MAGDA LORENA BATISTA FREITAS

AVALIACAO DO PROCESSO DE DESCELULARIZACAO DE TECIDO
CUTANEO CANINO POR METODO SIMPLES E CONJUGADO

Recife/PE

2016



UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DE PERNAMBUCO
PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAO
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIA VETERINARIA

MAGDA LORENA BATISTA FREITAS

AVALIACAO DO PROCESSO DE DESCELULARIZACAO DE TECIDO
CUTANEO CANINO POR METODO SIMPLES E CONJUGADO

Dissertagéo apresentada ao
Programa de POs- graduacdo em
Ciéncia Veterinaria da
Universidade Federal Rural de
Pernambuco, como  requisito
parcial para obtencdo do grau de
Mestre em Ciéncia Veterinaria.

Orientadora: Profa. Dra. Maria Cristina de Oliveira Coelho
Coorientadora: Profa. Dra. Marcia de Figueiredo Pereira

Recife/PE
2016



UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DE PERNAMBUCO
PRO- REITORIA DE PESQUISA E POS- GRADUACAO
PROGRAMA DE POS- GRADUAGCAO EM CIENCIA VETERINARIA

Avaliacao do processo de descelularizacédo de tecido cutaneo canino por método simples

e conjugado
Dissertacdo de mestrado elaborada por :

Magda Lorena Batista Freitas

Aprovadaem _ / /

BANCA EXAMINADORA

Profa. Dra. Maria Cristina de Oliveira C. Coelho
Orientadora

Departamento de Medicina Veterinaria / Universidade Federal Rural de Pernambuco

Profa. Dra. Ana Paula Monteiro Tenorio

Departamento de Medicina Veterinaria / Universidade Federal Rural de Pernambuco

Profa. Dra. Grazielle Anahy de Sousa Aleixo

Departamento de Medicina Veterinaria / Universidade Federal Rural de Pernambuco



DEDICATORIA

Dedico esse trabalho a todos ( professores, alunos de graduacao, colegas de profissao e
trabalho, familiares e amigos) que me ajudaram direta e indiretamente para cada conquista

profissional.

Um beijo especial para a minha amada filha, Maria Alice Freitas Cardim de Aguiar, menina

dos meus olhos e dona do meu coracao. Peco a Deus que ilumine sua vida e seus passos.

Dedico a Deus, porque sem ele nada é possivel.



AGRADECIMENTOS

Agradeco a minha orientadora profa. Dra. Maria Cristina Oliveira Coelho pela pessoa que é,
por conseguir ser mae biologica de quatro filhos e de diversos adotivos (todos seus

orientados, alunos e animais). Um exemplo de mulher, profissional, amiga, mée e professora;

A minha familia pela ajuda em cuidar da minha filha quando tenho que ir trabalhar ou

estudar;

A todos os professores da graduacéo que ajudaram na minha formacdo como Meédica

Veterinaria;

A todos os tutores que confiam a vida de seus filhos em minhas méaos para que eu cuide com

todo amor, carinho e conhecimento salvando suas vidas ou prevenindo doengas;

A todos os animais e um beijo especial para os meus filhos (Joselito, Pulga e Toco) e para a

minha primeira filha Tuca (que Deus a tenha);

Ao apoio financeiro da Coordenacédo de aperfeicoamento de pessoal de nivel superior
(CAPES);

E por Ultimo, obrigada a Deus por ontem, hoje e amanha.



RESUMO

Objetivou-se avaliar a viabilidade do processamento de descelularizacdo em tecido cutaneo
canino utilizando um método simples (desidratacdo em glicerina) e conjugado (solucdo
supersaturada de acUcar seguido de desidratacdo em glicerina). Apos a confeccdo da solucéo
supersaturada de acucar a 300 %, retirou- se uma aliquota para avaliacdo fisico - quimica e
microbioldgica. Dividiu-se um fragmento cutaneo canino em 54 amostras, distribuidos em 2
grupos: 27 amostras no grupo A (solugdo supersaturada de agucar) e o 27 amostras no grupo
G (glicerina). Antes da divisdo, o fragmento foi submetido a avaliagdo microbioldgica. A
temperatura de armazenamento foi 4°C. Subdividiu-se em 6 grupos de estudos, com 9
fragmentos cada. Subgrupos A (Al, A2, A3) e subgrupos G (G1, G2, G3). Apos 48 horas de
imersdo, cada amostra do grupo A foram retiradas do meio e submetidas a nova avaliacao
microbioldgica. O grupo Al foi imediatamente submetido a analise histologica. Os demais
grupos (A2 e A3) foram transferidos para glicerina e permaneceram imersos por 13 dias (A2)
e 28 dias (A3). As amostras do grupo G foram retiradas do meio na seguinte cronologia: G1
com 48 horas, G2 com 15 dias e G3 com 30 dias, para a avaliagdo histoldgica. Alteracdo na
morfologia das fibras colagenas e presenca de componentes celulares na epiderme e derme
classificou os tratamentos em eficaz, eficaz com alteracdo nas fibras coladgenas e nao eficaz. A
analise fisico-quimica da solucdo supersaturada obteve o pH 8,05, teor de umidade 25 % e a
atividade de &gua 0,8487. Com relacdo a avaliagdo microbiolédgica da solucdo, verificou-se
auséncia de qualquer crescimento microbiano, j& a pele foi positiva para Staphylococcus
aureus. Apenas uma (3,73%) pele dos grupos A permaneceu contaminada. Um (11,11%) dos
fragmentos cutaneos do grupo Al foi considerado eficaz no processo descelularizante com
alteracdo na morfologia das fibras colagenas. 88,88 % dos fragmentos do grupo A2
apresentou descelularizacdo na derme superficial e profunda com discreta e moderada
presenca de células. Um (11,11%) dos fragmentos do grupo A2 houve descelularizacdo
moderada na epiderme. O grupo A3 obteve-se 0s mesmos resultados do grupo A2. Com
relacdo a classificacdo dos grupos G, os resultados foram semelhantes ao grupo A na mesma
cronologia. Conclui-se que a solucdo supersaturada de acucar apresenta acdao antimicrobiana
com 48 horas de imersdo e que tanto a solugdo supersaturada de agucar quanto a de glicerina

ndo sdo viaveis para promover completa descelularizagdo em tecido cutaneo canino.

Palavras- chave: cirurgia reconstrutiva, enxerto cutaneo, tecido acelular



ABSTRACT

This study aimed to assess the feasibility of the decellularization process in canine skin tissue
using a simple method (dehydration glycerin) and conjugate (supersaturated sugar solution
followed by dehydration of glycerin). After the preparation of supersaturated solution of sugar
300%, and departed a rate for physico - chemical and microbiological. Divided a skin
fragment canine in 54 samples, distributed into 2 groups: 27 samples in group A
(supersaturated sugar solution) and 27 samples in the group G (glycerin). Before the split, the
fragment was subjected to microbiological evaluation. The storage temperature was 4 ° C.
Subdivided into 6 study groups, each of 9 fragments. Subgroups A (Al, A2, A3) and
subgroups G (G1, G2, G3). After 48 hours of immersion, each sample group were removed
from the medium and subjected to microbiological evaluation new. The Al group was
immediately subjected to histological analysis. The other groups (A2 and A3) were
transferred to glycerin and remained immersed for 13 days (A2) and 28 days (A3). Samples of
the group G were taken from among the following chronology: G1 48 hours, G2 and G3 15
days with 30 days for histological evaluation. Changes in the morphology of collagen fibers
and presence of cellular components in the epidermis and dermis ranked the treatments
effective, effective with changes in collagen fibers and not effective. The physicochemical
analysis of the supersaturated solution obtained pH 8.05, 25% moisture content and water
activity 0.8487. With regard to microbiological evaluation of the solution, it was found
absence of any microbial growth, as the skin was positive for Staphylococcus aureus. Only
one (3.73%) The skin remained contaminated groups. A (11.11%) of the skin fragments group
Al was considered effective in decellularizing process change in the morphology of the
collagen fibers. 88.88% of group A2 fragments presented decellularization the superficial and
deep dermis with mild and moderate presence of cells. A (11.11%) of group A2 fragments
decellularization was moderate in the epidermis. The group A3 was obtained the same results
of the A2 group. With respect to the classification of groups G, the results were similar to
group A at the same timing. It follows that the supersaturated sugar solution has antimicrobial
action 48 hours of immersion and that both the supersaturated sugar solution as glycerin is not

feasible to promote complete decellularization in canine cutaneous tissue

Key Words: reconstructive surgery, cutaneous graft, acellular tissue



LISTA DE FIGURAS

Revisao da Literatura

FIG. 1- Estratos epidérmicos (corte

espesso)

FIG. 2 - Estratos epidérmicos (corte fino)

Artigos Cientificos

Avaliacdo das propriedades fisico-
quimicas e microbiolégicas da solucao
supersaturada de acucar a 300%
conservada a 4°C como meio de

descelularizagdo para enxertia cuténea.
FIG. 1- Solucgéo supersaturada de sacarose

FIG. 2- Inoculacdo em placa contendo agar

sangue ovino a 80 %

Descelularizacdo de tecido cutaneo
canino utilizando método conjugado
(choque osmético com solucéo
supersaturada de acUcar seguido de
desidratacdo em glicerina) e método
simples (desidratacdo em glicerina) —

Analises histologicas.

FIG.1- Enxerto conservado em solugéo
supersaturada de agtcar a 300 %. Alteragdo

na morfologia das fibras colagenas

Paginas

17

17

44

46

55



FIG. 2- Enxerto conservado em glicerina a 56
98 % . Conservagdo das fibras colagenas

LISTA DE QUADROS

Pagina

Descelularizacdo de tecido cutaneo canino
utilizando método conjugado (choque
osmotico com solucdo supersaturada de
acucar seguido de desidratacdo em
glicerina) e método simples (desidratacéo

em glicerina) — Analises histoldgicas.

