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RESUMO

AVALIACAO PRE-CLINICA DA PELE DA TILAPIA (Oreochromis niloticus),
COMO CURATIVO BIOLOGICO OCLUSIVO, NO TRATAMENTO DE
QUEIMADURAS. Edmar Maciel Lima Junior. Orientador: Prof. Dr. Manoel
Odorico de Moraes Filho. Dissertacdo de Mestrado. Programa de Pés-
Graduacao em Farmacologia do Departamento de Fisiologia e Farmacologia da
Faculdade de Medicina da Universidade Federal do Ceara, 2017.

No Brasil, cerca de 1 milhdo de casos de queimaduras ocorrem ao ano, dos
guais 100 mil pacientes procurardo atendimento hospitalar e 2.500 irdo a 6bito
em decorréncia de suas lesdes. N0osso pais jamais teve uma pele animal
legalmente registrada para uso nos pacientes queimados, embora em paises
de primeiro mundo, o tratamento com pele humana ou animal, fornecida por
bancos de pele, é realizado de forma padronizada. O objetivo deste trabalho foi
avaliar o efeito da pele de tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus), usada como
curativo biolégico oclusivo, no tratamento de queimaduras. Este trabalho foi
realizado em trés capitulos, cujo primeiro manuscrito tratou sobre a
caracterizagdo da microflora da cavidade oral, pele e tecido subcutadneo dos
peixes. Ao considerar a auséncia de sinais infecciosos e uma carga inferior a
100.000 UFC, conclui-se que os valores de CFU encontrados neste estudo
consistiam de microbiota normal, ndo infecciosa. No segundo manuscrito, a
equipe de pesquisadores do NPDM apresentou resultados de um estudo para
caracterizar a pele de tilapia do Nilo, a partir de suas caracteristicas fisicas
(resisténcia a tracdo), histomorfologicas e da tipificacdo da composicdo do
colageno. As caracteristicas microscopicas da pele da tilapia mostraram-se
semelhantes a estrutura morfolégica da pele humana, com elevada resisténcia
e extensdo a tracdo em quebra, o que suporta sua possivel aplicacdo como
biomaterial. A terceira publicacdo cientifica avaliou a utilizacdo da pele de
tilapia como curativo oclusivo nas queimaduras de segundo grau superficial e
profunda em ratos, para avaliar pela primeira vez sua utilizacdo in vivo. Os
resultados demonstraram que a pele da tilapia apresentou boa aderéncia no
leito das feridas induzidas por queimaduras nos ratos, interferindo
positivamente no processo cicatricial. Além disso, a auséncia valores
significativamente alterados nos exames laboratoriais sinalizam a seguranca da
utilizacdo da pele como curativo. Os resultados apresentados pela equipe de
pesquisadores do NPDM possibilitam o prosseguimento das investigacdes para
pesquisas em seres humanos, para confirmacdo de sua seguranca e eficacia
como curativo bioldgico. Os estudos pré-clinicos publicados demonstraram que
a pele de tilapia possui as caracteristicas e propriedades necessarias para ser
utilizada com seguranca e eficacia, confirmando seu potencial como curativo
bioldgico oclusivo para o tratamento de queimaduras em seres humanos.

Palavras-chave: Queimaduras; Tilapia do Nilo; Oreochromis niloticus;
Materiais Biocompativeis; Cicatrizacdo; Ferimentos e Lesdes.



ABSTRACT

PRE-CLINICAL EVALUATION OF TILAPIA SKIN (Oreochromis niloticus),
AS AN OCLUSIVE BIOLOGICAL DRESSING IN THE TREATMENT OF BURN
WOUNDS. Edmar Maciel Lima Junior. Advisor: PhD. Manoel Odorico de
Moraes Filho. Masters dissertation. Postgraduate Program in Pharmacology,
Department of Physiology and Pharmacology, Faculty of Medicine, Federal
University of Ceara, 2017.

In Brazil, about 1 million cases of burns occur per year, of which 100 thousand
patients will seek hospital care and 2.500 will die from their injuries. Our country
has never had a legally registered animal skin for use in burned patients,
although in first world countries, treatment with human or animal skin provided
by skin banks is considered a gold standard. The objective of this study was to
evaluate the effect of Nile tilapia (Oreochromis niloticus) skin, used as a
biological occlusive dressing, in the treatment of burn wounds, through three
preclinical studies, developed and published in scientific journals by researchers
of the Center of Drug Research and Development (NPDM) of the Federal
University of Ceara. The first manuscript was about the characterization of the
microflora of the fishes’ oral cavity, skin and subcutaneous tissue. When
considering the absence of infectious signs and a load below 100,000 CFU, it is
concluded that the CFU values found in this study consisted of normal, non-
infectious microflora. In the second manuscript, the NPDM researchers team
presented results of a study to characterize the skin of Nile tilapia, based on
their physical characteristics (tensile strength), histomorphological and
typification of collagen composition. The microscopic characteristics of the
tilapia skin were similar to the morphological structure of the human skin, with
high resistance and extension to breaking traction, which supports its possible
application as biomaterial. The third scientific publication evaluated the use of
tilapia skin as an occlusive dressing for superficial and deep second-degree
burns in rats to evaluate its in vivo use for the first time. The results showed that
the tilapia skin showed good adherence in the wounds induced by burns in the
rats, interfering positively in the cicatricial process. In addition, the absence of
significantly altered values in laboratory tests signals the safety of skin use as a
dressing. The results presented by the researchers enable the continuation of
the research for human studies to confirm its safety and efficacy as a biological
dressing. The published preclinical studies have demonstrated that tilapia skin
has the necessary characteristics and properties to be used safely and
effectively, confirming its potential as a biological occlusive dressing for the
treatment of burn wounds in humans.

Keywords: Burns; Wounds and Injuries; Wound Healing; Biocompatible
Materials; Nile Tilapia; Oreochromis niloticus.
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APRESENTACAO

Na rede publica brasileira, o tratamento local de queimaduras é feito
com a pomada sulfadiazina de prata, na grande maioria dos servicos de
gueimados. Na Europa, nos EEUU e alguns paises da América do Sul este
mesmo tratamento € realizado com pele humana (homdloga) ou animal
(heterdloga). O Brasil jamais teve uma pele animal registrada na ANVISA e
disponibilizada pelo SUS (Sistema Unico de Salde), para uso nos pacientes
gueimados. O Ministério da Saude preconiza que o Brasil deveria ter 13 bancos
de pele, entretanto existem trés em funcionamento, em Sao Paulo, Rio Grande
do Sul e Parana, que ndo suprem 1% da necessidade de pele do pais.
Estamos atrasados 50 anos no tratamento local das queimaduras sem o uso de
peles, num pais onde 97% dos brasileiros que se queimam nao tém plano de

saude.

Ha seis anos (2011), o médico pernambucano, cirurgido plastico
Marcelo Borges, ao ver uma matéria no Jornal do Commeércio de Pernambuco,
gue revelou que a pele da Tilapia é sub-produto de descarte e apenas 1% é
empregado no artesanato (confeccéo de bolsa e sapato), teve a idéia de utilizar
esta pele no tratamento das queimaduras. No ano de 2014, Marcelo Borges
compartilhou a idéia comigo, cirurgido plastico cearense Edmar Maciel, ocasido
em que fui convidado para viabilizar e realizar este estudo no Ceara. O
pesquisador Odorico Moraes, diretor presidente do Nucleo de Pesquisa e
Desenvolvimento de Medicamentos (NPDM), na Universidade Federal do
Ceard, entrou para o grupo com o desafio de pesquisar a pele da tilapia e

desenvolver o produto.

O Instituto de Apoio ao Queimado (IAQ), ONG no Ceara que realiza
gratuitamente a reabilitacéo fisica e psiquica de vitimas de queimaduras ha 10
anos, fez um convénio de pesquisa com a Enel, em fevereiro de 2015, com
término em junho de 2018, para financiar o projeto. Outros projetos de

pesquisa ja eram realizados com sucesso por estas duas instituicdes.

Nés, coordenadores da pesquisa, elaboramos um cronograma de
estudos pré-clinicos e clinicos, em psiculturas, laboratério, animais e pacientes

vitimas de queimaduras, para permitir a avaliagdo da seguranca e da eficacia
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da pele da Tilapia do Nilo, para desenvolvimento de um curativo biolégico
oclusivo, objetivando futuramente o registro da pele na ANVISA. Neste
momento, a equipe que estuda a pele da Tildpia, nas mais diversas fases, €
composta por 65 colaboradores. Todos o0s estudos sao elaborados e
executados com total embasamento cientifico, seguindo as recomendacfes
éticas, boas préticas laboratoriais e clinicas necessarias para realizacdo de
estudos com animais e seres humanos, tendo aprovacdo prévia de seus

respectivos comités de ética.

Inicialmente, os pesquisadores foram conhecer a psicultura no
acude Castanhdo, em Jaguaribara, no Ceara, para entender sobre a criacdo da
tilapia, que chegou ao Brasil em 1956. A Tilpia do Nilo (Oreochromis niloticus),
de onde sé&o removidas as peles para este estudo, chegou pela primeira vez no
Brasil em 1971, entrando pelo Ceara, difundindo-se para outros estados

brasileiros e paises vizinhos.

Os estudos pré-clinicos fazem parte do desenvolvimento de um
farmaco ou, no caso, de um curativo biolégico oclusivo para tratar
gueimaduras. Antes de experimentar o produto em seres humanos faz-se
necessaria a avaliacdo de sua seguranca e eficacia em estudos in vitro e em
animais, seguindo-se todas as normas éticas e de boas praticas laboratoriais.
Desta forma, o produto somente podera ser utilizados em seres humano apos
passar satisfatoriamente por esta etapa de estudos. Desta forma, por meio de
estudos pré-clinicos, caracterizamos e avaliamos o0 uso da pele da tilapia, para

gue pudéssemos seguir com a investigacao clinica.

Liderar e coordenar uma equipe multidisciplinar para o
desenvolvimento desse produto foi, e ainda tem sido, o meu grande desafio.
Tornar esse sonho realidade para o0s pesquisadores envolvidos e,
especialmente, os pacientes que serdo beneficiados é o nosso principal

obijetivo.

Assim, em breve, esperamos apresentar para o0 mercado mundial um
produto inovador e genuinamente brasileiro, um curativo biolégico oclusivo de
pele do peixe Tilapia do Nilo, idealizado e desenvolvido em todas as fases por
pesquisadores e instituicobes do Brasil, eficaz, seguro e de baixo custo,

produzido a partir de um sub-produto que seria descartado.
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1. INTRODUCAO

1.1. Tratamento de Queimaduras

A queimadura é uma leséo dos tecidos organicos, em decorréncia de
um trauma de origem térmica, que varia desde uma pequena bolha até formas
graves, capazes de desencadear respostas sistémicas proporcionais a
extensdo e a profundidade (GUIRRO, GUIRRO, 2004). Sdo lesbes que podem
levar a desfiguracéo, a incapacidade e até a morte (LIMA JUNIOR et al., 2008).

A grande maioria das queimaduras (95%) é considerada pequena,
ou seja, superficial e ndo maior que 10% da superficie corporal, cujo
atendimento & usualmente feito em ambulatérios (WARDEN, 1987; LIMA
JUNIOR et al., 2008). Os casos dramaticos, de extensas queimaduras, com
alto risco de vida, embora sejam minoria estatistica, ainda assim, representam
a terceira causa de morte acidental em todas as faixas etarias e constituem,
sem duvida, uma das maiores catastrofes individuais que podem ocorrer a um
ser humano. Por maiores que sejam os avancos tecnoldgicos, o tratamento de
lesbes extensas de espessura total é extremamente complexo, constituindo-se

num grande desafio para a ciéncia.

No Brasil, o trauma contribui com 57% do total de mortalidade na
faixa etaria de 0 a 19 anos e corresponde a 38% dos principais agravos
atendidos no sistema de satde (DANILLA, 2008; MINISTERIO DA SAUDE DO
BRASIL, 2015). Sabe-se que cerca de 1 milhdo de casos de queimaduras
ocorrem ao ano, dos quais 100 mil pacientes procurarao atendimento hospitalar
e 2.500 irdo a 6bito em decorréncia de suas lesbes (GOMES et al., 2001).
Estima-se uma taxa de mortalidade entre 0,86% a 34,4%, sendo que a maior
parte ocorre por infeccdo e o periodo de internacdo €, em média, de 1 a 266
dias (PIRES, 2003). Segundo Linde (2002), o tempo necessario para a cura da
gueimadura é um dos principais determinantes para o desenvolvimento de

complicacgdes.

Vérias sdo as maneiras de classificar as queimaduras, sendo todas
muito importantes para o diagnostico, para as condutas clinicas e cirargicas a

serem adotadas e para 0 prognoéstico do paciente. A classificacdo das
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gueimaduras, quanto a profundidade, pode ser: primeiro grau - geralmente
causada pelo sol, atinge a epiderme, é pouco dolorosa, apresenta vermelhidao
na pele e o quadro normaliza-se com 07 dias, com banhos diarios com sabéo
antisséptico e o uso de hidratantes; segundo grau - destruicdo da epiderme e
parte da derme, podendo ser divididas em superficiais e profundas: as
superficiais, sdo bastante dolorosas e avermelhadas, formam bolhas e
necessitam de 10 a 12 dias para sua completa cicatrizacéo; as profundas, sao
esbranquicadas, pouco dolorosas e levam até trés semanas ou mais para a
epitelizacéo; terceiro grau - destruicdo total da pele, atingindo 0s anexos
cutaneos e, em alguns casos, as camadas mais profundas como tecido celular

subcutaneo, masculos, tenddes, vasos e 0ssos (PICCOLO et al., 2008).

As queimaduras sao consideradas feridas infectadas por estarem,
frequentemente, contaminadas com sujidades do local de ocorréncia da injuria,
pela presenca de colonizacdo imediata por microorganismos e pela rapida
proliferacdo em decorréncia da grande quantidade de tecido desvitalizado
(JOHSON, RICHARD, 2003), requerendo técnicas meticulosas de limpeza das
feridas e desbridamento de tecidos nado viaveis e demais condicdes, que
propiciem um ambiente ideal para a reparacao tecidual (FERREIRA et al.,
2010).

Portanto, em muitos casos, ha a necessidade de intervencdes
através de curativos, para que o processo de reparacao tecidual prossiga sem
complicagdes, que possam retarda-lo, assim como, manter a perfuséo tecidual

adequada e a integridade da pele em areas nao queimadas (LEE et al., 1989).

1.1.1. Fisiopatologia da Queimadura

Com o intuito de “corrigir’ a ferida provocada pela queimadura, o
organismo utiliza-se de um complexo mecanismo denominado cicatrizagao,
gue envolve quimiotaxia, divisdo celular, neovasculariza¢éo, sintese de matriz
proteica extracelular e remodelacado, processo que pode se prolongar até dois
anos apos a agressdo (BIONDO-SIMOES, 1998) A cicatriz ser4 sempre um
substituto imperfeito do tecido original dos pontos de vista mecanico, nutricional

e estético.
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As feridas decorrentes de queimaduras caracterizam-se como uma
solucdo de continuidade produzida em um tecido, dando lugar a um espaco
anormal, a interrupgéo do fluxo sanguineo, a perturbacéo da sensibilidade, ao
acumulo de elementos celulares mortos e a um grau maior ou menor de
contaminagdo, com ou sem infeccdo (BOLGIANI et al., 2013). Uma vez
estabelecido o dano tecidual, o organismo desencadeia uma complexa
sequéncia de eventos, na tentativa de restaurar morfo-fisiologicamente o
mesmo. Inicia-se um processo inflamatério agudo induzido pela prépria leséo,
seguido da regeneracao das células parenquimatosas, migracao e proliferacao
de tecido conectivo, sintese protéica, colagenizacao, aquisicdo de forca tensil e
remodelacdo do tecido conjuntivo. Partindo desses eventos, Orgill, Demling
(1988) dividem o processo fisioloégico de reparagéo tecidual em cinco fases:
inflamatoria, de proliferagcdo celular, de formacédo de tecido conjuntivo, de
contracao da ferida e de remodelacdo, completando a divisédo preconizada por
Carrel (1910).

A inflamacao pode ser dividida em trés fases: a inflamacao aguda, a
resposta imune e a inflamacao cronica. A inflamacdo aguda € referida como
resposta inicial a lesdo tecidual, sendo mediada pela liberacdo de autacoéides
como histamina, bradicinina, prostaglandinas e, normalmente, precede o
desenvolvimento da resposta imune. A resposta imune surge quando as células
imunologicamente competentes sao ativadas em resposta a organismos
estranhos ou a substancias antigénicas, liberadas no decorrer da resposta
inflamatoria aguda ou cronica. Este resultado pode ser benéfico para o
hospedeiro, quando permite que 0S microrganismos invasores sejam
fagocitados ou neutralizados. Ou pode ser deletério, se resultar em inflamacao
crbnica, sem resolucdo do processo subjacente. A inflamacao crénica envolve a
liberacdo de diversos mediadores, que ndo sdo proeminentes na resposta
aguda (BOLGIANI, SERRA, 2013).

