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RESUMO

Lesdes cutdneas extensas requerem intervengdes terapéuticas eficazes sao fundamentais para
promover a reparacao adequada do tecido. Nesse contexto, biomembranas de origem bioldgica
vém sendo amplamente estudadas, destacando-se a pele de tilapia (Oreochromis niloticus) por
suas propriedades estruturais, elevada concentragdo de coldgeno, biocompatibilidade e
viabilidade econdmica. Contudo, € necessario volume suficiente para atender a demanda dos
hospitais e clinicas humanas e veterinarias. Nesse sentido, a conservagao adequada das peles
de tilapias ¢ fundamental para garantir um estoque adequado bem como preservar suas
propriedades terapéuticas. Sendo assim, o primeiro capitulo desta dissertacdo apresenta uma
revisdo narrativa da literatura cientifica sobre o uso da pele de tilapia como biomaterial no
tratamento de feridas, com foco em diferentes métodos de preservacao ja descritos abordando
suas vantagens e desvantagens. O segundo capitulo se trata de um estudo experimental que se
onde foram comparados trés diferentes métodos de conservagdo da pele de tilapia, sendo eles:
congelamento a -18 °C, imersdo em glicerina a 98% e solugdo salina hipersaturada a 150% ao
longo de 30, 60 e 90 dias. As amostras, previamente submetidas a antissepsia com clorexidina
a 2%, foram avaliadas quanto a resisténcia mecanica em ensaios de tensdo e forca, estrutura
morfoldgica por meio de coloragdo com Hematoxilina e Eosina, concentragdo de colageno
(tipos I e III) utilizando a coloragdo de Picrosirius Red e analise microbiologica. Os resultados
demonstraram que o congelamento € eficaz para a manuten¢do das propriedades mecanicas por
até 30 dias, enquanto a glicerina apresentou desempenho superior em 90 dias. Conclui-se que
a escolha do método de preservacdo deve ser orientada pela duracdo do armazenamento

desejado.






ABSTRACT

Extensive skin lesions require practical therapeutic interventions that are essential to promote
adequate tissue replacement. In this context, biomembranes of biological origin have been
widely studied, with tilapia skin (Oreochromis niloticus) standing out for its structural
properties, high collagen concentration, biocompatibility, and economic prospects. However,
sufficient volume is required to meet the demand of human and veterinary hospitals and clinics.
Therefore, proper preservation of tilapia skins is essential to ensure adequate stock and preserve
their therapeutic properties. Therefore, the first chapter of this dissertation presents a narrative
review of the scientific literature on the use of tilapia skin as a biomaterial in wound treatment,
focusing on different preservation methods already described and addressing their advantages
and disadvantages. The second chapter is an experimental study comparing three different
methods of preserving tilapia skin: freezing at -18°C, immersion in 98% glycerin, and 150%
hypersaturated saline for 30, 60, and 90 days. The samples, previously subjected to antisepsis
with 2% chlorhexidine, were evaluated for mechanical strength in tension and strength tests,
morphological structure by hematoxylin and eosin staining, collagen concentration (types I and
IIT) using picrosirius red staining, and microbiological analysis. The results demonstrated that
freezing is effective in maintaining mechanical properties for up to 30 days, while glycerin
performed better at 90 days. It is concluded that the choice of preservation method should be

guided by the desired storage duration.

vi






LISTA DE FIGURAS
Figura 1- Corpo de prova em formato de ampulheta. ...........ccccoeeviieiiiieniiieeiie e 36
Figura 2- Corpo de prova fixado a Maquina Universal de Ensaios. .......ccccccceeveecs vveie e 37
Figura 3 - Comparagao entre as variaveis For¢a e Tensao para cada tipo de tratamento
€ seus respectivos tempos de PreSEIVAGAD. .....everiertiertereiertieieeitesteetesite st ettt esteetesaeenaeen caees 41
Figura 4 - Comparagao entre as varidveis Forca e Tensdo para cada tipo de tratamento
€ Seus respectivos tempos de PreSEIVAGAD. .....evvierveerieeierteeieeeesteeteetresseesesseesseeaessees seses senees 42

Figura 5 — Anélise da concentracdo de colagenos tipo I e I1I presentes na pele de tilapia

conservada em solu¢do hipersaturada salina, por congelamento ou em glicerina, em

periodos de 30, 60 € 90 dIaS. ...cccueieeuieeeiie e et ere e e 2enaaee aeennnes 43
Figura 6 — Andlise da concentrag¢do de colagenos tipo I e III presentes na pele de tilapia

fresca e nos demais meios, em periodos de 30, 60 € 90 dias. .......cccceevvveeriieeriie et e, 44
Figura 7 — Concentragao de colageno tipo I e III ao longo dos periodos de 30, 60

€ 90 IS, .ttt ettt ettt ettt e bt e e teenhte @ eeteeniteens 44
Figura 8 — Analise morfométrica de pele de tilapia preservada em Solugdo Salina por

60 dias obtida por segmentacao de cor usando o software Image J. .............c.coceeeeeeeecrveennnenn. 44
Figura 9 - Fotomicrografias de cortes histologicos de pele de tilapia fresca e apds

conservagdo em solu¢do hipersaturada salina, glicerina e congelamento em periodo

A€ 30 dIAS. ittt et sabee bt e e bt e nhe e et sheeebeenaeeens 45

Figura 10 - Fotomicrografias de cortes histologicos de pele de tilapia fresca e apds

conservacdo em solucdo hipersaturada salina, glicerina e congelamento em periodo
A8 00 dI8S. ..ottt aenene st naes 46

Figura 11 - Fotomicrografias de cortes histoldgicos de pele de tilapia fresca e apos

conservagao em solugdo hipersaturada salina, glicerina e congelamento em periodo

A€ 00 AIAS. e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e aaaaaaaaaaaaaaaaaarare eaaaeaeaataee varaeaaaaaaaaaas 47

Vi






SUMARIO

(07N =1 n U |1 5 OO OO 9
1. INTRODUGAOD ...ttt sttt st en s en s anen e 11
2. REVISAO DE LITERATURA .......oooooiitiiiiitieeeeeeeeeeesesesse s ses s ses st ses s sessssasssssassssssssassennns 12
2.1. UTILIZACAO DE MEMBRANAS NO TRATAMENTO DAS FERIDAS .......ocoovvierierreenne 12
2.2. UTILIZACAO DA PELE DE TILAPIA COMO BIOMEMBRANA ........cccoovvvreurreiresrsresnenes 16
2.3. MEIOS DE PRESERVAGCAO ......oovviieeeeeteeeeeeseesesssess s ses s ses s ass s assssssssssssssasssssassassanses 18
REFERENCIAS ..o eee e eses s sas s ssssss s s s s s st sassssssaessssssssasssssasssssssesnes 23
[N 2J 1 N 0] 510 200D 29
1. INTRODUQGAO ...ttt sttt ses s s s sastesesastessassssnassasanes 31
2. MATERIAL E METODOS..........ooooiiiieiieieeeeeeeeeeessssess s sesses s ses s sessessssssssssassssssssssssssassesses 34
2.1. PREPARO DAS PELES E DIVISAO DOS GRUPOS EXPERIMENTALIS ........ccccvvurverrerrennne 34
2.2. AVALIACAO TENSIOMETRICA .......ooovuiiieeeeeieeeseeeeeetes s seeesss st sesasss s sssessesessessnes 36
2.3. AVALIACAO MICROBIOLOGICA ......oooueueeeeeeeeeeeseeseesessessesses s sessessessesssssesassessassassassanes 38
2.4. PROCESSAMENTO HISTOLOGICO .....oovvrereeeeeeeeeeeeesisseseseessesesssesesssssesssssessassesssssassesses 38
2.6. ANALISE ESTATISTICA ....oovuiveeieeeeeeeeeeteeee s ss s sessassassannes 39
3 RESULTADOS ...ttt s sttt sttt en s aestsssessenaesens 40
3.1. PREPARO DAS AMOSTRAS .....oooiviiiieeieeeeeeeeeeetesesese s ses s ses s ses s ses s ssesassssssssassassanes 40
3.2. AVALIACAO TENSIOMETRICA .......covvrueirereseeeeeeeessssessessssssssssessessesssssssssssssssssssssssssanes 40
3.3. ANALISE MICROBIOLOGICA ........o.oveueeeeeeeeeeseessessessssessessssssssssessessesssssssssssssssssssssssssanes 42
3.4. ANALISE HISTOQUIMICA DA CONCENTRACAO DE COLAGENO TIPOIEII........... 42
4. DISCUSSAQ ...ttt b st a e s e st a s s s s s s s s et st sansssesarsans 47
5. CONCLUSAOQ ..o et s sttt s s s ss s s s ssassasassassassssnsnsassssssansnsasaneans 56
REFERENCIAS ...ttt sesesssas s st st sssss s s s ssssesssssassanssssssssssssassaes 57
ANEXO 01 - Protocolo Comité de Etica em Experimentacio Animal. ...........cccooevevvvevreeeeneeesiennnns 62

viii






CAPITULO 1

Titulo: Pele de tilapia como biomembrana na cicatrizagdo de feridas: revisdo narrativa

sobre propriedades bioldgicas e métodos de preservacao

Resumo:

A pele de tilapia (Oreochromis niloticus) tem se destacado como biomembrana promissora
para o tratamento de feridas em humanos e animais, devido a sua alta concentracdo de
colageno, biocompatibilidade, baixa antigenicidade e viabilidade estrutural. Esta revisao
narrativa tem como objetivo explorar as aplicacGes terapéuticas da pele de tilapia, com foco
em suas propriedades histolégicas, mecénicas e microbioldgicas, além de discutir os
principais métodos de conservacdo empregados para garantir sua funcionalidade clinica.
Técnicas como imersdo em solucdo de glicerina, criopreservacdo, liofilizacdo, irradiacao
gama e solucdo hipersaturada de NaCl sdo analisadas quanto a efic&cia na preservacao da
integridade estrutural e esterilidade do tecido. Estudos recentes demonstram que a pele de
tilapia, além de acelerar a epitelizacdo, promove angiogénese, deposicdo de colageno e
controle da microbiota da ferida. No entanto, a escolha do método de preservagdo impacta
diretamente na viabilidade celular e propriedades biomecénicas do implante, sendo a
padronizacdo dessas técnicas essencial para ampliar sua aplicacéo clinica. A partir desta
analise, destaca-se a necessidade de mais estudos comparativos que avaliem os efeitos de

diferentes protocolos de conservagéo sobre a performance terapéutica da pele de tilapia.

