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Resumo

Introdugdo: o uso de substitutos cutaneos para o tratamento de diversas feridas graves é uma forma eficiente de prevenir infecgdes
e favorecer o processo de reepitelizagdo. No entanto, tecidos bioldgicos estdo suscetiveis a degradagdo e contaminagdo. Por isso,
devem ser submetidos a rigorosos protocolos de processamento e testes que comprovem suas contribuigdes benéficas e seguranga
de aplicagdo. Objetivo: trazer uma abordagem sobre as principais caracteristicas dos métodos de criopreservacao, glicerolizagdo e
liofilizagdo e sua consequencia nos aspectos imunolégicos, microbioldgicos e de viabilidade tecidual de enxertos de pele humana.

n

Metodologia: foi realizada uma busca online utilizando as palavras chaves “criopreservagdo”, “liofilizagdo”, “glicerolizagdo”,
“enxertos”, “processamento tecidual” e “engenharia dos tecidos” em multiplas combinages nos bancos de dados PubMed,
LILACS e ScienceDirect. Resultados: 200 artigos cientificos foram obtidos, 26 excluidos por duplicidade, 92 selecionados para
leitura integral a partir da leitura de seus resumos e 27 utilizados na construgdo desta revisdo. A liofilizagdo e a glicerolizagdo sdo
métodos semelhantes considerando a viabilidade tecidual. O uso de glicerol traz como principal desvantagem sua citotoxicidade
quando comparado aos outros métodos. A criopreservagdo mantém os tecidos vidveis. Contudo, pode ser mais cara e trazer
riscos de transmissdo de microorganismos patogénicos. De modo geral, ndo é bem estabelecido quais os melhores métodos de
conservagdo para uma adequada conservagdo da viabilidade dos enxertos de pele. Consideragdes Finais: os 3 métodos, liofilizagdo,
glicerolizagdo e criopreservagdo, possuem aplicabilidade na conservagdo de enxertos. A falta de padronizagdo na aplicagdo de
enxertos apesar de sua frequente aplicagdo e a escassez de estudos recentes sobre o tema justificam o presente estudo.
Palavras-chaves: Criopreservagdo. Liofilizagdo. Glicerol. Feridas. Aloenxertos.

Abstract

Introduction: the use of skin substitutes for treatment of several wounds is an efficient way to prevent infections and allow the
re-epithelialization process. However, biological tissues are susceptible to degradation and contamination. Therefore, they must
undergo rigorous processing and testing protocols that prove their beneficial contributions and application security. Objective:
to bring an approach on the main characteristics of cryopreservation, freeze-drying and glycerol conservation methods and their
implications on immunological, microbiological and tissue viability aspects when applied to human skin grafts. Methodology:
a mostly online search was performed using the keywords “cryopreservation”, “freeze-drying”, “glycerol conservation”, “grafts”,
“tissue processing” and “tissue engineering” in multiple combinations in PubMed, LILACS and ScienceDirect databases. Results: 200
scientific articles were rescued, 26 excluded by duplicity, 92 selected for full reading from the reading of their abstracts and 27 used
in the construction of this review. Freeze-drying and glycerol conservation are similar methods, with glycerol conservation having
greater economic advantage. The use of glycerol presents cytotoxicity when compared to the other methods. Cryopreservation
keeps tissues viable, however, is more expensive and carry risks of transmission of pathogenic microorganisms. Overall, there
is a lack of clarity about the importance of viability in the performance of skin grafts. Final considerations: the 3 methods have
applicability in graft conservation. The lack of standardization in graft application despite its frequent application and the scarcity
of recent studies on the subject justify the present study.
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O uso de enxertos de pele possui multiplas finali-
dades e, atualmente, é considerado como uma forma
eficiente de prevenir infecgdes e estimular o processo
de reepitelizagdo em feridas. Em lesdes graves por
gueimadura, por exemplo, sua aplicagdo é requerida
frequentemente, sendo considerada como padrdo-ouro
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para muitos quadros clinicos. Os enxertos de pele po-
dem ser utilizados apenas com a finalidade de cobertura
tempordria ou permanecerem definitivamente no local
da lesdo (BLILEY et al., 2016; CHIU; BURD; 2005).

