Artigo Original

Avaliacao microscopica, estudo histoquimico e analise de
propriedades tensiométricas da pele de tilapia do Nilo

Microscopic evaluation, histochemical study and analysis of tensiometric
properties of the Nile Tilapia skin

Evaluacién microscépica, estudio inmunohistoquimico y andlisis de
propiedades tensiométricas de la piel de tilapia del Nilo

Ana Paula Negreiros Nunes Alves, Maria Elisa Quezado Lima Verde, Antonio Ernando Carlos Ferreira Jdnior, Paulo Goberlanio de Barros Silva,
Victor Pinheiro Feitosa, Edmar Maciel Lima Janior Marcelo José Borges de Miranda Manoel Odorico de Moraes Filho

RESUMO

Objetivo: Caracterizar a pele de tilapia do Nilo, uma possivel fonte de biomaterial para enxertia, a partir de suas caracteristicas fisicas (resisténcia a tragdo),
histomorfoldgicas e da tipificacio da composicao do colageno. Métodos: Amostras de pele de tilapia do Nilo foram utilizadas e, para os testes de tracao (utili-
zando a maquina de ensaios universais Instron®), as peles foram submetidas & imersdo em solucdes de glicerol em crescente concentracao. Parte das amostras
foi fixada em formol neutro a 10%, processada e corada com o uso da hematoxilina e da eosina, para confeccdo de ldminas e posterior andlise histoldgica e
histoquimica. Todas as etapas foram reproduzidas também em pele humana, doada de cirurgias plasticas, para efeito comparativo. Resultados: A morfologia
da pele da tildpia mostrou-se semelhante a da pele humana, com derme profunda formada por espessas fibras coldgenas organizadas, em disposicao paralela/
horizontal e transversal/vertical. A pele de tilapia também apresentou maior composicdo por colageno tipo | em relacdo a pele humana (p=0,015). Nos testes
de tragdo, a carga média suportada pela pele de tilapia foi de 43,9+26,2 N, enquanto a extensao a tracao teve valores médios de 4,4= 1,045 cm Conclusao:
A pele de tilapia possui caracterfsticas microscopicas semelhantes a estrutura morfolégica da pele humana e elevada resisténcia e extensao a tragdo em quebra, o
que suporta sua possivel aplicagdo como biomaterial. A derme desta pele é composta por feixes organizados de fibras de colageno denso, predominantemente
dotipo I, 0 que traz consideravel importdncia para seu uso clinico.

DESCRITORES: Materiais Biocompativeis. Coldgeno. Tildpia.

ABSTRACT

Objective: To characterize the Nile tilapia skin, a possible source of biomaterial for grafting, from their physical (tensile strength) and histomorphological char-
acteristics, and from collagen classification. Methods: Samples of Nile tilapia skin were used and, for microtensile tests (by Instron® universal testing machine),
were subjected to immersion in glycerol solutions of increasing concentration. Part of the samples was fixed in neutral formalin 10%, processed and prepared
using routine staining with hematoxylin and eosin into tissue slides, for further histological and histochemical analysis. Al steps were also played in human skin,
donated by plastic surgeries, for comparative effects. Results: The morphology of Nile tilapia skin presented similarities with human skin, showing the deep
dermis formed by thick organized collagen fibers, on parallel/horizontal and transversal/vertical arrangement. The tilapia skin also presented a larger composition
of type | collagen, compared with human skin (p=0.015). On traction tests, the load average supported by tilapia skin was 43.9+26.2 N, while the traction
extensile had mean values of 4.44+1.045cm. Conclusion: The tilapia skin has microscopic characteristics, similar to the morphological structure of human
skin, and high resistance and tensile extension at break, which supports its possible application as biomaterial. The dermis of this skin is composed by organized
bundles of dense collagen fibers, predominantly type | ones, which brings considerable importance for its clinical use.

KEYWORDS: Biocompatible Materials. Collagen. Tilapia.

