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RESUMO

AVALIACAO HISTOLOGICA E IMUNO-HISTOQUIMICA DOS CRANIOS E
ENVOLTORIOS DE RATOS WISTAR SUBMETIDOS A CRANIECTOMIA E
APLICACAO DE MATRIZ DERMICA ACELULAR DERIVADA DE PELE DE TILAPIA
(Oreochromis niloticus) SOBRE A DURA-MATER

As matrizes comerciais para regeneracdo da dura-mater apresentam custos elevados,
frequentemente excluindo populacdes de baixa renda dos seus beneficios. Para atender aos
critérios de qualidade, novos biomateriais devem passar por testes que comprovem sua
eficacia em diferentes aplicagdes clinico-cirirgicas e apresentem uma relacdo custo-beneficio
favoravel para os pacientes. O scaffold dérmico acelular derivado da pele da tilapia do Nilo
(Oreochromis niloticus) possui grande valor terapéutico, com aplicabilidade em diversas areas
da medicina regenerativa. Este estudo teve como objetivo avaliar os resultados histologicos da
craniectomia em ratos Wistar utilizando o scaffold de pele de tilapia, em comparacdo com o
Duragen®, uma matriz de regeneragdo dural comercializada pela Integra LifeSciences
Corporation. Foi realizada craniectomia em 36 ratos Wistar para exposi¢ao do espago epidural,
seguida da implantacdo do scaffold derivado da pele de tilapia (grupo experimental) ou do
Duragen® (grupo controle). Ambos os grupos também foram comparados a um grupo sham
(controle negativo). Os animais foram observados quanto a capacidade de locomocdo e
cicatrizacdo da ferida. Foram coletadas bidpsias aos 15, 30 e 45 dias apos a cirurgia para
avalia¢do da inflamacdo, deposicdo de coldgeno, presenga de fibroblastos e miofibroblastos,
neovascularizagdo, e expressdao de enolase neurdnio-especifica (NSE), MDM?2 e alfa-actina do
musculo liso (a-SMA). O processo inflamatério foi auto-limitado e semelhante entre os
grupos. O scaffold de tilapia induziu a formagdo de tecido conjuntivo semelhante ao do
Duragen® abaixo do defeito dsseo. A microscopia eletronica de varredura revelou fibras de
colageno paralelas e menos poros no scaffold de tildpia em comparacdo ao Duragen®.
Conclusdo: o scaffold derivado da tilapia induziu um processo inflamatoério auto-limitado e
promoveu a formacao de tecido conjuntivo consistente sob o defeito 6sseo. A evolugao clinica
foi semelhante entre os grupos.

Palavras-chave: engenharia de tecidos; pele de tilapia; Oreochromis niloticus; scaffold;
matriz extracelular acelular; biomaterial; duroplastia; dura-maéter; inflamacao; regeneragao
tecidual.






ABSTRACT

HISTOLOGICAL AND IMMUNOHISTOCHEMICAL EVALUATION OF SKULLS AND
ENVELOPES OF WISTAR RATS SUBJECTED TO CRANIECTOMY AND
APPLICATION OF AN ACELLULAR DERMAL MATRIX DERIVED FROM TILAPIA
(Oreochromis niloticus) SKIN OVER THE DURA MATER

Commercial dural regeneration matrices present high costs, often excluding low-income
populations from the benefits. To meet quality criteria, new biomaterials must undergo tests to
prove their efficacy in different clinical-surgical applications and a favorable cost-benefit ratio
for patients. Acellular dermal scaffold derived from Nile tilapia (Oreochromis niloticus) skin
has great therapeutic value, with applicability in various areas of regenerative medicine. This
study aimed to evaluate the histological results of craniectomy in Wistar rats using tilapia skin
scaffold compared to Duragen®, a dural regeneration matrix obtained from Integra
LifeSciences Corporation. A craniectomy was performed in 36 Wistar rats to expose the
epidural space, followed by implantation of the tilapia skin-derived scaffold (experimental
group) or Duragen® (control group). Both groups were also compared to a sham group.
Animals were observed for ambulatory capacity and wound healing. Biopsies were collected
at 15, 30, and 45 days post-surgery to assess inflammation, collagen deposition, fibroblast and
myofibroblast presence, neovascularization, and expression of neuron-specific enolase,
MDM2, and alpha-smooth muscle actin. The inflammatory process was self-limiting and
similar among groups. The tilapia scaffold induced the formation of a connective tissue
similar to Duragen® below the bone defect. Scanning electron microscopy revealed parallel
collagen fibers and fewer pores in the tilapia scaffold compared to Duragen®. In conclusion,
the tilapia-derived scaffold induced a self-limiting inflammatory process and the formation of
consistent connective tissue under the bone defect. Clinical evolution was similar between

groups.

Keywords: tissue engineering; tilapia skin; Oreochromis niloticus; scaffold; acellular

extracellular matrix; biomaterial; duraplasty, dura mater, inflammation, tissue regeneration.
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1 INTRODUCAO

O sistema nervoso central (SNC) ¢ envolvido por trés meninges (membranas
protetoras): pia-mater, aracnoide e dura-mater (Figura 1) (ADEEB et al., 2012). A pia-mater
(membrana mais interna) tem intimo contato com o tecido nervoso, adentrando sulcos e
fissuras, e ¢ seguida pela aracnoide (membrana mais fina, localizada entre as outras duas).
Entre essas duas membranas circula o liquido cefalorraquidiano (LCR), no espago
subaracnoide, cuja funcdo ¢ a defesa contra choques mecénicos e agentes infecciosos, além do
auxilio na remocdo de residuos e na circulagdo de nutrientes (ADEEB et al., 2012). J& a
membrana dura-mater ¢ mais espessa e externa e, consequentemente, pode ser danificada por

trauma, cirurgia ou infiltragcdo tumoral.

Figura 1 — Organiza¢do das meninges do sistema nervoso central (SNC).

Cranio/vértebras
> A Dura-miater

Camadas

Dura-mater
/J— Aracnoide

|

Pia-mater

Fonte: Elaborada pelo autor.

Quando necessaria, a restauracdo da dura-mater ¢ fundamental para evitar
complicacdes, como fistula liquorica, infec¢des, pneumoencéfalo e pseudomeningocele. A
fistula liquérica ¢ uma complicagdo cujo risco precisa ser reduzido por técnicas e materiais
disponiveis para a equipe médica, pois, além de elevar o custo e o tempo de internagdo (PIEK
et al., 2012; WEBER; PIEK; GUNAWAN, 2015), estd associada a maior morbimortalidade.
Muito comumente, essa restauragdo envolve o uso de tecidos autdlogos, tais quais pericranio,
galea e fascias musculares (BIROLI et al., 2008; OTTO et al., 2013; SNYDERMAN et al.,
2007).

A busca por biomateriais que sirvam como substitutos durais para correcdo da

perda de continuidade meningea tem sido tema de diversos estudos (BARBOLT et al., 2001;
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BERMUELLER et al., 2013; BIROLI et al., 2008; RABINOWITZ et al., 2005; ZERRIS et
al., 2007). Alguns critérios ja foram enunciados para tentar definir um substituto dural ideal:
assemelhar-se & dura-mater humana em espessura, flexibilidade e resisténcia; ser inerte; ter
superficie interna lisa, de forma que propicie a proliferacao de fibroblastos e a deposicao de
colageno; ser de fécil obtencao e de baixo custo; ter possibilidade de esterilizacdo e facilidade
de manipulagdo técnica (KHURANA ef al., 2024; NEULEN et al., 2011). Nesse contexto, a
razdo de se utilizar tecido oriundo da pele de tilapia estd em seu grande conteudo de colageno,
muito similar ao coldgeno de mamiferos, além do menor risco de transmissdo de zoonoses.
Além disso, ndo ha restrigdes religiosas associadas ao uso da pele de peixes, como € o caso de
derivados bovinos e suinos em algumas regides do mundo (BERMUELLER et al., 2013; LI et
al.,2017).

Uma tarefa ardua para os desenvolvedores de coberturas bioldgicas cicatrizantes ¢
encontrar ativos que atendam a demanda do mercado consumidor. Em vista disso, optou-se
por desenvolver alternativas aos biomateriais ricos em coldgeno bovino, como os dispositivos
de colageno da pele da Tilapia-do-Nilo (LIMA-JUNIOR et al., 2017, 2019). A matriz proteica
acelular (scaffold) oriunda da pele de tilapia (Oreochromis niloticus), desenvolvida pelos
pesquisadores do Nucleo de Pesquisa e Desenvolvimento de Medicamentos (NPDM) da
Universidade Federal do Ceara (UFC), apresentou biocompatibilidade, seguranga e eficacia
em testes pré-clinicos in vivo (MARTINS, 2023; SILVA, 2023). O termo scaffold ¢é utilizado
para identificar biopolimeros cuja fungdo ¢ servir de arcabougo para formacdo tecidual no
organismo. O scaffold acelular de pele de tilapia possui grande quantidade de colageno tipo I
e ¢ produzido com uma excelente relacdo de custo-beneficio, em parte devida a alta
disponibilidade da matéria-prima (LIMA-JUNIOR et al., 2017, 2019). Por todas essas razdes,
decidiu-se realizar o estudo experimental em ratos com o a matriz descelularizada derivada de

pele de tilapia.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 As meninges: dura-mater, aracnoide e pia-mater

Meninges, singular meninx, ¢ um termo grego que significa membrana e foi
primeiramente usado por Erasistratus no século III antes de Cristo (AC), para descrever a
membrana que recobre o sistema nervoso central (ADEEB et al., 2012). No século II depois
de Cristo (DC), Galeno detalhou duas camadas, chamadas pacheia e lepte. Estas foram
posteriormente observadas e traduzidas para o drabe como umm al-dimagh (mae do cérebro),
que foi subdividida por Hali Abbas em umm al-ghalida (mae dura) e umm al-raqiqar (mae
fina). Esses termos foram traduzidos literalmente para o latim no século XII pelo monge
Stephen de Antioch como dura mater e pia mater. O termo pia, aparentemente inadequado
(poderia ser tennus), permaneceu. Ja o termo aracnoide mater, a membrana existente entre a
dura-mater e a pia-mater, foi introduzido por Herophilus no século III AC, que também
descreveu sua relagdo com os ventriculos encefalicos. O termo mater deriva de mae (ADEEB
et al., 2012). A dura-mater tem um papel importante de barreira contra traumas mecanicos e

infec¢do, assim como outras fungdes mais complexas (KINACI et al., 2020).

