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RESUMO

A pele de Tilapia do Nilo passou a ser considerada como um possivel biocurativo,
podendo ser utilizado em feridas superficiais, visando o reparo tecidual de forma mais
rapida e menos dolorosa. Entretanto, para o sucesso do procedimento é necessario que a
pele passe por rigorosos processos de descontaminacdo. O objetivo desse trabalho foi
comprovar a eficacia do método de descontaminagdo quimica desse biomaterial com
clorexidina e glicerol com armazenamento de até 60 dias. Em dois periodos de analises,
foram utilizadas quatro Tilépias do Nilo. Apds o abate, as peles foram removidas e, em
seguida, foi realizado a descontaminacao quimica utilizando gluconato de clorexidina a
2% e glicerol em diversas concentragfes. As amostras foram armazenadas sob
refrigeracdo (4°C) em envelopes plasticos com dupla selagem. Nos dias 0, 7, 15, 30, 45 e
60, foi realizado a semeadura de uma solucdo contendo fragmentos de pele em placas dos
meios de cultura &gar Sangue, 4gar Macconkey e Sabouraund permanecendo encubadas
por 72 horas. Apos esse periodo, foi realizada a andlise macroscopica e microbiolégica
de cada placa para a identificacdo de col6nias e ndo foi observado crescimento bacteriano
e/ou fangico. O método de descontaminacdo utilizado teve a eficacia comprovada, visto
que ndo houve crescimento bacteriano e/ou fangico nas estrias de inoculacdo dos meios
de cultura utilizados. Essa metodologia permite a criacdo de um banco de pele de tilapias
armazenadas por até 60 dias.

Palavras-chave: biocurativos, descontaminacdo quimica, lesao tegumentar.

ABSTRACT

The skin of Nile Tilapia came to be considered as a possible biocurative and can be used
in superficial wounds aiming at tissue repair in a faster and less painful way. However,
for the procedure to be successful, the skin must undergo descontamination procedures.
The objective of this research was to prove the effectiveness of the chemical
descontamination method of this biomaterial wich chlorhexidine and glycerol with
storage of up to 60 days. After slaughter, the skins were removed and then chemical
descontamination was performed using 2% chlorhexidine gluconate and glycerol in
different concentrations. The samples were stored under refrigeration (4°C) in double-
sealed plastic envelopes. On days 0, 7, 15, 30, 45 and 60,0 a solution containing skin
fragments was seeded on plates of Blood agar, Macconkey and Sabouraund agar,
remaining incubated for 72 hours. After this period, macroscopic and microbiological
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analysis of each plate was performed to identify colonies and no bacterial or fungal
growth was observed. The descontamination method used had proven effectiveness, since
there was no bacterial or fungal growth in the inoculation streaks of the culture media
used. This methodology allows the creation of a bank of tilapia skin stored for up to 60
days.

Keywords: biocurative, chemical descontamination, skin injury.

1 INTRODUCAO

A leséo do tecido tegumentar em decorréncia de traumas de diversas origens varia
desde a formacéo de bolhas até formas mais extensas e profundas, envolvendo epiderme,
derme e tecidos adjacentes (ALVES et al., 2015; LIMA JUNIOR et al., 2017). A resposta
do organismo a agressédo é proporcional a gravidade que, dependendo, pode resultar em
incapacidade fisica e levar até mesmo a morte.

Dependendo do tipo de ferida, como no caso de feridas cutaneas abertas
contaminadas em que ndo se recomenda o fechamento por oclusdo priméaria ou
secundaria, ou entdo feridas com extensas perdas cutaneas, recomenda-se a utilizacéo de
curativos biologicos devido a sua capacidade de se aderir ao leito da lesdo e favorecer a
migracdo de fibroblastos e queratindcitos (SANTOS E ALENCAR, 2021). Por esse
motivo, estudos vém sendo realizados com o objetivo de encontrar curativos com
propriedades de reduzir a contaminacdo das lesdes, favorecer o processo cicatricial e
promover melhores resultados estéticos (LIMA JUNIOR et al., 2017).