RESUMEN

Objetivo: Caracterizar la piel de tilapia del Nilo, una posible fuente de biomateriales para injertos, a partir de sus caracteristicas fisicas (resistencia a la traccién),
histomorfoldgico y composicion de colageno. Métodos: Se utilizaron muestras de piel de tilapia del Nilo para ensayos de traccidn (utilizando la maquina univer-
sal de ensayos Instron®), las pieles fueron remojadas en glicerol en cresciente aumento de la concentracion. Parte de las muestras se fijé en 10% de formalina
neutra, procesada y se tifié con hematocilina y eosina, para la fabricacion de cortes y el andlisis histolégico e inmunohistoquimico subsiguiente. Todos los pasos
también se produjeron en la piel humana, donada de cirugfa plastica, para efectos comparativos. Resultades: La morfologia de la piel de tilapia era similar a
la de la piel humana, con dermis profunda formados por fibra de colageno gruesas colocadas en disposicidn paralela / horizontal y lateral / vertical. La piel de
tilapia también tenfa una composicion mas alta de coldgeno tipo | en relacién a la piel humana (p=0,015). Los ensayos de traccién en la carga media por la piel
tilapia fue 43,9+£26,2 N, mientras que la extension a la traccion tenia valores promedio de 4,4+ 1,045 cm Conclusion: La piel de tilapia tiene caracteristicas
microscopicas similares a estructura morfoldgica de la piel humana y de alta resistencia a la traccion y la extension a la rotura, que apoya su posible aplicacion
como biomaterial. La dermis de esta piel esta compuesta por haces organizados por fibras de colageno densas, predominantemente de tipo |, que aporta una
considerable importancia para el uso clinico.

PALABRAS CLAVE: Materiales Biocompatibles. Coldgeno. Tilapia.
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INTRODUCAO

A queimadura é uma das maiores agressdes que 0 Nosso orga-
nismo pode sofrer. Ela varia desde uma simples insolacdo, queima-
dura de primeiro grau, até a destruicdo total da pele (epiderme e
derme) e dos tecidos adjacentes, como nas queimaduras de terceiro
grau, causadas pelo choque elétrico. A maioria da populacao atingida
pelas queimaduras ¢ de baixa renda e 97% nao tem nenhum plano
de satde'.

Nas lesdes de 2° e de 3° graus, com grande superficie corporal
(SCQ) atingida, o tratamento é feito por uma equipe interdisciplinar.
O paciente fica internado em um centro de tratamento de queima-
dos. O tratamento clinico inclui reposicao hidrica adequada, através
de uma veia de grande calibre, controle da diurese (por meio de
sonda vesical), suporte enteral (via sonda nasogastrica ou enteral),
para evitar a hemorragia digestiva e a translocacao bacteriana, boa
analgesia horaria e, em alguns casos, antibioticoterapia. O tratamen-
to cirlrgico vai desde os curativos, passando pela escarotomia e pela
fasciotomia, pelos desbridamentos, pelas amputacoes, pelos enxer-
tos, pelos retalhos fasciocuténeos, até os retalhos livres?,

Em nosso pais, em todos os centros de tratamento de queima-
dos da rede publica, temos a seguinte conduta, em relagdo aos cura-
tivos: nas queimaduras de segundo grau, é realizado diariamente o
banho com clorexidine a 2% e o curativo é feito com o antimicro-
biano tépico sulfadiazina de prataa | %, até a completa reparacio da
lesdo (2° grau superficial em torno de |12 dias e profundo entre 21
e 25 dias); nas lesdes de terceiro grau, € realizado o desbridamento
do tecido necrético em varias etapas (desbridamento sequencial),
feito o curativo com sulfadiazina de prata a | %, até a preparagao do
leito da ferida para a enxertia.

Na rede privada, em nosso pais, este cenario se modifica e,
dependendo do tipo de convénio ou das condi¢des financeiras do
paciente, sdo usados curativos biossintéticos e peles artificiais, todos
importados e de elevado custo. Na Europa e nos Estados Unidos da
América, sao utilizadas, nestas lesdes de 2° e de 3° graus, peles ho-
mélogas (pelos inimeros bancos de pele), peles heterdlogas, cura-
tivos biossintéticos e derme artificial, para melhor sobrevida e boa
recuperacao funcional. Infelizmente, em um pais com as dimenses
do Brasil, temos apenas em funcionamento dois bancos de pele,
sendo um em Sao Paulo (Hospital das Clinicas) e o outro em Porto
Alegre (Santa Casa de Misericérdia), uma vez que o Unico banco do
Nordeste, localizado em Recife (Instituto de Medicina Integral Pro-
fessor Fernando Figueira — IMIP), encontra-se desativado®.

