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RESUMO

A Nanoskin® é uma pelicula de celulose bacteriana produzida pela bactéria
Acetobacter xylinum,por meio de um processo biotecnologico. E composta por uma rede de
nanofibrilas cuja estrutura cria uma extensa superficie, a qual permite a retencdo de grande
quantidade de agua e importantes modificacbes em seu formato, sem perder suas

caracteristicas estruturais.

Objetivo: visando acrescentar novas possibilidades para a reconstrugdo da
palpebra, em seus folhetos profundo ou superficial, o presente estudo foi desenvolvido com o

objetivo de avaliar se a pelicula de Nanoskin® poderia ser uma opcao.

Meétodo: foram utilizadas 40 cobaias, do sexo masculino, que receberam
fragmentos de Nanoskin® na regido dorsal, em dois estudos, um direcionado para a utilizacéo
da Nanoskin nos tecidos profundos, quando o biomaterial foi colocado no subcutaneo e outro
no qual a Nanoskin foi colocada na superficie da pele. Em ambos os estudos foram utilizados
dois tipos de Nanoskin: grupo 1 (G1), no qual foi utilizada pelicula de Nanoskin® (2X2 cm)
sem recobrimento de gelatina no subcutaneo ou na superficie da pele e o grupo 2 (G2), que
recebeu implante de Nanoskin® (2X2 cm) com revestimento de gelatina no subcutaneo e na
superficie da pele. O grupo controle foi obtido com colocacéo de enxerto de pele de espessura
total no tamanho de 2X2 cm, contiguo ao implante de Nanoskin®, em todos 0s animais de G1
e de G2 do experimento que estudou o biomaterial na superficie da pele. Cinco animais de
cada grupo foram eutanasiados em quatro momentos experimentais: 7 dias (M1), 30 dias
(M2), 90 dias (M3) e 180 dias (M4). Foram realizadas avaliagdes morfométricas do implante

das laminas histologicas, exame histoldgico e exame ultraestrutural.

Resultados: a Nanoskin® quando implantada no subcutaneo nédo foi encontrada
em um animal de M3 e em cinco animais de M4. Nos momentos M3, M4 e M5, houve
separacao entre as suas lamelas. Houve inflamacdo mais acentuada no inicio do experimento
que regrediu nos momentos seguintes e formacdo de pseudocapsula ao redor do biomaterial.
Quando utilizada na superficie, a Nanoskin® apresentou um padrdo de cicatrizacdo
centripeto. A inflamagéo seguiu padrdo semelhante ao observado quando a aplicacdo foi no
subcutaneo. Os animais que receberam a Nanoskin® revestida ou ndo por gelatina tiveram

resposta semelhante.



Conclusdo: a Nanoskin® apresentou resultados satisfatorios quando implantada
no subcutaneo, assim como na superficie da pele de cobaias. Estudos clinicos devem ser

providenciados a fim de validar a utilizacdo da Nanoskin® para o reparo de feridas extensas

das palpebras.

Palavras-chave: Nanoskin®, celulose bacteriana, cobaias, nanocompostos,

bioengenharia, palpebras, estudo experimental, Acetobacter xylinum.



ABSTRACT

The Nanoskin® is a bacterial cellulose film produced by the bacteria Acetobacter xylinum by
means of a biotechnological process. It is composed by a network of nanofibrils whose
structure creates a large surface area, which allows the retention of a large amount of water

and significant changes in its shape without losing its structural characteristics.

Purpose: aiming to add new possibilities for the reconstruction of the eyelid, in its superficial
or deep lamellae, this study was developed in order to assess whether the Nanoskin® film

could be an option.

Method: 40 male guinea pig were used, that received Nanoskin® fragments in the dorsal
region, in two studies, one directed to the use of Nanoskin® in deep tissue when the
biomaterial was placed subcutaneously and another in which the Nanoskin® was placed on
skin surface. In both studies we used two types of Nanoskin: group 1 (G1), which was used
Nanoskin® film (2x2 cm) without gelatin coating on the subcutaneous or on the skin surface,
and Group 2 (G2), which received Nanoskin® implant (2X2 cm) with gelatin coating on the
subcutaneous and on the skin surface. The control group was obtained with full-thickness skin
graft placement on the size of 2X2 cm Nanoskin® adjacent to the implant in all animals in G1
and G2 experiment that studied the biomaterial on the surface of the skin. Five animals from
each group were euthanized at four experimental times: 7 days (M1), 30 days (M2), 90 days
(M3) and 180 days (M4). Morphometric assessments of the implant and the histological slides

were held, histological and ultrastructural examination.

Results: the Nanoskin® when implanted subcutaneously was not found in one animal from
M3 and in five animals from M4. In moments M3, M4 and M5 , there was separation between
their lamellae . There was a significant inflammation at the beginning of the experiment
which reduced the following times, and formation of a pseudocapsule around the biomaterial.
When used on the surface, Nanoskin® presented a standard centripetal healing. Inflammation
followed similar pattern to the observed in the implant at the subcutaneous. The animals who

received Nanoskin® with or without gelatin coating had similar response.

Conclusion: the Nanoskin® showed satisfactory results when implanted subcutaneously as
well as on the surface of the skin of guinea pigs. Clinical studies should be performed to

validate the use of Nanoskin® for repair of extensive wounds of the eyelids.



Keywords:Nanoskin®, bacterial cellulose, guinea pigs, nanocomposites, bioengineering,

eyelids, experimental study, Acetobacter xylinum.
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1. INTRODUCAO

1.1. Nocdes gerais sobre a estrutura e o processo cicatricial da pele

A pele é o maior 6rgdo do corpo e é composta por duas camadas de tecidos
especializados: a epiderme e a derme. A fungdo da pele € proteger o corpo de substancias
toxicas, além de ter funcbes fisioldgicas, tais como manutencdo da homeostase,
termorregulacdo, vigilancia epidemioldgica, cicatrizacdo, deteccdo sensorial, absorcéo,
excrecdo e evaporagdo. Possui espessura, resisténcia e flexibilidade variavel e algumas
especificidades conforme as diversas partes do corpo (Brohem et al., 2011; Zhang et al.,
2012).

A pele humana representa mais de 15% do peso corporal (Sampaio & Rivitti,
2008), e compde-se, essencialmente, de trés grandes camadas de tecidos: uma camada
superficial — a epiderme; uma camada intermediaria — a derme ou cério; e uma camada

profunda, a hipoderme ou tecido celular subcutaneo (Sampaio & Rivitti, 2008).

A epiderme é constituida por epitélio estratificado, cuja espessura apresenta
variacdes topogréaficas, desde 0,04 mm nas palpebras até 1,6 mm nas regides palmo-plantares
(Sampaio & Rivitti, 2008). As celulas mais abundantes na epiderme sdo 0s ceratindcitos,
compondo cerca de 80% da celularidade da pele. Durante a migracdo dos ceratindcitos da
camada basal da epiderme até a superficie, cinco zonas morfologicamente distintas podem ser
identificadas: o estrato basal (germinativo), estrato espinhoso, estrato granuloso, estrato lucido
e estrato corneo (Gartner & Hiatt, 2007).

A segunda camada tissular da pele, disposta imediatamente abaixo da epiderme, é
a derme ou corio, que compreende denso estroma fibroelastico, no qual estdo estruturas e
Orgdos anexiais da pele, glandulas sebaceas, sudoriparas e foliculos pilosos (Sampaio &
Rivitti, 2008).

Em poucas palavras, pode-se dizer que cerca de 80% das células que compbdem a
pele normal sdo ceratindcitos, dispostos em camadas, sobre uma membrana basal. Ha
diferencas morfoldgicas entre os ceratinocitos, de forma que a camada mais superficial é a
espinhosa ou camada cornea, responsavel pela ceratinizacdo. Proximo a membrana basal ha o

estrato basal e, em seguida, a camada granulosa. Células dendriticas, melandcitos e células
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sensoriais também fazem parte deste tecido. Entre a epiderme e a derme ha uma membrana

basal, dividida entre lamina lucida e densa (Brohem et al., 2011).

A derme é formada por duas camadas, a papilar e a reticular. As principais células
da derme sdo fibroblastos, macréfagos e adipdcitos. A camada papilar € composta de tecido
conjuntivo frouxo e fica logo abaixo da epiderme. A camada reticular é formada de tecido
conjuntivo denso. Além dos vasos sanguineos, linfaticos e dos nervos, também sdo
encontradas na derme estruturas derivadas da epiderme como os foliculos pilosos, glandulas

sebaceas e sudoriparas (Junqueira & Carneiro, 2008; Brohem et al., 2011).

A terceira camada da pele, mais profunda, a hipoderme, compde-se de tecido
adiposo (Sampaio & Rivitti, 2008). Essa é a camada que permite que a pele se movimente

livremente sobre as estruturas mais profundas do corpo (Oliveira Filho, 2001).

Figura 1- Desenho esquematico representando as camadas da

pele
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Fonte: Bichakjian & Johnson (2009)

A pele pode necessitar de remocgdo pela presenca de tumores ou ser perdida
devido a traumas. Nestes casos, pode ocorrer regeneracdo, quando existe proliferacdo de
células para substituir estruturas perdidas ou reparacdo, que consiste em uma combinacao do
processo de regeneracdo e formacéo de cicatriz pelo deposito de colageno e outros elementos
da matriz extracelular que regula o crescimento, a proliferacdo, o movimento e a

diferenciacdo das celulas ao seu redor (Kumar et al., 2010).
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O processo de reparacao da ferida cutanea e constituido de trés fases: inflamacao,
proliferacdo e maturacdo. Na fase de inflamacgé@o a lesdo inicial causa ativacdo das vias de
coagulacdo provocando adesdo e agregacdo de plaquetas. Na fase proliferativa (24 a 72
horas), ocorre formacdo de tecido de granulacdo devido a proliferacdo de fibroblastos e
células endoteliais vasculares. Na fase de maturacdo (48 a 96 horas), os neutréfilos sédo
substituidos pelos macréfagos que removem residuos extracelulares, fibrina e outros materiais
estranhos do local, promovendo angiogénese e deposi¢cdo de matriz extracelular e provocando

remodelamento do tecido, com contracdo da ferida (Kumar et al., 2010).

Quando ocorre leséo da pele, ha afluxo de células imunes para o sitio de leséo,
seqguidas de fibroblastos que gerardo a nova matriz tecidual. Concomitantemente ha

reepitelizacdo e revascularizacao.

A reepitelizacdo ocorre por dois fenébmenos simultaneos: a migracdo de células a
partir da camada granular e também a partir da ld&mina basal, junto as margens da ferida.
Assim que as camadas se refazem, ha inibicdo do crescimento por inibi¢do de contato. A fase
final do processo inflamatorio e epitelizacdo ocorre quando ha células endoteliais e formacéo
de tecido de granulacdo, com predominio de fibroblastos. A remodelacdo do colageno ocorre
pelas metaloproteases de matriz, produzidas pelos fibroblastos e macréfagos, e o balanco final
entre a producdo e a destruicdo do colageno dara o aspecto final da cicatriz que podera ter a

forma atrdéfica, hipertrofica ou queldide (Metcalfe & Ferguson, 2007; Zhang et al., 2012).

A matriz extracelular é composta por proteinas estruturais (colageno e elastina),
proteinas especializadas (laminina, fibrilina e fibronectina) e proteoglicanos. O colageno e as
fibronectinas sdo biomateriais naturais, que podem ser utilizados como matrizes para o

crescimento de tecidos novos (Shores et al., 2007).

Orgéos ou tecidos quando sofrem algum trauma podem desenvolver uma cicatriz
fibrotica e o tecido derivado da cicatriz € funcionalmente e esteticamente de qualidade
inferior. No entanto, alguns tipos de tecidos como a pele, na fase fetal ou embrionéria, e a
orelha de camundongos regeneram e ndo evoluem para cicatriz, tendo sido constatado que,
nesses tecidos, a resposta inflamatoria € escassa e ha reparacdo ao invés de fibrose. Este fato
fez evoluir o conhecimento sobre citocinas que estdo expressas na regeneracao, buscando
meios de incorpora-las nas matrizes artificiais, a serem usadas nos modelos de pele artificial.
A incorporacdo de citocinas e de fator de crescimento cria um substituto inteligente da pele
(Metcalfe & Ferguson, 2007; Liu & Cao, 2007).
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1.2. Meios de reparacao de feridas cutaneas

A reposicao da pele, quando ha feridas extensas, é um desafio e pode ser feita por
meio de enxertos autdlogos, homdlogos, heterdlogos, xenoenxertos ou por peles artificiais
criadas usando técnicas de bioengenharia. Logicamente, tecidos do proprio hospedeiro
fornecem melhores resultados. No caso de substituicdo da pele pela propria pele, seja do
mesmo individuo ou ndo, as possibilidades sdo enxerto de espessura total, parcial e também
enxertos de tecido resultante de cultivo celular, técnica sugerida mais recentemente, ap0s o
desenvolvimento dos cultivos de células. No entanto, muitas vezes ha extensas perdas e ndo

h& como obter o material necessario para a reposicéo, partindo-se para outras proposicoes.

Os enxertos alograficos podem levar a reagdo imunoldgica, além da possibilidade
de transmissdo de doencas, como a hepatite, risco que diminui com o tratamento do tecido

com glicerol e/ou métodos térmicos (Shores et al., 2007).

Os xenoenxertos sdo substitutos temporarios da pele; por serem derivados de
tecido de outra espécie, provocam reacdao imunoldgica que pode levar a rejeicdo, ocorrendo

absorcdo com o decorrer do tempo (Hoyama et al., 2005).

Em geral, os substitutos artificiais da pele formam um grupo heterogéneo de
substancias que necessitam de leito menos vascularizado, com resposta inflamatoria reduzida,
promovendo uma rapida e segura cobertura para as feridas (Shores et al., 2007; Singh &
Shenoy, 2012). Além disso, ndo ha necessidade de provocar lesdo em outro sitio doador,
como ocorre quando se usa enxertos autélogos, reduzindo a morbidade e a chance de

cicatrizes hipertroficas em outros locais.

Considera-se que a pele artificial ideal deva ter as seguintes caracteristicas: ser
resistente a infeccéo, resistir a hipoxia, ter custo eficiente, facil de preparar, estocar e usar,
ndo ter antigenicidade, ter propriedades mecanicas e fisicas adequadas (estabilidade,
resisténcia, ndo dessecacdo, aderéncia), possuir componentes dermicos e epidérmicos e estar
disponivel em quantidade suficiente. Outros fatores a serem considerados sdo disponibilidade
em quantidade suficiente para atender a grande demanda existente (Shores et al., 2007; Singh
& Shenoy, 2012).

Ja sdo muitas as alternativas de biomateriais para reposi¢cdo da pele perdida,
algumas empregadas apenas como curativos bioldgicos, outras definitivas ou temporarias,

estas Ultimas com necessidade de um segundo procedimento para se ter a reparacdo
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finalizada. No entanto, até o0 momento, ndo ha nenhuma que possa ser considerada ideal, o

que torna muito importante a busca de novas opcoes.

Métodos complexos podem ser utilizados para a engenharia de biomateriais
substitutivos da pele. Um dos pré-requisitos da bioengenharia é que exista
biocompatibilidade, ou seja, que as células possam crescer no novo tecido, ressaltando a
importancia da matriz extracelular. A matriz pode ser produzida a partir de materiais naturais
ou pode ser preparada a partir de polimeros biodegradaveis. Alguns materiais naturais
utilizados para producdo de matriz extracelular sdo: polipeptidios, hidroxiapatitas,
hialuronato, glicosaminoglicanas, fibronectinas, colageno, quitosana e alginatos. Exemplos de
materiais sintéticos que poderiam ser usados para este fim seriam: poliglicélicos, polilaticos e
polilaticos-glicolicos, materiais que ja sdo usados como fios ou malhas cirargicas, além de
politetrafluoroetileno e polietileno. Os polimeros sdo usados como matrizes e eles podem ter
caracteristicas absorviveis ou ndo. Reabsorcdo juntamente com a adequada adesao de células
a matriz extracelular aumentam o potencial de utilizagdo dos materiais bioldgicos para
regeneracdo tecidual. A maior desvantagem dos materiais sintéticos &€ que eles nao

reconhecem receptores de sinais celulares (Metcalfe & Ferguson,2007).