Palavras-chave: Biomembrana; oreochromis niloticus; ferida de pele; colageno; métodos

de conservacao.
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ANALISE TENSIOMETRICA, HISTOMORFOMETRICA E MICROBIOLOGICA
DA PELE DE TILAPIA FRESCA E CONSERVADA EM DIFERENTES MEIOS POR

ATE 90 DIAS

CHAPTER 1

Title: Tilapia Skin as a Biomembrane in Wound Healing: A Narrative Review on Biological

Properties and Preservation Methods and periods

Abstract:

Tilapia skin (Oreochromis niloticus) has emerged as a promising biomembrane for wound
treatment in humans and animals due to its high collagen content, biocompatibility, low
antigenicity, and structural viability. This narrative review aims to explore the therapeutic
applications of tilapia skin, focusing on its histological, mechanical, and microbiological
properties, as well as discussing the main preservation methods employed to ensure its clinical
functionality. Techniques such as glycerolization, cryopreservation, lyophilization, gamma
irradiation, and hypersaturated NaCl solution are analyzed for their effectiveness in preserving
the structural integrity and sterility of the tissue. Recent studies show that tilapia skin not only
accelerates epithelialization but also promotes angiogenesis, collagen deposition, and control
of the wound microbiota. However, the choice of preservation method directly affects the
cellular viability and biomechanical properties of the implant, making the standardization of
these techniques essential for broader clinical application. Based on this analysis, the need for
further comparative studies assessing the effects of different preservation protocols on the

therapeutic performance of tilapia skin is highlighted.

Keywords: Biomembrane; Oreochromis niloticus; skin wound; collagen; conservation

methods.
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1. INTRODUCAO

A pele ¢ o 6rgao mais extenso do corpo que com uma intrincada composicao, atua,
principalmente, como barreira protetora entre o corpo € o ambiente externo, protegendo-o
contra danos fisicos, acdo de patégenos e perda de liquidos. Determinadas condi¢des ou eventos
traumaticos que tem como consequéncia o comprometimento da integridade da pele podendo
ocasionar feridas que por sua vez desencadeiam uma série de processos que levam a reparagao
do tecido, a fim de recuperar sua integridade e restabelecer sua fungio protetora (CANEDO-
DORANTES; CANEDO-AYALA, 2019). No entanto, O processo de reparagio das feridas,
quando sem intervengdo, pode ndo resultar na total recuperagdo funcional ou estética do tecido
lesado. Logo, a utilizagdo de técnicas que auxiliem nesse processo sdo fundamentais para que
pacientes que sofreram tal injiria consigam ter a melhor capacidade de reparag¢do do tecido
cutaneo lesionado (SU et al., 2019; REZENDE, 2018).

A literatura tem registros de outros meios de preservagdo utilizados para conservar
membranas bioldgicas, como a polivinilpirrolidona, solucao hipersaturada de acticar, mel ndo
processado, solucdo hipersaturada de sal, liofilizacao e vitrificagdo, (ALVARENGA, 1992;
BRUN etal., 2002; CAMPBELL LH & KELVIN. 2025; JAFARI et al, 2024).

O uso de membranas bioldgicas se justifica, especialmente, por seu baixo custo,
facilidade de obtengdo, estocagem e utilizacdo, além do simples preparo e esterilizacao vidvel,
ressaltando, neste caso, a ocorréncia de pouca ou nenhuma reacao tecidual (ALVARENGA,
1992). Sendo que para O’Brien (2011), esta tltima propriedade pode ser elencada como uma
chamativa vantagem, uma vez que a pouca ou nenhuma reacdo tecidual evita que estes
implantes causem resposta inflamatdria grave que possa levar o organismo a rejeitar o
biomaterial implantado.

No que se diz respeito a utilizacdo de membranas de origem bioldgica na reparagdo de

feridas cutineas, varios materiais tém sido sugeridos ao longo dos anos, como, por exemplo, o
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pericardio e pele de porco, peritdnio € membrana amniotica bovinos, entre outros. Dentre os
materiais investigados para este fim nas tltimas décadas destaca-se a pele de tilapia, devido as
suas caracteristicas histologicas, mecanicas e concentragdo de colageno (MATHANGI et al.
2013).

O presente capitulo tem como objetivo revisar, de forma narrativa, as evidéncias
cientificas disponiveis na literatura sobre a utilizacdo da pele de tilapia (Oreochromis niloticus)
como biomembrana no tratamento de feridas, destacando suas propriedades estruturais,
funcionais e terapéuticas, bem como os métodos de preservacdo utilizados para garantir sua
viabilidade como material biol6gico alternativo de baixo custo, com potencial de aplicagdo na

medicina e veterinaria humana.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. UTILIZACAO DE MEMBRANAS NO TRATAMENTO DAS FERIDAS

As feridas sdo o resultado de varios fatores e podem causar sofrimento fisico e
psicolégico, afetando a qualidade de vida geral dos individuos (IBRAHIM et al., 2020a). Por
se tratar de um processo dindmico e complexo, o reparo de feridas, principalmente feridas cronicas,
pode ser influenciado por diversos fatores como niveis de espécies reativas de oxigénio e atividade
das células inflamatorias. Niveis elevados de espécies reativas de oxigénio Sd0 capazes de induzir
apoptose celular, ao passo que niveis reduzidos deste metabdlito interrompem o ciclo celular
resultando em atraso no processo de cicatrizagdo (DUNNIL et al., 2015). A respeito de células
inflamatérias, o recrutamento excessivo de neutrofilos para o local da lesdo bem como atividade
exacerbada de macrofagos do tipo M1 (pro-inflamatdrios) também resultam em atraso da cicatrizagdo
(WONG et al., 2015). Essas alteragdes podem resultar de comorbidades frequentemente observadas
como obesidade e diabetes (FADINI et al., 2016; LOUISELLE et al., 2021), além de infecc¢des e

isquemias (DAS & BAKER., 2016). Sendo assim, uma vez que cada vez mais os niveis de


https://pmc.ncbi.nlm.nih.gov/articles/PMC7950185/
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comorbidades tem se elevado, e pardmetros como infecgdes e isquemia ndo sdo incomuns, a
cicatrizagdo ineficiente de lesdes ocorre em grande escala, gerando altos gastos (DAS & BAKER,
2016).

Nesse sentido, a bioengenharia de tecidos tem se dedicado a producao de novos biomateriais
que possam interagir com os sistemas biologicos, influenciando de maneira positiva nos parametros
relacionados ao reparo de lesdes como: inflamagao, vascularizagdo e oxigenagao. Esses materiais tém
como objetivo induzir uma resposta fisioldgica adequada para uma cicatrizagdo saudavel e se possivel
melhorada (FESTAS et al., 2019).

Esses biomateriais sdo dispositivos de origem sintética, natural ou natural quimicamente
modificada, os quais serdo incorporados ao hospedeiro, estimulando a proliferagao de novas
células. Independentemente do tipo de tecido, o biomaterial ideal deve ser biocompativel, de
modo em que ndo ocorra rejeigdo ou incompatibilidade imunolégica e ou fisica do individuo
em relacao ao enxerto (O’BRIEN, 2011; CARDOSO, 2018).

Logo, o primeiro critério de qualquer enxerto ou biomaterial utilizado no auxilio da
reparacao de feridas ¢ a biocompatibilidade, visto que o objetivo da engenharia de tecidos €
permitir que as proprias células do corpo, ao longo do tempo, substituam o tecido implantado.
Assim, biomembranas ndo se destinam como implantes permanentes, o que torna essencial que
sejam biodegradaveis, de modo a permitir que as células produzam a sua propria matriz
extracelular. Além disso, ao serem degradadas, para dar lugar ao tecido proprio do individuo,
o biomaterial gera subprodutos que nao devem ser toxicos a fim de que ndo interfiram com
outros 6rgaos (DE SOUZA et al., 2022).

Idealmente, a membrana deve ser biofuncional, ter propriedades mecanicas consistentes

com o sitio anatdomico no qual serd implantado e, a partir de uma perspectiva pratica, deve ser

[soR

forte o suficiente para permitir manuseio durante a implantagdo, resistindo a tragdo,

compressdo, a flexdo, a fadiga, a torcdo e ao cisalhamento e deve apresentar resisténcia a
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degradagcdo em contato com fluidos orgénicos e ainda, possuir facilidade de esterilizagdao
(CARDOSO, 2018). De modo que a infiltragdo de células hospedeiras no local do enxerto
auxilia na regeneracgdo e remodelagdo do tecido, processo essencial para que o enxerto se integre
funcional e estruturalmente ao tecido receptor, garantindo sucesso a longo prazo (LEAL-
MARIN et al., 2021). A vascularizagdo, por outro lado, ¢ vital para fornecer oxigénio e
nutrientes ao enxerto, suportando suas necessidades metabolicas e sua viabilidade geral
(MANFREDI et al., 2021). De modo geral, um enxerto bem vascularizado apresenta melhores
probabilidades de sobrevivéncia no ambiente receptor, ampliando sua funcionalidade e
longevidade (DIAS-FERREIRA et al., 2023).

Durante o processo de preparo da biomembrana, também ¢é necessario que ela se
encontre estéril, a fim de evitar a contaminagdo, principalmente bacteriana, da ferida que sera
recoberta. Os processos de esterilizacdo envolvem a utilizagdo de irradiagdo, esterilizagao
quimica, utiliza¢do de antissépticos ou gases como o 0xido de etileno.

Considerando o assunto, diversos estudos abordam técnicas e materiais diferentes a fim
de obter melhores e mais eficientes resultados na reparacao de feridas. Dentre essas técnicas, o
uso de biomateriais associados a nanoparticulas vem sendo abordado, como no exemplo de
estudo feito por Shafique et al. (2021) em que utilizaram uma biomembrana de hidrogel,
produzida a partir de acido hialurdnico, associada a nanoparticulas com antibidtico, neste caso
a base de cefepima. No mesmo estudo também foi demonstrada a maior eficiéncia da
biomembrana associada a um agente antibidtico, onde as feridas tratadas com biomembrana
associada as nanoparticulas com antibidtico apresentaram uma taxa de fechamento 40% maior
se comparada ao grupo controle.

A associacdo de materiais que tenham caracteristicas mecanicas e biologicas ideais
também tem se mostrado promissora. Barud et al. (2013), observou in vitro e in vivo, uma

relacdo positiva entre a diminui¢do do tempo de cicatrizagdo e a utilizagdo da membrana de
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biocelulose associada a propolis em experimento com ratos da linhagem Holtzman (Rattus
norvegicus),

Além disso, peptideos também podem ser utilizados no tratamento de feridas. Horn e
Neundorf (2018), avaliaram pela primeira vez as atividades biologicas de peptideos quiméricos
curtos sintetizados artificialmente. Os testes in vitro que avaliaram desde citotoxicidade até a
internalizacdo mostraram a capacidade desses peptideos penetrarem em queratinocitos,
resultando na maior migragdo e proliferagao desses no local da ferida.

