided into two groups with 8 skins each, being the GC group, subjected to
freezing at -4° freezer, in 20% glycerin solution and the GG group, preserved in 98%
glycerin. The skins were analyzed in five stages, being: Fresh (T0), 30 days (T30), 60
days (T60), 90 days (T90) and 120 days (T120) of conservation. The microbiological
analysis was carried out by culturing skin fragments in growth media and then in
plates with culture media. Histological analysis was performed by observing the
tissue under an optical microscope. Data analysis took place in a comparative way.
At all times analyzed in both treatments, there was no bacterial or fungal growth.
From the histological point of view, the structure of the skin and the arrangement of
collagen remained intact, with similar results in all times and means of conservation.
It is concluded that both treatments are efficient, being able to maintain the
morphofunctional characteristics of the tissue, and still keeping it free of

contaminating agents for 120 days.

Keywords: biological membranes, tissue, therapy.
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1 INTRODUGAO

A pele consiste na principal forma de barreira mecanica do organismo, sendo
assim, participa ativamente em processos como termorregulagdo, protegéo
ultravioleta, auxilio em fung¢des imunoldgicas iniciais, além de conferir protecao
individual. Devido a este importante papel desempenhado por tal tecido, cada vez
mais se busca terapias alternativas com a finalidade de solucionar de forma rapida e
nao prejudicial qualquer quebra na barreira cutanea, seja ela extensa, profunda ou
superficial. (SHORES, GABRIEL & GUPTA, 2007).

O uso de biomateriais vem sendo amplamente difundido em medicina humana e
na veterinaria. Juntamente a sua crescente utilizacdao esta também a busca por
biomateriais de melhor viabilidade, que atendam a todos os requisitos de um 6timo
material, que deve ser inerte, ndo apresentar rejeicdo do receptor e ser
mecanicamente resistente. Independente da origem, os biomateriais tém como
principal fungdo o auxilio no tratamento de lesbes (PIRES, BIERHALZ & MORAES,
2015).

Dentre os materiais biolégicos utilizados no tratamento de lesGes cuténeas, a
pele de ra-touro ja foi alvo de pesquisas e experimentos em animais e humanos,
gragas a sua alta concentragcéo de colageno. (PICCOLO, PICCOLO & PICCOLO,
2008). Tais tipos de materiais biolégicos séo preferiveis, tendo em vista que o
colageno apresenta caracteristicas de biodegradabilidade e biocompatibilidade, que
sao ideais para um biomaterial eficiente. Além disso, este componente confere
sustentacao e orientacdo a maioria dos tecidos, auxiliando também no processo de
epitelizagdo (LIMA-JUNIOR et al., 2017).

Além de consistir em um material de facil acesso, baixo custo, que, na maioria
das vezes, é descartado pelos abatedouros, a pele de ra também apresenta
propriedades antimicrobianas que atuam formando uma barreira protetora contra
microrganismos oportunistas no leito da ferida, quando aplicados como curativos
(FALCAO et al., 2002; FERREIRA et al., 2006).

Para o uso desse tipo de material biolégico, faz-se necessario um bom meio
conservante, para que ocorra possibilidade de manter o material armazenado por

longos periodos, sem que haja perda de sua estrutura morfofuncional, e ainda o



mantenha livre de agentes contaminantes, para que, ao ser implantado, ndo produza
reacao inflamatdria local, nem mesmo rejeicdo do paciente. Diversos produtos e
meios como o formol, glicerina, glutaraldeido, alcool, e até mesmo o congelamento
em solugdes especificas tém sido utilizados como métodos de conservagao, e sua
indicagdo varia de acordo com a finalidade do material a ser conservado
(GUIMARAES et al., 2007).

O presente estudo teve como objetivo principal avaliar a viabilidade da pele de ra
conservada em glicerina a 98% e sob congelamento (-4°C), com a finalidade de
implementar um banco de peles para utilizagdo em curativos biolégicos. Para tanto,
foram realizadas analises histologicas e microbioldégicas em tempos distintos de
conservagao que foram de trinta a cento e vinte dias.

E sabido que a pele de ra-touro ja vem sendo testada como curativo biolégico
em animais e humanos com eficacia comprovada na reducdo do tempo de
cicatrizacdo de feridas e manutencdo da nutricdo do leito, porém tais estudos
mostram métodos de conservagao onerosos € mais complexos. A escolha de tais
métodos de conservacdo se deu pela facilidade de utilizagdo em clinicas e pelo
baixo custo, além da escassez de informacéo literaria a respeito deste tipo de tecido
armazenado por longos periodos de tempo.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 TEGUMENTO DE RA-TOURO (Rana catesbeiana)

A classe Anura vem sendo constantemente estudada no pais tendo em vista
sua vasta disponibilidade de informacdes, que vao desde a taxonomia, conservagao
e evolugdo, até estudos mais direcionados como bioquimica, histologia e
biomecanica (DE PAULA & TOLEDO, 2014).

Particularmente a espécie Rana catesbeiana tem sido alvo de pesquisas,
considerando sua larga producdo no pais, sendo um anfibio de importancia
comercial difundida em todo o territério nacional, além de ser acessivel a aquisigao
de suas peles ou outros componentes para potencial utilizagdo terapéutica
(FERREIRA et al., 2006).

A pele dos anuros consiste em uma estrutura pouco queratinizada,
permeavel, e possui importante papel no controle de fluidos corporais e equilibrio
eletrolitico. Algumas espécies apresentam em sua superficie glandulas de veneno e
mucosas, que sao responsaveis por manter a umidade corporal e realizar trocas
gasosas, caracterizando a respiragao cutanea (DE PAULA & TOLEDO, 2014).

A pele de ra, em particular, secreta grande quantidade de substancias
quimicas antibacterianas por meio do muco epidérmico, secrecdo advinda das
glandulas mucosas. Substancias essas que podem ser utilizadas dentro do meio
farmacéutico na fabricacdo de medicamentos, podendo inclusive atuar como
antibiéticos (CLARCK, 1994; SCHWARTZ et al., 2005).

Acredita-se que estas secregcdes da pele de anfibios apresentem ainda
peptideos antimicrobianos que atuam como barreira contra agentes patogénicos ou
oportunistas. Tal acdo pode contribuir positivamente na sua utilizacdo como
membrana bioldgica, uma vez que um bom biomaterial deve ser livre de
microrganismos contaminantes (SILVA, 2011).

Com relagao a sua morfologia, a pele das ras se prende ao corpo somente ao
longo de determinadas linhas, apresentando grande elasticidade. Sua coloragao

varia de acordo com o meio em que vivem e alguns fatores internos, porém



normalmente apresentam-se esverdeadas ou pardas na regido dorsal e
esbranquigadas na regido ventral (STORER et al., 1995).

Devido ao fato de apresentar abundante presengca de coladgeno em sua
composicao, consiste em um material utilizado na industria cosmética, podendo
inclusive caracterizar-se como um bom biomaterial na utilizagdo como curativo
oclusivo e auxilio na aceleragdo do processo de reparo de feridas cutaneas
(SCHWARTZ et al., 2005).

Histologicamente, a pele de ra Touro, apresenta epiderme revestida por
tecido epitelial estratificado pavimentoso pouco queratinizado. Na derme papilar
distingue-se o estrato esponjoso, constituido por tecido conjuntivo frouxo, enquanto
que na regido reticular observa-se estrato compacto, constituido por tecido
conjuntivo denso modelado. Sob a analise histoquimica, a derme demonstra grande
quantidade de fibras colagenas e elasticas, sem presenca de fibras musculares
(FERREIRA et al., 2006).