As peles artificiais podem ser classificadas em: tecidos impermeaveis temporarios
bioldgicos (membrana amnidtica) ou polimeros sintéticos (Tegaderm® - 3M Health Care, St
Paul, MN, Estados Unidos da America), tecidos de camada Unica e permanentes para
substituicdo da epiderme (autoenxerto de células epiteliais cultivadas) ou da derme (colageno
bovino ou porcino), substitutos compostos da pele (enxertos de pele autélogos, homologos ou
heterdlogos), tecido sintético desenvolvido por bioengenharia (Apligraf® - Graftskin,
Organogenesis Inc., Canton, MA, Estados Unidos da América; Biobrane® - Bertex
Pharmaceuticals, Morgantown, WYV, Estados unidos da América; Integra® - Integra
LifeSciences Corporation, Plainsboro, NJ, Estados Unidos da América; AlloDerm® - LifeCell
Corporation, The Woodlands, TX, Estados Unidos da América) (Halim et al., 2010).

Os tecidos sintéticos podem ser divididos em acelulares, geralmente constituidos
por matriz colagena, elastina ou silicone, e os tecidos celulares que contem células vivas,

como ceratindcitos ou fibroblastos sobre uma matriz (Brusselaers et al., 2010).

Ha alguns bioenxertos ja disponiveis no mercado, como o TransCyte® (Advanced
Tissue Sciences, La Jolla, CA, Estados Unidos da América), que € um tecido criado a partir

de uma malha de nylon contendo coladgeno porcino preenchida por fibroblastos humanos,
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envoltos por membrana de polimero de silicone. Os fibroblastos proliferam na malha de
nylon, produzem fator de crescimento e colageno dérmico que povoam a malha formando um
verdadeiro tecido. Método semelhante leva a producdo do Apligraf® que € constituido por
colageno tipo | bovino, fibroblastos e ceratindcitos humanos (Hansen et al., 2001). O
Apligraf® também estd disponivel no mercado (informacgdes disponiveis no site

www.apligraf.com).

Integra® e Biobrane® seguem a mesma linha, sendo peles artificiais compostas
por duas lamelas. Integra® € uma pele artificial produzida a partir de matriz colagena bovina
e condroitina, recoberta por silastic, analoga a epiderme, que controla a perda de fluidos e
reduz a invasdo bacteriana. Capilares e fibroblastos migram do hospedeiro para a pele
artificial, simulando um processo reparativo normal. Em cerca de trés a seis semanas ha
reabsorcdo do coldgeno e o silastic deve ser removido. No caso da Biobrane® que é
constituido por colageno porcino tipo | recoberto por fina 1dmina de silicone, ha possibilidade
de transudatos ultrapassarem a membrana superficial de silicone que simula a epiderme, da

mesma forma que ocorre na pele normal (Singh & Shenoy, 2012).

O AlloDerm® é um aloenxerto obtido da pele de cadaver, tratado quimicamente,
cujas celulas epidérmicas antigénicas sdo removidas e a membrana basal e a derme sdo
preservadas. A preservacao da membrana basal parece ter efeito importante para o sucesso do

crescimento de células epiteliais no AlloDerm® (Hansen et al., 2001).

Apesar dos grandes avancgos na engenharia de tecidos, ainda ndo € possivel refazer
a pele com seus anexos e ha necessidade de avancar. Nos Ultimos anos, a nanotecnologia foi
sugerida para melhorar os resultados dos tecidos sugeridos para substituir a pele, tendo como
base o desenvolvimento de matrizes extracelulares artificiais e de fontes de células (Mohamed
& Xing, 2012). Segundo Liu & Cao (2007), a introducéo de fatores de crescimento formando
materiais indutores, juntamente com as tecnologias citadas acima, € um importante conceito

que também esta sendo desenvolvido para melhorar a regeneracéo tecidual.
1.3. Nanoskin®: celulose bacteriana e a reparacao de feridas cutaneas

A celulose bacteriana é um exopolissacarideo produzido por varias espécies de
bactérias, como aquelas do género Glouconacetobacter (antigamente conhecido como
Acetobacter), Agrobacterium, Aerobacter, Achromobacter, Azotobacter, Rhizobium, Sarcina

e Salmonella. Muitas bactérias secretam exopolissacarideo, mas apenas alguns podem



23

produzir celulose. Xylinum, o mais estudado produtor de celulose bacteriana, € um organismo
gram-negativo, aerébico em forma de bastonete. O formato da celulose bacteriana no meio de
cultura pode ser controlado de acordo com o modo de cultivo que modifica o tamanho e a
origem das cadeias que produzem diferentes proporcdes do material na fase cristalina e do
tipo de biorreator. A celulose pode ser obtida nas formas seca e hidrogel por um processo de

liofilizagdo (Olyveira et al., 2013).

E formada por nanofibrilas produzidas na natureza e é encontrada em Varios
grupos de microorganismos como fungos, bactérias e algas. A biossintese da celulose pode
ocorrer a partir da proliferacdo bacteriana, com consumo de energia, que pode advir da
polimerizacdo da glicose (Olyveira et al., 2011a). Embora seja quimicamente idéntica a
celulose vegetal, a celulose bacteriana possui uma estrutura Unica de nanofibrilas (cerca de
100 vezes mais fina) que determina suas propriedades fisicas e mecanicas conferindo-lhe
grande forca ténsil, alto grau de polimerizacdo e alto indice de cristalizacdo (Olyveira et al.,
2011a; Olyveira et al., 2013). A rede de nano e microfibrilas da celulose bacteriana cria uma
extensa superficie, a qual permite a retencdo de grande quantidade de &gua e importantes

modificacfes em seu formato sem perder suas caracteristicas estruturais (Czaja et al., 2007).

Ha varios fatores que afetam a producéo de celulose, tais como 0 meio de cultura,
as condicdes ambientais e o0s seus derivados. Geralmente, o nivel elevado de carbono no meio,
entre outros elementos (geralmente nitrogénio) é favoravel para a producédo de polissacarideos
(Stell & Rickvold, 1987; Watanabe & Yamanaka, 1995). A producdo de celulose bacteriana
pode ser aumentada quando se utiliza melago e milhocina como fontes de carbono e
nitrogénio, respectivamente (Sani & Dahman, 2009). A producdo de celulose da bactéria
Gluconacetobacter hansenii a partir de trés substratos (glicose, glicerol e manitol) para avaliar
o rendimento na producéo de celulose, mostrou que o glicerol foi o que proporcionou maior
rendimento no mecanismo de producdo. Esse resultado é de importancia, ja que a glicose se
torna um substrato de custo elevado quando se pretende producdo em grande escala, quando

comparada ao glicerol (Antonio et al.,2012).

A celulose bacteriana na reparacdo tecidual apresenta similaridades com alguns
componentes da matriz extracelular, particularmente o colageno, que é o responsavel pela
formacdo de estruturas que constituem o suporte para os tecidos de origem, importante na
neoformacéo tecidual (Svensson et al., 2005; Petersen & Gatenholm, 2011; Oliveira et al.,

2012;), pode ser este um material Gtil como substrato para tecidos artificiais.
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A forma mais utilizada da celulose bacteriana como biomaterial é em estado
umido, principalmente na forma de gel, embora a celulose bacteriana possa ser utilizada na
forma seca em pelicula, aquecida e também em baixas temperaturas. A celulose bacteriana
pode ser introduzida como parte da composicdo de outro material para melhorar suas

propriedades (Torres et al.,2012).

Estudos utilizando a celulose bacteriana para reposicdo de cartilagem, vasos e
0ss0s mostraram resultados promissores (Fricain et al., 2012; Andrade et al., 2010; Andersson
et al., 2010). O estudo de Wipperman et al. (2009) obteve boa regeneracdo endotelial da
parede vascular utilizando celulose bacteriana para reparacdo de vasos em porcos. Basmaji
(2011) refere que a celulose bacteriana possui propriedade de inducdo de regeneracdo 0ssea e
apresenta alta capacidade de adesdo de medicamentos devido aos grupos quimicos OH

presentes em sua superficie.

A Nanoskin® é um tecido composto por uma pelicula de celulose desenvolvida
pela Innovatecs (Sao Carlos, SP), cuja composi¢do quimica polissacaridica é uma estrutura de
cadeias unidas por pontos monoméricos de glicose. Apresenta estrutura nanometrica e €
morfologicamente semelhante ao colageno, o que serve de suporte para adeséo celular, e suas
microporosidades reduzem a perda de agua e possibilitam a passagem de gases (Costa et al.,
2012). Pode ser obtida na forma pura e sua estrutura consiste em uma rede ultrafina de
nanofibras de celulose (3-8 nm), altamente hidratada (99% em peso), com alto peso molecular
e alta cristalinizacdo (60-90%) (Olyveira et al., 2011b). No tratamento de Ulceras cronicas a
utilizacdo da Nanoskin® promoveu reducdo da dor, atividade bactericida e aceleracdo da

granulacdo (Basmaji, 2011).

A membrana de celulose é sintetizada partir de um processo biotecnologico
natural de producdo de biomassa, que envolve um meio de cultura onde leveduras em
simbiose desenvolvem o produto, ou seja, € o resultado de uma associacéo simbiotica entre a
levedura e cepas do género Gluconacetobacter xylinun. E obtida por meio do cultivo das
bactérias Acetobacter xylinum (cepa superprodutora) que, em media, de 20 a 28 dias,
produzem uma estrutura tipo malha. Membranas hidratadas de celulose bacteriana sdo
cortadas e entdo trituradas em processador doméstico e desidratadas até chegar na textura
desejada. Em seguida, a celulose é embalada manualmente em envelopes com grau cirdrgico e
enviada para esterilizacdo, obtida atraves de raios gama, com carga de 25 kg na Companhia

Brasileira de Esterilizacdo em Cotia (CBE- Cotia- SP, Brasil). A fonte de irradiagdo para
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esterilizacdo por meio de raios gama é o isétopo Cobalto-60, instalada nos irradiadores
modelos JS7500 e JS9600, fabricado pela empresa canadense Nordion (Nordion Inc., Canada)
e operados pela CBE-EMBRARAD (Empresa Brasileira de Radiagdes), unidade Cotia. O
processo de esterilizacdo utilizado é bastante criterioso, sendo que inicialmente o produto é
submetido a varias avaliacbes para definicdo das doses de irradiacdo adequadas.
Primeiramente, é avaliada a dose maxima de esterilizacdo tolerada pelo produto apos
avaliacdo dos efeitos de todos os seus componentes. Em seguida, o produto passa por cinco

estagios para verificacdo da dose de esterilizacéo, sdo esses:

Estagio 1: selecdo do S.A.L (Sterility Assurance Level- nivel de seguranca em
esterilidade). Para o caso de produtos médicos o S.A.L requerido é de 10-6, ou seja, a
probabilidade de se encontrar uma amostra contaminada em um universo de um milhdo de

amostras.

Estagio 2: determinacdo da carga microbiana media. Nesse estagio, determina-se a
carga microbiana inicial do produto antes de ser submetido ao processo de irradiacdo. No caso
do Nanoskin® foi encontrado uma média de 11,8 UFC (Unidades formadoras de colénias)/

produto.

Estagio 3: estabelecimento da dose de verificacdo. A 1SO 11137-2:2006 preconiza

que para esse numero seja aplicada uma dose de verificacdo de 7,3 KGy.

Estagio 4: verificacdo experimental da dose de verificagdo. Dez amostras foram
testadas e, de acordo com a ISO 11137, o critério para aceitacdo é que ndao mais que uma
amostra apresente resultado positivo (com microorganismo em condic¢des de se reproduzir).
As amostras de Nanoskin® ndo apresentaram qualquer crescimento no processo, ou Seja,

houve aceitacédo do teste.

Estagio 5: estabelecimento da dose esterilizante. A dose minima esterilizante para
0 produto foi de 25 KGy.

O substrato utilizado para os cultivos pode ser composto de diferentes substancias
como cana-de-acucar, mel, tamara e cha verde (Figura 2). O caldo da cana-de-acUcar foi 0
primeiro substrato a ser utilizado pela Innovatecs. A quantidade de adubo do solo, agrotdxicos
e chuva interferem na qualidade da cana-de-acucar alterando o produto final, ou seja, a

celulose.
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O cha-verde, misturado em agua potavel e aclcar, demonstrou ser um excelente
substrato para o crescimento da bactéria e passou a ser empregado pelo fabricante, devido a
ser mais estavel e mais facil de se adquirir. Além disso, as fibras derivadas do cha verde
produzem matriz extracelular na escala nanométrica, o que as torna mais adequadas para
aplicacdes na satde (informacGes do fabricante) (Figura 3).

Figura 2- Fibras de celulose de diferentes meio de cultura demonstradas pela MEV

A) Derivado de cana-de-aglcar. B) Derivado de mel. C) Derivado de tamara
Fonte: Imagens fornecidas pelo fabricante da Nanoskin®

Figura 3-Matriz extracelular da Nanoskin®

5 200

— 100nm IQ-UNESP 11/1/2012
X 100,000 1.00kV SEI GB_LOW WD 7.7mm 4:00:00

Fonte: Imagem fornecida pelo fabricante da Nanoskin®



Figura 4-Imagem da pelicula de Nanoskin® que foi utilizada neste estudo

Fonte: Material elaborado pelo autor

Figura 5-Membrana de Nanoskin® visibilizada pelo microsopia
eletronica de varredura

100nm JEOL 8/3/2009
SEM WD 4.2mm 3:04:29

Fonte: Innovatecs. Innovatec’s Co. [Internet].Disponivel em: www.innovatecs.com.

27
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1.4. As palpebras como parte do mecanismo protetor dos olhos e 0s meios

para reparacao de feridas extensas

Os delicados tecidos palpebrais possuem caracteristicas impares, como a
movimentacdo constante e a capacidade de se abrir ou de se fechar em decorréncia de
estimulos especificos. Devido a este e a outros mecanismos, as palpebras sdo reconhecidas

como parte importante do mecanismo protetor dos olhos (Gu et al., 2012).

O septo orbitario delimita a palpebra da orbita e € uma expansao do peridsteo que
se inicia no arco marginal do rebordo orbitario e termina fundindo-se com a aponeurose do
levantador da palpebra superior ou do retrator da palpebra inferior. Os septos das palpebras
superior e inferior se inserem lateralmente no tendao cantal lateral e no medial (Matayoshi,
2004).

As palpebras possuem placas tarsais superior e inferior que sdo estruturas semi-
elipticas planas, compostas por tecido conjuntivo fibroso denso, que sdo responsaveis pela
integridade estrutural da palpebra. As placas tarsais superiores medem cerca de 29 mm de
comprimento, 10-12 mm de altura e 1 mm de espessura, e as inferiores medem cerca de 3-5
mm de altura. O tarso se insere na margem da Orbita através dos ligamentos palpebrais
mediais e laterais, colaborando com a formacdo dos mesmos. Anteriormente, o tarso adere-se

ao musculo orbicular e, posteriormente, é firmemente aderido a conjuntiva (Matayoshi, 2004).

O sulco palpebral superior é formado por expansdes das fibras do musculo
levantador da palpebra superior e se localiza cerca de 8 a 12 milimetros acima da margem
palpebral na sua porcdo mais central, variando sua altura em relagdo ao sexo e a raca.
Semelhantemente, na palpebra inferior também ha um sulco menos delimitado, medindo cerca
de 2-3 mm na porcdo nasal e 5-6 mm no setor temporal, que contribui para a retracdo da pele

marginal no olhar para baixo (Matayoshi, 2004).

O musculo levantador da palpebra superior é o principal na funcdo de abertura
palpebral e atua em conjunto com o musculo de Mdller (ou musculo tarsal superior), um
musculo de inervacdo simpatica e que se origina na face inferior do musculo levantador da

palpebra superior e se insere na borda tarsal superior (Kikkawa & Vasani, 2005).

A conjuntiva € a camada mais interna das palpebras. Consiste em uma membrana
mucosa composta por epitélio escamoso nao ceratinizado, contendo células caliciformes que

produzem secre¢cdo mucosa para o filme lacrimal. A conjuntiva reveste a palpebra
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internamente (conjuntiva palpebral). No férnice superior, a conjuntiva apresenta aderéncias

frouxas com os musculos reto superior e com o levantador (Matayoshi, 2004).

A margem palpebral é revestida externamente pela pele e internamente é recoberta
por epitélio conjuntival. Apresenta os orificios das glandulas de Meibémio (ou glandulas
tarsais), glandulas sebaceas e glandulas sudoriparas modificadas, estando relacionadas aos
cilios que sdo foliculos pilosos modificados. Outras glandulas da péalpebra sdo as lacrimais
acessorias (Krause e Wolfring), que se situam nos férnices conjuntivais e na borda superior do
tarso. Todas estas glandulas fornecem secrecdo para composicdo do filme lacrimal
(Matayoshi, 2004; Kikkawa &Vasani, 2005).

