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RESUMO

A substituicdo de pele € um passo importante para o tratamento de varias etiologias.
Atualmente existe disponivel no mercado varios tipos de enxertos, cada um com as
suas especificidades, sendo utilizados de apds um estudo clinico sobre o estado de
saude do paciente. A utilizacdo da pele ra-touro (Lithobates Catesbeianus) vem se
mostrando promissora como um possivel enxerto cutaneo, devido a sua composi¢ao
celular, alta concentracdo de colageno, agua e nutrientes, biocompatibilidade,
interacdo biolégica com o substrato com a liberacdo de biomoduladores teciduais.
Neste trabalho foi desenvolvido protocolo de esterilizacdo e conservacao das peles
de R&-touro (Lithobates Catesbeianus), e avaliagcdo de sua eficacia como enxerto
cutaneo em modelo animal. Foram testas a esterilizagdo com 0z0nio e conservagao
em 4 diferentes solucdes ozonizadas (solucédo salina, 6leo de melaleuca, 6leo de
copaiba e quitosana). O protocolo de desinfeccéo por 0zonio e conservagao em 06leo
de copaiba ozonizado manteve a pele inerte de qualquer microrganismo por um
periodo de doze meses. A avaliagdo em modelo animal foi realizada por andlise
histolégica e por tomografia por coeréncia Optica. Estas analises demonstram
resultados promissores para futuras aplicacdes clinicas, a pele se mostrou excelente
para ser usada como xenoenxerto, pois houve boa adesado do enxerto, presenca de
fibroblastos e formacgédo de derme neoformada. Comparativamente ao autoenxerto
(controle), este xenoenxerto apresentou maior presenca de infiltrados inflamatério o

gue indica o inicio do crescimento do tecido de granulacao.

Palavras-chave: Xenoenxerto, enxerto de pele, Lithobates Catesbeianus,

substituicdo de pele, pele de ra-touro.



ABSTRACT

Skin replacement is an important step in the treatment of various etiologies.
Currently, there are several types of grafts available on the market, each with its own
specificities, being used after a clinical study on the patient's health status. The use
of bullfrog skin (Lithobates Catesbeianus) has shown promise as a possible skin
graft, due to its cellular composition, high concentration of collagen, water and
nutrients, biocompatibility, biological interaction with the substrate with the release of
tissue biomodulators. In this work, a protocol for the sterilization and preservation of
the bullfrog (Lithobates Catesbeianus) skins was developed, and its efficacy as a
skin graft in an animal model was evaluated. Sterilization with ozone and
conservation in 4 different ozonized solutions (saline solution, tea tree oil, copaiba olil
and chitosan) were tested. The protocol of ozone disinfection and conservation in
ozonized copaiba oil kept the skin inert to any microorganism for a period of twelve
months. The evaluation in animal model was performed by histological analysis and
by optical coherence tomography. These analyzes show promising results for future
clinical applications, the skin proved to be excellent for use as a xenograft, as there
was good graft adhesion, presence of fibroblasts and formation of a newly formed
dermis. Compared to the autograft (control), this xenograft showed a greater
presence of inflammatory infiltrates, which indicates the beginning of granulation

tissue growth.

Keywords: Xenograft, skin graft, Lithobates Catesbeianus, skin replacement,

bull-frog skin
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1 INTRODUCAO

A pele humana estd sempre exposta e sujeita a lesdes e situacdes clinicas
gue podem ir de pequenas queimaduras a grandes traumas. Lesdes mais extensas
podem resultar na perda de grande parte do tecido, necessitando de um grande
processo de reconstrucao (PHILLIPS TJ. 1998).

A substituicdo da pele, enxerto cutaneo, € uma etapa importante no
tratamento de diversas etiologias. Esses enxertos tém o objetivo de auxiliar no
reparo de lesbes cutaneas, dependendo da reposicao utilizada. Diversos estudos e
avancos na utilizacdo de materiais sintéticos e bioldégicos vem sendo desenvolvidos,
existindo ainda a necessidade de mais testes com 0s materiais disponiveis no
mercado para melhorias e adaptacbes em seu modo de uso (Lima-Junior, E.M.;
Picollo,N.S.; Miranda,M.J.B.; Ribeiro, W. L. C.; Alves, A. P. B. N; , Ferreira, G. E.; Parente,
E. A.; 2017). Nesse cenario, ha a necessidade de novas tecnologias que possam ser

utilizadas para substituir a pele durante o processo de lesdes cutaneas.