Sendo assim, o trauma desencadeia um processo hemorragico que,
inicialmente, induz vasoconstriccdo local. A liberagdo de numerosos
mediadores vasoativos e quimiotaticos resulta na ativacdo da cascata da
coagulacdo e do complemento. Segue-se uma vasodilatacdo mediada pelas

prostaglandinas, pela bradicinina e pela histamina, que aumentam a
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permeabilidade vascular através das células endoteliais, permitindo o afluxo de
fluidos e de macromoléculas para o intersticio. Neutréfilos, guiados por
estimulos quimiotaticos, atravessam a parede dos vasos por diapedese e
migram para o interior da les&do, fagocitando microrganismos e tecidos
desvitalizados (KUMAR et al., 2013). Linfécitos chegam, em seguida, liberando
linfocinas, que medeiam a atividade dos fibroblastos e dos anticorpos, que
atuam no controle de infec¢des (FISHEL et al., 1987). ApOs cinco horas da
injuria, atraidos pelos produtos da degradacao da fibrina, dos macréfagos
teciduais e dos mondécitos circulantes (que se diferenciam em macréfagos)
dominam o processo inflamatério, matando bactérias, liberando mediadores
vasoativos e ativando “fatores de crescimento”, que ativam o processo de
cicatrizacdo (DIEGELMANN et al., 1987).

A fase de proliferacao celular envolve a angiogénese, a proliferacéo
fibroblastica e a epitelizacdo. A cicatrizagdo sO ocorre quando o fluxo
sanguineo € restaurado. A queda da tensdo de Oz e o acumulo de acido lactico
na lesédo induzem a liberacdo de fatores angiogénicos, que passam a atrair
células endoteliais (BANDA et al., 1982). Estas formam brotos de células, que
produzem plasminogénio e colagenases que, por sua vez, permitem a invasao
de tecidos pobremente vascularizados. Esses brotos formam malhas teciduais,
gue se fundem umas com as outras, construindo um novo leito capilar, que se
une aos adjacentes, revascularizando o tecido ferido. Esta densa trama de
Novos vasos, junto aos fibroblastos e a matriz colagena, recebe a denominacao
de tecido de granulacdo. Fibras de colageno remanescentes e as malhas de
fibrina formadas durante a coagulacdo permitem a migracdo de fibroblastos
para o interior da lesdo que, contando com o suprimento de Oz possibilitado

pela neovascularizacao, iniciam sua proliferacdo (KNIGHTON et al., 1981).

As células epidérmicas normais nao sdo moéveis, entretanto
alteracdes fenotipicas induzidas por diversos fatores (TGF-B, IGF-1, TNF-q,
entre outros) permitem sua movimentacdo por lameloploidia (CROMACK et al.,
1990). Dependendo do tamanho do ferimento, das células basais
remanescentes, do suprimento sanguineo e das condicbes gerais do
organismo, o tempo de epitelizacdo da lesdo pode demorar de poucos dias até

meses.
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A hipoxia tecidual e o aumento local de lactato estimulam a producao
de coldgeno pelos fibroblastos levando a formacdo de tecido conjuntivo.
Macréfagos e plaquetas também participam do processo através da liberacao
de quimiocinas (BURR et al, 1938). A concentracdo do coldgeno na é&rea de
cicatrizacdo atinge niveis proximos do normal entre o sétimo e o décimo dia. J&
a matriz intersticial, produzida pelos fibroblastos e outras células
mesenquimais, promove uma distribuicdo homogénea e uma perfeita tensao

das fibras colagenas.

No final da primeira semana p0s-injuria, e durante a semana
seguinte, ocorre a contracado da ferida, quando miofibroblastos promovem a
aproximacao das bordas da lesdo, diminuindo-a.

Em torno da terceira semana apds o trauma, inicia-se um processo
de maturacdo da cicatriz, com remodelacédo da ferida. A colagenase participa
do processo metabolizando o excesso de colageno acumulado. A demanda
metabolica é diminuida pela regresséo da intensa trama capilar. Parte da matriz
€ desprezada pela perda de agua da ferida. Dependendo do local e das
estruturas lesadas, este processo pode persistir por meses ou até por anos
(KUMAR et al., 2013).

Inimeros fatores, sistémicos e locais, podem interferir no processo
de reparacao tecidual. Um bom fluxo sanguineo € exigéncia para uma
cicatrizacao efetiva. Apesar do gradiente de hipdxia ser essencial para alguns
eventos da cicatrizacdo, as fases inflamatoria e de sintese do colageno séo
dependentes de uma perfusdo adequada. Infeccbes causam atraso na
regeneracdo tecidual (LUNDGREN, ZEDERFELDT, 1969). A invasdo de
bactérias leva a destruicdo tecidual e a manutencéo da resposta inflamatoria. A
desnutricdo pode retardar a realizacdo das etapas de reparo, pela néo
disponibilidade de substratos para o mesmo. Além destes, condicbées como a
corticoterapia, que estabelece um estado sistémico de inibicdo da inflamacéo e
das respostas imunoldgicas, e o diabetes, pelo retardo da funcdo dos
neutrofilos e o aumento no risco de infeccbes, comprometem a cicatrizacao
(KUMAR et al., 2013).
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1.1.2. Curativos Oclusivos no Tratamento de Queimaduras

Inimeros estudos tém sido realizados procurando encontrar
curativos que reduzam os efeitos da contaminacdo nas lesdes, favorecam o
processo cicatricial e oferecam melhores resultados estéticos. Esses curativos
podem ser oclusivos ou abertos. Os abertos sédo caracterizados pela colocacao
de uma cobertura primaria ou apenas pela aplicacado do agente topico, que sao
substancias utilizadas na superficie da pele, com a¢do antimicrobiana ou nado
(WARD, SAFLLE, 1995). As coberturas, materiais ou produtos utilizados para
tratar ou ocluir a ferida, impregnados ou ndo com agentes topicos, podem ser
primarias, quando colocadas diretamente sobre a lesdo, ou secundarias,
guando tém como funcédo cobrir as coberturas primarias (GOMES, BORGES,
2001).

Os curativos oclusivos se caracterizam pela aplicagdo de uma
cobertura primaria, seguida por outra secundaria. Esse tipo de curativo tem
como vantagem permitir a mobilizagdo do paciente. O método aberto € mais
utilizado em pacientes criticos, com mobilidade limitada e em locais de dificil
oclusdo, como a face, a orelha e a genitalia. Apresenta como vantagem,
dependendo do tipo de cobertura, a possibilidade de visualizacdo da area
gueimada, facilidade na mobilizacao de articulacdes, baixo custo e simplicidade
na aplicacdo. Em relacdo as desvantagens, apresenta grande risco de levar o
paciente a hipotermia, sobretudo em grandes queimados, requerendo maior
temperatura externa, necessidade de diversas aplicacGes diarias e dificuldade
de manipulacédo do paciente (RAGONHA, 2005). O curativo oclusivo tem como
vantagem diminuir a perda de calor e de fluidos por evaporacéo pela superficie
da ferida, além de auxiliar no desbridamento e na absorcdo do exsudato
presente, sobretudo na fase inflamatéria da cicatrizacdo. Entretanto, pode
proporcionar reducdo da mobilidade de articulages e limitar o acesso a ferida,

somente durante o periodo de troca de curativos (KAVANAGH, 2004).

Nos curativos oclusivos podem ser utilizados substitutos temporarios
de pele, que sdo materiais eficazes no tratamento de queimaduras superficiais
recentes e também na cobertura da pele, enquanto aguarda-se o enxerto
definitivo. Podem ser trocados a intervalos regulares ou mantidos até a

cicatrizacdo ou enxerto, caso a aderéncia seja boa ou ndo haja infeccdo
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(GOMES et al., 1995). Considera-se que ha trés linhas de substitutos
temporarios de pele (PEIXOTO, SANTOS, 1988):

- Substitutos homologos: pele humana, conseguida através dos bancos de

pele;

- Substitutos heterdlogos: pele de animais, como pele de porco, pele de ra,

pele de céo;

- Substitutos sintéticos: elaborados a base de substancias sintéticas, tais

como silicone, poliuretano e hydrom.

Podem ainda ser classificados em substitutos biolégicos, que
constituem os aloenxertos (homoenxertos), xenoenxertos (heteroenxertos) e a
membrana amniotica; substitutos sintéticos, que sao constituidos por
membranas de polimero de silicone, membranas de cloreto de polivinil,
metilmetacrilato, membrana de polipropileno com poliuretano, membrana de
silicone com nylon ligado a peptidios de colageno dérmico e membrana
impermeavel com camada profunda de particulas de hidroativos, agregados em
polimero inerte; substitutos biossintéticos, que incluem a pelicula microfibrilar
de celulose pura e a membrana de silicone, com matriz dérmica de colageno e
glicosaminaglicanos (WARD, SAFLLE, 1995; SERRANO, 2013).

Alguns substitutos temporarios de pele disponiveis, como por
exemplo, Opsite® e Tegaderm®, séo constituidos por filmes de poliuretano, por
membrana de cloreto de polivinil, pelos filmes de cloreto de polivinil, que
conferem ao material maior elasticidade e permeabilidade ao vapor de agua,
sendo que estes filmes aderem a pele e ndo a ferida. Ha ainda outros produtos,
como por exemplo o Epigard®, constituido pela membrana de polipropileno com
poliuretano, um material de dupla constituicdo, que contém um filme de
polipropileno microporoso na superficie, laminado a uma camada profunda de
espuma de poliuretano; o Biobrane® que é constituido pela membrana de
silicone com nylon ligado a peptideo do colageno dérmico, material
semipermedvel, tem boa aderéncia e flexibilidade e alivia a dor em 90% dos
pacientes; o Duoderm®, que é constituido por particulas hidroativas agregadas
em polimero inerte e funciona como um curativo hidroativo, constituido por

duas camadas, uma externa impermeavel a agua e uma interna formada por
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particulas hidroativas agregadas a um polimero inerte. Esse tipo de cobertura
adere a pele normal e as particulas protegem o leito cruento. O exsudato
liberado pelo ferimento interage com as particulas hidroativas, formando um gel
umido, que facilita a migracéo de células epiteliais, estimulando a cicatrizacdo
(GOMES et al, 1995; LIMA JUNIOR et al., 2008).

Os substitutos de pele tém sido considerados Uteis no tratamento de
gueimaduras superficiais, pois reduzem a frequéncia de troca do curativo
(HANSBROUGH, 1991). Entretanto, esses materiais tém alto custo e ndo séo
eficazes para o tratamento de queimaduras profundas. Em um estudo realizado
com pacientes ambulatoriais, com queimaduras de segundo grau, constatou-se
gue o Duoderm® apresentou melhores resultados que a Sulfadiazina de Prata a
1%, pois o0s pacientes apresentaram menor limitacdo de atividade, re-
pigmentacdo mais rapida, referiram melhora da dor, melhor cicatrizagdo da
ferida e menor necessidade de troca de curativo, com menor custo (WYATT,
MCGOWAN, 1990).

Devido aos custos elevados dos curativos oclusivos sintéticos ou
bio-sintéticos, tem-se buscado nos materiais bioldgicos, alternativas para o
tratamento local de feridas provocadas por queimaduras (CHANDA et al.,
1994).

Por outro lado, diversos materiais de origem biolégica vém sendo
empregados como curativo oclusivo, por possuirem propriedades
antibacteriana e analgésica, acelerarem a formacao de tecido de granulacéo e
a epitelizacdo, propiciarem barreira a invasao bacteriana, assim como
promoverem retencdo do exsudato, caracteristicas admitidas como benéficas
para a cicatrizacdo (PREVEL et al., 1995; SAl et al., 1995).

Tecidos biolégicos de origem animal, como membrana amniotica
humana e equina (CHANDA et al., 1994; BYGBIE et al., 1991; GANATRA,
DURRANI, 1996; RAMSEY et al., 1995; SUBRAHMANYAM, 1995; TAYYAR,
1993; ZACHARIOU, 1997), pele de cadaver humano (ESCUDERO et al, 1997;
RICHTERS et al., 1997; VAN BAARE et al., 1998), pele de cédo (WAI, 1994),
pele de cobaia (SILVA, MACIEL JUNIOR, 1988), pele de porco (RAMSEY,
1995), placenta humana (SUBRAHMANYAM, 1995), pericardio bovino (JIA et
al., 1995; CHEM et al. 1992; DAHAM, et al. 1990), equino (BELLENZANI et al.,
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1998), membrana de queratinécitos humanos autélogos cultivados, (SOEDA et
al., 1993) pele de anfibio (RODRIGUES, MEDEIROS, 1998; PICCOLO et al.,
2008) e camada submucosa de intestino delgado de porco (PREVEL et al.,
1995) também j& foram estudados.

Ha muitos produtos no mercado destinados ao tratamento de feridas
em suas diferentes fases. Entretanto, a utlizacdo de qualquer produto no
tratamento de queimaduras ou outros tipos de feridas deve seguir rigoroso
protocolo, buscando identificar a real contribuicdo para o processo de
cicatrizagao (PICCOLO et al., 2008).

1.2. Pele de Tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus)

A tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus), pertencente a familia dos
ciclideos, € originaria da bacia do rio Nilo, no Leste da Africa, encontrando-se
amplamente disseminada nas regides tropicais e subtropicais, como o Oriente
Médio (Israel), no Sudeste Asiatico (Indonésia, Filipinas e Formosa) e no
Continente Americano, Estados Unidos, México, Panama e toda a América do
Sul (CARVALHO, 2006). Tem rapido crescimento, grande rusticidade, facil
manejo, alto indice de rendimento e possui carne de 6tima qualidade, atingindo
cerca de 800 a 1000 gramas, em 6 meses de cultivo. Foi introduzida no Brasil
em 1971, por intermédio do Departamento Nacional de Obras Contra a Seca
(DNOCS), nos acudes do Nordeste, difundindo-se, posteriormente, para todo o
pais (CASTAGNOLLI, 1996). No Ceara, a piscicultura da tilapia encontra-se
difundida em diversos reservatérios, nas principais bacias hidrograficas do
Estado, sendo o Acude Castanhéao, localizado nos municipios de Jaguaribara,

Alto Santo, Jaguaribe e Jaguaretama, o seu principal produtor.

A pele de peixe € um produto nobre e de alta qualidade, pois possui
resisténcia peculiar (AZEVEDO-SANTOS et al, 2011). Contudo, a
comercializacdo e a industrializacdo dessa pele enfrentam problemas de
competitividade com outras peles existentes no mercado, devido ao pequeno
tamanho e a sua fragilidade para uso industrial. Atualmente, menos de 1%
desse material € aproveitado no artesanato. Portanto, a pele de tilapia é
considerada economicamente de pouca rentabilidade e, consequentemente,

tornou-se um subproduto de descarte na piscicultura.
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Por outro lado, como ja foram citados anteriormente, diversos
materiais de origem bioldgica vém sendo testados e alguns ja foram
introduzidos na terapéutica, como curativos oclusivos no tratamento de
gueimaduras (FRANCO et al., 2013). Desta forma, existe uma real
possibilidade de que a pele de tildpia possa vir a ser utilizada como curativo

oclusivo biolégico no tratamento de queimaduras.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Avaliacdo Pré-clinica da pele da tilapia-do-Nilo (Oreochromis

niloticus), como curativo biolégico oclusivo, no tratamento de queimaduras.

2.2. Objetivos Especificos

e Mensurar a resisténcia da pele da tilapia a tracdo, comparando com a

pele humana;

e Demonstrar a composi¢cdo microscopica da pele da tilapia, comparando

com a pele humana;
e Caracterizar a microbiota da pele e da cavidade oral da tilapia;

e Avaliar os efeitos do uso da pele da tilapia, como curativo biolégico

oclusivo, nas queimaduras de segundo grau em ratos;

e Registro de patentes nacional e internacional para assegurar a
propriedade das técnicas de producdo do curativo oclusivo de pele de

tilapia.



3. REGISTRO DE PATENTES

3.1.

Pedido de Patente no Brasil

Protocolo de pedido de depésito no INPI: BR 10 2015 021435 9.
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4. ESTUDOS PRE-CLINICOS

4.1. Caracterizagdo da Microbiota da Pele e Cavidade Oral Da Tilapia

LIMA JUNIOR, EM; BANDEIRA, TJPG ; MIRANDA, MJB; FERREIRA, GE;
PARENTE, EA; PICCOLO, NS & MORAES FILHO, MO. Characterization of the
microbiota of the skin and oral cavity of Oreochromis niloticus. Caracterizacéo
da microbiota da pele e cavidade oral de Oreochromis niloticus doi:
10.12662/2317-3076. Journal of Health & Biological Sciences, v. 4, n. 3, p.
193-197, 2016.
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ABSTRACT

Introduction: Fish are usually exposed to higher microbial loads than animals in land or air.
Microflora profile in fish raising ponds i1z constituted predomnantly by gram negative
species. This flora contains mostly Fseudomomas spp., Aeromonas spp., Shewanella
putrefasciens, Acinefobacter spp.. and Moraxella spp. The objective of this study is to analyse
the oral cavity, skin and subcutanecus tissue microflora on the Mile Tilapia (Oreschromis
niloticus), commercially raised in net pons at Castanho, in Jaguanba, state of Ceara, Brazil.
Methods: this is an observational, quantitative_ tramsverse study, performed by the Fesearch
and Medication Development Nucleus of the the Federal University of Ceara and LabPastenr.
20 specimens of Nile Tilapia (Oreochromis niloticus) weighting approximately 1,000 grams
each had their oral and skin micreflora cultivated m sheep blood agar plate (BAF) and
chromID® CPS® plates (CPS) and were analyzed. All colonies with distinet morphological
characteristics were selected, and re-isolated.

Results: 113 microorganisms were isolated within the CPS and BAP plates. Table I shows
the frequency of microorganisms, relating that gram-negatives are the most prevalent. Gram-
positive Globicatelln, Streptococcus and Enterococcus were alse found. Pseudomonas
aeruginesa and Enterobacteriacae were isolated in all study plates. Gram-positive
Enferococcus faecalis was prevalent in 70 and 60% of the skin and oral samples, respectively.
Conclusion: The absence of disease in the fishes” samples and the UFC"s values found in this

study characterize microflora and not an infections process.