Além do colageno, pode-se encontrar presente na epiderme de espécimes da
classe Anura, lipideos que, podem auxiliar no processo de reparo tecidual,
aprimorando o processo de epitelizagdo da ferida, o que colabora grandemente para
uma reducdo do tempo de cicatrizagdo (RAGHAVAN K et al., 2010).

2.1.1 Epiderme

A epiderme da ra Touro €& coberta por muco, derivada do ectoderma, e
constituida por tecido epitelial estratificado pouco queratinizado, apresentando
aproximadamente 5 a 7 camadas celulares. A camada mais superficial da epiderme
consiste no estrato cérneo, que apresenta uma monocamada de células
queratinizadas (Fig. 1) (HASLAM et al., 2014).

Comparando a pele de ra a de mamiferos, pode-se observar que o estrato
cérneo se apresenta mais delgado. Ja comparando com os peixes, pode-se
observar que a presencga do estrato cérneo na epiderme das ras, consiste em uma
questao evolutiva adaptativa aos anfibios, j& que os peixes nao apresentam a
camada cérnea (SCHEMPP, EMDE & WOLFLE, 2009).



Ainda sobre o estrato cérneo, pode-se observar em diversas espécies de
anfibios, a ocorréncia sazonal da renovagcdo desta camada. Uma nova camada
cornea é formada abaixo da camada anterior e esta se desprende. O processo da
“‘muda” pode durar até 14 dias e esta relacionado a mudangas nos niveis do
hormonio tireoidiano, que tem como consequéncia a inducédo da atividade mitética
na camada germinativa (STORER et al., 1998).

Abaixo da camada cdrnea, o epitélio se divide em camada granulosa, camada
espinhosa contendo varias camadas de células poligonais, e camada basal ou
germinativa, que se encontra intimamente ligada a derme (HASLAM et al., 2014).

Diferentemente dos mamiferos, que possuem melandcitos nas camadas mais
superficiais da epiderme, as células que designam a coloragdo da pele das ras
(cromatoforos) limitam-se a regido da camada basal, ja em contato com a derme.
Tais células sdo divididas em iridéforos, que refletem luz, melan6foros, compostos
pelo pigmento melanina e xantéforos que apresentam tons amarelados. (STORER et
al., 1998).

De acordo com Ferreira et al. (2006), a pele de espécimes de ra Touro
apresenta como células pigmentares somente os melanéforos, sendo que estes
encontram-se preferencialmente na regido dorsal do corpo do animal.

Além do muco produzido pelas glandulas situadas na derme, as células da
epiderme das ras também produzem muco que é secretado pelos espacos
intracelulares, e ira atuar de forma hidrofilica para acumular liquido, mantendo, desta
forma, a umidade da pele, reduzindo a desidratagdo e permitindo a troca gasosa
cutdnea (HASLAM et al., 2014).
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Figura 1: Fotomicrografia evidenciando a regido da epiderme da pele de ra Touro.
Pode-se observar o estrato cérneo (*), camada espinhosa (>), camada basal (B) e
melanoforos (seta). Fonte: Arquivo pessoal. (Coloragao: Hematoxilina-eosina, 40x).

2.1.2 Derme

Imediatamente abaixo da epiderme, apresenta-se a derme, de origem
mesodérmica, que, assim como em mamiferos, possui duas divisdes distintas. A
primeira e mais superficial camada dérmica é o estrato esponjoso, e a camada mais
profunda € o estrato compacto (Fig. 2). Ambas as camadas constituidas por fibras
colagenas (FERREIRA et al., 2006).

O estrato esponjoso é composto por tecido conjuntivo frouxo, apresentando
fibras colagenas pouco compactadas dispostas desordenadamente. Além do
colageno presente, nesta camada também estdo as glandulas alveolares, vasos
sanguineos e nervos. O estrato compacto apresenta fibras de tecido conjuntivo
denso, dispostas de forma ortogonal, e consiste na maior camada da pele das ras
(HASLAM et al., 2014).
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Figura 2: Fotomicrografia evidenciando as camadas da derme: estrato esponjoso (*)
e estrato compacto (>). Fonte: Arquivo pessoal. (Coloragao: Hematoxilina-eosina,
20x).

No estrato esponjoso, alojam-se as glandulas alveolares (Fig. 3), que
consistem nas glandulas granulares ou serosas e glandulas mucosas. Tais
glandulas possuem ductos que se projetam na epiderme até a superficie externa da
pele (FERREIRA et al., 2006).

Figura 3:Fotomicrografia evidenciando as glandulas alveolares. Glandula serosa
(seta) e glandula mucosa (>). Fonte: Arquivo pessoal. (Coloragdo: Hematoxilina-
eosina, 20x).
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As glandulas granulares, ou serosas (Fig. 4), consistem em uma camada de
células cubicas secretoras, circundadas por células musculares lisas, que atuam
promovendo sua compressao, auxiliando na ejecao das secregdes granulares. Sao
também conhecidas como glandulas do veneno, sua secre¢do € de caracteristica
leitosa e espessa e os granulos secretados em seu conteudo apresentam toxicidade

variavel, de acordo com as espécies de anuros (NOBLE & NOBLE, 1944).

N B -t

Figura 4: Fotomicrografia da glandula granular. Pode-se observar as estruturas
especificas: Células de musculatura lisa (*), conteudo granular eosinofilico (B),
camada de células cubicas (>), ducto (seta). Fonte: Arquivo pessoal. (Coloragéo:
Hematoxilina-eosina, 10x).

As glandulas mucosas (Fig. 5) apresentam-se em maior numero e sao
compostas por uma camada de células cubicas secretoras. Sua secregdo é
responsavel pela manutencdo da umidade corpdrea, essencial para a respiragcao
cutanea. Aléem disso, mantém a pele escorregadia, o que serve de protegao contra
predadores (NOBLE & NOBLE, 1944; FERREIRA, et al., 2006).
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Figura 5: Fotomicrografia da glandula mucosa. Pode-se observar as estruturas

especificas: Camada de células cubicas (*), conteudo basofilico (>), ducto (seta).
Fonte: Arquivo pessoal. (Coloragao: Hematoxilina-eosina, 10x).

Dividindo a derme esponjosa da derme compacta, pode-se observar uma
camada acelular, contendo depdsitos basofilicos irregulares dispostos
irregularmente. Tal regido consiste na camada de Eberth-Katschenko (EK) (Fig. 6),
também chamada de substancia fundamental por alguns autores. Esta camada esta
presente em diversas espécies de anuros e sua fisiologia ainda é incerta
(MANGIONE et al., 2011).

Tal regido consiste em uma camada mineralizada, rica em fosfato de calcio e
glicosaminoglicanos. Para alguns autores, a camada EK pode ser um remanescente
de um esqueleto dérmico ancestral, tendo em vista que algumas caracteristicas
desta camada como a precipitagao de sais associados com células sdo semelhantes
ao que acontece em esqueletizacdes, bem como precipitacbes de calcio e fésforo
nas fibras colagenas (MANGIONE et al., 2011). J& outros citam a camada como
sendo a principal atuante no balango hidrico, tendo em vista a atuagéo do calcio na
absorcao e retencao hidrica.