QUADRO 1- Parametros para avaliacdo 54

histoldgica



SUMARIO

1. INTRODUCAO

2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 Anatomia e histologia da pele
2.2 Substitutos cutaneos

2.3 Processos de descelularizacao
3. REFERENCIAS

ARTIGOS CIENTIFICOS

4. Avaliacdo das propriedades fisico-quimicas e microbioldgicas da solucéo
supersaturada de aclcar a 300% conservada a 4°C como meio de

descelularizacdo para enxertia cutanea
4.1 Introducéo

4.2 Material e Métodos

4.3 Resultados e Discusséo

4.4 Concluséo

4.5 Referéncias bibliogréficas

5 Descelularizacdo de tecido cutaneo canino utilizando método conjugado
(choque osmdtico com solucdo supersaturada de aculcar seguido de
desidratacdo em glicerina) e método simples (desidratacdo em glicerina) —

Analises histologicas.
5.1 Introdugéo

5.2 Material e Métodos

Pag.
14
17
17
20
25

31

41

43
43
45
46
46

50

51

52



5.3 Resultados e Discusséo
5.4 Conclusao

5.5 Referéncias bibliograficas

53

54

56



14

1-INTRODUCAO

A pele constitui a primeira barreira protetora do corpo, regula as perdas hidricas, o
equilibrio térmico e previne contra infeccdes (NETO et al., 2010). Grandes lesdes cutaneas
podem ocorrer, e em diversas situacdes necessitam de auxilio clinico ou cirdrgico para a sua
sintese. Nessa perspectiva, 0 uso de substitutos cutaneos fornecem condicfes ideais para o

processo regenerativo tecidual (FERREIRA et al., 2011).

Qualquer componente que oclua temporariamente ou definitivamente uma lesdo e
favoreca o processo cicatricial dérmico e regenerativo epidérmico é denominado de substituto
cutaneo (MESTRE et al.,, 2012). Os substitutos sdo classificados de acordo com a
profundidade de cobertura da lesdo, a permanéncia no leito receptor e a origem de obtencéo
(SILVA, 2012).

Com relacdo a origem de obtencdo, os substitutos cutdneos sdo classificados em
sintéticos e biologicos. Entre os bioldgicos, os denominados autoenxertos proporcionam
melhor integracédo tecidual, pois sdo ausentes de reacdes imunoldgicas. Apesar da preferéncia
no uso, essa técnica de autoenxertia em muitas situacdes torna-se inviavel frente a pouca

disponibilidade de doacéo do tecido pelo proprio receptor (MAES et al., 2012).

Diante da dificuldade da autoenxertia, aloenxertos séo utilizados e na perspectiva de
evitar reacdo imunologica, técnicas de processo de descelularizacdo sdo estudas com o intuito

de obtencéo de tecido menos imundgeno (FERREIRA et al., 2011).

O processo de descelularizagdo culmina com a destruicdo celular e a manutencédo da
matriz extracelular, esta servira de arcabouco para 0 processo regenerativo. Existem trés
mecanismos basicos de obtencdo do produto: técnicas fisicas, quimicas e enzimaticas, sendo o
mecanismo e o produto utilizado de acordo com o tecido em questdo. Dos meios fisicos
destaca-se a utilizacdo de solugdes supersaturadas para a promocgao de choque osmético,
como por exemplo o uso de solucdes de sacarose supersaturada. O uso de agentes quimicos
proporciona uma interagdo com as membranas celulares e posterior degrada¢do. Dos meios
amplamente utilizados para promover descelularizacdo quimica destaca-se a glicerina PA.
Qualquer mecanismo isolado necessita de um tempo minimo de 30 dias de imersdo no meio
utilizado, sendo comum o uso combinado das técnicas para otimizar o processo degradativo
celular (COLATUSSO, 2011; JUNIOR, 2013).
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Visto que o uso de enxertos descelularizados contribui com a cicatrizagdo, em caso de
impossibilidade de fechamento priméario da lesdo, e diante da auséncia de protocolo padréo
para descelularizacdo de tecido cutaneo canino, esse trabalho objetivou avaliar a viabilidade
do processamento de descelularizagdo em tecido cutaneo canino através do uso de técnica
simples (desidratacdo em glicerina) e técnica conjugada (choque osmotico seguido de

desidratacdo em glicerina).

Com os resultados das etapas dos projetos, procedeu-se com a elaboracdo de dois
artigos cientificos. Assim, esse trabalho foi dividido em dois capitulos. O capitulo um refere-

se a revisao de literatura sobre o tema e o capitulo 2 aos artigos cientificos.
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Capitale 1
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2 -REVISAO DE LITERATURA
2.1- ANATOMIA E HISTOLOGIA DA PELE

A pele € 0 maior 6rgdo do corpo, constituida por duas camadas principais: a epiderme
(camada superficial) composta por um epitélio estratificado pavimentoso e a segunda camada
denominada de derme constituida por tecido conjuntivo. Adicionalmente, hd uma camada
variavel denominada de hipoderme, formada por tecido conjuntivo frouxo e tecido adiposo,

conectando-se aos musculos ou 0ssos (MARTINS, 2010).

A epiderme é constituida por cinco estratos que sdo denominados, respectivamente do
mais profundo para o mais superficial, em: basal, espinhoso, granuloso, ltcido e cérneo (Fig.
01e 02) (ROCHA, 2013).
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Fig. 01 e 02: Representacdo grafica dos estratos epidérmicos; 1- corte espesso (coloracéo
tricromico); 2- Corte fino (coloracdo hematoxilina e eosina).
Fonte: WECKER et al.,(2015).

Os queratindcitos sdo as principais células constituintes da epiderme, assim como 0s
fibroblastos séo referentes a derme. Esses queratinocitos sofrem modificagGes estruturais
frente as informagGes genéticas e pressdes mecénicas sofridas pelo tecido, apresentando-se de
diferentes conformacdes citoldgicas nos diferentes estratos epidérmicos (ISAAC et al, 2010).
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A espessura da epiderme classifica a pele em pele grossa e pele fina, essa classificagdo
esta correlacionada com a espessura do estrato corneo, o acimulo de células de queratina e a
presenca do estrato lucido (PEREIRA et al., 2011).

O estrato corneo € constituido por células mortas, pavimentosas e queratinizadas.
Denominadas de cornedcitos sao unidas por substancias produzidas no estrato granuloso. Essa
camada da epiderme apresenta a funcdo de protecdo contra atrito, invasdao de micro-
organismos e perda de agua. Suas células sdo facilmente descamadas por abrasdo. A espessura
do estrato cérneo estd diretamente relacionada ao grau de atrito submetido a regido e
conforme ja mencionado, classifica a pele em grossa ou fina (BEM et al., 2010; MONTAR!I,
2016).

O préximo estrato denomina-se Iucido que é constituido por células pavimentosas,
transllcidas e anucleadas contendo granulos com eleidina. Encontra-se presente nas regides
de pele grossa correspondente nos caninos nas almofadas plantares, face, mamilos e escroto
(ROCHA, 2013).

Abaixo do estrato Iucido nas peles grossas ou logo apds o estrato cdrneo, inicia-se o
estrato granuloso que € formado por uma ou vérias camadas de células rombdides ou
pavimentosas que possuem granulos querato-hialina. Nessas células ha a sintese de colesterol,
de acidos graxos livres e de outros glicolipideos responsaveis por cimentar as células e formar

uma barreira impermedvel a agua evitando a dessecacdo (ROCHA, 2013; MONTARI, 2016).

Acima do estrato basal, que é a camada que separa a epiderme da derme, encontra-se o
estrato espinhoso. Esse estrato recebe esse nome devido ao formato que suas células se
apresentam nos cortes histologicos. Suas células sdo poliédricas ou pavimentosas e estdo
ligadas entre si por pontes intercelulares denominadas de desmossomos. S&0 0S desmossomos

que ao corte histoldgico adquirem um aspecto de espinho (MARTINS, 2010).

Nesse estrato sdo encontradas as células de Langerhans, apresentadoras de antigenos
originadas de precursores de células medulares, exercem a funcdo de apresentadoras de
antigenos. Essas células fagocitam e processam 0s antigenos, apresentando-os aos linfécitos T
para dar inicio a resposta imunoldgica. Sua acdo tem importancia na dermatite alérgica por
contato ou na rejeicao de transplantes cutaneos (ROCHA, 2013; MONTARI, 2016).
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A estrutura que promove a comunicagdo da epiderme com a derme chama-se estrato
basal, que é constituida por células- tronco epidermais. Essas células sdo cubicas ou colunares
e sintetizam filamentos intermediarios de citoqueratina (tonofilamentos). As células sao
aderidas a membrana basal por hemidesmossomos e as células vizinhas por desmossomos.
Neste tecido todas as células- tronco sdo progenitoras dos queratindcitos, que migram para as
camadas superiores e sofrem as alteracdes morfologicas especificas de cada estrato (SOUZA,
2009).

No estrato basal, ha também os melandcitos e as células de Merkel. Os melandcitos
sdo células arredondadas com vesiculas membranosas, denominadas de melanossomas,
contendo melanina. A melanina é um pigmento pardo-amarelo a marrom-escuro, que se situa
no nacleo das células protegendo o material genético da radiacdo ultravioleta. Ocorre
migracdo da melanina do ndcleo celular para as células do estrato basal e para o estrato
espinhoso (SCHARDOSIM, 2012).

Séo elementos constituintes da membrana basal: colageno tipo IV, laminina, entactina
e proteoglicanas. Além da unido da derme com a epiderme, essa estrutura é responsavel por
manter a epiderme em estado produtivo de diferenciacdo, estabilizar a arquitetura epitelial
celular, facilitar a movimentagdo de nutrientes, oxigénio e células Uteis da derme para
epiderme (SCHARDOSIM, 2012).

