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RESUMO 

Objetivou-se avaliar a viabilidade do processamento de descelularização em tecido cutâneo 

canino utilizando um método simples (desidratação em glicerina) e conjugado (solução 

supersaturada de açúcar seguido de desidratação em glicerina). Após a confecção da solução 

supersaturada de açúcar a 300 %, retirou- se uma alíquota para avaliação físico - química e 

microbiológica. Dividiu-se um fragmento cutâneo canino em 54 amostras, distribuídos em 2 

grupos: 27 amostras no grupo A (solução supersaturada de açúcar) e o 27 amostras no grupo 

G (glicerina). Antes da divisão, o fragmento foi submetido a avaliação microbiológica. A 

temperatura de armazenamento foi 4°C. Subdividiu-se em 6 grupos de estudos, com 9 

fragmentos cada. Subgrupos A (A1, A2, A3) e subgrupos G (G1, G2, G3). Após 48 horas de 

imersão, cada amostra do grupo A foram retiradas do meio e submetidas a nova avaliação 

microbiológica. O grupo A1 foi imediatamente submetido a análise histológica. 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 avaliação histológica. Alteração na 

morfologia das fibras colágenas e presença de componentes celulares na epiderme e derme 

classificou os tratamentos em eficaz, eficaz com alteração nas fibras colágenas e não eficaz. A 

análise  físico-química da solução supersaturada obteve o pH 8,05, teor de umidade 25 % e a 

atividade de água 0,8487. Com relação a avaliação microbiológica da solução, verificou-se 

ausência de qualquer crescimento microbiano, já a pele foi positiva para Staphylococcus 

aureus. Apenas uma (3,73%) pele dos grupos A permaneceu contaminada. Um (11,11%) dos 

fragmentos cutâneos do grupo A1 foi considerado eficaz no processo descelularizante com 

alteração na morfologia das fibras colágenas. 88,88 % dos fragmentos do grupo A2 

apresentou descelularização na derme superficial e profunda com discreta e moderada 

presença de células. Um (11,11%) dos fragmentos do grupo A2 houve descelularização 

moderada na epiderme. O grupo A3 obteve-se os mesmos resultados do grupo A2. Com 

relação a classificação dos grupos G, os resultados foram semelhantes ao grupo A na mesma 

cronologia. Conclui-se que a solução  supersaturada  de  açúcar apresenta ação antimicrobiana 

com 48 horas de imersão e que tanto a solução supersaturada de açúcar quanto a de glicerina 

não são viáveis para promover  completa  descelularização em tecido cutâneo canino.     

Palavras- chave: cirurgia reconstrutiva, enxerto cutâneo, 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 (A1, 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 A1 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 

A1 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 
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1-INTRODUÇÃO 

A pele constitui a primeira barreira protetora do corpo, regula as perdas hídricas, o 

equilíbrio térmico e previne contra infecções (NETO et al., 2010). Grandes lesões cutâneas 

podem ocorrer, e em diversas situações necessitam de auxílio clínico ou cirúrgico para a sua 

síntese. Nessa perspectiva, o uso de substitutos cutâneos fornecem condições ideais para o 

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

Qualquer componente que oclua temporariamente ou definitivamente uma lesão e 

favoreça o processo cicatricial dérmico e regenerativo epidérmico é denominado de substituto 

cutâneo (MESTRE et al., 2012). Os substitutos são classificados de acordo com a 

profundidade de cobertura da lesão, a permanência no leito receptor e a origem de obtenção 

(SILVA, 2012). 

Com relação à origem de obtenção, os substitutos cutâneos são classificados em 

sintéticos e biológicos. Entre os biológicos, os denominados autoenxertos proporcionam 

melhor integração tecidual, pois são ausentes de reações imunológicas. Apesar da preferência 

no uso, essa técnica de autoenxertia em muitas situações torna-se inviável frente a pouca 

disponibilidade de  doação do tecido pelo próprio receptor (MAES et al., 2012).  

Diante da dificuldade da autoenxertia, aloenxertos são utilizados e na perspectiva de 

evitar reação imunológica, técnicas de processo de descelularização são estudas com o intuito 

de obtenção de tecido menos imunógeno (FERREIRA et al., 2011).  

O processo de descelularização culmina com a destruição celular e a manutenção da 

matriz extracelular, esta servirá de arcabouço para o processo regenerativo. Existem três 

mecanismos básicos de obtenção do produto: técnicas físicas, químicas e enzimáticas, sendo o 

mecanismo e o produto utilizado de acordo com o tecido em questão. Dos meios físicos 

destaca-se a utilização de soluções supersaturadas para a promoção de choque osmótico, 

como por exemplo o uso de soluções de sacarose supersaturada. O uso de agentes químicos 

proporciona uma interação com as membranas celulares e posterior degradação. Dos meios 

amplamente utilizados para promover descelularização química destaca-se a glicerina PA. 

Qualquer mecanismo isolado necessita de um tempo mínimo de 30 dias de imersão no meio 

utilizado, sendo comum o uso combinado das técnicas para otimizar o processo degradativo 

celular (COLATUSSO, 2011; JUNIOR, 2013). 



15 
 

 Visto que o uso de enxertos descelularizados contribui com a cicatrização, em caso de 

impossibilidade de fechamento primário da lesão, e diante da ausência de protocolo padrão 

para descelularização de tecido cutâneo canino, esse trabalho objetivou avaliar a viabilidade 

do processamento de descelularização em tecido cutâneo canino através do uso de técnica 

simples (desidratação em glicerina) e técnica conjugada (choque osmótico seguido de 

desidratação em glicerina). 

Com os resultados das etapas dos projetos, procedeu-se com a elaboração de dois 

artigos científicos. Assim, esse trabalho foi dividido em dois capítulos. O capítulo um refere-

se a revisão de literatura sobre o  tema  e o capítulo 2  aos artigos científicos.  

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



16 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Capítulo 1 
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2 -REVISÃO DE LITERATURA  

2.1– ANATOMIA E HISTOLOGIA DA PELE  

 A pele é o maior órgão do corpo, constituída por duas camadas principais: a epiderme 

(camada superficial) composta por um epitélio estratificado pavimentoso e a segunda camada 

denominada de derme constituída por tecido conjuntivo. Adicionalmente, há uma camada 

variável denominada de hipoderme, formada por tecido conjuntivo frouxo e tecido adiposo, 

conectando-se aos músculos ou ossos (MARTINS, 2010). 

 A epiderme é constituída por cinco estratos que são denominados, respectivamente do 

mais profundo para o mais superficial, em: basal, espinhoso, granuloso, lúcido e córneo (Fig. 

01 e  02)  ( ROCHA, 2013).  

 

 Os queratinócitos são as principais células constituintes da epiderme, assim  

Os queratinócitos são as principais células constituintes da epiderme, assim como os 

fibroblastos são referentes à derme. Esses queratinócitos sofrem modificações estruturais 

frente às informações genéticas e pressões mecânicas sofridas pelo tecido, apresentando-se de 

diferentes conformações citológicas nos diferentes estratos epidérmicos (ISAAC et  al, 2010).  

1 2 

Fig. 01 e 02: Representação gráfica dos estratos epidérmicos; 1- corte espesso (coloração 

tricrômico); 2- Corte fino (coloração hematoxilina e eosina). 

Fonte: WECKER et al.,(2015). 
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A espessura da epiderme classifica a pele em pele grossa e pele fina, essa classificação 

está correlacionada com a espessura do estrato córneo, o acúmulo de células de queratina e  a  

presença do estrato lúcido (PEREIRA et al., 2011).  

O estrato córneo é constituído por células mortas, pavimentosas e queratinizadas. 