2.2 Dura-mater em humanos

2.2.1 Anatomia

As meninges consistem em trés camadas: dura, aracnoide e pia-mdter (Figura 2).
A primeira € mais superficial e ¢ composta de trés camadas: periosteal (endosteal), meningea
e a de células limitantes (ADEEB et al., 2012). A camada periosteal ¢ bem aderida ao cranio,
e, com o aumento da idade, a dura torna-se mais espessa € mais aderida, também a calvaria,
exceto nas areas de seio venoso e nos sitios de reflexdo dural. As reflexdes ou invaginagdes
durais s3o quatro estruturas com camada dupla de dura-mater: foice do cérebro, tenda do
cerebelo, foice do cerebelo e diafragma da sela, enquanto os seios venosos sdo canais pelos
quais o sangue corre, entre as camadas durais endosteal ¢ meningea. Dentro dos seios € em
estruturas venosas (lagos venosos ou de Trolard) formam-se as granulagdes aracnodideas
esféricas ou ovoides, responsaveis por boa parte da absor¢ao do liquido cefalorraquidiano

(LCR) circulante no espaco subaracnodideo (ADEEB et al., 2012).
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Figura 2 — Anatomia da dura-mater.
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Fonte: Moore, Anatomia Orientada para a Clinica (2018).

Legenda: (1) Desenho destacando a dura mater, como envoltorio do encéfalo, com vascularizago (artéria e veia
meningeas médias), particularidade do seio sagital superior, ¢ sec¢do da dura mater demonstrando a camada
periosteal ¢ a camada meningea. (2) Desenho amplificando a particularidade do seio sagital superior cujas
paredes sdo as laminas periosteal e meningea da dura mater, as membranas aracnoide e pia mater.

2.2.2 Vascularizacdo

O principal suprimento vascular da dura mater localiza-se na sua camada externa
(perioesteal), cujas artérias sdo derivadas da artéria cardtida interna, etmoidal, maxilar,

faringea ascendente, lacrimal, occipital e vertebrais (ADEEB et al., 2012).

2.2.3 Inervacao

A inervacdo da dura-mater da fossa posterior e do clivo € feita por ramos dorsais
dos trés primeiros nervos cervicais, que entram pelo fordimen magno. J& a dura mater occipital,
da foice cerebelar, dos seios sigmoide e transverso e do foraimen magno sdo inervadas por
nervos derivados dos ramos ventrais dos dois primeiros nervos cervicais, que entram pelo
foramen jugular ou hipoglosso. E importante salientar também o papel dos nervos trigémeo e
vago na inervagao dessas areas. A inervacdo da dura supratentorial ¢ derivada principalmente
dos nervos etmoidais anterior e posterior ¢ das divisdes maxilares e mandibulares do nervo
trigémeo. A foice cerebral e a tenda do cerebelo sdo inervadas principalmente pela divisao

oftalmica do nervo trigémeo (ADEEB et al., 2012).
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2.2.4 Histologia

A camada mais externa da dura é composta de células alongadas e achatadas que
estdo em um eixo paralelo ao parénquima neural subjacente. Essas células t€m um processo
de ramificacdo que as mantém em contato com outras c€lulas vizinhas, ¢ a maioria delas tem
as mesmas caracteristicas dos fibroblastos, com nucleo alongado e grau variavel de formagao
fibrilar. Também tém sido reconhecidas células alongadas com nucleo oval, com mais
organelas e sem formacgao fibrilar, que repousam entre uma grande quantidade de colageno
fibrilar extracelular, misturado com uma menor quantidade de microfibrilas e fibras elasticas.
A abundancia de matriz extracelular (MEC) ¢ responsavel pela for¢a da camada mais externa
da dura, onde algum ostedcito, fibra nervosa e vasos sanguineos também tém sido
encontrados (ADEEB et al., 2012).

Em contraste, a camada meningea da dura contém mais fibroblastos e menos
matriz extracelular, o que a torna mais flexivel. A camada mais interna, camada celular da
borda dural, consiste em uma ou mais camadas de células achatadas, conectadas umas as
outras por aderéncias maculares (desmossomos), com matriz extracelular preenchida por
material ndo filamentar amorfo, sem coldgeno (ADEEB et al., 2012).

A camada periosteal da sela e dos seios cavernosos tem 0,4 mm de espessura,
enquanto a camada meningea tem 4 mm, comparada com 1 mm da dura adjacente (ADEEB et

al., 2012). A organizacao histologica da dura-mater humana pode ser visualizada na Figura 2.

2.3 Dura-mater em animais

A biocompatibilidade, a biodegradacao, a viabilidade e a eficacia dos dispositivos
médicos, como selantes e substitutos durais, devem ser sempre avaliadas, primeiramente, em
modelos in vitro e em animais. Apesar de haver caracteristicas histologicas diferentes entre as
membranas de dura-mater de diferentes espécies, por exemplo, espessura, composi¢do e
orientagdo dos fibroblastos, os resultados em animais permitem avaliar o processo
inflamatério da dura na presenga da matriz descelularizada, assim como a incorporagao ¢ a
proliferagdo de fibroblastos no dispositivo exogeno (Figura 3).

A dura-mater humana possui trés camadas celulares, conforme informado
anteriormente, ¢ uma espessura média de 564 um (ORTOLANI et al., 2015; ADEEB et al.,
2012). A dura humana ¢ a membrana mais espessa entre diversas espécies estudas, seguida

das membranas de outras espécies:
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a) Com trés camadas (periosteal, meningea, camada celular da borda dural):
bovinos (311 pm), porcinos (304 pum), caninos (233 um), felinos (201um),
leporinos (99 um) e coelhos (99 um);

b) Com duas camadas (fibrovascular ou perioesteal € mesotelial ou camada dural
limitante): equinos (313 um), caprinos (284 pm), ovinos (234 um) e ratos (49
pum).

As semelhangas morfoldgicas entre as membranas do rato e do homem sugerem
similaridades fisiopatoldgicas, que tornam o referido modelo animal adequado para o estudo
da duroplastia com matriz descelularizada de tilapia. Consequentemente, acredita-se que a
resposta tecidual ao experimento em ratos se aproxima da possivel resposta no ser humano.

No entanto, apesar da diferenca entre as espessuras e organiza¢do das camadas da
dura-mater entre as espécies, existem diversos fatores gerais e especificos semelhantes entre
elas. Dentre as caracteristicas gerais estdo o papel de barreira mecéanica da dura-mater e sua
posicao entre o encéfalo e a calota craniana. Entre as caracteristicas especificas estdo a sua
composi¢do, principalmente por colageno e fibroblastos, a presenca de vasos sanguineos na
camada fibrovascular e a presenca da camada mesotelial (camada de células da borda dural),
que, em todas as espécies, possui alta densidade de células em relagdo ao menor contetdo de
matriz extracelular.

A literatura ndo dispde de um modelo in vivo ideal para a pesquisa de novos
selantes e substitutos durais apds durotomia em humanos. Animais de médio porte (caes e
porcos) apresentam resultados confiaveis, tendo em vista a anatomia mais propicia a uma
técnica cirurgica similar a utilizada em humanos. Todavia, o uso de animais menores (ratos) ¢
vidvel, uma vez que sdo organismos modelo para estudo da biologia humana, e as pesquisas
baseiam-se nas semelhangas genéticas e fisiologicas entre as espécies. Os ratos sdo bons
modelos para experimentos que envolvem estudos sistémicos ou analise de multiplos tecidos
e orgdos, o que ¢ facilmente viabilizado em razdo do menor porte desses animais

(GREENHALGH, 2005; KARKUCAK et al., 2021; JANOWSKI, 2016).
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Figura 3 — Histologia da dura-mater humana (A) e de rato (B).

%_.,’ i

- Camada periosteal

~ Camada meningea

3> Camada da borda dural

Camada indistinta

Camada da borda dural

Fonte: Adaptado de KINACI et al. (2020, p. 172-173).

Nota: Imagens obtidas de microscopia: acima, dura-mater humana evidenciando 3 camadas (camada perioesteal,
camada meningea camada da borda dural) (A); abaixo, dura-mater de rato composta por duas camadas (camada
indistinta e camada da borda dural) (B). Ha diferencas quanto a espessura, numero de camadas e orientagdo dos
fibroblastos (paralela na humana e casual na do rato).
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2.4 Lesoes da dura-mater: etiologia, patologia e epidemiologia

O comprometimento da dura-mater pode ocorrer por causas traumaticas,
infiltragdes tumorais, hipertensdo intracraniana ou intervengdo cirurgica no encéfalo. Esse
comprometimento pode resultar em fistula liquérica, que, se ndo tratada em até 7 dias apods
um trauma cranioencefalico, apresenta 23% de risco de meningite, comparado com 3% de
risco em casos de correcao da fistula antes de 7 dias (BRODIE, 1997). Outras consequéncias
danosas da descontinuidade meningea sdo as herniagdes cerebrais e aderéncias
corticomeningeas, que podem originar focos epilépticos.

A presenca de fistulas liquéricas em contato com cavidades contaminadas (por
exemplo, cavidade nasal) predispde ao desenvolvimento de infecgdes. Logo, é necessario que
pacientes com meninges comprometidas sejam operados dentro do periodo ideal (3 a 7 dias)
desde o seu diagndstico, pois as complicacdes por infeccdo ndo sdo incomuns no ambiente

intra-hospitalar (CHUAN et al., 2020).

2.5 Reparo cirurgico da dura-mater

O reparo cirtrgico da dura-mater ¢ previsto em grande parte das abordagens
neurocirurgicas. Muito comumente, utilizam-se tecidos autdlogos, como galea, pericranio e
fascias de musculos (musculo temporal ou tensor da fascia lata sao frequentemente utilizados).
Quando se realizam abordagens endonasais, o reparo ¢ feito sem sutura do material que cobre
a falha dural, porém usam-se varias camadas nesse tipo de fechamento: retalho nasosseptal,
enxerto de gordura, enxerto de fascia muscular e substituto dural (PINHEIRO-NETO, 2012;
OTTO et al., 2013; PREVEDELLO, 2007; KASSAM, 2011).

O reparo cirtrgico da dura-mater em neurocirurgias convencionais abertas permite
que a correcdo da dura-mater seja realizada com sutura do enxerto utilizado, de forma que o
fechamento se torne imediatamente hermético. Galea e pericranio sdo as fontes preferidas
para realizar essa corre¢do, por razdes muito claras: sdo autdlogos, estdo presentes no proprio
sitio cirargico, podem ser removidos facilmente ja no acesso ciriirgico e tém excelente
resultado funcional (BERJANO; VINAS; DUJOVNY, 1999).

Entretanto, nem sempre ha disponibilidade de material autélogo, como retalho
nasosseptal, galea e pericranio, para realizar o fechamento da dura-mater. Isso se torna
especialmente facil de observar nos casos de reoperagdo, em que esses tecidos ja foram

utilizados na primeira abordagem. Outras situacdes sdo a presenga de grande
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comprometimento dural, por exemplo, tumores infiltrativos da dura-mater, lesdes traumaticas
com dano ou contaminagdo tecidual importantes e deformagdes extensas de base de cranio.
Nesses casos, 0 neurocirurgido precisa ter acesso a biomateriais que tenham estrutura capaz
de vedar a passagem de fluidos e tecidos entre os espagos intradural e epidural (BERJANO;
VINAS; DUJOVNY, 1999). A Figura 4 resume as origens dos biomateriais comumente

utilizados em duroplastias.

Figura 4 — Diversidade de fontes de biomateriais e tecidos para realizacdo da duroplastia,

divididas em tradicionais (autdloga, alogénica e xenogénica), poliméricas (sintéticos e

naturais) e produtos compostos (polimeros com material sintético).