A derme é uma camada de tecido conjuntivo que apoia a epiderme comunicando-se
com a hipoderme e através dessa com as fascias musculares. Nessa camada encontramos
fibras elasticas, reticulares e colagenas. A derme € suprida por vasos sanguineos, linfaticos e
nervos. E dividida em duas camadas, a superficial denominada de papilar e uma mais
profunda chamada de reticular. Sua fungdo é promover a nutricdo da epiderme, promover
flexibilidade a pele, protecdo mecénica, manter a homeostase, armazenar sangue para
eventuais necessidades e ser a segunda linha de defesa contra invasdo de microrganismos
(SILVA et al., 2010).

Por ultimo uma camada anexa a pele chama-se hipoderme ou tecido subcutaneo. Essa
camada une a pele as estruturas corporais mais profundas, permitindo uma melhor mobilidade
tegumentar. Composta por tecido adiposo, isto é células repletas de gordura formando

I6bulos. A sua porcdo superior relaciona-se com a derme profunda, constituindo a juncédo
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dermo-hipodérmica, sede das porcBes secretoras das glandulas apdcrinas ou écrinas e de
pelos, vasos e nervos. Funciona com um depoésito de nutrientes, participa do isolamento
térmico e da protecio mecanica (BISINELLA & SIMOES, 2010; SILVA, 2010).

Unindo as células existe a matriz extracelular, que é uma estrutura tridimensional de
suporte formada por proteinas (como colagenos e elastina), glicoproteinas (laminina,
fibronectina e vitronectina), proteoglicanos (PGs) e glicosaminoglicanos (GAGs) (LOPES et
al., 2009; ALVES, 2011).

Rodrigues (2012) destaca que a matriz extracelular € subdividida em duas zonas,
denominadas de intersticial e de pericelular. O compartimento intersticial da matriz
desempenha um papel fundamentalmente de suporte, ja o pericelular esta ligado aos processos
de modulacdo do comportamento celular, como adesdo, migragdo, proliferacdo, apoptose e
diferenciacdo celular. As estruturas denominadas de glicocélice, zona pelucida e lamina basal

séo exemplos de elementos constituintes do compartimento pericelular.

Além da funcéo de suporte celular, a matriz extracelular serve de reservatorio natural
de fatores de crescimentos e de outras moléculas de sinalizacdo durante o processo reparativo
tecidual. A matriz colagena é importante para oferecer um apropriado ambiente para a
migracdo celular e ativar a reorganizagdo do tecido, sendo de extrema importancia a sua
manutencdo em substitutos cutaneos que visam a integracédo tecidual (LOPES et al., 2009;
ALVES, 2011).

3.2- SUBSTITUTOS CUTANEOS

Denomina-se substitutos cutaneos qualquer tecido de origem animal ou sintético
utilizado para ocluir temporariamente ou permanentemente uma ferida, otimizando o processo
cicatricial (SMANIOTTO et al., 2010). A escolha do substituto cutaneo é feita apds
minuciosa andlise da lesdo, onde fatores como tipo, tamanho, profundidade, comorbidades
sistémicas sdo indicativos de qual material reparativo usar (FERREIRA et al., 2011).

A primeira escolha para a ocluséo de uma grande ferida é o uso de enxerto cutaneo
autologo ou retalho pedicular. Esses tipos de substitutos séo inertes ao aparecimento de
rejeicdo imunologica, porém em diversas situacfes a obtencdo torna-se inviavel,

preconizando-se o0 uso de tecidos aldgenos, xendlogos ou sintéticos (GOULART, 2010).
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Um substituto de pele deve permitir a regeneracdo do epitélio lesionado e se
aproximar ao maximo da estrutura histologica do tecido (FERREIRA et al., 2011). Pereima et
al. (2013) destacam que as caracteristicas do material para ser considerado ideal sdo: uma boa
aderéncia, elasticidade, permeavel ao vapor de agua, durabilidade, fornecer uma barreira
antibacteriana, ser atoxico, ndo antigénico, antisséptico, homeostatico, de fécil aplicacdo e

remogdo e por fim ser de baixo custo.

Mestre et al. (2012) ressaltam que o0s substitutos cutdneos podem receber vérias
classificagbes, normalmente relacionadas com os materiais constituintes e a durabilidade do
material no leito receptor. Ferreira et al. (2011) classificaram-os de acordo com a
profundidade de acdo, tempo de permanéncia e origem de obtencdo. A classificacdo dos
substitutos cutaneos descrita por Balasubramani et al. (2001) é a atualmente mais aceita . Ela
divide a categoria em trés classes:

Classe I: Curativos temporérios impermeaveis
Classe Il: Substitutos de pele durdveis de camada Unica
Classe I11: Substitutos de pele complexos

Classe I: Curativo temporério e impermeével

Séo classificados nessa categoria aqueles que ndo apresentam em sua estrutura
componentes epidérmicos, porém desenvolvam a funcéo de epiderme. Atuam proporcionando
protecdo mecénica contra infecgOes bacterianas e diminuindo a evaporacdo de agua (MAES et
al., 2012).

Os materiais que compdem essa classe sao subdivididos de acordo com o numero de
camadas integrantes em materiais de camada Unica e de dupla camada (FERREIRA et al.,
2012).

Os materiais de camada Unica sdo, ainda, classificados em biol6gicos ou sintéticos.
Dos biologicos destacam-se 0 uso de membranas amniéticas in natura ou submetidas ao
processo de descelularizagdo. O uso do substituto cutdneo derivado da membrana amnidtica

proporciona uma barreira protetora contra as bactérias ambientais, acelera a reepitelizacdo das
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lesGes e diminuem a dor local por proteger as terminacGes nervosas, culminando na redugéo
do processo inflamatorio local (PAGGIARO et al., 2011).

Os filmes de polimeros sintéticos e derivados de celulose s&o exemplos dos materiais
de camada unica sintéticos. Os polimeros sintéticos derivados de polialfa - hidrdxiesteres
(polietilenoglicol; poliacido lactico e poliacido glicélico) apresentam vantagens em relacéo
aos substratos bioldgicos uma vez que apresentam producdo padronizada, podem ser
modificados de acordo com a necessidade do paciente, sdo dispostos estéreis e sdo totalmente
degradados por reagdes hidroliticas resultantes do processo regenerativo, ndo sendo necessaria

segunda intervencdo cirurgica para retirada (RODRIGUES, 2012).

Os de camada dupla sdo produzidos por engenharia tecidual. Encontram-se
enquadrados nessa categoria, porque sdo semipermeaveis, funcionam como barreira mecanica
de protecdo e tem acdo temporéaria. O principal exemplo é denominado comercialmente de
Transcyte®. Esse produto é fabricado pela indUstria britanica Smith & Nephew, é constituido
por uma rede de nailon coberta por colageno de suino com fibroblastos de neonatos humanos.
Essas células usam a rede de nailon como matriz extracelular e iniciam a proliferacdo celular,
sintese de proteinas (fibronectina, colageno tipo |, tenascina, proteoglicanas e
glicosaminoglicanas) e sintese de fatores de crescimento. Seu uso permite uma otimizagdo no
processo regenerativo epidérmico (FERREIRA et al., 2011; SINGH & SHENOQY, 2012).

Gondin (2012) verificou compatibilidade entre o uso de polimeros de cana — de —
acucar e cultura de queratindcitos, destacando a aplicabilidade do produto como substituto
cutaneo. Esse tipo de material também é classificado como de camada dupla temporério e

impermeavel.

Classe Il: Substitutos cutaneos duraveis de camada Unica

Apresentam potencial integrativo ao tecido receptor, podem ser constituidos por
componentes epidérmicos ou dérmicos, sendo sua escolha relacionada a profundidade da
lesdo tecidual ( MAES et al., 2012).

A infusdo de queratindcitos ou células-tronco mesenquimais autélogas na lesdo
cutdnea age como um substituto cutédneo durével epidérmico, pois ocorre multiplicacdo

celular e diferenciacdo, regenerando a histologia tecidual (FERREIRA et al., 2011). Garcez
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(2012) destaca que a utilizacdo de células-troncos mesenquimais aldgenas também exercem
efeito redutor no tempo de cicatrizagdo epidérmica. Em um estudo realizado por Mcfarlin et
al. (2006) observou-se reducdo no tempo de reparacdo, aumento da elasticidade tecidual com
uma maior deposicdo de coladgeno na area apés infusdo de células- tronco alégenas em

feridas cutdneos em ratos.

Os substitutos cutaneos dérmicos séo constituidos por substancias semelhante a derme
apo6s um processo de tratamento tecidual ou fabricada como matriz de coldgeno associada a
outras proteinas. Comercialmente encontramos matriz dérmicas derivadas de coladgeno de
bovino, suino e pele humana (FERREIRA et al., 2011).

CLASSE Ill: Substitutos de pele compostos

Classificados em substitutos de pele total ou parcial e em produzidos por engenharia
de tecidos. Os substitutos de pele total ou parcial sdo denominados de enxertos cutaneos. Sdo
classificados de acordo com sua origem de obtencdo em aloenxertos, autoenxertos,

xenoenxertos e isoenxertos (FERREIRA et al., 2011).