A ra-touro (Lithobates Catesbeianus) € um anfibio de grande importancia
comercial na criacdo de ras, com boa adaptacdo em cativeiro e manejo simples. Seu
valor comercial esté relacionado a sua de carne e couro para producao de calcados,
cintos, bolsas, carteiras, luvas, objetos e produtos ornamentais. Na pele destes
anfibios, existe um grande numero de glandulas, que produzem um fluido aquoso
que mantém a umidade de sua pele, essencial para a respiracdo cutanea. Este
fluido torna sua pele escorregadia, sendo também uma importante defesa contra
predadores. Devido suas caracteristicas, a pele desta ra é vista como uma possivel
biomaterial para enxerto no tratamento de lesGes cutaneas (VELLY, M. L. M.., 2001,
FERREIRA, D. S .; JUNIOR, P. E. A .; MAIA, C. S.; SILVA, W. E .; FRANCA, D. F ;
MORAES, E. F .; TEIXEIRA, 2006.)

O uso de reposicdo biologica da pele requer cuidados, principalmente
relacionados a desinfeccdo adequada. Diversos métodos podem ser empregados
para obter o processo de desinfeccdo. A desinfeccdo por gas ozoénio € um dos
métodos promissores para este fim pois ndo cria resisténcia medicamentosa, como
no caso do uso de antibiéticos. O gas o0zbnio é conhecido por seu alto efeito

antimicrobiano, € um agente oxidante eficaz para inativar virus, bactérias, fungos e

1



protozoarios. A inativacdo ou reducdo de microrganismos € funcdo de sua
concentracdo, do tempo de exposicdo e do microrganismo envolvido na
contaminag&o. A vantagem desta técnica de desinfecgdo € o baixo custo e reduzido
tempo de aplicacdo (BOCCI V. 1996; SUK-NAM K, KUI-JIN K, JOUNG-HYUN P.
2013)

A associacdo do uso de pele de ra-touro, desinfectada pela técnica de
0zonizacao, e suas formas de conservagao para uso como biomaterial para enxerto

de pele, ainda n&o foi explorada na literatura.



2 OBJETIVOS
Objetivo geral:

O objetivo deste trabalho foi desenvolver protocolo de esterilizacao
e conservacdo das peles de Réa-touro (Lithobates Catesbeianus), e

avaliacdo de sua eficacia como enxerto cutaneo em modelo animal.

Objetivo Especifico

e Desenvolver e aplicar do protocolo de esterilizacao das
peles de ra-touro utilizando técnica de ozonizacao

¢ Realizar de teste de estabilidade (shelf-life) das peles
esterilizadas.

e Aplicar os enxertos de pele em modelo animal.

e Avaliar o processo cicatricial das feridas.



3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 ANATOMIA DA PELE

O maior 6rgao do corpo humano € a pele, que desempenha diversas funcdes
relacionadas as atividades bioldgicas, bioquimicas e o cumprimento de diversos
papeis na protecdo do corpo humano. Diversos fatores podem comprometer a
funcdo dérmica, como traumatismo, doencas inflamatorias, tabagismo, diabetes,
desnutricdo, obesidade, imunossupressédo, entre outros. Sendo assim o estudo do
processo de cicatrizacdo das lesdes cutaneas torna- se de extrema importancia
independente do agente causador (BROUGHTON G, JANIS JE, 2006;. PHILLIPS
TJ. 1998)

Apesar dos avancos no processo de cuidado de feridas, as lesbes podem se
iniciar por um pequeno corte ou até mesmo uma inciséo cirargica. Em contrapartida,
nas feridas crénicas o processo de cicatrizagdo ocorre de forma bem lenta. A fase
aguda de um trauma pode evoluir para uma ferida crénica quando associadas a

outras doencas, como diabetes e doencas cardiovasculares (PHILLIPS TJ. 1998)

