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RESUMO

O objetivo do presente trabalho foi estudar a biocompatibilidade da pele de tilapia
(Oreochromis niloticus) na cérnea de ratos por meio de avaliagao histopatoldgica e
aplicabilidade terapeutica em cornea de caes. O projeto foi divido em duas etapas.
Na primeira etapa foram utilizados vinte ratos, machos da raga Wistar, submetidos
a tunelizagdo interlamelar estromal em ambos os olhos, e em um dos olhos foi
colocada a pele de tilapia (olho tratado = OT). O olho contralateral foi o olho controle
(OC), submetido ao procedimento, mas sem o implante da membrana. A avaliagado
histopatoldgica, com picrosirius (PSR), foi realizada aos 5 (M5), 10 (M10), 20 (M20)
e 30 dias (M30) pds-operatérios. Nao houve diferenga estatistica nos parametros
clinicos entre OC e OT em nenhum momento estudado, porém houve maior
porcentagem de fibras de colageno imaturas em M5 (62,75%) no OT quando
comparado as fibras imaturas do OC (45,66%) no mesmo periodo estudado
(p=0,867), e apos 30 dias de pos-operatdrio (M30), observou-se maior porcentagem
de fibras maduras (67,29%) em OT quando comparada a porcentagem (56,99%) de
OC (p=0,963). Considerando a baixa reagao inflamatéria, associada a caracteristica
bioativa aos 5 dias pos-operatérios e bioinerte aos 30 dias pos-operatorios,
observadas com a coloragao de PSR, conclui-se que a pele de tilapia € um potencial
biomaterial para aplicacdo na cdérnea no tratamento de ulceras corneanas. Na
segunda etapa, treze caes de ragas e idades variadas receberam a pele de tilapia
como material biolégico na ceratoplastia e foram avaliados apés 5 dias, 10 dias, 15
dias e 30 dias ap6s o procedimento cirurgicos. Todos os animais tiveram diminuigao
dos sinais clincos estudados apés a enxertia e a pele foi completamente integrada
na cornea, exercendo um excelente suporte mecanico para a cicatrizagao corneal
de lesdes profundas em caes, acelerando o processo cicatricial.

Palavras-chave: materiais biocompativeis; membrana bioldgica; ulcera da cornea.



ABSTRACT

The objective of this study was to investigate the biocompatibility of tilapia skin
(Oreochromis niloticus) in the cornea of rats through histopathological evaluation
and therapeutic applicability in the cornea of dogs. The project was divided into two
stages. In the first stage, twenty male Wistar rats were subjected to interlamellar
stromal tunneling in both eyes, and tilapia skin was placed in one of the eyes (treated
eye = TE). The contralateral eye was the control eye (CE), which underwent the
procedure but without the membrane implant. Histopathological evaluation with
picrosirius (PSR) was performed at 5 (M5), 10 (M10), 20 (M20), and 30 days (M30)
postoperatively. There was no statistical difference in clinical parameters between
CO and TO at any time point studied, but there was a higher percentage of immature
collagen fibers at M5 (62.75%) in TO when compared to immature fibers in CO
(45.66%) in the same period studied (p=0.867), and after 30 days postoperatively
(M30), a higher percentage of mature fibers (67.29%) was observed in OT when
compared to the percentage (56.99%) in OC (p=0.963). Considering the low
inflammatory response, associated with the bioactive characteristic at 5 days post-
surgery and bioinert at 30 days post-surgery, observed with PSR staining, it is
concluded that tilapia skin is a potential biomaterial for application in the cornea in
the treatment of corneal ulcers. In the second stage, thirteen dogs of various breeds
and ages received tilapia skin as biological material in keratoplasty and were
evaluated 5 days, 10 days, 15 days, and 30 days after the surgical procedure. All
animals showed a decrease in the clinical signs studied after grafting, and the skin
was completely integrated into the cornea, providing excellent mechanical support
for corneal healing of deep lesions in dogs and accelerating the healing process.