Com o avango da tecnologia, tem-se buscado materiais que possam servir de
curativos biossintéticos que atendam a essas caracteristicas, como pele de porco,
submucosa de intestino suino, pele de rd, pericardio ou tendao bovino. Porém, tendo em
vista 0 alto potencial de contaminacdo desses materiais — como a transmissao de
encefalopatia espongiforme — foi necessario a busca por outras possibilidades
(BAOSHENG et al., 2020; ELBIALY et al., 2020; MIRANDA E BRANDT, 2019;
POTAROS et al., 2009; SONG et al., 2019; ZHOU et al., 2016).

A Tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus), pertencente a familia dos ciclideos,
teve sua origem na Bacia do Nilo, no Leste da Africa e, atualmente, encontra-se presente
nas regides tropicais e subtropicais de todo o mundo. Sua pele é comumente utilizada
para fins artesanais, no entanto, é possivel utiliza-la para inmeras finalidades devido ao
seu baixo custo — por estar disponivel em territdério nacional, ndo necessitando de

importacdo por ser um recurso ilimitado no Brasil — e por apresentar excelentes
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qualidades no que se refere as caracteristicas histomorfoldgicas (ALVES et al., 2018;
FRANCO et al., 2013).

Nessas circunstancias, a pele de Tilapia do Nilo se destacou, recentemente, como
possivel subproduto com aplicabilidade clinica de novos biomateriais utilizaveis para a
bioengenharia. Pesquisadores do Nucleo de Pesquisa e Desenvolvimento de
Medicamentos da Universidade Federal do Ceara concluiram que a pele de Tilapia do
Nilo possui caracteristicas histomorfoldgicas semelhantes a pele humana, compostas por
feixes de colageno que sdo fundamentais para definir e orientar a cicatrizacdo (LIMA
JUNIOR et al., 2017). A pele também apresenta boa resisténcia a tracdo e peptideos com
possiveis fungdes antimicrobianas. Esses sdo alguns dos fatores que favorecem a
biocompatibilidade e permitem reducéo na frequéncia de troca do curativo (ALVES et
al., 2015; LIMA JUNIOR et al., 2017; MIRANDA E BRANDT, 2019; ALVES et al.,
2018).

A pele de tilapia, utilizada para o tratamento de feridas abertas superficiais, visa o
reparo tecidual de forma mais répida e menos dolorosa, podendo ser mantida até a
completa cicatrizacdo da ferida e ndo necessitando de trocas didrias como os curativos
convencionais (LIMA JUNIOR et al., 2017; MIRANDA E BRANDT, 2019; FILHO et
al., 2017; SILVA et al., 2019). Sua utilizacdo diminui o emprego de antibiéticos, evitando
a inducdo de resisténcia bacteriana e o impacto ambiental (MIRANDA E BRANDT,
2019; ALVES et al., 2018; SILVA et al., 2019).

Por ser um material de origem bioldgica, pode haver transmissdo de agentes
patogénicos através do xenoenxerto, portanto, para o sucesso do procedimento, é
necessario que a pele passe por rigorosos processos de descontaminagdo, garantindo que
ela esteja apta para utilizacdo (ALVES et al., 2018). Os métodos usuais para a
descontaminacdo sdo o tratamento quimico ou por radiacdo (ALVES et al., 2018).

O presente trabalho buscou pesquisar a forma de processamento e
descontaminacdo atraveés do método quimico utilizando as solugdes de gluconato de
clorexidine a 2%, cloreto de sddio (NaCl) 0,9% e glicerol em altas concentragdes, bem
como a eficAcia dessa forma de descontaminacdo em diferentes tempos de

armazenamento.
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2 MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi realizada de acordo com autorizagdo emitida pelo Comité de Etica
da Universidade Estadual do Norte do Parand, de acordo com o protocolo ndmero
11/2019, no dia 12 de julho de 2019.