Outro fator que influencia na qualidade da membrana que recobre a ferida ¢ a
permeabilidade. As membranas assimétricas, que apresentam camada externa mais densa para
prote¢do mecanica e camada interna porosa. sdo desenvolvidas justamente com esse enfoque,
visto que apresentam porosidade necessaria para permitir a eliminagdo de exsudato, além de
impedir a desidratacdo e a entrada de bactérias na ferida (MIGUEL et al, 2019). Assim como
diferentes tamanhos de fibras, seu didmetro, densidade, conformagao e porosidade influenciam
na eficiéncia da reparacdo tecidual. Nesse contexto, Wang et al. (2022) testaram diferentes
didmetros de fibra que variaram de 300 a 1000 nm e mostraram que o menor didmetro favorece
a reparagdo da ferida, por apresentar mais for¢a mecanica e melhores caracteristicas
hidrofilicas.

Dentre os biomateriais atualmente pesquisados para o tratamento das feridas, podemos
citar os materiais organicos naturais bioativos, originarios de produtos aquaticos, visto que o
colageno derivado de escamas, pele e ossos de peixes, tem sido de grande interesse para laboratorios
em todo o mundo, pelo seu potencial de aplicacdo como biomaterial e veiculo de suporte, devido as
suas propriedades de bioatividade, com excelente biocompatibilidade, baixa antigenicidade e alta

biodegradabilidade e potencial de proliferacdo celular (LIMA-JUNIOR et al., 2020).
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2.2. UTILIZACAO DA PELE DE TILAPIA COMO BIOMEMBRANA

Uma grande diversidade de materiais sdo utilizados no tratamento de feridas, e uma
caracteristica comum entre eles ¢ a importancia do coldgeno nessas biomembranas (MEYER, 2019).
Tal importancia se deve a seu papel como proteina de manutencao estrutural de grande abundancia
em todos os animais, logo, biomateriais que contenham esta proteina e que sejam biocampativeis
sao amplamente utilizados em estudos sobre o tratamento de feridas, como exemplo da pele de tilapia
(DE SOUZA et al., 2022; FATEMI et al., 2021).

Com ampla distribuicao geografica, a producao de tildpia vem crescendo de forma consistente
com o passar dos anos, sendo atualmente a espécie de peixe mais cultivada pela piscicultura brasileira,
tornando a pele de tilapia um produto de facil acesso e de baixo custo. Em 2022 houve aumento da
producdo em 3%, o que representou 550.060 toneladas, cerca de 63,93% da produgdo nacional
de peixes de cultivo, mantendo o Brasil em quarto lugar no ranking mundial de produtores de
tilapia (PSICULTURA, 2023)

A pele da tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) ¢ um produto nobre e de alta qualidade, pois
possui resisténcia peculiar (ALVES et al., 2015), além de 25% de colageno em sua constitui¢ao,
sendo comparavel aos niveis de colageno normalmente observados na pele de mamiferos (30%)
(KARIM, BHAT; 2009). Contudo, em um estudo recente, Huang et al. (2024) demonstraram
que o colageno derivado da pele de tilapia apresentou potencial superior para permitir a
migrac¢do, adesdo e proliferacdo de fibroblastos derivados da pele humana quando comparado
aos coladgenos bovino e suino.

Além disso, a pele de tilapia vem sendo utilizada como biomembrana, conforme casos
clinicos relatados que demostram o sucesso nas aplicagdes medicinais de pele de tilapia como
curativo oclusivo em tratamento de queimaduras tanto em humanos quanto em animais. Neste
tipo de ferida, a indica¢do do uso ¢ viavel em funcdo da elevada concentragdo de coldgenos

tipos 1 e 3, por ser altamente umida e por possuir diversas substancias na pele que aceleram a


https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0268005X08001446?via%3Dihub)
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cicatrizagdo do epitélio. Além disso, neste biomaterial encontra-se o dmega 3, 6leo responsavel
por diminuir os fatores inflamatorios e aspectos necroticos da ferida causados pela alta
temperatura (AIUB; PASSINI, 2019; LIMA-JUNIOR et al., 2019; LIMA-JUNIOR et al., 2020;
COSTA, 2022).

Na medicina veterinaria ha relatos da utilizacdo de pele de tilapia como curativo
oclusivo e como xenoenxerto em feridas de diversas naturezas e em varias espécies diferentes,
como reparagdo de feridas crdnicas em equinos, tratamento de lesGes cutneas traumaticas em
caes e gatos, e ainda, em regifes com menor suporte sanguineo, como a cérnea (ELBIALY et
al., 2020; IBRAHIM et al., 2020; MELO et al., 2022).

As vantagens da utilizagdo da pele de tilapia foram demonstradas também na
aceleragdo da reepitelizagdo de feridas em animais. Ibrahim et al. (2020), utilizou dessa
biomembrana no tratamento de equinos com feridas cirurgicamente induzidas, na regido do
metacarpo. Os animais foram entdo divididos em grupo controle e tratado, sendo que o grupo
tratado teve a regido da ferida recoberta por pele de tilapia devidamente esterilizada. Os dois
grupos foram observados durante 21 dias e quando comparadas, as feridas dos animais tratados
com a pele de tilapia apresentaram, além de mais rapida reepitelizagdo, maior formacao de
novos vasos e maior deposi¢do de coldgeno, além de diminui¢do de atividade microbiana
(IBRAHIM et al., 2020).

Faraji et al. (2022) utilizaram pele de tilapia no tratamento de area de necrose de um
neonato que apresentou lesdo no brago esquerdo devido ao extravasamento de medicagdes em
acesso venoso periférico. A pele de tildpia foi mantida sobre a lesdo por 10 dias e em duas
semanas havia reduc¢ao significativa da drea acometida e melhora no aspecto geral da lesdo. Os
autores relataram a cicatrizagdo completa das lesdes em 30 dias, destacando a redugdo do
periodo de cicatrizagdo tecidual e auséncia de infec¢do, o que salienta mais um aspecto positivo

da utilizagdo dessa biomembrana.
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Na medicina veterinaria ha relatos da utilizacdo de pele de tildpia como curativo
oclusivo e como xenoenxerto em varias espécies diferentes. Assim como em humanos, seu uso
pioneiro foi no tratamento de feridas causadas por queimaduras. Feridas de diversas naturezas
também apresentaram resultado significatico com o uso da técnica, como reparacao de feridas
cronicas em equinos, tratamento de lesdes cutidneas traumaticas em caes e gatos, e ainda, em
regides com menor suporte sanguineo, como a cérnea (ELBIALY et al., 2020; IBRAHIM et
al., 2020c; MELO et al., 2022).

No entanto, mesmo que o biomaterial seja adequado, € necessario volume suficiente
para atender a necessidade dos hospitais e clinicas humanas e veterinarias. E para garantir
disponibilidade confidvel de biomembranas ¢ essencial um banco de tecidos onde seja feita de
maneira adequada a conservagdo dessas biomembranas. Varios métodos tem sido propostos
para a conservacao das peles de tilapia, como congelamento, secagem (MORAES-FILHO,
2018), criopreservagado ou liofilizacdo (MIRANDA; BRANDT, 2019; IBRAHIM et al., 2020)
e airradiagdo de raios gama ( DELGADO et al., 2014; DAl et al., 2016). A maioria dos métodos
de conservacdo tem como objetivo eliminar a contamina¢do, mantendo a viabilidade das
células. Esses meios de conservacdo influenciam diretamente na composi¢do celular a qual ¢
fundamental para o resultado no paciente (LIMA-JUNIOR et al., 2020; KOHLHAUSER et al.,

2021; NIE et al., 2022).

2.3. MEIOS DE PRESERVACAO

Diferentes técnicas para preservacdo de tecidos tém suas proprias vantagens e
desvantagens, exemplo disso € observado entre a criopreservagdo e a glicerina 85%, que como
demonstrado em revisdo de Hermans (2011) podem levar a diferengas no crescimento
bacteriano de tecidos preservados; como em glicerina, que reduziu a zero o crescimento
bacteriano, que antes era presente em 10% das amostras e na criopreservagdo que ja mostrou

indicios de ser passivel para auxiliar na trasmissao de patogenos como HIV (CLARKE, 1987;
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VERBEKEN et al., 2009). Ainda assim, os dados coletados nos estudos sdo muito diversos para
permitir uma verdadeira comparagdo cientifica ou analise estatistica. Isto ¢ particularmente
surpreendente em vista das convicgdes existentes sobre a superioridade entre uma técnica de
preservagao e outra.

A glicerina e a criopreservagdo sdo utilizados como métodos de armazenamento e
preservacdao (LIMA-JUNIOR et al., 2020). A glicerina ¢ um composto organico higroscépico,
ou seja, possui alta capacidade de absorver agua. Sendo assim, na conserva¢do com glicerina
ocorre desidratagdo das células (KARAM et al., 2016). A glicerina a 98% desidrata o tecido e
remove a maior parte da dgua intracelular, contudo, isso € facilmente revertido ap6s reidratacao
do tecido, o que o torna um eficaz fixador e protetor da integridade celular (JUSTINO, 2021).
Alves et al. (2018), observaram em seus estudos que a pele de tilapia submetida a este protocolo,
mesmo apods a reidratagdo a pele ¢ histologicamente semelhante a pele de tilapia in natura,
apresentando uma pequena desorganizagdo nas fibras coldgenas, mas com reduzida
significancia clinica.

Outras vantagens da conservagao com glicerina incluem: baixo custo, efeitos antivirais
e antibacterianos, produzindo um material bioldgico menos antigénico, permitindo uma
conservagao duradoura (LIMA-JUNIOR et al., 2020). Para reduzir as chances de rejeicao, as
biomembranas devem permanecer preservadas, por periodo minimo de 30 dias, em glicerina.
Conclui-se que principalmente por garantir a preservagdo da estrutura histoldgica, conservacao
ou aumento da resisténcia a tracdo, a glicerina em diferentes composi¢des ainda ¢ utilizada
como meio para a preservagdo de biomembranas para usos clinicos
(GHOLIPOURMALEKABADI et al., 2020).

Mesmo com resultados satisfatorios em relacdo a estes meios de preservacao,
principalmente a glicerina, estudos sdo desenvolvidos na tentativa de encontrar meios

alternativos de preservagao para biomembranas.
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Como um dos métodos de preservagdo, a criopreservacao de tecidos e até mesmo de
orgdos inteiros tem sido cada vez mais utilizada e armazenada em bancos em todo o mundo
(ARUTYUNYAN et al., 2010). Sabe-se que o congelamento de células leva a expansdo do
conteudo intracelular, gerando cristais, o que por sua vez acarreta em rompimento da membrana
e morte celular (HERRERO-GOMEZ et al., 2022). Além disso, o armazenamento em
refrigeradores criogénicos ou ultrafrios, em temperatura minima de -80° pode alterar a estrutura
da pele e consequentemente reduzir sua viabilidade (LING et al., 2023) . A estrutura das
biomembranas é de extrema importancia pois influencia diretamente em sua interagdo in vivo,
afetando o comportamento celular (BADYLAK, et al., 2009). Dessa forma, a preservagdo da
morfologia ¢ algo desejavel durante o processo de preservacao. Sendo assim, o congelamento
em temperaturas que chegam a -80° C pode ndo ser adequado. Porém, a literatura carece de
estudos que abordam os efeitos do congelamento de biomembranas em temperaturas mais
elevadas (até - 20° C), resultando em uma nova e possivel metodologia de preservacao a ser

investigada.