Denominadas de corneócitos são unidas por substâncias produzidas no estrato granuloso. Essa 

camada da epiderme apresenta a função de proteção contra atrito, invasão de micro-

organismos e perda de água. Suas células são facilmente descamadas por abrasão. A espessura 

do estrato córneo está diretamente relacionada ao grau de atrito submetido a região e 

conforme já mencionado, classifica a  pele em grossa ou fina (BEM et al., 2010;  MONTARI, 

2016).   

O próximo estrato denomina-se lúcido que é constituído por células pavimentosas, 

translúcidas e anucleadas contendo grânulos com eleidina. Encontra-se presente nas regiões 

de pele grossa correspondente nos caninos nas almofadas plantares, face, mamilos e escroto 

(ROCHA, 2013).  

Abaixo do estrato lúcido nas peles grossas ou logo após o estrato córneo, inicia-se o 

estrato granuloso que é formado por uma ou várias camadas de células rombóides ou 

pavimentosas que possuem grânulos querato-hialina. Nessas células há a síntese de colesterol, 

de ácidos graxos livres e de outros glicolipídeos responsáveis por cimentar as células e formar 

uma barreira impermeável a  água evitando a dessecação (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 histológicos. Suas células são poliédricas ou pavimentosas e estão 

ligadas entre si por pontes intercelulares denominadas de desmossomos. São os desmossomos 

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

Nesse estrato são encontradas as células de Langerhans, apresentadoras de antígenos 

originadas de precursores de células medulares, exercem a função de apresentadoras de 

antígenos. Essas células fagocitam e processam os antígenos, apresentando-os aos linfócitos T 

para dar início a resposta imunológica. Sua ação tem importância na dermatite alérgica por 

contato ou na rejeição de transplantes cutâneos (ROCHA, 2013; MONTARI, 2016). 
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A estrutura que promove a comunicação da epiderme com a derme chama-se estrato 

basal, que é constituída por células- tronco epidermais. Essas células são cúbicas ou colunares 

e sintetizam filamentos intermediários de citoqueratina (tonofilamentos). As células são 

aderidas à membrana basal por hemidesmossomos e as células vizinhas por desmossomos. 

Neste tecido todas as células- tronco são progenitoras dos queratinócitos, que migram para as 

camadas superiores e sofrem as alterações morfológicas específicas de cada estrato  (SOUZA, 

2009).   

No estrato basal, há também os melanócitos e as células de Merkel. Os melanócitos 

são células arredondadas com vesículas membranosas, denominadas de melanossomas, 

contendo melanina. A melanina é um pigmento pardo-amarelo a marrom-escuro, que se situa 

no núcleo das células protegendo o material genético da radiação ultravioleta. Ocorre 

migração da melanina do núcleo celular para as células do estrato basal e para o estrato 

espinhoso (SCHARDOSIM, 2012).  

São elementos constituintes da membrana basal: colágeno tipo IV, laminina, entactina 

e proteoglicanas. Além da união da derme com a epiderme, essa estrutura é responsável por 

manter a epiderme em estado produtivo de diferenciação, estabilizar a arquitetura epitelial 

celular, facilitar a movimentação de nutrientes, oxigênio e células úteis 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 fáscias musculares. Nessa camada encontramos 

fibras elásticas, reticulares e colágenas. A derme é suprida por vasos sanguíneos, linfáticos e 

nervos. É dividida em duas camadas, a superficial denominada de papilar e uma mais 

profunda chamada de reticular. Sua função é promover a nutrição da epiderme, promover 

flexibilidade à pele, proteção mecânica, manter a homeostase, armazenar sangue para 

eventuais necessidades e ser a segunda linha de defesa contra invasão de microrganismos 

(SILVA et al., 2010).  

Por último uma camada anexa à pele chama-se hipoderme ou tecido subcutâneo. Essa 

camada une a pele às estruturas corporais mais profundas, permitindo uma melhor mobilidade 

tegumentar. Composta por tecido adiposo, isto é células repletas de gordura formando 

lóbulos. A sua porção superior relaciona-se com a derme profunda, constituindo a junção 
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dermo-hipodérmica, sede das porções secretoras das glândulas apócrinas ou écrinas e de 

pelos, vasos e nervos. Funciona com um depósito de nutrientes, participa do isolamento 

térmico e da proteção mecânica (BISINELLA & SIMÕES, 2010; SILVA, 2010). 

Unindo as células existe a matriz extracelular, que é uma estrutura tridimensional de 

suporte formada por proteínas (como colágenos e elastina), glicoproteínas (laminina, 

fibronectina e vitronectina), proteoglicanos (PGs) e glicosaminoglicanos (GAGs) (LOPES et 

al., 2009; ALVES, 2011). 

Rodrigues (2012) destaca que a matriz extracelular é subdividida em duas zonas, 

denominadas de intersticial e de pericelular. O compartimento intersticial da matriz 

desempenha um papel fundamentalmente de suporte, já o pericelular está ligado aos processos 

de modulação do comportamento celular, como adesão, migração, proliferação, apoptose e 

diferenciação celular. As estruturas denominadas de glicocálice, zona pelúcida e lâmina basal 

são exemplos de elementos constituintes do compartimento pericelular. 

 Além da função de suporte celular, a matriz extracelular serve de reservatório natural 

de fatores de crescimentos e de outras moléculas de sinalização durante o processo reparativo 

tecidual. A matriz colágena é importante para oferecer um apropriado ambiente para a 

migração celular e ativar a reorganização do tecido, sendo de extrema importância a sua 

manutenção em substitutos cutâneos que visam a integração tecidual (LOPES et al., 2009; 

ALVES, 2011). 

3.2- SUBSTITUTOS CUTÂNEOS 

Denomina-se substitutos cutâneos 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 cutâneo é feita após 

minuciosa análise da lesão, onde fatores como tipo, tamanho, profundidade, comorbidades 

sistêmicas são indicativos de  qual material reparativo usar (FERREIRA et  al., 2011).  

A primeira escolha para a oclusão de uma grande ferida é o uso de enxerto cutâneo 

autólogo ou retalho pedicular. Esses tipos de substitutos são inertes ao aparecimento de 

rejeição imunológica, porém em diversas situações a obtenção torna-se inviável, 

preconizando-se o uso de tecidos alógenos, xenólogos ou sintéticos (GOULART, 2010).  
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Um substituto de pele deve permitir a regeneração do epitélio lesionado e se 

aproximar ao máximo da estrutura histológica do tecido (FERREIRA et al., 2011). Pereima et 

al. (2013) destacam que as características do material para ser considerado ideal são: uma boa 

aderência, elasticidade, permeável ao vapor de água, durabilidade, fornecer uma barreira 

antibacteriana, ser atóxico, não antigênico, antisséptico, homeostático, de  fácil  aplicação  e  

remoção  e  por  fim  ser  de  baixo  custo. 

Mestre et al. (2012)  ressaltam  que  os substitutos cutâneos podem receber várias 

classificações, 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 ação, tempo de permanência e origem de obtenção. A classificação dos 

substitutos cutâneos descrita por Balasubramani et al. (2001) é a atualmente mais aceita . Ela 

divide a categoria em três classes:  

Classe I: Curativos temporários impermeáveis  

Classe II: Substitutos de pele duráveis de camada única  

Classe III: Substitutos de pele complexos 

Classe I:  Curativo  temporário e  impermeável 

 São classificados nessa categoria aqueles que não apresentam em sua estrutura 

componentes epidérmicos, porém desenvolvam a função de epiderme. Atuam proporcionando 

proteção mecânica contra infecções bacterianas e diminuindo a evaporação de água (MAES et 

al., 2012).  

