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Nanoskin: uso para reposicao de volume
na cavidade anoftalmica

Use of Nanoskin for volume replacement of the eye socket

Natalia Mussi',Maria Julia de Barros Orsolini', Claudia Helena Pellizon?, Carla Adriene da Silva®, Silvana Artioli Schellini?,
Gabriel Molina de Olyveira®, Pierre Basmaji®

Resumo

Objetivo: Avaliar a biocompatibilidade da Nanoskin para reposicdo de volume em cavidades enucleadas ou evisceradas de coelhos.
Métodos: Estudo experimental, utilizando implantes de Nanoskin (Innovatecs®, Sao Carlos, Brasil), celulose bacteriana produzida pela
bactéria Acetobacter xylinum tendo como substrato o cha-verde. Implantes de 10mm de didmetro/Smm de espessura foram colocados
em cavidades enucleadas (G1) ou evisceradas (G2) de 21 coelhos, avaliados clinicamente todos os dias, sacrificados aos 7, 30 e 90 dias
apos a cirurgia. O material foi removido e preparado para exame de microscopia 6ptica. Resultados: Sinais flogisticos discretos no pés-
operatorio imediato, ndo tendo sido evidenciados sinais infecciosos ou extrusdo de nenhum implante. Houve aparente reducdo do
volume ao longo do periodo experimental. Histologicamente ambos os grupos foram muito semelhantes, apresentando aos 7 dias
células inflamatdrias (predominantemente mondcitos e neutrofilos), rede de fibrina e hemacias. A Nanoskin apresentava-se como
pequenas esferas, de cor résea, com pequenos espacos entre elas, permeados por escassas células inflamatdrias. As células inflamatérias
se modificaram ao longo de periodo experimental, sendo possivel observar aos 30 dias células gigantes multinucleadas e fibroblastos
maduros permeando o implante. Aos 90 dias, a estrutura do implante apresentava-se desorganizada, amorfa, com restos necréticos e
com dreas ovoides, revestidas por fina membrana résea, que pareciam se agrupar, vazias ou preenchidas por material acelular, réseo ou
acinzentado. Conclusdo: A Nanoskin provocou reacao inflamatdria que levou a reabsor¢do e redugdo do volume do implante. Novas
formulagdes devem ser estudadas a fim de ter um produto que seja permanente para reparo da cavidade anoftalmica.

Descritores: Anoftalmia/terapia; Materiais biocompativeis; Celulose/metabolismo; Préteses e implantes; Enucleacdo ocular;
Evisceracao do olho; Coelhos

ABSTRACT

Objective: The aim of this study was to evaluate the biocompatibility of Nanoskin for replacing volume in enucleated or eviscerated
anophthalmic sockets of rabbits. Methods: An experimental study was carried out using enucleated or eviscerated rabbits, which received
Nanoskin implants (Innovatecs®, Sao Carlos, Brazil), a cellulose produced by a bacteria (Acetobacter xylinum) using green tea as
substrate. Implants of 10mm diameter/Smm of thickness were used placed in enucleated (G1) or eviscerated (G2) anophthalmic sockets of
21 rabbits. They were clinically examined daily, sacrificed at 7, 30 and 90 days after surgery and the material was removed and prepared for
histological examination. Results: There were discrete signs of inflammation in the immediate postoperative period, with no evidence of
infection or extrusion in any animal. However apparent reduction of volume during the trial period occurred. Histologically both groups
were similar, with inflammatory cells (mainly monocytes and neutrophils), fibrin and hemaceas at 7 days postoperatively. The Nanoskin was
presented as small pink spheres, with small gaps between them and permeated by few inflammatory cells. These cells have changed over the
study, at 30 days multinucleated giant cells and mature fibroblasts that permeate the implant were observed. At 90 days, the structure of the
implant was disorganized, amorphous, with necrotic debris and ovoid areas covered with thin pink membrane that seemed to cluster, empty
or filled with no cellular pink or gray material. Conclusion: Nanoskin caused an inflammatory reaction leading to reabsorption and
reduction of implant volume. New formulations should be studied in order to have a permanent product to repair the anophthalmic socket.

Keywords: Anophthalmos/therapy; Biocompatible materials; Cellulose/metabolism; Prostheses and implants; Eye enucleation;
Eye evisceration; Rabbits
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INTRODUCAO

esde o desenvolvimento de implantes integrados a par-

tir dos anos 80 do século passado, o cendrio das recons

trugdes de cavidade anoftdlmica estd se alterando e atu-
almente o campo para avaliacdo de propostas de biomateriais
para uso em cavidade anoftdlmica encontra-se aberto.