Key words : Microflora. Nile tilapia, Oreochromis milaficns. Fish Farming in Brazil.
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INTRODUCTION

Fish farming was ongmated 2500 years ago im China, being introduced in Brazil in
the 1930°s. Our country presents several extremely favorable conditions for fish production in
large scale, such as large temitorial extent, tropical climate, and extense river basins

Currently, there is an increase in fish farming production in Brazil, which represented
82.3% of the continent production m 2010. Also there was a 6% increase m 2009 in relation
to 2007, mostly due to new govemment mcentives and public policies developed by the
Ministry of Agniculture and Fishing. Nile tilapia (Crecchromis nileficus) commercial culture
has increased 105% between the years 2003 and 2009, being currently considered the species
in largest commercial production in Brazil 2

Nile tilapia (Oreochromis niloficus) is native to Affica and Minor Asia, and
predominantly found in warm waters (20 to 30 degrees). This species was introduced in
Brazil oniginally by a governmental program of the National Department of Measures Against
Draughts (DNOCS) in the Northeast of the country, in 1971. There was a very modest
production imatially, probably due to the lack of know-how regarding standardized raising
methods. *

This species” characteristical msticity is compounded by a high rate of proliferation,
domesticity, and precociousness, while having very hittle susceptibility to parasific allments
and upon commercialization of the carcass, being easily filleted, yielding a most palatable
white meat, where microbione are practically absent

Currently, the most frequently methed used for fish farming is an intensive method
when a high density of amimals is placed on net pens, which allows water exchange from the
pen to the larger body of water, and vice versa, and the fish are nounished appropnately with
the weight gain plan. This method is very effective and its relatively low cost 15 the main

advantage. However, as a disadvantage, there 1s always the nisk of evasion from the pens, and
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the difficulty in recovering them, as well the need for a progressive changing diet, as regquired
to allow the evolution and growth of this species 3*

These fish are naturally exposed to a very large microbial load in this environment,
proportionally mmch more than animals in air or land. As this exposure to the water most
certainly will affect upper gastrointestinal flora, some authors bring about the hypothesis that
this will influence the microflora of the entire intestine, and feeding will also eventually
mfluence these animals’ microflora during all stages of their development in captive life %7

Acqueous vertebrates live in a highly favorable environment for the development of
several microorganisms, which represent a large environmental challenge for the immmme
system with possible development of several diseases in these animals. Main enfrance sites
for pathogenic microorganism in fish are the skin_ gills and gastrointestinal tract.

According to Molinan et al (2003}, microflora in fish farming is mainly constituted by
gram negative bacterial In his stody, he compared and evaluated microflora diversity in
different systems for Nile tilapia raising (1-brick pen with commercial feed, 2-soil pen with
commercial feed and 3-soil pen with orgamic ferfilizers. Enterobacteriaceae (45 samples),
Micrococcaceae (87 sample), Psendomonadaceae (65 sample) e Vibnonaceae (115 samples)
were foumd Bacterial population was mmch higher in the soil pen with organic fertilizers
(P=0,03), followed by the brick pen with commercial feed, and then soil pen with commercial
feed (P<0,01)

Fish microflora is mamly constituted by Pseudomonas spp., Aeromonas spp., Shewanella
putrefasciens, Acinetobacter spp. and Moravella spp..g

Alvarez and Agurto (2000), had shown on their study ( 1999-2000) of the microflora
of wild tilapia raised in central Venezuela that in this microflora there were predominantly the
genders Aeremonas, Plesiomonas and members of the Enterobacteniaceae family, and with

nmmch smaller proportions, Psendomonas spp. and Vibno spp. Within deromonas gender, 4.
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caviae, A. Hydrophila subspecies anaerogenes, A. hydrophila subspecies hydrophila, A.
schubertii, 4. sobria and A. veronii were identified **

With this previous knowledge, the objective of this study is to analyse the oral cavity,
skin and subcutaneous fissue microflora on Nile Tilapia (Oreochromis  niloficus)
commercially raised in net pens at Castanhfo, in Jaguariba, state of Ceara, Brazil and to
compare the results with the literature and to define if the microflora usually present in these

ammals as to which can be considered normal our mfections.

MATERIAL AND METHODS

This study was developed at the Reseach and Medication Development Nucleus of the
Federal University of Ceara (Nicleo de Pesquisa e Desenvolvimento de Medicamentos —
WNPDM ), and at the Clinical Pathology Department of LabPasteur (Certified by the Brazilian

Society of Clinical Pathology and Laboratory Medicine).

20 ten month old Nile tilapia (Oreochromis niloticus) animals with approximately
1,000 grams each were obtained from net pens at Castanhio Dam_ These fish are raised on a
23 fish/ 2 cubic meter density.

These ammals were retneved from net pens and immediately placed mdmidually n
sterile plastic bags which were sealed and immersed in ice at 0 degrees centigrades. Upon
armival in the lab, they were placed on stainless steel tables with sinks, previously cleaned
with 70% ethanol.

From each filapia (Orecchomis miloticus) skin sample, a 1.5 x 1.5 cm fragment was
obtained With stenile techmique, this fragment was seeded by mprnting both sides in BAP
and CP5 (Biomenieux®). Another fragment of the same skin sample was transferred to an

empty sterile Petni dish, to which was added 1ml stenle saline solution. Using a scalpel, this
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fragment was shredded in several pieces and mixed with the saline solution wmtil a cloudy
aspect was obtained. From this “solution”, 0.01 ml was mstlled with a sterile pipette at the
extremuty of BAF and CPS plates and this material was then distributed with inoculation
loops in the entire plate within horizontal and vertical lines. The remaining material was then
transferred to a test tube with 3ml of Brain-Heart-Infusion (BHI). These plates and tubes were
then meubated at 35° C (+/- 1) for 24 hours. After this incubation time, the plates were
mspected quantitatively and qualitatively for colony forming umts (CFU).

For the counting of CFU's, 20 different (non inoculated) mile tilapia (Oreochromis
niloticus) skin samples were used These samples measured 1.5 x 1.5 cm with an average
weight of 0.19 gm. The number of colonies was multiplied by the dilution and divided by the
weight of the tissue in grams, thus finding the mumber of CFU"s / gram of tissne '

Colonies with morphologically distinct characteristics were selected in BAP's and
CP5's plates and re-isolated. Pure colonies were then obtained from selective culture media
and then submitted to identification via Gram staining and Vitek? (Biomerieux®)

This stody statistical analysis is only the descriptive analysis of the collected data.
This stody design was previcusly submutted to the Ethical Research Review Board and
approved under mumber 482016 by the Federal University of Ceara Ethical Committee in
Ammal Studies.

To determine if the amount of CFU"s were to be considered “normal”™ or infectious
mucroflora, the results were confronted with the norms of the ANVISA (Agéncia Nacional de
Vigildncia Sanitina = Wational Sanitary Surveillance Agency) manual (ANVISA, 2013)
which dictate that tissue infection is to be recognized when there are more than 100,000

CFU’s units per gram of tissue "'
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RESULTS

The isolates obtamed from BAP and CPS plates, as shown in Tables, 1, 2 and 3. All
20 samples yielded bactenial growth upon 48 hours of incubation. 9 different bactenal species
and Enterobactenaceae fammly groups were identified on selective culture media (table 1)
Gram negative microorganisms are the most prevalent as gram positive bacteria are
represented only by the Globicatella, Streptococcus and Engerococcus genders.

Psendomonas aeruginosa and Enterobacteriaceae family genders were found m all 40
oral and skin samples, yielding a 100% prevalence (Table 1). When compounded, the
Aeromonas gender (4. hydrophyla, A. sobria and A veronii) prevalence is higher than P.
aerugingsa and the Enterobacteriacese family. When considering gram-positive bacteria,
Enterococcus faecalis ocourred in 70 and 60% of skin and oral cavity samples respectively.
In the case of Aeromonas gender species, A. sobria was 25% more frequent than the other two
species (4. hydrophila e A. veronii).

Tables 2 and 3 demonstrate the CFU"s count per sample and per gram of cultivated
tissue. Fseudomonas geruginosa, Aeromonas sobria and Enterobacteriacae family species
were 1solated most frequently, in decreasing order.

Cantitatively, as shown in Tables 2 and 3, P. aeruginosa, besides being isolated in all
samples, also yielded the highest mumber of isolated CFU"s, 637 (53,6%) in skin samples and
739 CFU's (58,5%) n oral samples. In relation to the Enterobactenaceae family, despite
being present in 100% of the 20 plates, quantitatively showed a lower number of CFU"s than

the deromonas family, which in Tables 2 and 3, comes in second place.

DISCUSSION
In this study, gram-negative bacteria are predominant in relation to gram-positive, and

the most frequent gram negative species 15 P. asroginosa, as other authors have already
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shown (Santos, 1981). Aeromonas gender were the most frequent, isclating Aeromonas
sobria, Aevomonas hydrophila e Aeromonas veronii, which represent 17, 8 and 1% of skin
samples, and 16, 9 and 1% of oral samples, respectively. This is also similar to what Santos
has previously presented, which showed that fresh water fish microflora, in several coumtries,
was composed of a higher frequency of gram negative species, and also that microflora is
usually composed by deromonas spp., Acinetobacter spp., Micrococous spp., Pseudomonas
spp. and some coliform species.

Rodrigues et al. (2007) using different sellective culture media for Nile tilapia
samples had obtained four different bacteria gender. In 420 plates, they observed these species
as follows: deromenas spp. 286 (68,1%), Fibrio spp. 69 (16.4%), Enterobacteriaceae 31
(12.2%) and Preudomonas spp. 14 (3.3%). When compared to this study, except for the
Vibrio spp, we obtained. in our study, similar results.'*

Globicatella gender was present in 6 (30%) skin samples and m 4 (20%) oral cavity
samples. Swprisingly, in a PubMed survey, only 13 articles were found to mention
Globicatella anguinis, and of these, 10 were associated with human diseases and only 3 in

- I ﬂiﬂ ] mliﬂl }15.1’5.1?

CONCLUSION

When considenng absence of infections sinals in the fishes and a load less than 100,000
CFU’s as standardized for the National Samitary Surveillance Agency - ANVISA (Agencia
Nacional de Vigilancia Sanitaria), we conclude that the CFU's values found in this study

consist normal, non-infections, microflora.
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Table 1. Microorganism iselation proportion in 20 oral and skin Mile tilapia (Creochromis

nilaficus), collected at Castanhfio Diam Fortaleza, Ceara, Brazil, in November 2015

MicTorganisms Skin Samples (20) Oral Cavity Samples (20)
n{¥a) N (%)

Fseudomonas asruginosa 20 (100 20 (1000

Enterobacteriaceas 20 (100 19 (93)

Aeromonas sobria 17 (83 16 (800

Aeromonas hydrophila 8 (40) 9(43)

Enterococeus fascalis 14 (7 12 (60}

Globicatella sanguinis 6 (300 420

Aeromonas veronii 1(3) 1(3)

Streptococcus uberis 1(3) 2010

Candida parapsilosis 1(3) 1(3)

Streptococcus suis 1(5) 1(3)

Total 89 73
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Table 2. Colonies distnbution in 20 Nile Tilapia (Qreochromis niloticus) skin samples collected in net pens at Castanhdo Dam Fortaleza, Ceard,

Brazl, in November 20135.

CFUs /sample CFUsig

tissue

Isolates Al |A2 (A3 | A4 | AS | A6 | AT | AR | AD | AlO | ALl | A12 | A13 | Al4 | Al5 | AlS | AlT | A18 | Al9 | A20 | Total
P. geruginosa 50 58 [ 30| 1B |15 |21 |45 |22 | 36| 28 45 31 35 37 27 48 45 12 15 19 637 16,76
A sobria 0 0 |15 | 1512|106 | 5 |16 23| & o |12 | 0 S |20 | 8 | 18 | 14 | O 187 402
Enterobacteriaceae | 14 1 4 4 1 8 23 (12 | 10 ] 8 1] 12 12 23 18 F] 10 8 0 185 487
A kydraphila 10 12 ] ] 1] 0 0 20 1] ] 0 L] ] 19 ] o LI} 0 8 i pivt] 134
E. faecalis ] ] [1] [1] [1] [1] 3 [ 4 5 [ 5 4 3 2 2 [] [ [ 4 62 1,63
. samguinis 2 2 3 3 1 2 0 [1] [1] i [1] [1] ] [1] i [i] [] 0 [1] [1] 13 0,34
A veromii ] ] [1] [1] [1] [1] 0 [i] [1] ] [i] [1] ] [1] ] [i] [1] 0 [1] B [] 0,21
& uberis ] ] 1] 1] 1] 0 0 0 1] ] 0 1] 3 2 ] o LI} 0 1] 0 5 0,13
C. parapsiless ] 2 ] ] 1] 0 0 0 1] ] 0 1] ] 0 ] o LI} 0 ] 0 2 0,05
& suiv ] ] [1] [1] [1] [1] 0 [i] [1] ] [i] [1] 1 [1] ] [i] [1] 0 [1] [1] 1 0,03
Total T6 75|52 | 4020 ) 41 | TT | 65| T2 ] 61 a7 445 (2] 73 57 s a7 46 45 45 1189

Colony Forming Units { CFUs ).



Table 3. Colonies distribution in 20 Nile Tilapia (Oreochromis niloficus) oral samples collected in net pens at Castanhio Dam, Fortaleza, Ceard,
Brazl, in November 20135.

CFU’s /sample CFUsfg
tissue

Isolates Al |A2 |A3 |A4 [AS |AG | AT |AE | AD | AID [ AII | A1Z | A3 | Al4 | ALS | Al6 | A17 | AL | A1D | AZ0 | Totml
FPrewdomonas aeruginosa | B0 |68 |61 |74 |36 |36 |27 |36 |36 |25 27 n EH] 27 2w (32 1B M4 (27 |22 750 1097
Enterobacteriscess 3 | |5 |5 [+ |6 |25 Jo {17 Jw [23 [2 Jus J15 {13 |21 [& |26 [15 |@ 03| AT
Aeromonas sobria ] B 8 17 (11 |8 5 11 1 |8 ] 14 21 B 18 g 9 12 176 4,63
Enterococcus frecalis ] [] [1] ] [] [1] 1] 5 2 7 [1] 2 B 2 [] 4 6 [ [] [] &0 1,58
Aseromonas kydrophila | 2 16 (0 ] [] [1] 1] 11 |5 1] [1] ] i 1] [1] 0 1] [1] [1] 12 54 142
Globicatella sanguinis 2 3 1 2 ] 1] 1] ] 1] 1] 1] ] o 1] 1] ] o o L] ] 8 0,21
Aeromonas veronil U] 0 1] U] 0 1] o o 1] o o ] o o 1] ] o o LY B g 0,21
Streplococcus uberis 0 [} [1] 0 [} [1] 3 o [1] 1] [1] [] 3 1] [1] [] o [ [} [} & 0,16
Candida parapsilosiz ] 2 [1] ] [] [1] 1] ] [1] 1] [1] 0 0 1] [1] 0 1] [1] [1] [] 2 0,05
Straptococens sl ] o 1] ] o 1] 1] 0 1] 1] 1] /] 2 1] 1] 0 o o L] o 2 0,05
Total B7 |® |75 |B® (57 |53 |43 |57 |71 | A2 M (34 75 &7 56 |75 40 75 [ 1208

Colony Forming Units { CFUs ).
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4.2. Analise Histoldgica e de Propriedades Tensiométricas da Pele de Tilapia
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Artigo Original

Avaliaciao microscopica, estudo histoquimico e analise de
propriedades tensiometricas da pele de tilapia do Nilo

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

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

Ana Pauka Megreiros Munes Abes, Maria Elisa Quezado LiTn‘i'u'de.hm'minErnrdnﬂrlnsF\errti:]iiinq Faulo Goberlanic d= Barros Sika,
Wictor Finheirg Feitosa, Edmar Macdel Lima Jinior Marcelo jos2 Borges de Miranda Manoed Odorico de Moraes Filho

RESUMO

Objetive: Carecterizer 2 pele de tldpia do Nio, uma possivel fonte de bicmatenal para eneeriz, 2 partr de sues carecterftice fics (ressinga 2 tregac),
histomoriokgicas e da tipificacio da composicao do colfgenc. Métodos: Amcstrs de pele de tilipia do Milo forem utilzada e, pars o= testes de tragao (-
zand 2 miquina de encaios universais nsiron®}, s peles foram submetides A imers3c em solughes de gicenc| em crescente concentragao. Perte das amastras
foi fada em formal neuire a | 0%, processada e corada com o ueo da hematoxling e da eosing, pare confeccio de Bmine e postenor andise histoligia e
histogquimica. Todas s etapas foram reproduzides tembém em pele humana, doada de drurgias plisicas, pars efisito comparetvo. Resuliados: A morfologs
da pele da tlipia mostrou-se semekhanie 4 dz pede humanz, com derme profianda formada. por espessas fbres coligeras organzadas, em disposigic parzlels/
herizontal & transversalvertical. A pele de tlépia tembém apreseniou maior composicao por ooldgeno tipo | em relagio A pele humana (p=0,013). Mos testes
de tragac, 2 @rge média suportzda pela pele de tildpiz ol de 43.9+£26,2 MW, enquanto 3 extensie 4 ragio teve valores médios de 4.4+ |, (45 on Condhuso:
A pele de tikipia posas caradberiticas micosodpicas semelhantes § esuturz morizligoa dz pele humana e elevada resitinga e extensas Atracso em quetra, o
que suports 5 possivel aplicaco oome biomatenial. A derme desta pele & composta por feles orpenizados de fibres de colfgeno denso, predominantemente
do tipo |, o gue traz considerdvel importanaa pars seu uso dinico.