 Os materiais que compõem essa classe são subdivididos de acordo com o número de 

camadas integrantes em materiais de camada única e de dupla camada (FERREIRA et al., 

2012).  

 Os materiais de camada única são, ainda, classificados em biológicos ou sintéticos. 

Dos biológicos destacam-se o uso de membranas amnióticas in natura ou submetidas ao 

processo de descelularização. O uso do substituto cutâneo derivado da membrana amniótica 

proporciona uma barreira protetora contra as bactérias ambientais, acelera a reepitelização das 
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lesões e diminuem a dor local por proteger as terminações nervosas, culminando na redução 

do processo inflamatório local (PAGGIARO et al., 2011). 

Os filmes de polímeros sintéticos e derivados de celulose são exemplos dos materiais 

de camada única sintéticos. Os polímeros sintéticos derivados de polialfa - hidróxiesteres 

(polietilenoglicol; poliácido láctico e poliácido glicólico) apresentam vantagens em relação 

aos substratos biológicos uma vez que apresentam produção padronizada, podem ser 

modificados de acordo com a necessidade do paciente, são dispostos estéreis e são totalmente 

degradados por reações hidrolíticas resultantes do processo regenerativo, não sendo necessária 

segunda intervenção cirúrgica para  retirada (RODRIGUES, 2012).  

 Os de camada dupla são produzidos por engenharia tecidual. Encontram-se 

enquadrados nessa categoria, porque são semipermeáveis, funcionam como barreira mecânica 

de proteção e tem ação temporária. O principal exemplo é denominado comercialmente de 

Transcyte®. Esse produto é fabricado pela indústria britânica Smith & Nephew, é constituído 

por uma rede de náilon coberta por colágeno de suíno com fibroblastos de neonatos humanos. 

Essas células usam a rede de náilon como matriz extracelular e iniciam a proliferação celular, 

síntese de proteínas (fibronectina, colágeno tipo I, tenascina, proteoglicanas e 

glicosaminoglicanas) e síntese de fatores de crescimento. Seu uso permite uma otimização no 

processo regenerativo epidérmico (FERREIRA et al., 2011; SINGH & SHENOY, 2012). 

 Gondin (2012)  verificou  compatibilidade  entre o uso de polímeros de cana – de – 

açúcar e cultura de queratinócitos, destacando a aplicabilidade do produto como substituto 

cutâneo. Esse tipo de material também é classificado como de camada dupla temporário e 

impermeável.  

Classe II: Substitutos cutâneos duráveis  de  camada única  

 Apresentam potencial integrativo ao tecido receptor, podem ser constituídos por 

componentes epidérmicos ou dérmicos, sendo sua escolha relacionada a profundidade da 

lesão tecidual ( MAES et al., 2012). 

 A infusão de queratinócitos ou células-tronco mesenquimais autólogas na lesão 

cutânea age como um substituto cutâneo durável epidérmico, pois ocorre multiplicação 

celular e diferenciação, regenerando a histologia tecidual (FERREIRA et al., 2011). Garcez 
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(2012) destaca que a utilização de células-troncos mesenquimais alógenas também exercem 

efeito redutor no tempo de cicatrização epidérmica. Em um estudo realizado por Mcfarlin et 

al. (2006) observou-se redução no tempo de reparação, aumento da elasticidade tecidual com 

uma maior deposição de colágeno na área após infusão de células- tronco  alógenas  em  

feridas cutâneos  em  ratos.  

 Os substitutos cutâneos dérmicos são constituídos por substâncias semelhante à derme 

após um processo de tratamento tecidual ou fabricada como matriz de colágeno associada a 

outras proteínas. Comercialmente encontramos matriz dérmicas derivadas de colágeno de  

bovino,  suíno  e  pele humana (FERREIRA et al., 2011).   

CLASSE III: 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 são denominados de enxertos cutâneos. São 

classificados de acordo com sua origem de obtenção em aloenxertos, autoenxertos, 

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

 Autoenxerto é que aquele proveniente do próprio receptor; aloenxerto é obtido de 

indivíduo diferente, porém da mesma espécie;  xenoenxerto é derivado de espécies diferentes 

e  isoenxerto o  doador  é  irmão gêmeo do receptor  ( MORAES, 2012)  

 Moraes (2012) denomina enxerto cutâneo como um segmento de pele que é totalmente 

removido da sua região doadora  e transferida  para a região receptora. Esse tecido obtém sua 

irrigação cutânea através do processo de embebição plasmática advinda do leito receptor. 

Logo após a enxertia, o tecido enxertado adere no leito receptor através de uma rede de fibrina 

que permite migração celular, transferência de plasma e absorção do exsudato com posterior 

edemaciação do enxerto. Esse edema perdura por oito dias pós-operatório, período que 

melhora o processo de drenagem linfática e venosa, permitindo a eliminação de todo o 

líquido. Gradualmente a rede de fibrina regride, sendo substituída pelo tecido de granulação. 

Nesse período ocorre a aderência permanente do autoenxerto ou rejeição do enxerto alógeno 

ou xenoenxerto (HERMETO &  DeROSSI, 2011). 

Outra classificação dos enxertos está relacionada de acordo com a sua espessura 

tecidual. São divididos em dois grupos: enxertos de espessura total e parcial. Essa 
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denominação está relacionada à presença da epiderme e da derme. O enxerto de espessura 

total apresenta em sua constituição a composição normal da pele, ou seja uma camada de 

epiderme adjacente a outra de derme. Os de espessura parcial são constituídos  por  uma  

lâmina  de  epiderme  e  podem  ser  subclassificados  de  acordo com a presença 

remanescente de elementos dérmicos em delgados, intermediários e espessos 

(respectivamente pouca quantidade, intermediária e grande quantidade de elementos 

dérmicos) (FILHO, 2015).   

O sucesso da enxertia depende de dois fatores: a presença de constituintes dérmicos e 

a qualidade do leito receptor. Os elementos dérmicos vão proporcionar uma adequada 

elasticidade e evitar a inadequada contração tecidual, além de predispor a maior migração 

celular. O enxerto necessita da vascularização do leito receptor para a sua sobrevivência e 

garantia de uma perfeita aderência inicial. Feridas contaminadas, infectadas e pouco 

perfundidas são ambientes inóspito para a enxertia. Todo enxerto deve ser depositado  em 

tecido viável, com a presença de tecido de granulação 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 rejeição imunológica, a utilização de tecidos sintéticos 

produzidos por engenharia tecidual ganha destaque desde a década de 70. A engenharia 

tecidual é um ramo das ciências médicas que visa a fabricação de matrizes tridimensionais in 

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

O principal exemplo de substituto cutâneo sintéticos é a matriz de regeneração 

dérmica tridimensional composta externamente por uma membrana de silicone cobrindo uma 

matriz de colágeno polimerizado associada com glicosaminoglicanos (GAG). Essa estrutura 

permite criar uma barreira protetora frente a infecções e agressões externas, migração, 

proliferação celular e posterior síntese de colágeno (RODRIGUES, 2011). 

Uma modalidade crescente de substitutos cutâneos sintéticos corresponde ao uso de 

matriz dérmica armazenada em glicerina e descelularizada, povoada com queratinócitos e 

fibroblastos autólogos. Os queratinócitos promovem a formação da nova epiderme, auxiliando 

na formação da matriz extracelular e contração da ferida. Os fibroblastos atuam como 
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produtores de colágeno para a regeneração da derme (ISAAC et al., 2011; ISAAC et al., 

2012). 