.
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natural

Fonte: Adaptado de KHURANA et al. (2024).

Nota: Ilustracdo exemplificando tipos de enxertos utilizados em duroplastia, os quais sdo subdivididos em
tradicionais (autdlogo, alogénico e xenogénico), poliméricos (polimeros naturais e sintéticos) e polimeros
compostos (combinagdo de polimeros naturais e sintéticos).
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2.6 Inflamacio e reparo de tecidos

2.6.1 Resposta imune e processo inflamatorio

A resposta inflamatoéria possui trés fases principais: a aguda, a subaguda e a
cronica. Cada uma delas tem caracteristicas especificas e envolve diferentes tipos de células e
mediadores quimicos da inflamagdo. A resposta imune € composta por dois tipos de respostas:
a resposta imune inata e a resposta imune adaptativa (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI 2015).

A resposta imune inata ¢ a primeira linha de defesa do organismo contra agentes
invasores, por exemplo, bactérias, virus e fungos. E mediada por células fagocitarias, como os
macrofagos e neutrofilos, capazes de englobar e destruir os agentes invasores. Além disso,
envolve a liberagdo de substancias quimicas, como as citocinas, prostaglandinas, leucotrienos,
aminas biogénicas e espécies reativas de oxigénio (ABBAS; LICHTMAN; PILLAL 2015).

A resposta imune adaptativa ¢ um tipo de resposta do sistema imunoldgico que
ocorre apds a exposicdo a um antigeno especifico. Essa resposta ¢ mediada por células e
moléculas especificas, produzidas pela propria resposta imune. As células envolvidas incluem
linfocitos T e B, que reconhecem e se ligam a um antigeno especifico. Os linfocitos T
auxiliares (Th CD4+) ajudam a coordenar e ativar outras células do sistema imunologico,
enquanto os linfécitos B produzem anticorpos (imunoglobulinas) especificos para
reconhecimento e ligagdo ao antigeno. Os linfécitos T assassinos (Tk CD8+) atuam
principalmente no reconhecimento e ataque especifico a células estranhas ao organismo, ou
infectadas por agentes estranhos (bactérias, virus), ¢ na producdao de fatores citotoxicos
diretamente contra esses antigenos. Cada um desses tipos celulares possui subpopulagdes com

funcdes ainda mais especializadas (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI 2015).

2.6.2 Reparo tecidual e cicatrizacdo

Apo6s o dano tecidual, ocorre um evento com varias etapas sobrepostas a resposta
inflamatoria, chamado de cicatrizagdo (GUILLAMAT-PRATS, 2021). O processo cicatricial
de feridas ¢ dinamico, altamente controlado e coordenado, em que estdo envolvidas muitas
estruturas e muitos tipos celulares (Figura 5). Para o reparo tecidual ser efetivo, ¢ necessaria
uma altera¢do da actina do citoesqueleto das células envolvidas, que também devem secretar
proteinas da matriz extracelular, como os receptores de integrinas (MIDWOOD; WILLIAMS;
SCHWARZBAUER, 2004). O processo de cicatrizagdo (figura 5) engloba as fases de
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hemostasia e coagulacdo; de inflamagao e recrutamento celular; de proliferacao; e, por fim, de

maturacao (GUILLAMAT-PRATS, 2021).

Figura 5 — Fases da cicatrizacdo e tipos celulares envolvidos.

Monécitos/macréfagos

Fibroblastos

Numero de células

!

Hemostasia/coagulagdo

Inflamagéo
Fase proliferativa

Fase de maturagédo/resolugao

Fonte: Adaptado de Guillamat-Prats (2021, p. 2).

Nota: Grafico esquematizando a quantidade de cada tipo celular (eixo Y) e a fase da cicatrizagdo (eixo X). Eixo
Y: ratio of number of cells, propor¢do do niimero de células; eixo Y: fases da cicatrizagdo na seguinte ordem
cronoldgica: homeostase/coagulagdo, inflamagdo, fase proliferativa, fase de resolugdo/maturagio.

Na primeira etapa, uma matriz provisoria ¢ formada por fibrina e fibronectina,
desencadeando a ativacdo das plaquetas e da cascata de coagulag@o para constituir o trombo
ou coagulo no local da ferida (CALEY; MARTINS; O’TOOLE, 2015; KIM ef al., 2003). As
plaquetas liberam fatores de crescimento e proteinas adesivas que estimulam o processo
inflamatério e a migracdo celular para a ferida (MIDWOOD; WILLIAMS;
SCHWARZBAUER, 2004). O recrutamento das células da imunidade inata inicia a fase
inflamatoria, em que devem ser eliminadas as células danificadas e os patogenos. Para isso,
leucocitos e células residentes do tecido inflamado secretam fatores de crescimento, citocinas
e enzimas causadoras de edema, rubor, calor e dor no local da ferida, cuja limpeza ¢ realizada
por neutrdfilos e por macrofagos diferenciados de mondcitos (oriundos da circulagao
sanguinea). Esses fagocitos degradam e fagocitam debris celulares e teciduais (PASTAR ef al.,

2014; SUETAKE et al., 1996).
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Os principais objetivos da fase proliferativa é a cobertura e o preenchimento da
ferida, cujas margens comegam a se contrair pela acdo de fibroblastos ativados e
diferenciados em miofibroblastos. Em seguida, o processo de reepitelizagdo se inicia,
caracterizado pela producao e liberagao de proteinas de matriz extracelular, principalmente a
fibronectina e o colageno (LEAVITT et al, 2016; MIDWOOD; WILLIAMS;
SCHWARZBAUER, 2004; VELNAR; BAILEY; SMRKOLJ, 2009). Finalmente, na fase de
maturagao, as fibras de coladgeno se reorganizam de tipo III para tipo I e o tecido se remodela,
adquirindo for¢a e flexibilidade, concomitantemente ao desenvolvimento do epitélio e a
neovascularizagdo (BARON; GLATZ; PROKSCH, 2020; PAKYARI et al., 2013).

A falha na cicatrizacdo esta associada a um processo inflamatério continuo
(cronico) e localizado, assim como ao tabagismo, a desnutricdo, a medicagdes e a radiagao
(EMING et al., 2009). Nesse contexto, as respostas imunes inata e adaptativa sdo importantes
para a resolucdo da inflamacdo (EMING; KRIEG; DAVIDSON, 2007). Fibroblastos e
miofibroblastos secretam metaloproteinases (MMP), enzimas envolvidas no remodelamento
do colageno tipo III para o tipo I, para fechar a ferida, entre outras importantes conversoes.
Esse equilibrio entre sintese e hidrolise de proteinas da matriz extracelular esta relacionado a
cicatrizagdo tecidual e a resisténcia mecanica, de forma que quantidades excessivas de
colageno (por aumento de sintese ou por atraso em sua reabsor¢ao) ¢ de outros componentes
da MEC podem se acumular na ferida, levando a formacdo de queloides ou cicatrizes
hipertréficas. Muitos 6rgdos podem sofrer com esse reparo inadequado, como os pulmoes
(fibrose pulmonar) e o figado (fibrose hepatica), com perda de fun¢do ou mesmo faléncia
completa (PASTAR et al., 2014; SUETAKE et al., 1996).

Algumas doengas também estdo associadas a um processo de cicatrizagdo
inadequada. Entre elas estdo o diabetes mellitus, a obesidade, a hipertensao arterial sist€émica

e as doengas vasculares (GUILLAMAT-PRATS, 2021).

2.6.3 Aspectos especificos da inflamacdo e do reparo da dura-mdter

Conforme abordado anteriormente, a dura-mater humana tem uma camada externa
aderida ao cranio e outra interna em contato com as leptomeninges. A primeira ¢ chamada de
dura periosteal e ¢ formada por tecido conjuntivo denso; ¢ a segunda, de dura meningea,
composta por tecido conjuntivo fibroso (KHURANA et al., 2024). A reparacdo tecidual
normal da dura-mater ocorre a partir de proliferacdo de fibroblastos ¢ do desenvolvimento de

fibras do tecido conectivo (KHURANA et al., 2024). Todavia, defeitos durais grandes
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requerem substitutos durais para conter o contedo encefalico e estruturar a reparagao dural,
de forma que o enxerto ¢ degradado enquanto a dura-mater € restaurada. Os substitutos durais
interagem com as células e tecidos adjacentes, induzindo bioatividades locais, que permitem
melhorar o crescimento e a proliferacdo das células no sistema bioldgico (KHURANA et al.,
2024).

Estudos experimentais de biocompatibilidade de biomateriais com a dura-mater
consideram como parametros para analise de qualidade do scaffold a anélise histoldgica, a
presenca de aderéncia ao cortex cerebral, o desenvolvimento de fistula liquérica e a

incorpora¢do do scaffold aos tecidos circunjacentes.

2.7 Colageno: estrutura e funcio

O coldgeno ¢ uma estrutura macromolecular de tripla hélice, subdividida em 28
tipos, que pode iniciar ¢ manter a interagao entre as células e a matriz extracelular (HOLMES
et al., 2018). Os tipos mais comuns sdo o I, o I e o III. O colageno tipo I constitui, em
elevada proporcdo, o contetido de vasos, pele, tenddes, ossos, cépsulas de 6rgdos, cornea e
fascias (NAOMI; RIDZUAN; BAHARI, 2021). E formado por aproximadamente 1000
aminoacidos, seu comprimento pode chegar a 300 nm e sua largura entre 1 a 5 nm. O
colageno tipo II ¢ menos abundante que os I e III e esta presente na cartilagem articular e no
disco intervertebral. J& o coldgeno tipo III estd presente em musculos, vasos sanguineos, utero
e intestino. Em cada tecido onde esta presente, o colageno exerce um papel: fortalece
estruturas Osseas, incrementando elasticidade da pele e resisténcia a tracdo em ligamentos

(RICARD-BLUM, 2011).

2.7.1 Estrutura do colageno

Em geral, os coldgenos sdo as maiores proteinas da matriz extracelular de tecidos
conectivos e seus dominios sdo geralmente chamados de colagenos (COL) e ndo colagenos
(NC) (MIENALTOWSKI; BIRK, 2014). O numero de dominios COL e NC esta relacionado a
cada tipo especifico de coldgeno. Entre os genomas dos vertebrados e invertebrados
superiores existem 28 glicoproteinas de colageno distintas (numeradas de 1 a XXVIII),
codificadas por ao menos 45 genes (MIENALTOWSKI; BIRK, 2014). Ha também os FACITs,
do inglés fibril-associated collagens with interrupted triple hélices (colagenos com triplas

hélices interrompidas associados a fibrilas), proteinas semelhantes ao colageno com
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capacidade de associagdo a fibrilas colagenosas e de interagdo com proteinas nao colagenosas
da matriz extracelular (RICARD-BLUM, 2011). Entre os FACITs, pode-se citar como
exemplos os colagenos XII e XIV (MIENALTOWSKI; BIRK, 2014). Vide Figuras 6 e 7 para

uma melhor compreensao dos niveis de organizacao estrutural do coldgeno e de suas fibrilas.