Em termos cirurgicos, a palpebra pode ser dividida em dois folhetos: um anterior,
composto por pele e masculo orbicular e outro posterior, composto por tarso e conjuntiva. A
separacdo anatdmica destes dois folhetos, no nivel da margem palpebral, é vista como uma
linha de demarcacdo acinzentada, conhecida como linha cinzenta, reflexo anatbmico da
visibilizagcdo de fibras do Musculo de Riolan, uma diferenciacdo do musculo orbicular que
envolve os foliculos pilosos dos cilios, mantendo-o0s em posicdo de convexidade que os afasta

dos olhos na medida que crescem (Matayoshi, 2004).
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Figura 6- Desenho esquematico da anatomia da palpebra
superior e inferior
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Fonte: Kikkawa & Vasani (2005)

Devido a importancia das palpebras como parte do mecanismo protetor dos olhos,
as perdas teciduais decorrentes de traumas ou da remocao de tumores extensos devem ser de
pronto reparadas, utilizando material autélogo para repor a lamela anterior, na forma de
enxertos e retalhos de pele, ou para repor a lamela posterior, como cartilagem auricular,
mucosa bucal, periosteo, septo nasal e palato duro (Fernandes et al., 2003). Para qualquer
destas opcOes, havera necessidade de se ter um sitio doador, com maior tempo cirurgico e

maior morbidade decorrente do processo de remocao dos tecidos.

A reparacdo pode ser feita também utilizando materiais homologos, quando
havera necessidade de realizar triagem de doadores para impedir a transmissdo de doengas,

além de se ter meios de conservacéo, distribui¢do e comercializacao eficientes.

O uso de tecidos artificiais tem sido proposto mais recentemente e a engenharia de
tecidos tem crescido muito, na tentativa de simplificar estas necessidades. Para a reparacdo do
folheto posterior das palpebras, o0 tecido a ser empregado devera ter espessura e consisténcia

semelhantes a do tarso, estrutura fibrocartilaginosa que forma o arcabougo das palpebras,
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além de respeitar os delicados tecidos da superficie ocular, uma vez que a parte mais interna

do folheto posterior € a mucosa conjuntival.

Recentemente, estudo experimental sugeriu o0 uso de xenoenxerto de unha como
repositor da placa tarsal (Ozkaya et al., 2012).

A pele acelular do porco foi usada no subcutaneo de cobaias e comparada com
implante de Alloderm® (Lifecell, Branchburg — NJ, Estados Unidos da América), com boa
integracdo; ambos, a pele porcina e o Alloderm sofreram absor¢do apos certo periodo de
observacao (Hoyama et al., 2005), o que poderia significar prejuizo ao emprego dos mesmos

pela ndo permanéncia.

Enxertos compostos de derme acelular recoberta por retalho de pele adjacente
foram testados com sucesso no reparo de feridas de espessura total das palpebras de oito
humanos (Gu et al., 2012). Outro tipo de utilizacdo sugerida para a derme acelular foi para o
tratamento de entropio cicatricial grave, com possibilidade de formacdo de granulomas ou

reducdo do tamanho do enxerto (Gu et al., 2009).

A Enduragen® (Tissue Science Laboratories, Aldershot, Reino Unido), um tipo
de pele acelular porcina, foi utilizada com sucesso em 129 palpebras de 69 pessoas como
repositor do folheto posterior das palpebras, com complicacdes observadas em 13 palpebras,
muito mais relacionadas com erros técnicos do que com algum tipo de reacdo que a pele
artificial tenha provocado (Mc Cord et al., 2008).

A reconstrucdo de espessura total da palpebra foi feita com sucesso usando
Integra® (Integra LifeSciences Corporation,Plainsboro, NJ,Estados Unidos da América), um
tipo de pele artificial, composta por camadas de coldgeno com glicosaminoglicanos e silicone
(Thinda et al., 2012).

A Apligraf® (Organogenesis Inc., Canton, MA, Estados Unidos da Ameérica),
uma outra pele artificial, mostrou resultados favoraveis no reparo do ectropio cicatricial da

ictiose congénita.

Desta forma, ha claras evidéncias de que tecidos artificiais possam ser Uteis para

repor as importantes estruturas palpebrais.
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1.5. Justificativa para a realizacéo dos estudos

As feridas extensas que ocorrem nas palpebras, afetando o folheto anterior (pele e
musculo orbicular) e/ou o folheto posterior das mesmas (tarso e conjuntiva), podem cursar
com ulceras indolentes da cornea e, inclusive, causar a perda do olho devendo ser de pronto

reparadas.

Apesar dos grandes avan¢os na engenharia de tecidos a serem empregados na

reparacao ou na regeneracao tecidual, ainda ha necessidade de avancar.

No Brasil, ndo ha materiais nacionais disponiveis para uso no ambiente do

Sistema Unico de Salide ou mesmo nos servicos particulares para este fim.

O emprego da celulose bacteriana, a Nanoskin®, pode significar o
desenvolvimento de tecnologia acessivel para o reparo de feridas extensas das palpebras. Os
impactos que poderdo ocorrer no meio cientifico e na area econémica com a possibilidade de
uso deste produto que utiliza tecnologia nacional aplicavel na resolucdo de problemas de

salde para a populacéo brasileira, podem ser extremamente positivos.

Desta forma, foram desenvolvidos estudos experimentais para avaliar o

comportamento da Nanoskin®, na tentativa de embasar futuros estudos clinicos.

O biomaterial foi aplicado no subcutaneo e na superficie da pele de cobaias e 0s

estudos serdo apresentados a seguir, na forma de dois artigos.

A presente pesquisa recebeu auxilio FAPESP (Processo: 2011/21437-2) para a sua

realizacéo.



2. OBJETIVO
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2. OBJETIVO

O objetivo principal do presente estudo foi avaliar a biocompatibilidade da
Nanoskin®, uma celulose bacteriana, com a intencéo de procurar alternativas para a reposicéo

de perdas teciduais extensas da palpebra.

A Nanoskin® foi utilizada em dois sitios, no subcutaneo e na superficie da pele,

avaliando-se a resposta tecidual ao biomaterial por meio de exames morfolégicos.



3. ARTIGO 1:
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3.ARTIGO 1
IMPLANTE DE NANOSKIN® NO SUBCUTANEO DE COBAIAS

Trabalho realizado com auxilio FAPESP (Processo: 2011/21437-2)

RESUMO: o objetivo do presente estudo foi analisar o comportamento de uma celulose
bacteriana, a Nanoskin®, implantada no subcutaneo de cobaias, com o objetivo de verificar
possivel uso para reparacdo de perdas do folheto posterior das palpebras. Foram utilizadas 40
cobaias que receberam fragmento de 2X2 cm de Nanoskin® no subcutaneo da regido dorsal.
Os animais foram divididos em dois grupos: grupo 1 (G1), no qual foi utilizada a Nanoskin®;
grupo 2 (G2), no qual foi utilizada a Nanoskin® revestida por camada de gelatina. Os animais
permaneceram 7, 30, 90 ou 180 dias com o implante no subcutaneo, com observacéo clinica
diaria. Apos o periodo idealizado para o estudo, os animais foram eutanasiados, a Nanoskin®
removida e analisada por meio de exames ectoscopico, histologico, morfométrico e de
microscopia eletronica de transmissdo. Os resultados de G1 e de G2 foram semelhantes. A
Nanoskin® quando implantada no subcutaneo induziu pequena reacdo inflamatoria, tendo
incitado a formacdo de uma delicada pseudocapsula ao seu redor. Os autores concluiram que
houve boa integragéo tecidual. Estudos clinicos devem ser providenciados para confirmar que

a Nanoskin® possa ser empregada como repositor do folheto posterior da palpebra.

Palavras-chave: Nanoskin®, bioengenharia, celulose bacteriana, Acetobacter xylinum,

nanocompostos, palpebras, estudo experimental.

ABSTRACT: the aim of this study was to analyze the behavior of bacterial cellulose,
Nanoskin® implanted subcutaneously in mice, in order to verify possible use to repair loss of
the posterior lamellae of the eyelids.40 guinea pigs were used and they received in the dorsal
region a 2X2cm fragment of Nanoskin® subcutaneously. The animals were divided in two
groups: group 1 (G1), which was used Nanoskin®; group 2 (G2), which was used Nanoskin®
coated by gelatin layer. The animals remained 7, 30, 90 or 180 days with the implant
subcutaneously, with daily clinical observation. After the period designed for the study, the
animals were euthanized, the Nanoskin® was removed and analyzed by ectoscopic,
histological, morphometric and transmission electron microscopy examination. The results of
G1 and G2 were similar. The Nanoskin® when implanted subcutaneously induced little

inflammatory reaction, and urged the formation of a delicate pseudocapsule around. The
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authors concluded that there was good tissue integration. Clinical studies should be performed

to confirm that the Nanoskin® can be used as replenishing the posterior eyelid leaflet.

Keywords: Nanoskin®, bioengineering, bacterial cellulose, Acetobacter xylinum,

nanocomposites, eyelids, experimental study.
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INTRODUCAO

A palpebra ¢ composta basicamente por dois folhetos, um anterior, formado por
pele e musculo e o outro posterior, formado pelo tarso e mucosa conjuntival. Os delicados
tecidos palpebrais possuem caracteristicas impares, como a movimentacao constante e a
capacidade das palpebras de se abrir ou de se fechar em decorréncia de estimulos especificos,

exercendo importante protecao para o bulbo ocular (Gu et al., 2012).

Devido a importancia das palpebras como parte do mecanismo protetor dos olhos,
as perdas teciduais decorrentes de traumas ou da remocao de tumores extensos devem ser de
pronto reparadas, utilizando material autélogo para repor a lamela anterior, na forma de
enxertos e retalhos de pele, ou para repor a lamela posterior, como cartilagem auricular,
mucosa bucal, periosteo, septo nasal e palato duro (Fernandes et al., 2003). Para qualquer
destas opcOes, havera necessidade de se ter um sitio doador, com maior tempo cirurgico e
maior morbidade decorrente do processo de remocéo dos tecidos. A reparacdo pode ser feita
também com materiais homologos, quando havera necessidade de realizar testes para impedir
a transmissao de doencas, além de se ter meios de conservacao, distribuicdo e comercializacédo

eficientes.

Recentemente, o uso de tecidos artificiais tem sido proposto e a engenharia de
tecidos cresce muito, na tentativa de simplificar estas necessidades. Para a reparagdo do
folheto posterior das palpebras, o tecido a ser empregado devera ter espessura e consisténcia
semelhantes ao tarso, uma estrutura fibrocartilaginosa que forma o arcabouco das palpebras,
além de respeitar os delicados tecidos da superficie ocular, uma vez que a parte mais interna

do folheto posterior € a mucosa conjuntival.

Ha tentativas neste sentido. Estudo experimental sugeriu 0 uso de xenoenxerto de
unha como repositor da placa tarsal (Ozkaya et al., 2012). A pele acelular do porco foi testada
no subcutaneo de cobaias e comparada com implante de Alloderm® (Lifecell, Branchburg —
NJ, Estados Unidos da América), com boa integracdo e com absorcdo de ambos o0s
biomateriais apds certo periodo de tempo (Hoyama et al., 2005), o que poderia significar

prejuizo ao emprego dos mesmos pela ndo permanéncia.

Enxertos compostos de derme acelular recoberta por retalno de pele adjacente
foram testados com sucesso no reparo de feridas de espessura total das palpebras de cinco

humanos, dos oito operados; os trés restantes apresentaram resultado aceitavel com a
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utilizacdo dos enxertos (Gu et al., 2012). Também o entropio cicatricial grave pode ser
reparado com o uso da derme acelular, com a possibilidade de formacgédo de granulomas ou

reducdo do tamanho do enxerto (Gu et al., 2009).

A Enduragen® (Tissue Science Laboratories, Aldershot, Reino Unido), um tipo de
pele acelular porcina, foi utilizada com sucesso em 129 palpebras de 69 pessoas como
repositor do folheto posterior das palpebras, com complicacdes observadas em 13 palpebras,
muito mais relacionadas com erros técnicos do que com algum tipo de reacdo que a pele

artificial possa ter provocado (Mc Cord et al., 2008).

A reconstrucdo de espessura total da palpebra foi feita com sucesso usando
Integra® (Integra LifeSciences Corporation,Plainsboro, NJ,Estados Unidos da América), um
tipo de pele artificial, composta por camadas de colageno bovino com glicosaminoglicanos e
silicone (Thinda et al., 2012).

A Apligraf® (Organogenesis Inc., Canton, MA, Estados Unidos da Ameérica), uma
outra pele artificial, mostrou resultados favoraveis no reparo do ectrépio cicatricial da ictiose
congénita (Cullican & Custer, 2002).

Desta forma, hé claras evidéncias de que os tecidos artificiais possam ser Uteis para
repor as importantes estruturas palpebrais, o que justifica a realizacdo do presente estudo,
desenvolvido com o objetivo de avaliar a biocompatibilidade da Nanoskin®, implantada no
subcutaneo, com o intuito de verificar possivel uso para reparacdo de perdas de tecidos do

folheto posterior das palpebras.

OBJETIVO

Avaliar a biocompatibilidade do implante de Nanoskin®, revestido ou nao por
gelatina, a ser empregada no subcutdneo de cobaias, a fim de embasar possivel utilizagdo

deste implante para a reparacdo do folheto posterior de palpebras.

MATERIAL E METODOS

Estudo experimental, realizado nos Laboratorios Experimentais da Faculdade de

Medicina de Botucatu — UNESP, aprovado pelo Comité de Etica em Experimenta¢do Animal
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da referida entidade, seguindo as recomendac@es para uso de animais de experimentacdo em

pesquisa.
1. Grupos e momentos experimentais

Foram utilizadas 40 cobaias, do sexo masculino, com seis meses de idade,
fornecidas pelo Biotério Central da UNESP, situado no Campus de Botucatu. Os animais

foram alocados em dois grupos (G) experimentais:

G1: 20 animais receberam fragmento de Nanoskin® sem revestimento, medindo
2X2 cm, no subcuténeo da regido dorsal, em um bolsdo criado usando tesoura cirargica. A
Nanoskin® foi fixada ao plano muscular da porcdo cranial por um ponto de fio
monofilamento 6-0 (MonoNylon,Ethicon Incorporation- Johnson & Johnson do Brasil

Indudstria e Comércio de produtos para Saude Ltda, S&o Paulo, SP, Brasil).

G2: 20 animais receberam a fragmento de Nanoskin® seguindo a mesma
metodologia que a empregada no G1, tendo sido utilizado no G2 fragmento de Nanoskin®
revestido por gelatina, medindo 2X2 cm, fixado ao plano muscular da regido dorsal por um
ponto de fio monofilamento 6-0 (MonoNylon, Ethicon Incorporation - Johnson & Johnson do

Brasil Industria e Comércio de produtos para saude Ltda, Sdo Paulo, SP, Brasil).

Cinco animais por grupo foram eutanasiados em quatro momentos (M)
experimentais: 7 (M1), 30 (M2), 90 (M3) e 180 dias (M4) apds a cirurgia.

2. Parametros estudados

2.1. Exame clinico: realizado diariamente, observando-se a saude dos animais,
atividade na gaiola, alimentacdo e caracteristicas da regido suprajacente aos implantes,

observando-se a aparéncia, presenca de sinais infecciosos e estado do processo cicatricial.

2.2. Exame histologico — apos o sacrificio dos animais, o material de estudo foi
removido e imediatamente preparado para exame sob microscopia éptica, sendo avaliado em
M1, M2, M3 e M4.

2.3. Analise morfométrica dos cortes histoldgicos — as laminas histoldgicas
foram analisadas morfometricamente, avaliando-se o percentual de células inflamatorias

observadas no tecido ao redor da area operatoria, a area de infiltrado celular inflamatério, a
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area dos implantes e a espessura da pseudocépsula formada ao redor dos mesmos, avaliada

nos momentos M1, M2, M3, M4, em ambos 0s grupos, G1 e G2, comparativamente.

2.4. Exame ultraestrutural - realizado sob microscopia eletrbnica de
transmissdo, interessando a area que recebeu o implante, assim como ele préprio, avaliados
em M1 e M4.