2.1 CAPTURA E ABATE DOS ANIMAIS

Em duplicata em periodos distintos de analises foram selecionadas quatro Tilapias
do Nilo (Oreochromis niloticus L.), com peso individual entre 800 a 1000g, em cada um
dos experimentos. Os animais foram provenientes de um tanque de piscicultura localizado
em uma propriedade rural do municipio de Bandeirantes-PR. Ap6s a captura por rede, 0s
peixes foram colocados em caixa isotérmica contendo agua e gelo na proporcéo de 1:1
com a finalidade de alcancar a insensibilizacdo através do chogue térmico. O abate foi
realizado por sec¢do de medula no Laboratério de Microbiologia da UENP — Campus
Luiz Meneghel (SILVA et al., 2019).

2.2 PREPARAQAO DA PELE DE TILAPIA
Apds o abate, foi realizada uma incisdo ampla com o bisturi, sobre a pele da regido

lateral do animal e, em seguida, foi retirada com o auxilio de um alicate turquesa (Figura
1).

Figura 1: Pele de tilapia removida com auxilio de um alicate turquesa.

Fonte: (Barreira, 2019). |
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Posteriormente, com auxilio de um bisturi, foram retiradas as escamas e resquicios
de musculos que ainda permaneciam ligados a pele. Em seguida, as peles foram
submetidas a lavagem em &gua corrente para a remoc¢ado de qualquer residuo de sangue e
outras impurezas (LIMA JUNIOR et al., 2017). As peles foram colocadas em um
recipiente contendo solugdo de NaCl 0,9% esteéril, previamente resfriada (24 horas) a 4°C,

para a limpeza final.

2.3 DESCONTAMINACAO E ARMAZENAMENTO

As peles foram recortadas em fragmentos de 4,0 x 4,0 cm e mantidas em grupos
de quatro em recipiente estéril (placas de Petri) contendo gluconato de clorexidina a 2%
por 30 minutos. Em seguida, os fragmentos foram removidos dessa solucéo, lavados com
NaCl a 0,9% estéril e transferidos para outro recipiente estéril, contendo nova solucao de
gluconato de clorexidina a 2%, por mais 30 minutos. Na sequéncia, as peles foram
enxaguadas com NaCl a 0,9% e inseridas em um recipiente contendo 50% de glicerol e
50% de NaCl a 0,9%. Nessa solucdo os fragmentos de pele permaneceram refrigerados a
4°C por um periodo de 24 horas (LIMA JUNIOR et al., 2017).

Apds as 24 horas na solucdo descrita anteriormente, as peles foram lavadas com
NaCl a 0,9% e colocadas em um novo recipiente contendo 75% de glicerol e 25% de
NaCl a 0,9% (as peles foram massageadas manualmente, utilizando luva estéril, durante
5 minutos, com o objetivo de potencializar a penetracdo da solugéo no tecido) e mantidas
por mais 3 horas. Em seguida, foram removidas, enxaguadas novamente com NaCl a
0,9% esteéril e acondicionadas a outro recipiente estéril contendo 100% de glicerol (os
fragmentos foram novamente massageados por 5 minutos) e mantidas por mais 3 horas.
Apos esse periodo, as peles foram acondicionadas em duplos envelopes plasticos, com
dupla selagem e armazenados sob refrigeracéo a temperatura de 4°C (LIMA JUNIOR et
al., 2017; ALVES et al., 2018).
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Figura 2: Fragmentos de pele de tilapia apds descontaminacdo, armazenadas em envelopes com dupla

selagem.
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Fonte (Barreira, 2019)