Figura 6 — Organizagdo das estruturas formadas pelo colageno.
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Fonte: Adaptado de Naomi, Ridzuan e Bahari (2021, p. 4).
Nota: Microestrutura do coldgeno tipo I, evidenciando a fibrila, a microfibrila (estrutura heterotrimera), a
molécula de colageno, a tripla hélice e a estrutura primaria na cadeia alfa.
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Figura 7 — As proteinas FACIT: colageno XII (a) e colageno XIV (b).
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Fonte: Mienaltowski e Birk (2014).

Legenda: a) ilustracdo de um dominio de uma estrutura de colageno encontrada em tenddes e ligamentos; o
colageno XII pode ter cadeias de aminoglicano ligadas por ligagdo covalente; b) os colagenos FACIT associam-
se a superficie da fibrila de colageno (formada por moléculas de colageno agregadas).

O colageno pode ser homotrimérico, composto por trés cadeias alfa idénticas, ou
heterotrimérico, formado por cadeias alfa diferentes. Os tipos de coldgeno podem ser
agrupados conforme a organizacdo superestrutural, a exemplo dos tipos I, II e III, que formam
fibrilas, e sdo compostos por um longo dominio de tripla hélice (300 nm), com periodicidade
de 67 nanometros (MIENALTOWSKI; BIRK, 2014). Os colagenos formadores de fibrila sao
os mais abundantes nos vertebrados: o tipo I é o predominante em ligamentos e tenddes, o
tipo II compde as regides fibrocartilaginosas da entese de tenddes e ligamentos, e o tipo III &
mais abundante durante o desenvolvimento embrionario, reduzindo sua quantidade durante o
desenvolvimento (BIRK; MAYNE, 1997).

A sintese de colageno tipo I (COL-I) é complexa e inclui uma ampla gama de
genes transcritos para a formacdo de estruturas heterotriméricas e fibrilas, compreendendo as
etapas de transcricdo, tradugdo, modificacdo poés-traducional, formacao de tripla hélice e

secre¢ao do colageno I (NAOMI; RIDZUAN; BAHARI, 2021). A sequéncia das cadeias
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polipeptidicas do dominio triplo-helicoidal é formada por repeticdes G-X-Y, em que G ¢
glicina e X e Y qualquer outro aminodcido, normalmente prolina e hidroxiprolina (BOU-
GHARIOS; ABRAHAM; CROMBRUGGHE, 2020; HENRIKSEN; KARSDAL, 2016). A
glicina na terceira posi¢do ¢ fundamental para garantir a estrutura helicoidal, e, em um estagio
tardio, essa sequéncia de trés residuos de aminoacidos sera empacotada em um formato
hexagonal para formar o coladgeno fibrilar alongado (HENRIKSEN; KARSDAL, 2016).

As moléculas presentes no COL-I, sob certas condi¢des, tém capacidade de
automontagem em fibras macroscopicas, fibrilas microscopicas e feixes de fibrilas
(KUBYSHKIN, 2019). O COL-I ¢ codificado por 2 genes: COLIAI, localizado no brago
longo do cromossomo 17, 17q21.3-q22, ¢ COLIA2, localizado no bragco longo do
cromossomo 7, 7q21.3-22.1 (KUBYSHKIN, 2019).

As principais fontes de colageno tipo I sdo tecidos de bois, porcos, aves e peixes.
O COL-I bovino carece de alguns aminoacidos, ademais, 3% da populagdo humana tem
alergia a ele. Outro problema que eleva o risco da sua utilizagao ¢ a doenga pridnica, como a
encefalopatia espongiforme (SORUSHANOVA et al., 2019). Por outro lado, o colageno de
aves tem sido limitado por causa da gripe aviaria, enquanto o de porco tem alto risco de
transmissdo de zoonoses. O colageno derivado de medusas (especialmente as da espécie
Rhopilema esculentum) tem uma boa perspectiva de uso, pela pureza e pelo bom custo-
efetividade, assim como o de ovinos, que ndo esta relacionado a transmissdo de doencas
(SORUSHANOVA et al., 2019).

O coléageno tipo I extraido de peixes exibe uma alta solubilidade em écido diluido,
em comparacdo com o equivalente extraido de mamiferos e aves. Também ¢ mais resistente a
desnaturagdo térmica. Ele exibe alto grau de similaridade entre cadeias al e a2, em relagdo a

colagenos do mesmo tipo em outras espécies (LEON-LOPEZ et al., 2019).

2.8 Biomateriais utilizados em medicina regenerativa

Um biomaterial para substituicdo da dura-méter deve ter propriedades mecanicas
(forca e flexibilidade) semelhantes a dura-mater humana saudavel. Nesse sentido, deve
permitir um fechamento dural hermético; ter baixa antigenicidade e toxicidade tecidual; ser
livre de qualquer tipo de infeccdo conhecida; ser facil de manusear e estar prontamente
disponivel quando necessario (BERJANO; VINAS; DUJOVNY, 1999).

Os enxertos autdlogos, como féscia lata e pericranio, sdo bastante utilizados em

neurocirurgia por ndo serem toxicos, serem vascularizados e ndo imunogénicos (KHURANA,
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2024). No entanto, em algumas situagdes, tais quais reoperagdes, falhas durais grandes e
cirurgias endoscopicas endonasais, a extracdo de enxertos pode ndo ser satisfatdria. No caso
das endoscopias endonasais, a utilizagdo do retalho nasosseptal reduziu de 20% para 5% a
frequéncia de complicagdes relacionadas a abertura do assoalho selar, como a fistula liquorica
(OTTO et al., 2013; PINHEIRO-NETO, 2012). Um problema da extracdo do retalho
nasosseptal ¢ a possivel ocorréncia de perfuracdes septais (PINHEIRO-NETO, 2012).
Entretanto, estudos com matriz de coldgeno para reparo de septo nasal em ratos tém
demonstrado redugdo na incidéncia dessa perfuragdo, pois, entre outras razdes, a matriz
proteica favorece a aderéncia de condrécitos e a produ¢do de matriz extracelular colagenosa,
que preenche a descontinuidade da zona doadora de autoenxerto (BERMUELLER, et al.,
2013).

Mesmo em casos em que se pode utilizar enxertos autdlogos, a manipulagdo do
sitio cirurgico doador ¢ inconveniente, pois eleva a chance de complicacdes, tais quais
infeccdo e dor em area ndo relacionada ao procedimento principal. Por isso, diversos estudos
tém avaliado diferentes tipos de substitutos durais, os quais podem também ser classificados
em enxertos tradicionais e poliméricos (KHURANA et al., 2024).

Os enxertos tradicionais sdo os autdlogos, os alogénicos e os xenogénicos
(KHURANA, 2024). Enxertos autélogos sao aqueles originados do préprio paciente, como os
de galea, de pericranio ou de fascia muscular, comumente usados em neurocirurgia. Os
alogénicos sdo os derivados de outro individuo da mesma espécie, por exemplo, membrana
amniodtica e derme acelular. J4 os xenogénicos originam-se de individuos de espécies
diferentes, como o pericardio bovino e porcino. Diversos materiais ja foram testados para
substituir a dura-mater, como materiais sintéticos e matrizes de colageno de origem animal. O
custo deles, contudo, onera significativamente o sistema de satde (WEBER; PIEK;
GUNAWAN, 2015).

Os enxertos poliméricos, por sua vez, podem ser ainda subdivididos em naturais e
sintéticos. Sao exemplos de polimeros naturais o colageno, a fibroina da seda, a quitosana ¢ a
celulose, e de polimeros sintéticos a policaprolactona (PCL), o 4cido poliglicolico (PGA), o
poliuretano e o poli-L-4acido-latico (PLLA) (SNYDERMAN et al., 2007; KHURANA, 2024).

No Quadro 1 sdo apresentadas as caracteristicas de alguns substitutos durais.
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Quadro 1 — Classifica¢do dos diversos tipos de substitutos durais e exemplos de materiais

empregados em sua composicao.

TiPO NOME ORIGEM DO MATERIAL
Tradicional
Autologo Pericranio, fascia lata Tecido do proprio individuo
Alogénico Matriz dérmica Derme humana acelular
Xenogénico Biodesign® Submucosa de intestino delgado de porco
Heart® Pericérdio equino
Polimeros naturais
Duragen® Colageno do tendao bovino
Dura-guard® Colageno do pericardio bovino
Durapair® Colageno da pele de feto bovino
TissuDura® Colageno de tendao de Aquiles equino

Polimeros sintéticos

BCM (Bacterial Cellulose
Membrane)

PCL

PLLA

PGA

Neuro Patch®

Celulose bacteriana

Policaprolactona
Acido poli-L-latico
Acido poliglicolico

Poliuretano

Fonte: Elaborado pelo autor.

Os scaffolds também sao classificados como suturdveis e ndo suturaveis, a
depender de suas estruturas, que podem permitir ou ndo a sutura em tecidos adjacentes. As
membranas suturaveis sao scaffolds com tecidos mais densos e resistentes a tracdo, enquanto
as ndo suturdveis sdo mais fridveis. Sao exemplos de enxertos suturaveis comercializados e,
portanto, com aprovacdo dos 6rgdos reguladores Food and Drug Administration (FDA) e
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA): o Dura-Guard, derivado de pericardio
bovino e fabricado pela empresa Synovis Life Technologies, e o Durepair, derivado de tecido
fetal bovino e fabricado pela empresa Medtronic (dados dos fabricantes).

Um exemplo de enxerto dural ndo suturdvel ¢ o Duragen®, uma matriz de
colageno proveniente do tendao de Aquiles de bovinos, produzida pela empresa Integra. Essa
membrana ja foi submetida a diversos estudos e é aprovada pelo FDA e pela ANVISA, sendo
amplamente utilizada em neurocirurgia dentro e fora do Brasil (dados do fabricante). Por esse
motivo, foi usada como referéncia para o nosso estudo.

A matriz de colageno Duragen® estd disponivel no mercado brasileiro, registrada

na ANVISA sob o numero 10306840037, bem como nos mercados norte-americano € europeu.
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Estd indicada para uso no fechamento de falha dural em qualquer localidade do sistema
nervoso central. E um material de alto custo para o sistema de saude brasileiro, o que torna
inviavel sua utilizagdo em neurocirurgias de rotina nos hospitais publicos e privados.

Apesar de haver grande variagdo na composi¢do dos materiais usados em
duroplastia, influenciando aspectos como manejo operatdrio do material e resposta biologica,
aqueles baseados em matriz de colageno tém sua eficacia consistentemente comprovada em

diversos ensaios experimentais (ZERRIS et al., 2007).

2.8.1 Biomateriais de origem sintética

As matrizes sintéticas apresentaram-se como um biomaterial viavel na qualidade
de substituto bioldgico da dura-mater craniana. Dentre os substitutos sintéticos de dura
incluem-se, em sua maioria, coldgeno purificado, uretano de poliéster altamente purificado e
politetrafluoretileno (BARBOLT et al., 2001; DENG et al., 2016). Todavia, esse tipo de
material ndo ¢ tdo biologicamente dinamico quanto o ambiente da MEC de origem natural.