Outro método de conservagdo ¢ a solucdo hipersaturada do sal NaCl. Essa solucao,
quando preparada na concentragdo de 1,5g de sal para ImL (150%) de dgua tridestilada, além
de preservar a maleabilidade do tecido, possui propriedades antissépticas que inibem o
crescimento de bactérias e fungos (BRUN et al., 2002). A solucdo hipersaturada de NaCl
demonstrou ser eficaz para preservar cérebros de ratos Wistar por quatro semanas sem
alteracdes em suas estruturas macroscopicas (MARTINS-COSTA et al., 2022). De modo
semelhante, a solu¢do salina a uma concentrag¢do de 26% demonstrou ser eficiente em preservar
as estruturas macroscopicas de amostras de cérebro e figado humano por até 56 dias
(JUMLONGKUL, TRAITHEPCHANAPAI; 2017). Biomembranas compostas por centros
frénicos caninos preservados em solugdo saturada de NaCl por 90 dias foram eficazes para

reparar lesdes no musculo reto abdominal em ratos Wistar, sugerindo que a metodologia ¢


https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0939641123001571?via%3Dihub)
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eficaz para preservar as estruturas do tecido. Entretanto, no que diz respeito a estrutura
microscopica, um estudo de preservagdo utilizando pericardio demonstrou que a solucao
hipersaturada de sal pode promover o desarranjo estrutural e desencadear processo de autolise
do tecido conjuntivo (BARIANI JUNIOR et al., 2014), o que ndo ¢é desejavel, uma vez que as
propriedades da biomembrana estdo relacionadas diretamente a sua composicdo e estrutura
(BADYLAK et al., 2009), de modo que os resultados de sua utilizac¢ao clinica podem nao ser
eficazes. Isso ocorre provavelmente devido ao aumento da concentragdo do meio extracelular,
que resulta em fluxo das moléculas de agua pela membrana plasmatica de modo que seja
atingido o equilibrio osmotico, ou seja, equivaléncia das concentragdes intra e extracelular.
Contudo, o influxo excessivo induz aumento excessivo do liquido intracelular resultado em
rompimento da membrana plasmatica (FINAN, GUILAK, 2009). O contetdo celular, ao ser
liberado na matriz de tecido conjuntivo pode acarretar em lise tecidual. Portanto, apesar de seu
baixo custo e eficacia, a solucdo hipersaturada de NaCl deve ser melhor investigada
principalmente no que diz respeito ao seu impacto na morfologia da biomembrana.

A irradiacdo de diferentes tipos de energia e tratamentos fisicos similares vem
despontando como uma maneira simples, e capaz de evitar a citotoxicidade ocasional que pode
ser gerada em tratamentos quimicos (DELGADO et al., 2014).

A irradiacdo de energia gama vem sendo utilizada como método de preservagado, e
principalmente tratamento de esterilizagdo de biomembranas. Esse tipo de radiagdo quebra as
fitas de DNA e RNA, gerando espécies reativas de oxigénio que danificam os componentes
celulares podendo inativar varios microrganismos, incluindo bactérias, fungos, leveduras, virus
e alguns esporos bacterianos, sendo entdo uma maneira efetiva de esterilizar biomembranas.
Em contrapartida, a irradiacdo gama pode ocasionar mudancgas nas propriedades do material
tratado, podendo, por exemplo, reduzir a resisténcia mecanica, alterar caracteristicas quimicas

e aumentando as taxas de degradagdo apo0s a esterilizagdo (DAl et al., 2016). Observou-se que
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de modo geral, métodos fisicos como a irradiagdo por feixe eletrénico t€ém como maior
limitagcdo a mudanga das propriedades estruturais de dispositivos a base de colageno, reduzindo
a resisténcia e aumentando as taxas de degradagdo. Radioprotetores, como a L-cisteina, podem
ser usados para reduzir os danos causados pela radiacdo e melhorar a integridade do dispositivo.
A esterilizagdo por plasma gasoso pode esterilizar com eficacia varios tipos de suturas sem
alterar as propriedades mecéanicas, mas sua influéncia nas propriedades mecanicas dos

dispositivos a base de colageno requer um estudo mais aprofundado (DELGADO et al., 2014).

CONCLUSAO

Estudos experimentais e relatos clinicos demonstram a eficacia do uso da pele de
tilapia em diferentes tipos de feridas, promovendo acelera¢do do processo cicatricial, reducédo
da atividade microbiana e melhora na vascularizacdo local. A pele de tilapia tem se destacado
como um biomaterial promissor no tratamento de feridas, devido as suas propriedades
bioldgicas, estruturais e funcionais que favorecem a regeneracdo tecidual. A elevada
concentracdo de colageno, a biocompatibilidade, a resisténcia mecanica e a presenca de
substancias bioativas, como o 6mega 3, conferem a pele de tilapia caracteristicas ideais para
seu uso como biomembrana, tanto na medicina humana quanto veterinaria. Além disso, sua
ampla disponibilidade e baixo custo tornam sua aplicacdo ainda mais atrativa, especialmente

em contextos com recursos limitados.

Os avangos nas tecnicas de conservagdo, como a liofilizagdo, criopreservacéo e
irradiagdo, tém contribuido para a viabilizacdo do armazenamento e da disponibilidade deste
biomaterial, permitindo sua utilizacdo em larga escala. Dessa forma, a pele de tilapia representa
uma alternativa viavel e eficaz as membranas biolégicas convencionais, sendo um recurso

inovador e sustentavel na &rea da bioengenharia de tecidos aplicados a cicatrizacéo de feridas.
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No entanto, mais estudos sdo necessarios para padronizar os protocolos de preparo, conservacéo

e aplicacgdo clinica, a fim de consolidar seu uso rotineiro com seguranga e eficacia comprovadas.
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RESUMO:

A pele de tilapia tem se destacado como biomaterial promissor no tratamento de feridas, devido
a sua elevada concentracdo de colageno, biocompatibilidade, disponibilidade e baixo custo.
Este estudo avaliou trés métodos de conservacdo da pele de tilapia do Nilo (Oreochromis
niloticus) — congelamento a -18 °C, glicerina a 98% e solugdo salina hipersaturada — com
foco nos efeitos sobre as propriedades mecanicas, morfoldgicas, colagénicas e microbioldgicas
ao longo de 30, 60 e 90 dias. Todas as amostras foram submetidas previamente a antissepsia
com clorexidina a 2% e avaliadas por testes tensiométricos, histolégicos histoquimicos e
microbioldgicos. Os resultados demonstraram que o congelamento preservou com maior
eficiéncia a resisténcia mecéanica da pele até 30 dias, enquanto a glicerina manteve essa

propriedade de forma superior aos 90 dias. A analise histoquimica indicou estabilidade nas
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concentracOes de colagenos tipo | e 111 em todos os métodos, sem alteragdes significativas (p <
0,05). Ndo houve crescimento microbiano em nenhuma das amostras apds o preparo,
demonstrando a eficacia do protocolo de desinfeccdo. A pele conservada em glicerina
apresentou superioridade na preservacdo morfologica ao longo do tempo, com auséncia de
desorganizacao do tecido conjuntivo denso. Conclui-se que a escolha do método de preservacao
deve considerar o tempo de armazenamento pretendido, sendo o congelamento mais indicado
para curto prazo e a glicerina para periodos prolongados. Os resultados reforcam o potencial da
pele de tilapia como biomembrana estéril e funcional para aplicacdo clinica no tratamento de

feridas, contribuindo para o desenvolvimento de bancos de tecidos acessiveis e eficazes.

Palavras-chave: Biomembrana; cicatrizacdo de feridas; colageno; métodos de preservacao.

TENSIOMETRIC, HISTOMORPHOMETRIC AND MICROBIOLOGICAL
ANALYSIS OF FRESH TILAPIA SKIN AND SKIN PRESERVED IN DIFFERENT
MEDIA FOR UP TO 90 DAYS

ABSTRACT:

Tilapia skin has stood out as a promising biomaterial for wound treatment due to its high
collagen content, biocompatibility, availability, and low cost. This study evaluated three
preservation methods for Nile tilapia (Oreochromis niloticus) skin—freezing at -18 °C, 98%
glycerol, and hypersaturated saline solution—focusing on their effects on the mechanical,
morphological, collagenous, and microbiological properties over 30, 60, and 90 days. The
samples were previously subjected to antisepsis with 2% chlorhexidine and assessed through
tensiometric, histochemical, and microbiological analyses. The results showed that freezing
best preserved the mechanical strength of the skin up to 30 days, while glycerol maintained this
property more effectively at 90 days. Histochemical analysis indicated stability in type I and 111
collagen concentrations across all methods, with no significant alterations. No microbial growth

was observed in any of the samples after preparation, demonstrating the effectiveness of the
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disinfection protocol. Glycerol-preserved skin showed superior morphological preservation
over time, with no disorganization of the dense connective tissue. It is concluded that the choice
of preservation method should take into account the intended storage duration, with freezing
being more appropriate for short-term use and glycerol for longer periods. The results reinforce
the potential of tilapia skin as a sterile and functional biomembrane for clinical application in

wound care, contributing to the development of accessible and effective tissue banks.

Keywords: Biomembrane; wound healing; collagen; preservation methods.

1. INTRODUCAO

A pele € o 6rgdo mais extenso do corpo que com uma intrincada composic¢do,e atua,
principalmente, como barreira protetora entre o corpo € o ambiente externo, protegendo-o
contra danos fisicos, agdo de patdgenos e perda de liquidos. O comprometimento da integridade
da pele pode ocasionar feridas que por sua vez desencadeiam uma série de processos que levam
a reparagdo do tecido (CANEDO-DORANTES; CANEDO-AYALA, 2019). No entanto, o
processo de reparagdo das feridas, quando sem interven¢do, pode ndo resultar na total
recuperacdo funcional ou estética do tecido lesado. Logo, a utilizag@o de técnicas que auxiliem
nesse processo sao fundamentais para auxiliar o processo de cicatrizacdo de modo eficaz (SU
et al., 2019).