7 by

A pele é sempre vulneravel a lesdo devido a grande exposicdo a riscos
ambientais, podendo levar a perda da sua integridade. Portanto a prevencédo de
infeccdo de feridas vem se tornando um desafio, devido a facilidade de
contaminagao por micro-organismos. Em ambiente hospitalar, esta contaminacgéo se
torna potencialmente perigosa devido a presenca da bactéria Staphylococcus
aureus, mais comum em infec¢cdes nosocomiais. Desta forma, busca-se cada vez
mais novos curativos ideais que sejam capazes de agir como barreira fisica e auxiliar

no tratamento de feridas. (PHILLIPS TJ. 1998, NOROOZ H, KAZEMI A, FADAEE R, ALAVI
S, MOHAMMADZADEH M. 2010)

3.3 LESOES CUTANEAS

Qualquer descontinuidade cutanea pode ser definida como ferida, podendo

ser causada por varios motivos, destacando-se trauma, pressdo no local e até por



procedimentos cirdrgicos. Levando em consideracdo o processo de reparacdo, as
feridas podem ser classificadas em agudas e crbnicas, 0 que estabelece uma

sistematica que facilita o processo de avaliagdo (STRODTBECK, F. 2001).

Feridas cutaneas sdo responsaveis por causar um namero de morbidade e
mortalidade significativas, apesar dos avancos no processo de cuidado de feridas.
As lesBes podem se iniciar por um pequeno corte ou até mesmo uma incisdo
cirargica, geralmente nessas lesfes o tratamento ocorre como o0 esperado. Em
contrapartida, nas feridas crénicas, o processo de cicatrizacédo ocorre de forma bem
lenta. A fase aguda de um trauma pode evoluir para uma ferida cronica de acordo
com a associacdo de certas doencas tais como diabetes e doencas
cardiovasculares. Atualmente a prevaléncia nos EUA chega a ser de até 6,0 milhdes
de pessoas com feridas cronicas € de até 18 milhdes em todo o mundo (NOROOZ
H, KAZEMI A, FADAEE R, 2010; OVINGTON L, 2010; BROUGHTON G, JANIS JE,
2006)

Os pacientes podem morrer por complicacfes de feridas cronicas, tais como
infeccbes de feridas, sepse e choque séptico, até por eventos relacionados a
trombose por imobilizagdo prolongada. Ainda ha uma grande necessidade de
desenvolver, com urgéncia, agentes terapéuticos que possam promover a
cicatrizacdo de feridas evitando a contaminacao e processos infeciosos mais graves
(RICO RM, RIPAMONTI R, BURNS AL, GAMELLI RL, DIPIETRO LA. 2002;
CARRICO TJ, MEHRHOF Al JR., COHEN IK. 1984)

O processo de cicatrizacdo de lesdes cutaneas € formado por um conjunto de
alteracdes teciduais importantes para manter a integridade do organismo, que
envolve a inflamagéo, quimiotaxia, proliferacao celular, diferenciacdo e remodelacao.
A resposta tecidual surge como resposta as lesdes tanto que sejam induzidas por
cirurgias ou até mesmo por traumatismo. No processo de reparacdo é necessario
um conjunto de mecanismo para preparar o tecido lesionado para o processo de
reconstrucdo, esta fase geralmente acontece de forma imediata a agressdo do
tecido. Entretanto, quando o estimulo inflamatorio ndo consegue ser eliminado pelo
organismo, desencadeia-se uma resposta mais complexa levando ao processo
inflamatorio crénico (CARRICO TJ, MEHRHOF Al JR., COHEN IK. 1984)



A cicatrizacdo de feridas é um dos mais complexos processos bioldgicos, pois
iniciam por meio da fase de proliferacdo e maturacéo, onde é requerida a interacao
entre 0os mediadores que sado ambos residentes e aqueles que se infiltram
(GILLITZER R, GOEBELER M. 2001). A fase de cicatrizagdo das lesbes se inicia
apos as primeiras respostas inflamatorias, onde ira gerar um novo estroma que
consiste em fibroblastos, macréfagos e vasos sanguineos que constitui o tecido de
granulacdo. Dentro desses tecidos, um grande numero de fatores de crescimento e
citocinas que séo produzidas pelo organismo para induzir a cicatrizagcao (HINZ B.
2007).