Estamos muito distantes de ter o substituto cutdneo tempora-
rio ideal. Alguns curativos heterdlogos ja foram testados e usados
em nosso pais, porém abandonados ao longo do tempo, seja pelo
elevado custo de importagdo, como a pele porcina, ou pela falta
de estudos cientfficos, como a pele de ra ou pela transmissao de
doencas animais, que todos podem causar, a ndo ser quando a pele
¢ irradiada, aumentando os custos*.

Tecidos bioldgicos de origem animal, como a pele de porco, a
pele de ra, o pericardio bovino e a camada submucosa de intesti-

no de porco, tém sido utilizados em curativos oclusivos biolégicos
(heteroenxertos), nas lesdes por queimaduras®®.

Entretanto, para a liberagdo e a utilizacdo desses materiais, eles
devem ser submetidos a rigorosos protocolos, para a identificacio
da sua real contribuicdo, eficicia e biocompatibilidade'.

A pele da tildpia do Nilo surge como um possivel subprodu-
to, com aplicabilidade clinica de novos biomateriais utilizaveis para a
bioengenharia. A tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus), pertencente
a familia dos ciclideos, é originaria da bacia do rio Nilo, no Leste da
Africa, encontrando-se amplamente disseminada nas regides tropi-
cais e subtropicais. No Ceard, a piscicultura da tildpia encontra-se di-
fundida em diversos reservatérios, nas principais bacias hidrograficas
do Estado, sendo o acude Castanhao, localizado nos municipios de
Jaguaribara, Alto Santo, Jaguaribe e Jaguaretama, seu principal pro-
dutor. A pele deste peixe é um produto nobre e de alta qualidade,
pois possui resisténcia peculiar, couro''. Entretanto, ndo existem es-
tudos que evidenciem sua resisténcia como pele ndo submetida ao
curtimento.

Estudos histoldgicos da pele da tilapia demonstraram uma epi-
derme revestida por um epitélio pavimentoso estratificado, seguido
de extensas camadas de colageno'2. O coldgeno configura-se como
um dos principais componentes dos biomateriais, devido a sua ca-
racterfstica de orientar e de definir a maioria dos tecidos'?, além de
possibilitar biodegradabilidade e biocompatibilidade, que favorecem
a sua aplicagdo'*. Desta forma, o detalhamento da quantidade e o
tipo de colageno presente configuram-se como formas de caracte-
rizacdo de biomateriais.

A literatura reporta poucos trabalhos em que a pele de tilapia
foi submetida ao processo de curtimento para confeccao de luvas e
de vestimentas. Testes mecanicos de tracionamento sao descritos,
conferindo o aproveitamento deste material, apesar da sua delgada
espessura para este fim''. No entanto, ainda ndo existem trabalhos
publicados sobre a possibilidade de utilizagio desta pele como bio-
material, para recobrimento de feridas na pele humana por quei-
madura.

Dessa forma, esse estudo objetivou a caracterizagao da pele de
tildpia do Nilo, a partir de suas caracteristicas histomorfolégicas, tipi-
ficacdo do colageno e caracteristicas fisicas (resisténcia a tracao). O
método de processamento, de descontaminacio e de esterilizacdo
da pele da tildpia e sua aplicagdo em queimaduras e feridas foi regis-
trado no Instituto Nacional da Propriedade Industrial (INPI) com o
nimero BR1020150214359.

METODO

Amostras de pele de tildpia do Nilo (Oreochromis niloticus) (n=7)
foram obtidas através da piscicultura do Castanhao (Jaguaribara-CE).
Os peixes sdo cultivados em tanque de rede, com peso entre 800 e
1000 g. Eles foram insensibilizados por choque térmico (caixas iso-
térmicas com gelo moido e 4gua [1:1]), para, em seguida, realizar-se
a sangria. As peles foram removidas com uma turquesa (ferramenta)
e submetidas a lavagem com agua corrente, para remocao de qual-
quer resquicio de sangue e de outras impurezas. Posteriormente,
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foram colocadas em solucao fisiolégica NaCl a 0,9% estéril (previa-
mente resfriada a 4°C) para a limpeza final. As peles para os testes de
microtracao foram submetidas a um processo de esterilizacdo, que
consta de duas etapas de imersdo em clorexidina por 30 minutos
e trés etapas de imersao no glicerol (50%, 75%, 100%). As peles
utilizadas para andlise histoldgica e histoquimica foram armazenadas
em solucdo de formol tamponado a 10%.