DESCRITORES: Maena: Booompatives. Coligeno. Tilipia.

ABSTRACT

Objectives To charectenze the Mile tlzpia skan, & possitle scurce of biomaterial for grafing, from thedr physical frersile strength) and histomorphological char-
acteristics, and fom collagen dassiication. Methods: Samples of Mk Hapiz san were used and, for microtersile tests by Instron® universal testing maching),
were subjecied to immerson in ghyoenol soluticns of inoreasing concentration. Part of the samples was fieed in neutral formalin | 0%, prooessed and prepared
LERNE routine stEining with hematogtin and ecsin into tEmwe sides, for further hisclogical and histochemical analyse. Al steps were ako pleyed in buman shin,
donated by plastic surpenies, for comparative efiecs. Results: The momphology of Mie tlapiz sin presented similariies with humazn skin, showing the deep
dermis formed bry thick crganized collagen fibers, on paralelhormontal and transversal vertical arrangement. The tlzpia skin ako presented a larper compesition
of type | collagen, compared with human skin (p=00013). On tracticn s, the load average supporied by tapia shin wes 43.9£26.2 N, while the tradtion
extensie had mean values of 444+ | 045am. Condusiene The tlapia %in has microecopic charadienstics, similar to the momphologial structure of human
skin, and high resistance and tensle exdersion at break, which supports its posible applicsion & biomatena. The dermis of this skin s composed by organized
bundies of dense colagen fibers, predominantty type | ones, which brings considerzbie importance for its dinicl e

RESUMEM

Objetive: Caracterizar |2 piel de tilkpia del Nio, unz posible fuente de biomateriales para injertos, 2 partir de sus caracteniticas feices (redistenda a la traoodn),
histomoriokdgion y composicdn de oolipenc. Métodos: Se utiizaron muestras de piel de tapia del Nilo parz encayos de traooadn (uliizanda la miquina univer-
=2l de ereayos Instron®), las pieles fueron remojadas en glicenol en oresdente aumento de ke concentracdn. Parte de les muestras se fid en [ 0% de formdine
neutra, procesada y se tind con hematoaling y eceinz, para la bAceodn de cortes ¥ el andlise histolgioo e inmunchistoguimics subsizuiente. Todos los pascs
también s= produjeron en B piel hurmana, donada de drugla plistc, pare efechos comparatiecs. Resubados: L2 morfologz de |2 piel de tlapia era amiar 2
b de la piel humana, con dermis profunda formadee por fibra de colfgeno gruesss colocadas en dipasicitn parzlela [ horizontal y leeral [ vertical L pel de
tilapia tarmisén tenl una comporsicion meds ahta de coligena tipo | en relaodn a la piel humana (=001 ). Los enszyos de treoddn en la @rge media por 3 piel
tilapia fue 43,9+ 26,2 N, mientrs que |2 extersidn 2 |a tractn tenl valores promedio de 4,4+ | 045 on Conduwsidne La piel de tilbpia tiene craceristic:
microsodipices smilares a estructurs morficldgica de B piel humana y de alia resistenda 2 e tracdén y | extensidn a & notur, que apoya su posible apliaodn
come biomaena. La denmis de esia piel estd compuesta por haces orpanizadeos por fibres de ooligeno densas, predominaniemente de o |, que aponz una
conaderable importznaa para &l uso dinico.

PALABRAS CLAVE: Materizles Biooompatioles. Coligeno. Tilapia.
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Ahvms AFHM et ol

INTRODUGCAD

A queimadura & uma das maiones agressies QUE © Nos OrFa-
nizmo pode sofrer Ba varia desde uma simples insolacdo, queima-
dura de primeiro graw, abé a destruico total da pele (epidermme e
derme) & dos tedidos adjacentes, coma nas queimaduras de tenceiro
Frau, causadas pelo chogue elétrico. A maiona da populacio atngida
pelas queimaduras & de baia renda e 97% néo tem nenhum planc
de salde'.

IMas lesbes de I° e de 3° graus, com grande superficie corporal
(S0 atngda, o tratamento & feito por uma eguipe imerdsdpinar.
O pagente fica imternado em um centmo de tretamento de queima-
dos. O tratarnento dinico inclul reposicao hidricz adequada, através
de urre veid de grande calibre, controle da diurese (por meio de
sonda vesal), suporte enteral (via sonda nasopsstrica ou enterel),
pera evitar 2 hemomega digestive & a trarslecaciio bacteriana, boa
anaigesia hordriz e, em alguns @sos, antbicticoterapia. O tratzmen-
1o andrgico val desde os ourativos, passando pels escarctomia e pela
fasciotormia, pelos desbridamentos, pelas amputagbes, pelos ermer-
o6, pelos retalhos fsoooutinecs, até os retalhos vres™.

Em noszo paiz, em todos o= centros de tretamenio de queima-
dors da rede pdblica, termos a seguinte condwta, em relagiio aos cura-
tvos: nas queimaduras de segundo grau, é realimdo daramente o
banho com diorecddine a 2% e o curativo € fefio com o antimicro-
bizno tépico suliadiazina de prata a 1%, até a completa reparagio da
les30 (17 grau superfidal em tomo de |2 dias e profundo entre 21
e 15 dias); nas lesbes de tenceiro grau, £ realzado o desbrdarmento
do tecido necréios em vdrias etapas (desbridarmento sequeniial),
feito o qurativo com suliadiaring de prata a 1'%, até a preparacio do
leito diz ferida para a enwertia.

Ma rede privada, em nosso pals, este cendrio se modifica e,
dependendo do tipo de comanio ou das condigDes financeiras do
peciente, =50 usados curativos biossinbsticos e peles antifidaks, todos
importados e de elevado custo. Ma Eunopa e nos Estados Unidos da
América, sao utiizadas, nestas kestes de 17 e de 3° g, peles ho-
milioges (pelos indrmernos banoos de pele), peles hetendiogas, cura-
thos biossintétcos e derme artifical, para melhor sobrevida e boa
requperacac fundonal. Infelizmente, em um pals com as dimensbes
do Brasil, ®mos apenas emn funcionermente dois bancos de pele,
s=ndo umn em 550 Paulo (Hospital das Clinicas) e o outro em Porto
Alegre (Gamtz Casa de Misericdndiz), una vez que o dnico banoo do
Mordeste, localizado em Radie (Instituto de Medicing Integral Pro-
feszor Femando Fgueia — IMIF), encontra-se desativado?.

Estamos muito distamtes de ter o substitute outéneo tempord-
rio ideal. Alguns curativos hetendlogos jd foram testados e u=mdos
erm noso pals, porém abandonados ao longo do tempa, seja pelo
eevado osto de importacio, como a pele pordna, ou pela fala
de estudos centificos, como a pele de i ou pela trarsmissso de
doengas animak, que todos podern cusar, a nao ser quando a pele
& irradiada, aumentandco of custos®.

Teddos bickigicos de orgemn animal, como 2 pele de poroo, a
pele de ra, o pericdrdic boving e a camada submucosa de intest-

no de poroo, tém sido ublizados em curatives odusivos biokiegioos
[hetercenxertos), nas lesbes por queimaduras*®.

Entretanto, para a iberacio e a utiizagdo desses materais, eles
devem ser submetidos a rigorosos protocolos, para a dentificagao
da sua real contribuicio, eficica e biocompatibifidade'™.

A pele da tildpia do Mo suge como um possivel subprodu-
1o, com aphicabilidade dinica de noves biomaterias utiizdvess par a
bioengenharia. A tildpia do Mi (Oreochromis nilaticus), pertencente
# farmilia dos cdidecs, & origindriz da baciz do i Milo, no Leste da
Aica, encontrendo-se amplamente disseminada nas regites tropi-
ais & sulstropicais. Mo Ceard, a pedouliura da tlpa encontra-se di-
do Estado, sendo o aqude Castanhdo, localzado nos runicipics de
Jaguariara, Alto Samto, |aguaribe e |aguaretama. seu principel pro-
dutor. A pele deste peixe & um produto nobre e de dta quakidade,
pois possui resisténca peculiar, courn'! . Entretanto, nao exdstern es-
tudos gue evidendemn sua resisiinga como pele nao submetida ao
curtimento.

Estudos histoldgicos da pele da tikpia demonstraram uma ep-
derme revestida por um epitdic pavimeniose estratiicado, seguido
de extensas camadas de coldgeno'?. O colipeno confipura-se como
um dos principais componentes dos biomaterias, devido 3 sus @-
racteristica de orientar & de definir 2 maioria dos teddos", akm de
possiilitar bicdegradabilidade e biocompatibiidade, que favorecem
a ua aplicagso'. Desta forma, o detahamento da quantidade e o
tipo de coligeno presente configuram-se como formas de @race-
rizagio de biomateriak.

A erstura reporta pouccs trabalhos em que a pele de tikipa
fioi submetida ap processo de qurimento pare confecgso de vas e
de vestimentzs. Testes mecinicos de tracionamento sio desaritos,
conferind 0 aproveitamento deste materal, apesar da sua delgads
espassura para este fim''. Mo entanto, ainda nao exisiern trabalhos
publimdos scbre a possibilidade de utilzacdo desta pele como bio-
matenal, para recobrimento de feridas na pele hurmana por ques-
rradura.

Dresma forma, esse estudo objetivou a caracterizacso da pele de
tldpia do Miko, 2 partir de suss caracteristicas histomorioldgicas, tipi-
ficagio do coligeno e caradterfsticas fizicas (resist@nciz 3 tragio) O
método de processamento, de desconarminago e de esenlragdo
da pele da tildpa e sua aplicacio em gueimaduras e fendas foi regiz-
trade no Institwio Macdonal da Propriedade Industrizl (IMPT) com o
ndrnerc BR1020 150214359,

METODO

Amostras de pele de tildpa do Milo {Oreochromis nilaticus) (n=7)
forarmn oibtidas stravés da piscicuiture do Castanhio (Jagusribars-CE).
Ok peioes 550 qultivados em tanque de rede, com peso entre 800 e
1000 g Eles foram insensibilizados por chogque témico (@bas 5o-
térmnicas com gelo moido e &gua [1:17), para. emn seguida. realizar-se
2 =angria. As peles foram removidas oom wna turquesa (ferrameenta)
e submetidas 4 lavagemn com dgus comente. para remocac de qual-
guer resquico de sangue e de outras impurezs. Postenomente,
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fioram colocadas em solugio feckéeica MaCl a 0.9% estéril (previa-
mente resfriada a 4°C) para a limpeza final. As peles para oo testes de
microtracio foram submetidas 3 um proceso de estenlizacio, que
consta de duas etapas de imersao em dorexiding por 30 minuio:s
e trés etzpas de imersio no gicercl (30%, 73%, 100%). As peles
utilizadas para andlse histoldgia e histoquimica foram amnazenadas
ermn solugo de formol armponado a 10%.

Adidonaimente, amostras de pele humara de desarte, oriun-
das de drurgias estéticas, foram amazenadas em solucao de formol
tamponado a | 0% para andlse histoldgica e histoguimica. Paralela-
merte, outras anostras forem submetidas acs testes de microtra-
a0 e paszaram pelas mesmas efapas de esterilizacio que a pele da
tilfpia. Destaca-se, ainda, que estas peles humanas foram utilizadas
apenas em laboratSnio, ndo sendo realzada nenhurma intervengio
terEpAUtica Nas Mesmas.

Andlise Histoldgica

Apés o periodo de facio, as amostras foram andi:daz ma-
qoscopicamente e Chadas pare remoCio de teados musauler e
adiposo excedentes. Em semuida, o fragmentos forem processados
em processador automaticn de tecdos (Lupe®), induidos emn para-
fina fundida a SB°C e secconados em micnitomo semiautomsdtios
Leica®, com cortes de 4 um de espessura. As lminas histoldeicas
fioram corada:z com hematodiing-ecsina™ e analizadas com o awdho
de microscdpio Gptico.

Andlise Histogquimica

‘Cortes de um foram dispostos em l@minas de vidno e despara-
finizadas em estufa a 40°C por 3h, seguidos de trés banhos de kol
{3 minutos cadz). Apde reidratagao em séne deqescente de dicoal,
&5 Mrninas forem incubadas em solugSo de picrosinus red (5o Tek®)
por 30 minutcs e lvadas rapidamente emn dos banhos de dodo
doridrice 5%, contracorados com hematowiling de Harris por 43
segundos e montadas oom Enhtellan®. As Bmines foram anaksadas
em midqoscdpio de hz polariada (Leica® modelo DM 2000), o
que pemite visualzar o colégeno tipo | (maduro), com colorago
vermelho-alaranjada, & o colipeno tipo [l (maturc), com oor verde.

Fara quanitficagso dos diferentes tipos de coldgenc, sek ampos
ern urn aurmento de 200w foram fotografados com wso de cimern
DFC 295, acoplada ac Microscépio Leica® DM 2000. As fiotomicro-
grafias foram avaliadas pelo softwore de andlize de irmegem Image [®
(RSB), apés calbracio das imagens pelo comando Color Thershold
(Irmage = Adjust = Color Thersold) na fungio RGB, pera as cores
Vermeheo (Minimo de 7| e M&dmao de 253), Verde (Minmo de 0 e
Maximo de 6%) e Azul (Minimo de 0 & Mdmao de 92).

Cepois da calibracio, & imagens fiorem convertidas para a escala
de cor de B-bits (Image = Type = 8-bit), binarimdas (Process =
Binary > Make Binary) e fioi mersurada a porcentagemn de drea de
ooddgenc marcada em vermmelhe (Analyse = Analyse Fartcles). Apds
a polarizagio de luz, o mesmao protoosio fioi realizado, austando-se
a5 cores na fungso RGE para Verrmelho (Minimo de 0 e Médmo de
253), Verde (Minimo de 0 e Médmo de 255) e Azul (Minimo de 0
e Miximo de 37

Apds guste, as imagens foram comvertidas pare a escla de cor
de B-bitz (Image = Type > 8-bit), bnarzadas (Process = Binary =
Mzke Binary), e foi menswrada a porcentzgem de drea de coldgenc
mercada em amareic-avermelhado (oomespondente ao coligenc
tipo [). Em seguida, do total da dres marcada em vermelho, foi se-
parado wn percentusl da regido coupada somente pela marcago
amarek-avermethadza. A drea verde-esbranguicada, relatva ao oo-
ligeno tipo Il fioi obtida pela subtracie da regac total marnmada em
vermeho e o percentual mer@do uniamente pela cor amarelo-
avermethada’.

O dados foram submetidos ao teste de nommalidade de Kolmo-
Eorov-Smimoy & comparados por meio do teste t de Student [nivel
de sgrificAncia: 5%, dados pararnéinioos descritos na forma: msdia
+ ermc-padrao da média (EPM]].

Testes de Tracao

Cr= ensaos de tragio foram realzados no equiparmento Instron®
3345 com oflula de carga de S0, no médule de tragio, utiizando-
52 Farras de agso mecinica em cunha (Fgura 1),

Toda: as amostras (pele de tildpia e humana) foram reidrata-
das com sohucio fsickigica MaCl 0.9% (3 lavagens de 3 minutos)
e cortadas, obtendo-se 26 corpos de prova de formate retangu-
lar, medindo 10,0 2,0 am, sendo 17 da pele da tilfpia e nove de
pele humana. Em seguida, foram reslizades cortes adiconaiz, a fim
de proporoionar-hes umna conformacio de anpulheta, cujo centro

Figura 1 - Corpo de prova de pele de tilapia montsdo em Single
Codumin Universal Testing Systems for Capadty Testing up to 5 kN
Instrond® 3345, no modulo de tregso.
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apresentava |0 an de largura (Figura 2). No momento do teste, a
espessura de cada corpo de prova foi aferida, referente 2 regido do
centro da amputheta, utiizando-se um paguimetro digital Mitutoyo®.
Em cada enszio, um corpo de prova foi posidonado entre as garmas
€, com o uso do software Blushil 22, foram mensuradas a carge mdn-
ma obsenvada (N). a d=formac3o 3 tragso em midamo de cargz (%), 2
carga em quebra (N) e o esforgo 3 tragio em quebra (Njmm?), aém da
extens3o 3 trac3o em m&imo de carga (om). Todos o5 ensaios foram
realzados com uma veloddade de deslocamento de 5 mmymin.

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

RESULTADOS

Andlise Histolégica
Pele de tilapia

A andlise microscépica da pele de tidpia demonstrou 2 epider-
dversos trechos, por poucas camadas celulares. As céiulas basas apre-
sentavam morfologia colunar e as espinhosas, poligonais com nidecs
ovak. Foram cbservadas células mucosas dispersas (Fgura 3A)L

A derme superiical era composta por teado conjuntivo frowe,
permeado por vasos sanguineos de calibres vaniados, com fibras co-
Egenas paralelas e finas, 2¥m de melandforos subepitelais e mela-
nofagos depersos (Fgura 3A). Na derme profundz, observaram-se
espessas floras coligenas organizadas, compactadas, em dsposicio
paralelhorizontal & transversalvertical, perpendiculares 3 superfice
da pele (Fgura 38).

Aclmulos de adipdaitos tipicos e feixes nervosos foram eviden-
ciados na hipoderme (Fgura 3C).