A origem dos enxertos de pele pode variar, alguns
sdo adquiridos a partir de fontes animais (xenoenxertos)
e outros de fontes humanas, podendo-se ainda dividir
os enxertos de origem humana em aloenxertos, quando
advindos de um doador (vivo ou morto), geneticamente
diferente, e autdlogos, quando sdo obtidos do préprio
paciente. Dentre os tipos de tecidos mais utilizados para
enxertia em lesGes provocadas na pele, pode-se des-
tacar a pele cadavérica, comumente considerada para
enxertos temporarios (MOSER et al., 2013; ORYAN et
al., 2017). Em relagdo as peles de origem animal, a pele
suina, pele de ra e, mais recentemente, a pele de tilapia
do Nilo, sdo destaques (ALVES et al., 2015; LIMA-JUNIOR
et al., 2017; PICCOLO et al., 2002).

Uma das grandes problematicas em relagdo a en-
xertia de pele esta na limitagdo da recuperagdo desses
tecidos, principalmente de pele autéloga em pacientes
vitimas de queimaduras extensas. Por isso, esses pa-
cientes frequentemente necessitam do uso de enxertos
alogénicos prontamente disponiveis. Todavia, estes ma-
teriais devem ser submetidos a rigorosos protocolos e
testes para garantir suas contribui¢cdes benéficas e segu-
ranca de aplicagdo, uma vez que tecidos bioldgicos estdo
suscetiveis a degradagdo e contaminacao, resultando na
necessidade do uso de técnicas de conservagao e otimi-
zacdo de armazenamento desses materiais (ALVES et al.,
2015; BEN-BASSAT et al., 2001; FERREIRA et al., 2011).

Para isso, métodos de preservagao que incluem a
criopreservacgao e a glicerolizagdo sdo frequentemente
usados. Ambos os métodos possuem ampla dissemi-
nacao na preservacdo de variados tecidos e tém suas
metodologias bem estabelecidas (BABU et al., 2003;
FAHMY et al., 1993; SCHIOZER et al., 2012). J4 o uso do
método de liofilizagdo, segundo Franzen et al. (2013),
teve sua realizacdo em ampla escala, com a finalidade
de conservagdo de pele humana pela primeira vez em
1955, nos Estados Unidos.

No entanto, é possivel se verificar uma falta de
padronizagdo na escolha dos métodos pelos bancos de
pele, o que pode estar relacionado a divergéncias entre

pesquisadores sobre os aspectos variados de cada um
deles, incluindo seus impactos sobre o desfecho clinico
dos pacientes (HERMANS, 2011; KEARNEY, 2005).

Assim, diante do exposto e da escassez de resultados
da literatura sobre esse assunto, bem como de estudos
gue correlacionem os trés métodos, principalmente
guando se inclui a liofilizagdo, este estudo de revisdo
visa realizar uma abordagem sobre os métodos utili-
zados no tratamento pré-clinico de tecidos requeridos
para enxertia permanente ou como curativos bioldgicos
tempordrios em feridas cutaneas.

Dessa forma, objetiva-se concentrar as principais
caracteristicas dos métodos de criopreservagao, glice-
rolizacgdo e liofilizagdo quando empregados em enxertos
de pele humana, sobretudo aloenxertos. Aspectos meto-
doldgicos, imunoldgicos, microbiolégicos e econémicos
referentes a cada um desses métodos serdo o foco deste
trabalho, de modo a fornecer importante fonte de dados
sobre o tema.

METODOLOGIA

Este estudo trata-se de uma revisdo bibliografica,
com uma busca de informag8es online. Foi realizada
uma pesquisa nas plataformas do PubMed, LILACS e
ScienceDirect. Ao realizar a busca, as palavras chaves
criopreservacao, liofilizagdo, glicerolizagdo, enxertos,
processamento tecidual e engenharia dos tecidos foram
utilizadas como base para a pesquisa. As palavras chaves
foram empregadas de multiplas formas nas plataformas
online, respeitando-se a associagdo minima de pelo
menos trés palavras por busca.