Adicionalmente, amostras de pele humana de descarte, oriun-
das de cirurgias estéticas, foram armazenadas em solucao de formol
tamponado a 10% para andlise histoldgica e histoquimica. Paralela-
mente, outras amostras foram submetidas aos testes de microtra-
cdo e passaram pelas mesmas etapas de esterilizacdo que a pele da
tildpia. Destaca-se, ainda, que estas peles humanas foram utilizadas
apenas em laboratério, ndo sendo realizada nenhuma intervencgao
terapéutica nas mesmas.

Analise Histologica

Apds o periodo de fixagdo, as amostras foram analisadas ma-
croscopicamente e clivadas para remocio de tecidos muscular e
adiposo excedentes. Em seguida, os fragmentos foram processados
em processador automatico de tecidos (Lupe®), incluidos em para-
fina fundida a 58°C e seccionados em micrétomo semiautomatico
Leica®, com cortes de 4 um de espessura. As ldminas histoldgicas
foram coradas com hematoxilina-eosina'® e analisadas com o auxilio
de microscépio dptico.

Analise Histoquimica

Cortes de 3um foram dispostos em laminas de vidro e despara-
finizadas em estufa a 60°C por 3h, seguidos de trés banhos de xilol
(5 minutos cada). Apds reidratacdo em série decrescente de alcool,
as laminas foram incubadas em solucdo de picrosirius red (ScyTek®)
por 30 minutos e lavadas rapidamente em dois banhos de acido
cloridrico 5%, contracorados com hematoxilina de Harris por 45
segundos e montadas com Enhtellan®. As [aminas foram analisadas
em microscopio de luz polarizada (Leica® modelo DM 2000), o
que permite visualizar o coldgeno tipo | (maduro), com coloragdo
vermelho-alaranjada, e o coldgeno tipo Il (imaturo), com cor verde.

Para quantificacdo dos diferentes tipos de coldgeno, seis campos
em um aumento de 200x foram fotografados com uso de camera
DFC 295, acoplada ao Microscopio Leica® DM 2000. As fotomicro-
grafias foram avaliadas pelo software de andlise de imagem Image J®
(RSB), apds calibracao das imagens pelo comando Color Thershold
(Image > Adjust > Color Thersold) na funcio RGB, para as cores
Vermelho (Minimo de 71 e Méaximo de 255), Verde (Minimo de O e
Méaximo de 69) e Azul (Minimo de 0 e Maximo de 92).

Depois da calibracio, as imagens foram convertidas para a escala
de cor de 8-bits (Image > Type > 8-bit), binarizadas (Process >
Binary > Make Binary) e foi mensurada a porcentagem de area de
coldgeno marcada em vermelho (Analyse > Analyse Particles). Apds
a polarizagdo de luz, o mesmo protocolo foi realizado, ajustando-se
as cores na funcdo RGB para Vermelho (Minimo de 0 e Méximo de
255), Verde (Minimo de 0 e Méximo de 255) e Azul (Minimo de 0
e Maximo de 32).

Apds ajuste, as imagens foram convertidas para a escala de cor
de 8-bits (Image > Type > 8-bit), binarizadas (Process > Binary >
Make Binary), e foi mensurada a porcentagem de area de coldgeno
marcada em amarelo-avermelhado (correspondente ao colageno
tipo I). Em seguida, do total da 4rea marcada em vermelho, foi se-
parado um percentual da regido ocupada somente pela marcagéo
amarelo-avermelhada. A drea verde-esbranquicada, relativa ao co-
lageno tipo lll, foi obtida pela subtragdo da regido total marcada em
vermelho e o percentual marcado unicamente pela cor amarelo-
avermelhada'®.

Os dados foram submetidos ao teste de normalidade de Kolmo-
gorov-Smirnov e comparados por meio do teste t de Student [nivel
de significancia: 5%, dados paramétricos descritos na forma: média
+ erro-padrao da média (EPM)].