Keywords: biocompatible materials; materials testing; corneal ulcer.
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1 INTRODUGCAO GERAL

Devido a maior exposi¢cao da cérnea a condi¢cdes externas, as ceratites
ulcerativas sdo consideradas uma das principais enfermidades oculares que
acometem caes e gatos, e caracteriza-se pela perda do epitélio corneal e exposigao
do estroma (Herrera, 2008; Miller, 2001; Slatter, 2005). Quando mais da metade da
espessura do estroma € exposta, a lesdo é classificada como profunda, e séo
necessarios procedimentos cirurgicos com técnicas que fornecam uma base
mecanica de protecao e aporte vascular adjunto ao tratamento clinico (Galera; Laus;
Oria, 2009).

Recentemente, estudos utilizando a pele de tilapia como enxerto em
ulceras de cérnea vém tomando destaque na medicina veterinaria (Batista et al., 2023;
Melo et al., 2022). A pele de tilapia destacou-se como subproduto com aplicabilidade
clinica de biomateriais utilizaveis para bioengenharia pelo seu baixo custo,
disponibilidade em territério nacional, sem necessidade de importacdo e por
apresentar 6timas qualidades em relagao as caracteristicas histomorfolégicas (Alves
et al., 2018; Franco et al., 2013).

Devido ao uso da pele de tilapia como enxerto corneano em caes, 0
presente trabalho tem como objetivo avaliar a capacidade angiogénica da pele de
tilapia, caracterizando e quantificando as fibras de colageno presentes na membrana
e na cornea de ratos para aplicagdo segura em coérneas de caes, visando diminuir a

opacidade cicatricial pés-enxertia.

1.1 PELE DE TILAPIA (Orechromis niloticus)

Recentemente, o interesse na pesquisa em tecidos de origem animal como
forma de curativos biolégicos tem se expandido. Pericardio bovino, submucosa de
intestino bovino e membrana amnidtica sdo alguns exemplos de tecidos utilizados
como curativos em lesdes de cornea (Guo et al., 2011; Hazlett, 2004; Koizumi et al.,
2007). Dentre os tecidos de origem animal utilizados na medicina humana e
veterinaria como potenciais curativos biolégicos, destaca-se a pele de tilapia do Nilo
(Oreochromis niloticus).

Pertencente ao segundo grupo mais importante de peixes cultivados em

viveiros, a tilapia do Nilo é originaria da bacia do rio Nilo, no leste da Africa, e encontra-
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se abundantemente disseminada nas regides tropicais e subtropicais (Alves et al.,
2015).

A pele da tilapia € um produto que vem sendo utilizado na medicina humana
como curativo biolégico em casos de queimadura, devido as suas propriedades
fisicas, como resisténcia a tracdo, boa aderéncia ao leito da ferida e avanco no
processo de cicatrizagao (Franco et al., 2013; Lima-Junior et al., 2017).

Estudos histolégicos demonstram que a pele de tilapia possui uma
epiderme revestida por epitélio pavimentoso estratificado, seguida por uma camada
mais profunda da derme contendo feixes finos de fibras de colageno, sobrepostos e
cruzados no sentido transversal a superficie cutanea (Franco et al., 2013).

O colageno é um dos principais componentes dos biomateriais, em virtude
de sua caracteristica de orientar as células e definir a maior parte dos tecidos (Sun et
al., 2017).

Um estudo realizado por Zhang e colaboradores, em 2016, evidenciou que
o colageno tipo | derivado da tilapia apresenta baixa toxicidade e excelente
biocompatibilidade in vivo, tornando-o promissor para diversas aplicagdes
biomédicas. Yamamoto et al. (2014) confirmaram que as analises de sensibilizagao,
toxicidade celular, reacdes intracutaneas, toxicidade sistémica aguda e aberragoes
cromossOmicas resultaram negativas. El-Rashidy et al. (2015) desenvolveram
hidrogéis com concentragdes de 0,3% e 0,5% de colageno da pele de tilapia-do-Nilo,
demonstrando que ambos apresentaram boa biocompatibilidade. Zhou et al. (2015)
descobriram que nanofibras biomiméticas de colageno de tilapia sdo capazes de
promover efeitos curativos ao induzir a diferenciagado de queratinécitos e estimular a
sintese de colageno por fibroblastos dérmicos. Ademais, estudos anteriores indicam
que o colageno tipo | da pele de tilapia estimula as citocinas FGF e KGF, fundamentais
no processo de fechamento de feridas (Lima-Junior et al., 2017).