E sabido ainda que esta camada ndo esta presente somente na espécie Rana
catesbeiana, como também em diversas outras espécies de anuros (SILVA, SILVA-
SOARES & BRITO, 2017).
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Figura 6: Fotomicrografia evidenciando toda a extensédo da pele de ra Touro, em
destaque a camada EK (seta). Fonte: Arquivo pessoal. (Coloragdo: Hematoxilina-
eosina, 4x).

2.2 CICATRIZAGAO DE FERIDAS

A pele consiste na barreira primaria de protecdo do organismo contra agentes do
meio externo. Devido a isso, esta constantemente sujeita a lesdes e agressdes que
interferem diretamente na homeostasia tecidual. Com isso, ha uma perda de
continuidade cutanea, o que, fisiologicamente, deve ser reparado de alguma forma,
a fim de restaurar a homeostasia local conferindo novamente prote¢cao ao organismo
(OLIVEIRA & DIAS, 2012).

Quando ocorre perda da continuidade da barreira cutdnea, uma série de
processos fisiolégicos, sistémicos e locais se iniciam no organismo, a fim de reparar
o dano tecidual ocorrido. Tal reparo pode ocorrer por regeneragcdo, quando acontece
uma perfeita restauracao tecidual, ou por cicatrizagdo, onde o defeito cutaneo é
substituido por colageno e tecido fibroso (TAZIMA, VICENTE & MORIYA, 2008).

Ainda que a regeneragao seja o tipo de reparo ideal para todos os tecidos, por
consistir na recuperagao da integridade tecidual, dificiimente ocorrera na pele, tendo
em vista o tipo celular envolvido no processo. Sendo assim, o reparo de feridas se
dara basicamente por trés fases: Inflamatéria, proliferativa e de remodelagdo ou
maturagao (TAZIMA, VICENTE & MORIYA, 2008).
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Tais fases ocorrem em uma cronologia sobreposta. Sendo assim n&o é possivel
demarcar perfeitamente o inicio ou fim de cada fase. Apesar disso, apresentam
caracteristicas marcantes e distintas, o que possibilita sua identificagcao e posterior
tratamento adequado, tendo em vista que cada fase requer um tratamento
especifico (LAURENO & RODRIGUES, 2011).

A primeira etapa consiste na fase inflamatéria e tem inicio no momento em que
ocorre a lesao tecidual, perdurando por cerca de trés dias. O dano vascular provoca
hemorragia, que é inicialmente contida por mediadores facilitadores da coagulagao,
que atuam na ativagdo plaquetaria, provocando sua adesdo e agregagao.
Juntamente a isso ocorre a deposicdo de fibrina, que atua como ponte para a
translocacao celular. Apds a acao plaquetaria imediata, € desencadeada a cascata
de coagulacgao (SINGER & CLARK, 1999).

Com o aumento da permeabilidade vascular decorrente da reacao inflamatdria,
tem-se o extravasamento de liquido e posterior edema, além da migragao
leucocitaria que é facilitada e é predominantemente marcada pela presenca de
neutréfilos e mondcitos, cuja principal fungdo € realizar o debridamento das
superficies da ferida, bem como a fagocitose de particulas antigénicas e corpos
estranhos (OLIVEIRA & DIAS, 2012).

Posteriormente, ocorre a quimiotaxia de macréfagos que além de possuirem
funcao de lise e fagocitose, também atuam na indugdo da angiogénese e formagao
de tecido de granulagéo, sendo responsaveis pela liberagdo de diversos fatores de
crescimento que auxiliam no processo cicatricial. Os macrofagos consistem nas
células responsaveis pela transicdo entre a fase inflamatoria e proliferativa,
auxiliando na migracgao celular de elementos como fibroblastos e células endoteliais
(LAURENO & RODRIGUES, 2011).

A fase proliferativa é marcada pela neovascularizagdo que atuara como agente
carreador de componentes responsaveis para a reepitelizacdo, além do auxilio para
a sintese do tecido de granulagdo, que consiste em um componente rico em vasos
sanguineos, colageno, elastina, fibroblastos, entre outros compostos responsaveis
pelo processo de reepitelizagdo. Com 24 horas apos o inicio da leséo, ja existe
migragcédo de queratindcitos, que sdo responsaveis pela reconstrugcado da integridade

da permeabilidade da epiderme. Apds isso, ocorre a proliferacdo dessas células,
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levando assim a reestruturacdo da membrana basal e posterior reepitelizacéo
completa (LAURENO & RODRIGUES, 2011; OLIVEIRA & DIAS, 2012).

No processo de formagao do tecido de granulagao, ha a proliferagdo endotelial e
de fibroblastos. Tal processo € denominado fibroplasia. Os macréfagos atuantes na
ferida agem modulando a proliferagdo de fibroblastos, que é estimulada pela baixa
pressdo parcial de oxigénio, que é atenuada de acordo com a progressdo da
angiogénese. A sintese de colageno também é um fator marcante nesse momento
(LAURENO & RODRIGUES, 2011).

A neoformacdo vascular que se da devido a redugdo de fluxo sanguineo e
hipéxia tecidual, comeca a ser reduzida quando esses fatores encontram-se
exacerbados no local. Inicia-se entdo o processo de contracido dos bordos da lesdo
e por fim, a epitelizagao total, que culminara na total oclusdo das superficies da
ferida (LAURENO & RODRIGUES, 2011).

Como ultima fase do processo de cicatrizacdo tem-se a remodelacdo, que
consiste na fase de maior duracdo, podendo perfazer meses. Nela é possivel
observar como principal caracteristica o aumento da forca tensil tecidual, além da
reducdo do tamanho da cicatriz e eritema. A atividade celular e vascularizagao local
tornam-se reduzidas, e a substituigdo de colageno tipo lll, abundante no tecido de
granulagao, para colageno tipo | € acentuada (OLIVEIRA & DIAS, 2012).

As fibras de colageno dispdem-se paralelamente as linhas de tensdao e
gradativamente tornam-se mais espessas, proporcionando maior resisténcia local.
Tal agdo consiste na maturagdo do colageno e marca o fim do processo cicatricial
(SINGER & CLARK, 1999).

Os processos descritos apresentam-se de forma continua, tendo inicio no
primeiro momento do trauma e encerrando-se quando o local ja esta recoberto por
fibras colagenas tipo |I. Esses acontecimentos podem ser retardados por alguns
fatores, locais ou sistémicos que prejudicam de alguma forma o reparo tecidual
(SINGER & CLARK, 1999; LAURENO & RODRIGUES, 2011).

Corpos estranhos, sujidades ou debris celulares no interior da ferida, além de
movimentagdo intensa no sitio sdo fatores locais que interferem ativamente no
processo cicatricial. Infeccdo local pode atuar formando uma barreira fisica,
prejudicando o desenvolvimento ordenado do tecido de granulagao e a deposigao de

colageno. A movimentagdo continua provoca ruptura dos neocapilares que se

17



formam na tentativa de aderéncia tecidual e esse trauma constante acarreta atraso
significativo na cicatrizagdo tecidual (GUO & DIPIETRO, 2010; OLIVEIRA & DIAS,
2012).

Outros fatores, denominados sistémicos, também podem influenciar no tempo do
processo de reparo tecidual, sendo eles idade, sexo, niveis hormonais, estresse,
doengas como diabetes, uremia, medicacbes a base de glicocorticoides,
quimioterapicos ou antiinflamatérios nao esteroidais, obesidade, condicbes
imunossupressoras como virus da imunodeficiéncia, quimioterapia, cancer,
radioterapia e nutricdo (OLIVEIRA & DIAS, 2012).