Nesse sentido a bioengenharia tecidual tem se dedicado ao desenvolvimento de biomateriais
para melhorar o processo de reparo, como por exemplo as biomembranas. Esses biomateriais sao
dispositivos de origem sintética, natural ou natural quimicamente modificada, os quais
estimulam a proliferacao de novas células. A biomembrana deve ser biocompativel, (O’BRIEN,
2011; CARDOSO, 2018) biodegradavel (DE SOUZA et al., 2022), apresentar resisténcia
mecanica adequada (CARDOSO, 2018), permeabilidade (MIGUEL et al., 2019). Sendo assim,

o colageno destaca-se dentre os principais componentes dos biomateriais, por possibilitar
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biodegradabilidade e biocompatibilidade, somados a sua capacidade de orientar e estruturar os
tecidos. durante a reparacao tecidual (MACNEIL, 2007).

A pele datilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) ¢ um produto nobre e de alta qualidade, pois
possui resisténcia peculiar (ALVES et al., 2015), além de 25% de coldgeno em sua constituicao,
sendo comparavel aos niveis de colageno normalmente observados na pele de mamiferos (30%)
(KARIM, BHAT; 2009). Contudo, em um estudo recente, Huang et al. (2024) demonstraram
que o colageno derivado da pele de tildpia apresentou potencial superior para permitir a
migragdo, adesdo e proliferagcdo de fibroblastos derivados da pele humana quando comparado
aos colagenos bovino e suino. Além do mais a produgdo de tilapia vem crescendo de forma
consistente com o passar dos anos, sendo atualmente a espécie de peixe mais cultivada pela
piscicultura brasileira, tornando a pele de tildpia um produto de facil acesso e de baixo custo
(PSICULTURA, 2023).

A pele de tilapia vem sendo utilizada como biomembrana em tratamento de
queimaduras tanto em humanos quanto em animais apresentando resultados satisfatorios em
funcao da elevada concentragdo de coldgenos tipos 1 e 3, além de 6mega 3, o qual € responsavel
por diminuir os fatores inflamatorios e aspectos necroticos da ferida causados pela alta
temperatura no processo de formagao da ferida (AIUB; PASSINI, 2019; COSTA, 2022; LIMA-
JUNIOR et al., 2016).

Para garantir a disponibilidade de biomembranas € essencial um banco de tecidos onde
seja feita de maneira adequada a conservacao dessas biomembranas. Véarios métodos tem sido
propostos para a conservagao das peles de tilapia, como congelamento, secagem (BORGES DE
MIRANDA, 2018), criopreservacao (IBRAHIM et al., 2020; MIRANDA; BRANDT, 2019),
glicerinalizacdo (LIMA-JUNIOR et al., 2020). Esses meios de conservacdo influenciam de

maneiras distintas as caracteristicas da pele de tilapia, como viabilidade celular
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(KOHLHAUSER et al., 2021; NIE et al., 2022) e crescimento bacteriano (IBRAHIM et al.,
2024) podendo comprometer sua eficacia (COSTA et al., 2022).

A glicerina e a criopreservacdo sdo utilizados como métodos de armazenamento e
preservacao (LIMA-JUNIOR et al., 2020). A glicerina ¢ um composto organico higroscépico,
ou seja, possui alta capacidade de remover dgua do tecido. Sendo assim, na conservagdo com
glicerina ocorre desidratacao das células, o que ¢ facilmente revertido apos reidratagao do tecido
(KARAM et al., 2016). Alves et al. (2018) observaram em seus estudos que a pele de tilapia
submetida a este protocolo, mesmo apos a reidratagdo a pele ¢ histologicamente semelhante a
pele de tilapia in natura, apresentando uma pequena desorganizacao nas fibras colagenas, mas

com reduzida significancia clinica.

A criopreservacdo ¢ um método eficaz baseado no congelamento de tecidos em
temperaturas de -80°C (HERMANS, 2011). Contudo, alteracdes na estrutura dos tecidos
preservados pela criopreservacdo podem ocorrer em fungdo da temperatura extremamente
baixa, impactando na eficicia da biomembrana (BADYLAK et al., 2009; LING et al., 2023).
Ao passo que o impacto morfologico do congelamento em temperaturas abaixo de 0°C mais

elevadas nao foi avaliado, podendo ser uma alternativa eficaz.

Outro método eficaz utilizado € a solugdo hipersaturada do sal NaCl, que preparada na
concentragdo de 1,5g de sal para 1mL (150%) de 4gua tridestilada, além de preservar a
maleabilidade do tecido, possui propriedades antissépticas que inibem o crescimento de
bactérias e fungos (BRUN et al., 2002). A solugdo hipersaturada de sal demonstrou ser eficaz
em preservar as estruturas macroscopicas de amostras de cérebro e figado humano
(JUMLONGKUL, TRAITHEPCHANAPAI; 2017). Entretanto, no que diz respeito a
microestrutura, um experimento de conservacao de pericardio bovino em solucdo hipersaturada
de sal demonstrou desencadear processo de autélise do tecido conjuntivo, alterando a estrutura

e eficacia da biomembrana (BARIANI JUNIOR et al., 2014).
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Com isto, em vista da constante necessidade de refinamento de técnicas de preservagao
de materiais utilizados em procedimentos clinicos e cirurgicos, no presente estudo buscou
avaliar a eficacia de diferentes técnicas de preservacdo e o melhor periodo para utilizagdo da
pele de tilapia, caracterizando-a através de suas propriedades biomecanicas, microbioldgicas e

histologicas em intervalo de tempos diferentes.

2. MATERIAL E METODOS

Projeto aprovado pelo Comité de Etica Em Experimentagdo Animal sob o protocolo de

numero 012/2018.

2.1. PREPARO DAS PELES E DIVISAO DOS GRUPOS EXPERIMENTAIS

Foram utilizadas peles de tilapias (Oreochromis niloticus), provenientes de abatedouro
localizado na cidade de Nova Ponte, MG. Antes do abate, os animais foram dessensibilizados
por imersdo em agua a 1°C, saturada com COa, eviscerados e, em seguida, as peles foram
removidas mecanicamente, lavadas em agua corrente limpa e transportadas refrigeradas até o
Hospital Veterinario da UNIUBE.

As peles frescas foram avaliadas de acordo com o tamanho e condi¢do geral, sendo
descartadas aquelas que ndo possuiam, no minimo, 15 cm de comprimento ou apresentavam
outras alteracdes fisicas, como deformacao, corte etc.

Apos a selecdo, as peles foram descamadas manualmente e lavadas em 4gua corrente
para a remo¢dao de impurezas residuais. Todas as peles selecionadas foram imersas em
recipiente estéril contendo solugdo aquosa de gluconato de clorexidina 2%, por 30 minutos,
sendo massageadas a cada cinco minutos. Posteriormente, enxaguou-se as peles com solug¢ao
fisiologica até remocao de todo o produto. Utilizando compressas estéreis, as peles foram secas

e separadas em quatro grupos de acordo com o tratamento a ser testado:
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Pele Fresca: As peles deste grupo ndo sofreram nenhum tratamento adicional. Apds a limpeza
com gluconato de clorexidina 2%, as peles foram recortadas de acordo com o corpo de prova
para testes mecanicos. As amostras que foram coletadas para analises microbioldgicas foram
acondicionadas em frascos de vidro estéril de modo que cada frasco continha no maximo 15
amostras. Por fim, as amostras encaminhadas para o laboratério de microbiologia do Hospital
Veterinario de Uberaba. Fragmentos de pele para histologia foram armazenados em solucao
tamponada de formol 10% para posterior analise.

Solucio salina hipersaturada: A solucdo foi preparada com 300 g de NaCl para cada 200 mL
(150%) de agua tridestilada. Posteriormente a limpeza, as peles foram massageadas por 5
minutos na solucdo salina, individualmente enroladas em forma de charuto e depositadas em
quatro frascos de vidro herméticos e estéreis, preenchido com solucdo salina hipersaturada,
contendo 15 unidades de pele por frasco.

Congelamento: as peles limpas e secas foram agrupadas e embalada a vacuo em envelopes
plasticos estéreis. Cada envelope recebeu 15 peles. Apos a selagem dos envelopes, os mesmos
foram armazenados em freezer a -18°C.

Glicerina: As peles limpas foram adicionadas em frascos de vidro devidamente datados e
identificados contendo solugdo 50% de glicerina e 50% de soro fisiolgico, massageadas a cada
5 minutos para homogeneizacdo da solucdo por 30 minutos. Em seguida, as peles foram lavadas
duas vezes com solugdo fisioldgica estéril e transferidas para recipientes herméticos e estéreis
contendo solucdo com 75% de glicerina e 25% de soro fisiologico, sendo massageadas também
por 5 minutos. Posteriormente, os recipientes com as peles foram submersos em banho-maria
na temperatura de 37°C, sendo massageadas a cada 15 minutos por 3 horas. Apds esta etapa, as
peles foram removidas dos recipientes, novamente lavadas com solucdo fisiologica estéril e

massageadas por mais 5 minutos, porém, em solu¢do de glicerina 98%. Logo apos, foram
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individualmente enroladas ¢ armazenadas em frascos herméticos e estéreis contendo a solugao

de glicerina 98% e 15 amostras de pele cada.

2.2. AVALIACAO TENSIOMETRICA

Todos os grupos foram avaliados em 30, 60 e 90 dias por teste de analise de resisténcia
a micro tracdo, utilizando-se a Méaquina Universal de Ensaios (EMIC, DL 30006), com célula
de for¢a Trd 21, capacidade de 50 N (5kgf) e resolucao de leitura de 0,01 N (1kgf). Foram
utilizadas 50 amostras de cada grupo. As amostras foram recortadas em sentido transversal da
pele. Os testes biomecanicos de forga de tragdo e tensdo foram realizados no Laboratorio de
Ensaio dos Materiais e Testes Mecanicos da Universidade de Uberaba.

Para a realizagdo do teste biomecanico de resisténcia a micro tragdo, as peles foram
preparadas promovendo-se a padronizagdo de corpos de prova, por meio de molde de acrilico,
de forma que cada amostra apresentasse 7 cm de comprimento, 2 cm de largura nas
extremidades e 1,5 cm de largura em regido central do fragmento (formato de ampulheta —

Figura 01).

Figura 1- Corpo de prova em formato de ampulheta. Corpo de prova de pele de tilapia confeccionado com auxilio
de molde de acrilico para garantir igualdade entre as amostras.

As amostras mantidas em glicerina a 98% e em solugdo salina foram lavadas,

massageadas e reidratadas em solucdo fisiologica estéril por 15 minutos antes dos testes. As
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peles congeladas foram descongeladas em temperatura ambiente, ndo sendo necessario limpeza
prévia ou reidratagao.