3. Biomaterial utilizado

A celulose bacteriana possui uma estrutura Unica de nanofibrilas que determina
suas propriedades fisicas e mecanicas conferindo-lhe grande forca ténsil, alto grau de
polimerizacdo e alto indice de cristalizacdo (Olyveira et al., 2011). A rede de nano e
microfibrilas da celulose bacteriana cria uma extensa superficie, a qual permite a retengédo de
grande quantidade de agua e importantes modificacbes em seu formato, sem que ocorra perda

de suas caracteristicas estruturais (Czaja et al., 2007).

No presente estudo, foi empregada a Nanoskin® composta por uma membrana de
celulose bacteriana desenvolvida pela Innovatecs (Sdo Carlos, SP, Brasil), elaborada a partir
de cultura de Acetobacter xylinum, uma bactéria gram-negativa, utilizando como substrato o

cha verde.

Foram utilizados dois tipos de membranas: uma composta pela Nanoskin® sem
revestimento e outra de mesma composicao, revestida por uma camada fina de gelatina sem
sabor da marca Royal (Kraft Foods, Chicago, Illinois, Estados Unidos da América). A
membrana de Nanoskin® recebeu revestimento de gelatina em ambas as faces (superior e
inferior). As membranas de Nanoskin® empregadas em G1 e em G2 foram embaladas
manualmente e esterilizadas por meio de raios gama (Companhia Brasileira de Esterilizacéo,

SP, Brasil). Para o implante, as membranas foram recortadas em fragmentos de 2X2cm.
4. Descricao dos procedimentos anestésicos e cirlrgicos

Todos os procedimentos foram realizados sob assepsia e antissepsia. Os animais
foram anestesiados pela via intraperitoneal, utilizando-se Tiletamina associada ao Zolazepam
(Zoletil®50 - Virbac do Brasil Industria e Comércio Ltda., Sdo Paulo, SP, Brasil), na dose de
50 mg/kg, complementada com 1/3 da dose inicial, quando necessario. Foi realizada
tricotomia da regido dorsal média, seguida da demarcacdo da area a ser operada, antissepsia

com Povidine iodado 50 mg/ml (Prosigma - Farmécia de manipulacdo Prosigma Ltda. ME,
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Cambui, MG, Brasil), seguindo-se da colocacdo de campos cirdrgicos estéreis. Foi realizada
incisdo linear de 2 cm de largura, na regido médio-dorsal, produzida por bisturi Ildamina 15. Em
seguida, o implante de Nanoskin®, medindo 2X2 cm, foi colocado no bolsdo subcutaneo na
regido cranial a incisdo, com fixagdo do mesmo ao plano muscular por um ponto de fio
monofilamento 6-0 (MonoNylon, Ethicon Incorporation- Johnson & Johnson do Brasil

Indudstria e Comércio de produtos para Saude Ltda, S&o Paulo, SP, Brasil).

No final do experimento, administrou-se antibidtico Baytril® (Bayer S.A., Sdo
Paulo, SP, Brasil) 10%, via intraperitoneal, na dose de 2,5 mg/kg e os animais foram alocados
em gaiolas individuais, nas quais permaneceram até 0 momento da eutanasia, recebendo agua

e racdo ad libitum.

Transcorrido o tempo idealizado para o estudo, os animais foram eutanasiados
utilizando-se sobredose de Zoletil® 50 (Virbac do Brasil Industria e Comércio Ltda., S&o
Paulo, SP, Brasil) via intraperitoneal. Os procedimentos de remocao dos espécimes e preparo

para exame ocorreu logo em seguida a eutanasia.
5. Preparo do material para exame histoldgico

As amostras removidas da regido dorsal das cobaias foram fixadas em solucéo de
formol tamponado a 10% por 3 dias, ap6s 0 que foram cortadas e introduzidas em cassetes
individuais para processamento histolégico em autotécnico (Leica TP 1020, Nussloch,
Alemanha), sendo desidratadas em série crescente de alcoois (80-100%) em 6 cubas,
diafanizadas em 3 cubas de Xilol, por fim, 3 cubas de parafina (temperatura entre 50°C e
60°C), permanecendo por uma hora em cada uma dessas cubas. Em seguida, foram incluidas
em parafina (Leica EG 1160, Nussloch, Alemanha) e cortadas com espessura de 4 um, em
micrétomo rotativo (Leica RM 2155, Nussloch, Alemanha). O material foi colocado em
alcool 30%, seguido de banho-Maria, em temperatura a 50°C para estiramento, sendo
colocado em laminas (Knittel,Braunschweig, Alemanha), levado a estufa a 60°C por
aproximadamente uma hora para desparafinizar. Finalmente colocado no aparelho Auto-
Stainer XL (Leica, Nussloch, Alemanha), para coloracdo pela técnica de Hematoxilina (QEEL
- Quimica especializada Erich Ltda., SP, Brasil) e Eosina (Merck, Darmstadt, Alemanha),
sendo montadas laminas no aparelho (Leica CV 5000, Nussloch, Alemanha), recobertas por

laminulas (Knittel, Braunschweig, Alemanha).
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A montagem das laminas seguiu sistematica para exames morfométricos, tendo
sido considerado o primeiro corte, desprezados o0s proximos cinco e coletado o sexto e assim
sucessivamente, até que cada lamina de cada material a ser examinado contivesse pelo menos

cinco cortes.

As imagens das laminas histologicas foram captadas e analisadas utilizando
microscopio optico Axioskop 40, Zeiss, Jena, Alemanha, com sistema para captacao digital de

imagem AXxio Vision 4.7.2 (Zeiss, Jena,Alemanha).
6. Exame morfométrico

Foram quantificados os fendmenos de reparacdo por meio de captura de imagens
de cada lamina, no aumento padronizado de 40 vezes, utilizando-se 20 fotos de campos de, no

méaximo, 500 micrometros, levando-se em conta os aumentos utilizados para os valores finais.
7. Preparo para exame ultraestrutural

Espécimes de 7 dias (M1) e 180 dias (M4) foram preparados para exame
ultraestrutural como segue: as amostras coletadas imediatamente apds a eutanasia dos animais
foram fixadas em solugdo Karnovsky. Realizados cortes longitudinais de até 2 mm? sobre cera
de dentista branca, em gota de solugéo fixadora, com uma lamina de barbear da marca Gilette
(Procter & Gamble, Cincinnati, Estados Unidos da América) e um microscépio optico de luz.
As amostras foram retiradas do fixador, lavadas por trés vezes de cinco minutos, em tampéo
fosfato 0,1M, pH 7,3. Pos-fixacdo em tetroxido de 6smio 1%, em tampéo fosfato 0,1M, pH
7,3, por 2 horas. Lavagem do material, trés vezes de 10 minutos, em agua destilada. Imerséo
do material em acetato de uranila 0,5%, em &gua destilada, por duas horas. Desidratacdo em
série crescente de acetonas (50, 70, 90 e 100%), seguida de mergulho dos fragmentos em
mistura 1:1 de araldite/acetona 100%, por 12 horas, em temperatura ambiente. Colocacdo do
material em resina pura por uma hora, em estufa a 37°C. Em seguida, as amostras foram
emblocadas em molde apropriado e levadas para estufa a 60°C, por dois a trés dias. Os blocos
foram entdo trimados e realizados cortes semifinos (0,5 um) para escolha dos locais de
interesse, com novas trimagens para reduzir ainda mais a superficie dos mesmos para a
realizacdo de cortes ultrafinos (aproximadamente 90 nm), que foram colocados em grades
apropriadas e contrastados com solucao saturada de acetato de uranila, em alcool 50%, por 20
minutos. Por fim, os cortes foram contrastados com citrato de chumbo, por 10 minutos. A

analise e captura de imagens digitais das amostras foram realizadas no Centro de Microscopia



42

Eletronica do Instituto de Biociéncias de Botucatu, utilizando os microscopios eletronicos de
transmissdo Tecnai Spirit (FEI Company, Hilsboro, Estados Unidos da América) e CM 100

(Philips, Amsterda, Paises Baixos).
8. Analise estatistica dos resultados morfométricos

Apbs as avaliacOes, os dados foram transferidos para Tabela Excel, sendo
submetidos a analise estatistica, usando a técnica da analise de variancia ndo parametrica para
0 modelo com dois fatores, complementada com o teste de compara¢Ges multiplas de Dunn

(Norman& Streiner, 2008), considerando o nivel de significancia de 5%.

RESULTADOS

1. Exame ectoscopico: apenas um animal foi a obito logo depois da cirurgia,
provavelmente devido a sensibilidade ao anestésico. Todos os demais evoluiram bem, sem
sinais inflamatorios ou exposicdo dos implantes. ApOs a eutanasia e abertura do sitio de
implantacdo do biomaterial, a Nanoskin® foi observada como um material aparentemente
inerte, constituido por camadas que apresentavam espacos entre si. A Nanoskin® néo foi
encontrada em dois animais de G1, e em trés do G2, no momento M4 (180 dias), e em um
animal de G1, em M3 (90 dias).

2. Exame microscopico:

G1M1: o exame microscépico confirmou que o implante colocado no subcuténeo,
entre o estroma e a camada muscular, era inerte, observando-se ao redor do mesmo uma
pseudocapsula (Figura 1A), formada por fibroblastos jovens e células inflamatorias, com
predominio de neutrofilos. A Nanoskin® apresentava-se como mdultiplas camadas, dispostas
paralelamente a superficie, com pequenos espacos regulares entre as camadas, preenchidos
por escassos fibroblastos, poucas células inflamatorias e hemécias, algumas vezes formando
cordbes celulares. Presenca de vasos contendo hemacias em pequena quantidade.
(Figurasl1B,C).

G2M1: exame histolégico muito semelhante ao descrito para o G1 (Figuras 2
AB).
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Figura 1- Fotodocumentacdo de animal de G1IM1
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A) A Nanoskin® é vista no subcutaneo como finas lamelas roseas, dispostas paralelamente a
superficie. H4 edema. Células inflamatorias envolvem o biomaterial, formando uma pseudocapsula.
B) As células inflamatérias e os fibroblastos permeiam o biomaterial, além de o envolver,
formando uma pseudocéapsula. Ha espacos entre as lamelas do biomaterial (*) em A e B. C) Células
inflamatorias em pequena quantidade e filamentos do biomaterial. A quantidade de inflamacéo
presente sugere que o material seja inerte

Fonte: Material elaborado pelo autor

Figura 2- Fotodocumentacédo de animal de G2M1

A) Biomaterial implantado no subcutaneo de animal em G2M1 é observado como lamelas
roseas paralelas, com algumas hemaécias e espacos entre as lamelas do biomaterial (*). B)
Células inflamatérias permeando o biomaterial e formando uma pseudocapsula, contendo
alguns vasos

Fonte: Material elaborado pelo autor

G1M2: houve amadurecimento do processo cicatricial, com escassa reacao
inflamatdria, principalmente ao redor e também no interior do biomaterial, com reducdo do

edema e permeacao do mesmo por células de defesa e fibroblastos maduros (Figuras 3 A,B).

G2M2: nédo foram observadas diferencas com relacdo aos animais de G1M2

(Figuras 3 C,D).



G1M3: o processo de reparacdo se tornou maduro e a celularidade entre as

lamelas do biomaterial foi maior que o observado nos animais do G2M3 (Figuras 4 A,B).

G2Ma3: a celularidade entre as lamelas do biomaterial foi menor que em G1M3

(Figuras 4 C,D).
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A) Nanoskin® implantada no subcutaneo de animal de G1M2, mostrando as células inflamatdrias ao
redor do implante, formando uma pseudocapsula e o biomaterial disposto em lamelas paralelas (*),
com escassas células inflamatérias. B) Em G1M2, cordGes de fibroblastos adentram entre as lamelas
no biomaterial, com espagos regulares entre as lamelas (*). C) Implante de animal em G2M?2
evidenciando a pseudocapsula e as lamelas do biomaterial (*). D) Biomaterial no subcutaneo de
animal G2M2 mostrando células e vasos entre suas lamelas. Em A, B, C e D observa-se que ha espaco
entre as lamelas do biomaterial (*) o que também foi observado no exame ectoscopico

VT

T 7

FT s

Y
AR

*

Figura 3- Fotodocumentacédo de animal de GIM2 (A e B) e G2M2 (C e D)
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Fonte: Material elaborado pelo autor
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Figura 4- Fotodocumentacédo de animal de GIM3 (A e B) e G2ZM3 (C e D)
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A) Implante de biomaterial em animal G1M3 mostrando os fibroblastos por entre as lamelas do
mesmo e pseudocapsula résea ao redor do biomaterial. B) Espacos entre as lamelas da
Nanoskin® (*) passam a ser maiores (HE 50 pm). C) Nanoskin® em animal G2M3, mostrando
escasso processo inflamatério. D) Observam-se espagos maiores entre as lamelas do biomaterial
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Fonte: Material elaborado pelo autor

G1M4: biomaterial sem gel no subcutaneo, 180 dias ap6s a implantagdo, mostra-

se bastante inerte, com invasdo de células do hospedeiro entre as lamelas, o que esteve

presente durante todo o periodo experimental. Importante ressaltar que, apesar dos espacos

maiores entre as lamelas do biomaterial e da perda do paralelismo entre as lamelas, ndo foram

observadas células gigantes e a reacdo inflamatoria se manteve muito escassa durante todo o

experimento (Figura 5A,B). Pseudocapsula delicada rodeava todo o biomaterial, composta por

fibroblastos e células inflamatdrias (Figura 5A).

G2M4: ndo foram observadas diferencas com relacdo aos animais de G1M4

(Figuras 5 C,D).
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Figura 5- Fotodocumentacédo de animal de G1IM4 (A e B) e G2M4 (C e D)
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A) A Nanoskin® em animal de G1M4, esta disposta como lamelas réseas mais desorganizadas, envoltas
por pseudocapsula (P) e com escassa reacdo inflamatdria no seu interior. O biomaterial parece estar em
menor quantidade, com espagos maiores entre suas lamelas (*), aventando-se possivel reabsorcdo. B) As
lamelas da Nanoskin® estdo mais desorganizadas, alguns corddes de fibroblastos e poucas células
inflamatorias e hemacias entre as lamelas. C) Em G2M4, as lamelas réseas estdo mais desorganizadas,
com escassas células inflamatérias formando a pseudocapsula (P) e espacos entre elas (*). D) Em G2M4,
evidencia-se cordGes de fibroblastos e espacos (*) entre as lamelas do material

Fonte: Material elaborado pelo autor

3. Exame morfométrico:

A Tabela 1 mostra o resultado do exame morfométrico referente a porcentagem e

a area de inflamacdo observada ao se implantar o biomaterial no subcutédneo de cobaias. A

inflamacdo foi maior no inicio do experimento e decaiu nos momentos finais (M2, M3 e

M4)em ambos os grupos, com significancia apenas no G1 que apresentou maior inflamacéo

nos momentos iniciais (p<0,5). No G2, observou-se um equilibrio em todos 0s momentos nas

duas variaveis (porcentagem de células inflamatérias e area de inflamagdo), com menor

inflamacdo inicial e ndo ocorrendo o decréscimo significativo da inflamagdo nos momentos

finais como em G1 (p>0,5). Comparando-se os valores de G1 e G2, nos diversos momentos

experimentais, houve equilibrio entre ambos, sem diferenca significativa (p>0,05).
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Tabela 1- Mediana (valores minimos e maximos) da porcentagem e area de inflamacéo
(valores minimos e maximos) apés a implantacdo da Nanoskin®

Momento de Eutanésia

Inflamagdo  Grupo

™, M, Ms M, Valor p
% *G1 6,6 (3,4;7,8) 2,6(2,1;3,1) 1,8(1,1;2,5) 3,0(2,8; 3,2) p<0,05
**G2 3,2(2,3;9,1) 2,6(2,0;3,2) 2,4(2,3;2,4) 2,2(1,6;2,8) p>0,05
Valor p p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05
Area Gl 20385,4(10511,7;24063,3) 7931,3(6431,3;9431,3) 5964,1(3304,3;7658,6) 9277,9(8733,5;9822,0) p<0,05
G2 9744,3(7124,0;28082,6) 7931,3(6731,3;9131,3) 7294,0 (7109,5;7478,6) 6763,1(4883,4;8642,7) p>0,05
Valor p p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05

* G1 (sem cobertura de gelatina) e **G2 (com cobertura de gelatina)
tM (Momento)1 (7dias), M2 (30 dias), M3 (90 dias) e M4 (180 dias)

4. Exame ultraestrutural:

G1M1: a Nanoskin® é vista como feixes eletrodensos dispostos paralelamente

entre si, (Figura 6A), permeados por células inflamatorias (Figura 6B).