A Nanoskin é uma celulose bacteriana formada por
nanofibrilas sintetizadas a partir da prolifera¢do bacteriana, com
consumo de energia, que pode advir da polimerizacdo da glicose.!

A pelicula de hemicelulose Nanoskin® foi desenvolvida
pela Innovatecs®, por meio de um processo biotecnolégico. E
composta por uma mistura de bactérias que cresce em diferen-
tes substratos, como levedura do caldo-de-cana ou cha-verde,
propiciando um meio de cultivo no qual o microrganismo biol6-
gico Acetobacter xylinum, uma bactéria Gram-negativa, desen-
volve o produto com caracteristicas biodegradével, biocompativel,
atoxica e ndo alergénica. Sua micro-porosidade reduz a perda de
dgua e conserva a umidade adequada, permite a oxigenacdo da
area lesionada, e cria o ambiente ideal de granulacdo e
reepitelizacdo (disponivel em www.bionanofuture.com).

Trata-se de um bioproduto, onde a bactéria usa a sucrose
para producdo de um material tipo celulose, ou seja, a bactéria
possui propriedades de produzir um biopolissacaride, resultan-
do em finos filmes ou outras composi¢des que podem ser usa-
dos para fins diversos.’

Apesar da boa resposta tecidual obtida com vérios diferen-
tes materiais, ainda nao existe um biomaterial brasileiro que tenha
chegado ao mercado para a reposi¢cdo de volume na cavidade
anoftalmica e a Nanoskin poderia ser uma proposta para tal. Desta
forma, o presente estudo foi desenvolvido no sentido de avaliar
a biocompatibilidade de esferas de Nanoskin implantadas em
cavidades orbitdrias evisceradas ou enucleadas de coelhos.

METopos

Estudo experimental e aleatorizado, no qual foram utiliza-
dos 21 coelhos da espécie Oryctolagus cuniculus, de ambos os
sexos, com idade entre 3 € 6 meses. Os animais foram cedidos
pelo Biotério Central da Universidade Estadual Paulista “Juilio
de Mesquita Filho” (UNESP), localizado no Campus de Botucatu
(SP). O protocolo do estudo foi aprovado para execugdo pelo
Comité de Etica desta instituicio. A esterilizacdo do material foi
do tipo Raio Gama - 7,3KGy, segundo a International Standard
ISO 11737-2:2009(E) e U.S PHARMACOPEIA/NATIONAL
FORMULARY-USP 34/NF 29,2011.

Grupos e momentos experimentais: os coelhos foram di-
vididos por sorteio em dois grupos, compostos por 21 animais
que foram anestesiados e, em seguida, tiveram os olhos eviscerados
(Grupo 1) ou enucleados (Grupo 2), com reposi¢do do volume
perdido usando implantes compostos de Nanoskin (Innovatecs®,
Sdo Carlos, Brasil) de 10mm de didmetro/Smm de espessura, este-
rilizadas pelo préprio fabricante e fornecidas sem custo para o
experimento. Depois de realizado o procedimento cirtrgico, no-
vamente houve aleatorizagdo como meio de decisdo para compo-
si¢do dos momentos experimentais: momento 1 (M1) quando 7
animais do G1 e do G2 permaneceram 7 dias com os implantes na
cavidade anoftdlmica; momento 2 (M2) contendo 7 animais do G1
e do G2 que permaneceram 30 dias com os implantes na cavidade
anoftdlmica e momento 3 (M3), quando 7 animais do G1 e do G2
permaneceram 90 dias com os implantes na cavidade anoftalmica.

215

Todos os procedimentos cirtrgicos foram realizados
no Laboratério de Cirurgia Experimental da Faculdade de Me-
dicina de Botucatu - UNESP, sob condi¢des de assepsia e
antissepsia, conforme descrito a seguir: anestesia geral utilizan-
do-se Tiletamina associada ao Zolazepam (Zoletil®50, Virbac do
Brasil Industria e Comércio Ltda, Sdo Paulo, SP, Brasil) na dose
de 50mg/kg, injetada na veia auricular; posicionamento do coe-
lho em decubito lateral esquerdo, com o olho direito voltado
para cima; assepsia e antissepsia do olho direito com
Polivinilpirrolidona-iodo (Prosigma - Farmdcia de manipulacao
Prosigma Ltda ME, Cambui, MG, Brasil), colocagdo de campo
oftdlmico e blefarostato; aplicac@o peribulbar e subconjuntival
de 1,0 ml de cloridrato de lidocaina com epinefrina (Xylocaina®
com Epinefrina 1:200.000 AstraZeneca Inc. - Mississauga - Ca-
nadd) para complementacdo da analgesia; abertura cérneo-
escleral com bisturi 1amina 15; evisceracdo (G1) ou enucleacdo
(G2) do contetido do olho direito e colocagdo dos implantes de
Nanoskin; fechamento da incisdo com pontos continuos de fio 6-
0 inabsorvivel tran¢ado (Mersilene, Ethicon Incorporation-
Johnson & Johnson do Brasil Indtstria e Comércio de produtos
para satude Ltda, Sdo Paulo, SP); instilagdo de 0,1 ml de solucao
oftdlmica Ciprofloxacina 3% (Alcon Laboratdrios, SP, Brasil).