Diversos materiais foram utilizados no reparo da dura-mater, iniciando-se com os
metais: ouro, prata, platina, aluminio, niquel e ago (BERJANO; VINAS; DUJOVNY, 1999).
Contudo, a maioria deles sofre encapsulacdo e forte formacdo adesiva, motivo pelo qual
foram abandonados em favor das membranas organicas (BERJANO; VINAS; DUJOVNY,
1999). A utilizacdo de enxertos sintéticos tem sido investigada desde os anos 1970, incluindo
o uso de polivinil, polietileno, orlon, vinion, silicone, dacron e polidimetilsiloxano.
Posteriormente, novos materiais biossintéticos, como vicril, polidioxanone, celulose
biossintética e politetrafluoretileno, foram introduzidos no reparo de dura-mater. O objetivo
da utilizacdo desses substitutos ¢ promover a protecdo do encéfalo e reduzir a chance de
fistula liquorica (BERJANO; VINAS; DUJOVNY, 1999). A principal vantagem dos materiais
sintéticos estd na seguranga quanto a doencas prionicas (doenca de Creutzfeldt-Jakob), pois
nao oferecem risco de desenvolvimento das encefalopatias relacionadas (DENG et al., 2016).
Esta ¢ uma preocupacao a que sempre se deve estar atento, principalmente quando se utilizam

derivados biologicos bovinos (DENG et al., 2016).

2.8.2 Biomateriais de origem biologica

Diferentes aloenxertos de membranas bioldgicas foram sugeridos para o reparo

dural (musculo, pele, pericranio, peritonio ¢ membrana amniotica); a maioria deles, entretanto,
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produz adesao entre a dura e o encéfalo (BERJANO; VINAS; DUJOVNY, 1999). Apesar de
dura-mater, pericardio bovino e fascia lata provocarem inflamac¢do branda e pouca adesdo
com o encéfalo, a preocupagdo com a doenca de Creutzfeldt-Jakob e com outras doencas
pridnicas limitaram o uso desses tecidos pelos neurocirurgides (THADANI et al., 1988).

Os biomateriais durais de matriz de coldgeno animal processado estdo sendo
utilizados ha algumas décadas, com comprovagdo de beneficio tal qual reducdo das
complicac¢des ja mencionadas (BIROLI et al., 2008; ZERRIS et al., 2007), assim como de
toxicidade tecidual e biocompatibilidade (RABONOWITZ et al., 2005). Em cirurgias
endoscopicas, o enxerto € posicionado intraduralmente (inlay), extrapolando a margem dural
em 1 cm (SNYDERMAN et al., 2007) em contato com a aracnoide, sem sutura, seguido pela
sobreposi¢do de cola bioldgica e pelo retalho nasosseptal (BIROLI et al., 2008). As matrizes
de coldgeno podem ser divididas em dois grupos: suturdveis (chamadas de “filmes”) e ndo
suturdveis (chamadas de “esponjas”). Essa divisdo estd relacionada a técnica cirrgica que
pode ser empregada na sua utilizagdo, porém a escolha da técnica esta ligada as caracteristicas
biofisicas da membrana.

As membranas com coldgeno mais denso sdo mais resistentes a tracdo e, portanto,
sao adequadas a sutura. Estas devem ser utilizadas entre as bordas de dura-mater,
preenchendo o espago entre elas, e ser suturadas com ponto continuo, usando fio prolene 4-0
ou 5-0. Sdo exemplos dessas membranas: Dura-Guard (SYNOVIS LIFE TECHNOLOGIE),
Durapair (Medtronic) e Neuro-Patch (Aesculap), que tém a vantagem de permitir um
fechamento hermético, fundamental para uma cirurgia em que a pressdo liquorica exerce alta
pressdo sobre as falhas durais, como a fossa posterior. A desvantagem ¢ que o fechamento
leva um pouco mais de tempo (informagdes dos fabricantes).

As membranas de colageno menos densas, mais porosas, sao mais fridveis e ndo
suportam sutura, pois sdo laceradas pela passagem da agulha e do fio de sutura. Sao utilizadas
sobrepostas a falha dural, de forma que recubram, além da falha, alguma extensdo de borda da
dura-mater. A vantagem ¢ sua utilizagdo possibilitar um fechamento mais rapido em relagao as
membranas suturdveis, € a desvantagem consiste em ndo suportar o fechamento onde a
pressdo liquorica € grande sobre as falhas durais (KHURANA ef al., 2024).

As correcoes durais na convexidade encefalica sdo ainda mais comuns. Nelas,
mesmo quando ha possibilidade de utilizagdo de enxerto autélogo, pode haver necessidade de
reforcar o fechamento com uma matriz de coldgeno. Os arcaboucos teciduais de origem

natural propiciam uma estrutura indutora de reparo, até que o tecido regenerado os degrade,
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absorva e substitua, favorecendo o remodelamento tecidual, com alta biocompatibilidade e

baixa imunogenicidade (KHURANA et al., 2024).

2.9 A pele de tilapia: matéria-prima para biomateriais empregados em medicina

regenerativa

A tilapia-do-nilo (Oreochromis niloticus) pertence a familia dos ciclideos e ¢
oriunda da bacia do rio Nilo, estando amplamente disseminada nas regides tropicais €
subtropicais. Sua pele ¢ um subproduto de descarte da industria de pescados, e apenas 1% ¢
usado para artesanatos. Os primeiros estudos sobre a pele de tildpia iniciaram-se em 2015 no
Nucleo de Pesquisa e Desenvolvimento de Medicamentos (NPDM) da UFC, pelos
pesquisadores Dr. Edmar Maciel Lima Junior, Dr. Manoel Odorico de Moraes, Dr. Felipe
Augusto Rocha Rodrigues e Dr. Carlos Roberto Koscky Paier.

Uma tarefa ardua para os desenvolvedores de coberturas cicatrizantes ¢ encontrar
ativos que atendam a demanda do mercado consumidor. Posto isso, optou-se por desenvolver
alternativas as coberturas bioldgicas ricas em coldgeno bovino, e dentre elas estd o curativo de
pele da tilapia (LIMA-JUNIOR et al., 2017, 2019). Os derivados da pele de tildpia tém sido
estudados extensivamente como biomateriais indutores de regeneracdo tecidual, por serem
ricos em colageno semelhante a0 de mamiferos, com menor risco de transmissao de zoonoses
e sem restri¢cOes religiosas associadas. De fato, biomateriais derivados de tecidos bovinos e
suinos sofrem restrigdes religiosas em algumas regides do mundo (YAMADA et al., 2014).

Estudos histologicos da pele de tilapia mostraram uma epiderme revestida por um
epitélio pavimentoso estratificado, seguido de extensas camadas de colageno (LIMA-JUNIOR
et al., 2017, 2019). A pele de tilapia tem morfologia microscopica e propriedades
biomecanicas semelhantes as da pele humana, com predominéncia de colageno tipo I (ALVES
et al., 2015). O colageno tipo III também compde sua estrutura, entremeando o colageno tipo
I, dando-lhe maior elasticidade (ALVES et al., 2015).

Os primeiros produtos desenvolvidos a partir da pele de tildpia foram o curativo
bioldgico conservado em glicerol e o liofilizado, usados com sucesso em varias aplicagdes
médicas: cirurgias plasticas (tratamento de queimados e sindrome de Apert), ginecoldgicas
(reconstrucdo e redesignacdo vaginal) e tratamento de feridas diversas (LIMA-JUNIOR et al.,
2017, 2019; MONTE et al., 2022; RODRIGUEZ et al., 2020). A alta biocompatibilidade, a
baixa relagdo custo-beneficio e a reprodutibilidade da aplicagdo clinica do curativo tornaram-

no uma significativa inova¢ao na medicina regenerativa. Esse primeiro sucesso proporcionou
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um aprofundamento dos estudos das propriedades terapéuticas da pele da tilapia, resultando
em uma nova etapa da pesquisa: o desenvolvimento da matriz proteica acelular (scaffold),
oriunda de pele de tilapia, para uso em cirurgias internas e reconstrutivas.

A pele de tilapia liofilizada ndo pode ser utilizada como substituto dural pela
abundancia de antigenos presente nas células da epiderme, o que poderia causar uma rea¢ao
inflamatoéria acentuada. Em contrapartida, a estrutura da matriz extracelular pdde ser
processada para retirada seletiva de células, por meio de diversas técnicas, como tratamentos
com produtos de a¢do detergente, acidos, alcalinos, proteoliticos e nucleasicos (dados ndo
publicados).

E reconhecido o valor terapéutico da matriz proteica acelular (scaffold) derivada
de pele de tilapia, desenvolvida pelos pesquisadores do NPDM-UFC, com alta
biocompatibilidade, seguranca e eficdcia nos testes pré-clinicos (MENDONZA
HERNANDEZ, 2020; MARTINS, 2023; SILVA, 2023). Ela possui alta quantidade de
colageno tipo III, alta disponibilidade da matéria-prima e ¢ produzida com uma excelente
relacdo custo-beneficio (LIMA-JUNIOR et al, 2017, 2018). Comparativamente, 0s
biomateriais derivados de bovinos também sao utilizados na fun¢do de xenoenxertos, mas
possuem alto custo (APRILE; LETOURNEUR; SIMON-YARZA, 2020; HERFORD et al.,
2012; KIM et al., 2011; ORTOLANI et al., 2015). Logo, a pele de tilapia apresenta-se como
uma fonte alternativa de colageno na regeneragdo tecidual (LIMA-JUNIOR et al., 2017,
2019).

O scaffold ¢ um arcabouco constituido principalmente por coldgeno, cuja estrutura
facilita a migracao e a integracao de diferentes tipos celulares que produzem fibras colagenas,
fibras elasticas e glicoproteinas durante a fase de reconstru¢ao dural (KHURANA, 2024). Nos
estudos de Lima Verde ef al. (2021), o colageno com alto nivel de hidrolise, isolado de pele de
tilapia, promoveu a diferenciacdo osteoblastica em um estudo de regeneracdo Ossea de
mandibulas de ratos, em fun¢ao da sua grande quantidade de colageno tipo 1.

E importante ressaltar que o colageno tipo I, o principal constituinte da MEC, ¢
também responsavel pela resisténcia e pela elasticidade tecidual. A presenca dessa proteina
em abundancia no biomaterial agrega propriedades satisfatérias, favorecendo ainda mais o
processo regenerativo. A matriz proteica acelular da pele de tilapia, rica em COL-I, deve
possuir estas propriedades:

a) Biocompatibilidade: o biomaterial ¢ compativel com o tecido ou 6rgido no qual

serd implantado, para evitar respostas inflamatdrias ou rejei¢des;
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b) Biodegradabilidade: o biomaterial pode ser degradado absorvido pelo

organismo ao longo do tempo, sem deixar residuos toxicos ou prejudiciais;

c) Estabilidade: o biomaterial ¢ estdvel na sua forma e composicao quimica, para

evitar a liberagdo de substancias toxicas ou prejudiciais ao organismo;

d) Resisténcia mecanica: o biomaterial suporta as cargas e os movimentos do

tecido ou 6rgdo no qual sera implantado;
e) Hipoalergenicidade: o biomaterial ndo causa reagdes alérgicas no organismo;
f) Esterilizacdo: o biomaterial ¢ passivel de esterilizagdo para evitar a
contaminagao por microrganismos que possam causar infecgoes; e

g) Seguranca toxicoldgica: o biomaterial ¢ testado para garantir que ndo possui
efeitos toxicos ou carcinogénicos no organismo (MARTINS, 2023; SILVA,
2023).