Sendo assim, a escolha do melhor tratamento deve ser levada em consideracgao,
tendo em vista ndo somente a atividade celular local, como também os demais
fatores clinicos do paciente, a fim de promover o melhor manejo individual (GUO &
DIPIETRO, 2010).

2.3 MEMBRANAS BIOLOGICAS EM CURATIVOS

Antecedendo o estudo em membranas bioldgicas, faz-se necessario conceituar
os biomateriais como sendo todas as substéncias que interagem com o sistema
biolégico, com qualquer objetivo terapéutico. Tais produtos tém apresentado
importante papel no tratamento de inumeras lesdes. Entre os biomateriais,
encontram-se os materiais inorganicos, como implantes metalicos, marcapassos, e
0s organicos, como alguns tipos de fios de sutura, membranas biolégicas como
pericardio bovino, tunica albuginea bovina, centro tendineo, entre outros.
Independentemente de sua origem, apresentam como caracteristica ideal principal o
fato de serem resistentes e ndo apresentarem rejeigcdo ao paciente receptor (PIRES,
BIERHALZ & MORAES, 2015).

Os primeiros estudos realizados buscando introduzir o uso de membranas
biolégicas em medicina veterinaria, foram desenvolvidos em 1971 por Pigossi et al.,
que utilizaram dura-mater homologa em caes, conservada em glicerina. Tal estudo

foi pioneiro e deu inicio a uma série de pesquisas posteriores na area, o que
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culminou no grande numero de meios conservantes e materiais biologicos existentes
na atualidade (GUIMARAES et al., 2007).

A utilizacdo de membranas biolégicas em medicina veterinaria tem sido alvo
de inumeros estudos, tendo em vista as diversas vantagens descobertas nesse tipo
de terapia. Membranas bioldgicas consistem em materiais de baixo custo, facil
acesso, facil armazenamento e excelentes resultados nas mais diversas areas
empregadas (GUIMARAES et al., 2007). Além disso, os curativos bioldgicos
reduzem as perdas metabdlicas, previnem infecgdes e proporcionam maior conforto
ao paciente (PICCOLO, PICCOLO & PICCOLO, 2008).

O objetivo principal do uso de uma membrana biolégica € o de fornecer
direcionamento para o desenvolvimento tecidual e o reparo de um 6rgao ou tecido, a
fim de que esse retome sua atividade original. Para isso, os estudos nesta area de
pesquisa vém crescendo, com vistas a encontrar o material biologico ideal para cada
tipo de situagado (GUIMARAES et al., 2007).

Em meio as membranas biolégicas estudadas, podem ser descritos pericardio e
peritdnio, centro tendineo diafragmatico, dura-mater e fascia lata. Tais materiais vém
sendo amplamente testados e utilizados dentro do meio cientifico (ALVARENGA,
1992).

Uma das vantagens do uso de membranas bioldgicas, se comparadas as
membranas sintéticas, € o baixo indice de complicacbes relacionadas a reacao
inflamatdria exacerbada, o que defende sua utilizagdo dentro da medicina tanto para
enxertia quanto para curativos (QUITZAN et al., 2003).

Atualmente, um setor que tem sido amplamente desenvolvido é o de terapias
alternativas para o tratamento de feridas, e com isso, cresce a demanda de um bom
biomaterial para ser utilizado como curativo, a fim de acelerar o processo cicatricial,
nutrindo o leito da ferida, promovendo boa hidratagdo e epitelizagédo (ALVES et al.,
2015).

Para tal, tecidos ricos em colageno tém sido pesquisados, tendo em vista que
esse componente constitui o principal fator no processo de reparo tecidual. Além
disso, o colageno apresenta baixo potencial antigénico, o que confere uma
caracteristica primordial para uma boa membrana biologica, ja que o objetivo

principal é ndo provocar rejeicao por parte do receptor (ALVES et al., 2015).
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A pele de tilapia ja tem sido utilizada em pesquisas e gerado bons resultados.
Sabe-se que constitui um bom biomaterial, de facil acesso e baixo custo (ALVES et
al., 2015).

A pele de ra consiste em uma alternativa semelhante por possuir
caracteristicas histolégicas pareadas como a riqueza de colageno, além de
apresentar secregdes que atuam como barreira antimicrobiana, podendo se tornar
também um bom biomaterial para auxilio em terapias para reparo tecidual em feridas
cutaneas (FALCAO et al., 2002).

2.3.1 Pele de ra como membrana biolégica

A ranicultura tem se tornado uma atividade em ascens&o no pais. Além da
producao para o aproveitamento da carne, a industria de aproveitamento de pele
vem crescendo, tendo em vista que este tecido consiste em 11% do peso vivo do
animal, podendo ser utilizada na confecgéo de diversos objetos como bolsas, cintos,
luvas e sapatos. Devido a crescente producao, torna-se cada vez mais facil o acesso
a este material, o que justifica a sua exploragao para finalidades alternativas (LIMA,
CRUZ & MOURA, 1999).

Sob o ponto de vista clinico experimental, estudos em ratos foram realizados
utilizando pele de ra liofilizada associada a pomada manipulada a base de
trietanolamina, metilparabeno e propilparabeno no tratamento de feridas cutaneas
profundas, e mostraram reducgao significativa no tempo de cicatrizagéo tecidual, se
comparado a terapia convencional apenas utilizando pomada (BAZAZ et al., 2013).

Em medicina humana, a pele de r& tem sido utilizada integra, no tratamento de
queimaduras e evidenciou nos estudos experimentais, menor tempo de cicatrizacao,
melhor epitelizacdo e menor indice de infeccdo, se comparado a terapias
alternativas. Além disso, foi observado maior conforto dos pacientes tratados com
esse tipo de curativo, levando em consideragéo o nivel da dor (PICCOLO, PICCOLO
& PICCOLO, 2008).

Além do uso direto da pele como curativo oclusivo, o extrato da pele de ra ja foi

isolado para terapias experimentais no tratamento de feridas (BORSARI et al.,
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2014). Sabe-se ainda que os lipideos presentes na pele de anfibios apresentam
propriedades que atuam diretamente na potencializagdo do processo cicatricial de
feridas cutaneas, o que justifica a busca por pesquisa e experimentacéo nesse tipo
de tecido como biomaterial (RAGHAVAN K et al., 2010).

Como representa uma area ainda pouco explorada experimentalmente, mais
ensaios clinicos ainda se fazem necessarios para comprovar fidedignamente sua
viabilidade para a utilizagdo como membrana bioldégica (PICCOLO, PICCOLO &
PICCOLO, 2008).

2.4 MEIOS DE CONSERVACAO

Concomitante ao crescente estudo sobre a utilizagdo de membranas biologicas
na medicina cresce também a busca por métodos de conservagao que se adequem
as necessidades mediante determinadas situacdes. Meios de conservacao ideais
devem ser inertes, aumentar a resisténcia do biomaterial a tracdo, nédo ser
prejudiciais aos tecidos bioldgicos, reduzir a antigenicidade, impedir a proliferagao
de microorganismos mesmo que sob longos periodos, além de impedir a
decomposicéao tecidual (MOTA, 2002).