Autoenxerto € que aquele proveniente do proprio receptor; aloenxerto é obtido de
individuo diferente, porém da mesma espécie; xenoenxerto € derivado de espécies diferentes

e isoenxerto o doador é irmdo gémeo do receptor ( MORAES, 2012)

Moraes (2012) denomina enxerto cutaneo como um segmento de pele que é totalmente
removido da sua regido doadora e transferida para a regido receptora. Esse tecido obtém sua
irrigacdo cutanea através do processo de embebicdo plasmatica advinda do leito receptor.
Logo apds a enxertia, o tecido enxertado adere no leito receptor através de uma rede de fibrina
que permite migracdo celular, transferéncia de plasma e absorcdo do exsudato com posterior
edemaciacdo do enxerto. Esse edema perdura por oito dias pds-operatorio, periodo que
melhora o processo de drenagem linfatica e venosa, permitindo a eliminagdo de todo o
liquido. Gradualmente a rede de fibrina regride, sendo substituida pelo tecido de granulacéo.
Nesse periodo ocorre a aderéncia permanente do autoenxerto ou rejeicdo do enxerto alégeno
ou xenoenxerto (HERMETO & DeROSSI, 2011).

Outra classificagdo dos enxertos esta relacionada de acordo com a sua espessura

tecidual. Sdo divididos em dois grupos: enxertos de espessura total e parcial. Essa
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denominacdo esta relacionada a presenca da epiderme e da derme. O enxerto de espessura
total apresenta em sua constituicdo a composi¢do normal da pele, ou seja uma camada de
epiderme adjacente a outra de derme. Os de espessura parcial sdo constituidos por uma
lamina de epiderme e podem ser subclassificados de acordo com a presenca
remanescente de elementos dérmicos em delgados, intermedidrios e espessos
(respectivamente pouca quantidade, intermediaria e grande quantidade de elementos
dérmicos) (FILHO, 2015).

O sucesso da enxertia depende de dois fatores: a presenca de constituintes dérmicos e
a qualidade do leito receptor. Os elementos dérmicos vdo proporcionar uma adequada
elasticidade e evitar a inadequada contracdo tecidual, além de predispor a maior migracao
celular. O enxerto necessita da vascularizacdo do leito receptor para a sua sobrevivéncia e
garantia de uma perfeita aderéncia inicial. Feridas contaminadas, infectadas e pouco
perfundidas sdo ambientes inospito para a enxertia. Todo enxerto deve ser depositado em
tecido vidvel, com a presenca de tecido de granulacdo ou ferida fresca/ limpa (HERMETO &
DeROSSI, 2011).

Frente a pouca disponibilidade de tecido doador, a dificuldade de armazenamento em
bancos de pele e a possibilidade de rejeicdo imunoldgica, a utilizacdo de tecidos sintéticos
produzidos por engenharia tecidual ganha destaque desde a década de 70. A engenharia
tecidual é um ramo das ciéncias médicas que visa a fabricacdo de matrizes tridimensionais in

vitro com a perspectiva da utilizagdo adequada in vivo (RODRIGUES, 2011).

O principal exemplo de substituto cutdneo sintéticos é a matriz de regeneracao
dérmica tridimensional composta externamente por uma membrana de silicone cobrindo uma
matriz de colageno polimerizado associada com glicosaminoglicanos (GAG). Essa estrutura
permite criar uma barreira protetora frente a infeccbes e agressfes externas, migracao,

proliferacdo celular e posterior sintese de colageno (RODRIGUES, 2011).

Uma modalidade crescente de substitutos cutaneos sintéticos corresponde ao uso de
matriz dérmica armazenada em glicerina e descelularizada, povoada com queratindcitos e
fibroblastos autdlogos. Os queratindcitos promovem a formacédo da nova epiderme, auxiliando

na formagdo da matriz extracelular e contracdo da ferida. Os fibroblastos atuam como
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produtores de colageno para a regeneracdo da derme (ISAAC et al., 2011; ISAAC et al.,
2012).

3. 3-PROCESSOS DE DESCELULARIZACAO

De acordo com Hermeto e DeRossi (2012) um dia ap6s a enxertia inicia-se 0 processo
de inosculagdo (correspondente as anastomoses de vasos do enxerto com 0s vasos do leito
receptor). Essa inosculacdo € proporcionada pela rede de fibrina que adere o tecido
transportado ao assoalho tecidual. Através das anastomoses vasculares ocorre o fluxo
sanguineo para o enxerto transportado, que inicialmente € lento e desorganizado e por volta

do quinto ou sexto dia torna-se normal.

No momento que se inicia a troca de células por meio da irrigagdo e drenagem
sanguinea, dar-se o reconhecimento celular das células do enxerto atraves dos linfocitos T e
do complexo maior de histocompatibilidade do receptor. Esse mecanismo culmina com a
ativacdo do sistema imune e destruicdo completa do tecido transportado em 10 ou 14 dias
pos- transplante (FILHO et al., 2009).

Existem duas vias de reconhecimento celular e ativacdo do sistema imune, a via direta
e indireta. Na via direta as células de Langerhans migram do enxerto para os linfonodos
responsaveis pela drenagem da area receptora. Nesta regido, os linfocitos T do doador séo
ativados e inicia-se 0 processo de rejeicdo imunoldgica, com ativacdo dos mecanismos
celulares inflamatdrias e posterior degradacdo da enxertia. A via direta é responsavel pela
rejeicdo aguda aos implantes alégenos ou xendlogos. A via indireta, ou também denominada
de via lenta de rejeicdo, ocorre quando as células apresentadoras de antigenos do receptor
(principalmente macrofagos) migram em direcdo ao enxerto, captam os antigenos do doador e

posteriormente ativam os linfécitos T do receptor (FILHO et al., 2009).

Todo enxerto que ndo for autégeno ou isogénico induz a resposta imunitéria, seja ela
através da via direita ou indireta. Imunossupressao do receptor ou pré-tratamento no tecido
doado funcionam como estratégias de reducdo da rejeicdo ou até inducdo a tolerdncia
imunoldgica. A imunossupressdo € atingida de forma inespecifica, sendo assim o paciente fica
susceptivel a adquirir infec¢bes oportunistas e o desencadeamento de neoplasias, além do que

0 processo de reativacdo do sistema imune é relativamente longo (cerca de um ano ap6s o
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transplante), sendo necessario o paciente se submeter a novo protocolo de imunizagao vacinal,

ja que perde toda a memdria imunoldgica adquirida em vida (SILVA, 2011).

Diante dos efeitos adversos do uso de imunossupressores, pré- tratamentos teciduais
sdo realizados nos tecidos doadores com o objetivo de obter uma matriz descelularizada e

inerte imunologicamente (FILHO et al., 2009).

Segundo Wollmann et al (2011) a metodologia de descelularizacdo visa a completa
remocao das células do tecido, resultando uma matriz acelular e inerte do ponto de vista
imunolégico. Essa matriz fica passivel de ser repovoada in vitro por células processadas ou in
vivo por células do hospedeiro. Esse processo de descelularizacdo resulta na manutencéo da
matriz extracelular, nessa matriz ocorrerd a adesdo, proliferacdo e diferenciacdo celular

determinantes ao processo reparativo.

Métodos de descelularizacdo

Os métodos utilizados séo divididos didaticamente em meétodos fisicos, quimicos e
enzimaticos (QUITZAN, 2009).

Métodos Fisicos

Os métodos fisicos, em seu grande maioria, ndo conseguem atingir uma
descelularizacdo eficaz, fazendo-se necessario a combinacdo com métodos quimicos ou
enzimaticos que rompem as membranas celulares, assim como as liga¢fes intracelulares e
extracelulares (OSORIO et al., 2012).

De acordo com Evaristo (2011) os métodos fisicos rompem as membranas celulares e
liberam seus conteldos, facilitando a sua remocéo por lavagens subsequentes. O mesmo autor
destaca o congelamento e descongelamento, a pressdo direta, a sonicacdo e a agitacdo
mecanica como métodos fisicos de descelularizagdo. Murador (2013) destaca 0 uso recente
de tratamento com LED (Light Emitting Diode) para promover descelularizagdo no tecido.

A lesdo celular induzida por congelamento se explica pela formacéo de cristais de gelo
no meio intracelular e extracelular. Esses cristais rompem diretamente as membranas
celulares. Existem duas formas de congelamento: lento e rapido. O congelamento rapido

forma pequenos cristais de gelo que ndo causam lesdes teciduais significativas, podendo
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preservar um nimero maior de células, j& no congelamento lento existe a tentativa de protecdo
celular por meio de adequacdo osmética, culminando em agrupamento das moléculas de dgua
e formacdo de grandes cristais de gelo. Esses grandes cristais de gelo lesionam com maior
intensidade as membranas celulares. O descongelamento se obtido de forma rapida lesiona as
células por modificar rapidamente o potencial osmotico celular, desencadeando lise celular
(RIBEIRO et al., 2012).

Os procedimentos de pressdo celular e sonicacdo somente produzem efeitos se
realizados simultaneamente com outros tratamentos quimicos, para promover a ruptura
celular e a remocao dos debris celulares. A lise celular através da aplicacdo da pressao direta é
conseguida somente em 6rgdos que ndo apresentam uma matriz extracelular organizada de

forma tdo densa, como por exemplo o figado e pulméo (EVARISTO, 2011).

A sonicacdo consiste no uso de ondas sonoras para causar VvibragOes e
consequentemente geracdo de tensdes mecanica no fluido, aumento de calor e posteriormente
ruptura celular (MORIOKA et al., 2014).

De acordo com Evaristo (2011) a agitacdo mecanica deve ser realizada como primeiro
protocolo de descelularizacdo, sempre seguido de outra técnica ou realizada comutativamente.
O mesmo autor utilizou como primeiro protocolo de descelularizacdo em anel traqueal de
coelhos, o uso de detergente i6nico SDS 0,1 %, armazenado a uma temperatura de 37 °C  por

um periodo de 15 horas, sob agitacdo mecénica de 180 rpm.