Os fibroblastos sdo ativados em resposta por varios fatores, onde o
organismo induz a migracdo deles para o local lesionado (DESMOULIERE A,
CHAPONNIER C, GABBIANI G. 2005). Os fibroblastos possuem uma capacidade
contratii de aderir e facilitar o processo de fechamento de feridas. As
metaloproteinases irdo desempenhar um crucial papel na remodelacdo da matriz
celular levando a maturacdo da ferida (SINGER AJ, CLARK RA. 1999;
SHEVCHENKO RV, JAMES SL, JAMES SE. 2010)

3.4 Enxertos

Enxerto cutdneo é um método que serve para prenchimento cirirgico de uma
falha tecidual, onde nédo ha tecido suficiente para cobrir toda a parte exposta, sendo
retirado um segmento de uma area doadora e transferido para o recepetor. Os
enxertos devem ser classificados levando em consideracédo a relacéo entre doador e
hospedeiro, podendo ser: autdégenos, alégenos ou xendgenos; no que diz respeito a
sua espessura pode ser parcial ou total (PAVLETIC, 2007).

Existe uma grande necessidade de produtos que possam substituir a pele, e
inUmeros pesquisadores se dedicam ao desenvolvimento de biomateriais para essa
substituicdo. Potenciais biomateriais substitutos de pele devem atender a quatro
critérios da engenharia de tecido, sendo eles: ser seguro ao paciente; ser

clinicamente eficaz; ser de facil aplicagéo e ser de facil manipulagédo (OVINGTON L.,



2010; CHAKRABARTY K, DAWSON R, HARRIS P, LAYTON C, BABU M, GOULD
L,1999)

Ha no mercado inumeros produtos de pele artificial para varias aplicacdes. As
peles artificiais ou substitutos de pele sdo importantes, pois podem aumentar as
taxas de cura e até mesmo inibir complicagdes secundarias. Os produtos de pele
artificial ou até mesmo substitutos de pele podem ser usados para enxertos de pele
viva; em queimaduras parciais e até em pacientes com queimaduras de estado
critico onde pode haver necessidade de um enxerto, essas peles podem ser usadas
em doencas dermatoldgicas raras com bolhas que afetam uma grande area de
ruptura na pele (CRONIN H, GOLDSTEIN G, 2013; HORCH RE, KOPP J, KNESER
U, BEIER J, BACH AD. 2005).

Existem varios tipos de enxertos, sendo os autégenos os mais utilizado
atualmente. Nele o tecido do enxerto provém do mesmo animal doador. Tem-se
ainda alguns outros tipos, chamados de alégenos, ou hemoenxertos, aqueles que o
receptor e o doador sdo de animais da mesma espécie, ou seja, individuos distintos
mas de mesma espécie. Existem também os xendgenos, ou heteroenxertos, onde
0S enxertos sao provenientes de um doador do tecido que é de uma espécie
diferente do receptor (PAVLETIC, 2007).

De acordo com uma analise clinica, a utilizacdo dos enxertos autdgenos
possui um melhor resultado quando realizado uma comparacédo com os alégenos ou
xendgenos. Isso acontece pois o0 processo de estimulagdo imunogénica € bem maior
nesse tipo de enxerto, e 0s enxertos xendgenos e aldgenos tendem a migrar para
um processo de rejeicdo quando utilizado por um periodo longo. ((MIRALIAKBARI;
MACKAY, 20086).

Para que seja realizada a aplicagdo do enxerto cutaneo, € necessario que o
paciente seja previamente analisado e passe por exames, poisS um paciente
debilitado ou com processo anémico, pode favorecer a rejeicdo do enxerto. Um outro
critério a ser analisado é a vascularizacdo do local onde sera colocado o enxerto
para manter a integridade do tecido. (MIRALIAKBARI; MACKAY, 2006).