G2M1: o acréscimo do envoltério de gelatina sobre o biomaterial mostrou
resposta tecidual do hospedeiro semelhante ao que foi observado quando este revestimento
esteve ausente (G1) (Figuras 6 C,D). O biomaterial continuou sendo identificado como feixes
de finos filamentos eletrodensos, com maior espacamento entre estes filamentos quando
comparados aos observados em G1M1 (Figura 6C). Presenca de heméacias em vasos
sanguineos de pequeno calibre e fibroblastos permeando as lamelas do biomaterial (Figura
6D).

G1M4: apds 6 meses, 0 biomaterial permaneceu inerte, com escassa reacao
inflamatdria, com morfologia ultraestrutural semelhante a observada em G1M1, porém
exibindo aspecto mais filamentoso, com espacamentos irregulares entre os finos filamentos

eletrondensos paralelos entre si e permeados por fibroblastos (Figura 7A).

G2M4: ndo houve diferenca entre G1 e G2, em M4 (Figuras 7A,B).
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Figura 6- Imagem de microscopia eletrénica de transmissdo de animal de GIM1 e G2M1

A) Biomaterial (B) implantado no subcutaneo de animal de G1M1 evidenciando os espacos (*) entre 0s
filamentos que compdem a Nanoskin®. B) Biomaterial (B) em G1M1 com lamelas permeadas por
células inflamatérias (IC). C) Biomaterial (B) em animal de G2M1, visto como finas lamelas,
evidenciando os espacamentos entre elas (*). D) Nanoskin® no subcutaneo de G2M1, com presenca de
hemaécias (BC) e fibroblastos, contendo organelas (M=mitocondrias, RER= reticulo endoplasmatico
rugoso) permeando o biomaterial (B)

Fonte: Material elaborado pelo autor
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Figura 7- Imagem de microscopia eletronica de transmissédo de animal de G1M4 e G2M4

A) Biomaterial (B) em animal G1M4 mostrando a presenca de espacos (*) entre as lamelas eletrondensas
que representam a Nanoskin®. B) Fibroblasto (F) entre as lamelas do biomaterial (B) separadas por
espacos (*) em animal de G2M4.

Fonte: Material elaborado pelo autor

DISCUSSAO

O presente estudo foi realizado visando observar o comportamento da Nanoskin®
quando implantada no subcutdneo, a fim de propor, futuramente, seu emprego para a
reparacdo de tecidos profundos ou do folheto posterior da palpebra.

A Nanoskin® implantada no subcutaneo da regido dorsal de cobaias mostrou-se
inerte, ndo tendo ocorrido casos de extrusdo ou inflamag&o em nenhum dos animais. O fato de
ndo se ter encontrado o biomaterial em alguns animais provavelmente esta relacionado a
migracdo, que pode ter ocorrido apesar da fixacdo da membrana de Nanoskin® aos tecidos
adjacentes por meio de fio de sutura, devido ao movimento constante da coluna vertebral e da

musculatura adjacente.

Foram utilizados dois diferentes tipos de biomateriais, ambos compostos por
membrana de Nanoskin®, um revestido por uma camada de gelatina (G2) e outro sem (G1).
O exame histologico constatou que em ambos a reacdo inflamatoria ocorreu da mesma forma.
O exame morfométrico dos cortes histol6gicos mostrou que o G1 teve maior inflamacéo no
primeiro momento de observacdo, porém sem diferenca estatistica. A inflamacdo em G1
decaiu de M1 em relagdo aos outros momentos, com diferenca estatistica. O G1 foi o grupo
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que recebeu a Nanoskin® ndo revestida por gelatina e o afluxo maior de células inflamatorias
para dentro das lamelas do biomaterial pode ter sido facilitado por este fato. Nos demais
momentos, a reacdo inflamatoria é sempre menor, em decorréncia da estabilizacdo dos
processos inflamatorios que normalmente ocorrem durante a cicatrizacdo. Ou seja, podemos
inferir que a gelatina tenha significado uma barreira para o afluxo de células do hospedeiro.
Porém, ndo interferiu negativamente no processo inflamatorio ou na integracdo do implante

com o hospedeiro.

O acréscimo do envoltorio de gelatina sobre a Nanoskin® mostrou resultados
bastante semelhantes com o material ndo revestido. A gelatina foi adicionada pensando-se que
poderia ser Gtil para tornar menos traumatica a face da Nanoskin® que ficaria voltada para o
olho, no caso do emprego da mesma como repositor do folheto palpebral posterior, com

menor chance de leséo aos delicados tecidos oculares por possivel aspereza da Nanoskin®.

Outros pesquisadores também testaram biocompatibilidade in vivo da celulose
bacteriana derivada do Acetobacter xylinum, colocada no subcutdneo do dorso de ratos e
encontraram resultados promissores, com auséncia de sinais macroscopicos de inflamacéo
aguda como edema, eritema e exsudacdo e ap0s quatro semanas nao houve sinais de
inflamacdo crénica, fibrose, formacéo de capsula ou reacéo do tipo corpo estranho (Helenius
et al., 2006), achados semelhantes aos nossos, exceto pela ndo observacdo de pseudocapsula
por aqueles autores, cujo tempo de observacdo foi muito inferior (1, 4 e 12 semanas) ao

utilizado no presente estudo.

A formacdo de pseudocapsula ao redor do implante de Nanoskin® ocorreu como
é observado quando qualquer produto € introduzido em um organismo Vivo e teve espessura
irregular, que pode ter decorrido do fato da mobilizacdo do implante no subcutaneo ser mais

proeminente na face superior do implante, quando 0 mesmo interfaceou com a musculatura.

A celulose bacteriana apresenta estrutura morfologica de nanofibrilas ou lamelas
semelhantes a rede de colageno, ou seja, semelhantes a matriz extracelular (Wipperman et al.,
2009), permitindo que as células ao redor possam utiliza-la como suporte para regeneragéo,
como também pudemos observar, quando entre as camadas da celulose bacteriana colocada
no subcutaneo houve permeacdo de fibroblastos, células inflamatorias e hemacias, além de

neovasos ao redor ou mesmo entre as camadas do implante.
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Os neovasos sdo importantes para a cicatrizacdo e afluxo de células para o local
de lesdo, influenciando diretamente no processo de reparacéo tecidual e crescimento de tecido
adjacente. Assim, observando os diferentes momentos experimentais, € possivel reconhecer
que o tecido neoformado, gradativa e lentamente, vai se tornando preenchido por fibroblastos
e vasos. Ou seja, ocorre 0 povoamento do biomaterial que funciona como um substrato, de
forma que o tecido neoformado, considerado como o repositor do volume perdido, €
composto de celulas do hospedeiro. O estudo de Helenius et al. (2005) demostrou a
integracdo do implante de celulose bacteriana ao tecido neoformado no subcutaneo de ratos
Wistar.

Outros estudos utilizando a celulose bacteriana para reposicdo de tecidos tais
como cartilagem, vasos e 0ssos mostraram resultados promissores (Fricain et al., 2012;
Andrade et al., 2010; Andersson et al., 2010). A celulose bacteriana utilizada para retalho
vascular em porcos apds 12 semanas mostrou boa regeneracdo dos tecidos vizinhos, com
completa endotelizacdo da parede vascular e fluxo satisfatorio, sem sinais de trombose
(Wipperman et al.,2009). A celulose bacteriana derivada do Gluconacetobacter xylinum foi

também utilizada como matriz para a regeneracéo de cartilagem (Pretzel et al.,2013).

Importante seria estabelecer se os resultados sdo permanentes, uma vez que 0S
espacos entre as lamelas do biomaterial parecem aumentar com o passar do tempo, mesmo
sem a observacdo de possivel fagocitose, uma vez que ndo foram observadas células gigantes.
Desta forma, caso ocorra a reabsorcdo da Nanoskin®, o mecanismo ainda precisaria ser

esclarecido.

CONCLUSAO

Diante dos resultados obtidos, os autores concluem que a celulose bacteriana é
bastante inerte, incita escassa reacdo tecidual e pode ser utilizada associada a revestimento de
gelatina. Estudos clinicos devem ser providenciados para avancar no intuito de confirmar seu

uso como repositor do folheto posterior da palpebra.
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4. ARTIGO 2:
NANOSKIN® PARA REPARACAO DE FERIDAS EXTENSAS DA PELE
Trabalho realizado com auxilio FAPESP (Processo: 2011/21437-2)

RESUMO:

Objetivo: avaliar uma celulose bacteriana, a Nanoskin®, para o tratamento de

feridas extensas da pele.

Meétodo: estudo prospectivo, utilizando 40 cobaias, das quais foi removido um
retdngulo de pele de espessura total da regido mediana dorsal, medindo 2x4cm. O ferimento
foi recoberto por fragmento de pele autéloga de 2X2cm na porcdo cranial e por enxerto de
Nanoskin® sem (grupo G1) ou com cobertura de gelatina (G2), medindo 2X2 cm, suturado na
parte caudal da ferida cirargica. ApOs o procedimento cirdrgico os animais foram
acompanhados com exame ectoscopico e eutanasiados depois de 7, 30, 90 e 180 dias.
Imediatamente apds a eutandsia, a area operada foi tricotomizada, fotodocumentada e o
material de estudo foi removido, sendo preparado para exame morfologico, morfométrico e

ultraestrutural.

Resultados: os animais evoluiram bem durante todo o experimento. A
cicatrizacdo seguiu padrdo centripeto e ocorreu nas areas que receberam o enxerto autélogo
ou a Nanoskin®, em G1 e G2, com as mesmas caracteristicas, com reacdo inflamatdria mais

acentuada no inicio do experimento e melhora nos demais momentos.

Conclusédo: ndo houve diferenca na cicatrizacdo da ferida quando se utilizou pele
autologa ou Nanoskin® sem (G1) ou com gel (G2).0O padréo de cicatrizacdo sugere que a

Nanoskin® tenha funcionado como um curativo bioldgico.

Palavras-chave: Nanoskin®, nanocomposto, cicatrizacdo, cobaias, celulose

bacteriana, Acetobacter xylinum, estudo experimental, estudo morfolégico.

ABSTRACT:

Purpose: to evaluate a bacterial cellulose, the Nanoskin®, for the treatment of

extensive skin wounds.
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Method: a prospective study using 40 guinea pigs was done. A total thickness
skin rectangle of the median dorsal region measuring 2x4cm was removed. The wound was
covered with a 2x2 cm fragment of autologous skin in the cranial portion and by a 2X2cm
fragment of Nanoskin® graft without (group G 1) or gelatin coverage (G2) sutured in the
caudal part of the surgical wound. The animals were followed after surgery with ectoscopy
examination and euthanized after 7, 30, 90 and 180 days. Immediately after euthanasia, the
operated area was shaved, documented by photos and the studied area was removed, being

prepared for morphological, morphometric and ultrastructural examination.

Results: the animals evolved well throughout the experiment. The healing followed
a centripetal pattern and it occurred in areas that received the autologous graft or the
Nanoskin®, in G1 and G2, with the same characteristics, with more pronounced inflammatory

reaction at the beginning of the experiment and gradual improvement in other times.

Conclusion: there was no difference in wound healing using autologous skin or
the Nanoskin® without (G1) or with gelatin coverage (G2). The pattern of healing suggests

that the Nanoskin® has worked as a biological dressing.

Keywords: Nanoskin®, nanocomposite, healing, guinea pigs, bacterial cellulose,
Acetobacter xylinum, experimental study, morphological study
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INTRODUCAO

Nos ultimos anos estdo se multiplicando as oportunidades criadas pelos tecidos
artificiais para o tratamento de feridas extensas da pele (Fernandes et al., 2003).As peles
artificiais disponiveis no mercado ndo sdo de producdo brasileira, o que dificulta o emprego
devido ao prec¢o. Outro fato importante é que os recentes avancos em bioengenharia de tecidos
artificiais ainda ndo trouxeram respostas definitivas, havendo necessidade de avancar nesta

area do conhecimento.

Tecidos acelulares, como o Alloderm® (Lifecell, Branchburg — NJ, Estados
Unidos da América) e o Xenoderma® (Homus Biotecnologia - SP, Brasil), foram utilizados
experimentalmente para reparacdo de hérnias ventrais de cobaias (Campbell et al., 2012) e
reposicdo da pele do dorso de cobaias (Hoyama et al., 2005). O Alloderm é derivado de
tecidos humanos e o segundo, derivado de pele porcina. Em ambos as células que séo a parte
antigénica do tecido s@o removidas, restando apenas o arcabougo acelular. Com ambos os
tecidos acelulares houve boa integracédo tecidual (Hoyama et al., 2005; Campbell et al., 2012).
O Xenoderma® foi usado sem revestimento ou recoberto por filmes impermeaveis, notando-
se que desta Ultima forma a cicatrizacdo da superficie se fez de forma mais eficiente (Hoyama
et al., 2005).

O presente estudo foi desenvolvido utilizando uma pelicula de celulose, a
Nanoskin®, desenvolvida pela Innovatecs (Sdo Carlos, SP, Brasil), por meio de um processo
biotecnoldgico. Trata-se de um nanocomposto formado por uma mistura de bactérias gram-
negativas, o Acetobacter xylinum (cepa superprodutora), em meio de cultura contendo
leveduras, que leva, em média, de 20 a 28 dias para produzir membranas hidratadas de
celulose bacteriana, por mecanismo bioldgico. Varios tipos de substrato podem ser utilizados
para a obtencao dos cultivos, entre os quais 0 cha verde. O produto desenvolvido tem como
caracteristicas ser biodegradavel, biocompativel, atdéxico e ndo alergénico. Sua
microporosidade reduz a perda de agua e conserva a umidade adequada, permite a oxigenacao
da area lesada, e cria o ambiente ideal de granulacdo e reepitelizacdo (Basmaji, 2011; Costa et
al., 2012).

As membranas produzidas podem ser cortadas e trituradas em processador e
desidratadas até chegar na textura desejada. Em seguida, a celulose € embalada manualmente
em envelopes com grau cirurgico e enviada para esterilizacdo através de raios gama com

carga de 25 kg, na Companhia Brasileira de Esterilizacado (Cotia, SP, Brasil). O processo de
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esterilizacdo utilizado é bastante criterioso, sendo que inicialmente o produto é submetido a

diversas avaliacOes para defini¢do das doses de irradiacdo adequadas.

O processo de producdo da Nanoskin® é pouco dispendioso, 0 que pode ser muito

interessante no tocante a coloca-lo no mercado a precos accessiveis.

A celulose bacteriana € um nanocomposto que pode ser empregado ndo s6 como
curativo biologico, mas também como pele artificial (Petersen & Gatenholm, 2011; Czaja et

al., 2007), havendo necessidade de estudos que comprovem esta hipotese.

OBJETIVO

O objetivo do presente estudo foi avaliar a biocompatibilidade da Nanoskin® para

o tratamento de feridas extensas da pele.

MATERIAL E METODOS

Este estudo experimental foi realizado nos Laboratorios Experimentais da
Faculdade de Medicina de Botucatu - UNESP, apds aprovacdo do Comité de Etica em
Experimentacdo Animal da referida entidade, visando a analise da cicatrizacdo de feridas

extensas da pele.
1. Biomaterial utilizado

Foram utilizados dois tipos de membranas de Nanoskin®: uma composta pela
Nanoskin® sem revestimento e outra de mesma composicdo, revestida por uma camada fina
de gelatina sem sabor da marca Royal (Kraft Foods, Chicago, Illinois, Estados Unidos da
America). A membrana de celulose recebeu revestimento de gelatina em ambas as faces
(superior e inferior). As membranas de Nanoskin® empregadas em G1 e em G2 foram
embaladas manualmente e esterilizadas por meio de raios gama (Companhia Brasileira de
Esterilizacdo- Cotia- SP, Brasil). Para o implante, as membranas foram recortadas em

fragmentos de 2X2cm.

2. Grupos e procedimentos experimentais

Foram utilizadas 40 cobaias do sexo masculino, com seis meses de idade,

fornecidas pelo Biotério Central da UNESP, situado no Campus de Botucatu. Todas as
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cobaias tiveram removido um fragmento retangular de pele e subcutaneo da regido dorsal e
mediana, medindo 2 cm de largura por 4 cm de comprimento. Os animais foram alocados em

dois grupos (G) experimentais:

G1.: a ferida produzida no dorso das cobaias foi reparada na sua porcao cranial por
enxerto de pele do proprio animal medindo 2X2 cm e a porc¢do caudal da ferida foi reparada

por fragmento de Nanoskin®, sem revestimento de gelatina, também medindo 2X2 cm.