Pele humana

Fragmentos de pele humana foram analisados sob microscopia
Gtica. que revelou um revestimento de epélio pavimentoso estra-
tificado hiperortoparagueratinzado, com trechos de atrofia, sob o
qual s visualizava tecido conjuntivo fioroso, com aumentada ativida-
de colagénica, céulzs nflamatdrias menonudkeares dispersas e vasos
sanguinecs, por vezes, diatados (Figura 3D).

Na derme superfical & na profunda, haviz teddo conjuntivo §-
broso denso nao modelado, com as fibras coldgenas dispostas em
diferentes direcbes (Fgura 3E).

Figura 3 - Fotomicrografia depeiedeﬂqn(A.leOepde'“
melanéforos

subepitefiais (seta azul) (HE, 100x); B. Derme

nas paralelas (fp) na derme profunda e trecho de hipod

@oqﬂhmwmmmmzmzmem

hiperorceratinzado
colagenas em diferentes diregoes (HE, 400x).

(DeE).A.'r" (seta {ha) e derme superficial (seta verde) com
fibras colag is (ft) (HE, 2000); C Fbras colage-
de adipocitos (HE, MLD JEpndno* pnuml_ .enmuﬁudok ’.ﬁbms
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Andlise Histoguimica

Foi corsiderado, para esta andlse, o coligeno da derme pro-
funda da pele da tildpa, visto que. na demme superficial, o tecido
conjuntivo era disposto frouxamente com poucas fibres coligenas.
Cormno na pele hurmana n&o fiol visuaizads esta diferenca, pois anto a
derme superfical como a profunda apresentavam teddo conjuntivo
fioroso denso, o coligeno analisado pertencia &s duas regides.

Oz fragrmentos avaliados da pele da tildpia e da humana re-
velararn extensa drea preenchida por coligeno, representando
91.6x1,1% (méda+EPM) e 71,3£2.6% [media+EPM). respec-
tivarnente (p<0,001]) (Figua 44). A andise quantitatha do coldge-
no demonstrou que, na pele de tildpia, houwve maior pencentusl
de drea preenchida por coligeno tipo | (madwo) (drea marcada
em larangfvermetho) [52.2+3,0% (média= EPM]], do que o ob-
=rvado na pele humana, na qual 2 &rea ooupada por este tipo
de coligenc fiol 39.2+7 4% (média=EPM). revelando diferenga
estatistica entre os grupos (p=0.013) (Feuras 4B e 3). Por outro
lado, o percentual de ooldgeno tipo Il (imaturo) (&rea mancada
em armarelofverde] mostrou-se sgniicathamente supenior na pele
hurrana [50,8+2.4% (médiz+EPM]] em relagio 4 pele da tldpa
[47.8+3.0% (média+ EPM]] (p=0,015) {Figurs 4C e 5.

A razio entre a quantidade de coldgeno tipo |1l mostrou-se sg-
nificanternente aurnentada natilépia[l, 1210, 5 (méda+EPM]]. em
relacio ao encontrado na pele humana [0,65+0,06 (méda+ EFM])
(p=0.029) (Figurz D).

Testes de Tracao
Pele da tiltipia

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

Para a andlize de carga maxima (M), a2 qual avalia 2 carga que a
pele supora sem ooomer quebra, cbtiveram-se o valor raior de
34,013 M e o menor de 15,763 M. A média deste parimetro ficou
em 43,967+ 26,248 M (média=EPM). Com relacio 4 avaliagio da
exiensao 4 tragso em madximo de carga medida em centimetros
{crm), & pele da tldpia suportou uma deformacac gue vaniou entre
6,45 a 2,74 centimetros (miédia = 4,442+ 1,043 om). semn sofrer
quebra.

O teste de deformacio A tragiio em mdkma carga (%) resultou
em valores de 62,775% (mddma), de 25,208% (minimc) e média
de 42,529+ 10342 %.

A prova de carga em quebra (M) demonstrou ampla vania-
a0, visto gue of resulados da pele da tidpia cedlaram de um
valor o de 68,394 W até um minimo de 4,828 N (méda =
22727+ 5,673

O valores de esforge A tragdo em guebra (M/mmed) re-
sultzram em um mdxime de 11393 Mimm?® e minime de
0.7 Mimm® (méda = 496415236 Mimm®) (Tbelz 1)

| Aliw | B L o
5
A4 . Il
3E is
5 g a0 E%ﬁb—
38 Eg--w— =
G O
TS 8§ 2
o E -
i Tilapia ein Tiizpia Beie
o, w o
i - i =
SE [} = n‘.":L
3= . z
g.‘s = -}
= =
o ggn
H ¥
Tilapia Pele 'ﬁllkii.l Pk
Figura 4 - Avaliscio do | da &rea preenchida por colageno = os dif tipos de coligeno {1 = Il em tecido conjuntivo de tilipia =

humang. “p-<0L05, teste t de Student (media = EPM).
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Figura 5 - Puﬁldecolop‘odapdedeﬁmumeﬂ)epdelwm(CeD)sem(AeOem@eD) =
200x), “‘eﬁpoll(nrdeebumpn;odo)smprm:ohgelowolsm

azul: cblagenoq)ol.

TABELA1

de luz (P

Caracterfsticas das queimaduras em criangas internadas no CTQ do HMUE, Ananindeua, PA, nos anos de 2011 2 2014

Maximo

Minimo

Meédia

Coeficiente de Variagao
Dezvio Padrao

54,161
43,227
32,592
39,317
30,975
41,342
53,517
31,567
40,85
48,467
39,583
62,775
32,500
39,150
54,884
52,192
25,908
62,775
25,908
42,529
106,974
10,342

68,354

22,727
245,652
15,673

22,393
9,000
5,929
5,153
0,704
2,386
2,847
1.0m
1.407
3,183
1,326
4,248
3,794
4,186
6,407
9,633
0,791

22,393
0,704
4,963

27,423
5.236

Red,
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TABELA 2
Valores dos testes de resisténca a tragdo em pele humana realizados no equipamento Instron” 3345 Single Column
Universal Testing Systems for Capacity Testing up to 5 kN,

Deform

Mamimo de Carga
N}

Pele humana

MNowe armostras de pele humnana foram submetidas 4 avaliagao
de propriedades fisicas através de testes de tragio. Os mesmos pa-
rirmetros forarn avaliados, e os dados obtidos estio resumidos no
quadro acima (Tabela ).

A extencdo 4 tracio em quebrz medidz em cenimetros apre-
=niou média de 4,613 cm, vakor sermnelhante ap encontrado na
andlize da pele dz tilipia.

DHSCUSSAD

Soibre a andlize histolSgica, o= achados do presente estudo foram
semebhantes acs encontrados previamente na literatura, em gque fiol
descritn que 2 pele da tilipia é composta por epiderme representa-
da por epiélio pavirmentoso estratiicado, com célules basais albicas
ou dlindricas de nddeo oval & com a posshvel presenca de clulas
rrucosas’. A derme, porsua vez, & constitida por tecdo conjunti-
v froapan (superficial) e denso (profundc). Ma camada mais exterma
da derrme profunda, jd foram mostradas, também, Sbras ooldgenas
horizontzis e verticai (perpendiculares 4 superfice da pels), @ ma
intema, fibraz horizonizs compactadas e egpessas, comoborando
o5 nossos achados'?. Estudos prévios também evidencizram, como
nesta pesguiza, melandforos em derme superfidal’'.

A familia do colégeno € composta por mas de 20 tpos gene-
ticamente diferentes, sendo os mais frequentemente encontrados
na derrnie s tipas I, 11, 0, IV W, VI O ooligena tipo | foma fbras
ESpEsEas, MEecancarmente estves e responsdveis pela resséncia do
tecddo 3= forcas de tensdo. O colfgeno tipe I forma fibrilas, ge-
ralmernte presentes logo abaimo da mermbrana basal, e partidpa da
fieacio da epiderme 4 derme. O coldgenc tipo | & o mais comum,
estando presente erm estruturas rigidas como tendbes, ossos e carti-
lagenz, enguanto o tipo [l estd e abundancia em drgacs relaciona-
dos oom elasticidade, como pulmao & vasos sanguineos'™ .

A diferendagio entre os tipos de coligeno configura-se coma
umn exerdioe difcl, sendo wna das Bmicas mak executbves a -
loragio histoquimica de Piorossinius Red, seguida dz técnia de po-
larizacio da bz, realizada neste estudo, & qual confere dferendagio
entre coldgences | e |ll, sendo esm a justficativa para a andlse maiz
espediiica deszes dois tipos'™.

Carga em Quehra Extensio it

(M

A macra dos biomateriais, como pericindo de poroo, apre-
senta prande quantidade de coligeno tpo | (47%)°, do mesmo
mode que 2 pele de tilipia (37%, no presente estudo). Sugere-se
gue esie ipo de coligenc possus grande quantidade de grupos re-
ativos, como aminas, doidos carboediions e hidroudles sloodlias, que
possibiitarn 2iteractes quimicas do teddo, prindpaiments através de
reagdes de retiulzcio & hidrdlse selethva™ | aumentando suz adapta-
30 aos Ouitros tacidos.

A estrutura do coligeno tipo | € caracteriada por umn tripept-
deo, no qual hd, frequertemente, glidna, proling e hidrosiprolina.
Apesar de 3 composcAC por aminadcidos variar de acordo com &
espécies, em geral, animaiz marnhos comém mencr quantidade de
hidraxiprolina compondo o coligeno ipo |, o que estd diretamen-
te reladicnado com a termperatura de degradacso dessa estnuura.
A termperatura conporal dos mamifercs &, nesse caso, superior 3
temperatura de degradacio do colfgeno, o que, por consegunte,
limita sew wso na mediona regenerstiva; no entanto, o coligeno tipo
| de pelees tropicis. como 2 tldpa, possui uma termperatura de de-
gradagso superior, comparada o6 outros peixes. Estudos mostram
gue, nesse Epecto, o coldgeno tipo | dervado da tildpia possui um
grande potendal de uso dinco, podendo ser comparado, inclusive,
ans materais em utiizacio, derivados de mamifercs. O coldgenc
cbtido da pele da tildpa &, ainda, urma opcao maks rentivel e estivel,
comparads A obtencio através das escarmas™.

O feives de colfgeno demso da pele da tildpia sSo dispostos,
predominanternante, de forma paralela e transversal, diferindo da
organiacan da derme hurmena, em gue = encontram fibras com
aunemntada atvidade colapinica em diregSes dversas. Esses aspec-
os podenarm contribuir para o entendimento da e @pacdade da
pele humana em resistr 2 grandes carga:. no entants, esta diferenca
o aranjo das fioras coldgenas nao parece interferir no pardrmetro da
elactiodade da pele da filipia, visto que o= valores enconfrados em
ambas & peles no teste de extersao & acse, medida em centirme-
o, apresentaram rmédias sermelhantes (média tildpia = 4442 am;
rrédia hurnana = 4,615 an). Esta caracteristica possibilitaria satisfa-
téria manipulagio da pele do pele nas manobres de recobnimento
£ SUUra, por exemplo.

Ok ensaics de resstincia A tragao se prestam para se werifar
qual a tensdo mdxima gue a mermbranas SUuporam aé Que oonTa
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SUE PP, OU 5ej3, para avaliar a capacidade da pele em absorver
a5 Cargss impostas, sendo essas nfommagtes essendal para sus pos-
sivel utiizagso como matrizes na drea de regeneracio tecdual, onde
estao ujetas 4 @rga

Emn relagso aos valores encontrados nos testes de fracio, pou-
(@5 5&0 33 pesquisas reportadas na fteratura que apresertarn meto-
dologia senethante 3 deste estudo. Bm avaliacio prévia com peritd-
nio de paca, umn possivel biomatenal de uso cinico, amazenadas em
gicercl 98%, em periodos de a 30 dias, evidendaram-se valores
médios de carga méxima (& M) e esforge a tragio (2B MN/mm?),
infericres 20 encontrado para 2 pele de tidpia em teste, entretanto,
com valores de deformacio igeiramente superiores (4536,

Cuando comparados com a2 pele de tildpa submetida ao cur-
timento, os valores encontrados na eratura sio em média supe-
nones, como esperato, em que a pele curtida apresenta valores
de carga mé&dma de |12 M, esforgo 3 tragiio de 10,87 Mimm? e
deformacio de 733%™,

COMCLUSAD

E possivel a utilizacio da pele da tikdpia come promizscr bioma-
terizl na medidna regenerativa. As suss caracierizticas microsodpicas,
sermnelhantes 3 estrutus morfoligca da pele hurmana e elevada resis-
téncia e extenz3c A tracio em quebra posshiltam esta aplicagio. A
derme desta pele & composta por feies de coldgeno compactados,
longos & organimados, predominantemente do tpo |, de considers-
vel importincia para seu ueo cinico. Mo entamto, novos estudos 580
necemdnos, particularmments em animaks, pare validagio da pele da
tilfpia como curativo baokSgics tempordno em queimaduras.

REFEREMCIAS

1. Lirva Jimicr M. Fictina de siarcimants s

I Crindieme MR, Sam MOVE Gomas AD. rc Lirea
i EM, Saer IS, mc. Tratacke s hmnm-.. W04 5315

2. Lima Jirior EM, Mome PR Ficske ME, Sers MCVE Tedo de qusmadns na
pacerts apasis. Sis Fauicc Attereu J008.

4. Balgiani &, Lima [inice B+, Sarme MCVE Gusmaciras - Conductas Clinian i Quinieg-
can. Flic e Jarine: Stharees; 2013,

5. Kum BH, Soh S5, Tiyg 7 Chus & Song © Comparing the ums of gheees preseed
and spopreened akopen s 1 e the Sertect o seoare bums @ Ferenoe in Snial

Fu-h.h:Grin.LEﬁ,m

=l

s raadaing.
. Modak 1, Tamgackge 5, Tarngacige &, Bhaiame 5. Compurtis Sty
Frzan

utoormas anl in ot visbity Cal T Bark. 20123 HZHE3-75,
sl I, Foudocm £, Margori ML, ombhizaio K, Vieey H, Homppae JE, ot ol Fram
T 5 hurran kore & from frog s bisiagy. Biel
P Clarmis Pl Sac. HH 48T 61 0-55.

. Letc Earone &8, Mastroiened M, Fackash B5, Palaed O Albrtion &, Torabi B, et ol

G-hﬂynnﬁdpmmqﬂ-&:h—hp:humnhrﬂhh&
o
mlsﬁlﬂ;&iﬁ-ﬂ-
Zaidi AH, Mathar M, Emari %, Baind (C, dul Mo FL G K, ot al. Frafiminary
mparience with porcre intestral mubmucoes. (Corttris] for s recrstcton =
A naat S oy oF weplartad vabens. | Thomas Cardiovs:
Surp. 2004 [4EELITIEA.

¥ Ll ¥

. Gubstoi 4, Do &, Furmaggfans I, Firemi F, Vil G, Schatting et ol Aoslhar

bawine samzarsiom dermal mat: st St mesorstruchzn e Sdn Spary
Mastwctormy: lvt] Surg. 201412 Supgl | 52058,

Pk M, Fizzmio M, Dakar F, Duar 5. Cioirizagic » Ciosroe. bn: Lima [oniae B,
Fovama P, Fizzis B Serrs MCVE Tretads de Cusmaciuns na Facents Sgucc. 1n
v S Pador S 2009, 5551607

. Franco MLFS, MWMEMMMHMWW

i e s e tlipa oo hio, pecu s
Arch Tootee 201342 (23752131
Souza MLF, Sarten FEL Sndise meoricligion da pals da tizia do Mo (Drscchromi
riktina) e de microscopia de e P Urimar 1997, 15310012
Can L, LiuW, Cui L. Tharg W Cac T Collagen thne sngresring: desicpmant o
el icrratera and spicsions. Faditr P 1000E3EEH16
Fuchlal § Bioateriss for fanes sngresring of shn Mo Today (Vdingon]
008 | 1EL26-35.
Hirth D&, Sirgmr &), Clark BA, MeDlain 14 H A
mmmmuﬁqﬁ-ﬂ.ﬂwwmﬂ.ﬁgu
HMZE| and xafiron Wound Fsair Fsgpan. 101 1:10061-910-17.
Arciracla T8, byar &, Diam P, Fomn T Garcia B, Coutinho-Hags | et ol Tha irflam-
siraihn of  rutural Lt Bomarmizrane imprzves heing in mice. Brez | Mad
B Fume. 0011544101 03647,

7. Eh:iurﬂ,hn-rkhd-{b,ﬂiﬂku-d'h-lpndr\nm
ARDE: warky

& pradicioe of kg i n D

P 2 Intaraive Cars. Mlad. 200541 (8- 11 55-60.

Barmscic M, Wussifachs E, Laran L,\'h-.;].Ih-‘Q,X-‘;F,-rd D...h,.r..r..d
sisiaion of . wryrra-irknd ion o a e
MMP-5 i J1...l novel erarker of athe-
rosdenms Cin Bicchaen, 201 | A4{H- | [£900-6.

of Cinal Sgry
= Tlngen, Foams Uncer Foarzed

o Dol Bt with ety

Ma-mp,n-.jmd.mu 102E 118,

Viain A5 Muriz i flzmas s e 2a 2 =] Tl
Urrmricach E-.A..u.r i 2006

. Buchaim H,F_PFD,MMMMDEMR.H‘-E.-&J A

e Sricri Bevinm Toreicr m Scafick for #us Rapsi of Bcre Duiects: A Morpholog
| ! Stucky. B | Macl Mac Rna. 2015:10

al H
mE-1 1.