2.4 SEMEADURA E AVALIA(}AO MICROBIOLOGICA

Nos dias 0, 7, 15, 30, 45 e 60, um envelope plastico era aberto e um recorte de
pele era retirado com auxilio de uma pinca anatbmica previamente esterilizada e lavado
com NaCl a 0,9% estéril durante 5 minutos. Em seguida os fragmentos foram novamente
fracionados com bisturi em fragmentos de 2,0 x 2,0 cm e, entdo, encaminhados para testes
microbiologicos. Os novos fragmentos foram colocados individualmente em placa de
Petri estéril contendo 1 ml de NaCl a 0,9% estéril. A amostra foi fragmentada com bisturi
e misturada com a solugéo salina até atingir a turbidez (LIMA JUNIOR et al., 2017). Em
seguida, placas duplicadas dos meios dgar Sangue (Laborclin ®), MacConkey (Laborclin
®) e Sabouraund foram semeadas com 0,1 ml dessa solucdo através da al¢a de inoculacao,
permanecendo incubadas a 37°C por 72 horas. Apds esse periodo, foi realizada a analise
macroscépica de cada placa para a identificacdo de possiveis coldnias fungicas e/ou

bacterianas, para posterior envio para analise microbiolégica.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Nas duas repeticdes do experimento, que ocorreu em duplicata, ndo foi observado
crescimento de colbnias bacterianas e/ou fungicas nas estrias de inoculagdo das placas
dos meios de cultura agar Sangue (Laborclin ®), MacConkey (Laborclin ®) e
Sabouraund.
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Figura 3: Placas dos meios de cultura agar sangue, MacConkey e Sabourand com auséncia de crescimento
de col6nias bacterianas e/ou flingicas apds inoculagdo e armazenamento durante 72 horas em estufa a
37°C.

Fonte: (Barreira, 2019).

Um curativo classificado como ideal precisa apresentar boa flexibilidade,
resisténcia ao estiramento, capacidade de aderéncia e de suprimir a dor, baixo custo, bons
resultados estéticos e, principalmente, € fundamental que previna perdas
hidroeletroliticas, bem como a contaminacdo bacteriana, além de favorecer a
reepitelizacao, permitindo a formacéo de tecido de granulacdo (BAOSHENG et al., 2020;
MIRANDA E BRANDT, 2019). Essas caracteristicas encontram-se presentes na pele de
Tilapia, podendo servir de enxerto substituindo temporariamente a pele que foi lesionada
por traumas térmicos ou outros elementos (LIMA JUNIOR et al., 2017; SILVA et al.,
2019).

Curativo bioativo € um material que serve como camadas de contato em feridas
com exsudacdo minima (FOSSUM, 2014). A pele de tilapia € um bom exemplo de
curativo bioativo, pois esse material possui caracteristicas histolégicas muito semelhantes
as da pele humana, compostas por feixes de colageno prevalecendo o tipo I e I, que sdo
fundamentais para a cicatrizacdo, além de peptideos e grupos proteicos como as
hepcidinas, defensinas e intelerucinas que auxiliam na cicatrizagéo das feridas (LIMA
JUNIOR et al., 2017; SILVA et al., 2019; DANTAS, 2017; LIMA JUNIOR et al., 2020).

Curativos convencionais necessitam de trocas diarias, resultando em estresse
recorrente para o paciente e risco de contaminagdo, uma vez que 0 processo de troca é

doloroso e a ferida permanece aberta até que a troca do curativo se concretize. Muitas

Brazilian Journal of Development, Curitiba, v.8, n.7, p. 51167-51178, jul., 2022



Brazilian Journal of Development
ISSN: 2525-8761

51175

vezes, para realizar a troca do curativo € necessaria a sedagdo e analgesia do animal,
tornando o procedimento mais arriscado e oneroso (FILHO et al., 2017; FILHO et al.,
2014). Em contrapartida, o curativo bioldgico oriundo da pele de Tilapia ndo apresenta
necessidade de intervencdes diarias, visto que pode ser mantido sobre as lesdes por longos
periodos ou até mesmo ficando até a completa cicatrizacao, por meio da técnica de fixacao
com sutura, evitando, dessa forma, as desvantagens do curativo tradicional (LIMA
JUNIOR et al., 2017, FILHO et al., 2017).