G2: a ferida produzida no dorso das cobaias foi reparada na sua porcao cranial por
enxerto de pele do proprio animal medindo 2X2 cm e a ferida da porcao caudal foi reparada

por fragmento de Nanoskin®, revestido por gelatina, medindo também 2X2 cm.

Desta forma, os enxertos de pele autéloga foram considerados como grupo
controle (GC) e os grupos experimentais foram o0s que receberam Nanoskin® sem

revestimento (G1) ou com revestimento de gelatina (G2).
3. Momentos Experimentais

Cinco animais por grupo foram eutanasiados em quatro momentos (M)
experimentais: 7 (M1), 30 (M2), 90 dias (M3) e 180 dias (M4), apds a cirurgia.

4. Parametros estudados

4.1. Exame ectoscopico: realizado diariamente, observando-se a salde dos
animais, atividade na gaiola, alimentagdo. Também foram avaliados os enxertos realizados,

observando-se a aparéncia, presenca de sinais infecciosos, estado do processo cicatricial.

4.2. Morfometria macroscopica dos enxertos - os animais foram fotografados
de modo padronizado, mantendo distancia fixa entre o objeto e a maquina fotografica digital
Nikon D5000, com uma lente Nikon de 60mm macro e flash circular Sigma (Nikon — Nikon
Corporation, Tokio, Japdo), tendo sido obtidas sempre pelo mesmo profissional,
imediatamente apds 0os momentos de eutanasia e tricotomia semelhante a realizada antes do
procedimento cirdrgico. As imagens foram transferidas para computador de mesa e
trabalnadas com o programa Image-J (NIH-USA, disponivel na internet-
www.imagej.nih.gov) e utilizadas para analise morfométrica, interessando a area de reparacéo

tecidual do enxerto de pele e do fragmento de Nanoskin®.
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4.3. Exame histologico — apds a fotodocumentacdo, o material de estudo foi
removido e preparado para exame de microscopia oOptica. A analise das laminas histologicas

foi feita sem o conhecimento de a que grupo pertencia o animal.

4.4. Analise morfométrica dos cortes histoldgicos — os cortes histoldgicos foram
analisados morfometricamente, avaliando-se o percentual de células inflamatoérias observadas
no tecido ao redor da area operatoria e a area de infiltrado celular inflamatorio, utilizando o
microscopio Leica DM 4000B Led (Leica Microsystems, Wetzlar, Alemanha) e o software
Avsoft Bioview 4 — Spectra (AvSoft, Brasil).

4.5. Exame ultra-estrutural — parte do material de estudo interessando 0s

especimes de M1 e M4 foi preparada para exame de microscopia eletrénica de transmisséo.
5. Descricao dos procedimentos anestésicos e cirurgicos

Todos os procedimentos foram realizados seguindo medidas de assepsia e
antissepsia. Os animais foram anestesiados pela via intraperitoneal, utilizando-se Tiletamina
associada ao Zolazepam (Zoletil ®50, Virbac do Brasil Industria e Comércio Ltda, Sdo Paulo,
SP, Brasil) na dose de 50 mg/kg. Quando necessario, a anestesia foi complementada
utilizando-se 1/3 da dose inicial. Ap0Os a anestesia, foi realizada tricotomia da regido média
dorsal utilizando equipamento préprio, seguida da demarcacdo da area a ser operada com
caneta marcadora. Antissepsia da area cirurgica com Polivinilpirrolidona iodada 50 mg/ml
(Prosigma - Farmécia de manipulacédo, Prosigma Ltda ME, Cambui, MG, Brasil), seguindo-se
da colocacdo de campos cirdrgicos estéreis. Todos 0s procedimentos operatérios foram
realizados pela autora. Foi realizada incisdo linear, de 2 cm de largura por 4 cm de
comprimento, localizada na regido paramediana do dorso das cobaias, produzida por bisturi
lamina 15. A Nanoskin® foi preparada, recortada em fragmentos de 2X2 cm para todos 0s
animais, tendo sido esterilizada previamente por meio de raios gama, com carga de 25 kg, na
Companhia Brasileira de Esterilizacdo em Cotia (CBE- Cotia- SP, Brasil) . O fragmento da
pele do proprio animal medindo 2X2 cm foi suturado por fios separados, usando fio de
poliéster 6-0 (Mersilene 6-0, Ethicon Incorporation - Johnson & Johnson do Brasil Industria e
Comércio de produtos para saude Ltda, Sdo Paulo, SP Brasil), na porcdo cranial da ferida
cirurgica criada. A por¢do caudal recebeu fragmento de Nanoskin®, no caso do G1 sem
revestimento e no G2, revestido por gelatina. Entre a Nanoskin® e a pele do animal também

foram usados pontos separados, usando o mesmo fio cirargico (Figura 1).
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No final do experimento, foi administrado antibiético Baytril® 10% (Bayer S.A.,
Sédo Paulo, SP, Brasil) injetavel, via intraperitoneal, na dose de 2,5 mg/kg, em dose Unica. Os
animais foram alocados em gaiolas individuais, nas quais permaneceram até 0 momento da
eutanasia, recebendo agua e racdo ad libitum. A eutanasia ocorreu utilizando-se sobredose de
anestésico Zoletil® 50, via intraperitoneal.

Figura 1- Imagens demonstrando o procedimento cirargico

A) Anestesia via intraperitoneal; B) Colocacdo de campos cirdrgicos apds tricotomia,
demarcacédo da area de pele a ser removida e assepsia; C) Retirada do fragmento retangular
de pele de 2X4 cm; D) Sutura do enxerto aut6logo de pele na posi¢do cranial da ferida; E)
Sutura do enxerto de Nanoskin® na posicdo caudal da ferida; F) Aspecto final do
procedimento.

Fonte: Material elaborado pelo autor

6. Preparo do material para exame histologico

Decorrido o tempo idealizado para a pesquisa, 0s animais foram eutanasiados,
tricotomizados, fotografados e imediatamente foram iniciados os procedimentos de remocao e
fixacdo dos espécimes. As amostras preparadas para exame histolégico foram fixadas em
solucdo de Formol tamponado a 10% por trés dias, apés o que foram cortadas e introduzidas
em cassetes individuais para processamento histolégico em autotécnico (Leica TP 1020,
Nussloch, Alemanha), sendo desidratadas em série crescente de alcoois (80-100%) em seis
cubas, diafanizadas em trés cubas de Xilol, por fim, trés cubas de parafina (temperatura entre
50°C e 60°C), permanecendo por uma hora em cada uma dessas cubas. Em seguida, foram
incluidas em parafina (Leica EG 1160, Nussloch, Alemanha) e cortadas com espessura de 4

um em micrétomo rotativo (Leica RM 2155, Nussloch, Alemanha). O material foi colocado
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em alcool 30%, seguido de banho-Maria em temperatura a 50°C para estiramento, sendo
colocado em laminas (Knittel, Braunschweig, Alemanha), levado a estufa a 60°C por
aproximadamente uma hora para desparafinizar. Finalmente colocado no aparelho Auto-
Stainer XL (Leica, Nussloch, Alemanha), para coloracdo pela técnica de Hematoxilina (QEEL
- Quimica especializada Erich Ltda, SP, Brasil) e Eosina (Merck, Darmstadt, Alemanha),
sendo montadas no aparelho CV 5000 (Leica Nussloch, Alemanha), recobertas por laminulas
(Knittel, Braunschweig, Alemanha). O preparo das laminas seguiu sistematica para exames
morfomeétricos, tendo sido considerado o primeiro corte, desprezados 0s proximos cinco e
coletado o sexto. Cada lamina de cada material a ser examinado foi montada contendo pelo

menos cinco cortes.

As laminas histoldgicas foram analisadas e as imagens foram captadas utilizando
microscopio optico Axioskop 40 da Zeiss com sistema de captacdo de imagem digital Axio
Vision 4.7.2 (Zeiss, Jena, Alemanha)

7. Exame morfométrico

Foram quantificados os fendmenos de reparacao da pele por meio de captura de
imagens de cada lamina, no aumento de 40 vezes, 20fotodocumentagdes de campos de, no
méaximo, 500 micrémetros. Das 20 fotos, 10 foram feitas a partir da regido mais superficial,
ou seja, mais proxima da epiderme, e 10 a partir da por¢do mais profunda, ou seja, mais
proxima da camada muscular. Os campos da reparacédo tecidual localizados na periferia e no
centro da ferida tambem foram fotodocumentados para anélise, tendo em vista as diferencas
dos fenbmenos de reparacdo nestes dois sitios. A espessura da epiderme foi avaliada a partir
do proprio software do aparelho de morfometria, ao passo que a medigédo da area inflamatoria

foi feita utilizando-se o software AVsoft Bioview 4 — Spectra.
8. Preparo para exame ultraestrutural

Espécimes de 7 dias (M1) e 180 dias (M4) foram preparados para exame
ultraestrutural, removidos imediatamente ap0s a eutanasia dos animais e fixados em solucao
Karnovsky. Realizados cortes longitudinais de até 2mmde comprimento sobre cera de dentista
branca, em gota de solucdo fixadora, com ajuda de uma lamina de barbear da marca Gilette
(Procter & Gamble, Cincinnati, Estados Unidos da América) e um microscopio optico de luz.
As amostras foram retiradas do fixador e realizadas trés lavagens de cinco minutos em tampéo

fosfato 0,1M pH 7,3. Pds-fixacdo em tetroxido de 6smio 1%, em tampdo fosfato 0,1M pH 7,3



62

por 2 horas. Lavagem do material por trés vezes de 10 minutos, em agua destilada. Imerséo do
material em acetato de uranila 0,5%, em agua destilada, por duas horas. Desidratagdo em serie
crescente de acetonas (50, 70, 90 e 100%), seguida de mergulho dos fragmentos em mistura
1:1 de araldite/acetona 100% por 12 horas, em temperatura ambiente. Colocacdo do material
em resina pura por uma hora em estufa a 37°C. Em seguida as amostras foram emblocadas em
molde apropriado e levadas para estufa a 60°C por dois a trés dias. Os blocos foram entéo
trimados e realizados cortes semifinos (0,5 um) para escolha dos locais de interesse. Apos a
escolha das regifes de interesse os blocos foram novamente trimados para reduzir ainda mais
a superficie dos mesmos, realizando-se entéo cortes ultrafinos (aproximadamente 90 nm). Os
cortes ultrafinos obtidos foram colocados em grades apropriadas e contrastados com solucéo
saturada de acetato de uranila em alcool 50% por 20 minutos. Por fim, os cortes foram
contrastados com citrato de chumbo por 10 minutos. A analise e captura de imagens digitais
das amostras foram realizadas no Centro de Microscopia Eletronica do Instituto de
Biociéncias de Botucatu, utilizando os microscdpios eletronicos de transmissao Tecnai Spirit
(FEI Company, Hilsboro, Estados Unidos da América) e CM 100 (Philips, Amsterda, Paises

Baixos).
9. Analise estatistica dos resultados morfométricos

Apols as avaliacdes, os dados foram transferidos para Tabela Excel, sendo
submetidos a analise estatistica, usando a técnica da Analise de Variancia ndo paramétrica
para 0 modelo com dois fatores, complementada com o teste de comparacGes mdultiplas de

Dunn (Norman & Streiner, 2008), considerando o nivel de significancia de 5%.

RESULTADOS

1. Exameclinico dos animais — 0s animais se desenvolveram normalmente ao
longo do periodo experimental, alimentando-se e ingerindo agua e ndo apresentando
intercorréncias devido ao procedimento cirurgico. Apenas um animal pertencente ao G2 foi a
obito no primeiro dia de pos-operatorio, provavelmente em decorréncia de excesso de
anestésico. Com o passar dos dias, houve a formacéo de crosta inicialmente résea e depois
enegrecida, em especial, proximo a margem da ferida e depois sobre todo o enxerto (Figuras 2
A-H). A crosta se desprendeu espontaneamente em tempos diferentes para diferentes animais,

restando na regido uma cicatriz rdsea, inicialmente sem a presenca dos pelos e depois,
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recoberta por eles, porém em menor intensidade que a regido normal circunvizinha. Este foi o

comportamento de todos os animais, independente do tipo de material que foi utilizado.

G1: a cicatrizacdo aparentemente se deu mais rapidamente na area que recebeu o
enxerto autologo, estando todos os animais com a epitelizacdo completa em M3 (Figuras 2E e
F). J4, quando empregada a Nanoskin® nao revestida (G1), todos 0s animais apresentaram
invariavelmente uma crosta hematomelicérica sobre o enxerto, que gradualmente foi
diminuindo de tamanho, principalmente por reparacdo centripeta, ou seja, a partir da periferia
da area operatoria, restando sempre a area central para o final do periodo de cicatrizacdo. No
decorrer dos primeiros 90 dias (M3) praticamente todos 0s animais ja haviam cicatrizado
totalmente, tanto na regido do enxerto autélogo, quanto na que recebeu a Nanoskin® (Figuras
2E e F). Na area da cicatriz correspondente a Nanoskin®, os pelos estavam ausentes ou eram
finos, em nimero menor que no tecido normal, principalmente no inicio do experimento,
ficando com aparéncia semelhante ao normal no M3 e M4 (Figura 3).

G2: os fenbmenos observados no G1 se repetiram no G2, sem diferenca com
relacdo aos momentos experimentais.

Figura 2- Fotodocumentacdo da regido operada de animais apds tricotomia nos momentos
de eutanasia (M1-M4)

=

=
."

As fotos A,C,E,G correspondem ao G1 e as B,D,F,H, ao G2. A,B) Enxerto de
biomaterial e enxerto autélogo em M1, respectivamente. C,D) Enxerto de Nanoskin® e
enxerto autdlogo em M2, respectivamente. E,F) Enxerto de Nanoskin® e
enxertoautélogo em M3, respectivamente. G,H) Enxerto de Nanoskin® e enxerto
aut6logo em M4, respectivamente.

Fonte: Material elaborado pelo autor



Figura 3- Fotodocumentacdo de animal de G1M3 imediatamente
apos a eutanasia e antes da tricotomia.

normal

Houve crescimento de pelos de caracteristicas semelhantes a area

Fonte: Material elaborado pelo autor

2. Morfometria dos enxertos
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No exame morfométrico dos enxertos, foram realizadas medidas das areas das

feridas cirurgicas (Figura 2) nos quatro momentos cirurgicos. Observou-se reducdo da area de

ferida do momento M1 (7 dias) para 0 momento M2 (30 dias) e reducéo significativa para 0s

momentos M3 (90 dias) e M4 (180 dias) com uso de pele autéloga e com uso de Nanoskin®

com e sem gel (p<0,001), demonstrando semelhanca entre a cicatriza¢do da pele (controle) e o

biomaterial com e sem gelatina (p>0,5) (Tabela 1; Figura 2). Nos momentos M3 e M4 a

cicatrizacdo esta completa e a area de ferida é igual a zero para todos 0s grupos.

Tabela 1- Exame morfométrico das dimensdes dos enxertos nos momentos de eutanasia e nos
dois grupos experimentais

Momento de Eutanasia

Grupot 7 dias 30 dias 90 dias 180 dias Valor p
Controle 484370(408360,595176)* 34942(0,130431)# 0(0,26987) 0(0,30330) p<0,001
Gl 490853(336463,617363)* 50546(8928,102970)+ 0(0,0) 0(0,0) p<0,001
G2 471595(425389,521152)* 32782(1608,85377)# 0(0,0) 0(0,0) p<0,001
Valor p p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05

tGrupos: Controle= pele do animal; G1=Nanoskin® sem gelatina;G2=Nanoskin® com gelatina
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3. Exame histologico

G1 e G2: ndo houve diferenca detectavel entre os grupos G1 e G2, ou seja,
animais que receberam os enxertos de Nanoskin®,com ou sem o0 revestimento de gelatina,
para recobrimento de feridas da superficie da pele de cobaias, tiveram comportamento
semelhante em todos os momentos experimentais, 0 que motiva a descricdo conjunta dos

resultados.