O Light Emitting Diode (LED) séo laseres produzidos por diodos semicondutores.
Esses laseres tém a capacidade de interferir na producdo de ATP pelas mitocéndrias
acelerando seu metabolismo e agir nas células produtoras de colageno e elastina. Por esse
motivo sdo amplamente utilizados na clinica médica como coadjuvante na reparacao tecidual.
Porém a frequéncia de ondas terapéutica pode induzir também lesdo celular por necrose ou
apoptose, uma vez que ja foi sinalizado lesdo ao DNA celular em culturas de células. Ambos
0s mecanismos de morte celular podem ser desencadeados por diversos estimulos, nesse caso

a estimulag&o luminosa funciona como um fator desencadeador do processo (SILVA, 2009).
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Métodos quimicos

Agentes quimicos sdo usados para promover descelulariza¢do, a forma de acdo é de
acordo com a interacdo da substancia quimica com os elementos estruturais intracelulares e
extracelulares. Empregam-se detergentes, sais, acidos, bases, alcoois e quelantes. S&o
classificados em: detergentes i0nicos, detergentes ndo ibnicos, Zwitteridnicos e agentes
quelantes (PERUZZO, 2013).

Detergentes ndo i6nicos atuam rompendo as ligacGes das membranas celulares, porém
preservam as ligagBes proteina-proteina constituintes da matriz extracelular. Detergentes
ionicos agem solubilizando as membranas celulares e nucleares, removendo os
glicosaminoglicanos e qualquer tecido bioldgico descelularizado. As solucgdes alcalinas e
acidas interferem no pH celular, causando solubilizacdo dos componentes citoplasmaticos e
degradacdo do material nuclear (JUNIOR, 2013; PERUZZO, 2013).

Os detergentes Zwitteridnicos (anféteros) agem simultaneamente como detergentes
ndo idnicos e ibnicos. Sado hidrofilicos e contém tanto carga positiva quanto negativa, atuam
principalmente solubilizando as proteinas das membranas integras (JOHNSON, 2013,
JUNIOR, 2013).

Os agentes quelantes de ions, como o EDTA (acido etilenodiamino tetra- acético) e o
EGTA (4cido tetra-acético etileno- glicol ) se ligam a cétions divalentes (Ca ™ , Mg *?)
inviabilizando sua funcdo. Esses cations sdo esséncias para a adesdo celular a estrutura da
matriz extracelular, para o funcionamento celular e o correto equilibrio osmético (JUNIOR,
2013).

Métodos enzimaticos

O uso de enzimas proteoliticas para descelularizacdo pode alterar a estrutura da matriz
extracelular, removendo fibronectina, elastina e glicosaminoglicanos. Essa alteracdo tem
carater negativo na utilizacdo do enxerto, pois pode interferir na integracdo tecidual. Outro
aspecto negativo na descelularizacdo enzimatica € que 0 Sseu uso apos interagir com as
proteinas da matriz deixa residuos de dificil remocdo, induzindo resposta imunologica no
receptor (PERUZZO, 2013).
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Séo exemplos de enzimas utilizadas para promover descelularizagcdo a tripsina,
endonucleases e exonucleases. O uso de agentes enziméticos deve ocorre em combinado com

outros métodos quimicos ou fisicos (JUNIOR, 2013).

Iwamoto (2015) destaca que o uso combinado de técnicas € a melhor opcdo para
descelularizacdo e desmineralizacdo do tecido. O mesmo autor alega que 0 uso de agentes
quelantes como o EDTA associado a tripsina produz fécil remocdo do material celular do
tecido. Da mesma forma Junior (2013) que informa que a associacdo de dois agentes
quimicos (SDS e Triton x-100) e um agente quimico e outro enzimatico (Tripsina / EDTA)

produz remocdo total celular.

O uso do acUcar para promover descelularizacio

O uso de solucBes supersaturas de acucar e sal servem tanto de meios conservantes
como métodos fisicos de descelularizacdo. O seu uso produz uma intensa desidratacdo que
provoca a morte de micro-organismos contaminantes e choque osmatico celular, culminando

com a lise celular e com a queda do potencial imunogénico (JUNIOR, 2013).

Junior et al. (2014) destacam que o uso de solugdes supersaturadas ( agucar, sal e mel)
sdo capazes de manter a integridade estrutural do tecido e diminuir a imunogenicidade, além
de apresentar potencial antimicrobiano. Leal (2013) destaca que o uso de meio hipertdnico
salino e solucdo supersaturada de agicar conservam varios tecidos, como por exemplo 6sseo e
peritdbnio. Para a correta utilizacdo das solucdes supersaturadas, o autor informa que é
necessario certificar-se das concentracfes minimas de 250 % para solucdo supersaturada de

acucar e de 150 % para soluc¢do salina.

Os enxertos cutaneos devem permanecer submersos no meio por um periodo minimo
de 30 dias, para que as solucBes supersaturas proporcionem potencial antimicrobiano e
estabilidade imunolégica (JUNIOR et al., 2014). Com relagdo ao uso de solugéo
supersaturada de acucar se faz necessario a troca da solucdo apds 48 horas iniciais de
submersdo. Nesse periodo ocorre uma intensa desidratacdo celular, fazendo com que o meio

perca 0 seu potencial osmotico, inviabilizando a conservagéo posterior (LEAL, 2013).

Leal et al. (2014) comparando enxerto de peritdnio de paca conservado em glicerina a

98 % e conservado em solucdo supersaturada de agucar a 300 %, obtiveram semelhantes
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resultados cicatriciais e de biocompatibilidade com uso das amostras conservadas nesses
diferentes meios, sugerindo igual potencial conservante e de descelularizacéo.

Junior et al. (2014) comparando pericardio bovino conservado em glicerina a 98%,
solucdo supersaturada de acgucar a 300%, solucdo supersaturada de sal a 150 % e mel nao
processado, obtiveram mesmo nivel de integridade da matriz extracelular nas amostras

conservadas em glicerina e na solucdo supersaturada de agucar.

O uso de glicerina para promover descelularizacdo

A primeira utilizacdo de glicerina como meio conservante de material bioldgico data
de 1964, quando houve o emprego da dura- mater canina glicerinada em cirurgias reparadoras
(JUNIOR et al., 2014).

A glicerina, também denominada de glicerol ou propanotriol, ¢ um alcool que tem
propriedades antissépticas e desidratantes. Essa substancia interage com as moléculas de agua
por meio de ligagbes covalentes provocando a diminuicdo do potencial osmoético do meio,
como resultado ocorre desidratacdo e morte de micro-organismos contaminantes (OLIVEIRA,
2008).

Queiroz et al. (2012) destacam que a glicerina € uma 6timo meio de preservacao,
devido a sua intensa capacidade desidratante, seu poder antisséptico, pouca toxicidade, uso

com baixa concentracdo e baixo custo.

Junior et al. (2014) ressaltam que o tecido conservado em glicerina deve permanecer
inserido no meio por um periodo de 30 dias para perder a capacidade de induzir rejeicdo
imunoldgica. Os mesmos autores informam que os tecidos podem ficar armazenados sem

alterar suas caracteristicas e propriedades por um periodo superior a 6 meses.

Camargo (2008) afirma que a conservagdo em glicerina ndo é capaz de alterar a
estrutura do tecido, e que o grau de descelularizacdo depende diretamente da densidade da

fibra, da concentracdo da glicerinae da temperatura que o produto é armazenado.
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Avaliacdo das propriedades fisico-quimicas e microbioldgicas da solugédo
supersaturada de aclicar a 300% conservada a 4°C como meio de descelularizacéo

para enxertia cutanea

Evaluation of physico-chemical and microbiological the supersaturated solution of sugar

300% stored at 40C as a means of decellularization for skin grafting

ABSTRACT The tissue decellularization process allows the receiver to integrate the skin
graft, enabling the synthesis of injury. In an attempt to find a substitute to glycerine, other
means are studied, as is the case of supersaturated sugar solution. This work aimed to evaluate
the physical, chemical and microbiological properties of supersaturated sugar solution 300%
used as a means of decellularization and preservation of skin grafts, stored under refrigeration
temperature. A fragment of canine cutaneous tissue was divided into 27 pieces and arranged
to store in a supersaturated sugar solution to 300% under refrigeration temperature. Initially
entire skin samples were collected (before fragmentation into 27 pieces) and the solution for
microbiological evaluation. The solution was also subjected to evaluation physicochemical.
After 48 hours of use of the solution as a preservative through the skin fragments were again
subjected to microbiological evaluation. They were obtained as a result of pH 8.05, 25%
moisture content and water activity 0.8487. Regarding microbiological skin assessment it was
found contamination Staphylocococus aureus. After 48 hours of conservation in the middle
just a tissue sample remained contaminated by Staphylocococus aureus. We conclude that the
supersaturated solution of sugar 300% have antimicrobial potential from the 48 hours of
conservation and the physicochemical characteristics of the product justifies the antimicrobial
potential, as the decellularizing potential, being viable as a means of conservation and

decellularization.