Apo6s serem secos com papel toalha, os corpos de prova foram fixados em garras com
sistema de auto travamento por efeito de alavanca, fixadas a Maquina Universal de Ensaios
(EMIC, DL 30006). Para fixagdo dos corpos de prova na maquina foi utilizado acessorio que
contém ranhuras em sua superficie, evitando o escorregamento do material durante o ensaio.
Posteriormente a fixagao, os corpos de prova foram submetidos a aplicacdo de forca progressiva
de micro tragdo, a qual consistiu em submeter o material a uma carga progressiva até sua ruptura
(Figura 02). Os valores de carga maxima suportados pelo tecido até se romperem foram
registrados com o auxilio do software Tesc 1.10 (Programa de automagdo de ensaios,

compativel com as maquinas de ensaios microprocessadas EMIC, DL 30006).

Figura 2- Corpo de prova fixado a Maquina Universal de Ensaios — EMIC, DL 30006. Em A) observa-se o
corpo de prova fixo pelas garras antes do teste de tensometria. Em B), o corpo de prova no momento de ruptura
da pele causado pelo afastamento progressivo do maquinario.
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2.3. AVALIACAO MICROBIOLOGICA

Exames microbiologicos para identificacdo de crescimento bacteriano nas peles de
tilapia foram realizados no laboratorio de pesquisa em sanidade e produgao animal nos tropicos,
também localizado nas dependéncias do HVU.

Inicialmente, foram submetidas ao exame microbioldgico as peles frescas, com o
objetivo se se conhecer o perfil microbiologico das peles antes dos tratamentos proposto.

Posteriormente, ao final dos tempos definidos de observagao aos 30, 60 e 90 dias, para
todos os tratamentos propostos, os recipientes e envelopes eram abertos ¢ amostras de pele
colhidas de forma estéril e aleatdria. Foram colhidas de cada grupo 06 amostras dos meios de
preservagao e 06 swabs da superficie das peles tratadas aos 30, 60 ¢ 90 dias.

As amostras foram colhidas em ambiente estéril e em capela com fluxo laminar
horizontal. Imediatamente apds a colheita, as amostras eram semeadas em meio agar sangue de
carneiro a 5% e incubados por 72h a 37°C em estufa com atmosfera controlada em 5% de CO.,
propiciando ambiente favoravel ao crescimento bacteriano in vitro do material recuperado dos

meios de preservacdo e da superficie da pele de tilapia.

2.4. PROCESSAMENTO HISTOLOGICO

Amostras de pele fresca e preservadas nos diferentes meios foram colhidas em cada
tempo de preservacao e submetidas a técnica de processamento histologico de rotina, conforme
Luna (1968). Inicialmente foram fixadas em formalina tamponada neutra a 10% por 48 horas,
clivadas e processadas em séries crescentes de alcool, xilol, seguidas de inclusao em parafina.
2.5. AVALIACAO HISTOQUIMICA

Foram utilizadas 10 amostras de cada grupo em cada um dos tempos para cada coloracdo

histologica realizada. Os tecidos corados com hematoxilina e eosina e Picrosirius Red.
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Laminas coradas com Hematoxilina e eosina foram examinadas em microscopio optico
Opticam, modelo 0500 Research. A morfologia das fibras de tecido conjuntivo foi avaliada nas
objetivas de 4x e 10x.

Para a coloragdo com Picrosirius Red as laminas foram examinadas em microscopio
optico Opticam, modelo 0500 Research, sob luz polarizada. Com o auxilio de uma camera
acoplada e do software Opticam® OPTHD (versao 3.7), para cada lamina (referente a cada
tratamento e tempo), foram capturadas imagens de 10 campos aleatérios, com a objetiva de 40x
(400X de ampliagdo). Assim como para as peles frescas e para cada grupo de tratamento nos
trés tempos de preservacgdo, foram avaliadas as concentragdes de colageno tipos I e III. Foram
capturadas 10 imagens de diferentes campos para cada grupo, obtendo-se, no total, 160
imagens. Para garantir uma melhor qualidade da avaliacdo, preservou-se o fundo escuro e
birrefringéncia maxima das cores vermelha (colageno tipo I) e verde (Colageno tipo III)
(COELHO et al., 2018).

As imagens foram analisadas pelo software de processamento de imagem /mage J. Para
isso, utilizou-se o0 método de analise por segmentacao de cor, obtendo valores mediante anélise
da tonalidade e dessa forma quantificando a porcentagem de colageno em uma determinada
area conforme descrito em estudos prévios (BASTIANI et al., 2023; BEDOYA et al., 2019).
Todas as 160 imagens foram avaliadas tanto para a fun¢do vermelho, quanto para a funcdo

verde, assim obtendo um total de 320 analises.

2.6. ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram submetidos & analise de variancia fatorial Two-Way ANOVA, com
avaliagdo dos contrastes das médias, por meio do teste de Tukey considerando-se 5% de

diferengas significativas (p < 0,05) utilizando o software Graphpad Prism 8.
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3. RESULTADOS

3.1. PREPARO DAS AMOSTRAS

Tanto as peles preservadas em solugdo salina hipersaturada, quanto aquelas preservadas em
glicerina, mostraram-se integras apos serem hidratadas. Bem como as peles congeladas, que apos
descongelamento mantiveram-se vidveis para andlise, ndo havendo diferencas macroscopicas
perceptiveis entre os grupos. Portanto, todas as amostras foram encaminhadas para os testes
subsequentes. Sendo assim, o preparo das amostras foi satisfatdrio favorecendo a qualidade do corpo de

prova.

3.2. AVALIACAO TENSIOMETRICA

Os testes de tensdo e forca maxima demonstraram maior resisténcia mecanica do grupo
solugdo salina hipersaturada em relacdo aos demais grupos (p<0,05); enquanto que as peles de
tilapia do grupo glicerina apresentaram resisténcia mecanica inferior a todos os demais grupos
aos 30 dias de observacdo (p<0,05). Por fim, as amostras congeladas foram semelhantes ao
controle (pele fresca), sugerindo este método como a alternativa mais viavel no periodo de 30
dias (Figura 3A-B). Nao foram verificadas diferencas significativas aos 60 dias entre as técnicas
de conservacdo. Contudo, aos 90 dias, o melhor método foi o tratamento com glicerina, o qual
apresentou resisténcia mecanica semelhante a de peles frescas, enquanto todos os demais foram

inferiores (p<0,05).
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Figura 3 - Comparacio entre as variaveis For¢a e Tensao para cada tipo de tratamento e seus respectivos tempos
de preservacdo. A) Grafico de tensdo obtido por ensaio de micro tracdo e B) Grafico de forca obtido por ensaio de
micro tracao. Os dados representam a média + erro padrdo, sendo * p<0,05; ** p< 0,01; *** p< 0,01; **** p<
0,001; para analise estatistica realizada entre os grupos experimentais, e # p< 0,001 para solugdo salina em relacdo
aos demais grupos avaliados n= 50.

As amostras preservadas em solucgdo salina hipersaturada demonstraram perda

progressiva de resisténcia mecanica (Figura 4 A-B), sendo significativamente menor que as

demais.
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Figura 4 - Comparacdo entre as variaveis For¢a ¢ Tensdo para cada tipo de tratamento e seus respectivos tempos

de preservagdo. A) Grafico de comportamento de forga ao longo do tempo B) Grafico de comportamento de tensédo
ao longo do tempo.

3.3. ANALISE MICROBIOLOGICA

Das seis placas de crescimento de cultura a partir de pele de tilapia fresca, cinco
apresentaram crescimento microbiologico, onde foram isoladas bactérias do género Klebsilla
spp. € Enterobacter spp., ambas gram negativas.

Amostras coletadas da superficie da pele de tilapia fresca e das peles submetidas as
diferentes técnicas de conservagao, ndo apresentaram crescimento bacteriano ap6s o tratamento

com clorexidine em 72 horas e em nenhum dos tempos de observagdo (30, 60 e 90 dias).

3.4. ANALISE HISTOQUIMICA DA CONCENTRACAO DE COLAGENO TIPO I E III

Os resultados da analise histoquimica com colora¢do Picrosirius Red ndo demonstraram
diferenca estatistica entre os grupos solucdo salina hipersaturada, congelamento e glicerina em

nenhum dos tempos avaliados na andlise da concentracao de colageno tipo I e III (Figura 5).
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Figura 5 — Analise da concentracdo de colagenos tipo I e III presentes na pele de tilapia conservada em solugdo
hipersaturada salina, por congelamento ou em glicerina, em periodos de 30, 60 ¢ 90 dias. A) Imagem ilustrativa
da coloragao por Picrosirius Red (PSR), objetiva 40x.

As amostras de pele fresca apresentaram maiores concentragdes de colageno tipo Il e
menores concentragdes de colageno tipo I quando comparadas com amostras de pele
submetidas a preservagao em todos os meios testados aos 60 dias de observacao (p<0,05)
(Figura 6 B-C). As concentragdes de coladgeno I e III se mantiveram constantes em todos os

grupos tratados (Figura 7).
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Figura 6 — Analise da concentracdo de colagenos tipo I e III presentes na pele de tilapia fresca e nos demais
meios, em periodos de 30, 60 e 90 dias. A) Concentragdo de colageno tipo III obtida a partir do software Image
J, plug-in Threshold Colour. e B) Concentragdo de colageno tipo I obtida a partir do software Image J, plug-in
Threshold Colour. Os dados representam a média = SEM, sendo * p< 0,05 para pele fresca em relag@o aos
demais grupos avaliados, n= 10.
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Figura 7 — Concentragdo de coldgeno tipo I e III ao longo dos periodos de 30, 60 e 90 dias.

Figura 8 — Analise morfométrica de pele de tilapia preservada em Solucdo Salina por 60 dias obtida por
segmentacdo de cor usando o software Image J, plug-in Threshold Colour. (A) Fotomicrografia da derme obtida
sob luz polarizada, evidenciando coldgenos tipo I (vermelho e/ou amarelo) e III (verde). (B) Segmentagdo do
colageno tipo 1. (C) Segmentagdo do colageno tipo III. Objetiva 40



45

A coloragdo de hematoxilina e eosina revelou fibras de tecido conjuntivo dispostas
paralelamente com um espagcamento sutil observado mais claramente na objetiva de 10x (Figura
9 A-B). No periodo de 30 dias as fibras de tecido conjuntivo do grupo solucdo salina
hipersaturada estavam distribuidas de forma irregular e com mais espagamentos entre as fibras.
As peles de tilapia dos grupos glicerina e congelamento apresentaram fibras de tecido
conjuntivo dispostas de maneira semelhante a observada em pele fresca. O espagamento entre
as fibras de tecido conjuntivo denso observado em peles do grupo congelamento foram menores

quando comparados ao grupo glicerina (Figura 9 C-H).
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Figura 9 - Fotomicrografias de cortes histologicos de pele de tilapia fresca e apds conservagdo em solugdo
hipersaturada salina, glicerina e congelamento em periodo de 30 dias. Hematoxilia eosina. Setas pretas:
epitelizacdo, Quadrado pontilhado: Regido de zoom, *: Fibras de tecido conjuntivo denso. Figuras: A, C, D, E,
obtidas em objetiva de 4x, demais imagens obtidas em objetiva de 10x.
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No periodo de 60 dias nao foi observada diferencga significativa entre as amostras

preservadas por diferentes meios de conservacao.
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Figura 10 - Fotomicrografias de cortes histologicos de pele de tilapia fresca e apds conservagdo em solucdo
hipersaturada salina, glicerina e congelamento em periodo de 60 dias. Hematoxilia eosina. Setas pretas:
epitelizacdo, Quadrado pontilhado: Regido de zoom, *: Fibras de tecido conjuntivo denso. Figuras: A, C, D, E,
obtidas em objetiva de 4x, demais imagens obtidas em objetiva de 10x.