GC/G1M1/G2M1: todos os animais que receberam Nanoskin® tiveram crosta
hematomelicérica na area do enxerto, com necrose extensa e inimeras células inflamatorias
(Figuras 4A, B). Na periferia da lesdo, junto a base do epitélio, foi possivel observar a
membrana basal do epitélio, vista como uma fina regido eosinofilica e, a partir dela, trés ou
quatro camadas de células epiteliais jovens, com caracteristicas de nucleos grandes e
arredondados e citoplasma claro, sobre as quais ainda haviam restos necroticos (Figura 4A).
No estroma, grande quantidade de hemacias, edema intenso e muitas células inflamatorias da
fase aguda. A Nanoskin® foi observada como camadas empilhadas de estruturas acelulares,
permeadas por hemécias, fibroblastos e células inflamatorias do hospedeiro. Os animais que
receberam enxerto de pele autdloga também apresentaram grande quantidade de edema e

células inflamatorias ao redor do enxerto (Figuras 4 B,C).

GC/G1M2/G2M2: as camadas de células epiteliais estavam em maior nimero,
chegando a 15 ou 20 camadas de nucleos, agora menores e mais eosinofilicos (Figura 5).0
estroma apresentava-se edematoso e com grande quantidade de células inflamatorias,
principalmente polimorfonucleares e mondcitos. Foi possivel observar a presenca de neovasos
contendo hemacias, distribuidos pelo estroma superficial e profundo (Figura 5). A Nanoskin®

apresentava-se com as mesmas caracteristicas de M1 (Figuras 5 A,B).

GC/G1M3/G2M3 e GC/G1M4/G2M4: os nucleos da superficie eram totalmente
eosinofilicos, com formatos estrelados. Na superficie foi possivel observar a presenca de fina
camada de queratina, reconhecida pela coloracao résea e com as fibrilas paralelas a superficie
do tecido epitelial (Figuras 6 A,B e Figuras 7 A,B), semelhante ao grupo controle (Figuras 6
C,D e Figuras 7 C,D). A cicatrizacdo na area central da lesdo foi mais lenta, confirmando o
observado no exame ectoscopico, de que o epitélio comecou ser refeito a partir da periferia
para o0 centro, ou seja, de forma centripeta. Importante notar que o estroma passou por
processos de cicatrizacdo e remodelacdo da mesma forma que o epitélio. No inicio, havia

maior espaco entre os fibroblastos jovens, que eram compostos por nucleos maiores e por
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filamentos mais curtos e gradualmente os fibroblastos passaram a ter ndcleos menores e
longos filamentos citoplasmaticos, dispostos paralelamente ao epitélio. Entre os fibroblastos
havia muitos neovasos, contendo hemacias. Em M4, a area regenerativa era histologicamente
muito semelhante em ambas as regides, na que recebeu a Nanoskin® e na area que recebeu a
pele autdloga (GC), com presenca de cerca de 5 a 10 camadas de células epiteliais, mostrando
as caracteristicas da camada espinhosa e granulosa, derme mais densa na superficie e mais
frouxa profundamente, contendo fibroblastos maduros, vasos, glandulas e foliculos pilosos
(Figuras 7 A,B). A Nanoskin® que havia sido identificada nas laminas histologicas em M1 e
M2, ndo mais foi encontrada. Aparentemente 0s vasos apareceram em maior quantidade na
regido do enxerto que na da pele normal (Figuras 7 A,B,C,D). Os anexos da pele, em especial
os foliculos pilosos e as glandulas sebaceas, se recuperaram de forma desigual na regido do
enxerto autélogo (GC) e do enxerto de Nanoskin® com ou sem revestimento (G1 e G2)
(Figuras 7 A,B,C,D), sendo que, neste Gltimo, aparentemente a reparacdo dos anexos ocorreu
de forma mais lenta e ndo houve recuperacdo total dos pelos e glandulas do epitélio. Células
macrofagicas ndo foram evidenciadas, embora as peliculas de celulose bacteriana ndo tenham
sido encontradas em M4.
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A,B) mostrando enxerto de Nanoskin® em G1 e G2, respectivamente. Em B observa-se a Nanoskin®




destacada do tecido subjacente (*). C,D) mostrando o enxerto de pele autéloga (GC) em G1 e G2,
respectivamente.

Fonte: Material elaborado pelo autor

Figura 5- Fotodocumentacéo de animal de GIM2 e G2 M2

A,B) Enxerto de Nanoskin® em G1 e G2, respectivamente. Em A observa-se a Nanoskin® se
destacando em lamelas do tecido subjacente (*) C,D) enxerto de pele autéloga (GC) em G1 e G2,
respectivamente.

Fonte: Material elaborado pelo autor
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Figura 6- Fotodocumentacédo de animal de GIM3 e G2M3.

e GZ, respectivamente

Fonte: Material elaborado pelo autor
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Figura 7- Fotodocumentacgéo de animal de G1M4 e G2M4

C . s 100 ym
. 7 s

A,B) Enxerto de Nanos
e G2, respectivamente.

) enxer"[o' de pele aut6loga (GC) em G1

Fonte: Material elaborado pelo autor
4. Exame morfométrico

A avaliacdo morfométrica feita sobre as laminas histologicas envolveu a avaliacdo
da celularidade observada nos enxertos e a area de inflamacéo, nos dois grupos e em todos 0s
momentos experimentais e consta da Tabela 2. A comparacdo da porcentagem de células
inflamatdrias entre os grupos G1 e G2 com relagé@o ao enxerto de pele autdloga (GC)mostrou
apenas uma diferenca significativa, quando G1 teve mais céelulas inflamatorias que G2,30 dias
apos a cirurgia (M2). Ou seja, os enxertos de pele autdloga tiveram comportamento

semelhante praticamente em todo o experimento (Grafico 1).

A Nanoskin® enxertada na superficie da pele, sem cobertura (G1) ou com
cobertura de gelatina (G2) teve a mesma resposta com relacdo ao percentual de células
inflamatdrias nos momentos experimentais M1, M3 e M4, ou seja, ambos 0s biomateriais
incitaram a mesma inflamacdo quando implantados na superficie da pele das cobaias

demonstrando ndo haver influéncia da cobertura de gelatina no processo de cicatrizacdo. O
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Unico momento em que houve diferenca entre os grupos foi no M2 (30 dias), quando houve
maior porcentagem de células inflamatdrias no G1, quando comparado ao G2. A celularidade
sempre foi maior nos momentos iniciais (M1 e M2) que nos demais momentos (M3 e M4),ou
seja, a inflamagdo € maior no inicio e decai ao longo do experimento. Ainda com relacdo a
celularidade, a comparacgé@o entre enxerto de pele autéloga (GC) e implante de biomaterial
mostrou que a inflamagédo foi semelhante em todos 0s grupos e momentos experimentais,
tanto nos enxertos de pele autéloga (GC), como nos enxertos de Nanoskin®, com (G2) ou
sem gel (G1), exceto no momento M2 do G2, quando o enxerto de pele autdloga teve

inflamacdo significativamente menor que a observada com Nanoskin® (Gréfico 1).

Com relacdo a area de inflamacéo, os resultados corroboram os dados obtidos
quanto a celularidade, ou seja, a area de inflamacdo foi semelhante nos enxertos de pele
autologa e nos de Nanoskin® e decairam ao longo do experimento, exceto no momento M2
(30 dias) em que a area nao decai com relacdo a M1 (7dias). No momento M2, o autoenxerto
de pele (GC) e o implante de biomaterial apresentaram area inflamatdria maior em G1,
quando comparados a G2. A comparacdo dos enxertos de pele autdloga e os de Nanoskin®
apontaram como Unica diferenca a maior celularidade nos enxertos de Nanoskin® no

momento M2 (Grafico 2).

Grafico 1-Grafico demonstrando a porcentagem de células inflamatdrias,
segundo grupo e momento de eutanasia em cobaias que receberam enxerto
de pele autologa e Nanoskin®, sem ou com cobertura de gelatina
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Barra Azul: Grupo G1 (sem cobertura de gelatina)
Barra Vermelha: Grupo G2 (com cobertura de gelatina)
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Grafico 2- Grafico demonstrando a area inflamatdria, segundo grupo e
momento de eutanasia em cobaias que receberam enxerto de pele autéloga

e Nanoskin®, sem e com cobertura de gelatina
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Barra Vermelha: Grupo G2 (com cobertura de gelatina)
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Na Tabela2 encontra-se a avaliacdo da espessura do epitélio regenerativo apés a

colocacédo dos enxertos. No M1, ou seja, sete dias apds a colocagdo dos enxertos, a espessura

do epitélio foi menor e aumentou em direcdo aos demais momentos, ndo havendo diferenca

entre os momentos depois do M1 (M2=M3=M4), ou seja, 0 epitélio aos sete dias foi menos

espesso; na avaliacdo dos 30 dias, apresentava a mesma espessura que foi detectada aos 90 e

aos 180 dias apos a cirurgia. Assim, € possivel afirmar que a espessura do epitélio foi

homogénea durante todo o periodo experimental, tanto quando se usou a Nanoskin®, sem ou

com a cobertura de gelatina (G1=G2).

Tabela 2- Mediana e valores minimos e maximos da espessura do epitélio regenerativo apds
utilizacdo de Nanoskin®com (G2) e sem cobertura de gelatina (G1)sobre feridas extensas da

pele do dorso de cobaias.

Momento de Eutanéasia

Grupo M, M, M, M, Valor p

Gl 125,7 (120,0;131,5)A 715,8(528,5;778,2)B 611,9 (491,4;7688,0)B 534,0(484,6;590,3)B p<0,05

G2 154,5(147,9;161,2)A 539,5(316,7;744,7)B 560,08(547,4;569,6)B 481,1(366,8;633,3)B p<0,05
p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05

G1 - Nanoskin® sem cobertura de gelatina

G2 — Nanoskin® com cobertura de gelatina

M1= 7dias; M2=30 dias;M3=90 dias; M4=180 dias

Letras iguais significam que ndo houve diferenca estatistica
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5. Exame ultraestrutural

Os resultados ultraestruturais apresentados se referem principalmente ao tecido
regenerativo observado nos grupos analisados. Houve semelhanca entre os grupos, motivo da

apresentacdo dos resultados em conjunto.

GC/G1M1/G2M1 - nos animais com enxerto de Nanoskin® o tecido reparativo
apresentava-se ainda ndo organizado, evidenciado pela disposicdo desordenada das fibras de
colageno (Figura 8A). Algumas areas do tecido apresentavam matriz extracelular de aspecto
floculado, destituidas de fibras de coladgeno (Figura 8C), assim como tecido discretamente
alterado, observando-se fragmentos celulares contendo grandes vacuolizacGes citoplasmaticas
(Figura 8B), hemacias e vasos com leucocitos (Figura 8C). A Nanoskin® pode ser
identificada como finos filamentos, organizados na forma de feixes (Figura 9A). Tais
filamentos ndo se integram com o tecido subjacente, restando como um *“residuo” na
superficie da derme. O tecido reparativo ainda se encontrava em organizacdo, mostrando
rarefacdo da matriz extracelular, com grandes areas claras, destituidas de colageno ou de
células (Figura 9B). Em regifes mais compactas do tecido, observou-se areas citoplasmaticas
com vacuolizacdo (Figura 9C). Fibroblastos com nucleo descondensado e organelas
citoplasmaticas  (mitocondrias, reticulos endoplasmatico rugoso) homogeneamente
distribuidas no citoplasma. Essa desorganizacdo do tecido adjacente foi menos evidenciada no

autoenxerto de pele (GC) (Figura 8D).

GC/G1M4/G2M4- Apos 180 dias da realizacdo dos implantes, nos enxertos de
pele autologa (GC) os fibroblastos possuiam aspecto semelhante aos normais (Figura 10A),
com nucleos grandes e cromatina densa proxima da carioteca, reticulo endoplasmatico liso e
rugoso e mitocondrias (Figura 10B). O citoplasma se continuava com longos filamentos na
forma de feixes, dispostos em diversos sentidos de orientacdo espacial, entre os quais haviam
espacos claros (Figuras 10 A, B). Ndo houve diferenca entre as areas que receberam a
Nanoskin® com gelatina (G2) (Figuras 11 A ,B), das que receberam Nanoskin® sem gelatina
(G1) apos 180 dias da cirurgia (M4) (Figuras 10 A, B), restando a area reparativa com aspecto

semelhante a area que recebeu o enxerto de pele autéloga (GC).

N&o houve diferenca entre as areas que receberam a Nanoskin® com gelatina
(G2) (Figuras 11 A,B), das que receberam Nanoskin® sem gelatina (G1), apos 180 dias da
cirurgia (M4) (Figuras 10 A,B), restando a area reparativa com aspecto semelhante a area que

recebeu o enxerto de pele autologa.
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Figura 8- Imagem de microscopia eletronica de transmissdao de G1M1 e enxerto de pele
autologa (GC)

0 Jin

A) Observam-se as fibras de colageno (C) dispostas irregularmente. B) Fragmentos de células
exibindo grandes vacuolizacdes (VAC). C) Matriz extracelular (MEC) de aspecto floculado destituida
de fibras de colageno, vaso (V) contendo leucdcito (L). D) Autoenxerto de pele (GC) demonstrando

menor desorganizagdo do tecido que o implante de biomaterial.

Fonte: Imagem elaborada pelo autor



Figura 9- Imagem de microscopia eletrénica de transmissdo de G2M1

& gagg it . =
A) O biomaterial (B) ndo se integra ao hospedeiro e é observado “solto” sobre o tecido reparativo.

B) Areas com colageno (C) distribuidas irregularmente e matriz extracelular (MEC) destituidas de

colageno ou células. C) Vaso (V) contendo leucdcito (L) e fragmentos celulares com vacuolizacGes
(VAC).

Fonte: Imagem elaborada pelo autor
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Figura 10- Imagem de microscopia eletronica de transmissao de G1M4

A) Fibroblastos (F) possuem morfologia semelhante ao tecido normal, com ndcleos grandes e
cromatina densa préximo da carioteca, com maior concentracdo de organelas citoplasmaticas na regiao
perinuclear. B) Feixes de prolongamentos citoplasmaticos se organizam possuindo orientacdo paralela
e dispostos com distancia homogeénea entre eles. Reticulo endoplasmatico rugoso (RER) e mitocondrias
(M) podem ser observados nos prolongamentos citoplasmaticos de fibroblastos

Fonte: Material elaborado pelo autor
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Figura 11- Imagem de microscopia eletrénica de transmissdo de G2M4 e enxerto de pele
autologa (GC)

A) Imagem de animal de G2M4 mostrando detalhe da queratina (K), na superficie mostrando
completa cicatrizacdo. B) Imagem de animal de G2M4 mostrando fibroblasto semelhante ao normal
com o nudcleo (CO), alongado e citoplasma contendo mitocondrias (M) e reticulo endoplasmatico
rugoso (RER). C) Enxerto de pele autéloga em animal em M4 mostrando completa regeneracdo, com
terminacdo nervosa contendo a célula de Schwann (S).

Fonte: Material elaborado pelo autor

DISCUSSAO

O presente estudo foi realizado a fim de analisar a resposta tecidual ao enxerto de
um novo nanocomposto, a Nanoskin®, como proposta a ser empregada para reparacdo da
superficie da pele de cobaias, pressupondo posterior uso clinico para reparacdo de feridas
extensas da pele. Trata-se de um bioproduto preparado utilizando-se a bactéria Acetobacter

xylinum e um substrato de cha verde no qual a bactéria utiliza a sucrose para producdo de uma
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celulose, ou seja, a bactéria possui propriedade de produzir um biopolissacaride, resultando
em finos filmes ou outras composicdes que podem ser usadas para fins diversos (Kongruang,
2008).

Foram utilizadas cobaias e os enxertos foram feitos na regido dorsal, ja que em
outras localiza¢bes o animal poderia manipular a area operatoria, alterando a resposta a ser
observada. Ha necessidade de alocar um animal por caixa no periodo pés-operatorio para

impedir a manipulacédo que poderia ser feita também por outro animal.

Foi utilizado antibidtico sistémico apenas no pos-operatério imediato, embora
alguns sugiram o uso continuo de antibidticos para evitar contaminagcdes que muito
frequentemente ocorrem e que podem ter sido responsaveis pelo processo inflamatorio
exuberante, observado principalmente nas fases iniciais do experimento, especialmente
quando os animais foram eutanasiados 30 dias apds a cirurgia, cujos resultados podem ter

sofrido interferéncia de processo infeccioso mais exacerbado.

O processo cicatricial pode ocorrer por segunda intengdo em ferimentos pequenos,
assim como a ferida pode sofrer contracdo durante o processo de cicatrizacdo (Cahn &
Kyriakides, 2008). Por estes motivos, foram criadas feridas de 2X4 c¢cm, com colocacdo de
dois enxertos de 2X2 cm, tendo em vista informacdes da literatura em que foram realizados
ferimentos de 1X1,5 cm? em ratos e cobaias (Cahn & Kyriakides, 2008), e ferimentos de
1,5X2,5 cm em ratos (Hoyama et al., 2005) com bons resultados para analise das feridas

cirurgicas.