RESULTADOS E DISCUSSAO

No total, foram obtidos pela busca, 200 artigos cien-
tificos nas bases de dados online selecionas, a partir de
combinagdes variadas entre as palavras chave escolhi-
das. 26 artigos foram excluidos por estarem duplicados
e, apos a andlise dos artigos restantes (n = 174) foram
selecionados para leitura integral, a partir da leitura de
seus resumos, apenas 92. Assim, apds analise detalha-
da de todas as fontes de dados investigadas, 27 artigos
foram selecionados para a construgdo desta revisao.
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Figura 1 - Fluxograma da selegéo e andlise dos artigos.
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Enxertos de Pele

LesBes cutaneas levam a perda das fung¢des de bar-
reira fisica, imunoldgica e de controle de temperatura
conferidas pela pele, sendo comprovadamente possivel
minimizar esses efeitos nocivos com a aplicagao de
coberturas de tecidos sobre as lesdes. Assim, o uso de
enxertia possibilita mimetizar um estado de normalidade
minima, reduzindo infec¢des e favorecendo o processo
cicatricial (GAUCHER et al., 2012; GALLO, 2017).

Os autoenxertos possuem, indiscutivelmente, maior
beneficio para os pacientes tratados, sendo considera-
dos como tratamento padrdo-ouro em lesdes variadas.
Apesar disso, a disponibilidade desse tipo de enxerto
muitas vezes é reduzida em alguns casos. Isso porque,
vitimas de queimaduras extensas, por exemplo, tendem
ater menos regides favordveis/disponiveis para a coleta.
Por isso, o uso de aloenxertos é comumente requerido
como opgdo de tratamento. A maior desvantagem em
relagdo ao aloenxertos parece dbvia: aincompatibilidade
imunoldgica leva a uma resposta de rejei¢do apos cerca
de 7 a 12 dias, resultando na piora das lesGes, caso o
enxerto ndo seja removido (CLELAND et al., 2014; FER-
REIRA et al., 2011; HOLZER et al., 2017).

Dessa forma, a pele alogénica é utilizada apenas
de modo tempordrio, realizando o papel de curativo
bioldgico. Essa pele, entretanto, precisa ser removida e
substituida, seja por enxerto de pele autdloga ou novo
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enxerto de pele alogénico, antes do inicio da resposta
imune (BEN-BASSAT et al., 2001; ROBB et al., 2001).

Processamento dos Enxertos de Pele

Os protocolos da criopreservagdo, glicerolizagdo e
liofilizagdo sdo bem estabelecidos, porém, os protocolos e
critérios de escolha entre os métodos ndo é bem definido.
Na Europa, a glicerolizagao vem sendo adotada pela maioria
dos bancos de pele, enquanto nos Estados Unidos ha uma
preferéncia pelo uso da criopreservagao. Ja a liofilizagao,
apesar de ter sido descrita como uma metodologia aplicavel
no processamento de tecidos para enxertia em ampla esca-
laem 1955, possui poucos relatos de uso atual (BEN-BASSAT
et al., 2001; HERMANS, 2011; KEARNEY, 2005).

Os métodos de processamento/preservacgio usados
para enxertos de pele possibilitam o armazenamento a
longo prazo desses materiais, garantindo sua qualidade e
eficacia no tratamento dos pacientes, além de sua imedia-
ta disponibilidade em casos emergenciais. De modo geral,
0s métodos preservativos sdo aplicados, quando em pele
humana, majoritariamente a aloenxertos. Isso porque,
autoenxertos ndo apresentam riscos significativos aos
receptores, bem como ndo é comum o armazenamento
de pele autdloga para aplicagdes futuras (FERREIRA et al.,
2011; HERSON et al., 2018).

A preservagao dos tecidos ocorre a partir de altera-
¢Oes conferidas por cada método, a quantidade de agua
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presente nos tecidos, ou na forma como essa agua esta
disponivel nesses materiais. Os trés métodos agem redu-
zindo a atividade de 4gua (aW) dos tecidos, medida que
indica a quantidade de “agua livre”. Essa dgua, por estar
fracamente ligada a proteinas, é facilmente utilizada em
diversas reagdes de degradacdo da matriz por hidrolise,
bem como nas reagdes bioquimicas de micro-organismos
(KEARNEY, 2005; ORDONEZ et al, 2005).