KEY WORDS: Wound healing; Skin substitutes; acellular skin

RESUMO O processo de descelularizacdo tecidual permite ao receptor integrar o enxerto
cutaneo, viabilizando a sintese da lesdo. Na tentativa de achar um substituto para a glicerina,
outros meios sdo estudados, como € o caso da solugédo supersaturada de acUcar. Esse trabalho
objetivou-se avaliar as propriedades fisico-quimicas e microbiolégicas da solugédo

supersaturada de aclcar a 300% utilizada como meio de descelularizacdo e conservacao de
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enxerto cutédneo, armazenada sob temperatura de refrigeracdo. Um fragmento de tecido
cutaneo canino foi dividido em 27 pedacos e dispostos a armazenamento em uma solugéo
supersaturada de acgUcar a 300 %, sob temperatura de refrigeracdo. Inicialmente foram
coletadas amostras da pele inteira ( antes da fragmentacdo em 27 pedacos) e da solucdo para
avaliacdo microbiologica. A solucdo também foi submetida a avaliag¢do fisico- quimica. Apos
48 horas de uso da solu¢do como meio conservante os fragmentos cutaneos foram novamente
submetidos a avaliacdo microbioldgica. Obtiveram-se como resultado pH 8,05, teor de
umidade de 25 % e atividade de &gua 0,8487. Com relacdo a avaliacdo microbiologica da
pele constatou-se contamina¢do por Staphylocococus aureus. Apds as 48 horas de
conservacdo no meio apenas uma amostra tecidual permaneceu contaminada por
Staphylocococus aureus. Conclui-se que a solugdo supersaturada de agucar a 300 % apresenta
potencial antimicrobiano a partir dos 48 horas de conservacdo e que as caracteristicas fisico-
quimicas do produto justificam o potencial antimicrobiano, da mesma forma o potencial

descelularizante, sendo vidvel como meio de conservacao e descelularizagéo.
PALAVRAS- CHAVE: Cicatrizagéo de feridas; Substitutos cutaneos; Pele acelular.
INTRODUCAO

Qualquer material, seja ele biolégico ou sintético, utilizado para ocluir
temporariamente ou permanentemente uma lesdo tecidual e agir otimizando o processo
regenerativo epidérmico ou cicatricial dérmico é denominado de substituto cutaneo.
(MESTRE et al., 2012).

Dos substitutos cutdneos, 0 enxerto cutdneo destaca-se pela possibilidade da
autoenxertia, porém em diversas situacGes a escassez de pele para doacdo faz com que se
tenha a necessidade da utilizacdo de enxertos aldégenos ou heteroenxertos. Apenas a
autoenxertia ndo produz rejeicdo imunoldgica. Diante da possibilidade de rejeicdo imune,
técnicas de descelularizacdo sdo utilizadas visando a ndo permanéncia celular; entre elas a

mais usada € a desidratacdo celular por imersdo em glicerina (GOULART, 2010).

QUEIROZ et al. (2012) ressaltam que a glicerina € o meio de conservagdo mais
utilizado, e que apresenta alto potencial antimicrobiano e descelularizante. Na tentativa de
obter outro meio de conservagdo e descelularizagdo, Junior (2014) verificou que o uso de
solucéo supersaturada de agucar a 300 % apresenta 0 mesmo potencial da glicerina.
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O potencial descelularizante e conservativo de um meio esta diretamente ligado ao seu
potencial interativo com os constituintes estruturais da membrana celular. Essa interacéo esta
relacionada as propriedades fisico-quimicas do produto que proporcionam desidratacao,
choque osmoético e desequilibrio i6nico (OSORIO et al., 2012). O desenvolvimento
microbiano em um determinado meio é influenciado por fatores intrinsecos e extrinsecos ao
produto. Temperatura, pH, teor de umidade, atividade &gua sdo exemplos desses fatores que
inibem ou aceleram o desenvolvimento de determinados micro-organismos (BEZERRA et al.,
2012).

Desta forma o objetivo desse trabalho foi realizar uma avaliacdo das propriedades
fisico-quimicas e microbiologicas da solucdo supersaturada de actcar a 300% utilizada como
meio de descelularizagdo e conservacdo de enxerto cutaneo, para verificar a viabilidade do

uso dessa solucdo no processo descelularizante e conservante.
MATERIAL E METODOS

O projeto de pesquisa foi avaliado pela Comissdo de ética no uso animal da
Universidade Federal Rural de Pernambuco e esta licenciado sob o numero: 006/2016

O meio de solucdo supersaturada de sacarose foi preparado sob uma proporcdo de 3
gramas de agUcar cristal para 1 ml de agua destilada estéril. A solucdo foi acondicionada em
frascos de vidro previamente autoclavados. Apo6s a disposicdo nos frascos, esses foram
submetidos a fervura em banho— maria a 100 ° C por 1 hora e 40 minutos, tempo necessario

para a completa dissolucdo dos cristais de aglUcar e obtencdo de uma solugdo homogénea,

viscosa de coloracdo amarelo — ambar (figura 1).

Figura 01- Solucdo supersaturada de sacarose
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Apo6s confeccdo, a solugdo foi homogeneizada em uma recipiente Unico e
posteriormente transferida para 27 recipientes de plastico estéreis com a disposi¢do de 20 ml
de solucdo em cada recipiente. A transferéncia foi realizada na capela de fluxo laminar no
laboratério de Doencas infecto- contagiosas no Departamento de Medicina Veterinaria da
Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE).

Em seguida, procedeu-se a coleta da aliquota para a avaliacdo fisico-quimica e
microbiologica inicial do meio. Um fragmento de tecido cutaneo canino (proveniente da
regido torécica) foi retirado sob técnica de antissepsia cirurgica descrita conforme Fossum
(2015). Uma amostra de pele (obtida por meio de swab na superficie cuténea) foi levada a
avaliacdo microbiologica. Esse fragmento foi dividido em 27 fragmentos, posteriormente
submersos nos recipientes contendo o meio. O intuito da conservacao foi verificar o potencial
antimicrobiano da respectiva solucdo. Todos os recipientes foram armazenados sob
refrigeracdo constante a uma temperatura de 4 °C por um periodo de 48 horas.

AvaliacBes Fisico-quimicas

A solucdo foi submetida as avaliagbes fisico—quimicas através dos testes de
mensuracdo de pH com uso do pHmetro digital da marca HANNA, determinacdo de umidade
com uso da estufa de dessecacdo por evaporagdo de igual marca e atividade agua com uso do
medidor analitico da marca AQUA LAB nos laboratérios de Microbiologia de Alimentos no
Departamento de Tecnologia Rural e no laboratério de Controle fisico- quimico de alimentos
no Departamento de Economia Doméstica, ambos situados na UFRPE. As avaliacdes fisico-
quimicas foram realizadas uma Unica vez logo apds a confeccdo da solucdo supersaturada de
acucar. Todas as afericdes foram realizadas em triplicata com o valor final representado pela
média aritmética.

Avaliacdo microbioldgica

A avaliacdo microbioldgica consistiu em pesquisa de fungos e bactérias. Foi realizada
no laboratorio de Doengas infecto- contagiosas no Departamento de Medicina Veterinaria da
Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE)

Pesquisa de fungo: Uma aliquota do meio obtida por meio de contato com swab foi inoculada

em meio agar fungobidtico e incubado a temperatura ambiente por 15 dias, com posterior
leitura para identificacdo micologica através de aspectos macroscopicos.
Pesquisa de bactérias: A avaliagdo bacterioldgica foi feita por meio de inoculagdo em

superficie de placa contendo &gar sangue ovino 80 %. Inoculagdo por isolamento, com
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posterior incubagdo em estufa a 37 ° C, seguida com leitura com 24 h, 48 h e 72 h. O
resultado foi por meio de deteccdo do micro-organismo em positivo ou negativo, caso

positivo seguiu com avaliagdo macroscopica, coloracdo de Gram e identificacdo do género.

Todos os dados foram avaliados por estatistica descritiva de acordo com Pompei et al
(2009).

RESULTADOS E DISCUSSAO

O pH da solucéo supersaturada de acucar foi de 8,05. Esse valor confere alcalinidade
ao produto. O organismo vivo adquire energia para as suas fungdes metabdlicas por meio da
oxigenacéo e posterior producdo de ATP, em caso de cessacdo da respiracdo a producéo de
energia é conseguida por meio de processo fermentativos anaerdbicos com producédo de &cido
latico, o que inevitavelmente faz baixar o pH tecidual deixando-o em torno de 5 a 5,5
(BATISTA, 2010).

De acordo com Figueira (2011) a reacdo entre acido e base ocorre de forma répida
tendendo a neutralizacdo. Essa reacdo funciona como modificadora da concentracdo idnica,
causando desequilibrio iénico e favorecendo processos degradativos celulares, desta forma o
pH alcalino potencializa o processo descelularizante e neutraliza o pH tecidual.

O produto apresentou teor de umidade de 25 %, de acordo com Alcantara et al. (2012)
produtos com alto teor de umidade proporciona o desenvolvimento microbiano, sendo a
umidade encontrada na pesquisa fator de conservacdo tecidual por inibicdo das principais

bactérias proteoliticas.

A atividade de agua foi de 0,8487. Segundo Domingues et al. (2011) esse parametro
esta diretamente relacionado a probabilidade de desenvolvimento microbiano, uma vez que
uma baixa atividade de &gua faz com que aumente o potencial osmético e provoque a lise
celular, tanto de micro-organismos quanto no tecido armazenado. Schlabitz et al. (2010)
destacam que uma atividade agua inferior a 0,86 inibe o desenvolvimento da maioria das
bactérias contaminantes, especialmente a acdo dos Staphylocococus aureus. De acordo com
Santana et al. (2010) essa bactéria € a principal contaminante na pele, j4 que e a principal

comensal ao homem e aos animais saudaveis.
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A solugdo supersaturada foi considerada estéril, pois ndo houve desenvolvimento
microbiano (figura 02). O fato € justificado pela alta temperatura (100 °C) e pelo tempo de
exposicdo (1 hora e 40 minutos) que foi submetida a solucdo durante seu processamento. Faé
& Freitas (2009) destacaram que o calor ¢ um dos principais métodos fisico de controle
microbiano, porém a sua exposicdo deve respeitar um tempo minimo para que tenha agdo

antimicrobiana.