. Toshizwwa T, Taragiguchi £, limca T, Tarnach 5, Hepmhi 1 Tha chancts-
rization offsh (Tiapia] spongs e a bicenaterial Int | Fohr 52 20152015
wm&wmum {:..—:.H-:Pn.—u.u,n.mm..u.

S pace {Curin e pacy) 1 Fascs » conmana-

ds e gicerina, 0%, Py Vit s m+3m|us-9|
mmwmhuhwmw& Ficlar, & Fissistiecia do cours da

paracien de i s curfmarte, 52 Agrar

Hipas
[— T |3:+;g..5u-u

Hﬂh—ﬁhm Profemor Dicutor da Dy de Faicloym » R

, L dn Feceral do Ceani, Formlbos, Ceand, Brasd.

i E: Piasel Lirr Jors

Corrmpendandc
Foa Viserrcle e Musa, | 850 an. B01 - Abdscts — Fortalas, O, Brusd - CFF &0 25 60 E-mad: sdrarmacialTigmal com

Artign recebide: 102015 = Artign sceien: 151202015
Local dia I

cio do trabalha: U de Feceral do Caasi, Fortaleos, OF, Bemad.

R Brma Quwirraachuras. 204 5 | 43 203 10

55



56

4.3. Estudo Pré-Clinico In Vivo.

Uso da pele de tilapia (Oreochromis niloticus), como curativo bioldgico oclusivo, no
tratamento de queimaduras Lima-Junior EM, Picollo NS, Miranda MJB, Ribeiro WLC,
Alves APNN, Ferreira GE, et al. Uso da pele de tilapia (Oreochromis niloticus), como
curativo biolégico oclusivo, no tratamento de queimaduras. Rev Bras Queimaduras.
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Artigo Original

Uso da pele de tilapia (Oreochromis niloticus), como curativo
biologico oclusivo, no tratamento de queimaduras

The use of tilapia skin (Oreochromis niloticus), as an occlusive biological dressing,
in the treatment of burn wounds

El uso de piel de tilapia (Oreochromis niloticus), como apasito biolagico oclusivo,
en el tratamiento de quemaduras

Edmar Maciel Lima-Junior, Melson Sarto Picollo, Marcslo jose Borges de Miranda, Wesley Lyeverton Cormeia Ribeiro,
Ana Faula Megreiros Nunes Abes, Guillherme Emiio Fermeira, Exequisl Aguiar Farents, Manoel Odorioco Moraes-Filho

RESUMO
Obgetivee Avalier 2 utiacso da pele de Skipia do MNilo como uretive cdusive lermpordn nes quemadurs de seeundc grau superiad e profunda em rans. Métodio:
Estudo prospective, qualiquantitatie, no qual forem wilizades 40 rains machos Wister submetidos 4 drurgia para produgao de queimadure, divididos deatoriamente
anq.mnmﬂl o quial as fierices forem levades com solucio saiing; T2, no qual o aurathen dberto foi tratedo com suladiasins de prata a 1% T1, gueimadua
greu superica, tﬂnmumnﬂmmthﬂnapée:bﬁ:ﬂﬂlqmﬂindel“gmpﬁmmmmpae:bma
mhﬂhﬂcempﬂﬂiﬁm“hN}ﬂrﬂnd&mmﬁm para realzcio de bidpsz, coleta de sangue e fram eutenasiados.
Resulbtados: Mo dia 21, os grupes Tl e T2 demonsirevem melhor delineamento dos bordos da fends. O ecarme mirosodpioo revelow gue amasires dos prupos T1
enmmmmmmmmmmmmmmﬁm mmxm
de intensdade, e permeado por oosonak grenulddtcs polimorfonudesres nevtndlics resrios 3 regian superiical Mes prupes C2 T e T2 cbeenaase ge
teddo conjuriive profundo spresentave-se e de inlzmacso. &m&mmmmmﬁ@cﬂﬂﬁmﬁp&:ﬂﬁm
gpresermiou boa aderénga no leito des ferides indumdas por queimadures nos retos, interfenindo posifvamente no processe daetnidel. Estes resulados possilitam o
prosseguimenis das investigahes far pesquisss em seres hurmancs, para corfinmacao de 5.8 sepuranca & eicita momo araive bickiem.
DESCRITORES: Queimaduras. Materak Biocompativeis. Cicatrizagio. Tildpia. Ferimentos e Lesfes.
ABSTRACT
Objective: To evaluz®e the e of tilapia din a3 2 temporary codusive dressing in superficial and desp second degree bums in ras. Methods: A prospective,
quakitstive and quanttative sudy, in which 40 Wisar rats endomly divided imto four groups and underwent surgeny for burn producdion: 1, the wounds were
washied with saline solusion; ©2, open dressing treated with siker sutfadiazine 1% T, superfidal 2™ degree burn treated with an codusive dressing of tilapiz
gn; and T2, deep 2™ degree bum also trested with tilapiz skn. The anirak were treated for 12 coreeaitive days. Blood was collected for heratologial
ard biochemical tests on the last day and the animal:s were euthanized for histological analysis of the wound. Results: On day 21, groups T1 and T2 showed
improved delineation of the wound edges. Miosoopic exeamination revealed that samples of groups T and T2 were represented by fibrous connedtive ssue
:b.lnid{iepiileﬂIimdwmmwmmm.wmmmmﬁmmmwmpd:.rm:fp‘n—
nudear granulocyies neutrophis restricied to the surface area I groups C2, Tl and T2 the deep connedive fissue had no inflammation. Blood tests presented
ne aignificznt changes (p-<0.05). Condusion: The tilapia skin showed pood gip on the wounds @used by bums inthe tested rats, interfeing positively on the
healing process and ot causing significant changes in hematological and bicchemical perameters. These results alow the comtinuation of the investigtions o
dinical friak i confirm the: safety and eficacy of its LEe a5 a biclogical dressing.
KEYWORIDS: Bums. Bioocompatible Materiak. Wound Hiealing. Tilapia. Wiounds and Injuries.

RESUMEN

Dibsjetive: Evaluar el usc de b piel de tilapia del Mio como un apéeito ocheve tempord en | quemadures superfidales y profiundas de sepundo grado en
retones. Métode: LUn estudo progpectivo, auaitetive y cuantiative, en donde fueron ulifizades 40 rebones Wistar machos sometidos 2 drugl pera producodn
de quemadura, los cusles fueron divididos de manera deatoniz en cuaro grupos: C1, les hendas se lavaron con soluddn saling; C2, treet con sulfadiadna de
plata al 1%; T, quemadurz de 1° grado superiida ratada con piel de tilapia; y T2, quemadur de 2° grado profinda tratada con piel de tapia. Los animales
fueron tratados ¥ monitoreados duremte 12 diss. Bn el ditiro dia, fueron anestesiades para biopsia, exracddn de sangre y sometidos a |z eutznesia. Resulta-
dosz En el di 21, lee grupos TI y T2 mosraron una mejor delineadion de los bordes de i henda. Bl evamen microsofipion reveld que los grupes T1 y T2
58 represenizian por tejide conedivo fibreso de revesimientc: epitelial, ersefando infitracién infamatora histicinfoplsmodtino, con dierentes grados de
imensidad, ymednm:mmdﬁgaﬂ:chspdmmmmsur@thnhmwpeﬂud Enlos grupos C2, T y T2 fue ohsenvado
que & tepdo oonectivo profundo se presentaba ibre inflamacdn. Condlusibn: La piel de tilapia presents una buena adhesidn al lecho de les hendas induadz=
por quemaduras en los rtones, interfiiendo positivamenie en e proceso de dcainizaddn. Bstos resultados permien B continuadtn de b investigatones parz
el estudic en humanos, para confirmar su seguridad v eficada comeo un apdsito biclkgioo.

PALABRAS CLAYE: Quemadure. Materiales Biooompatides. Cicatrizaddn de Heridas. Tilapia. Heridas v Lesiones.
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INTRODUGCAD

Agueimadura & uma lesio dios teodos orgnicos, emn decormén-
ria de um frauma de origem témica, que vana desde uma peguena
boha até formas greves, @pares de desencadesr respostas sisbé-
micas propordonas d edensdo e d profundidade. Podemn levar &
desfguragio, & incapacidade & abé d more’.

Indmeme estudos #8m sdo reslizados procurando encontrar
ourativos que reduzamn s efieitos da contaminadiio nas lesdes, favo-
recam o processo coatndal e oferecam mehores resultados esté-
ticos. s coberiuras, materiak ou produtcs utiizados para tratar ou
oduir & ferida, impregnados ou nSo com agentes tpicos, podem
5Er primdrias, quando oslocadz diretamente sobre a lesio, ow se-
cunddrias, quando tam comeo funcEo cobrir as coberturas primarias”,

Nos curstivos ocusivos podem ser uliizados substitutos tempo-
rdrigs de pele, que sBo materais eficazes no tratamento de queima-
duras superfidais recentes & armbém na cobertura da pele, engquan-
1o apuanda-se o ervento definitvo. Podern ser trocados a imenalos
regulares ou mantidos até a ocabizacio ou ermerin, aso a aderdn-
ria 5552 boa ou ndo haja infecgo”.

Oz substitutos de pele t8m sido considerados (teis no tratamen-
1o de queimaduras superficiais, pois reduzem a frequénoa de troa
do curativo. Emtretanto, esses materias t8m alto ousto & ndo sdo
eficares para o tratarmento de queimadurss profundas. Devido aos
oustos elevados dos curativos odusives simtéticos ou biossinkéticos,
termrse buscado nos materizs bickigicos atenativas para o traa-
rento local de feridas provocadas por queimaduras®.

A pele da tldpia do Mio (Oreochromi nilticus) suree como um
possivel subproduto, com apicabildade dinica de novos biomateriaiz
utiizveE pars bacengenharia. Pertencente 3 familia dos adidecs, &
origindra da bada do Rio Miko, no Leste da Afica, encontrendo-se
amplarmente deserninada nas regdes ropicaE e oubtropicas. A pele
dede peie & urn produte nobre e de aka qualidade, pois possui re-
sizténda peaJlar como courc, entretamto, ndo exstem estudos que
evidendern sua ressidnga como pele nao subrmetida ao curtirmenio®.

A literatura reporta poucos trebalhos em que a pele de tidpa fioi
subrmetida a0 processo de urtimenio pera. confieccan de vas e de
vestimentas. Testes mecénicos de fredonamento so descritos, confe-
rndo o Erovetzmens deste matenial, apesar da sus delgada espes-
sura para este firm; no entarto, anda néo exdstern trehahos publicados
scbre a possihilidade de utiizagao desta pele como biomaterial, para
recchrimento de feridas na pele humana por quesmadura®.

A amcenzagae di pele de tidpia do Milo, 2 partir de suss pro-
priedades histornoriokdgicas, tipificagio do coldgeno & mractersticas
fmacas (resEtinga & tracho) foi redlizada por pesquisadores do Mideo
de Pesquisa & Desernobimento de Medicarmentos da Universida-
de Federal do Cear®® Conduil-ze gue a3 @ractersticas micosod-
picas da pele da tldpia sSo semehantes 4 estutura morolégia da
pele humana, apresentando derme composta por feixes de coligeno
compactados, kongos e organimados, em disposcio parakelahorzontal
e trensversalvertcal, predominanternente, do tipo |. A pele também
dernonsirou eevada reseinoa e eniensas 4 ragio em quebra.

Estes resuitados puderam sinaliar a possbiidade de aplicacio
da pele da tldpa do Mio como curatve biokigico termpordnio em
queimaduras. A regiizagio de estudos pré-dinicos in vitro e in Wio
deve formecer informagSes prefminares de seguranca e eficdcia para
gue, postencmmente, sejam realzados estudos em seres hurmanos
que comprovem o beneficios de sua wtiizagio em padentes com
lestes causadas por queimaduras.

Inserido neste contesdo, o presente estudo teve comao objetivo
2 avaliagio da utilizagio da pele de tidpia do Milo como curative
ochsivo tempordno nas queimadures de semndo grau superfi-
dal e profunda em raios. O método de processamento, de des-
ortaminagio e de esterilzacio da pele da tidpia e sua aphcacio
em queimaduras e ferida: fol registrado no IMPI com o ndmero
BRIQ2O150214359.

METODO

Tipo de Estudo e Local da Pesquisa

Trata-ze de um estudo prospedivo, qualiquantitatve, realizado
emn laboratério do MNideo de Pesgquisa e Deservolvimento de Me-
diamentos (MPDM) da Universidade Federal do Ceard (UFC), For-
taleza, CE, Brasil, o periodo de julho de 2015 a janeiro de 2016,

Aspectos Eticos

Todas as nomnas da Momendatura Anatdmica Vieterindria {1983)
e Of principics Sicos de espermentacic animal do intemationa
Cioundil for Labaratory Animal Soience foram sepuidos.

O esudo foi aprovado pelo Comité de Bfica para Uso de
Animais {CEUA) da Universidade Federal do Ceard, sob o ndmenz
de protocolo 46201 6.

Obtencao & Processamento das Amostras

As peles para os curatives odusives forem olotidas de tildpias do
il (Orenchromiz nilotious), provenientes da pecoitua de Casta-
rhaie {jzguaribara, CE), cuitivadas em tanque rede, de juvenis até
o peso de abate, entre 800 a 1000 g recebendo ragio comendial
variando de 1B a 36% de proteina bruta. Os peixes foram imens-
bilizados por dhoque tmico (cabas sotémicas com gelo maoido e
dgua, proporgao |:1) e, em seguida, realzada a sangria.

Apés o abate, a= peles foram removidas com wma furguesa
(lerramenta) e, posteriommente, retiradas a5 escamas, subrmetidas
4 lavagemn e dgua comente, para a remogio de qualiquer resqui-
cio de sangue e ouUtras impurezas e coloddas em soro fiolégioo
[zohucio de MaCl a 0.996) esténl, previamemnte resfriado a 4°C, para
a limpeza final. Em seguida, foram retirados os excessos de midsoulo,
gue ainda permaneceram ligados A pele, e feito o reconte em peda-
e de 10,0 cmx 5,0 an, lvados com som fisclSgico e obedecen-
do as etapas de esteriizagso, para trarsporte entre os munidpios
Jaguaricara e Foraleza (Captacio e Acondiconamentn Inical):

|* Bizpa - as peles foram colo@das ern um recipiente esténl,
contendo gluccnato de doressding (solugSo com tensoatives) 2 19,
onde permaneceram por 30 minutos.
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2" Etzpa - apds 2 operacio anterior, &5 peles forem lavadss com
soro fiziokégon esténl e removidas para outro recipiente, contendo
ouira solugio de gluconato de doresiding a 2%, onde perrmenece-
rarm por 30 minutos.

3" Bt@pa - as peles foram enxaguadss emn sono feiokigon esté-
ril & colomadas em um recipiente, contendo solugio 50% de glice-
rol, 50% de soro feickégico e emnbeladas para o tramsporte (redo
Jaguaribara-Fortaleza), numa caixa Eotérmica comendo gelo.

As etapas seguimes rezlizadas no MPOM da URC, em ambiems
estéril, comn fiues Rrminar horizontal

4" Etapa - artes de 24h, as peles foram removida da solugio
anterior, lavadas com soro scidgioo esténl e colocadas em um red-
peente esténl & hermétion, comtendo 75% de gicerol, 25% de soro
Teickégon (rressagear as peles por 3 minutos nesta solucan) e man-
tidas por 3 horas, num banho-maria, com agitador em velocidade
constante de |5 notagies por minuto & temperstura de 37°C.

5" Bapa - as peles forem removidas, levadas com soro fizio-
Igion esténl novamente e colocadss em outro recipiente esténl e
hermético contendo 100% de glicencl (massagear a= peles por 5
rrirtos nesta solugao) e mantdas em banho-rmena, na emperaiura
de 37°C e |5 rotactes por minuto, por maks 3 horas.

4" Etzpa - ao final da ditima etapa do ghcemol, &5 peles foram
recondicionadas em duplos envelopes pldsticos estéreds, com
dupda selzgemn e armazenadas a 4°C. Apds esta etapa, &t peles
foram emviadas para radioesterilizagio complementar, no Instiu-
1o de Pesquisa Enerpética Muclear (IPEM-5F), em gama cobalto
a 30 KGs. Quendo as peles fossen ser usadas, eram removidas
do envelope e lavadss por trds vezes, em solugtes diferentes de
sor fisioldgico esténl, por cinco minutos cada. Apds este procedi-
rmento, & peles eram recortadas do @manho da ferida e aphcada:
oMo curative ocusivo.
gram +, gram - e fungos, iniciando-se na pele in naiurg (amtes da
primeira stzpa) & nas seis etapas descritas acima.

Grupos de Tratamento

Foram utiizados 40 ratos machos adubtos jovens, da inhagem
Wistar (Fisttus norvegicus), procedentes do Biotério do MPDM, com
peso corporal médio de 200 g, os quaks foram previamente obser-
vados quanto & condigbes gerais de salide, recebendo racio padrac
pera ratos e dgua od fibitum.

O animaiz foram igusimente divididos, aleatdriz & probabilis-
ficamente, em quatre grupcs compostos por 10 animas cada, de
acordo com o esquema terspdution previamente determinado:

Grupo Cl (controle |; n=10) - as feridas foram lavadas com
solugio de MaCl a 0,9%; Grupo C2 {oontmole 2; n=10) - foi fei-
1o curstive aberto com sulfadiazing de prea a 1%; Grupo TI
(tratamento |; n=10; gueimadura * prau superficial) - foi realza-
do curative odusivo com pele de fildpia, sendo suiuredo com fio
de nyfien 5-0; Grupe T2 (tretrmento 1; n=10; queimadura 2° grau
profundo) - utlizou-se ourative oclusivo com pele de tldpa. com
sutura de fio de mdon 3-0.