Diversos meios tém sido estudados a fim de avaliar o que proporciona as
condigdes ideais ao material a ser conservado. Tais meios consistem em solugéo
supersaturada de agucar, solugdo supersaturada de sal, glicerina a 98%,
glutaraldeido, é&lcool absoluto, congelamento, entre outros (GUIMARAES et al.,
2007).

Vale ressaltar que apesar da conservacido eficiente de diversos meios, tal
eficiéncia se da pela manutencdo estrutural tecidual, porém ndo pela vitalidade
celular. Porém, a intengcdo da utilizagdo das membranas bioldgicas consiste na
proveniéncia de um tecido de sustento para o depdsito de fibroblastos no local
aplicado (RAISER et al., 2001).
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2.4.1 Glicerina a 98%

A glicerina consiste em um meio de conservagdo amplamente utilizado na area
meédica, tendo em vista que apresenta propriedades ideais para a manutencao de
membranas bioldgicas por longos periodos de tempo (RAISER et al., 2001).

Estudo sobre a conservagao de dura-mater homédloga em glicerina demonstrou
que tal solucado constitui um forte antisséptico. Além disso, conserva os tecidos por
meio da desidratagdo celular, que ocorre sem alterar a concentragcdo ibnica das
células, promovendo apenas a substituicdo do liquido intracelular. Com isso, a
arquitetura celular é preservada e consequentemente a conservagao € qualificada
(PIGOSSI, 1964).

Tendo em vista que sua conservacao atua por meio da desidratacao, todo tecido
submetido a conservacgéo por glicerina deve passar por um processo de reidratagéo
por um periodo que varia de acordo com a densidade do tecido e periodo de
conservagao do mesmo (RAISER et al., 2001).

Ainda que reidratada, a membrana biologica submetida a conservagao por
glicerina ndo recobre seu aspecto inicial, permanecendo menos maleavel se
comparada com o material a fresco. Porém, apesar disso, consiste em um meio
conservante habil e inerte, tendo em vista que néo altera a morfologia e constituicéo
celular, garantindo a integridade da membrana, ainda que com perdas liquidas
(RAISER et al., 2001; GUIMARAES et al., 2007).

Tal solugédo ndo apresenta toxicidade, ainda que com materiais conservados por
longos periodos de tempo, bem como a auséncia de indicios de agentes
contaminantes mesmo em solugdes de maior tempo, devido a sua propriedade
antisséptica (GUIMARAES et al., 2007).

2.4.2 Congelamento associado a glicerina

O congelamento € um dos métodos de conservagao mais antigos, e pode ser

utilizado nos mais variados tecidos por longos periodos de tempo. Apesar de
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constituir um método eficiente, promove efeitos deletérios ao tecido, uma vez que
baixas temperaturas propiciam a formacéo de cristais de gelo intracelulares, o que
pode promover ruptura de membrana celular e desordem de matriz extracelular
(SCHIOZER, 2012).

Visando evitar os efeitos deletérios do congelamento puro, foi proposta a
inoculagdo do material a ser preservado em solugéo de glicerina a 15%, e posterior
submissdo ao congelamento. Tal solugdo auxilia na preservagcdo da membrana
celular, favorecendo a preservagéao do tecido (BILINGHAM & REYNOLDS, 1952).

A solugdo de dglicerina a 20% acrescida de solugao fisiologica a 0,9%
associada ao congelamento tem sido utilizada em bancos de pele de cdo. Tal
processo mostrou boa preservacao do material. Além disso, também foi evidenciada
auséncia de agentes contaminantes nas culturas pos conservagao (LEMOS, 2007).

Essa técnica de conservagao além de manter a estrutura organizacional celular
do tecido preservando as estruturas teciduais e estrutura de colageno, inibe o
crescimento bacteriano, tendo em vista que o glicerol apresenta alto potencial
antisséptico (LEMOS, 2007).

2.5 METODOS DE AVALIACAO DOS BIOMATERIAIS UTILIZADOS EM
CURATIVOS

2.5.1 Analise histolégica

A analise histologica consiste em um método microscépico de avaliagao
tecidual que permite observar de forma fidedigna os tipos celulares presentes em um
tecido, podendo quantifica-los e qualifica-los (TIMM, 2005).

A técnica empregada na confecgdo de laminas histoldégicas passa por uma
série de processos que vao desde a coleta e fixagdo do material bioldgico, até sua
inclusdo em parafina, microtomia e, posterior transferéncia para uma lamina de vidro

para a observagdo em microscopio, que sera facilitada com a realizacdo de
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coloragbes que serao especificas ou genéricas, dependendo do objetivo (TIMM,
2005).

Diferentes sdo as coloracdes especificas para os mais variados tipos
celulares. Os corantes hematoxilina e eosina sao os métodos mais utilizados para
coloracdo dos mais variados tipos de laminas histopatoldgicas. A hematoxilina
consiste em um componente basico, e com isso, cora os elementos acidos a nivel
celular, conferindo a coloragao azulada. Ja a eosina € um corante acido, logo, atua
corando as regides basicas celulares, promovendo a esses a cor rosa (GARTNER &
HIATT, 1999).

Além destas, outras colocacdes especificas sao utilizadas como: Tricrébmico
de Masson, orceina, weigert, prata, hematoxilina férrica, acido peridédico reativo de
Schiff e Wright e giemsa. Tais coloragdes sdo amplamente utilizadas em laboratérios
de histologia e apresentam a finalidade de corar tecidos como o muscular, fibras
elasticas, reticulares, colagenas, entre outros tecidos de especificidade (GARTNER
& HIATT, 1999).

2.5.2 Analise microbiolégica

O potencial de sucesso de um tratamento de feridas cutineas esta
diretamente relacionado ao indice de contaminagdo local. O tipo de curativo
empregado na terapia deve apresentar potencial antisséptico, a fim de reduzir a taxa
de microrganismos que promovem injurias e retardo no reparo tecidual (GRAGNANI
et al., 2005).

Feridas extensas sdo altamente susceptiveis a contaminagédo externa, tendo
em vista que a pele apresenta flora natural que em contato com lesdes, podem se
tornar oportunistas e patégenos (LEMOS, 2007). Queimaduras, especificamente,
apresentam um microambiente propicio para o crescimento de bactérias. Além de
prejudicar a cicatrizagdo, a alta carga bacteriana presente na ferida pode prejudicar
a incorporagdo de enxertos e atuagdo de curativos, sejam eles biolégicos ou
sintéticos (GRAGNANI et al., 2005).
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A fim de identificar, isolar e avaliar o melhor tratamento, culturas e
antibiogramas devem ser realizados das feridas e curativos infectados. A selegcao
dos meios de cultura se da com base na diversidade de microrganismos que o
mesmo pode abranger (ANVISA, 2004).

Os caldos de enriquecimento consistem em meios ricos em nutrientes
especificos para o crescimento bacteriano ou fungico, a depender do tipo de caldo.
Consistem na primeira avaliagdo e sao utilizados para estimular o crescimento
bacteriano ou fungico, para que posteriormente, estes sejam semeados em placas
com os meios de cultura (ANVISA, 2004).

O Brain Heart Infusion (BHI) € um meio derivado de cérebro e coragéo,
peptona e dextrose. A peptona consiste em fonte de carbono, enxofre, nitrogénio e
vitaminas, j4 a dextrose € um carboidrato utilizado pelos microrganismos para
fermentacao (ANVISA, 2004).