A substituicdo de pele € um passo importante para o tratamento de varias
etiologias. Esses produtos se destinam a ajudar no processo de cicatrizacdo e até
mesmo a cura de lesdes cutaneas, dependendo do substituto usado. Atualmente os
tipos de pele existentes apresentam vantagens e desvantagens associadas. Ainda
sS40 necessarios mais estudos e avancos utilizando materiais sintéticos e biologicos,
e até mesmo mais testes com os materiais que existem no mercado para melhorias
e adequacdes no seu modo de uso (Lima-Junior, E.M.; Picollo,N.S.; Miranda,M.J.B.;
Ribeiro, W. L. C.; Alves, A. P. B. N; , Ferreira, G. E.; Parente, E. A.; 2017)

3.5 RA-TOURO (Lithobates catesbeiana)

Atualmente a Lithobates catesbeiana (ré-touro) visto do ponto comercial é
uma das espécies ranarias mais importantes do mundo. O processo de criagdo de
rds no Brasil estd em certa fase de crescimento, gerando assim um uma grande
guantidade de residuos que ndo sao bem aproveitados e caem em desuso. A pele
da ra chega a constituir 11 % de todo o animal, ap0s passar por alguns processos
de curtimento pode ser empregada para produzir diversos produtos como cintos,
pulseiras, bolsas, entre outros artigos (VELLY, M. L. M, 2001; FERREIRA, D. S ;
JUNIOR, P. E. A .; MAIA, C. S .; SILVA, W. E .; FRANCA, D. F .; MORAES, E. F ;
TEIXEIRA, 2006)

Os anfibios apesar de toda sua importancia econémica ainda existem uma
escassez de estudos mais aprofundados sobre toda a sua importancia cientifica. Em
comparacao a outros animais sendo eles os vertebrados, podemos observar que a
pele dos anfibios possui uma certa sensibilidade apesar de estar presente em varios
ambientes diferentes (FERREIRA, D. S .; JUNIOR, P. E. A .; MAIA, C. S .; SILVA, W.
E .; FRANCA, D. F .; MORAES, E. F .; TEIXEIRA, 2006)

A pele da Lithobates catesbeiana, apresenta-se com um grande potencial
para pesquisa por apresentar uma grande diversidade de toxinas atraveés do seu
sistema de defesa. Nas células que revestem a pele deste animal é possivel
encontrar diversos ativos como compreendem moléculas alifaticas, aromaticas e
heterociclicas, além de uma diversificada gama de esterdides, de alcaldides, de

aminas biogénicas, de derivados guanidinicos, de proteinas, peptideos, e todo o
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sistema enzimatico envolvido na sua biossintese (SEBBEN, A., SCHWARTZ, C. A. e
CRUZ, J. S. 1993)

A R&- Touro € um tipo de anfibio que ndo apresenta ameacas com relacdo a
doencas, podendo ser uma fonte de colageno acessivel. Como a maioria dos
anfibios, esta espécie apresenta uma grande variedade de substancias quimica no
muco secretado, o que vem despertando interesse na industria farmacéutica (LI, H .;
LIU, B.L .; GAO, L. Z .; CHEN, H. L, 2004.)

A pele de Lithobates catesbeiana possui uma membLithobates abaixo da
derme que ndo causa reagcdo em contato com a epiderme humana, sendo
interessante para utilizar como banco de pele para tratar queimaduras graves
(MORAES, J.H.C. 2004). A pele da Ra-touro foi utilizada como curativo temporario
em caso de queimaduras, onde a pele era mantida congelada, ndo foram
identificados casos de rejeicdo (GOMES, D.R., SERRA, M.C., PELLON, M.A. 1995)

Foram realizados estudos onde a pele da Lithobates Catesbeiana foi
criopeservada em solucdo de NacCl e glicerol com a temperatura de -4 °C, ao serem
descongeladas foram aplicadas em cédes como curativos oclusivos em feridas, onde
constatou-se que houve rejeicédo do curativo (FALCAO, S C, LOPES, S L, COELHO,
A R B, 2002). Ja em outro estudo realizado utilizou-se curativos grupo em um grupo
experimental com a pele de Ra-Touro e outro grupo padrdo com curativos utilizando
compressa de gases, verificou-se que 0 grupo experimental teve um processo de
cicatrizacdo bem mais efetivo (SAI, K. S .; BABU, M, 2001).