Também foi tomado o cuidado de retirar a espessura total da pele, ja que a lesao
que envolve a membrana basal do epitélio possui padrdo de cicatrizacdo diferente ao que se
observa quando a membrana basal permanece intacta. Quando a lesdo atinge a matriz
extracelular (derme) provoca um fendmeno de reparacéo tecidual induzindo a formacédo de
cicatrizes teciduais, ao contrario da regeneracdo que ocorre nas agressoes superficiais (Kumar
et al, 2010).

O modelo experimental aqui utilizado procurou ainda comparar a cicatrizacéo
qguando se utiliza o enxerto autélogo, o padrdo-ouro nas reconstrucdes de perda de pele de
espessura total (Metcalfe & Ferguson, 2007), com a que ocorre quando se utiliza a
Nanoskin®. E ainda, tendo em vista a importante funcdo da pele normal que atua nos

mecanismos de troca entre o organismo e 0 meio ambiente e que impede a evaporagdo de
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liquidos corporeos, foram utilizados dois diferentes tipos de Nanoskin®, uma sem

revestimento e outra revestida com gelatina.

O emprego da Nanoskin® revestida por gelatina foi feito com base em estudo
prévio que mostrou melhor cicatrizacdo quando o tecido Xenoderma® (Homus Biotecnologia
Com. Ind. Ltda.), uma pele artificial porcina, foi revestida por filmes plasticos (Hoyama et al.,
2005). O raciocinio seria que a evaporacdo poderia levar a dessecacdo e dificultar a
cicatrizacdo e a gelatina, assim como o filme pléastico, poderia ter efeito positivo impedindo a
evaporacdo. No entanto, ndo foram observadas diferengas com a Nanoskin® com ou sem a

gelatina, o que nos autoriza o uso sem a cobertura com gelatina.

Optou-se por estudo observacional, histologico, morfométrico e ultraestrutural,
com o intuito de melhor conhecer os detalhes do processo cicatricial e quantificar os

fendbmenos observados.

Durante o pos-operatério, a observacdo ectoscopica revelou que a cicatrizacdo da
superficie da pele ocorreu de forma semelhante nos dois fragmentos: pele autdloga e
Nanoskin®, tanto o revestido, como o ndo revestido por gelatina. A formacdo da espessa
crosta hematomelicérica que permaneceu para aléem do 7° pos-operatério dificultou a
visibilizacdo da ferida e facilitou a permanéncia de microrganismos no sitio de lesdo. No
entanto, ndo houve processo infeccioso em nenhum dos animais, tendo ocorrido o 6bito de um
unico animal logo apds o periodo operatorio, muito provavelmente por sobredose de

anestésico.

Apdbs os primeiros dias, a crosta se desprendeu e foi possivel observar que a
cicatriz seguiu o padréo de regeneracdo centripeto, ou seja, ficando o centro por ultimo para a

reparacao total da ferida, vista em muitos animais até por volta do 30° dia ap0s a cirurgia.

Assim, o exame histolégico mostrou que a Nanoskin® produziu reacdo
inflamatdria pouco importante e que houve cicatrizagdo de forma centripeta, com reposicao da
pele perdida por outra de caracteristicas semelhantes a normal, inclusive com epitélio de
mesma espessura e a presenca dos anexos semelhantes a area adjacente, area que nao sofreu a

injaria.

A andlise histologica mostrou no M1 infiltrado celular exuberante, que diminuiu
sensivelmente em M3 e M4. O exame morfométrico ndo mostrou queda das células

inflamatdrias em M2 quando comparado ao M1 e a razdo pode ter sido processo infeccioso ou



79

a retencdo de células inflamatorias pelo efeito de barreira da gelatina (no grupo G2), presente
em alguns enxertos, que poderia impedir a livre circulacdo dos fluidos e células resultantes do
afluxo existente no processo de cicatrizagdo. Esta segunda hipdtese € possivel, uma vez que
os demais parametros analisados (ectoscépico, morfometria dos enxertos, analise ultra-
estrutural) ndo demostraram sinais de infeccao vigente, apesar desse resultado ter ocorrido em
ambos 0s grupos (G1 e G2) no momento M2. O processo inflamatorio foi sempre mais
intenso proximo a area de lesdo e provavelmente esteve associado a contaminacdo da ferida

operatoria que é comum em biotérios que ndo mantem condicOes estéreis.

Células inflamatorias, fibroblastos e células de defesa foram observadas
infiltrando a propria Nanoskin®, assim como os tecidos regenerativos do hospedeiro. Os
neovasos estdo envolvidos no carreamento de células, hemacias e fatores pro-inflamatorios,
participando ativamente dos fendmenos de reparacdo e foram comumente encontrados

circundando o tecido ou ao redor da Nanoskin® (Kumar et al., 2010).

Com relagdo a Nanoskin®, observou-se discreta reacdo inflamatoria no
subcutaneo, ndo se encontrando células macrofagicas na area de reparacéo tecidual, embora o
biomaterial parecesse menos integro e até ndo foi encontrado em alguns animais de M4. A
macrofagia poderia ser evidenciada pela presenca de células gigantes multinucleadas que
também ndo foram detectadas. Assim como neste, em outro estudo os sinais de macrofagia
estiveram ausentes aos 3 e aos 6 meses apés a implantagdo da Nanoskin® no dorso nasal de
20 coelhos, mesmo que tenha sido evidenciada fragmentacéo parcial do biomaterial em alguns

animais (Amorim et al.,2009).

O biomaterial empregado na superficie da pele esteve praticamente ausente apos
90 e 180 dias (M3 e M4). O fato da cicatrizacdo ter ocorrido de forma centripeta, com
manutencdo da area cruenta no centro da ferida de alguns animais até por volta dos 30 dias
apos a cirurgia, pode ser indicio de que a Nanoskin® funcionou apenas como um curativo
bioldgico. A aplicacdo de curativos biologicos também € de grande interesse para aplicacfes
biomédicas, tais como material para arcabouco para crescimento de enxerto 6sseo (Fricain et
al., 2002), enxertos vasculares (Klemm et al., 2001; Andrade et al., 2010), de cartilagem

(Andersson et al., 2010), dentre outros.

Além de controlar o tamanho e a forma do curativo bioldgico derivado da celulose
bacteriana, a morfologia microscopica pode também ser alterada de varias maneiras, tais

como diferentes porosidades, condi¢bes de fermentacdo (tempo de cultivo e volume de
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inoculacdo) e outros metodos que modificam o processo de cicatrizacdo (tratamento alcalino,
métodos de secagem, adicdo de amido) (Backdahl et al.,2008; Grande et al., 2009; Tang et
al., 2010).

Nossos resultados permitiram observar a boa biocompatibilidade da Nanoskin®
com os tecidos do hospedeiro, com boa reparacdo tecidual com o seu emprego. Outros
estudos ja utilizaram a celulose bacteriana também com bons resultados, porém empregada de
forma diferente. A biocompatibilidade, adeséo e proliferacdo celular de um cultivo de células-
tronco derivadas de tecido adiposo humano foi testada tendo como substrato a celulose
bacteriana também produzida pelo Acetobacter xylinum, mostrando boa biocompatibilidade e
atividade de fosfatase alcalina semelhante ao tecido celular, o que demonstra ser ela um meio
adequado para a colonizacdo de células-tronco, com capacidade de promover a proliferacdo

celular, sem induzir citotoxicidade (Oliveira et al., 2012).

Portanto, a Nanoskin® pode ter ampla aplicacdo em medicina regenerativa.
Alteracbes simples no processo de fermentacdo da celulose bacteriana podem modificar a
morfologia da mesma, possibilitando desenvolver op¢des particularizadas para aplicabilidade

em locais especificos.

CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos, a Nanoskin® é um biomaterial inerte, capaz
de auxiliar nos fendmenos regenerativos da pele. As observacOes realizadas sugerem que a
Nanoskin®, com ou sem revestimento de gelatina, funciona como curativo biologico na

reparacao da pele.
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5. COMENTARIOS

A Nanoskin® apresentou bons resultados quando implantada no subcutaneo,
sendo que o grupo G2 (sem gelatina) ndo apresentou reducdo significativa da reacdo
inflamatdria no decorrer dos momentos (M1 ao M4) quando comparada ao G1 pelo exame
morfométrico, apesar de o0s exames histologico, ectoscopico e ultraestrutural nao

demonstrarem diferenca entre G1 e G2.

Quanto a implantacdo da Nanoskin® na superficie, os exames histoldgico,
ectoscopico, morfométrico e ultraestrutural demonstraram semelhanca entre os dois grupos e
reducdo da reacdo inflamatoria com o decorrer dos momentos (M1 ao M4). No exame
morfomeétrico das laminas histoldgicas, em G1M2 os resultados foram bastante diferentes do
esperado, com alta celularidade e com area inflamatoria, podendo ser devido a algum
processo infeccioso especificamente nestes animais, apesar de 0 exame ectoscopico diario ndo

ter revelado esse tipo de alteracéo.

Comparativamente, a celulose bacteriana incitou menor reacdo inflamatoria no
subcutaneo que na pele, ndo tendo sido observadas células macrofagicas em nenhum dos
materiais examinados. Em outras palavras, a resposta a implantacdo da Nanoskin® foi melhor
quando utilizada nos tecidos profundos do que na superficie da pele e este fato pode ser
decorrente de fatores como se ter exposi¢cdo aos agentes agressores e microrganismos quando

0 biomaterial € colocado na superficie corporea.

Varios estudos estdo sendo realizados para utilizagdo da celulose bacteriana para a
regeneracdo de tecidos na medicina. Por ser um polimero natural, a celulose bacteriana
apresenta-se similar a macromoléculas bioldgicas facilitando seu reconhecimento e reduzindo
a reacdo inflamatoria e a toxicidade que polimeros sintéticos podem induzir (Basmaji, 2011).
Sua semelhanca morfolégica com o colageno da matriz extracelular facilita a adesdo de
células para neoformacao tecidual (Petersen & Gatenholm, 2011), e sua estrutura nanométrica
e microporosa permite a troca de gases e preservacdo da umidade adequada (Costa et al.,
2012).

A modificacao da celulose bacteriana atraves da adi¢cdo de outros componentes ou
modificagdes em seu meio de cultivo pode ser utilizada para melhorar suas propriedades, de
acordo a necessidade de cada tecido (Torres et al., 2012; Olyveira et al., 2013), assim como

tentamos com o revestimento de gelatina. Em ambos 0s experimentos, a gelatina teria fungdes
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distintas, caso a proposta chegue a utilizacdo clinica. No primeiro que antevé o uso para
refazer a porcdo profunda da palpebra, a gelatina protegeria os tecidos oculares, quando
ficaria voltada para a superficie ocular, visando a reposicdo do tarso e conjuntiva com 0
biomaterial. No segundo, quando o uso seria para repor a pele palpebral, a gelatina visaria
impedir a evaporacdo. Os nossos resultados apontam para a semelhanca de resposta com
ambos 0s usos. Ou seja, a adicdo de uma camada de gelatina néo interferiu na cicatrizacdo

quando a Nanoskin® foi colocada no subcutaneo, assim como na superficie.

Importante ressaltar que a Nanoskin® quando colocada na superficie atuou como

um curativo bioldgico, ndo tendo demonstrado integragéo tecidual.

Ao finalizarmos os experimentos, acreditamos que a metodologia empregada foi
suficiente para indicar que o biomaterial testado € biocompativel e que pode ter aplicabilidade

no reparo de tecidos profundos e superficiais.

Desta forma, os estudos clinicos devem ser delineados, a fim de permitir de modo
definitivo que se possa indicar a Nanoskin® para o reparo de feridas palpebrais de espessura

total e extensas.
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6. CONCLUSAO

A Nanoskin® mostrou ser um nanocomposto biocompativel, tanto quando

empregada no subcutaneo, assim como quando empregada na superficie da pele.
A Nanoskin ® revestida ou ndo por gelatina incita reacdo tecidual semelhante.

A cicatrizacdo quando a Nanoskin® é colocada na superficie segue o padrdo de

curativo bioldgico.

Devido aos bons resultados do presente estudo, concluiu-se que a Nanoskin®
pode auxiliar na regeneracdo/reparacdo de tecidos e que estudos clinicos devam ser
providenciados a fim de validar a utilizacdo da Nanoskin® para o reparo de feridas extensas

das palpebras.
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8.1. Certificado de Aprovacdo do Comité de Etica

. 3

Criada adravbs da Portatia DFM n* 30 de 200499

Certificado

Certificamos que (Protocolo CEEA 902-2011) “Implante dérmico acelular sintético no subcutdneo de
cobaias”, a ser conduzido por Kryscia Leiko Natsuaki, orientada pela Prof® Titular Silvana Artiolli Schellini, com a
colaboracdo do Prof. Titular Carlos Roberto Padovani estd de acordo com os Principios Eticos na Experimentacio
Animal adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal (COBEA), com a ressalva de que as “cobaias” sdo
provenientes de Biotério convencional, sem condigies de atestar a Sanidade dos mesmos.

Projeto de Pesquisa aprovado em reunido da CEEA em 29/09/2011 .
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Prof® Dr® Noeme Sousa Rocha Alberto Santos Cagelluppi
Vice- Presidente da CEEA Secretdrio da CEEA
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8.2. Solicitacéo de alteracédo do projeto de pesquisa

Botucatu, 19 de setembro de 2013

Ao
Conselhe do Programa de Pés-Graduacio en Bases Gerais da Cirurgia
Faculdade de Medicina de Boiucatu - Unesp

Prezados Senhores,

Considerando o estabelecido na legislagéo vigente, dirfjo-me respeitosamente a esse Censelho
solicitando a alteracéo do projeto de pesquise, de meu(inha) orisntade(a) Kryscia Natsuaki .

Titulo do Projeto inicial: implante dérntico acelular sintético no subcutidneo de cobaias

Tituls do Projeto proposto: Implante dérmice acelular sintético como reparador da pele e
subcuthneo. Uso de implante dérmico aeelvlar sintético para reparagic de feridas
superficiais e profundas da pele.

Justificativa da alterag@o: N¢ projeto inicigl previmos & colocagio do Nanoskin no subcuténeo dos
animais. No entanto, coma a reposicdo dos tecidos da paipebra que seria @ proposta do estudo pode ser
necessaria n2 superficie ou no subcuiéneo, optamcs por acrescentar ao projeto inicial o emprego do

biomaterial também na superficie.

Atenciosamente,

o Cixy

Prof(a).Dr(2). Sitvana Artioli Schellini
Assinatura do Orientador(a)

ot i<k

Assinatura do Aluno(a) -

Obs: Frojeto inicia! e atual em anexo



8.3. Comprovante de alteracéo de titulo de projeto de doutorado

UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

u nesp ‘JULIO DE MESQUITA FILHO"
Campus de Botucatu

MUDANCA DE TITULO EM PROJETO DE PESQUISA

Objetivo Académico:
( ) Pds Doutorado
(X) Tese Doutorado
() Dissertagao de Mestrado
() Trabalho cientifico
( ) Outros: Especificar

Titulo Inicial:
Implante dérmico acelular sintético no subcuténeo de cobaias (Protocolo
CEEA 902-2011)

Titulo Final:
Implante dérmico acelular sintético no subcuténeo e na superficie da pele
de cobaias.

Data da reunido do CEP que aprovou o parecer inicial: 09/09/2011

Declaro que o trabalho ndo sofreu alteracdes nos cbietivos efou contelido
metodoldgico da época de apresentacio para andlise do CEP.

LA

Nome e Assinatura do Orientador(a) Nome e Assinatura do Orientado(a)
Dra. Silvana Artioli Schellini Kryscia Leiko Natsuaki

¢ Projetos submetidos via Plataforma Brasil: Preencher o formuldrio, digitalizar,
protocolar no CEP e postar no sistema Plataforma Brasil.

s Projetos submetidos anteriormente a Plataforma Brasil: Preencher o formulério
em duas vias e protocolar no CEP que emitiu o parecer inicial de aprovagao.

Faculdade de Medicira de Botucatu - Se¢do Técnica de Pés-graduagao
Distrito de Rubidc Junior, sin CEP 18618-97C Botucas S&o Pauio Brasil
Tel 55143880 1123 - spg@fmb.unesp.or
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