Os animais foram mantidos em gaiolas individuais, sob
condigdes controladas de temperatura, humidade e iluminacdo
e receberam dgua e ragao ad libitum, sendo sacrificados aos 7, 30
e 90 dias apds a cirurgia inicial, usando-se sobredose de
Zolazepam (Zoletil®S0, Virbac do Brasil Industria ¢ Comércio
Ltda, Sdo Paulo, Brasil) pela via endovenosa.

Apés o sacrificio, os implantes juntamente com os tecidos
adjacentes foram removidos e, em seguida, o material foi prepara-
do para exame histolégico, com emblocagem em parafina e colo-
racdo por hematoxilina-eosina, seguindo a rotina do laboratério.

A biocompatibilidade dos implantes foi estudada por meio
de exame clinico didrio, tomando-se como parametros o exame
local da cavidade orbitaria e dados referentes a saude geral do
animal, avaliada pela atitude na gaiola, apetite e atividade geral e
exame histoldgico, interessando a reagdo inflamatdria ao redor
e dentro do biomaterial.

ResuLtADOS

Avaliacio clinica: durante o acompanhamento clinico, to-
dos os animais permaneceram saudaveis, alimentando-se nor-
malmente. Dois animais foram a ébito durante o intra-operaté-
rio devido ao efeito dos anestésicos. Para os trés animais que
apresentaram comportamento que denotava dor, foi necessédria
a administragdo de analgésicos no pés-operatorio, durante os 3
primeiros dias.

Todos os coelhos apresentaram sinais flogisticos na
cavidade orbitdria, principalmente nos primeiros dias apds a ci-
rurgia, com a presenga de secrecdo amarelada acolada aos pelos
da regido afetada, porém nenhum deles desenvolveu sinais in-
fecciosos, deiscéncia de sutura ou extrusdo do implante.

Durante o periodo de observagido dos animais houve apa-
rente redu¢@o do volume da cavidade orbitaria, denotando re-
ducdo do volume do implante.

Avaliacao histologica (Figura 1)

G1M1: identificacdo da capa escleral, células inflamatorias
(geralmente neutrofilos), hemacias e uma rede frouxa de fibrina
entre a esclera e o implante. O material do implante foi identifi-
cado como refringente, composto por formacdes circulares, re-
dondas ou alongadas, de coloracdo résea, disposto na drea cen-
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tral da esclera. Células inflamatdrias em todos dos coelhos ava-
liados e muitos restos necroticos ao redor do implante.

G1M2: exuberancia de células inflamatdrias, em especial
polimorfonucleares, mononucleares, macréfagos e células gigan-
tes multinucleadas formando granulomas. Neovasos contendo
hemadcias. Fibroblastos se organizando no interior da esclera que
albergava a Nanoskin. Areas circulares ou ovoides vazias no
interior da esclera. Células necréticas e calcificagdo, em todas as
laminas analisadas.

G1IM3: as dreas vazias aumentaram de tamanho provavel-
mente por confluéncia de outras menores. Nanoskin como gra-
nulos arredondados e refringentes em alguns animais e ausente
em outros (possivelmente por perda do material durante a ex-
tragdo ou por absor¢do do mesmo). Material réseo ou
acinzentado amorfo no interior das cavidades vazias. Células
gigantes, macréfagos e reacdo granulomatosa envolvendo par-
tes da Nanoskin. Células necréticas e com calcificagdo em todas
as laminas analisadas. Nao houve formacio de fibrose.

G2M1: houve dificuldade de identificar o implante de
Nanoskin nas cavidades enucleadas. A reac@o inflamatéria que
ocorreu nos animais eviscerados foi idéntica a que ocorreu nos
enucleados, inclusive com a reagdo mais exuberante concentra-
da ao redor da Nanoskin.