Em outro estudo realizado demonstra que a pele de anfibios possui um
grande potencial no auxilio a cicatrizacdo, tanto em animais saudaveis quanto em
animais diabéticos, o que ird auxiliar no encerramento da lesdo, pois a pele com
suas proteinas naturais impede qualquer resposta inflamatéria excessiva, fator que
impede que a mesma se torne crénica (FALCAO, S C, LOPES, S L, COELHO, AR
B, 2002).

Nota-se uma necessidade de estudos mais aprofundados, até mesmo com
técnicas mais avancadas de esterilizacdo da pele da Lithobates catesbeiana, e com

isso gerar protocolo da melhor maneira de utilizar a pele, como um meio viavel de



curativo, onde possa ser utilizado com toda a seguranca necessaria visando a

qualidade do tratamento que o paciente merece receber.

3.6 0ZONIO

O o0zb6nio € um gés que foi descoberto por meados do século XIX, pelo
quimico aleméao Christian Friedrich Schonbein que notou um odor diferente no ar,
apos liberar descargas elétricas na atmosfera, passou a pesquisar e observou que
esse odor também era caracteristico na agua, onde passou a acreditar que esse
odor poderia evidenciar um gas atmosférico. E um gas derivado do grego “ozein”,
gue significa aroma ou cheiro, 0 que € uma caracteristica marcante do 0zénio o
odor desagradavel, podendo ocorrer de forma natural na atmosfera onde
desempenha o papel de absorver a radiacdo ultravioleta, que séo prejudiciais a
saude dos seres humanos (LOPES SRA. FERREIRA JR, DA SILVA KB, DE
OLIVEIRA BACELAR, 2015; RUBEN, M.B, 2001).

O gas o0zonio s6 foi descoberto como agente antimicrobiano no final do século
XIX, onde a Franca foi o primeiro Pais a comecar a utiliza-lo para tratar a agua. A
partir dessa utilizagcéo iniciaram-se varios estudos sobre o potencial do 0zénio em
diversos tratamentos ndo sO através da &gua. A ozonioterapia vem sendo
amplamente estudada e utilizada h& diversas décadas, devido a seus efeitos serem
comprovados e por apresentar efeitos colaterais minimos. Ha mais de 150 anos que
0 ozbnio ja vem sendo usado para desinfetar, tratar infeccbes, feridas e doencas
multiplas. Ele tem sido usado para desinfetar a 4gua desde a virada do século
passado (PASSOS M P, SILVA H M, MOREIRA L M, ZANGARO R A, SANTOS R S,
FERNANDES F B, LIMA C J, FERNANDES,2014; GRAHAM, D. M.,1997;
CARAVAGGI C, DE GIGLIO R, PRITELI C, ET AL. 2003)

A utilizacdo do gas ozénio no Brasil iniciou-se como alternativa ao tratamento
de &gua por volta de 1983. Até os dias atuais ainda ndo se tem uma legislagédo
especifica sobre a ozonioterapia (GONCALVES, R. F. 2003).

O ozobnio apresenta-se na forma triatdmica do oxigénio (Os), € uma molécula
instavel que pode ser soluvel em agua, pelo seu odor caracteristico ele pode ser
percebido mesmo em pequenas concentragbes. Possui um alto poder de oxidagéo,
sendo o segundo agente oxidante mais poderoso, perdendo apenas para o flior. Em
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pequenas concentracdes ele pode apresentar-se na forma incolor, e com o0 aumento
da concentracao torna-se um gas de coloracao azul. Apesar de ser sollvel em agua
0 0zOnio tem essa solubilidade reduzida em altas temperaturas, tornando-se menos
instavel, o que nao vai alterar seu poder de desinfeccdo, o que demonstra que essa
desinfeccao € independente da temperatura (KHADRE, M. A .; YOUSEF, A. E .; KIM,
J. G. 2001; LANGLAIS, B, 1991)