Essas propriedades j4 haviam sido alcangadas pela pele de tilapia liofilizada,
desenvolvida para uso externo. O desafio atual ¢ a criagdo de um material que detenha as
mesmas propriedades, mas seja indicado para uso interno, em contato com tecidos e 6rgaos.
No caso dos substitutos durais do presente estudo, o biomaterial deve entrar em contato com
meninges, encéfalo, calota craniana, muasculo e subcutdneo e manter as referidas propriedades.
Nesse contexto, desenvolveu-se uma matriz extracelular descelularizada, derivada da pele de
tilapia (MENDONZA HERNANDEZ, 2020; MARTINS, 2023; SILVA, 2023).

Os eventos neurocirrgicos sdo situagdes de quebra de barreira hematoencefalica
e, portanto, deve-se atentar de maneira redobrada a situagdes de inflamacao e infeccao. A
presenga abundante de colageno tipo I e, em menor quantidade, tipo III na pele de tilapia, que
sdo semelhantes ao padrdo de arranjo espacial das fibras de coldgeno humanas, garantiria a
conforma¢do desejada do produto. O desafio, no entanto, ¢ padronizar a sequéncia de
reagentes de descelularizagdo da pele de tildpia sem alterar as conhecidas caracteristicas
biologicas do tecido original.

A produgdo da matriz descelularizada (scaffold) inclui a retirada mecanica das
peles dos peixes, lavagem em 4gua corrente, descontaminacdo microbioldgica,
descelularizacdo, detoxificagdo e retirada dos melandforos, seguida de lavagens sucessivas
com solugdo salina contendo nucleases, congelamento a -80°C, liofilizacdo e esterilizacdo
(MENDONZA HERNANDEZ, 2020; SILVA, 2023), conforme a Figura 8. As analises
histologicas do scaffold demonstraram a organizacdo fibrilar do coldgeno, alto nivel de
descelularizagdo, auséncia de toxicidade in vitro e excelente biocompatibilidade in vivo

(SILVA, 2023).



40

Figura 8 — Produgdo da matriz proteica acelular oriunda da pele de tilapia (Orechromis

niloticus).

J—> Retirada das proteinas ndo colagenosas + enxague

- ’—‘—> Descontaminacio
—‘—> Descelularizacio

—I_. Enxague com solugdo salina e adicionais
£ |_> ;
RETIRADA DOS MELANOFOROS
‘_> Enxague com solugdo salina contendo enzimas

Fonte: Dados do experimento.

Estudos in vivo em neurocirurgia possibilitardo elucidar o comportamento
bioldgico da matriz proteica acelular da pele de tilapia em duroplastias, e outros grupos de
estudo j& estdo investigando-a em modelos animais de outras areas médicas (urologia,
oftalmologia, cardiologia, ortopedia e cirurgia geral). Nessas pesquisas, a analise do potencial
inflamatério do biomaterial ¢ de suma importancia para avaliar a aplicagao do dispositivo
médico em praticas clinico-cirurgicas.

O uso do scaffold da pele de tilapia como substituto dural proporcionaria o acesso
dos pacientes aos beneficios auferidos pelo produto, mas ¢ necessario estudar o efeito da
cicatrizagdo produzida por esse material, essencialmente, em modelos animais. A cicatrizagao
ou regeneracdo da dura-mater ¢ um evento complexo, visto que existem varios tipos de
células envolvidas, cada uma desempenhando um papel diferente, em momentos distintos,
durante o processo de cura. A importancia ¢ a necessidade de usar modelos animais nos
estudos iniciais reside em obter um modelo de analise mimético do ambiente do processo de
cicatrizagdo humana (GREENHALGH, 2005), para avaliacdo de potenciais danos as células
do sistema nervoso ou as células dos tecidos adjacentes ao sistema nervoso (membrana dural,
0sso ¢ pele).

O uso do scaffold de pele de tilapia como substituto dural tem o potencial de

reduzir significativamente o custo dos procedimentos neurocirirgicos que necessitem de
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substitutos durais, levando em consideragdo o elevado preco dos materiais disponiveis

comercialmente na atualidade.
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3 OBJETIVOS

Avaliar a intensidade do processo inflamatério, a absor¢do do biomaterial ao
longo do tempo e a sua substituicdo por tecido conjuntivo sobre o encéfalo de ratos
submetidos a craniectomia e ao implante de matriz dérmica acelular de pele de tilapia
(MDAPT) em espaco epidural. Anélise ultra estrutural das membranas de Duragen e da matriz

dérmica acelular de pele de tilapia por microscopia eletronica de varredura.

3.1 Objetivos especificos

Os objetivos especificos sdo:
a) No pos-operatorio:
- Avaliar se os animais apresentam algum sinal neuroldgico apds a cirurgia;
- Avaliar se apresentam alguma sindrome infecciosa;
- Avaliar se apresentam fistula liquoérica aberta (saida de liquor pela ferida
operatoria);
- Avaliar se apresentam fistula contida no momento do sacrificio (presenga
de liquor sob a ferida operatoéria).
b) Nas analises histologicas comparativas:
- Avaliar se apresentam processo inflamatério em torno da membrana
implantada;
- Avaliar se os biomateriais empregados foram infiltrados por fibroblastos e

se foram degradados.






45

4 MATERIAIS E METODOS

Nesta secdo serdo apresentados os materiais ¢ métodos utilizados durante a

pesquisa.

4.1 Preparo da matriz dérmica acelular de pele de tilapia (MDAPT)

Por se tratar de um processo contido em depoésito de patente em avaliagdo, o
protocolo serd descrito brevemente. As peles de tilapia foram retiradas mecanicamente dos
peixes na piscicultura, lavadas em 4agua corrente, armazenadas em recipientes plasticos
estéreis e em gelo. As peles foram entdo transportadas sob refrigeracdo ao laboratorio (sala
limpa), onde foram raspadas para retirada de restos de musculos, lavadas em soro fisiologico
estéril e congeladas para armazenamento. Posteriormente, foram descongeladas e adicionadas
a solucdes oxidantes para garantir a descontaminagdo microbiologica, incubadas em solugdes
de surfactantes para a sua descelularizagdo e processadas em solugdes que garantem a retirada
de melanoforos e a detoxificacdo. A seguir, as peles foram submetidas a lavagens sucessivas
com tampado fisiolégico salino contendo nucleases. No fluxograma estdo descritas
sucintamente as sete etapas do protocolo com duracgdo de aproximadamente 40 h (Figura 6). O
processo ¢ finalizado com a matriz dérmica acelular congelada a -80°C e, em seguida,
liofilizada, embalada a vacuo em duplo invélucro plastico e irradiada no Instituto de

Pesquisas Energéticas e Nucleares (IPEN).

4.2 Analise de efetividade do enxerto tecidual (scaffold) de pele de tilapia na indugao

de regeneracio em modelos cirurgicos de craniectomia da dura-mater

4.2.1 Animais e grupos experimentais

O protocolo foi desenvolvido em ratos (Rattus norvegicus) da linhagem Wistar,
machos, adultos (entre 4 e 8 semanas de vida) e com peso entre 100 e 300 gramas. No total,
29 animais foram distribuidos em 3 grupos da seguinte forma:

a) grupo de controle negativo (N), também chamado de sham — procedimento

cirurgico sem implantagdo de biomaterial realizado em 8 animais, dos quais 3

foram sacrificados em 15 dias, 3 em 30 dias e 2 em 45 dias (3+3+3);
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b) grupo de controle positivo (P) — procedimento cirirgico com implantacdo da
matriz comercial Duragen® realizado em 10 animais (3+3+4);
c) grupo experimental — procedimento cirurgico com implantagdo do scaffold
oriundo da pele de tilapia realizado em 10 animais (3+3+4).
Cada grupo teve animais sacrificados em 15, 30 e 45 dias, e, ap6s o sacrificio, os
cranios foram removidos e guardados em frascos de formol.
Todos os procedimentos foram realizados de forma racional, respeitando as
melhores praticas de bioética e objetivando a minimiza¢do do sofrimento de cada animal e o
sacrificio da menor quantidade de ratos para obtencdo de dados cientificos confidveis. Os
procedimentos e cuidados foram feitos em conformidade com as orientagdes e normativas do
Conselho Nacional de Experimentos Animais.
Os animais foram mantidos no laboratério de cirurgia experimental do Biotério da
UFC, alojados em gaiolas de dimensdes 46 x 34 x 9 cm, em ciclos de claro/escuro (12/12h),
com acesso livre a agua e alimentos. O presente protocolo foi realizado respeitando os
principios éticos de experimentagdo animal, apds aprovagdo (parecer n° 14170919-0) pelo
Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) do Nucleo de Pesquisa e Desenvolvimento de
Medicamentos (NPDM) da Universidade Federal do Ceard (UFC), credenciado pelo Colégio
Brasileiro de Experimentacao Animal (COBEA).

4.2.2 Procedimento cirurgico

A cirurgia foi realizada tendo como referéncia a neuroanatomia dos ratos,

conforme as ilustragdes da figura a seguir JANOWSKI, 2016; ABOGHAZLEH et al., 2023).
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Figura 9 — Neuroanatomia de ratos.
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Fonte: (1) e (2) Adaptado de Janowski (2016); (3) Aboghazleh et al. (2023).

Legenda: (1) Desenho ilustrando a exposicdo da calota craniana do rato apods incisdo em linha média. (2)
Desenho evidenciando o local da craniectomia (circulo), entre o bregma, a linha média, o lambda e a crista
lateral (um centimetro posterior ao globo ocular ¢ 3 mm da linha média). (3) Fotografia de um encéfalo
dissecado; o local da craniectomia estd anatomicamente relacionado ao cortex cerebral direito, mais
posteriormente.

Seguem as etapas antes e apds o procedimento cirurgico nos animais (Figura 10).
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Figura 10 — Etapas do procedimento ciriirgico em animais.

Fonte: Dados do experimento.

Legenda: (1) Tricotomia da cabega do animal e do dorso. No dorso, visualizamos o adesivo de buprenorfina colado para ja promover analgesia. (2) O animal esta sob anestesia, tricotomizado em cranio e
dorso. Sob a pele do dorso, observamos um adesivo de buprenorfina para analgesia. A incisdo linear em linha média do cranio permite a exposi¢ao de calota craniana, na qual foi realizada uma craniectomia
em hemicranio a direita. (3) Visualizagdo de craniectomia, realizada em formato retangular, localizada em hemicranio a direita com membrana ja inserida. (4) Pés-operatério do animal com a ferida suturada
em cranio e adesivo com buprenorfina (analgésico) colado no dorso tricotomizado. (5) Fotografia dos 12 cranios, com os defeitos cranianos corados em nanquim. Cada cranio esta a frente do seu respectivo
frasco com formol. (6) Fotografia do cranio do espécime numero 22, com o defeito craniano corado em nanquim, a frente do seu respectivo frasco com formol.
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Os animais participantes do protocolo experimental foram anestesiados por
inje¢do intraperitoneal de Cetamina (1,0 mg/kg) e Xilazina (0,8 mg/kg). Em seguida foram
tricotomizados no dorso e no cranio por tragdo manual para assepsia com iodopovidona 1% e
alcool etilico a 70%.