Pesquisas conduzidas com roedores da linhagem Wistar (Rattus
norvegicus) avaliaram a utilizagdo da pele de tilapia como curativo biolégico oclusivo
no tratamento de queimaduras. Os resultados demonstraram que tal abordagem nao
foi inferior ao tratamento convencional com sulfadiazina de prata, utilizado no grupo
controle. O curativo apresentou excelente aderéncia ao leito da ferida e ndo ocasionou
alteracbes nos exames laboratoriais relacionados a funcdo hepatica, renal ou

hematolégica (Lima-Junior et al., 2017).
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A Faculdade Federal de Fortaleza realizou uma pesquisa com o objetivo de
avaliar o impacto do uso de pele de tilapia como curativo biolégico na cicatrizagao de
queimaduras superficiais em camundongos. Focando na modulagdo das fases
inflamataria e proliferativa do processo cicatricial, foram utilizados camundongos como
modelo experimental, aplicando curativos de pele de tilapia diretamente sobre as
queimaduras. A resposta inflamatéria e os marcadores de proliferagao celular foram
analisados por métodos histologicos e bioquimicos, e os resultados mostraram que o
curativo de pele de tilapia teve efeito positivo na cicatrizagdo. A pele de tilapia auxiliou
na modulacdo da fase inflamatoria, reduzindo inflamacgbes excessivas, além de
estimular a fase proliferativa, promovendo a regeneracao do tecido (Soares, 2022).

O estudo objetivou investigar o uso do colageno extraido da pele de tilapia
no tratamento de ulceras traumaticas localizadas na mucosa jugal de ratos. O objetivo
do trabalho foi avaliar o potencial cicatrizante do colageno, explorando sua capacidade
de estimular a regeneragao tecidual em um modelo experimental. Foram utilizados
ratos como modelo biolégico, nos quais o colageno extraido da pele de tilapia foi
aplicado diretamente sobre as ulceras induzidas na mucosa oral. A analise dos
resultados incluiu avaliagdes histologicas e bioquimicas, que permitiram verificar os
efeitos do tratamento na cicatrizacdo. Os resultados mostraram que o colageno
derivado da pele de tilapia promoveu uma melhora significativa no processo de
cicatrizagao, favorecendo a regeneragao tecidual e contribuindo para a reparagao das
ulceras (Soares, 2022).

A utilizagao da pele de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) como curativo
biolégico apresenta-se como uma alternativa promissora no tratamento de ulceras de
cérnea em caes e gatos. Estudos recentes evidenciam que esse material promove a
aceleracdo do processo de cicatrizacdo das lesbes corneanas e aprimora a
transparéncia da cérnea, contribuindo para uma recuperagao visual significativa nos
animais submetidos ao tratamento. A aplicagdo de matrizes dérmicas acelulares,
derivadas da pele de tilapia, sobre as ulceras corneanas tem demonstrado resultados
favoraveis, incluindo tempos de cicatrizagao mais curtos em comparagdo com 0S
métodos tradicionais (Batista et al., 2023; Melo et al., 2022).

No que se refere aos desfechos clinicos, os animais submetidos ao
tratamento com o curativo de pelicula de tilapia evidenciaram uma recuperagéao ocular
satisfatéria, caracterizada pelo restabelecimento das fungdes visuais normais e pela

melhoria na condicao estética da cornea. A cicatrizagao acelerada e eficiente reflete
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a capacidade regenerativa do colageno presente na pele de tilapia, que promove o

estimulo ao reparo celular e a regeneracao do epitélio corneano.