3. 3-PROCESSOS DE DESCELULARIZAÇÃO 

De acordo com Hermeto e DeRossi (2012) um dia após a enxertia inicia-se o processo 

de inosculação (correspondente as anastomoses de vasos do enxerto com os vasos do leito 

receptor). Essa inosculação é proporcionada pela rede de fibrina que adere o tecido 

transportado ao assoalho tecidual. Através das anastomoses vasculares ocorre o fluxo 

sanguíneo para o enxerto transportado, que inicialmente é 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 irrigação e drenagem 

sanguínea, dar-se o reconhecimento celular das células do enxerto através dos linfócitos T e 

do complexo maior de histocompatibilidade do receptor. Esse mecanismo culmina com a 

ativação do sistema imune e destruição completa do tecido transportado em 10 ou 14 dias 

pós- transplante (FILHO et al., 2009).  

Existem duas vias de reconhecimento celular e ativação do sistema imune, a via direta 

e indireta. Na via direta as células de Langerhans migram do enxerto para os linfonodos 

responsáveis pela drenagem da área receptora. Nesta região, os linfócitos T do doador são 

ativados e inicia-se o processo de rejeição imunológica, com ativação dos mecanismos 

celulares inflamatórias e posterior degradação da enxertia.  A via direta é responsável pela 

rejeição aguda aos implantes alógenos ou xenólogos. A via indireta, ou também denominada 

de via lenta de rejeição, ocorre quando as células apresentadoras de antígenos do receptor 

(principalmente macrófagos) migram em direção ao enxerto, captam os antígenos do doador e 

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

Todo enxerto que não for autógeno ou isogênico induz a resposta imunitária, seja ela 

através da via direita ou indireta. Imunossupressão do receptor ou pré-tratamento no tecido 

doado funcionam como estratégias de redução da rejeição ou até indução a tolerância 

imunológica. A imunossupressão é atingida de forma inespecífica, sendo assim o paciente fica 

susceptível a adquirir infecções oportunistas e o desencadeamento de neoplasias, além do que 

o processo de reativação do sistema imune é relativamente longo (cerca de um ano após o 
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transplante), sendo necessário o paciente se submeter a novo protocolo de imunização vacinal, 

já que perde toda a memória imunológica adquirida em vida (SILVA, 2011).   

Diante dos efeitos adversos do uso de imunossupressores, pré- tratamentos teciduais 

são 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 descelularização visa a completa 

remoção das células do tecido, resultando uma matriz acelular e inerte do ponto de vista 

imunológico. Essa matriz fica passível de ser repovoada in vitro por células processadas ou in 

vivo por células do hospedeiro. Esse processo de descelularização resulta na manutenção da 

matriz extracelular, nessa matriz ocorrerá a adesão, proliferação e diferenciação celular 

determinantes ao  processo reparativo.  

Métodos de descelularização 

Os métodos utilizados são divididos didaticamente em métodos físicos, químicos e  

enzimáticos (QUITZAN, 2009).  

Métodos Físicos 

Os métodos físicos, em seu grande maioria, não conseguem atingir uma 

descelularização eficaz, fazendo-se necessário a combinação com métodos químicos ou 

enzimáticos que rompem as membranas celulares, assim como as ligações intracelulares e 

extracelulares (OSÓRIO  et al., 2012).  

De acordo com Evaristo (2011) os métodos físicos rompem as membranas celulares e 

liberam seus conteúdos, facilitando a sua remoção por lavagens subsequentes. O mesmo autor 

destaca o congelamento e descongelamento, a pressão direta, a sonicação e a agitação 

mecânica como métodos físicos de descelularização.  Murador (2013) destaca o uso recente 

de tratamento com  LED (Light Emitting  Diode)  para  promover descelularização no tecido. 

A lesão celular induzida por congelamento se explica pela formação de cristais de gelo 

no meio intracelular e extracelular. Esses cristais rompem diretamente as membranas 

celulares. Existem duas formas de congelamento: lento e rápido. O congelamento rápido 

forma pequenos cristais de gelo que não causam lesões teciduais significativas, podendo 
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preservar um número maior de células, já no congelamento lento existe a tentativa de proteção 

celular por meio de adequação osmótica, culminando em agrupamento das moléculas de água 

e formação de grandes cristais de gelo. Esses grandes cristais de gelo lesionam com maior 

intensidade as membranas celulares. O descongelamento se obtido de forma rápida lesiona as 

células por modificar rapidamente o potencial osmótico celular, desencadeando lise celular 

(RIBEIRO et al., 2012).  

Os procedimentos de pressão celular e sonicação somente produzem efeitos se 

realizados simultaneamente com outros tratamentos químicos, para promover a ruptura 

celular e a remoção dos debris celulares. A lise celular através da aplicação da pressão direta é 

conseguida somente em órgãos que não apresentam uma matriz extracelular organizada de 

forma tão densa, como por exemplo o fígado e pulmão (EVARISTO, 2011).  

A sonicação consiste no uso de ondas sonoras para causar vibrações e 

consequentemente geração de tensões mecânica no fluido, aumento de calor e posteriormente 

ruptura celular (MORIOKA et al., 2014). 

De acordo com Evaristo (2011) a agitação mecânica deve ser realizada como primeiro 

protocolo de descelularização, sempre seguido de outra técnica ou realizada comutativamente. 

O mesmo autor utilizou como primeiro protocolo de descelularização em anel traqueal de 

coelhos, o uso de detergente iônico SDS 0,1 %, armazenado a uma temperatura de 37 °C   por 

um período de 15 horas, sob agitação mecânica de 180 rpm.  

O Light Emitting Diode (LED) são laseres produzidos por diodos semicondutores. 

Esses laseres têm a capacidade de interferir na produção de ATP pelas mitocôndrias 

acelerando seu metabolismo e agir nas células produtoras de colágeno e elastina. Por esse 

motivo são amplamente utilizados na clínica médica como coadjuvante na reparação tecidual. 

Porém a frequência de ondas terapêutica pode induzir também lesão celular por necrose ou 

apoptose, uma vez que já foi sinalizado lesão ao DNA celular em culturas de células. Ambos 

os mecanismos de morte celular podem ser desencadeados por diversos estímulos, nesse caso 

a  estimulação luminosa funciona como um fator desencadeador do processo (SILVA, 2009).  
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Métodos químicos 

Agentes químicos são usados para promover descelularização, a forma de ação é de 

acordo com a interação da substância química com os elementos estruturais intracelulares e 

extracelulares. Empregam-se detergentes, sais, ácidos, bases, álcoois e quelantes. São 

classificados em: detergentes iônicos, detergentes não iônicos, Zwitteriônicos e agentes 

quelantes (PERUZZO, 2013).   

Detergentes não iônicos atuam rompendo as ligações das membranas celulares, porém 

preservam as ligações proteína-proteína constituintes da matriz extracelular. Detergentes 

iônicos agem solubilizando as membranas celulares e nucleares, removendo os 

glicosaminoglicanos e qualquer tecido biológico descelularizado. As soluções alcalinas e 

ácidas interferem no pH  celular, causando solubilização dos componentes citoplasmáticos e  

degradação  do   material  nuclear (JUNIOR, 2013; PERUZZO, 2013). 

Os detergentes Zwitteriônicos (anfóteros) agem simultaneamente como detergentes 

não iônicos e iônicos.  São hidrofílicos e contém tanto carga positiva quanto negativa, atuam 

principalmente solubilizando as proteínas das membranas integras (JOHNSON, 2013, 

JUNIOR, 2013).   