Primeiramente, foi realizada uma incisdo em linha média do cranio de
aproximadamente 2,0 cm com o auxilio de um bisturi (n° 15), com exposi¢do da calota
craniana e realizagdo de uma trepanagdo na regido parietal direita. A craniectomia foi iniciada
a 1 cm da orbita direita € a 3 mm da linha média — medidas realizadas com um paquimetro —,
ampliando-se a trepanagao no sentido anterior e, depois, lateral, com um kelly.

Apés a craniectomia, realizamos a introducdo do biomaterial com
aproximadamente 5 mm de lado (grupo de controle positivo e experimental) entre a dura-
mater e a calota craniana. A incisd@o permitiu a exposi¢ao de ambos os lados do cranio, onde
foi realizada uma craniectomia. Em seguida, foi feita a sutura simples com mononylon 3-0.

No grupo de controle negativo (N), foi realizado o mesmo procedimento de
craniectomia, porém sem introducdo de scaffold. Para o controle de dor no pos-operatorio, os
animais receberam adesivo de Buprenorfina 0,5 mg/kg/dia por 7 dias com aplica¢do
transdérmica. Depois do sacrificio, os cranios dos animais foram removidos e guardados em
frascos de formol e, posteriormente, foram seccionados em corte coronal para preparagdo de

laminas para estudo histolégico.

4.2.2.1 Monitoramento pos-cirurgico e avaliagdo macroscopica

Os animais foram submetidos a avaliacao diaria do ferimento, com verificacao de
infecgdo local ou deiscéncia de ferida. Também foram monitorados até o dia do seu sacrificio,
sendo divididos em subgrupos a partir do dia do sacrificio apos procedimento: 15 (T1), 30 (T2)
e 45 dias (T3). O sacrificio foi realizado com Xilazina (30 mg/kg) e Cetamina (270 mg/kg),
por via intraperitoneal. Os sinais vitais foram avaliados, a seguir, para a confirmagdo da morte
do animal: auséncia de movimentos respiratorios (apneia), auséncia de batimentos cardiacos

(assistolia) e mucosas palidas.

4.2.2.2 Avaliacdo estrutural

Ap6s o sacrificio dos animais, o local onde foi realizada a craniectomia foi

seccionado para elaboragdo de laminas para estudos histologicos, para avaliacdo de edema e
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de infiltragdo de leucdcitos, de mastocitos integros e de granulacdo, de proliferagdo de
fibroblastos (fibroplasia), de reepitelizacdo e de sintese de fibras colagenas. Também foram
feitas as colora¢des imuno-histoquimicas com alfa-actina de musculo liso e MDM2, para
identificacdo e contagem de vasos e miofibroblastos. A marcagdo de enolase neuroespecifica
foi utilizada para a avaliagdo de possiveis danos cerebrais ¢ a microscopia eletronica de
varredura (MEV) para a andlise estrutural do coldgeno. A avaliacdo histologica também
permitiu uma analise da espessura do tecido conjuntivo formado sobre os scaffolds de
colageno.

Nas analises, foram ainda avaliados o remodelamento do tecido Osseo, a
inflamacdo e a constituicdo de colageno da MEC no local da craniectomia em cada grupo.
Ainda foi possivel observar se houve degradagao dos biomateriais. Os materiais obtidos foram
enviados para o processamento histoldgico no Laboratorio de Histopatologia do NPDM e do
Departamento de Patologia e Medicina Legal da UFC, para a obteng@o dos blocos de parafina.
Os cortes histologicos foram feitos a partir desses blocos e corados pelas técnicas de

hematoxilina-eosina (HE) e picrosirius red, de acordo com os protocolos descritos a seguir.

4.2.2.3 Hematoxilina-eosina

A coloragdo ¢ realizada em duas etapas: primeiro hematoxilina, um corante basico
nuclear, e depois eosina, um corante citoplasmatico acido (acido xantémico). Apos a eutanasia
dos animais, os fragmentos do cranio foram guardados em frascos com formol e,
posteriormente, identificou-se o local da falha 6ssea com nanquim e iniciou-se o processo de
descalcificagdo do cranio. Os fragmentos dos cranios dos animais foram analisados
macroscopicamente ¢ submetidos a desidratacdo em série alcodlica crescente, diafanizagdo
em xilol, impregna¢do em parafina fundida a 60°C e inclusdo dos fragmentos. A producdo dos
blocos foi realizada a temperatura ambiente, além de terem sido feitos cortes de 4 um de
espessura para confec¢do de laminas histologicas coradas com hematoxilina-eosina. Para
observagao dos tecidos, foi utilizado um microscopio Optico para captura de 5 campos em um
aumento de 200x com uso de camera acoplada ao microscopio.

Essa técnica permitiu avaliar por microscopia optica:

a) A integridade do encéfalo adjacente a falha dssea;

b) O grau de processo inflamatorio avaliado em 5 ou mais diferentes campos, nos

quais foram feitas contagem das células inflamatorias e, posteriormente,

médias aritméticas simples entre os campos avaliados. O grau de inflamagdo
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foi classificado em ausente (0); discreto (1), quando teve menos de 24 células;
moderado (2), quando teve entre 25 e 124 células; e intenso (3), quando teve
mais de 125 células (DENG et al., 2016; MITTAL; CHANDRA; CHANDRA,
1995; ARIGBEDE; ADEYEMI; FEMI-AKINLOSOTU, 2017);
c) A distancia entre as extremidades Osseas da craniectomia (comprimento da
falha dssea);
Ap6s a identificacdo da area de interesse, isto ¢, a regido da falha dssea no local
da craniectomia, os fragmentos fixados em parafina foram novamente seccionados para

preparar as laminas para estudo imuno-histoquimico.

4.2.2.4 Imuno-histoquimica

Por meio das técnicas de imuno-histoquimica, € possivel avaliar a fenotipagem da
reacao inflamatdria e a neoformagdo 6ssea no local da craniectomia. As seguintes coloragdes
foram usadas: MDM2, alfa-actina de musculo liso e enolase neuroespecifica.

A reacdo de imuno-histoquimica foi realizada em cortes histologicos de 5 mm de
espessura, dispostos em laminas microscopicas sinalizadas, a partir de blocos parafinados,
seguindo-se a técnica de estreptavidina-biotina-peroxidase. As etapas compreendidas desde a
desparafinagdo até a recuperagdo por calor do epitopo foram feitas com a solu¢do EZ Prep
(Roche) por 30 minutos. Os anticorpos primarios utilizados foram alfa-actina de musculo liso
1A4 (DakoCytomation®), proteina MDM2 SMP14 (DakoCytomation®) e enolase
neuroespecifica BBS/NE/VI-H14 (DakoCytomation®) nas seguintes diluicdes: alfa-actina de
musculo liso com diluigdo de 1:1500, MDM2 com dilui¢do de 1:100 e enolase
neuroespecifica com diluigdo de 1:300. Foi utilizado o sistema de automagao pelo método de
marcagdo BENCHMARKTM XT IHC/ISH VENTANA/ROCHE, sendo a imunoperoxidase
indireta detectada pelo sistema XT Ultraview DAB v3 e a revelacdo da reagdo com
diaminobenzidina (DAB). Os cortes foram contracorados com hematoxilina de Mayer.

Dessa forma, a alfa-actina de musculo liso foi usada para mensuracao do endotélio
vascular e de fibroblastos precursores de vasos e miofibroblastos. Além disso, o marcador
MDM2, presente nos miofibroblastos € no endotélio, tornou-se parametro para avaliacao da
proliferacdo celular; e a enolase neuroespecifica, para diagnostico de lesdes neuronais
(diagnostico e prognoéstico em acidente vascular cerebral isquémico, hemorragia cerebral,

convulsdo e entre outros), segundo Rech, Vieira e Brauner (2006).
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A avaliacao dos resultados foi realizada primeiramente pela sele¢do de 5 campos
das laminas utilizadas em um aumento de 200X ou 400X, os quais foram fotografados com
uso
de camera DFC 295, acoplada ao Microscopio Leica® DM 2000, e foi seguida pelas analises
das fotomicrografias pelo software Image J® (RSB). As fotomicrografias foram tomadas em
luz convencional, e células com marcagao citoplasmatica, membranosa e nuclear e sem
marcagdo foram contadas por meio da ferramenta Cell Counter do software Image J®, para

calculo do percentual médio de células imunopositivas para cada marcador.

4.2.2.5 Picrosirius red

Laminas foram preparadas em cortes de 3 um dos blocos parafinados selecionados.
Foi realizada a desparafinacdo em estufa a 60°C por 3 h, seguida de trés banhos de 5 minutos
em xilol, reidratacdo em solugdo de etanol decrescente (90%, 85% e 70%) com posterior
lavagem com 4agua, incubagdo em solucdo de picrosirius (ScyTek®) por 30 minutos e
realizagdo de dois banhos de acido cloridrico a 5%. A contracoloragao dos espécimes foi feita
com hematoxilina de Harris por 45 segundos e, em seguida, foi feita montagem com
Enthellan®.

A avaliacao dos resultados foi realizada primeiramente pela sele¢do de 5 campos
das ldminas em um aumento de 400x, os quais foram fotografados com uso de cdmera DFC
295, acoplada ao Microscopio Leica® DM 2000, e foi seguida pelas analises das
fotomicrografias pelo software Image J® (RSB). As fotomicrografias foram tomadas em luz
convencional e em luz polarizada em cada campo no maior aumento (400x). Apos a tomada
da fotomicrografia em luz convencional, realizou-se a calibracdo das imagens.

A coloragdo por picrosirius red foi utilizada para quantificar a presenca de
colageno total tipos I e III no local da intervencao cirtirgica. Depois da calibragdo, as imagens
obtidas no microscopio de luz polarizada foram convertidas para a escala de cor de 8 bits e
mensuradas pela porcentagem de 4rea de coldgeno marcado em vermelho
(Analyse&gt;AnalyseParticles). As imagens em luz polarizada seguiram o mesmo protocolo
na fun¢cdo RGB para vermelho, verde e azul. Apos ajuste, as imagens foram convertidas para a
escala de cor de 8 bits ¢ medidas por meio da porcentagem de area de colageno com
birrefringéncia amarelo-avermelhada (compativel com colageno tipo I). Em seguida, do total
da 4rea marcada em vermelho, foi separado um percentual da regido ocupada somente pela

birrefringéncia amarelo-avermelhada. A 4rea verde-esbranquicada, que representa o colageno
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tipo III, foi obtida pela subtracdo da regido total marcada em vermelho e do percentual

marcado unicamente pela cor amarelo-avermelhada.