Outro meio importante, nesse caso para o crescimento fungico é o Agar
Sabouraud, que representa um meio abrangente, o qual promove nutrientes
favoraveis ao crescimento de leveduras e fungos filamentosos, que consistem nos

microrganismos fungicos mais comumente relatados em infecgdées (ANVISA, 2004).

3 MATERIAL E METODOS

3.1 LOCAL DO EXPERIMENTO E ANIMAIS

O presente trabalho foi realizado nos Laboratérios de Morfologia e Patologia
Animal (LMPA), e de Sanidade Animal (LSA) da Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro (UENF). Foram avaliadas peles de 16 ras Touro, advindas
de criatério particular localizado na cidade de Itaperuna, RJ. As peles foram obtidas
todas no mesmo dia e pertenciam a animais de mesmo peso e idade, fémeas e
machos, submetidos ao mesmo processo de criacdo. O abate dos animais foi

realizado de acordo com as normas sanitarias e de bem estar do abatedouro.
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3.2 PREPARO DAS PELES E DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

O preparo de pele de ras seguiu a metodologia adaptada a descrita para a pele
de tilapia (LIMA-JUNIOR et al., 2017). As peles foram recebidas a fresco (Fig. 7)
advindas do abatedouro, mantidas sob refrigeragcdo em isopor com gelo durante o
transporte do abatedouro a Universidade, por aproximadamente trés horas. Na
sequéncia, as peles foram lavadas com solugcdo de cloreto de sodio a 0,9% e
imediatamente apds, foi realizada lavagem com solug&o de clorexidina degermante
a 2% e descanso na mesma solugao por um periodo de 30 minutos (Fig. 8). Apos
este periodo, as peles foram novamente banhadas em solucéo de cloreto de sddio a
0,9% e submetidas a outro repouso em solugdo de clorexidina degermante a 2%
durante 30 minutos. Durante os banhos em solugdo de clorexidina, as peles foram
massageadas uma a uma durante 5 minutos cada, para melhor acdo do
degermante.

Apds os dois banhos em clorexidina, a solucdo foi removida com o auxilio de
solugao de cloreto de sodio a 0,9%. As peles estavam entdo prontas para serem
submetidas a conservacdo. Antes, porém, fragmentos de cada amostra de pele
foram retirados para analise e somente apos coleta, as peles foram acondicionadas
nos recipientes e submetidas a conservacgao (Fig. 9). Estes primeiros fragmentos
removidos consistiram na analise de tempo zero, sendo submetidos as analises
histologica e microbiologica.

Oito peles foram entdo imersas em solugdo de glicerina a 98%, compondo o
Grupo Glicerina (GG) e permanecendo sob temperatura ambiente (Aprox. 28°C)
durante o estudo. As outras 8 peles compuseram o Grupo Congelamento (GC) e
foram imersas em soluc&o de glicerina a 20% e mantidas sob congelamento (Aprox.
-4°C). Todas as peles foram acondicionadas em potes herméticos de 500ml, limpos
previamente com solugao de alcool etilico a 7% e esterilizados por fervura, sendo
imersos em agua em ebulicdo (Aprox. 100°C), durante 15 minutos.

As amostras de ambos os grupos foram avaliadas em cinco momentos, sendo
eles: Imediatamente apds a coleta (tempo zero, T0), apos 30 dias (T30), 60 dias
(T60), 90 dias (T90) e 120 dias (T120) de conservagéo.
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Figura 7: Obtencdo das peles de ra touro: Peles recém-coletadas,
evidenciando a porgédo ventral (esquerda) e dorsal (direita). Fonte:
Arquivo pessoal.

Figura 8: Preparo das peles. A) Massagem em solugdo de
clorexidina degermante a 2%, por 5 minutos. B) Molho em solucéo
de clorexidina por 30 minutos. Fonte: Arquivo pessoal.
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Figura 9: Acondicionamento das peles em seus respectivos meios.
Potes de tampa vermelha correspondendo ao Grupo Congelamento
e potes de tampa preta correspondendo ao Grupo Glicerina. A
imagem também evidencia a coleta dos fragmentos ja imersos em
formol 10% dos respectivos individuos. Fonte: Arquivo pessoal.

3.3 OBTENGCAO DAS AMOSTRAS PARA ANALISE

Nos momentos TO, T30, T60, T90 e T120, foram realizadas as coletas dos
fragmentos para as analises histoldgicas e microbioldgicas. A coleta dos fragmentos
de pele foi realizada em capela de fluxo laminar com instrumental esterilizado e
equipamento de protecao individual (luvas de procedimento, mascara e jaleco). (Fig
10). Os materiais cirurgicos foram flambados entre as diferentes peles e a placa de
Petri trocada por outra placa estéril. Estes procedimentos se repetiram para todas as
peles analisadas. O Grupo Congelamento, especificamente, sofreu um processo
distinto anterior a coleta dos fragmentos, que consistiu no descongelamento em
banho Maria a 42°C, para possibilitar o manuseio do tecido e a coleta dos
fragmentos.

Com o auxilio de uma pinga anatdomica e uma tesoura cirurgica, sobre uma

placa de Petri, a pele foi entdo exposta e trés fragmentos foram removidos, os dois
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primeiros, medindo aproximadamente 2cmx0,5cm, para as analises bacteriana e

fungica e o segundo, medindo aproximadamente 2cmx6cm, para a analise

histopatoldgica (Fig.11).

Figura 10: Imagem evidenciando toda a técnica para a obtencéo dos

fragmentos de pele para analise. Coleta realizada em capela de fluxo
laminar, com EPI e instrumental esterilizado. Fonte: Arquivo pessoal.

a2

Figura 11: Imagem evidenciando os fragmentos removidos para as
analises. A esquerda, dois fragmentos menores que serdo submetidos
a analise microbiolégica e a direita um fragmento maior que sera
analisado histologicamente.
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3.4 ANALISE MICROBIOLOGICA

Em todos os momentos de avaliagao, dois pequenos fragmentos da pele de ra
medindo aproximadamente 2cmx0,5cm foram retirados para a avaliagao
microbioldgica. Os fragmentos foram acondicionados em tubos cOnicos de 15ml
contendo os respectivos meios de enriquecimento: 2ml de Caldo Brain Heart
Infusion (BHI) e 2 mL Caldo Sabouraud Dextrose (Acumedia, EUA) (Fig. 12) e
incubados em estufa bacterioldgica a 37°C, por aproximadamente 16 horas para

analise microbiologica.

Posteriormente, inbcuos dos tubos com Caldo BHI e Caldo Sabouraud foram
transferidos com alga de platina pela técnica de esgotamento por estrias para placas
de Petri (Fig. 13) com meio Agar BHI (Himedia) e Agar Sabouraud Dextrose (Kasvi),
respectivamente, de modo a obter o isolamento de microrganismos. As placas foram
incubadas em estufa bacteriolégica a 37°C (Fig. 14) por 24 horas e observado o

crescimento de colbnias a cada 24 horas, durante 4 dias.

Figura 12: Imagem evidenciando os fragmentos de pele de ra nos
caldos BHI e Sabouraud. Fonte: Arquivo pessoal.
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Figura 13: Indcuos dos tubos transferidos com alga de platina para as
placas de Petri com os respectivos meios. Fonte: Arquivo pessoal.

Figura 14: Placas acondicionadas em estufa baéfériolégica a 37°C.
Fonte: Arquivo pessoal.

31



3.5 ANALISE HISTOLOGICA

O processamento histologico foi realizado no Laboratério de Morfologia e
Patologia Animal (LMPA) da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro — UENF.