Figura 02- Resultados da inoculacdo em placa contendo &gar sangue ovino a 80 %. Seta

mostrando auséncia de crescimento microbiano — Solucao supersaturada de agucar a 300 %

A avaliacdo microbioldgica do tecido cutanea foi apenas positiva para
Staphylocococus aureus, apesar do tecido ter sido retirado conforme regras de antissepsia
cirrgica. A contaminacdo por Staphylocococus aureus torna-se frequente visto que é uma
bactéria comensal a pele humana e animal. Barreto et al. (2009) identificaram essa bactéria na
maioria das maos de enfermeiras que trabalham na sala de recuperacdo pds-anestésica. Ratti e
Sousa (2009) destacaram que as infeccdes nosocomiais causadas por Staphylococcus aureus
sdo comuns em ambientes hospitalares devido a ampla distribuicdo do agente e da fécil
contaminacdo. Penna et al. (2010) destacam que as bactérias do género Staphylocococus sdo
comumente isoladas na pele de caninos sadios e doentes, assim como relaciona esse género a
diversas piodermites. Santos et al. (2010) verificaram que a presenca de bactérias desse
género em hospital veterinario, apesar do controle rigoroso contra infec¢ao hospitalar.

Dos 27 recipientes contendo a solucdo supersaturada de acglcar com o tecido
submerso, apenas 1 (3,70%) amostra cutanea permaneceu contaminada apds 48 horas de

submersdo no meio. Esse resultado contradiz a maioria dos achados relacionados ao estudo do
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potencial antimicrobiano da solucéo supersaturada de agUcar, pois é preconizado um periodo
minimo de 30 dias de conservagdo para que se tenha potencial antimicrobiano, como destaca
Aradujo et al. (2009), Oliveira et al. (2009) e Piso et al. ( 2016).

Diferentemente Janior (2014) comparando a acdo antimicrobiana da glicerina a 98 %,
mel, solucdo supersaturada de sal e solucdo supersaturada de acgtcar a 300 % na conservacdo
de pericérdio bovino, constatou que a solugdo supersaturada de agucar ndo promoveu inibigdo
de desenvolvimento bacteriano aos 30 e 60 dias de armazenamento, considerando-a

inapropriada para conservagdo do produto.

Oliveira et al., (2009); Araujo, (2009); Janior et al. (2014) e Leal et al., (2014)
realizaram seus experimentos armazenando os tecidos sob temperatura ambiente, no
experimento em questdo todos os recipientes foram armazenados sob temperatura de
refrigeragéo a 4 ° C. O uso do frio pode ter atuado como fator otimizador do potencial
antimicrobiano, pois ele represente um dos principais fatores extrinsecos utilizados para inibir

desenvolvimento bacteriano, conforme cita Ferreira (2014).
CONCLUSAO

A solucdo supersaturada de sacarose a 300 % refrigerada a 4°C apresentou potencial
antimicrobiano a partir das 48 horas de conservacdo. Suas caracteristicas fisico—quimicas
justificam o potencial antimicrobiano, assim como o potencial descelularizante. Essa solucao

é viavel para a conservacdo e descelularizacdo tecidual.
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Descelularizacao de tecido cuténeo canino utilizando método conjugado (choque
osmatico com solucdo supersaturada de agucar seguido de desidratacdo em glicerina) e

método simples (desidratacdo em glicerina) — Andlises histoldgicas.
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Descelularizacdo de tecido cutédneo canino utilizando método conjugado (choque
osmotico com solucdo supersaturada de agucar seguido de desidratacdo em glicerina) e
método simples (desidratacdo em glicerina) — Andlises histoldgicas.

Decellularization of canine skin tissue using combined method (osmotic shock with
supersaturated sugar solution followed by dehydration of glycerin) and simple method
(dehydration glycerin) - Histological analyzes.

ABSTRACT Only autologous skin grafts do not trigger immune response. Therefore,
protocols aimed at decellularization should be established. Thus, this study aimed to verify
the feasibility of the decellularization process in canine skin tissue using a combined method
(osmotic shock with supersaturated sugar solution followed by dehydration of glycerin) and
simple method (dehydration glycerin) by histological analysis. 54 skin fragments were
prepared which were separated into six groups, each containing nine of them. The groups
were classified into Al, A2, A3, G1, G2, G3. All fragments that received the nomenclature A
were subjected to osmotic shock with the use of supersaturated sugar solution to 300% and
that received G nomenclature were immersed in glycerin. The group Al skin fragments were
removed after 48 hours immersion in solution; A2 and A3 were submerged in glycerin to
complete 15 days and 30 days respectively. The G1 were removed 48 hours, G2 and G3 15
days with 30 days. All containers were stored under refrigeration at 4 ° C temperature of each
fragment pulled out a piece for making slides for histological evaluation. Tissues were
evaluated under the Changing parameters on the morphology of superficial and deep dermal
collagen fibers; Presence of epidermal cellular components; Presence of cellular components
in the superficial dermis and the presence of cellular components in the deep dermis. The
results classified the treatments effective, effective with changes in collagen fibers and not
effective. Evaluated the results statistically by ANOVA and consisted that there was no
significant difference between the treatments groups A and G, but the results related changes
in the morphology of collagen fibers highlighted better conservation of fragments belonging
to groups G. it follows that the process of decellularization per conjugate method (osmotic
shock supersaturated sugar solution followed by glycerin dehydration) and simple method
(dehydration of glycerol) is not feasible to produce decellularization in skin tissue canine,
since there is no decellularization in epidermis only in dermal layers. The combined treatment
causes changes in the morphology of collagen fibers, which did not contribute to the dermal

remodeling process of the receiver.

KEY WORDS: Acellular; Skin; Reconstructive surgery
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RESUMO Apenas 0s enxertos cutaneos autdlogos ndo desencadeiam resposta imune. Diante
disso, protocolos que visem a descelularizagdo devem ser estabelecidos. Assim, esse trabalho
objetivou verificar a viabilidade dos processos de descelularizagdo em tecido cutaneo canino
utilizando um método conjugado (choque osmoético com solucdo supersaturada de aglcar
seguido de desidratacdo em glicerina) e método simples (desidratacdo em glicerina) através de
andlises histoldgicas. Foram confeccionados 54 fragmentos cutdneos que foram separados
em seis grupos, cada um contendo nove deles. Os grupos foram classificados em Al, A2, A3,
G1, G2, G3. Todos os fragmentos que receberam a nomenclatura A foram submetidos ao
chogue osmético com uso de solucdo supersaturada de agucar a 300 % e os que receberam a
nomenclatura G ficaram imersos em glicerina. Os fragmentos de pele do grupo Al foram
retirados apds 48 horas de imersdo na solucdo; os A2 e A3 ficaram submersos em glicerina
até completar 15 dias e 30 dias, respectivamente. Os do grupo G1 foram retirados com 48
horas, G2 com 15 dias e G3 com 30 dias. Todos os recipientes ficaram armazenados sob
temperatura de refrigeracdo a 4 ° C. De cada fragmento retirou-se um pedaco para confecgédo
de laminas para avaliacdo histolégica. Os tecidos foram avaliados sob os parametros de
Alteracdo na morfologia das fibras colagenas dérmicas superficiais e profundas; Presenca de
componentes celulares epidérmicos; Presenca de componentes celulares na derme superficial
e Presenca de componentes celulares na derme profunda. Os resultados classificaram os
tratamentos em eficaz, eficaz com alteracdo nas fibras colagenas e ndo eficaz. Avaliaram 0s
resultados estatisticamente pelo teste ANOVA e constou-se que ndo houve diferenca
significativa entre os tratamentos do grupos A e G, porém os resultados relacionados as
alteracbes na morfologia das fibras coladgenas destacou melhor conservacdo dos fragmentos
pertencentes aos grupos G. Conclui-se que processo de descelularizagdo por método
conjugado (choque osmotico com solucdo supersaturada de agucar seguida de desidratacao
por glicerina) e por método simples (desidratacdo em glicerina) ndo sdo viaveis para produzir
descelularizagdo em tecido cutdneo canino, visto que ndo ha descelularizagdo na epiderme
apenas nas camadas dérmicas. O tratamento conjugado promove alteracdes na morfologia das
fibras colagenas, fato que ndo contribui para o processo de remodelamento dérmico do

receptor.

PALAVRAS- CHAVE: Acelular ; Pele; Cirurgia Reconstrutiva
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INTRODUCAO

Diante da necessidade da utilizacdo de enxertos cutdneos e da dificuldade de
autoenxertia, peles acelulares séo utilizadas como substitutos cutaneos visando a otimizagéo
do processo cicatricial (SILVEIRA, 2012).

Métodos fisicos, quimicos e enzimaticos sdo utilizados para promover
descelularizacdo. O tecido utilizado determina o método mais apropriado para interagir com
as células e promover degradacio, podendo ser uma técnica simples ou conjugada (OSORIO
etal., 2012).

Dos métodos quimicos, a desidratagdo por imersdo em glicerina é eficaz, rapida e
com baixo custo. Esse necessita de um tempo minimo de imersdo de 30 dias para que se
obtenha um tecido estéril, acelular e com a matriz extracelular preservada (MURADOR,
2013).

A solucdo supersaturada de acucar a 300 % € utilizada como meio alternativo para
promocdo de descelularizacdo e conservacdo tecidual. A solucdo apresenta alto potencial
osmatico, que causa acentuada desidratacdo e desequilibrio iénico culminando com a lise
celular, além do que suas caracteristicas fisico-quimicas inviabilizam o crescimento
microbiano e desta forma conservam o produto. O tecido também deve permanecer no

minimo 30 dias para ter sua acdo (PISO et al, 2016).