Testes de Tracao

Os ensaios de tragao foram realizados no equipamento Instron®
3345 com célula de carga de 50N, no mddulo de tracio, utilizando-
se garras de acdo mecanica em cunha (Figura |).

Todas as amostras (pele de tildpia e humana) foram reidrata-
das com solucdo fisiolégica NaCl 0,9% (3 lavagens de 5 minutos)
e cortadas, obtendo-se 26 corpos de prova de formato retangu-
lar, medindo 10,0 x 2,0 cm, sendo 17 da pele da tildpia e nove de
pele humana. Em seguida, foram realizados cortes adicionais, a fim
de proporcionar-lhes uma conformacao de ampulheta, cujo centro

Figura 1 - Corpo de prova de pele de tildapia montado em Single
Column Universal Testing Systems for Capacity Testing up to 5 kN
Instron® 3345, no médulo de tracdo.
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apresentava |,0 cm de largura (Figura 2). No momento do teste, a
espessura de cada corpo de prova foi aferida, referente a regido do
centro da ampulheta, utilizando-se um paquimetro digital Mitutoyo®.
Em cada ensaio, um corpo de prova foi posicionado entre as garras
e, com o uso do software Bluehill 2%, foram mensuradas a carga méxi-
ma observada (N), a deformacio a tragdo em maximo de carga (%), a
carga em quebra (N) e o esforco a tracio em quebra (N/mm?), além da
extensdo a tracdo em maximo de carga (cm). Todos os ensaios foram
realizados com uma velocidade de deslocamento de 5 mm/min.

Figura 2 - Corpo de prova para o ensaio de tracionamento medindo
10,0 x 2,0 cm (altura x largura) mostrando regido central em forma
de ampulheta com 1,0 cm de largura.

RESULTADOS

Anailise Histologica
Pele de tilapia

A andlise microscdpica da pele de tilapia demonstrou a epider-
me revestida por epitélio pavimentoso estratificado constituido, em
diversos trechos, por poucas camadas celulares. As células basais apre-
sentavam morfologia colunar e as espinhosas, poligonais com nicleos
ovais. Foram observadas células mucosas dispersas (Figura 3A).

A derme superficial era composta por tecido conjuntivo frouxo,
permeado por vasos sanguineos de calibres variados, com fibras co-
lagenas paralelas e finas, além de melandforos subepiteliais e mela-
nofagos dispersos (Figura 3A). Na derme profunda, observaram-se
espessas fibras coldgenas organizadas, compactadas, em disposicao
paralela/horizontal e transversal/vertical, perpendiculares a superficie
da pele (Figura 3B).

Aciimulos de adipdcitos tipicos e feixes nervosos foram eviden-
ciados na hipoderme (Figura 3C).

Pele humana

Fragmentos de pele humana foram analisados sob microscopia
dtica, que revelou um revestimento de epitélio pavimentoso estra-
tificado hiperortoparaqueratinizado, com trechos de atrofia, sob o
qual se visualizava tecido conjuntivo fibroso, com aumentada ativida-
de colagénica, células inflamatdrias mononucleares dispersas e vasos
sanguineos, por vezes, dilatados (Figura 3D).

Na derme superficial e na profunda, havia tecido conjuntivo fi-
broso denso ndo modelado, com as fibras coldgenas dispostas em
diferentes direcoes (Figura 3E).

Figura 3 - Fotomicrografia de pele de tilapia (A, B e C) e pele humana (D e E). A. Epiderme (seta vermelha) e derme superficial (seta verde) com
melanéforos subepiteliais (seta azul) (HE, 100x); B. Derme profunda mostrando fibras colagenas transversais (ft) (HE, 200x); C. Fibras colage-
nas paralelas (fp) na derme profunda e trecho de hipoderme com depésitos de adipécitos (HE, 400x); D. Epitélio pavimentoso estratificado
hiperorceratinizado sob o qual ha cérion fibroso denso (seta preta) (HE, 200x); E. Regido de derme profunda de pele humana exibindo fibras

coldgenas em diferentes direcoes (HE, 400x).