3.6.1 GERACAO DO 0zZONIO

O ozbnio forma-se naturalmente em pequenas quantidades na estratosfera
pela radiacéo ultravioleta do sol sobre o oxigénio. Existe uma pequena quantidade
de ozbnio na troposfera decorrente das reacgdes fotoquimicas entre hidrocarbonetos,
oxigénio e nitrogénio que sdo lancados pela industria, mas por ser um gas instavel
ele se decomp®e no ar. Para gerar o 0zénio ocorre a divisdo de uma molécula de
oxigénio diatdbmico, o oxigénio resultante da quebra ir4 reagir com outras moléculas
de oxigénio e formar o o0zbnio. Entretanto para quebrar essa molécula de oxigénio
requer uma grande quantidade de energia (LANGLAIS, B .; RECKHOW, D. A
BRINK, D. R,1991)

O gas 0zb6nio pode ser produzido por trés maneiras sendo elas: por irradiacao
ultravioleta, eletrdlise do acido perclérico e através de descarga elétrica (de corona).
O método de produzir o 0zdnio comercialmente é realizado por descarga elétrica,
conhecido como processo de corona, convertendo de maneira simples o oxigénio
em o0zo6nio. Este método é constituido por dois eletrodos que sdo submetidos a uma
elevada diferenca de potencial, e o o0zbnio é gerado pela passagem de ar ou
oxigénio entre os eletrodos. Quando os elétrons possuem energia suficiente ocorre a
dissociacdo da molécula do oxigénio, e essa dissociacdo vai gerar
consequentemente o 0zénio. E necessario que este gas seja gerado no proprio local
onde sera usado, pois quando € exposto ao ar decompde-se faciimente (KUNZ A,
FREIRE RS, ROHWEDDER JJR, DURAN N, MANSILA H, RODRIGUEZ J. 1999)
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3.6.2 ACAO ANTIMICROBIANA DO OZONIO

O o0zb6nio é conhecido por seu alto poder antimicrobiano, ele € um agente
oxidante eficaz para inativar virus, bactérias, fungos, protozoarios. A inativagdo ou
reducdo desses microrganismos ird depender da concentragdo do ozénio, do tempo
de exposicdo e do microrganismo envolvido (BOCCI V. 1996; SUK-NAM K, KUI-JIN
K, JOUNG-HYUN 2013).

A acdo antimicrobiana do o0z6nio deve-se a oxidacdo de glicolipideos,
glicoproteinas e aminodcidos da parede celular, alterando a permeabilidade e
gerando o processo de lise celular. O 0zdnio também pode agir alterando a atividade
enzimatica, jA& em outros casos 0 0zonio é capaz de destruir o RNA e assim ira
alterar as cadeias de peptideoglicanos e o capsideo proteico. A acdo do ozbnio
sobre as bactérias pode ser considerada pela oxidacdo de varios constituintes
celulares. Essa oxidacdo ocorre de maneira rapida, as Gram-negativas se tornam
mais sensiveis quando comparadas as Gram-positivas, pois possuem gquantidade
menor de peptidioglicano em sua parede celular (RUSSEL, A. D .; HUGO, W. B ;
AVLIFFE, G. A. J. 1999; LAPOLLIFR, SANTOS LF, HASSEMERMEN, AISSE MM,
PIVELIRP.2003).

As bactérias em forma esporulada tornam-se mais resistentes a acdo do
ozbnio do que as vegetativas, uma das bactérias mais sensiveis ao 0zonio € a
Escherichia coli, sendo que as formas mais resistentes sdo Staphylococcus e
Streptococcus, que sao formas gram-positivas (SUK-NAM K, KUI-JIN K, JOUNG-
HYUN 2013; SALVADOR, R .; MULLER, E.E .; FREITAS, J.C. 2005)

Atualmente se buscam novas substancias que apresentem atividade
antimicrobiana, devido ao grande aumento da resisténcia adquirida por bactérias. O
ozbnio pode ser utilizado para esterilizar varios produtos e materiais desde
embalagens e até mesmo agua, a grande vantagem do ozdnio é nao liberar residuos
téxicos, nem no produto e no meio ambiente (BOCCI V. 1996), e ndo gerar

resisténcia medicamentosa como o0s antibioticos.
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4 METODOLOGIA

Todos os experimentos foram realizados somente apds a aprovagdo do comité de
ética para uso de animais (CEUA) da Universidade Brasil (n°® 1900032).