Criopreservagao e Liofilizagdo

No processo de criopreservagdo o tecido é congelado
em temperaturas ultrabaixas (aproximadamente -1802C)
em nitrogénio liquido, de modo que a atividade celular
seja reduzida e se evite tanto a degradacdo tecidual pelo
processo natural de decomposi¢ao, como a agdao meta-
bodlica de microrganismos. A criopreservagao geralmente
é usada quando se tem interesse na viabilidade celular,
portanto, meios de nutri¢do celular sdo usados com fre-
guéncia a fim de se manter as células viaveis por maior
quantidade de tempo (FARRANT, 1980; KEARNEY, 2005;
KUA et al., 2012).

J4 o método da liofilizagdo é baseado no principio da
sublimac¢do, de modo que a agua presente nos tecidos,
apos congelamento, passe para o estado gasoso dire-
tamente sem passar pela etapa de fusdo. Para que isso
ocorra, condi¢des especificas de temperatura e pressao
precisam ser criadas. Isso porque, quando a agua sdlida
esta a uma pressao abaixo de 4,58 mmHg e em tempe-
raturas muito baixas, o fornecimento de calor resultara
na passagem da fase solida para a gasosa (sublimagdo)
(FRANZEN et al., 2013; KEARNEY, 2005; PEGG, 2006).

Para que o processo de liofilizagdo seja considerado
satisfatorio, uma porcentagem de 0,5 % de atividade de
dgua (aW) deve ser alcangada. Essa medida garante ao
tecido submetido ao método, adequada seguranga mi-
crobioldgica e resisténcia a degradagdo por reagdes nas
quais a agua é necessaria (FRANZEN, et al., 2013; HERSON
et al., 2018; ROSS; KEARNEY, 2004).

O uso do glicerol ou dimetilsulféxido (DMSO) a
10-15% é requerido, também, durante o processo de
criopreservacao e, algumas vezes, na liofilizagao. Eles sdo
adotados como agentes crioprotetores destinados a evitar
danos causados pela formacgao de cristais de gelo durante
o congelamento dos tecidos. Além disso, fornecem melhor
controle da tonicidade celular, evitando o aciumulo de
sais extracelulares provocados pelo congelamento lento
considerado ideal na criopreservagdo (BABU et al., 2003;
SCHIOZER et al., 2012;).

Ambos os métodos, apesar de possuirem aplicabi-
lidade no processamento de tecidos, apresentam como
principal desvantagem a necessidade de maior treinamen-
to daqueles que os executardo, além de equipamentos
e ambientes relativamente sofisticados. Isso contribui
para o encarecimento dessas técnicas e a dificuldade de
utilizd-las em larga escala. Apesar disso, a criopreservagao
possui ampla disseminagdo entre os bancos de tecido.

Esse fato pode ser explicado pela crencga de muitos pesqui-
sadores na superioridade dos enxertos criopreservados
frente aos processados por outros métodos (BEN-BASSAT
et al., 2001; HARITH, 2003; FRANZEN et al., 2013; KEAR-
NEY, 2005).

Glicerolizagdo e a atividade do glicerol nos enxertos de
pele

Na glicerolizagdo, o tecido é enxaguado com solugdes
de glicerol em diferentes concentragdes, variando entre
50a 85%. Apos esse procedimento, o material permanece
imerso nas diferentes concentragdes e sob agitacdo por
um periodo determinado até que esteja completamente
desidratado para ser armazenado a 42C (HERMANS, 2011;
JAEGER et al., 2012).

Alguns autores relatam que o glicerol ocupa o espago
intracelular da dgua nos tecidos, ressecando dessa forma
os materiais e impedindo reagdes de degradagao natural
e/ou por microrganismos nas quais a presenca de dgua
é necessaria. No entanto, autores como Ross e Kearney
(2004) relatam a presenga de agua nos tecidos gliceroli-
zados, evidenciando que a agua ndo é substituida pelo
glicerol, mas retida pela alta concentragdo de solutos nos
quais tende a ficar ligada e, consequentemente, manten-
do a hidratagdo do tecido.

Huang, Pegg e Kearney (2004) corroboram esse dado
ao constatar que, no processo de glicerolizagdo, apesar
da redugdo inicial, a 4gua total dos tecidos permanece
em um valor aproximado de 11%. Quando comparado a
liofilizagdo, esse valor é considerado elevado, no entanto
a pele glicerolizada pode ser armazenada por anos.