Rev Bras Queimaduras. 2015;14(3):203-10




Avaliagdo microscdpica, estudo histoquimico e andlise de propriedades tensiométricas da pele de tildpia do Nilo

Analise Histoquimica

Foi considerado, para esta analise, o colageno da derme pro-
funda da pele da tildpia, visto que, na derme superficial, o tecido
conjuntivo era disposto frouxamente com poucas fibras coldgenas.
Como na pele humana nao foi visualizada esta diferenca, pois tanto a
derme superficial como a profunda apresentavam tecido conjuntivo
fibroso denso, o coldgeno analisado pertencia as duas regides.

Os fragmentos avaliados da pele da tilapia e da humana re-
velaram extensa area preenchida por colageno, representando
91,6=1,1% (média=EPM) e 71,3%£2,6% (média=EPM), respec-
tivamente (p<0,001) (Figura 4A). A andlise quantitativa do colage-
no demonstrou que, na pele de tildpia, houve maior percentual
de érea preenchida por colageno tipo | (maduro) (drea marcada
em laranjafvermelho) [52,2+3,0% (média=EPM)], do que o ob-
servado na pele humana, na qual a érea ocupada por este tipo
de colageno foi 39,2+2,4% (média=EPM), revelando diferenca
estatistica entre os grupos (p=0,015) (Figuras 4B e 5). Por outro
lado, o percentual de coldgeno tipo Ill (imaturo) (&rea marcada
em amarelo/verde) mostrou-se significativamente superior na pele
humana [60,8+2,4% (média:=EPM)] em relacdo a pele da tilapia
[47,8%3,0% (média=EPM)] (p=0,015) (Figuras 4C e 5).

A razdo entre a quantidade de coldgeno tipo [l mostrou-se sig-
nificantemente aumentada natilapia[ I, 120, I 5 (média=EPM)], em
relacdo ao encontrado na pele humana [0,65+0,06 (média=EPM)]
(p=0,029) (Figura 4D).

Testes de Tracao
Pele da tilapia

A ruptura de todos os corpos de prova da pele de tilapia ocorreu
na regido do centro da ampulheta, onde a espessura variou de 0,66
20,96 mm.

Para a andlise de carga méaxima (N), a qual avalia a carga que a
pele suporta sem ocorrer quebra, obtiveram-se o valor maior de
94,013 N e o menor de 15,763 N. A média deste parametro ficou
em 43,967+26,248 N (média=EPM). Com relacdo a avaliagdo da
extensdo a tracio em méximo de carga medida em centimetros
(cm), a pele da tilapia suportou uma deformagéo que variou entre
6,45 a 2,74 centimetros (média = 4,442+ 1,045 cm), sem sofrer
quebra.

O teste de deformacio a tracio em maxima carga (%) resultou
em valores de 62,775% (maximo), de 25,908% (minimo) e média
de 42,529=10,342 %.

A prova de carga em quebra (N) demonstrou ampla varia-
¢do, visto que os resultados da pele da tildpia oscilaram de um
valor maximo de 68,394 N até um minimo de 4,828 N (média =
22,727+15,673N).

Os valores de esforco a tracdo em quebra (N/mm?) re-
sultaram em um méaximo de 22,393 N/mm? e minimo de
0,704 N/mm? (média = 4,964+5236 N/mm?) (Tabela I).
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Figura 4 - Avaliagdo do percentual da area preenchida por colageno e os diferentes tipos de colageno (I e Ill) em tecido conjuntivo de tilapia e

humano. *p<0.05, teste t de Student (média = EPM).
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Figura 5 - Perfil de coldgeno da pele de tilapia (A e B) e pele humana (C e D) sem (A e C) e com (B e D) polarizacdo de luz (Picrosirius Red,
400x), mostrando a distribuicdo de coldgeno tipo | (amarelo-avermelhado) e tipo Ill (verde-esbranquicado). Seta preta: colageno tipo I. Seta
azul: colageno tipo lll.

TABELA 1
Caracteristicas das queimaduras em criancas internadas no CTQ do HMUE, Ananindeua, PA, nos anos de 2011 a 2014.