Esse trabalho foi realizado em duas etapas principais. A primeira etapa teve o intuito
de analisar processo de desinfeccao dos enxertos utilizando a técnica de ozonizagéo
e sua conservacao em diferentes solugdes, estabelecendo assim o melhor protocolo
de desinfeccdo e conservacdo. JA4 a segunda etapa do estudo teve o intuito de
avaliar o uso das peles de ra-touro como enxerto cutaneo em modelo animal. Nesta
etapa foram utilizadas as peles de ra-touro processadas de acordo com o protocolo

estabelecido na etapa anterior.

4.1 Obtencao das amostras de pele de Ra-touro (Lithobates
Catesbeiana)

Atualmente no Brasil as peles de Ra-touro séo tidas como um subproduto da
producdo de carne, e podem ser obtido facilmente em ranarios particulares. Para
realizacdo deste trabalho as amostras de pele de ra-touro foram obtidas no Ranario

Lithobateskan, em Juquitiba — SP.

As peles foram obtidas ja separadas da carcaca dos animais e foram mantidas

resfriadas em geladeira até o0 momento de seu processamento.

4.2 Processamento das Amostras de pele de ra-touro

O processamento das amostras, preparacdo dos enxertos e analise microbiolégica
das peles de ra-touro foi realizado no Laboratério de Microbiologia da Universidade

Brasil.

As amostras de pele de ra-touro foram obtidas na forma in natura, ou seja, frescas, e
foram mantidas refrigeradas até o momento da preparacao dos enxertos (figura 1). O

processo de preparacao iniciou-se pela limpeza das amostras para remocdo de
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qualquer tipo de residuos musculares. As peles foram raspadas com o auxilio de
bisturi para remocéo de residuos musculares, deixando somente tecido cutaneo. A
seguir as amostras foram lavadas em agua corrente e abundante para remocéo de
residuos. Em seguida foram cortadas em um formato padrdo de 1x1cm para
analise de desinfeccao e estabilidade (primeira etapa), e em formato 3 x 5 cm para
aplicacdo em modelo animal (segunda etapa). Para padronizacado durante os testes
em animais, as amostras foram retiradas do dorso do animal, retangulo pontilhado
em destaque na figura 1. As amostras foram mantidas em ambiente aquoso e sob

refrigeracdo até o inicio do processo de esterilizacao.

Figura 1 Amostra da pele de Ra-touro in natura, sob a perspectiva frontal e posterior.

Fonte: O autor

4.3 Desinfeccéo através do o0z0nio

Para o processo de desinfec¢cdo das amostras de pele foi utilizado o gas ozonio,
visto que € um gas que é facilmente sollivel em agua, caracteristica essa que o torna

uma excelente alternativa para processos de esterilizacao.

Nessa pesquisa utilizamos o gas 0z6nio gerado pelo equipamento Ozone Life (S&o
Paulo, Brasil), conectado ao cilindro de oxigénio medicinal, foi disperso na agua por
20 minutos, totalizando uma dosagem de 0z6nio de 700 L / min-1, onde as amostras

de pele ficaram imersas em um recipiente de 1000 MI, preenchido com agua
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deionizada estéril, esse recipiente foi mantido fechado com papel aluminio para que
nao houvesse dispersdao do gas no momento do processo de ozonizagdo. ApOs
esse processo de 20 minutos, uma parte das amostras foram separadas para a
realizacdo da analise microbiolégica, e a outra parte foi mantida em um tubo
contendo 10 ml de agente conservante (de acordo com o grupo experimental), onde
ficou imerso por um periodo total de 12 meses, para a realizacdo do teste
estabilidade (self-life), onde mensalmente eram abertos 5 frascos para a realizacao
da analise microbioldgica para a avaliar se ainda permanecia inerte de qualquer tipo

de contam