Fragmentos de pele de ra foram coletados e fixados em formalina tamponada
neutra a 10% por no minimo 24 horas. Posteriormente foram clivados e identificados

para, serem entdo processados (Fig. 15).

Figura 15: Peles clivadas e armazenadas nos histossetes
identificados para posterior processamento. Fonte: Arquivo pessoal.

Durante o processamento automatico (Leica ASP300S), as amostras passaram
pelas etapas de desidratagao, clarificagcdo e impregnagédo em parafina, sendo a
ultima de suma importancia para manter a morfologia celular e a rigidez do tecido
para realizagdo do corte no micrétomo. Apds o ultimo banho em parafina, as
amostras foram postas em blocos de parafina com o auxilio da inclusora Leica EG
1150 (Fig. 16), em que os blocos sao formados manualmente, utilizando o histossete
como base (Fig. 17).

Finalizando o processo de inclusdo, foram realizados cortes seriados Sum de
espessura no microtomo Leica RM 2145 (Fig. 18) para a confecgédo das laminas e
coloragdo com Hematoxilina e Eosina (H/E) para posteriormente, avaliagcdo por
microscopia de luz.
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Figura 17: A) Inclusdo em bloco de parafina. B) Histossete servindo de
base para a confec¢ao do bloco. Fonte: Arquivo pessoal.

i

Figura 18: Micrétomo Leica RM 2145. Realizag&o de cortes de 20 uym
para reparo do bloco e posterior corte de 5 ym para confeccao da
lamina. Fonte: Arquivo pessoal.



4 RESULTADOS

A conservagdo em glicerina e sob congelamento, somados ao preparo prévio
das peles com solugdo a base de clorexidina a 2%, impediram o crescimento

bacteriano e fungico nas amostras em todos os tempos analisados (Tab.1 e 2).

Tabela 1: Resultados das avaliagées microbioldgicas do Grupo Glicerina (GG).

PARAMETROS DE TO T30 T60 T90 T120
AVALIAGCAO

CRESCIMENTO Ausente  Ausente  Ausente Ausente  Ausente
FUNGICO

CRESCIMENTO Ausente  Ausente  Ausente  Ausente  Ausente
BACTERIANO

Tabela 2: Resultados das avaliagdes microbioldgicas do Grupo Congelamento (GC).

PARAMETROS DE TO T30 T60 T90 T120
AVALIAGCAO

CRESCIMENTO Ausente  Ausente  Ausente Ausente  Ausente
FUNGICO

CRESCIMENTO Ausente  Ausente  Ausente  Ausente  Ausente
BACTERIANO

O armazenamento das peles sob temperatura de -4°C em freezer doméstico
se mostrou viavel, visto que nao foram necessarios equipamentos sofisticados, o
que facilita o armazenamento em clinicas, por exemplo. Porém, sua desvantagem é
a demanda de energia elétrica, o que pode tornar o armazenamento vulneravel a
quedas de energia, podendo entdo comprometer a qualidade do material
acondicionado.
As amostras de pele conservadas em temperatura -4°C (grupo GC)
apresentaram uma melhor maleabilidade tecidual, porquanto se mantiveram em
solugdo de baixa concentragédo de glicerina, o que provavelmente resultou em uma

menor perda liquida tecidual, justificando os achados. (Tab. 3).
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Ja as amostras de pele conservadas em glicerina a 98% (grupo GG),
apresentaram-se rigidas, e de dificil manuseio (Tab. 4). Em decorréncia, pode haver

maior dificuldade também a sua aplicagao clinica futura (Fig. 19).

Figura 19: Imagem evidenciando as peles de ra submetidas a meios de conservagao
diferentes. A esquerda a pele submetida & conservagdo em glicerina a 98% e a
direita a pele submetida ao congelamento em solugéo de cloreto de sédio a 0,9% e
glicerina a 20%.

Tabela 3: Avaliagdo macroscopica das peles de ra do Grupo Congelamento,
submetidas aos tempos de conservagao.

PARAMETROS DE TO T30 T60 T90 T120
AVALIACAO
COR Preta, Nao se Nao se Nao se Nao se
branca, alterou alterou alterou alterou
esverdeada
CONSISTENCIA Maleavel Nao se Nao se Nao se Nao se
alterou alterou alterou alterou

Tabela 4: Avaliagdo macroscopica das peles de ra do Grupo Glicerina, submetidas
aos tempos de conservagao.

PARAMETROS TO T30 T60 T90 T120
DE AVALIACAO
COR Preta, Amarelada Amarelada Amarelada Amarelada
branca,
esverdeada
CONSISTENCIA Maleavel Rigida Rigida Rigida Rigida

Nas avaliagdbes microscopicas, foi possivel observar a manutengao

morfolégica das estruturas teciduais, células epiteliais, glandulas e fibras colagenas
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em todos os meios de conservagao e tempos analisados, o que indica que ambos o0s
meios de conservagao nao interferem na viabilidade tecidual, ainda que submetidos

a um longo periodo de conservagao (Fig 20 e 21).

Figura 20: Fotomicrografias das analises histoldgicas do Grupo Glicerina (GG), nos 5
tempos de conservagdo. Evidenciando manutengdo das estruturas morfolégicas
celulares em todos os tempos analisados. Fonte: Arquivo pessoal. (Coloragao:
Hematoxilina-eosina, 10x).



Figura 21: Fotomicrografias das analises histolégicas do Grupo Congelamento (GC),
nos 5 tempos de conservagdo. Evidenciando manutengdo das estruturas
morfolégicas celulares em todos os tempos analisados. Fonte: Arquivo pessoal.
(Coloragao: Hematoxilina-eosina, 10x).



5 DISCUSSAO

A glicerina a 98% e o congelamento em solugdo de glicerina a 20% e cloreto
de sodio a 0,9% representam meios amplamente difundidos e utilizados em bancos
de pele humana, em virtude da sua capacidade de inibir o crescimento de
microrganismos, devido a ag¢ao antimicrobiana da glicerina. Estas caracteristicas
foram ao encontro dos resultados desta pesquisa, visto a auséncia de crescimento
de microrganismos contaminantes em todos os tempos de conservagéo analisados.

Animais como as ras, além de apresentarem 0s microrganismos normais da
sua pele, também apresentam no tegumento bactérias e fungos provenientes do
ambiente em que habitam. Sendo assim, a identificagdo e o isolamento de
microrganismos especificos de determinadas espécies de anuros, tornam-se
dificultados, uma vez que sofre grande influéncia do meio em que esses animais
vivem (KUENEMAN et al., 2013). Apesar disto, os processos de lavagem das peles
e manutenc&o nos meios de conservagao mostraram-se eficientes, ja que ndo houve
crescimento microbiano nas amostras analisadas.

Resultados descritos por Lemos et al. (2007), demonstraram que o
congelamento de pele de cdo em solugédo de cloreto de sédio a 0,9% e glicerol a
20%, consiste em um método de conservagao eficiente na manutencdo de um
ambiente livre de agentes contaminantes, o que corrobora com os resultados deste
estudo. Porém, o estudo de Lemos et al. (2007) apresentou disparidade do presente
estudo no tempo zero, que obteve crescimento bacteriano, o que difere parcialmente
dos resultados desta pesquisa.