1.2 ACORNEA

A cérnea faz parte da tunica fibrosa do bulbo ocular. E transparente,
refrativa a luz (40 a 42 dioptrias), avascular e eliptica; histologicamente, a cérnea é
dividida em quatro camadas: epitélio, estroma, membrana de Descemet e endotélio
(Gelatti, 2003).

O estroma corresponde a 90% da espessura total da cornea, e € composto
por fibrilas de colageno equidistantes por mucoproteinas e glicoproteinas, e ceratécitos
(Maggs, 2008). Sao encontrados na cormnea colageno do tipo 1V, VI e VII (Galera; Laus;
Oria, 2009). A cornea de ratos possui colageno do tipo | em abundancia (Hashimoto et
al., 2016) e apresenta expressao de colageno tipo lll na cicatrizagdo corneal (Cintron
et al., 1988; Lorenzo-Martin et al., 2019).

O meio de reparacgao da cornea varia conforme a profundidade da lesao
(Miller, 2001). Em ulceras superficiais, o processo cicatricial € desempenhado por
células epiteliais adjacentes a area afetada e inicia-se algumas horas apoés a lesao. O
epitélio corneano possui um equilibrio entre as células perdidas e as células
renovadas através da capacidade de autorregeneracgdo. As células epiteliais perdem
suas aderéncias hemidesmossémicas e migram em diregcdo a area ulcerada (Slatter,
2005). Simultaneamente, ocorre secreg¢ao de fibrina, fibrinogénio e fibronectina
seguido da mitose das células basais do epitélio (Andrade, 2023; Galera; Laus; Oria,
2009). Esse mecanismo é mediado pelo sistema nervoso simpatico, fatores de
crescimento e mensageiros bioquimicos (Galera; Laus; Oria, 2009).

O processo de restauracdo do estroma é mais complexo, envolvendo
mecanismos de sintese e distribuicdo de colageno, alteragdes na sintese de
proteoglicanos e remodelagédo da estrutura (Andrade, 2023). Inicialmente, a lesdo é
recoberta por fibrina e, em poucas horas, polimorfonucleares chegam até a lesédo e
realizam atividades proteoliticas, removendo debris celulares (Galera; Laus; Oria,
2009). Apds 24 horas do inicio da lesao, inicia-se a secregao de colageno através da
migragao de ceratdcitos adjacentes a borda da lesdo. O colageno depositado sofre
remodelagao, porém nao recupera a sua organizagao fibrilar inicial (Slatter, 2005).

As ceratites ulcerativas sao lesdes corneais onde ha perda do epitélio e
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exposicao do estroma e sao classificadas como profundas quando ha exposicao de
mais de 50% do estroma. Em casos de ceratites ulcerativas profundas, séo
necessarios procedimentos cirurgicos com técnicas que fornecam uma base
mecanica de protecéo e aporte vascular, pois sdo necessarios 4 a 5 dias para ocorrer
0 processo de vascularizagdo em uma ulcera profunda com destruicdo rapida de
colageno (Galera; Laus; Oria, 2009).

Muitos materiais ainda s&o estudados para aplicagdo corneal com o
objetivo de restauracdo da sua transparéncia (Galera; Laus; Oria, 2009); a pele de
Tilapia como enxerto em ulceras de cornea vem tomando destaque na medicina
veterinaria (Batista et al., 2023; Melo et al., 2022) destacando-se como subproduto
com aplicabilidade clinica de biomateriais utilizaveis para bioengenharia pelo seu
baixo custo, disponibilidade em territério nacional, sem necessidade de importagao e
por apresentar 6timas qualidades em relacdo as caracteristicas histomorfolégicas
(Alves et al., 2018; Franco et al., 2013).