No periodo de 90 dias, curiosamente, apenas o grupo glicerina apresentou estrutura
morfoldgica semelhante ao grupo pele fresca, mantendo a disposi¢ao das fibras de tecido
conjuntivo em paralelo com espagamento reduzido. Além disso, o grupo preservado por
congelamento apresentou espagamentos visivelmente maiores entre as fibras de tecido
conjuntivo em relagdo aos demais modos de conservagdo avaliados neste trabalho (Figura 11

C-H).
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Figura 11 - Fotomicrografias de cortes histologicos de pele de tilapia fresca e apds conservagdo em solucdo
hipersaturada salina, glicerina e congelamento em periodo de 90 dias. Hematoxilia eosina. Setas pretas:
epitelizagdo, Quadrado pontilhado: Regido de zoom, *: Fibras de tecido conjuntivo denso. Figuras: A, C, D, E,
obtidas em objetiva de 4x, demais imagens obtidas em objetiva de 10x.

4. DISCUSSAO

A conservagao de pele de tildpia em solugdo salina hipersaturada desidrata o tecido por
osmose. Alonso et al. (1996) observaram que niveis baixos de hidratacdo induzem a redugao
drastica da capacidade elastica da epiderme, ou seja, aumenta a rigidez do tecido, assim como
relatado por Grant et al. (2009) que descreveram aumento da rigidez das fibras de colageno
quando desidratadas em etanol, que justificaria um aumento inicial da resisténcia mecanica
observado neste trabalho em peles tratadas com solugdo hipersaturada de NaCl.

Durante o periodo de conservacdo, observou-se reducdo progressiva na resisténcia
mecanica das peles armazenadas em solucdo salina hipersaturada. Essa diminuicdo favoreceu a

sedimentacdo do cloreto de sodio (NaCl) no fundo dos frascos de armazenamento,
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especialmente em temperaturas mais baixas, -4 °C, que contribuiu para a formagao de cristais
de sal. A auséncia de homogeneizacdo periodica das solugcdes ao longo dos 90 dias de
conservagao pode ter resultado em concentragdes varidveis de NaCl nas diferentes regides dos
frascos. Consequentemente, as peles posicionadas em contato direto com os depositos de sal no
fundo dos recipientes podem ter sido expostas a concentracoes mais elevadas de NaCl, enquanto
outras, localizadas em regides superiores, permaneceram em solugcdes menos concentradas.
Essa heterogeneidade na concentracdo salina pode ter influenciado as propriedades estruturais
e mecanicas das peles, contribuindo para a variabilidade observada nos resultados. Estudos
anteriores destacam a importancia da manutencdo da homogeneidade em solugfes conservantes
para garantir a uniformidade na preservacdo de tecidos biolégicos (BRUN et al., 2002).

Segundo Fernandez-Diaz et al. (2003) o congelamento e descongelamento de amostras
pode afetar a estrutura fibrilar do colageno e consequentemente alterar suas propriedades
mecanicas. Tal afirmacdo foi confirmada por Bordigon et al. (2012) os quais verificaram
melhores propriedades mecéanicas em géis de colageno extraidos da pele de tilapia conservada
pelo método da salga a seco em comparagdo aos géis extraidos de peles de tilapia conservadas
por congelamento.

Bordignon et al., (2019) avaliaram os métodos de conservacao de peles de tilapia do
Nilo por congelamento e salga a seco e concluiram que o congelamento e descongelamento
podem levar a degradacdo do colageno, evidenciada pela perda de componentes de maior peso
molecular, como as fragdes f ¢ y, o que compromete a integridade estrutural das fibras
colagenas. Em contrapartida, peles conservadas por salga tendem a preservar melhor a estrutura
do colégeno, resultando em gelatinas com maior forca de gel e viscosidade. Essas diferengas
sdo atribuidas a menor degradacdo do coldgeno nas peles salgadas, o que mantém as
propriedades mecénicas desejaveis para aplica¢des biomédicas. Portanto, a escolha do método

de conservacao é crucial para manter a funcionalidade da pele de tilapia como biomaterial.
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A conservagdo da pele de tilapia em glicerina demonstrou eficacia na manutengdo das
propriedades mecénicas do tecido, especialmente nos periodos de 60 e 90 dias, apresentando
resisténcia semelhante a das peles frescas. No entanto, aos 30 dias, observou-se uma resisténcia
inferior, sugerindo que o processo de estabilizagdo promovido pela glicerina requer um periodo
minimo para alcangar sua maxima eficicia. Estudos indicam que a glicerina atua como um
agente conservante eficaz, promovendo a esterilizagdo do material e mantendo sua integridade
estrutural ao longo do tempo. Portanto, a escolha do método de conservacao deve considerar o
tempo de armazenamento e o uso pretendido para o material biolégico, sendo o congelamento
mais adequado para periodos curtos e a glicerina recomendada para aplica¢fes que demandem
preservacao prolongada com manutencgdo das caracteristicas morfofuncionais do tecido.

De acordo com Alves et al. (2015), a carga méxima média observada em testes de tracéo
realizados com pele de til&pia do Nilo foi de 43,967 + 26,248 N. As peles utilizadas em seu
trabalho também foram submetidas a um processo de esterilizagdo com solucdo aquosa de
clorexidina e posteriormente pela imersdo gradual em glicerina (50%, 75%, 100%). Tanto o
formato dos corpos de prova (ampulheta) como o processo de hidratacao apos retirada do meio
de preservacao foram semelhantes aos deste estudo.

No presente estudo, independentemente do método de conservacdo empregado —
solucdo salina hipersaturada, congelamento ou glicerina a 98% — a forca necessaria para a
ruptura das amostras de pele ndo foi inferior a 90 N em nenhum dos grupos, demonstrando
desempenho significativamente superior ao relatado anteriormente na literatura. Esses achados
sugerem que todos os métodos testados foram eficazes na manutencdo das propriedades
mecanicas da pele, mesmo apds periodos prolongados de preservagéo de até 90 dias. Ressalta-
se que o protocolo padronizado de preparo, incluindo a antissepsia com clorexidina e o
acondicionamento controlado, pode ter contribuido para a integridade estrutural observada.

Além disso, a maior resisténcia observada pode estar relacionada a espessura e organizagdo das
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fibras colagenas, que foram preservadas de maneira satisfatoria, conforme demonstrado nas
andlises histoquimicas com coloracdo por Picrosirius Red, as quais ndo evidenciaram
degradacdo significativa do colageno tipo | ou 11l durante o periodo de estudo. Tais resultados
reforcam a viabilidade da pele de tildpia como biomaterial de uso clinico, sobretudo em
aplicagdes que demandam resisténcia mecanica, como o recobrimento de feridas extensas ou

areas de maior tensdo cutanea.

As concentracBes de colageno tipo | e Il foram avaliadas nos diferentes meios de
preservacdo da pele de tilapia ao longo do tempo. A U(nica diferenca estatisticamente
significativa foi observada aos 60 dias, entre a pele fresca e todos os demais grupos tratados,
sendo que a pele fresca apresentou maior concentracdo de colageno tipo Il e menor
concentracdo de coldgeno tipo I. Este achado sugere que, ao longo do tempo de preservacéo,
pode ocorrer uma reorganizacao da matriz extracelular com predominéncia relativa do colageno
tipo 1 nos grupos preservados, o que pode estar associado a alteracGes estruturais adaptativas
dos tecidos submetidos aos diferentes meios de conservacgdo. Tais resultados divergem dos
apresentados por Ibrahim et al. (2020), que relataram alterac¢Ges significativas na concentragdo
de colageno apds 15 minutos de exposicdo da pele a clorexidina. No entanto, € importante
considerar que, no presente estudo, a clorexidina foi empregada apenas no preparo inicial das
amostras, sendo seguida por etapas de lavagem, o que pode ter reduzido sua agéo residual e

seus efeitos sobre a matriz colagénica.

Além disso, os demais grupos preservados — solucdo salina hipersaturada,
congelamento e glicerina a 98% — ndo apresentaram diferencas estatisticas entre si em nenhum
dos tempos avaliados (30, 60 e 90 dias), indicando que todos os métodos foram igualmente
eficazes na preservacao das fibras colagenas da pele de tildpia. A estabilidade das proporcoes

de coléageno tipo | e 111 ao longo do tempo reforca a viabilidade dos métodos utilizados e sua
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aplicabilidade como estratégia de conservagdo para uso clinico da biomembrana. A manutencao
do conteudo de coldgeno é particularmente relevante, considerando que essa proteina é
essencial para a integridade estrutural, resisténcia mecénica e capacidade de regeneracdo da
pele quando utilizada como enxerto ou curativo biol6gico. Como demonstrado por Huang et al.
(2024), o colageno de tilapia apresenta potencial superior para promover adesdo, migracao e
proliferacéo de fibroblastos humanos, destacando-se como biomaterial promissor em medicina

regenerativa.

Os resultados da caracterizagcdo microbioldgica obtidos neste estudo corroboram com
os achados de Lima Janior et al. (2016), os quais descreveram a presenca de ampla diversidade
bacteriana na pele e cavidade oral de tilapias do Nilo (Oreochromis niloticus), incluindo
espécies do género Klebsiella. De forma semelhante, Rodrigues (2007), utilizando diferentes
meios de cultura seletivos, identificou uma predominéncia de bactérias gram-negativas em
cortes frescos de pele de tilapia, com destaque para 0s géneros Aeromonas, Vibrio e
Pseudomonas, além de representantes da familia Enterobacteriaceae. Esses achados sdo
consistentes com outros relatos da literatura, que apontam a microbiota superficial da tilapia
como majoritariamente composta por bactérias gram-negativas (DE OLIVEIRA et al., 2003;

LIMA JUNIOR et al., 2016; MARIA MOLINARI et al., 2003).