Em pesquisa analoga realizada por Menezes, et al. (2004) utilizando pele de
cdo submetida a conservagdo em glicerina a 98% em temperatura ambiente foi
observada a eficacia do composto quimico em evitar o crescimento fungico somente
a partir de 30 dias. Tais autores associam este resultado com o fato de o efeito
antisséptico da glicerina s6 comegar a atuar a partir de 30 dias de conservagao, ja
que aos 15 dias de analise houve crescimento fungico nas amostras. Estes
resultados distinguem-se deste estudo se compararmos as primeiras analises, ja
que em nosso estudo ndo houve crescimento fungico, ou bacteriano desde a
primeira analise microbioldgica.
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As diferencas entre os resultados dos trés estudos podem residir no tipo de
pele estudada, tendo em vista que a pele de ra ndo apresenta pelos, que consistem
em porta para agentes microbianos. Adicionalmente, as peles de ra passaram por
dois banhos de imersdo de 30 minutos em solugdo de clorexidine a 2%, e néo
somente uma lavagem como nos estudos de Menezes, et al. (2004) e Lemos et al.,
(2007).

Corrobora os resultados do nosso trabalho o estudo em que amostras de
tendao calcaneo conservado em glicerina a 98%, em temperatura ambiente, por
periodos de 30 dias a 6 meses, foram utilizadas para enxerto (RAISER, et al., 2001).
No estudo de Raiser et al. (2001), apesar de ndo ter sido realizada analise
microbiolégica do tecido implantado, os animais nao apresentaram reagao
inflamatdria polimorfonuclear que caracterizasse infeccdo, comprovando assim,
novamente, a eficacia da glicerina com relagédo a sua capacidade antisséptica.

A eficacia da glicerina a 98% e do congelamento em solug&o de cloreto de sodio
a 0,9%, é relatada também na conservacéo de osso humano em banco de ossos
hospitalar, apresentando resultados semelhantes ao presente estudo sob o ponto de
vista microbioldgico. (STEFFEN, 2018).

Sob o ponto de vista macroscépico, as amostras conservadas sob congelamento
apresentaram melhor maleabilidade tecidual, ja que obtiveram menor perda liquida
devido a imersdo em solugdo de baixa concentragdo de glicerina. Achados
semelhantes foram descritos em estudo com conservacdo de pele de cao sob
congelamento em solugdo semelhante, evidenciando auséncia de perda de
maleabilidade tecidual (LEMOS et al., 2007).

Ja as amostras de pele conservadas em glicerina a 98% apresentaram-se
rigidas e de dificil manuseio, semelhante ao observado em pele humana também
conservada em glicerina 98% analisada por Wood et al. (2014). Isso ocorre porque a
glicerina consiste em um composto quimico higroscépico e, com isso, os tecidos
acondicionados em tal meio, sofrem perda liquida significativa, promovendo
alteracdes viscoelasticas importantes no tecido.

Devido a desidratacdo que ocorre no tecido apds a conservagado em glicerina a
98%, a coloragao do tecido tende a tornar-se um pouco mais escurecida, fato este

que foi observado em nossa pesquisa na analise das peles submetidas a
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conservagao em glicerina a 98%. Isso decorre da perda liquida que acontece no
processo de conservagao (WOOD, et al., 2014).

Semelhante ao que foi observado por Ferreira, et al. (2014) em seu estudo,
utilizando peritbnio de paca conservado em solucdo supersaturada de agucar
(300%) e dglicerina a 98%, o tecido conservado em glicerina a 98% também
apresentou-se menos maleavel, porém, o tecido conservado em solu¢do de agucar
mostrou-se maleavel, o0 que comprova que tal meio de conservagao pode apresentar
este beneficio, se comparado a glicerina a 98%.

Assim como descrito por Lemos et al. (2007), o descongelamento realizado
nas peles submetidas ao congelamento se deu por imersdo em “banho Maria” a
42°C. Este tipo de descongelamento, assim como no trabalho relacionado, nao
promoveu deterioracdo ao tecido. O tempo de descongelamento foi de em média 10
minutos, e variou de acordo com os tamanhos das peles.

Ainda que promova conservacao por desidratagao celular, histologicamente, a
glicerina nao interfere na arquitetura e na morfologia celular. Nosso estudo pbde
observar tal resultado em todos os tempos de conservacio, evidenciando viabilidade
morfologica celular nas amostras submetidas tanto a conservagao por glicerina a
98%, quanto aos submetidos ao congelamento.

Apesar de o congelamento puro formar cristais de gelo que alteram a
morfologia celular, a glicerina acrescida ao meio de congelamento impediu a
ocorréncia destes, o que auxiliou na manutengéo tecidual, como ja observado por
Lemos et al. (2007). Tal ocorréncia justifica-se, pois a porgédo de glicerina presente
na solugédo impede a formagao de cristais de gelo no meio intracelular, ja que esta
tem papel higroscépico, ao retirar a 4gua do meio intracelular, de forma que nao
ocorra formacéao de cristais, o que impede a destrui¢céo celular (LEMOS et al., 2007).

Achados semelhantes foram observados em membranas biologicas de ovinos
conservados em glicerina a 98%. Pericardio parietal, peritdnio parietal, tunica vaginal
parietal e fascia lata foram avaliados e os tecidos, de uma forma geral, nao
apresentaram alteragbes de morfologia e arquitetura celular em todos os tempos
avaliados (BARBOS, et al. 2012).

A caracterizag&o histoldgica da pele de ra-touro identificada neste estudo foi
similar a descrigao prévia realizada por Ferreira et al. (2006), os quais, evidenciaram

estruturas importantes, porém diferentes da pele de mamiferos. A pele de ra
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apresenta em sua epiderme um epitélio pavimentoso pouco queratinizado,
apresentando intimamente relacionados a sua membrana basal as células
responsaveis pela pigmentagao, os melanoforos. Ja a derme, é dividida em duas
porcoes distintas, que consistem no estrato esponjoso e estrato compacto. O estrato
esponjoso € formado por tecido conjuntivo frouxo e apresenta vasos e gléndulas
mucosas e serosas, importantes para a umidificagdo da pele e produgcao de veneno,
respectivamente. Ja o estrato compacto é formado por tecido conjuntivo denso
organizado em feixes que se dispdem de forma circular. (FERREIRA, et al., 2006).

A pele de ra se mostrou ainda, como sendo rica em colageno, e sua utilizagdo
como membrana biolégica se justifica positivamente corroborando com o trabalho
semelhante de Lima-Junior et al. (2017), que utilizou pele de tildpia como membrana
biolégica no tratamento de feridas, tendo como principal justificativa a abundancia
em colageno presente no tecido.

Guimaraes, et al. (2007), em estudo avaliando outros tipos de membranas
biolégicas de origem bovina, como centro tendineo, dura mater, fascia lata,
pericardio, peritdbnio e tunica vaginal, mostraram que a conservagao por glicerina a
98% também foi eficiente sob o ponto de vista de manutengdo das estruturas
morfologicas celulares, o que corrobora com os resultados encontrados no presente

estudo.
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6 CONCLUSAO

Pode-se concluir que, apesar de ambos o0s meios de conservagcao
apresentarem pontos positivos e negativos levando em consideragdo condigbes de
armazenamento, custo e manuseio tecidual, tanto a glicerina a 98% quanto o
congelamento em glicerina a 20% consistem em métodos eficientes de conservagéo
de pele de ra, sob o ponto de vista microbiolégico e histolégico, posto que inibem o
crescimento de microrganismos e mantém a viabilidade celular do tecido

conservado.
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