Méximo de Carga Deformacao Carga em Quebra Esforco Extensdo a tracao
() (%) () (N/mm?) em quebra (cm)
64,004 54,161 22,393 22,393 6,14
20,481 43,227 9,000 9,000 2,74
37,469 32,592 22,441 5,929 3,59
38,712 39,317 19,501 5,153 4,26
16,428 30,975 6,082 0,704 3,52
22,506 41,342 20,615 2,386 4,2
29,080 53,517 21,066 2,847 5,51
15,763 31,567 7,478 1,011 3,28
18,189 40,85 13,363 1,407 4,5
27,074 48,467 20,120 3,183 4,92
28,184 39,583 11,93 1,326 4,14
59,216 62,775 37,804 4,248 6,45
94,013 32,500 32,627 3,794 3,62
83,192 39,150 33,488 4,186 4,01
59,300 54,884 35,24 6,407 5,58
89,291 52,192 68,394 9,633 5,25
44,539 25,908 4,828 0,791 3,81
Méaximo 94,013 62,775 68,394 22,393 6,45
Minimo 15,763 25,908 4,828 0,704 2,74
Média 43,967 42,529 22,727 4,964 4,442%
Coeficiente de Variacao 688,961 106,974 245,652 27,423 1,093
Desvio Padrao 26,248 10,342 15,673 5,236 1,045
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TABELA 2
Valores dos testes de resisténcia a tracdo em pele humana realizados no equipamento Instron® 3345 Single Column
Universal Testing Systems for Capacity Testing up to 5 kN.

Méximo de Carga Deformacgéo
(N) (%)
Méaximo 494,511 79,025
Minimo 9,530 15,475
Média 209,219 42,410
Desvio Padrao 185,183 25,220

Pele humana

Nove amostras de pele humana foram submetidas a avaliacio
de propriedades fisicas através de testes de tracdo. Os mesmos pa-
rametros foram avaliados, e os dados obtidos estdao resumidos no
quadro acima (Tabela 2).

A extensao a tracdo em quebra medida em centimetros apre-
sentou média de 4,615 cm, valor semelhante ao encontrado na
andlise da pele da tildpia.

DISCUSSAO

Sobre a andlise histoldgica, os achados do presente estudo foram
semelhantes aos encontrados previamente na literatura, em que foi
descrito que a pele da tildpia € composta por epiderme representa-
da por epitélio pavimentoso estratificado, com células basais cbicas
ou cilindricas de nlcleo oval e com a possivel presenca de células
mucosas''. A derme, por sua vez, é constituida por tecido conjunti-
vo frouxo (superficial) e denso (profundo). Na camada mais externa
da derme profunda, ja foram mostradas, também, fibras coldgenas
horizontais e verticais (perpendiculares a superficie da pele), e na
interna, fibras horizontais compactadas e espessas, corroborando
0s nossos achados'2. Estudos prévios também evidenciaram, como
nesta pesquisa, melandforos em derme superficial''.

A familia do coldgeno é composta por mais de 20 tipos gene-
ticamente diferentes, sendo os mais frequentemente encontrados
na derme os tipos |, II, Ill, IV VI, VII. O colageno tipo | forma fibras
espessas, mecanicamente estaveis e responsaveis pela resisténcia do
tecido as forcas de tensdo. O coldgeno tipo Il forma fibrilas, ge-
ralmente presentes logo abaixo da membrana basal, e participa da
fixacdo da epiderme a derme. O coldgeno tipo | ¢ o mais comum,
estando presente em estruturas rigidas como tenddes, ossos e carti-
lagens, enquanto o tipo Il estd em abundancia em érgaos relaciona-
dos com elasticidade, como pulméo e vasos sanguineos'”'®,

A diferenciacdo entre os tipos de coldgeno configura-se como
um exercicio dificil, sendo uma das técnicas mais executaveis a co-
loracdo histoquimica de Picrossirius Red, seguida da técnica de po-
larizacdo da luz, realizada neste estudo, a qual confere diferenciagao
entre coldgenos | e Ill, sendo essa a justificativa para a andlise mais
especifica desses dois tipos'®.

Carga em Quebra Esforco Extensdo a tracao
() (N/mm?) em quebra (cm)
475,184 60,921 8,3
4,727 1,292 1,79
146,216 17,667 4,615*
194,553 24,785 2,574

A maioria dos biomateriais, como pericardio de porco, apre-
senta grande quantidade de coldgeno tipo | (47%)?, do mesmo
modo que a pele de tildpia (57%, no presente estudo). Sugere-se
que este tipo de colageno possua grande quantidade de grupos re-
ativos, como aminas, acidos carboxilicos e hidroxilas alcodlicas, que
possibilitam altera¢des quimicas do tecido, principalmente através de
reacdes de reticulacdo e hidrélise seletiva?', aumentando sua adapta-
¢d0 aos outros tecidos.