Quando aderido ao leito da ferida, a pele de tilapia promove a permeabilidade a
agua, a retencdo de calor e serve de barreira contra a entrada de agentes patogénicos
(FILHO et al., 2014). Comparando a curativos convencionais, esse biomaterial apresenta
as vantagens de reduzir o tempo de reepitelizacdo, devido a diferenciacdo dos
queratindcitos da epiderme induzida pelo colageno (ZHOU et al., 2016) e a dor, aumentar
a regeneracdo tecidual e permite um maior intervalo entre trocas (ZHOU et al., 2016;
LIMA JUNIOR et al., 2020; DO NASCIMENTO et al., 2020).

A microbiota residente da pele de Tildpia é composta principalmente por
microrganismos Gram negativos como Pseudomonas aeroginosa, Aeromonas sobria,
Shewanella putrefasciens, Acinetobacter spp e Moraxella spp. No entanto,
microrganismos Gram positivos, apesar de serem encontrados em menor quantidade,
também podem estar presentes, como Enterococcus faecalis, Globicatela sanguinis,
Streptococcus uberis e Streptococcus suis (LIMA JUNIOR et al., 2016). Esses
microrganismos, quando em contato com o tecido lesionado do paciente, podem
predispor a quadros de infeccdo bacteriana secundaria e, por esse motivo, antes da
aplicacdo sobre uma superficie lesionada, € necessario que o biomaterial passe por
rigorosos processos de descontaminacdo, garantindo que esteja apto a ser utilizada como
enxerto em feridas (ALVES et al., 2018). A descontaminacdo quimica utilizada nesse
experimento contou com o uso de uma solucdo isotdnica de NaCl (0,9%), glicerol e
gluconato de clorexidina na concentracao de 2%.

A técnica de glicerolizacdo utilizada nessa pesquisa consiste na utilizacdo de
glicerol em altas concentracGes (iguais ou superiores a 85%). Essa técnica possui
propriedades antibacterianas, antiflngicas e antivirais (ALVES et al., 2018; PAGGIARO
et al., 2010), sendo comprovado nessa pesquisa pela auséncia de crescimento de origem
bacteriana e/ou fungica nas estrias de inoculagdo nos meios de cultura utilizados. Além
disso, é uma técnica viavel também pelo facil acesso e baixo custo dessa solucéo. Essa

substancia promove a desidratagdo do material, pois remove o fluido intracelular ndo
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alterando a concentragdo de ions na célula, mantendo a integridade tecidual e
possibilitando a conservacdo do biomaterial por longo periodo de tempo (ALVES et al.,
2018; PAGGIARO et al., 2010).

O gluconato de clorexidina também é uma opcéo vidvel para que seja realizada a
descontaminacdo quimica. Na presenca de detritos organicos, esse agente possui amplo
espectro de atividade antimicrobiana e atua também contra alguns fungos, como
Pseudomonas aeroginosa e Candida albicans, respectivamente. Esse produto possui
atividade residual continuada de até dois dias, tendo sua eficiéncia aumentada conforme
0 namero de aplicacdes (ALVES et al., 2018; FOSSUM, 2014).

Os resultados obtidos nessa pesquisa comprovam a descontaminagdo quimica da
pele de Tilapia utilizando as solu¢des de gluconato de clorexidina a 2% e glicerol em altas
concentracdes, permitindo manter um banco de pele de Tilapia do Nilo com

armazenamento seguro por até 60 dias.

4 CONCLUSAO

O presente estudo comprovou a eficicia do método de descontaminacéo quimica
utilizando as solucdes de gluconato de clorexidina a 2%, NaCl a 0,9% e glicerol em altas
concentracdes. Dessa forma, as peles de Tilapia do Nilo podem ficar armazenadas sob

refrigeracdo de forma segura por até 60 dias em relacdo ao aspecto microbiolégico.
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