Os agentes quelantes de íons, como o EDTA (ácido etilenodiamino tetra- acético) e  o  

EGTA  (ácido tetra-acético etileno- glicol ) se ligam a cátions divalentes (Ca 
+2

 , Mg 
+2 

) 

inviabilizando sua função. Esses cátions são essências para a adesão celular à estrutura da 

matriz extracelular, para o funcionamento celular e o correto equilíbrio osmótico (JUNIOR, 

2013).  

Métodos enzimáticos  

O uso de enzimas proteolíticas para descelularização pode alterar a estrutura da matriz 

extracelular, removendo fibronectina, elastina e glicosaminoglicanos. Essa alteração tem 

caráter negativo na utilização do enxerto, pois pode interferir na integração tecidual. Outro 

aspecto negativo na descelularização enzimática é que o seu uso após interagir com as 

proteínas da matriz deixa resíduos de difícil remoção, induzindo resposta imunológica no 

receptor (PERUZZO, 2013). 
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São exemplos de enzimas utilizadas para promover descelularização a tripsina, 

endonucleases e exonucleases. O uso de agentes enzimáticos deve ocorre em combinado com 

outros métodos químicos ou físicos (JUNIOR, 2013).  

Iwamoto (2015) destaca que o uso combinado de técnicas é a melhor opção para 

descelularização e desmineralização do tecido. O mesmo autor alega que o uso de agentes 

quelantes como o EDTA associado a tripsina produz fácil remoção do material celular do 

tecido. Da mesma forma Junior (2013) que informa que a associação de dois agentes 

químicos (SDS e Triton x-100) e um agente químico e outro enzimático (Tripsina / EDTA) 

produz remoção total celular. 

O  uso do açúcar para promover descelularização 

O uso de soluções supersaturas de açúcar e sal servem tanto de meios conservantes 

como métodos físicos de descelularização. O seu uso produz uma intensa desidratação que 

provoca a morte de micro-organismos contaminantes e choque osmótico celular, culminando 

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

Junior et al. (2014) destacam que o uso de soluções supersaturadas ( açúcar, sal e mel) 

são 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 hipertônico 

salino e solução supersaturada de açúcar conservam vários tecidos, como por exemplo ósseo e 

peritônio. Para a correta utilização das soluções supersaturadas, o autor informa que é 

necessário certificar-se das concentrações mínimas de 250 % para solução supersaturada de 

açúcar e de 150 % para solução salina.  

Os enxertos cutâneos devem permanecer submersos no meio por um período mínimo 

de 30 dias, para que as soluções supersaturas proporcionem potencial antimicrobiano e 

estabilidade imunológica (JÚNIOR et al., 2014). Com relação ao uso de solução 

supersaturada de açúcar se faz necessário a troca da solução após 48 horas iniciais de 

submersão. Nesse período ocorre uma intensa desidratação celular, fazendo com que o meio 

perca  o  seu  potencial osmótico, inviabilizando a conservação posterior (LEAL, 2013).  

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

98 % e conservado em solução supersaturada de açúcar a 300 %,  obtiveram  semelhantes 



30 
 

resultados cicatriciais e de biocompatibilidade com uso das amostras conservadas nesses 

diferentes meios, sugerindo igual potencial conservante e de descelularização.  

Júnior et al. (2014) comparando pericárdio bovino conservado em glicerina a 98%, 

solução supersaturada de açúcar a 300%, solução supersaturada de sal a 150 % e mel não 

processado, obtiveram mesmo nível de integridade da matriz extracelular nas amostras 

conservadas em glicerina e na solução supersaturada de açúcar.  

O uso de glicerina para promover descelularização  

 A primeira utilização de glicerina como meio conservante de material biológico data 

de 1964, quando houve o emprego da dura- máter canina glicerinada em cirurgias reparadoras 

( JÚNIOR et al., 2014).  

A glicerina, também denominada de glicerol ou propanotriol, é um álcool que tem 

propriedades antissépticas e desidratantes. Essa substância interage com as moléculas de água 

por meio de ligações covalentes provocando a diminuição do potencial osmótico do meio, 

como resultado ocorre desidratação e morte de micro-organismos contaminantes (OLIVEIRA, 

2008).  

Queiroz et al. (2012) destacam que a glicerina é uma ótimo meio de preservação, 

devido a sua intensa capacidade desidratante, seu poder antisséptico, pouca toxicidade, uso 

com baixa concentração e  baixo custo. 

Júnior et al. (2014) ressaltam que o tecido conservado em glicerina deve permanecer 

inserido no meio por um período de 30 dias para perder a capacidade de induzir rejeição 

imunológica. Os mesmos autores informam que os tecidos podem ficar armazenados sem 

alterar suas características e propriedades por um período superior a 6 meses. 

Camargo (2008) afirma que a conservação em glicerina não é capaz de alterar a 

estrutura do tecido, e que o grau de descelularização depende diretamente da densidade da  

fibra, da  concentração da  glicerina e  da  temperatura que o produto é armazenado.  
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Avaliação  das  propriedades físico-químicas  e  microbiológicas da solução 

supersaturada de açúcar a  300% conservada a 4
0 

C  como  meio  de  descelularização 

para enxertia cutânea  

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 descelularização tecidual permite ao receptor integrar o enxerto 

cutâneo, viabilizando a síntese da lesão. Na tentativa de achar um substituto para a glicerina, 

outros meios são estudados, como é o caso da solução supersaturada de açúcar. Esse trabalho 

objetivou-se avaliar as propriedades físico-químicas e microbiológicas da solução 

supersaturada de açúcar a 300% utilizada como meio de descelularização e conservação de 
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enxerto cutâneo, armazenada sob temperatura de refrigeração. Um fragmento de tecido 

cutâneo canino foi dividido em 27 pedaços e dispostos a armazenamento em uma solução 

supersaturada de açúcar a 300 %, sob temperatura de refrigeração. Inicialmente foram 

coletadas amostras da pele inteira ( antes da fragmentação em 27 pedaços) e da solução para 

avaliação microbiológica. A solução também foi submetida a avaliação físico- química. Após 

48 horas de uso da solução como meio conservante os fragmentos cutâneos foram novamente 

submetidos a avaliação microbiológica.  Obtiveram-se como resultado pH 8,05, teor de 

umidade de 25 % e atividade de  água 0,8487. Com relação a avaliação microbiológica da 

pele constatou-se contaminação por Staphylocococus aureus. Após as 48 horas de 

conservação no meio apenas uma amostra tecidual permaneceu contaminada por  

Staphylocococus aureus. Conclui-se que a solução supersaturada de açúcar a 300 % apresenta 

potencial antimicrobiano a partir dos 48 horas de conservação e que as características físico-

químicas do produto justificam o potencial antimicrobiano, da mesma forma o potencial 

descelularizante, sendo viável como meio de conservação e descelularização.  

PALAVRAS- CHAVE: Cicatrização de feridas; Substitutos cutâneos; Pele acelular. 

INTRODUÇÃO  

Qualquer material, seja ele biológico ou sintético, utilizado para ocluir 

temporariamente ou permanentemente uma lesão tecidual e agir otimizando o processo 

regenerativo epidérmico ou cicatricial dérmico é denominado de substituto cutâneo. 

(MESTRE et al., 2012).  

Dos substitutos cutâneos, o enxerto cutâneo destaca-se pela possibilidade da 

autoenxertia, porém em diversas situações a escassez de pele para doação faz com que se 

tenha a necessidade da utilização de enxertos alógenos ou heteroenxertos. Apenas a 

autoenxertia não produz rejeição imunológica. Diante da possibilidade de rejeição imune, 

técnicas de descelularização são utilizadas visando a não permanência celular; entre elas a 

mais usada é a desidratação celular por imersão em glicerina (GOULART, 2010).   