1.3 COLORACAO ESPECIAL — PICROCIRIUS

O método de coloragao por Picrosirius Red (PSR) é uma técnica baseada
nas propriedades birrefringentes do colageno. Esse método permite a identificagao
seletiva das redes de colageno por meio do sistema de cor RGB (vermelho, verde,
azul) e apresenta maior especificidade quando combinado com a deteccao de luz
polarizada (Rittie, 2017). Quando visualizado sob microscopia de luz polarizada,
mostra fibras finas de colageno tipo Ill, que sdo verdes a amarelo esverdeadas,
enquanto fibras colagenas espessas, tipo |, variam de vermelhas a laranja amareladas
(Montes; Junqueira, 1991).

O uso da microscopia de polarizagao para identificar colageno em material
corado com picrosirius € o responsavel pela especificidade e também aumenta a
eficacia e sensibilidade do método. Isso ocorre devido as fibrilas de colageno muito
finas, indetectaveis na microscopia normal, tornarem-se visiveis com este método,

com fonte de luz contra um fundo escuro (Junqueira; Bignolas; Brentani, 1979).
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Figura 1 - Espectro de cores observadas com picrosirius a microscopia sob luz
polarizada
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Fonte: Zerbinati e Calligaro, 2018.

Em 2014, Lattouf e colaboradores conduziram um estudo utilizando a
coloracdo por PSR em seis amostras de biopsias cutdneas humanas, trés de
pacientes saudaveis e trés de pacientes com sindrome de Ehlers-Danlos tipo IV. Os
autores observaram que, ao rotacionar a platina do microscépio em 90°, as cores
variavam de vermelho e amarelo para verde, e de verde para amarelo. E ao
compararem o0s resultados com a imunohistoquimica para colageno tipo |lI,
constataram divergéncias: enquanto a imunomarcagéao foi baixa nos pacientes com
Ehlers-Danlos tipo IV (como esperado para a doenga), a coloragdo por picrosirius
revelou grande quantidade de fibras verdes.

As cores observadas sob microscopia de luz polarizada com a coloracao
por picrosirius dependem exclusivamente da espessura e do empacotamento das
fibras, e ndo do tipo especifico de colageno (Coleman, 2011). Por exemplo, uma fibra
verde pode representar uma fibra de colageno tipo | imatura e fina ou resultar de um
artefato que oculte a verdadeira espessura de uma fibra tipo | espessa (Rich;
Whittaker, 2005). Coelho et al. (2018) detalharam cuidadosamente a metodologia de
avaliagao do tecido cutaneo utilizando a coloragao por picrosirius sob microscopia de
luz polarizada, com o objetivo de minimizar erros técnicos e evitar a formagao de
artefatos.

Em um trabalho relacioando a cicatrizagao corneal, foi realizado a coloragao
DE PSR para avaliar o colageno no uso do antifibrético acido suberanilohidroxamico
apo6s queimadura alcalina em cornea de caes, e foi observado que aos 14 dias, houve

predominio de fibras verdes quando comparado ao controle (olhos ndo submetidos a
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lesdo) e mostrou predominio de fibras vermelhas, uma transigao tipica de formagao
de cicatriz. Os autores observaram que o colageno tipo Ill se mostrou desorganizado,
e clinicamente os animais apresentaram opacidade corneal importante (Gronkiewicz
et al., 2016).

Em 2020, Hakami e colaboradores realizaram a coloracéao de PSR apods
queimadura alcalina em corneas de ratos com o objetivo de avaliar o aumento de
colageno na fibrose, e embora tenham obtido cérneas com fibras vermelhas sob
microscopia de luz polarizada 2 semanas apds a lesdo, os resultados ndo foram
discutidos em relagao a coloragao observada.

Alguns autores afirmam que a coloracdo com picrosirius pode trazer
maiores informacdes quando comparada a coloragdo rotina com hematoxilina e
eosina, sendo equivalente aos métodos mais complexos de coloragao tricromica e
afirmam também que o tipo especifico de colageno é determinado apenas por

imunohistoquimica com anticorpos especificos (Coleman, 2011; Piérardi, 1989).
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