Procedimento Cirlirgico para Producao das Feridas

Oz ratos foram refirados das gaiolss, um por vez e pesados
para cakuler a dose anestésca. Ernosepuida, apds a anestesia com
adminiztragio intraperitoneal de cetamina (30 mgkg) e xilazina
(10 mgkg). os animais forem imobilzados em dealibite vertral,
redizando-se a tricotomia digtal dos pelos do dorso, em uma drea
de apredmadamente 6,0 an? (4.0 om x 4.0 on). Emn seguida, fiol
utiizado umn gabarito de acetato de celulose, para demarcar na re-
giao dorsal (com @neta permanente) un quadrado de 3,0x 3,0 on.
Fosteriormente, procedeu-se 3 queimadura de I° prau superficial
e profunda, com chapa de aluminie de 9,0 on? (3,00am x 3,0 am),
aquedda a |00°FC, pressionada na pele do dorso por & & 9 segun-
dos, a depender do grupo. Apds a drurgia, os animak foram iden-
tficados de | a 10 denire de seus respedtives Erupos & manidos em
griclas individuak sem semapem, a uma temperatura média de 24°C.

O padric de feridas nos grupcs €I, C, TI (queimadurz a
100°C por & segundos) resultou em gueimadura de 2° grau su-
perficial Mo grupo T2 (queimadura a 100°C por 9 segundos), o
resuitado foi uma queimadura de 2° grau profundo.

Tratamento das Feridas com Curativos Abertos (Grupos
CleCl)

A jpertir do primeiro diz de pds-operatfrio, as feridas foram
limpas diariamente com solugao salina sotbnica de MaCl (grupos Cl
e C7), seguida, apenas no grupo CI, da apliadio de uma camada
do antimicrobizno tépico suladiazing de prata a 1%, suiciente para
oobrir as fleridas por completo.

Tratamento das Feridas com Curativos Odusives (Grupos
TleT)

Mo pés-operattno, as feridas foram fmpas com solugio saling
izotBnica de MaCl, seguida mos grupas T e T2 da aplicagio da pele
de tildpiz, ©ada com fio de mylon, nas quatro extremidades, avalisdas
a cada quatro diss, por um periodo de 22 diss. CaEo a pele estivesse
5oita, era trocada por uma nova pele. Todos estes procedimentos
foram reslizados com os ratos emn plano anestésico recomendadeo.

HAvaliacao Macroschpica

O anirmeis foram mamtdos vivos & avaliados até o 227 dia. Fo-
ramn realiradas avaliagtes dos dias DO, D5, D9, D12 D16, D% e
D21, O grupo controle Cl ndo possuia curstive, O que permilia
a visuzlizagio e avaliagio didfa do ferimento; o grupe C2 realizou
troces didnias de curathos de sulfadiazing de prata; os grupcs Tl e
T2, como possuiam a pele da tildpia recobrindo o ferimento, foram
avaliados 3 cada guatro dias com a sberura do curativo, que fiol
renovado quando necessdno.

Coleta de Sangue e Avaliacao de Pardmeiros Hematold-
Eicos e Bioquimicos

Apds o tratamento, os animais foram anestesiados com uma as-
sodagso de dondrate de sdlasina (10 mgkg) e dondrato de cetamina
(%0 mgfig) por via intraperitoneal, para coleta de sangue via pungace
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da weia cava abdomingl pare avalizcso dos pardmetros hematoloe-
oo e bioguimicos dos grupos.

Retirada das Pegas

Todos os animas foram eutanasiados por overdose anestésia
(30 mgkg de xdlzsing + 270 mgkg de cetaming). Em seguida, nos
Erupos com curativos abertos, retirou-se um retaho de pele e de
tela suboutinea contendo a fenda cictrizada, em condigbes assép-
ficas. Mos grupcs do curativo odusivo, fez-se 2 retiradz da pele de
tildpia e procedeu-se da mesma fiorma com a ferda

Andlise Histolbgica da Pele dos Ratos

As pecas foram identiicadas e fadas em formal 2 10%. Apds
a indusac em parafina, o material foi cortado a 5 pm e corado pela
ténica de hernatoxiiing e ecsing. As 1dmines foram analsadas sob
microscopia Stica considerando-se 2 presenca ou nao de dlers,
disposicio dos feees das fioras coldgenas, fendtipo e inmensidade do
infiltrado infamatdnio e necrose.

Andlise Estatistica

O resuitados das avaligies hematokigicas e bioguimicas foram
wbmetidos 4 andlse de varidnda (AMNCAWA) e comparados pelo
Teste de Tukey usando o programe GraphPad Prism® (GraphPed
Software, Inc., Califorma, LISA), sendo o valor de p<0,05 conside-
rado sgnificante.

RESUILTADOS

Ma avaliagso macrscipia nos quetno Frupos em estudo, nos
dias D0, D5, D9, DI, DI&, D19 e D21, foram constatadas as
sepuintes diferengas:

Mo grupos Tl e T2 néo foram necessdrias trocas didnas de
ourativos, como nos grupos Gl e C2, em que a pele da tldpa

permanecey adenida o leito da ferida. Somente renovou-se a pele
quando os ratos removiam o owstive e destruiams a pele, o que
aconiecEw em oito om@sides, de um iotal de |20 avaliaghes nos
grupos Tl e T2 (Fgur= [}

Mo grupo Tl e, especalmente, T2 cbservou-se presenga de
ensudato e onostas, espedalmente apds D 2, conforme mostram a
fistos destes grupos em D12, D6, D19 e D21 (Fgura 1)

Mo D21 os grupes controles, Cl e C2, ainda apresentavam
crostas e alguma presenda de tecdo de granulaco.

Obezervou-z2 umn melhor defineamento dos bordos da ferida
no processs de OCEtrizacio, nos ETUpos M tratamento com &
pele da tildpz.

Caom relacio acs pardmetros hemnatokigicos e bioguimicos (Ta-
bela |}, nao foram verficadas quasquer alteragbes significativas dos
pardmetros bioquimicos dos animess tratados nos diferentes grupos
(=-0,05), exceto para 2 ureid, que e apresemtou dEcretamente
aumnerntada nos grupos T1 e T2 em relacio aos grupos controles,
porém sem sgnificinda. Alm disso, foi observade que os valiores
de gicose estavam adma do valor estabelecido para esse espéoe de
animal emn todos os grupos, fato justiicado pelas doses anestésicas.

Ma andlize histolégica, o grupo controle negativo (gueimadura a
1007C, & segundos, tratado com solugao ssling) apresentou derme
constituida por tecado conjunive Sbroso destiuido de revestimen-
1o epitelal, recoberto por membrana Sbrincgranuledtica, edbindo
intenso infitrado inflamatSnio neutroliico na regiso mak superfical.
Visualzaram-se, ainda, células inflamatSrias linfoplasmoditdrias em
rreio & profferagio de céhlzs fusfiormnes, além de hemdcias exra-
sem alteragbes histoldgicas (Fgura 2A).

Oz animais do Grupo C2, com queimadura a 100°C, por 6 se-
Bundos e tratados com suldiaring de prata a 1'%, mostrarem ted-
do conjuniiae fibnoso destituide de revestiment epitelizl exbindo,
ra superfice, membrana Sbrincliica associada a intenso infitrado

D0 D5 D9 D12 D16 D19 D21

n DEROE

Figura 1 - Evolugio cicatricial cbservada durante os 22 dias de scompanhamento dos retos dos 4 gupos €1, 3, T1 e T2
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TABELA |
Parametros hematoldgicos e bioquimicos de ratos (Rattus norvergicus)
apds queimadura a 1000C, em diferentes e tratamentos.

Parametro (unidade) a1 2 m™ T2
Leucacitos (109/1) 9.02x1.01 10,641,117 8,9£0.7 9,1%1,17
Linfécitos (109/1) 6,33+0,82 7.4%0,77 5,3%0,29 5,710,68
Monacitos {109/1) 0,73£0,07 0.45x0,11 0.770,1 0.71£0,12
Granulécitos (109/) 2,29£0,25 2,69£0,32 2,75%0,49 2,68x£0,43
REC (10121) 8,66x0.11 7.93£0,20 7.63£0,25 8,02£0,13
HGB (g/di) 15,1810,11 14,3410,28 14,030,348 14,3810,22
HCT (%) 50,67+0,35 48,53+0,61 45,531 47,48%0,72
PLT (1097) 903,7+£22,69 856,3£28,32 916,6£33,62 944,8£37,18
BT (mg/dL) 0,038+0,00 0,034+0,00 0,031£0,00 0,03710,00
BD {mg/dL) 0,02£0,01 0,01£0,00 0,01£0,00 0,01£0,00
ALT (UL 91.0£3.84 111£6,97 97.3£6,89 100,5£4,67
AST (UL 1343%7,75 165,1£15,06 1641751 138,849
Creatinina (mg/dL) 0,47£0,02 0.37x0.01 0,44£0,02 0,46£0.03
Ureia (mg/dL) 52,78x1,24A 60+2.21 A 67,1£3,258 73,9%2,278
Glicoze {mg/dL) 196,3£13,05 216,6x14,66 173,118,28 193,5£12,01

Figura 2 - A: Grupo C1 - ukmeduuonﬁhudomﬂ-nmlamm &anoQ ubu’amcobe‘upofmﬁbvmﬂocne
denso infiltrado inflamatorio leucocitario misto; C Grupo T1 - derme desti ecom infiltrado &

mononudear; D: Grupo T2 - damesunepﬂdndemmemnemdmmﬁh.domﬂmmmumsdeEA 100x; B - 200x;
C-200x; D - 200x.
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leucodidnio misto, com granuldctos polimorionudieares (neutrd-
fiics) & hemdrias extravasadas. Ma profundidade, cbssrvavam-se
fetees colaplnicos espessos vres de inflamacio (Fgura 2B)

Mo grupo T1, com queimadura a 100°C, por & sepundos e
tratados com curative bioldgico de tidpia, observou-se, nas amos-
tras, tecido conjuntivo fibroso sem revestimento epitelial com in-
terso infiltrado inflamaténo histiclinfoplesmodtdno em ninhos, os
quaiz & estendam por entre os fetoes de coldgenc. Em tredchos,
obsenvavam-se granulotos polimorfonudeanes neutrifiice, predo-
rrinaTternente, na regiao superficial Somente em duas amostras fiol
visualizado umn infiitrado imensamente agudo (Rgura 2C)L

Mo Grupo T2, em que a queimadura foi igualmente a | 00FC,
s por 9 sepundos, 2 andlise micnosopica revelou tecdio conjunti-
vo fibroso sem epitéhic de revestirmento, com disoreto & moderado
infiltrado inflarmatério mononudear (histiolnfoplasrmooidno), com
ocasionais pranuldcitos  polimorforucleares neutrdllos restritos 4
rega superficial Ma profundidade o cbrion fibroso estava livre de
inflamacao (Figura 209

DHSCUSSAD

As feridas decomrentes de queimaduras caracterizam-se Coma
uma solugio de continuidade produzida em wm teddo, dando
lugar & wn espage ancrmal, 3 imerupcao do fuwo mnguinec, 4
perturbagio da sensibifidade, ao acdmulo de elementos celulares
rmortos & @ um grau maior ou menor de contaminagio, oom ou
sem infecio. Uima vez estsheleddo o dano tecidusl, o organis-
o desencadeia urna complesa sequénda de eventos, na tentativa
de restaurar mofofizclogicaments o mesmo. Iniciz-se um pro-
ceszo inflamaténic agudo nduzido pelz prdpria lesdo, seguido da
regeneracdo das célulss parenquimatosas, migracio, proliferagio e
remadelacio de tecido conjuntivo, sintese protesa, colagenzacao
£ aquisicso de forg tensil®.

Inirmernce fatores, siEtémicos e locais, podern imterfenr no pro-
CEs0 de reparagso tecdusl. Um bom fleae ssnguineo € exiginga
p=ra uma CiEtrizacao efetiva. Apesar do gradiente de hipdeda ser ez-
sendial para alguns evenios da cicatrizagso, as fases inflamatinia e de
sintese do coligeno sio dependentes de uma perfusio adequada.
Infecbes causam atraso na regeneragao teciduall.

Mas leshies de 77 e de 3° graus, com grande superficie corpo-
ral atingida, o trarmemto clinco incul reposicao hidnica adequada,
através de uma veia de grande calibre, controle da diurese (Ztravés
de sonda vesical), suporte enteral (através de sonda nasogdstri-
ca ou enteral), para evitar a hemorraga digestha & a transiocagio
bacteriana, boa anaigesia hordria e, emn alguns casos, antibictico-
terapia. O tratemento Grirgce vai desde os curativos, passando
pela escarotomiz e pela fscotomiz, pelos desbridarmentos, pelas
armputagtes, pelos enmertos, pelos retalhos fasciooutdnecs, até os
retathos lvres™.

O tratamento das fendas causadas por gueimaduras repre-
semta um dezafio didno para a equipe de saide multdiscdplinar
hogpitalar. EstSo dizponiveis indrmeros tipos de curatives para o

tratarrento de queimaduras. Dentre eles, estdo o alginsto de
prata, hidrogéis, curativos dmidos e a sulfadiazina de prata, cre-
me amplamente utiizado atualmente nos servigos plblicos de
trataments de gueimaders’_

Em nosso pais, na maiona dos centros de tratamento de ques-
rmados da rede pdblica, term-se a seguinte condutz, em relagio aos
curativos: nas queimaduras de segundo grau é redizado dariamente
© banho com doreiding a 2% e o curativo € feito com o antimicro-
biano topico suliadiazina de prata a |%, até a completa reparacao da
lesS0 (2% grau superficial em tomo de | 2 diss e profundo entre 21 e
15 dias); nas lesbes de terceimo grau & realizado o desbridamento do
o curathe com suliadiatna de prata a | %, até a preparacio do leito
da ferida para a envertia.

Ma rede privada. em nosso pals, este cendrio se modifica e,
dependendo do tipo de comadnio ou das condigbes financeiras do
pacente, =50 LEados curativos biossintéticos e peles atifidak, todos
importados e de elevado custo. Ma Eunopa e nos Estados Unidos da
América, s3o utilizada:, nestas kesdes de 17 e de 3° graus, peles ho-
rmdliogas (através dos indrmeros banoos de pele), pelies hetendlogss,
curativos bicssintétioos e derme artfical para melhorar 2 sobrevida
e ter boa recuperacio fundonal. Infelzmente, em um pals com &
dimenzSes do Brasl, hd apenas em funcionamento trés banoos de
pele, sendo wn em 580 Paule (Hospil das Clinias), umn no Para-
nd [Hespital Bvangélion) & o outre em Porto Alegre (Santa Casa de
Misericindia), umna vez que o dnico banoo do Mordeste, localizado
em Reciz (IMIF), encontra-s= desathadae’.

Mo enanto, publicactes mais recentes dermonstram que
curativos biolégoos e s8ldos tim eficicia superior, notadamerte
nos guesitos: menor tempo de fechamento de fendas, maior taa
de reepitelizacio e redugio de dor, e gue nip existern dados
suficientes gue suportern o uso e a eficdcia de sulfadiazina de
prata %"=,

Tais informagbes cormoboram os resultados do presente traba-
T, nio qual ndo foi possivel cbeervar beneficios de utiizagio desta
formulagso na ocatrizacan das feridas em relacio ao grupo con-
trole que wtilizow apenas solucao Teickdga 0,9%, estimulando um
Eranukicitos polimorionudesnes neutnifilos.

MNa busca por novas aliematives teraplulicas para queimados,
wim se destacando os Curstives biocompativeis efou bickdgioos.
Boka armnidtica, pericirdio & pele de ponoo @ estio sendo utilza-
dos, apresentando adequada biocompatibilidade e eficioa™. Meste
contesto, surge & possiiidade de se aproveitar a pele da tildpia, que
seria um produio de descarte, no intuito de ajudar este tramerTto
150 smomdtico, podendo wir 2 ser uma opcio de biomaterial de
cursto acesshiel.

Ma pesquisa reslizads pela equipe de pesquisadores do MPDM,
fioi observado que a pele da tilipia, guando submetida aos prooes-
506 de esteriizagdo quimica e de imadizg@o complementar, nao
apresenta vanactes quamto A sua estrutua microsoSpica e tensio-
FrEtnca, reouperando sua consisténda in netura apds o proceso de
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reidratacas’. Também & fiol reportado na lerstura gue a ghceroli-
Za0E0 € 2 iradiagio em curativos bickSgicos em doses moderadas
possuem & capacidade de fiar os tecdos por meis de reducio do
fluido intersticizl sem, no entanto, provocar degeneracio’'

Estudos histoldgicos da pele da tidpia demonstraram uma ep-
derme revestida por um epitéio pavimentoso estratiicado, seguido
de extersas camadas de ooldgeno'. (O coligeno configurs-se como
um doe principais componentes dos biomaterizE, devido & sua ca-
racterizica de orierar e de definir a maiona dos tecidos, além de
possibilitar biodegradabiidade e biocompatibiidade, que favorecem
a sua aplicagao'. Deda forma, o detzlhamento da quantidade e o
tipo de coligeno presente constiuem-se como uma das formas de
caracterzagio de biomaterizs.

Tang & Saito'* demonstrarem gue o oxldgeno tipo | da pele da
tildp@ estimulz Fatores de Cresdmento de Fbroblestos (FGF), o=
quais expreszam € liberam Fator de Cresomento de Queratndoitos
(KGF), duas dtodnas imporantes e impresandives para o fedha-
rmento das feridas.