QUEIROZ et al. (2012) ressaltam que a glicerina é o meio de conservação mais 

utilizado, e que apresenta alto potencial antimicrobiano e descelularizante. Na tentativa de 

obter outro meio de conservação e descelularização, Junior (2014) verificou que o uso de 

solução supersaturada de açúcar a 300 % apresenta o mesmo potencial da  glicerina.  
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O potencial descelularizante e conservativo de um meio está diretamente ligado ao seu 

potencial interativo com os constituintes estruturais da membrana celular. Essa interação está 

relacionada as propriedades físico-químicas do produto que proporcionam desidratação, 

choque osmótico e desequilíbrio iônico (OSÓRIO et al., 2012). O desenvolvimento 

microbiano em um determinado meio é influenciado por fatores intrínsecos e extrínsecos ao 

produto. Temperatura, pH, teor de umidade, atividade água são 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 avaliação das propriedades 

físico-químicas e microbiológicas da solução supersaturada de açúcar a 300% utilizada como  

meio  de  descelularização e conservação de enxerto cutâneo, para verificar a viabilidade do 

uso  dessa  solução  no  processo descelularizante e conservante.   

MATERIAL E MÉTODOS  

O projeto de pesquisa foi avaliado pela Comissão de ética no uso animal da 

Universidade Federal Rural de Pernambuco e  está  licenciado sob o número: 006/2016 

O meio de solução supersaturada de sacarose foi preparado sob uma proporção de 3 

gramas de açúcar cristal para 1 ml de água destilada estéril. A solução foi acondicionada em 

frascos de vidro previamente autoclavados.  Após a disposição nos frascos, esses foram 

submetidos à  fervura em banho– maria  a 100 ° C  por 1 hora e  40 minutos, tempo necessário 

para a completa dissolução dos cristais de açúcar e obtenção de uma solução homogênea, 

viscosa de coloração amarelo – âmbar (figura 1).  

 

            Figura 01- Solução supersaturada de sacarose 
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Após confecção, a solução foi homogeneizada em uma recipiente único e 

posteriormente transferida para 27 recipientes de plástico estéreis com a disposição de 20 ml 

de solução em cada recipiente. A transferência foi realizada na capela de fluxo laminar no 

laboratório de Doenças infecto- contagiosas no Departamento de Medicina Veterinária da 

Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE). 

Em seguida, procedeu-se a coleta da alíquota para a avaliação físico-química e 

microbiológica inicial do meio. Um fragmento de tecido cutâneo canino (proveniente da 

região torácica) foi retirado sob técnica de antissepsia cirúrgica descrita conforme Fossum 

(2015). Uma amostra de pele (obtida por meio de swab na superfície cutânea) foi levada a 

avaliação microbiológica. Esse fragmento foi dividido em 27 fragmentos, posteriormente 

submersos nos recipientes contendo o meio. O intuito da conservação foi verificar o potencial 

antimicrobiano da respectiva solução. Todos os recipientes foram armazenados sob 

refrigeração constante a uma temperatura de  4 °C por um período de 48 horas.   

Avaliações Físico-químicas  

A solução foi submetida as avaliações físico–químicas através dos testes de 

mensuração de pH com uso do pHmetro digital da marca HANNA,  determinação de umidade 

com uso da estufa de dessecação por evaporação de igual marca e atividade água com uso do 

medidor analítico da marca AQUA LAB nos laboratórios de Microbiologia de Alimentos no 

Departamento de Tecnologia Rural e no laboratório de Controle físico- químico de alimentos 

no Departamento de Economia Doméstica, ambos situados na UFRPE. As avaliações físico-

químicas foram realizadas uma única vez logo após a confecção da solução supersaturada de 

açúcar. Todas as aferições foram realizadas em triplicata com o valor final representado pela 

média aritmética.  

Avaliação microbiológica 

 A avaliação microbiológica consistiu em pesquisa de fungos e bactérias. Foi realizada 

no laboratório de Doenças infecto- contagiosas no Departamento de Medicina Veterinária da 

Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE) 

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

em meio ágar fungobiótico e incubado a temperatura ambiente por 15 dias, com posterior 

leitura para identificação micológica através de aspectos macroscópicos.  

Pesquisa de bactérias: A avaliação bacteriológica foi feita por meio de inoculação em 

superfície de placa contendo ágar sangue ovino 80 %. Inoculação por isolamento, com 
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posterior incubação em estufa a 37 ° C, seguida com leitura com 24 h, 48 h e 72 h. O 

resultado foi por meio de detecção do micro-organismo em positivo ou negativo, caso 

positivo seguiu com avaliação macroscópica, coloração de  Gram e identificação do gênero.  

 Todos os dados foram avaliados por estatística descritiva de acordo com Pompei et al 

(2009). 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 O  pH da solução supersaturada de açúcar foi de 8,05. Esse valor confere alcalinidade 

ao produto. O organismo vivo adquire energia para as suas funções metabólicas por meio da 

oxigenação e posterior produção de ATP, em caso de cessação da respiração a produção de 

energia é conseguida por meio de processo fermentativos anaeróbicos com produção de ácido 

lático, 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 reação entre ácido e base ocorre de forma rápida 

tendendo a neutralização. Essa reação funciona como modificadora da concentração iônica, 

causando desequilíbrio iônico 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 conservação tecidual por inibição das principais 

bactérias proteolíticas.  

 A atividade de água foi de 0,8487. Segundo Domingues et al. (2011) esse parâmetro 

está diretamente relacionado a probabilidade de desenvolvimento microbiano, uma vez que 

uma baixa atividade de água faz com que aumente o potencial osmótico e provoque a lise 

celular, tanto de micro-organismos quanto no tecido armazenado. Schlabitz et al. (2010) 

destacam que uma atividade água inferior a 0,86 inibe o desenvolvimento da maioria das 

bactérias contaminantes, especialmente a ação dos Staphylocococus aureus. De acordo com 

Santana et al. (2010) essa bactéria é a principal contaminante na pele, já que é a principal 

comensal ao homem e  aos  animais saudáveis.  
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 A solução supersaturada foi considerada estéril, pois não houve desenvolvimento 

microbiano (figura 02). O fato é justificado pela alta temperatura (100 °C) e pelo tempo de 

exposição (1 hora e 40 minutos) que foi submetida a solução durante seu processamento. Faé 

& Freitas (2009) destacaram que o calor é um dos principais métodos físico de controle 

microbiano, porém a sua exposição deve respeitar um tempo mínimo para que tenha ação 

antimicrobiana. 

 

Figura 02- Resultados da inoculação em placa contendo ágar sangue ovino a 80 %. Seta 

mostrando ausência de crescimento microbiano – Solução supersaturada de açúcar a 300 % 

 A avaliação microbiológica do tecido cutânea foi apenas positiva para 

Staphylocococus aureus, apesar do tecido ter sido retirado conforme regras de antissepsia 

cirúrgica. A contaminação 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 mãos de enfermeiras que trabalham na sala de recuperação pós-anestésica. Ratti e 

Sousa (2009) destacaram que as infecções nosocomiais causadas por Staphylococcus aureus 

são comuns em ambientes hospitalares devido a ampla distribuição do agente e da fácil 

contaminação. Penna et al. (2010) destacam que as bactérias do gênero Staphylocococus são 

comumente isoladas na pele de caninos sadios e doentes, assim como relaciona esse gênero a 

diversas piodermites. Santos et al. (2010) verificaram que a presença de bactérias desse 

gênero em hospital veterinário, apesar do  controle rigoroso contra infecção hospitalar.   