Dentre as principais desvantagens no uso do glicerol,
seja no processo de criopreservagao, liofilizagdo ou na
propria glicerolizagdo, esta o tempo consideravelmente
extenso que o produto leva para sair do tecido no qual foi
aplicado. Portanto, para a pratica clinica, o glicerol pode
representar um problema quanto ao tempo, que deve ser
curto, de colocagdo do enxerto, bem como da retengao
de alguma quantidade do produto no tecido enxertado.
Esse ultimo fator merece atengdo devido a caracteristica
citotoxica do glicerol em temperatura ambiente, poden-
do levar a necrose muscular quando em concentragdes
elevadas no organismo (BRAVO, 2000; KEARNEY, 2005).

Os autores demonstraram ainda, em estudo compa-
rativo entre o uso de glicerol e propilenoglicol ou propa-
no-1,2-diol, um ganho no tempo de colocagdo do enxerto
de pele quando este é submetido ao tratamento com o
segundo em detrimento do glicerol. Assim, os dados su-
gerem a possibilidade de substituicdo do glicerol, tendo
em vista a maior rapidez com a qual o propilenoglicol é
retirado dos tecidos. No entanto, para Lomas et al. (2003),
essa técnica necessita de maior aprimoramento.

No que diz respeito ao potencial antimicrobiano do
glicerol, pode-se destacar a agdo citotdxica do glicerol
como capaz de gerar um efeito duplo nos enxertos de
pele. Sua citotoxicidade é capaz de inviabilizar tanto as
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células do tecido a ser conservado, quanto aquelas de mi-
crorganismos presentes no tecido. Entretanto, apesar dos
relatos da acdo do glicerol sobre bactérias e virus, incluin-
do o virus do HIV-1, herpes-virus simples 1 e, também, o
virus causador da poliomielite, a aplicagdo de métodos
esterilizantes adicionais é considerada indispensavel pela
maior parte dos bancos de tecido (HERSON et al., 2018;
KUA et al., 2012; MARSHALL et al., 1995; PEGG, 2006).
Além das questdes sobre sua eficicia na preservagao
de enxertos de pele, outro ponto digno de atengdo sobre
o uso do glicerol em altas concentragdes é a praticidade
de sua aplicagdo. Sendo assim, a técnica de gliceroliza-
¢do surge como a mais econOmica frente a liofilizagdo
e a criopreservagdo. Por isso, seu uso diversas vezes é
adotado com base em maior facilidade de execu¢do em
ampla escala, do ponto de vista econémico (CLELAND et
al.,2014; HARITH, 2003; HUANG; PEGG; KEARNEY, 2004).

Viabilidade, Imunogenicidade e Desfecho Clinico de
Enxertos de Pele processados pelos trés métodos.

Uma das principais questdes que ndo estdo escla-
recidas quando se trata de enxertos de pele, mais espe-
cificamente dos enxertos alogénicos, é a implicagao da
viabilidade celular sobre o progndstico das lesGes e cura
dos pacientes acometidos. Obviamente, aqueles enxertos
colhidos a partir do préprio receptor, com a finalidade
de serem enxertados permanentemente, devem possuir
viabilidade celular para cumprir seu objetivo. No entan-
to, sobre os enxertos alogénicos usados como cobertura
tempordria, ndo ha consenso entre os pesquisadores
(GAUCHER et al., 2012; HERMANS, 2011; ROBB et al.,
2001; VERBEKEN et al., 2012).

Aviabilidade das células corresponde, de uma manei-
ra bem simplista, a capacidade dessas células de desem-
penharem atividades metabdlicas e bioquimicas. Testes
como o azul de Tripan e de consumo de oxigénio podem
fornecer informag&es importantes sobre a porcentagem
de viabilidade nos tecidos (GAUCHER et al., 2012; ROBB
etal., 2001).

No enxerto de pele, supde-se que a viabilidade é
responsavel por tornar o enxerto capaz de induzir neo-
vascularizacdo e fornecer citocinas e hormonios para as
feridas. Enquanto o enxerto ndo vidvel funciona apenas
como uma matriz de coldgeno responsavel por fornecer
melhor suporte para o processo cicatricial (HUANG; PEGG;
KEARNEY, 2004).