O padrao de cicatrizagso obeervado nos grupos tratados com
a pele da tidpia fioi superior devido & ua capeddade de obstrur a
fenda, minimizande exsudatos e a formacao de orostas. Mo presen-
e estuda, foram encontradas reagbes inflamatdrizs de intensidade
leve 8 moderada nas feridas recobertas pelas peles de tildpia, com
feniipo moncnudesr (histicinfoplasmodtdnc), diferentemente da
imten=a resposta aguda obeervada nos grupos controle, interferindo
porsitivamente no processo de ccatrizagao, confimando o benefico
de sua utiizagso.

MNotadamente, 2 infarmagio crénia & caraderzada por uma res-
posta profferatihva, e gue os macrdfagos desempenham ngbes
importartas no processo de doatrizagso assodados Com deposicio
de coligeno e neclrmacso vasoulr Os maméigos do tpo M2
enpressam dioonas e fabores de cresdments importantes pare a
reparacio ecdual.

Quanto ace pardmetros hematoldgicos e bioquimicss, o5 mes-
rmos mantiverarm-se dentro da normalidade pare @ espéde estuda-
da, com excecis da ure@, que e apresentou elevada nos grupos
tretados, quando comparada aos resultados obeservados nos grupos
controles. Variagoes deste perdmetno também @ foram descritas por
outros autones™.

Ciutra excegao deve ser feit ans valores de glicose, que == apre-
sEntaram superiones acs valores de referéncia estabelecidos em o-
dos o grupos estudados. Este achado pode ser explicado devido 4
a0 hipergicémica do anestésico dondrato de cetaming utiizado ra
inducss anestésica dos animaiz™.

O curatve ideal & aguele de f&dl obtenclo, de baio custo, de
ficil armazenamento, de estabilidade profongada, que nSo apresen-
12 ambgenicidade, mas boa Sewbibdade, ressi@nciz 20 estirmento,
aderénda a0 leio, boa adsptagso ao comormo das feridas e Bo-
liagio dos movimentos artculares. Acrescenta-se, ainda, que o
rmaterial deve ter aplicagio em wm dnico tempo drirgco, que s
de fidl manipulagio, que supnma a dor, acompanhe o cresdmento
comporal & mantenha a temperatura do conpo.

Ok curativos bickdgicos devem prevenic a5 perdas hidroeletro-
liticas, evitando 2 contaminacso bacteriana e promovendo a epibe-
Izacdo nas queimadures de segundo grau superfidal e profundo e
propiciando a formacio de adeguado teado de gramulacao, para
ereerta, nas lesbes de tenceino grau’.

Estamos muito distamtes de ter o substitute autdneo termpordng
ideal. Alguns curativos heterdliopos jd foram testados e usados no
Brazl, porém abandonados 2o longo do tempao, ssja pelo elevado
st de iImportagao, como a pele porcing, ou pela falla de estu-
dos cientfficos adequados, como a pele de rd cu pela transmizsio
de doencas animais, que todos podern @usar, & nao ser guando a
pele & imadizda, aurmentando os custos. Tecidos biclégicos de on-
Eerm anirmal, como 2 pele de cio, 2 pele de porco, apeke derd o
pericirdio bovino e & camada submucosa de intesting de poroo,
t8m sido wiilzados ern ourathes odusives bickSgeicos (hetererer-
tos), nas lesbes por queimadures'™. Entretanto, parz a beragio e
1 utlizacdo desses materiais, eles devemn ser submetidos a rigorosos
protocolos, para a idertificacio da sua real contnbuican, sepueEnca,
eficdciz & biocompatibiidade’.

Cr= resultados obtidos mo presente estudo possibilitamn o pros-
seguirmente das imestigagbes para Bnsaics Clinicos Fase | emn seres
hurnanos smuddvels e, posteriomnente, para estudos Fase Il e Il em
pacentes com queimaduras, para confirmacio da sepuranca e efic-
cia de sus uiilizacio, como wna atemativa de curativo bickdgico para
traarento destas feridas.

CONCLUSAD

A pele da tildpa apresentou boa aderéncia no leito das feri-
dE indumdaz por gqueimadurss mos ratos testados, interferindo
positivamente no processo catricial & no @usando akeragbes
relevantes nos pardmetros hermatoldgioos e baoquirmicos de fun-
cao renal e hepdtica, sendo um potendal curatve bickégioo para o
tratamento desta natureza,
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5. DISCUSSAO

O tratamento das feridas causadas por queimaduras representa um
desafio diario para a equipe de saude multidisciplinar hospitalar. Estdo disponiveis
inumeros tipos de curativos para o tratamento de queimaduras. Dentre eles, estdo o
alginato de prata, hidrogéis, curativos umidos e a sulfadiazina de prata, creme
amplamente utilizado atualmente nos servicos publicos de tratamento de queimados
(LIMA JUNIOR et al., 2008).

Em nosso pais, na maioria dos centros de tratamento de queimados da
rede publica, tem-se a seguinte conduta, em relacao aos curativos: nas queimaduras
de segundo grau, é realizado diariamente o banho com clorexidine a 2% e o curativo
e feito com o antimicrobiano topico sulfadiazina de prata a 1%, até a completa
reparacao da leséo (2° grau superficial em torno de 12 dias e profundo entre 21 e 25
dias). Na rede privada brasileira este cenario se modifica, dependendo do tipo de
convénio ou das condi¢des financeiras do paciente, sdo utilizados curativos
biossintéticos e peles artificiais, todos importados e de elevado custo. Na Europa e
nos Estados Unidos da Ameérica, sao utilizadas, nestas lesdes de 2° e de 3° graus,
peles homologas (através dos inumeros bancos de pele), peles heterélogas,
curativos biossintéticos e derme artificial para melhorar a sobrevida e ter boa

recuperacéao funcional.

Publicacbes mais recentes tém demonstrado que curativos bioldgicos e
sélidos tém eficacia superior, notadamente nos quesitos: menor tempo de
fechamento de feridas, maior taxa de re-epiteliazacdo e reducédo de dor, e que néo
existem dados suficientes que suportem o uso e a eficacia de sulfadiazina de prata
1%. (AZIZ et al.,, 2012; HEYNEMAN et al., 2016). Tecidos biolégicos de origem
animal, como a pele de cao, a pele de porco, a pele de ra, o pericardio bovino e a
camada submucosa de intestino de porco, tém sido utilizados em curativos oclusivos
biologicos (heteroenxertos), nas lesées por queimaduras (WAI, 1994; RAMSEY et
al., 1995; ZAIDI et al., 2014; BARONE et al., 2015). Entretanto, para a liberacéo e a
utilizacdo desses materiais, eles devem ser submetidos a rigorosos protocolos, para

a identificacdo da sua real contribuicdo, seguranca, eficacia e biocompatibilidade.
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Dando inicio a pesquisa com a pele da tilapia para esta finalidade, a
primeira etapa foi estabelecer a forma de processamento e esterilizagdo do material,
para que, apos isto, os estudos pudessem ser realizados. Este processo gerou 0s

pedidos de patente nacional e internacional.

O primeiro artigo apresentado refere-se ao préximo passo, que foi estudar
a microbiota dos peixes retirados do acude Castanhao, localizado em Jaguaribara,
Ceara. Foram analisadas a cavidade oral e pele, a fim de caraterizar sua microflora
e verificar se os peixes tinham algum tipo de infeccéo bacteriana que pudesse ser
nociva aos seres humanos. 113 microorganismos foram isolados dentro das placas
CPS (meio de cultura cromogénico) e ASA (agar sangue), sendo os Gram-negativos
0s mais prevalentes. Globicatella Gram-positiva, Streptococcus e Enterococcus
também foram encontrados. Pseudomonas aeruginosa e Enterobacteriacae foram
isoladas em todas as placas de estudo. Enterococcus faecalis Gram-positivo foi
prevalente em 70 e 60% da pele e amostras orais, respectivamente. Em concluséo,
ao considerar a auséncia de sinais infecciosos nos peixes e uma carga inferior a
100.000 UFC, conforme padronizado pela Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA), concluimos que os valores da CFU encontrados neste estudo consistiam

de microflora normal, ndo infecciosa.

A predominancia de bactérias gram-negativas em relacdo as gram-
positivas, e a maior frequéncia de P. Aeruginosa corrobora com os achados de
outros autores (SANTOS, 1981). O género Aeromonas foi o mais frequente, tendo
sido isoladas A. sobria, A. hydrophyla, A. veronii, representando 17, 8 e 1% nas
amostras de pele, e 16, 9 e 1% das amostras orais, 0 que também esta de acordo
com os achados de Santos. Foi demonstrado que a microflora de peixes de agua
fresca, em diversos paises, foi composta de uma maior frequencia de espécies
gram-negativas, geralmente composta por Aeromonas spp., Acinetobacter spp.,

Micrococus spp., Pseudomonas spp. e algumas espécis coliformes.

Rodrigues et al. (2007) também encontraram resultados similares aos

deste estudo, exceto pela presenca de Vibrio spp. em suas amostras.

Em nosso estudo, o género Globicatella esteve presente em 6 (30%) na
pele e em 4 (20%) de amostras orais. Embora tenha sido pouco referida em
publicacdes, a maior parte dos estudos associou sua presenca com doencas

humanas (10), e apenas 3 em animais, sendo cavalos e ovinos (ELSINGHORST.
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2003; VELA et al., 2000; COLLINS et al., 1999).

Em seguida, a equipe de pesquisadores do NPDM realizou estudo para
caracterizar a pele de tilapia do Nilo, a partir de suas caracteristicas fisicas
(resisténcia a tracao), histomorfolégicas e da tipificagcdo da composic¢ao do colageno,
trabalho que resultou na publicacdo do segundo artigo. Tais caracteristicas sao de
extrema importancia para que se obtenha um curativo bioldgico de qualidade para o
tratamento de queimaduras. Nesse estudo, as etapas foram reproduzidas também

em pele humana, doada de cirurgias plasticas, para efeito comparativo.

As caracteristicas microscopicas da pele da Tilapia mostraram-se
semelhantes a estrutura morfologica da pele humana apresentando derme composta
por feixes de coladgeno compactados, longos e organizados, em disposicao
paralela/horizontal e transversal/vertical, predominantemente, do tipo I. Tais achados
mostraram-se semelhantes aos encontrados previamente na literatura (FRANCO et
al., 2013).

Concluiu-se que a pele de tilapia possui caracteristicas microscopicas
semelhantes a estrutura morfolégica da pele humana e elevada resisténcia e
extensdo a tracdo em quebra, o que suporta sua possivel aplicacdo como
biomaterial. A derme desta pele € composta por feixes organizados de fibras de
colageno denso, predominantemente do tipo |, 0 que traz consideravel importancia

para seu uso clinico.

A maioria dos biomateriais, como pericardio de porco, apresenta grande
guantidade de colageno tipo | (47%), do mesmo modo que a pele de tilapia (57%, no
presente estudo). Sugere-se que este tipo de coladgeno possua grande quantidade
de grupos reativos, como aminas, acidos carboxilicos e hidroxilas alcodlicas, que
possibilitam alteracdes quimicas do tecido, principalmente através de reacfes de
reticulacdo e hidrélise seletiva, aumentando sua adaptacdo aos outros tecidos
(VILELA, 2006; BUCHAIM et al., 2015).

Os feixes de colageno denso da pele da tilapia sdo dispostos,
predominantemente, de forma paralela e transversal, diferindo da organizacédo da
derme humana, em que se encontram fibras com aumentada atividade colagénica
em direcdes diversas. Esses aspectos poderiam contribuir para o entendimento da
alta capacidade da pele humana em resistir a grandes cargas, no entanto, esta

diferenca no arranjo das fibras colagenas ndo parece interferir no parametro da
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elasticidade da pele da tilapia, visto que os valores encontrados em ambas as peles
no teste de extensdo a tracdo, medida em centimetros, apresentaram médias
semelhantes (média tildpia = 4,442 cm; média humana = 4,615 cm). Esta
caracteristica possibilitaria satisfatéria manipulacdo da pele do peixe nas manobras

de recobrimento e sutura, por exemplo.

Em relacdo aos valores encontrados nos testes de tracdo, poucas sdo as
pesquisas reportadas na literatura que apresentam metodologia semelhante a deste estudo.
Em avaliacdo prévia com peritbnio de paca, um possivel biomaterial de uso clinico,
armazenadas em glicerol 98%, em periodos de até 30 dias, evidenciaram-se valores médios
de carga maxima (16 N) e esforco a tracdo (2,8 N/mm?), inferiores ao encontrado para a pele
de tildpia em teste, entretanto, com valores de deformacdo ligeiramente superiores (49%)

(CAMARGO, 2015).

Quando comparados com a pele de tildpia submetida ao curtimento, os valores
encontrados na literatura sdo em média superiores, como esperado, em que a pele curtida
apresenta valores de carga maxima de 112 N, esforco a tracdo de 10,87 N/mm? e

deformacdo de 75% (HILBIG, 2013).

Estes resultados sinalizaram e enriqueceram ainda mais a possibilidade
de aplicacdo da pele da Tilapia do Nilo como curativo biolégico em queimaduras e,
assim, dando prosseguimento a pesquisa, foi realizado estudo com animais para

avaliar pela primeira vez sua utilizacdo in vivo.

O terceiro artigo tratou de avaliar a utilizacdo da pele de tilapia do Nilo
como curativo oclusivo temporario nas queimaduras de segundo grau superficial e
profunda em ratos. Foram utilizados 40 ratos machos Wistar submetidos a cirurgia

para producao de queimadura.

Observou-se que no dia 21, os dois grupos que utilizavam a pele da
tilapia como curativo demonstravam melhor delineamento dos bordos da ferida. O
padrdo de cicatrizacdo dos grupos tratados com a pele da tilapia foi superior devido

a sua capacidade de ocluir a ferida, minimizando exsudatos e formacao de crostas.

O exame microscopico revelou que amostras destes grupos eram
representadas por tecido conjuntivo fibroso destituido de revestimento epitelial,
exibindo infiltrado inflamatério histiolinfoplasmocitario, com graus variados de

intensidade, e permeado por ocasionais granuldcitos polimorfonucleares neutréfilos
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restritos a regido superficial. Observava-se que o tecido conjuntivo profundo

apresentava-se livre de inflamacéao.

Os parametros hematolégicos e bioquimicos ndo diferiram entre os
grupos tratados e controles, estando dentro dos padrdes de normalidade para a

espécie utilizada.

Tais achados demonstraram que a pele da tilapia apresentou boa
aderéncia no leito das feridas induzidas por queimaduras nos ratos, interferindo
positivamente no processo cicatricial. Além disso, a auséncia valores
significativamente alterados nos exames laboratoriais sinalizam a seguranca da

utilizacéo da pele como curativo.

O curativo ideal € aquele de facil obtencédo, de baixo custo, de facil
armazenamento, de armazenamento prolongado, que ndo apresenta antigenicidade,
boa flexibilidade, que apresenta resisténcia ao estiramento, boa aderéncia ao leito,
gue adapta-se ao contorno das feridas, que facilita os movimentos articulares, de
aplicacdo em um unico tempo cirargico, de facil manipulagcéo, que suprimi a dor, que
acompanha o crescimento corporal, que ndo apresenta cicatrizacdo viciosa. Além
disto, e, principalmente, que previne perdas hidroeletroliticas, que evita a
contaminacgao bacteriana e que controla a temperatura corporal, além de promover a
epitelizacdo nas queimaduras de segundo grau superficial e profundo e propiciar a
formacdo de adequado tecido de granulagcéo, para enxertia, nas lesées de terceiro
grau (HERSON, 2008).

O Ministério da saude preconiza a existéncia de 13 Bancos de Pele em
nosso pais. Infelizmente, em um pais com as dimensdes do Brasil, ha apenas em
funcionamento trés bancos de pele, sendo um em Sdo Paulo (Hospital das Clinicas),
um no Parana (Hospital Evangélico) e o outro em Porto Alegre (Santa Casa de
Misericérdia), uma vez que o Unico banco do Nordeste, localizado em Recife (IMIP),
encontra-se desativado (LIMA JUNIOR et al., 2008). Estes bancos suprem menos de

1% da necessidade de pele para o tratamento das queimaduras.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

O Brasil jamais teve uma pele animal registrada na ANVISA e
disponibilizada pelo Ministério da Saude para o tratamento desta grave enfermidade.
Os resultados apresentados pela equipe de pesquisadores do NPDM possibilitam o
prosseguimento das investigagbes para pesquisas em seres humanos, para

confirmacédo de sua seguranca e eficacia como curativo biologico.

bY

Estudos clinicos deverdo dar continuidade a investigacdo, avaliando a
qgualidade do tratamento utilizando este produto em ensaios clinicos fase 1, para
avaliar seguranca e tolerabilidade, prosseguindo com estudos fase 2 e 3 para

confirmar a eficacia do uso deste produto.

Trata-se da primeira pele de animal aquatica do mundo para este
tratamento e a primeira pele animal do Brasil. Um produto inovador e pioneiro, de
facil aplicacdo, que vem demonstrando bons resultados, devendo impactar

diretamente na qualidade de vida dos pacientes queimados.

7. CONCLUSAO

As pesquisas pré-clinicas realizadas pela equipe de estudos do NPDM
resultaram na producéo cientifica de trés manuscritos que demonstraram que a pele
de tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus) possui as caracteristicas e propriedades
necessarias para ser utilizada com seguranca e eficacia, confirmando seu potencial
como curativo biolégico oclusivo para o tratamento de queimaduras em seres

humanos.
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