A estrutura do colageno tipo | € caracterizada por um tripepti-
deo, no qual h4, frequentemente, glicina, prolina e hidroxiprolina.
Apesar de a composicdo por aminoacidos variar de acordo com as
espécies, em geral, animais marinhos contém menor quantidade de
hidroxiprolina compondo o colageno tipo |, o que esta diretamen-
te relacionado com a temperatura de degradacdo dessa estrutura.
A temperatura corporal dos mamiferos €, nesse caso, superior a
temperatura de degradacdo do coldgeno, o que, por conseguinte,
limita seu uso na medicina regenerativa; no entanto, o coldgeno tipo
| de peixes tropicais, como a tildpia, possui uma temperatura de de-
gradacdo superior, comparada aos outros peixes. Estudos mostram
que, nesse aspecto, o colageno tipo | derivado da tilapia possui um
grande potencial de uso clinico, podendo ser comparado, inclusive,
aos materiais em utilizacdo, derivados de mamiferos. O colageno
obtido da pele da tildpia é, ainda, uma op¢ao mais rentavel e estavel,
comparada a obtengdo através das escamas?.,

O:s feixes de coldgeno denso da pele da tilapia séo dispostos,
predominantemente, de forma paralela e transversal, diferindo da
organizacdo da derme humana, em que se encontram fibras com
aumentada atividade colagénica em direcdes diversas. Esses aspec-
tos poderiam contribuir para o entendimento da alta capacidade da
pele humana em resistir a grandes cargas, no entanto, esta diferenca
no arranjo das fibras coldgenas nao parece interferir no parametro da
elasticidade da pele da tilapia, visto que os valores encontrados em
ambas as peles no teste de extensdo a tracdo, medida em centime-
tros, apresentaram médias semelhantes (média tildpia = 4,442 cm;
média humana = 4,615 cm). Esta caracteristica possibilitaria satisfa-
téria manipulagdo da pele do peixe nas manobras de recobrimento
e sutura, por exemplo.

Os ensaios de resisténcia a tragao se prestam para se verificar
qual a tensdo maxima que as membranas suportam até que ocorra
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sua ruptura, ou seja, para avaliar a capacidade da pele em absorver
as cargas impostas, sendo essas informacdes essenciais para sua pos-
sivel utilizacio como matrizes na area de regeneragdo tecidual, onde
estao sujeitas a carga.

Em relagdo aos valores encontrados nos testes de tragdo, pou-
cas sao as pesquisas reportadas na literatura que apresentam meto-
dologia semelhante a deste estudo. Em avaliagdo prévia com perito-
nio de paca, um possfvel biomaterial de uso clinico, armazenadas em
glicerol 98%, em periodos de até 30 dias, evidenciaram-se valores
médios de carga méaxima (16 N) e esforco a tragdo (2,8 N/mm?),
inferiores ao encontrado para a pele de tilapia em teste, entretanto,
com valores de deformacao ligeiramente superiores (499%)%.

Quando comparados com a pele de tildpia submetida ao cur-
timento, os valores encontrados na literatura sio em média supe-
riores, como esperado, em que a pele curtida apresenta valores
de carga maxima de |12 N, esforco a tragdo de 10,87 N/mm? e
deformacao de 75%**.

CONCLUSAO

E possivel a utilizacdo da pele da tilapia como promissor bioma-
terial na medicina regenerativa. As suas caracteristicas microscépicas,
semelhantes a estrutura morfoldgica da pele humana e elevada resis-
téncia e extensdo a tracdo em quebra possibilitam esta aplicacdo. A
derme desta pele é composta por feixes de coldgeno compactados,
longos e organizados, predominantemente do tipo |, de considera-
vel importancia para seu uso clinico. No entanto, novos estudos sao
necessarios, particularmente em animais, para validacdo da pele da
tildpia como curativo biolégico temporario em queimaduras.
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