Devido a auséncia de protocolo padrdo para promover descelularizacdo em tecido
cutaneo canino, esse trabalho teve como objetivo verificar a viabilidade de um método
conjugado (choque osmotico com solugdo supersaturada de aglcar seguido de desidratacdo
em glicerina) e um método simples (desidratacdo em glicerina) através de analises

histoldgicas do tecido cutaneo.
MATERIAL E METODOS

O projeto de pesquisa foi avaliado pela Comissdo de Etica e Uso Animal da
Universidade Federal Rural de Pernambuco e esta licenciado sob o numero: 006/2016
O projeto foi elaborado em 5 etapas :
1-Preparacdo da solugéo supersaturada de agucar a 300 %; disposigdo nos frascos da solucédo

supersaturada de aclicar e da glicerinaa 98 % :
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O meio de solugdo supersaturada de sacarose foi preparado sob uma proporc¢do de 3
gramas de agUcar cristal para 1 mL de &gua destilada estéril. Da solucdo transferiu-se 20 ml
em 27 recipientes de plastico estéreis. A transferéncia foi realizada na capela de fluxo laminar
no laboratorio de Doengas infecto- contagiosas no Departamento de Medicina Veterinaria da
Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE).

Da mesma forma procedeu-se com a disposicdo da glicerina a 98 %, onde foram
colocados 20 mL da substancia em 27 frascos de plasticos estéreis.

2- Retirada do fragmento cutaneo e imersdo no meio :

Da regido torécica de um canino (Cujo o 6bito ocorreu por atropelamento, seis horas
antes do procedimento) retirou-se dois fragmentos retangulares de tecido cutaneo com 30 cm
de comprimento e 15 cm de largura cada e posteriormente divididos em pedacos com 4 cm de
comprimento e 3 cm de largura. Esse tecido foi retirado sob técnica de antissepsia cirargica
conforme descrito em Fossum (2015). Todo o tecido subcuténeo foi retirado dos fragmentos
teciduais.

Cada fragmento foi imerso no meio de estudo e separados em 6 grupos, de acordo
com a descricdo a seguir, sendo retirados do meio de acordo com a cronologia citada:
.GRUPO A1: 9 enxertos conservados por 48 horas em solugdo supersaturada de aclcar a
300%.

.GRUPO AZ2: 9 enxertos conservados inicialmente por 48 horas em solucdo supersaturada de
acucar a 300% e depois conservados em glicerinaa 98 % por 13 dias ( totalizando 15 dias
de imersdo em meios conservantes).

.GRUPO AZ3: 9 enxertos conservados inicialmente por 48 horas em solucdo supersaturada de
acucar a 300% e depois conservados em glicerina a 98 % por 28 dias ( totalizando 30 dias
de imersdo em meios conservantes).

.GRUPO G1.: 9 enxertos conservados em glicerinaa 98 % por 48 horas.

.GRUPO G2: 9 enxertos conservados em glicerinaa 98 % por 15 dias.

.GRUPO G3 : 9 enxertos conservados em glicerinaa 98 % por 30 dias.

Os recipientes permaneceram armazenados sob temperatura de refrigeracdo a 4 ° C
durante todo o experimento.

4- Preparacdo do material para avaliacdo histoldgica

Todos os fragmentos foram fixados em solucdo de Boiun por 24 horas e ap0s

conservados em &lcool a 70 ° GL até o momento da avaliagdo histologica. A desidratacéo
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ocorreu por imersdes subsequentes em &lcool de concentragdes crescente até a 100 ° GL,
clareamento em imersdo com xilol, inclusdo em parafina, corte com micr6tomo manual com
posterior coloracdo por hematoxilina- eosina e tricromico de Gomori. As laminas para
avaliacdo foram confeccionadas no Laboratdrio de Citologia e Histologia do Departamento de
Farmécia da Universidade Federal de Pernambuco.

5- Pardmetros para a avaliacdo histoldgica:

Todos os fragmentos foram avaliados de acordo com 0s seguintes parametros:
1- Alteracéo na morfologia das fibras colagenas dérmicas superficiais e profundas
2-Presenca de componentes celulares epidérmicos
3-Presenca de componentes celulares na derme superficial
4-Presenca de componentes celulares na derme profunda

Os resultados foram qualificados em 0 (auséncia), + (discreta presencga), ++
(moderada presenca) e +++ (intensa presenca). Apds a analise dos dados, cada fragmento
foi classificado com relacdo a descelularizacdo em :.Eficaz, ndo eficaz ou Eficaz com

alteracdo na morfologia das fibras (Quadro 1).

Quadro 01 - Orientacdo para classificagdo dos tratamentos

Parametros Eficaz Eficaz, porém com Nao eficaz
alteracao na
morfologia
Alteracdo na De auséncia a discreta De moderada aintensa  De moderada a intensa

morfologia das fibras presenga

colagenas

Presenca dos De auséncia a discreta De auséncia a discreta De moderada a intensa
componentes celulares presenca presenca

epidérmicos

Presenca dos De auséncia a discreta De auséncia a discreta De moderada a intensa
componentes celulares presenga presenca

na derme superficial

Presenca dos De auséncia a discreta De auséncia a discreta De moderada a intensa
componentes celulares presenca presenga

na derme profunda
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Todos os dados foram avaliados estatisticamente por anélise de variancia — ANOVA
com um nivel de significancia de 5% e estatistica descritiva de acordo com Pompei et al
(2009).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Dos fragmentos cutadneos conservados em solugdo supersaturada por 48 horas
(GRUPO A1), um (1/9) foi considerado eficaz no processo descelularizante com alteragdo na
morfologia das fibras. Leal (2013) afirmou que o processo de descelularizagdo tecidual por
meio do uso da solucdo supersaturada de agucar a 300 % necessita de no minimo 30 dias de
imersdo para seu efeito. Esse fato representa uma possibilidade na utilizacdo precoce dos
enxertos, perspectiva importante frente a grande demanda na utilizacdo de pele acelular e do

longo tempo para sua obtencao.

O mesmo resultado foi encontrado nos fragmentos cutaneos conservados em glicerina
(GRUPO G1) ap06s 48 horas (1/9). Esse resultado corrobora com informacdo de Janior et al.
(2014) que destaca igual potencial descelularizante tanto para a glicerina quanto para a

solucdo supersaturada de actcar a 300 %.

88,88 % (8/9) dos fragmentos do grupo A2 apresentaram descelularizacdo na derme
superficial e profunda com discreta a moderada presenca de células, porém em apenas um
(11,11%) (1/9) fragmento houve descelularizagdo moderada na epiderme, sendo esse
considerado eficaz no processo descelularizante com alteracdo na morfologia das fibras. Um
(11,11% ) dos fragmentos do grupo A2 ndo foi considerado eficaz. Martins (2010) informou
que o tecido cutaneo é constituido por 2 camadas denominadas de epiderme e derme, que
diferem entre si por suas células, disposicdo celular e presenca da matriz extracelular. Rocha
(2013) destaca que a epiderme € constituida por células justapostas, unidas entre si por
junces intercelulares apresentando pouca matriz extracelular. Essas caracteristicas faz da
epiderme um tecido de revestimento com a funcdo de ser a primeira barreira protetora do
organismo, justificando a resisténcia dessa camada as agressdes externas, nesse caso nao

ocorrendo descelularizagdo por desidratagéo.

Esses resultados permaneceram constantes aos grupos A2, A3, G2 e G3. Esses dados

contribuem com os resultados de Leal et al. (2014) que verificaram biocompatibilidade
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semelhante com uso de enxertos conservados em glicerina e em solucdo supersaturada de
acucar, destacando igual potencial descelularizante, da mesma forma Janior et al, (2014) que
obtiveram mesmo nivel de integridade da matriz extracelular nas amostras de pericardio

bovino conservadas em glicerina e em solucdo supersaturada de acucar.

Neste estudo apenas a derme apresentou descelularizacdo. Esse resultado corrobora
com a afirmacdo de Maia (2010) que destaca a necessidade da remogédo da epiderme para
producdo de matriz dérmica acelular, j& que a epiderme é resistente a diversas agressdes

externas.

Com relacdo a alteracdo na morfologia das fibras colagenas, 81 % (21/27) dos
fragmentos dos grupos A ( Al, A2 e A3) apresentaram alteracdes de intensidade
moderada a intensa (fig. 1). 75 % (20/27) dos fragmentos dos grupos G ( G1, G2 e G3)
ndo apresentaram alteracdes na morfologia das fibras coladgenas (fig. 2). Esse resultado
contradiz o verificado por Janior et al. (2014) que comparando pericardio bovino
conservado em glicerina, solucdo supersaturada de agUcar e em mel verificaram que nao
houve alteracdo nas fibras colagenas decorrente da conservacdo com todos os meios de
estudo. Perruzo (2013) destaca que a manutencdo da integridade da matriz extracelular
favorece o processo reparativo, pois os fibroblastos do receptor utilizam essa matriz para

promover o remodelamento tecidual.

Figura 01- Pele conservada em solucédo supersaturada de aglicar a 300 % ( GRUPO A2). Seta

mostrado alteracdo na morfologia das fibras colagenas (Coagulagdo das fibras com
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extravasamento de conteddo citoplasmatico). Coloracdo Tricromico de Gomori. Objetiva 40
X

T

A0S

Figura 02- Pele conservada em glicerina a 98 % ( GRUPO G2). Seta mostrando conservacao

das fibras coladgenas. Coloracéo Tricrdmico de Gomori, objetiva 40 x.

Os resultados ndo apresentaram diferenca significativa ao nivel de 5% na analise dos
dados, porém os resultados relacionados as alteracdes na morfologia das fibras colagenas
destacou melhor conservacgéo dos fragmentos pertencentes aos grupos G.

CONCLUSAO

O processo de descelularizacdo por método conjugado (choque osmotico com solugéo
supersaturada de acUcar seguida de desidratacdo por glicerina) e por método simples
(desidratacdo em glicerina) ndo séo viaveis para produzir descelularizagdo em tecido cutaneo
canino, visto que ndo ha descelularizacdo na epiderme apenas nas camadas dérmicas. O
tratamento conjugado promove alteracbes na morfologia das fibras colagenas, fato que nédo

contribui para o processo de remodelamento dérmico do receptor.
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