G2M2: todas as caracteristicas observadas, inclusive com
formacdo de granulomas contendo células gigantes nas regides
onde se observava a Nanoskin ocorreram de forma semelhante
ao que ocorreu em GIM2.

G2M3: exuberante reagdo inflamatéria ao redor do im-
plante que nao foi evidenciado em todos os animais, assim como
ocorreu em G1M3.

Figure 1: A, B - GIM1: frouxa rede de fibrina (#) entre partes do
implante, identificado como material rdéseo, disposto na drea central
da esclera (S). Células inflamatérias da fase aguda permeando o im-
plante; C,D- G1M2: células inflamatdrias em contato com a Nanoskin.
Areas circulares ou ovoides, réseas ou acinzentadas no interior da
esclera (S)(*); E,F: GIM3: grandes dreas vazias no interior das cavi-
dades vazias (@). Células gigantes, macréfagos e reagio granulomatosa
(g) envolvendo partes da Nanoskin.

DiscussAo

Um longo desafio tecnoldgico ja foi percorrido até se che-
gar ao método de producdo da Nanoskin, material que resulta
de processo de sintese e, portanto, ndo se esgota, como seria o
caso de outros materiais, como a hidroxiapatita natural.?
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O forte apelo inicial dos implantes integrados,® foi a mola
propulsora para que novos materiais fossem estudados,*® abrin-
do um grande leque de pesquisas que buscam o biomaterial ideal.
Observou-se no presente estudo que a Nanoskin é um
biomaterial que pode ser bem tolerado pela cavidade orbitaria,
ndo tendo provocado nenhum caso 6bito ou que demonstrasse
ter sido a satide geral do animal afetada, apesar de serem neces-
sdrios exames bioquimicos e histologia dos 6rgaos alvo para
confirmac@o deste ponto.

Outro ponto importante foi a ndo observagdo de sinais cli-
nicos de que a Nanoskin fosse intolerdvel pelos tecidos orbitérios.
Os periodos de observagao de 7, 30 e 90 dias permitiram a obser-
vagao de fatores precoces e tardios da cicatrizacao ao exame clini-
co. Precocemente poder-se-ia ter evolugdo para deiscéncia da
conjuntiva e/ou esclera, muito associada com problemas técnicos
na cirurgia’ e que ndo ocorreram. Tardiamente também nao hou-
veram extrusdes dos implantes, tanto no G1, como no G2.

O exame histolégico mostrou nas cavidades evisceradas e
também nas enucleadas, pouca reacao inflamatéria nos momen-
tos iniciais, com aparecimento de células gigantes e processos de
fagocitose nos momentos mais tardios. Este fato, associado a ob-
servagdo das dreas rdseas supostamente formadas a partir da
liquefac@o do biomaterial levam a suspei¢do de absorcdo do ma-
terial implantado. Este processo levard invariavelmente a redu-
¢do gradual do volume do implante, fendmeno indesejado quan-
do se trabalha com a reposicao de volume na cavidade orbitaria®
e ja observado com alguns tipos de hidroxiapatita sintética.*’

Além dos fendmenos bioldgicos decorrentes da implanta-
¢do dos biomateriais propostos para uso em cavidades
anoftdlmicas, hd que se considerar a estabilidade e a facilidade
dos métodos no processo de produgdo, a disponibilidade dos
materiais a serem usados na manufatura e o preco final do pro-
duto. Esferas de quitosana implantadas em cavidades evisceradas
de coelhos provocam reacao tecidual baseada em fendomenos
regenerativos e com pouca inflamagdo, além de ndo afetar
sistemicamente os animais.” Entretanto, estes implantes sdo de
manufatura dificil, o que coloca a quitosana como uma proposta
a ndo ser utilizada."”

Os implantes de Nanoskin possuem producdo simples e
pouco dispendiosa. No entanto, na formulagao atual ndo é acon-
selhado para a reposi¢ao de volume na cavidade anoftalmica, ja
que houve reabsor¢ido do material e redugdo do volume implan-
tado. Novos testes serdo realizados de maneira a modificar a
formulacdo das esferas de Nanoskin com o propédsito do mesmo
ser um material ndo absorvivel. O emprego somente poderd ser
feito para o fim proposto quando houver seguranca de manu-
tencdo da estabilidade, sem que haja a formacao de granulomas
contendo as células gigantes.

CONCLUSAO

A Nanoskin é um biomaterial que pode ter aplicacdo para
reparacao de volume na cavidade anoftdlmica. Porém, modifica-
¢des no processo de manufatura se fazem necessarios, a fim de
manter a estabilidade do produto. Novas pesquisas devem ser
providenciadas neste sentido.
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