 Dos 27 recipientes contendo a solução supersaturada de açúcar com o tecido 

submerso, apenas 1 (3,70%) amostra cutânea permaneceu contaminada após 48 horas de 

submersão no meio. Esse resultado contradiz a maioria dos achados relacionados ao estudo do 
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potencial antimicrobiano da solução supersaturada de açúcar, pois é preconizado um período 

mínimo de 30 dias de conservação para que se tenha potencial antimicrobiano, como destaca 

Araújo et al. (2009), Oliveira et al. (2009) e Piso et al. ( 2016).  

 Diferentemente Júnior (2014) comparando a ação antimicrobiana da glicerina a 98 %, 

mel, solução supersaturada de sal e solução supersaturada de açúcar a 300 % na conservação 

de pericárdio bovino, constatou que a solução supersaturada de açúcar não promoveu inibição 

de desenvolvimento bacteriano aos 30 e 60 dias de armazenamento, considerando-a  

inapropriada para  conservação do  produto. 

Oliveira et al., (2009); Araujo, (2009); Júnior et al. (2014) e Leal et al., (2014) 

realizaram seus experimentos armazenando os tecidos sob  temperatura ambiente, no 

experimento em questão todos os recipientes foram armazenados sob temperatura de 

refrigeração a 4 ° C.  O uso do frio pode ter atuado como fator otimizador do potencial 

antimicrobiano, pois ele represente um dos principais fatores extrínsecos utilizados para inibir 

desenvolvimento bacteriano, conforme cita Ferreira (2014).   

CONCLUSÃO  

A solução supersaturada de sacarose a 300 % refrigerada a 4°C apresentou potencial 

antimicrobiano a partir das 48 horas de conservação.  Suas características físico–químicas 

justificam o potencial antimicrobiano, assim como o potencial descelularizante. Essa solução 

é  viável  para  a  conservação e descelularização tecidual.  
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Descelularização de tecido cutâneo canino utilizando método conjugado (choque 

osmótico com solução supersaturada de açúcar seguido de desidratação em glicerina) e 

método simples (desidratação em glicerina) – Análises histológicas. 

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 A1, 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 A1 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 os enxertos cutâneos autólogos não desencadeiam resposta imune. Diante 

disso, protocolos que visem a descelularização devem ser estabelecidos. Assim, esse trabalho 

objetivou verificar a viabilidade dos processos de descelularização em tecido cutâneo canino 

utilizando um método conjugado (choque osmótico com solução supersaturada de açúcar 

seguido de desidratação em glicerina) e método simples (desidratação em glicerina) através de 

análises histológicas. Foram confeccionados 54 fragmentos  cutâneos que  foram separados 

em seis grupos, cada um contendo nove deles. Os grupos foram classificados em A1, A2, A3, 

G1, G2, G3. Todos os fragmentos que receberam a nomenclatura A foram submetidos ao 

choque osmótico com uso de solução supersaturada de açúcar a 300 %  e os que receberam a 

nomenclatura G ficaram imersos em glicerina. Os fragmentos de pele do grupo A1 foram 

retirados após 48 horas de imersão na solução; 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 refrigeração a 4 ° C. De cada fragmento retirou-se um pedaço para confecção 

de lâminas para avaliação histológica. Os tecidos foram avaliados sob os parâmetros de 

Alteração na morfologia das fibras colágenas dérmicas superficiais e profundas; Presença de 

componentes celulares epidérmicos; Presença de componentes celulares na derme superficial 

e Presença de componentes celulares na derme profunda. Os resultados classificaram os 

tratamentos em eficaz, eficaz com alteração nas fibras colágenas e não eficaz. Avaliaram os 

resultados estatisticamente pelo teste ANOVA e constou-se que não houve diferença 

significativa entre os tratamentos do grupos A e G, porém os resultados relacionados as 

alterações na morfologia das fibras colágenas destacou melhor conservação dos fragmentos 

pertencentes aos grupos G. Conclui-se que processo de descelularização por método 

conjugado (choque osmótico com solução supersaturada de açúcar seguida de desidratação 

por glicerina) e por método simples (desidratação em glicerina) não são viáveis para produzir 

descelularização em tecido cutâneo canino, visto que não há descelularização na epiderme 

apenas nas camadas dérmicas. O tratamento conjugado promove alterações na morfologia das 

fibras colágenas, fato que não contribui para o processo de remodelamento dérmico do 

receptor.  

PALAVRAS- CHAVE: Acelular ; Pele; Cirurgia Reconstrutiva  
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INTRODUÇÃO 

Diante da necessidade da utilização de enxertos cutâneos e da dificuldade de 

autoenxertia, peles acelulares são utilizadas como substitutos cutâneos visando a otimização 

do  processo cicatricial (SILVEIRA, 2012).  

Métodos físicos, químicos e enzimáticos são utilizados para promover  

descelularização. O tecido utilizado determina o método mais apropriado para interagir com 

as células e  promover degradação, podendo ser uma técnica simples ou conjugada (OSÓRIO 

et al., 2012).  

Dos métodos químicos, a desidratação por imersão em glicerina é  eficaz, rápida  e 

com baixo custo. Esse necessita de  um tempo mínimo de imersão de 30 dias para que se 

obtenha um tecido estéril, acelular e com a matriz extracelular preservada (MURADOR, 

2013).  

A solução supersaturada de açúcar a 300 % é utilizada como meio alternativo para 

promoção de descelularização e conservação tecidual. A solução apresenta alto potencial 

osmótico, que causa acentuada desidratação e desequilíbrio iônico culminando com a lise 

celular, além do que suas características físico-químicas inviabilizam o crescimento 

microbiano e desta forma conservam o produto. O tecido também deve permanecer no 

mínimo 30  dias para ter sua ação  (PISO et al, 2016).  

Devido a ausência de protocolo padrão para promover descelularização em tecido 

cutâneo canino, esse trabalho teve como objetivo verificar a viabilidade de um método 

conjugado (choque osmótico com solução supersaturada de açúcar seguido de desidratação 

em glicerina) e  um  método simples (desidratação em glicerina)  através de  análises 

histológicas do tecido cutâneo.  

MATERIAL E MÉTODOS 

O projeto de pesquisa foi avaliado pela Comissão de Ética e Uso Animal da 

Universidade Federal  Rural  de  Pernambuco e  está  licenciado sob o número: 006/2016 

O  projeto  foi  elaborado em  5 etapas : 

1-Preparação da solução supersaturada de açúcar a 300 %; disposição nos frascos da solução 

supersaturada de açúcar e  da  glicerina a  98 %  : 
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O meio de solução supersaturada de sacarose foi preparado sob uma proporção de 3 

gramas de açúcar cristal para 1 mL de água destilada estéril. Da solução  transferiu-se 20 ml 

em 27 recipientes de plástico estéreis. A transferência foi realizada na capela de fluxo laminar 

no laboratório de Doenças infecto- contagiosas no Departamento de Medicina Veterinária da  

Universidade Federal  Rural de  Pernambuco (UFRPE). 

Da mesma forma procedeu-se com a disposição da glicerina a 98 %, onde foram 

colocados 20  mL da substância em 27  frascos de  plásticos estéreis.  

2-  Retirada  do   fragmento cutâneo e  imersão no meio : 

 Da região torácica de um canino (Cujo o óbito ocorreu por  atropelamento, seis horas 

antes do procedimento) retirou-se dois fragmentos retangulares de tecido cutâneo com 30 cm 

de comprimento e 15 cm de largura cada e posteriormente divididos em pedaços com 4 cm de 

comprimento e 3 cm de largura. Esse tecido foi retirado sob técnica de antissepsia cirúrgica 

conforme descrito em Fossum (2015). Todo o tecido subcutâneo foi retirado dos  fragmentos 

teciduais.  