No presente estudo, a analise microbioldgica demonstrou crescimento bacteriano
apenas nas amostras de pele fresca, antes da aplicacdo da técnica de preparo, nas quais foram
isoladas Klebsiella spp. e Enterobacter spp., indicando a presenca de contaminagédo
microbioldgica endégena ou ambiental antes do tratamento. Apos a aplicacdo da antissepsia
com solucéo de clorexidina 2% e a posterior conservagao nos diferentes meios (solugédo salina
hipersaturada, congelamento e glicerina a 98%), nenhuma amostra apresentou crescimento

bacteriano ap6s o preparo e nos periodos de 30, 60 ou 90 dias. Esses resultados demonstram a
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eficacia do protocolo de preparo, com énfase no papel da clorexidina como agente antisséptico

de amplo espectro, eficaz na reducéo da carga microbiana superficial.

Adicionalmente, os meios de conservacao utilizados parecem ter contribuido para a
inibicdo do crescimento bacteriano ao longo do tempo, atuando de forma sinérgica ao
tratamento inicial. A glicerina, por exemplo, possui propriedades antimicrobianas intrinsecas,
conforme evidenciado por Gholipourmalekabadi et al. (2020), sendo capaz de desidratar
microrganismos e impedir sua proliferagdo. Da mesma forma, a alta osmolaridade da solucéo
salina hipersaturada cria um ambiente hiperosmotico que limita a sobrevivéncia de bactérias
ndo halotolerantes, enquanto o congelamento interrompe a atividade metabolica bacteriana
(Brun, et al., 2002). Portanto, os achados do presente estudo reforcam a eficacia dos métodos
de conservacdo empregados tanto na manutencdo da esterilidade quanto na seguranca

microbioldgica da pele de tilapia, tornando-a um biomaterial promissor para uso clinico.

Partindo da andlise inicial das amostras frescas e considerando o protocolo de
desinfeccdo adotado, observa-se que a clorexidina 2% foi altamente eficaz no controle
microbiologico da pele de tilapia, uma vez que, apds a antissepsia, ndo foi detectado
crescimento bacteriano em nenhum dos periodos de avaliacdo (30, 60 e 90 dias),
independentemente do método de conservacgdo. Este resultado estd em consonancia com 0s
achados de Ibrahim et al. (2020), que relataram reducéo significativa da carga microbiana em
peles de tilapia tratadas com clorexidina a 4%, demonstrando sua eficacia como agente

antisséptico de amplo espectro contra bactérias gram-positivas e gram-negativas.

Além disso, os resultados do presente estudo corroboram com os obtidos por Bariani
Junior et al. (2014), os quais avaliaram o pericardio bovino conservado em diferentes meios,
incluindo glicerina a 98%, acucar, mel e sal, e verificaram auséncia de crescimento microbiano

nos grupos conservados com glicerina e solucdo salina hipersaturada. De maneira semelhante,
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Brun et al. (2004) demonstraram que centros frénicos caninos preservados nesses mesmos
meios, por até 90 dias, também ndo apresentaram crescimento de colonias bacterianas ou
fangicas. Tais evidéncias, somadas aos dados do presente trabalho, indicam que tanto a
glicerina a 98% quanto a solucéo hipersaturada de sal sdo métodos eficazes na inibigdo do
crescimento microbiano a longo prazo, especialmente quando precedidos de um protocolo de

desinfeccgéo eficiente.

E importante destacar que a glicerina, além de atuar como agente desidratante e
barreira fisica a proliferacao bacteriana, apresenta propriedades antimicrobianas documentadas,
como demonstrado por Gholipourmalekabadi et al. (2020), enquanto a solucdo salina
hipersaturada cria um ambiente hiperosmotico desfavoravel a sobrevivéncia de microrganismos
ndo halotolerantes. A eficacia dessas abordagens de conservacdo reforca a viabilidade do uso
da pele de tilapia como biomaterial estéril, seguro e de longa duracdo, apto para aplicacdo

clinica em ambientes hospitalares e veterinarios.

As amostras do grupo glicerina mantiveram morfologia semelhante a da pele fresca de
tilapia em todos os tempos avaliados, o que corrobora os achados de Alves et al. (2018). Esses
autores observaram que a pele de tilapia submetida a preservacdo em glicerina, mesmo apos o
processo de reidratacdo, apresentou arquitetura histolégica comparavel a da pele in natura,
evidenciando apenas discreta desorganizacdo das fibras colagenas, sem significancia clinica
relevante. No presente estudo, além da preservacdo morfologica, as peles conservadas em
glicerina também demonstraram manutencdo das propriedades mecénicas, especialmente aos
90 dias, sendo o Unico grupo que apresentou resisténcia tensiométrica semelhante a da pele
fresca nesse periodo. Esses resultados sugerem que a glicerina a 98% é um método eficaz e

promissor para a conservagdo de pele de tilapia, sobretudo em periodos superiores a 60 dias,
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quando os demais métodos comecam a demonstrar declinio nas propriedades estruturais e

biomecanicas.

Adicionalmente, a eficacia das técnicas de preservacdo testadas mostrou-se
dependente do tempo de armazenamento. Embora todos os métodos tenham preservado as
concentracOes de colageno tipo I e 11l por até 90 dias, conforme demonstrado pelas analises
histoquimicas, apenas a glicerina manteve a integridade tecidual morfoldgica e funcional de
maneira consistente durante todo o periodo. Essa estabilidade colagénica ao longo do tempo
indica que os métodos utilizados ndo promoveram degradacdo significativa da matriz
extracelular. A conservacdo adequada do colageno é essencial para garantir a resisténcia
mecanica e a biocompatibilidade da biomembrana, requisitos fundamentais para sua aplicacéo

clinica como curativo bioldgico ou enxerto temporario.

Tais achados estdo alinhados com os principios da engenharia de tecidos, que
preconizam a preservacao estrutural e funcional dos biomateriais utilizados em procedimentos
reparadores. A glicerina, além de suas propriedades antimicrobianas e desidratantes, atua como
agente fixador que estabiliza proteinas e impede a autolise celular, contribuindo para a
preservacdo da matriz colagena. Estudos recentes, como o de Gholipourmalekabadi et al.
(2020), reforcam a seguranca e eficacia da glicerina como meio de conservacdo de tecidos

bioldgicos destinados a aplicacdo médica.

O preparo das amostras com clorexidina a 2%, associado aos diferentes métodos de
conservacao, mostrou-se eficaz na eliminacgdo de contaminantes microbioldgicos, visto que ndo
foi observado crescimento bacteriano em nenhum dos periodos analisados (30, 60 e 90 dias).
Esse resultado reforca a acdo antimicrobiana de amplo espectro da clorexidina, eficaz contra
bactérias gram-positivas e gram-negativas, conforme ja demonstrado por Ibrahim et al. (2020),

que observaram reduc&o significativa da microbiota em peles de til&pia tratadas com clorexidina



55

a 4%. O protocolo utilizado no presente estudo, envolvendo imerséo, friccdo periodica e
enxague, provavelmente contribuiu para a eliminacdo eficaz dos microrganismos

contaminantes.

No que diz respeito as propriedades mecénicas, todos os métodos de preservagdo
avaliados — solugéo salina hipersaturada, congelamento e glicerina — foram capazes de
manter resisténcia a tracdo vidvel para aplicacdes clinicas, demonstrando que a integridade
estrutural da pele foi preservada em diferentes graus. Entretanto, observou-se uma variagéo
significativa na performance mecanica de acordo com o tempo de armazenamento. Aos 30 dias,
0 método de congelamento foi o mais eficaz, com desempenho tensiométrico semelhante ao da
pele fresca, 0 que sugere que, nesse intervalo, o congelamento promove menor degradacéao
estrutural do tecido conjuntivo denso. Por outro lado, aos 90 dias, a glicerina a 98% demonstrou
superioridade, mantendo resisténcia mecanica comparavel a do controle, além de preservar a

morfologia histolégica das amostras sem alterac@es significativas.

Acredita-se que os efeitos observados estejam relacionados as propriedades intrinsecas
de cada método de conservacdo. O congelamento, ao impedir a atividade enzimaética e
bacteriana por meio da interrupc¢éo dos processos metabolicos celulares, é eficaz no curto prazo,
mas pode induzir microfissuras e alteracdes colagenosas em periodos mais prolongados,
especialmente quando realizado a -18 °C, como observado por Ling et al. (2023). A glicerina,
além de ser um conservante higroscopico, atua como fixador bioldgico, mantendo a estrutura e
funcdo das proteinas da matriz extracelular por mais tempo, como demonstrado por

Gholipourmalekabadi et al. (2020).

Portanto, a escolha do método de conservacdo deve considerar o tempo de

armazenamento e o uso pretendido para o biomaterial, sendo o congelamento mais adequado
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para periodos curtos e a glicerina recomendada para aplicacdes que demandem preservacdo

prolongada com manutencg&o das caracteristicas morfofuncionais do tecido.

As diferencas observadas na resisténcia mecénica das peles de tilapia ndo podem ser
atribuidas as concentragdes de colageno tipo | e 111, uma vez que a andlise histoquimica com
Picrosirius Red nédo revelou variagdes significativas entre os grupos. No entanto, alteracfes
morfolégicas na disposicdo das fibras de colageno, evidenciadas por cortes corados com
hematoxilina e eosina, sugerem que a organizacao estrutural do tecido conjuntivo denso pode
influenciar diretamente nas propriedades mecénicas do biomaterial. Estudos anteriores
demonstraram que a pele de tilapia apresenta uma derme composta por feixes organizados de
fibras de colageno denso, predominantemente do tipo I, o que contribui para sua elevada
resisténcia a tracdo. AlteragBes nesta organizacdo, possivelmente induzidas pelos diferentes
métodos de preservacdo, podem comprometer a integridade mecanica do tecido. Portanto, é
fundamental que futuras pesquisas investiguem com maior profundidade os mecanismos pelos
quais os métodos de conservacdo afetam a arquitetura das fibras colagenas, a fim de otimizar

as técnicas de preservacao e garantir a funcionalidade do biomaterial em aplicagdes clinicas.

5. CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos, conclui-se que a eficacia das técnicas de preservagéo
da pele de tilapia varia de acordo com o tempo de armazenamento e com as caracteristicas
intrinsecas de cada método. No curto prazo (30 dias), o congelamento a -18 °C demonstrou ser
0 método mais eficaz, preservando as propriedades mecéanicas da pele de forma semelhante a
amostra fresca. Por outro lado, no longo prazo (90 dias), a glicerina a 98% destacou-se por
manter ndo apenas a resisténcia mecanica, mas também a morfologia histolégica e a
estabilidade do coldgeno, tornando-se a melhor alternativa entre os métodos testados para

conservagao prolongada.
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ANEXO 01 — Protocolo Comité de Etica em Experimenta¢io Animal.
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