Os métodos de processamento de enxerto possuem
como uma de suas principais diferencas, a capacidade de
manter as células do enxerto vidveis ou torna-las invia-
veis. Assim, enquanto a criopreserva¢do mantém certa
viabilidade sobre as células dos tecidos, a glicerolizagdo e
a liofilizagao tornam os enxertos de pele definitivamente
invidveis (LOMAS et al., 2003; PIANIGIANI et al., 2005).

Um dos pontos mais debatidos acerca do uso da
criopreservagao, responsavel por fornecer certa viabilida-
de, é de fato a possibilidade deste método manter viavel
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também microorganismos patogénicos presentes nos
enxertos de pele. Além disso, enxertos criopreservados
tendem a ser mais imunogénicos quando comparados aos
derivados de outros métodos (HUANG; PEGG; KEARNEY,
2004).

Aviabilidade dos enxertos possui importante influén-
cia sobre sua capacidade de induzir resposta imune no
receptor. Isso porque, quando um tecido é submetido
ao processo de glicerolizagdo, este, conforme pesquisas
como ade Kua et al. (2012), apresentam drdstica redugao
daimunogenicidade, resultando em um retarde no tempo
de rejeicdo e melhores resultados na cicatrizagdo. Devido
ao fato de a liofilizagdo também tornar as células inviaveis,
pode haver uma redugdo equivalente naimunogenicidade
da pele liofilizada.

O tipo celular envolvido no processo de rejeicdo dos
enxertos também parece sofrer influéncia da viabilidade.
Dessa forma, os enxertos inviaveis e, teoricamente menos
imunogénicos, despertam uma resposta imune mediada
principalmente por macréfagos, enquanto aqueles com
certa viabilidade sdo atacados por células T CD8*, com
maior dano ao tecido de granulagdo e efeitos sistémicos
adversos, capaz de gerarimpacto negativo na recuperagdo
dos pacientes (HERMANS, 2011; RICHTERS et al., 1997).

Vloemans Middelkoop e Kreis (2002) realizaram
uma avaliagdo historica da aplicacdo de enxertos viaveis
(criopreservados) e invidveis (glicerolizados) em pacientes
vitimas de queimaduras extensas entre 1979 e 2000. Seu
estudo relata vantagens no uso pois, enquanto entre os
pacientes tratados com enxertos criopreservados cerca
de 36,6% necessitaram de um novo enxerto de pele,
aqueles pacientes tratados com enxertos glicerolizados
apresentaram uma porcentagem de 26,3% de reenxertos.

Para Hermans (2011), a viabilidade de enxertos,
também, ndo representa um fator relevante no processo
de cura. Essa hipdtese se assemelha aos dados coletados
por Pegg (2006), os quais sugerem que apenas o forne-
cimento de colageno ao local da lesdo é suficiente para
otimizar o processo cicatricial com cicatrizes reduzidas e
menor contragdo local. O autor reafirma, ainda, a maior
importancia em se considerar outros fatores como o
custo-beneficio e seguranga microbioldgica na escolha
de um método ou outro.

No entanto, Kua et al. (2012), trazem resultados
opostos a esses dados uma vez que, a partir da analise do
desfecho clinico de pacientes tratados com aloenxertos
criopreservados e glicerolizados, evidenciaram uma por-
centagem de 25% de mortalidade em pacientes tratados
com tecido criopreservado e 34,8 % nos que receberam
tecidos glicerolizados, sugerindo, assim, um melhor de-
sempenho dos enxertos viaveis.

CONSIDERAGOES FINAIS

Os 3 métodos possuem aplicabilidade na conservagdo
de enxertos de pele humana. Pode-se inferir, a partir dos
estudos analisados, que um maior esclarecimento sobre
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a importancia da viabilidade dos enxertos no desfecho
clinico dos pacientes faz-se necessdrio, uma vez que ha
uma falta de padroniza¢do na aplicagdo de enxertos ape-
sar de sua frequente utilizacdo, além de escassez de dados
atuais sobre o tema, o que justifica o presente estudo.
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