 Cada fragmento foi imerso no meio de estudo e separados em 6  grupos, de acordo 

com a descrição a seguir, sendo retirados do  meio de acordo com a cronologia citada:  

.GRUPO A1: 9 enxertos conservados por 48 horas em solução supersaturada de açúcar  a  

300%. 

.GRUPO A2: 9 enxertos conservados inicialmente por 48 horas em solução supersaturada de 

açúcar  a  300%  e depois conservados em glicerina a  98 %  por 13 dias ( totalizando 15 dias 

de imersão em meios conservantes). 

.GRUPO A3: 9 enxertos conservados inicialmente por 48 horas em solução supersaturada de 

açúcar  a  300% e depois conservados em glicerina a 98 % por  28 dias ( totalizando 30  dias 

de imersão em meios conservantes).   

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

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

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

 Os recipientes permaneceram armazenados sob temperatura de refrigeração a 4 ° C 

durante todo o experimento.  

4- Preparação do material para avaliação histológica  

 Todos os fragmentos foram fixados em solução de Boiun por 24 horas e após 

conservados em álcool a 70 ° GL até o momento da avaliação histológica. A desidratação 
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ocorreu por imersões subsequentes em álcool de concentrações crescente até a 100 ° GL, 

clareamento em imersão com xilol, inclusão em parafina, corte com micrôtomo manual com 

posterior coloração por  hematoxilina- eosina e tricrómico de Gomori. As lâminas para 

avaliação foram confeccionadas no Laboratório de Citologia e Histologia do Departamento de 

Farmácia da Universidade Federal de Pernambuco.   

5- Parâmetros para a avaliação histológica:  

Todos os fragmentos foram avaliados de acordo com os seguintes parâmetros: 

1- Alteração na morfologia das  fibras colágenas dérmicas superficiais e  profundas   

2-Presença de componentes celulares epidérmicos  

3-Presença de componentes celulares na derme superficial   

4-Presença de componentes celulares na derme profunda   

 Os resultados foram qualificados em 0 (ausência), + (discreta presença), ++ 

(moderada presença)  e  +++  (intensa presença). Após a análise dos dados, cada fragmento 

foi classificado com  relação a  descelularização em :.Eficaz, não eficaz ou Eficaz com 

alteração na morfologia das fibras (Quadro 1). 

Quadro 01 - Orientação para classificação dos tratamentos 

Parâmetros  Eficaz  Eficaz, porém com 

alteração na 

morfologia  

Não eficaz  

Alteração na 

morfologia das fibras 

colágenas  

 

De ausência a discreta 

presença   

De moderada a intensa  De moderada a intensa 

Presença dos 

componentes celulares 

epidérmicos  

De ausência a discreta 

presença   

De ausência a discreta 

presença   

De moderada a intensa 

Presença dos 

componentes celulares 

na derme superficial  

 

De ausência a discreta 

presença   

De ausência a discreta 

presença   

De moderada a intensa 

Presença dos 

componentes celulares 

na derme profunda  

De ausência a discreta 

presença   

De ausência a discreta 

presença   

De moderada a intensa 
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Todos os dados foram avaliados estatisticamente por análise de variância – ANOVA 

com um nível de significância de 5% e estatística descritiva de acordo com Pompei et al 

(2009). 

    RESULTADOS E DISCUSSÃO  

Dos fragmentos cutâneos conservados em solução supersaturada por 48 horas 

(GRUPO A1), um (1/9) foi considerado eficaz no processo descelularizante com alteração na 

morfologia das fibras. Leal (2013) afirmou que o processo de descelularização tecidual por 

meio do uso da solução supersaturada de açúcar  a  300 %  necessita de no mínimo 30 dias  de  

imersão para seu efeito. Esse fato representa uma possibilidade na utilização precoce dos 

enxertos, perspectiva importante frente a grande demanda na utilização de  pele acelular e  do  

longo tempo para sua obtenção. 

O mesmo resultado foi encontrado nos fragmentos cutâneos conservados em glicerina 

(GRUPO G1) após 48 horas (1/9). Esse resultado corrobora com informação de  Júnior et al. 

(2014) que destaca igual potencial descelularizante tanto para a glicerina quanto para a 

solução supersaturada de açúcar  a  300 %.   

 88,88 % (8/9) dos fragmentos do grupo A2 apresentaram descelularização na derme 

superficial e profunda com discreta a moderada presença de células, porém em apenas um  

(11,11%) (1/9) fragmento houve descelularização moderada na epiderme, sendo esse 

considerado eficaz no processo descelularizante com alteração na morfologia das fibras. Um 

(11,11% ) dos fragmentos do grupo A2 não foi considerado eficaz. Martins (2010)  informou 

que o tecido cutâneo é constituído por 2 camadas denominadas de   epiderme e derme, que 

diferem entre si por suas células, disposição celular e presença da matriz extracelular. Rocha 

(2013) destaca que a epiderme é constituída por células justapostas, unidas entre si por 

junções intercelulares apresentando pouca matriz extracelular. Essas características faz da 

epiderme um tecido de revestimento com a função de ser a primeira barreira protetora do 

organismo, justificando a resistência dessa camada as agressões externas, nesse caso não 

ocorrendo descelularização por desidratação.  

   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 solução supersaturada de 

açúcar, destacando igual potencial descelularizante, da mesma forma  Júnior et al, (2014) que 

obtiveram mesmo nível de integridade da matriz extracelular nas amostras de pericárdio 

bovino conservadas em glicerina e em solução supersaturada de açúcar.  

Neste estudo apenas a derme apresentou descelularização. Esse resultado corrobora 

com a afirmação de Maia (2010) que destaca a necessidade da remoção da epiderme para 

produção de matriz dérmica acelular, já que a epiderme é resistente a diversas agressões 

externas.   

Com relação a alteração na morfologia das fibras colágenas, 81 % (21/27) dos 

fragmentos  dos grupos  A ( A1, A2 e A3)  apresentaram  alterações  de  intensidade 

moderada  a  intensa  (fig. 1). 75 %  (20/27)  dos  fragmentos  dos  grupos  G ( G1, G2 e G3 )  

não apresentaram alterações na morfologia das fibras colágenas (fig. 2). Esse resultado 

contradiz  o  verificado  por Júnior  et al. (2014) que comparando pericárdio bovino 

conservado em glicerina, solução supersaturada de açúcar e em mel verificaram que não 

houve alteração nas fibras colágenas decorrente da conservação com todos os meios de 

estudo. Perruzo (2013) destaca que a manutenção 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 solução supersaturada de açúcar a 300 % ( GRUPO A2). Seta 

mostrado alteração na morfologia das fibras colágenas (Coagulação das fibras com 
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extravasamento  de conteúdo citoplasmático). Coloração Tricrómico de Gomori.  Objetiva 40 

x 

 

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

das fibras colágenas. Coloração Tricrómico de Gomori, objetiva 40 x. 

Os resultados não apresentaram diferença significativa ao nível de 5%  na análise dos 

dados, porém os resultados relacionados as alterações na morfologia das fibras colágenas 

destacou melhor conservação dos fragmentos pertencentes aos grupos G.  

CONCLUSÃO 

O processo de descelularização por método conjugado (choque osmótico com solução 

supersaturada de açúcar seguida de desidratação por glicerina) e por método simples 

(desidratação em glicerina) não são viáveis para produzir descelularização em tecido cutâneo 

canino, visto que não há descelularização na epiderme apenas nas camadas dérmicas. O 

tratamento conjugado promove alterações na morfologia das fibras colágenas, fato que não 

contribui para o processo de remodelamento dérmico do receptor.    
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