4.2.2.6 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

Para realizar a MEV, as amostras foram enviadas para a Central Analitica da
Universidade Federal do Ceard. As amostras foram fixadas em 1% OsO4 por 2 h e
desidratadas através de uma série de alcool e 6xido de propileno, antes da incorpora¢do na
Epon 812. Secgdes ultrafinas foram cortadas com um ultramicrétomo (8800 Ultratome III,
LKB, Bromma, Suécia), contracoradas com acetato de uranila e citrato de chumbo e
estudadas com um microscopio eletronico Philips 301 (Philips, Eindhoven, Holanda). Para
cada condi¢ao experimental, pelo menos cinco campos foram examinados, triplicados a uma

magnifica¢dao de 80.000X e avaliados por trés observadores (FISCHER et al., 2012).

4.3 Analise estatistica

As variaveis quantitativas, continuas e discretas foram verificadas pelo teste de
normalidade da distribuicdo. Para a estatistica descritiva foram calculados a média e o desvio
padrdo. As comparacdes entre trés ou mais grupos foram feitas pela andlise de variancia para
um fator de classificacdo (one-way ANOVA), associada ao teste de comparagdes multiplas de
Tukey, para verificar diferengas entre os grupos e os pares de um fator com pds-teste de
Bonferroni (nivel de significancia de 5%). Ja o teste de Kruskal-Wallis foi realizado na
comparac¢do de mais de trés grupos de amostras ndo paramétricas, tenho sido usado o teste de
Dunn como pos-teste.

Comparagdes entre duas varidveis foram realizadas por teste t para amostras
independentes. A analise de variacdo do peso foi realizada por teste post hoc e o grafico por
médias marginais estimadas. Em todas as andlises, foi estabelecido o nivel de significAncia em
0,05 (5%). O software GraphPad Prism® versdo 5.00 para Windows® (GraphPad Software,
San Diego, California, USA, 2007) foi utilizado tanto para a realiza¢do dos procedimentos

estatisticos quanto para a elaboracdo dos graficos. Um resumo esta presente no Quadro 2.
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Quadro 2 — Resumo dos testes utilizados para analise dos resultados.

Paramétrico Nio paramétrico

>ou = 3 amostras ANOVA (teste F) um critério | Kruskal-Wallis (valor H)
ANOVA (teste F) dois
critérios

Mesmo grupo em 3 mais ANOVA de medida repetida | Friedman

tempos

Post hoc Tukey (diferenga Teste de Dunn (teste Q)
verdadeiramente significante)
k é nimero de grupos
Studant-Newman-Keuls (k ¢ | Wilcoxon

numero de médias)

Bonferroni (comparagao
multipla de Dunn)

Dwass-Steel-Critchlow-
Fligner

Fonte: Elaborada pelo autor.
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5 RESULTADOS

Foram operados 38 animais, dos quais 4 foram excluidos em razdo de a seccdo
histologica ter ficado inadequada, e 6 morreram no ato anestésico. A avaliagdo clinica e as
analises histologicas foram realizadas nos 28 animais restantes.

Nenhum dos 28 animais apresentou alteracdo do aspecto da ferida operatdria
(sinais flogisticos ou deiscéncia de ferida), nem saida de secre¢do ou liquor pela ferida.
Também nao observamos alteracdo do padrdo comportamental do animal nem da marcha. Ja

no pods operatorio imediato, todos os animais ingeriram agua e alimento.

5.1 Variacio do peso

Houve diferenga significativa entre os pesos iniciais dos animais em cada grupo
no momento da cirurgia, pelo teste Kruskal-Wallis, com p = 0,002, conforme Tabela 1. A
avaliagdo entre os grupos, pela comparacido multipla de Dwass-Steel-Critchlow-Fligner,
evidenciou que o grupo controle se apresentou diferente do grupo da matriz acelular de pele
de tilapia (p = 0,001) e do Duragen® (p = 0,024). J& o peso médio inicial do ultimo grupo nao
indicou diferencga significativa em relagdo ao da tilapia (p=0,961). Portanto, o peso médio do
grupo controle no momento da cirurgia foi significativamente menor que o dos outros dois

grupos.

Tabela 1 — Comparagdes multiplas de Dwass-Steel-Critchlow-Fligner.

W P
Controle Duragen® 3,70 0,024
Controle Tilapia 4,96 0,001
Duragen® Tilapia 0,38 0,961

Fonte: Dados do experimento.

Nota: Comparacdo entre os pesos dos animais no momento da cirurgia (tempo inicial). O grupo controle
negativo tem um peso significativamente diferente do grupo Duragen® (p = 0,024) e do Ttilapia (p = 0,001). Ja
o grupo Duragen® nio ¢ significativamente diferente do grupo Ttilapia (p = 0,961).

J& a variacdo de peso dos animais nos grupos, ainda que tenha sido maior no
grupo controle, ndo foi significativamente diferente (p = 0,428) entre os instantes inicial (dia
da cirurgia) e final (dia do sacrificio, aos 15, 30 e 45 dias), conforme ilustrado no grafico

abaixo (Figura 11).
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Figura 11 — Médias marginais estimadas.

Tempo # Grupo

400 A

300 A
Grupo
controle
200 4 duragen
tilapia

Peso

100 1

T T

Nivel 1 Mivel 2

Tempo

Fonte: Dados do experimento.

Legenda: No eixo X estdo expressos o instante inicial (momento da cirurgia) do experimento em cada grupo,
denominado de Nivel 1, e o instante final (momento do sacrificio, nos tempos de 15, 30 e 45 dias apds cirurgia),
denominado de Nivel 2. No eixo Y estdo os pesos dos animais expressos em gramas. Em azul: grupo controle
negativo; em roxo, grupo Duragen®; em laranja, grupo Tilapia.

5.2 Area da craniectomia

Entre os grupos sacrificados aos 15 dias apds a cirurgia, o grupo Duragen®
apresentou a maior média de area de craniectomia. O grupo Duragen® foi diferente dos
grupos Tilapia e controle negativo (p = 0,002). Nos grupos sacrificados em 30 e 45 dias, o
grupo controle negativo apresentou as maiores areas de craniectomia, com p = 0,034 ¢ 0,021
respectivamente. Nao houve diferenca entre as areas de craniectomia dos grupos Tilapia e

Duragen® aos 30 e 45 dias (Tabela 2 e Figura 12).
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Tabela 2 — Area de craniectomia, aferida por paquimetro, nos grupos tratados com o scaffold
oriundo da pele de tilapia, com a matriz comercial Duragen® e sem nenhum tratamento

(controle negativo ou sham), sacrificados em 15, 30 e 45 dias ap6s o procedimento cirdrgico.

AREA DA CRANIECTOMIA
Grupos 15 dias 30 dias 45 dias p-valor
Tildpia 11,25 +2,87 14,00+ 2,31 11,00+ 1,55 0,074
Duragen® 22,00 £ 5,20%F 12,00 £ 1,00 12,00+ 1,00 0,000
Sham 12,50 £4,95 18,75 +7,76* 18,75 £ 7,76* 0,231
p-Valor 0,002 0,034 0,021

Fonte: Dados do experimento.
Nota: Analise estatistica pelo teste ANOVA/Bonferroni com média = EPM com *p < 0,05, versus demais grupos
no mesmo dia; p < 0,05, versus demais dias no mesmo grupo.

Figura 12 — Grafico em barras evidenciando a 4rea de craniectomia dos animais tratados com

o scaffold oriundo da pele de tildpia, com a matriz comercial Duragen® e sem nenhum

tratamento (sham).

391 B Tiapia
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NE 30+ [_] control
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15 days 30 days 45 days

Fonte: Dados do experimento.

Nota: Analise estatistica pelo teste ANOVA/Bonferroni com média = EPM com *p < 0,05, versus demais grupos
no mesmo dia; Tp < 0,05, versus demais dias no mesmo grupo. Entre os animais sacrificados em 15 dias, a média
da area de craniectomia foi maior no grupo Duragen, ja entre animais sacrificados em 30 ¢ 45 dias, a area média
de craniectomia foi maior no grupo controle negativo (sham). Os niveis de significancia estdo descritos no texto.

5.3 Espessura da falha éssea (um)

Definimos como espessura da falha 6ssea a distancia entre as extremidades Osseas

da craniectomia avaliada por microscopia dOptica. E importante destacar que esse comprimento



58

foi aferido em micrémetros (um), enquanto a area da craniectomia inicial foi em milimetros
quadrados (mm?2), por analise macroscopica com paquimetro. A lamina foi preparada por
seccdo coronal do cranio no local da pequena falha 6ssea, muitas das quais ndo eram
visualizadas a olho nu. Em alguns casos via-se uma pequena depressdo do osso, o qual foi
corado por nanquim para destacar o local operado. Desse local corado com nanquim ¢ que
foram feitas sec¢des coronais do cranio de forma a contemplar todos os tecidos envolvidos no
processo de cicatrizacao.

A medida da espessura, ou comprimento, da falha dssea foi realizada na escala de
micrometros (um) entre as extremidades dsseas, sob as quais o biomaterial foi interposto nos
grupos teste (Tabela 3). A falha dssea representa a lacuna da calota craniana que ainda nao

havia sido regenerada no momento do sacrificio dos animais.

Tabela 3 — Espessura da falha dssea (um) apds submissdo dos animais a craniectomia e
tratamento com o scaffold oriundo da pele de tilapia, com a matriz comercial Duragen® e sem

nenhum tratamento (controle negativo ou sham).

ESPESSURA DA FALHA OSSEA (um ) DO DEFEITO CRANIANO NO PONTO FINAL DO EXPERIMENTO

Grupos 15 dias 30 dias 45 dias p-valor
Tilapia 97,50 £ 5,00 97,67 £4,04 85,00 + 12,457 0,024
Duragen® 83,67+ 11,55 83,67 +28,29 75,00 +20,00 0,808
Sham 37,50 £31,82* 22,67 +£2597* 20,37 £20,10* 0,483
p-Valor 0,002 0,000 0,000

Fonte: Dados do experimento.

Nota: Grupos: scaffold oriundo da pele de Ttilapia, membrana comercial Duragen® e sham (sem inser¢do de
nenhum biomaterial). Andalise estatistica pelo teste ANOVA/Bonferroni com média = EPM com *p < 0,05,
versus demais grupos no mesmo dia; Tp < 0,05, versus demais dias no mesmo grupo. O grupo sham apresentou
menores valores de espessura da falha dssea em todos os tempos. Ndo houve diferenga significativa entre os
grupos Tilapia e Duragen em nenhum periodo avaliado. Em 45 dias, o grupo Tilapia apresentou valor
significativamente menor que nos outros tempos avaliados (15 e 30 dias), com p=0,024.

Foi observado que o grupo sem inser¢do de nenhum biomaterial apresentou a
menor espessura de falha dssea em todos os tempos (sendo p = 0,002 no grupo sacrificado em
15 dias e p < 0,001 no grupo sacrificado em 30 e 45 dias) (Tabela 3). A espessura da falha
6ssea no grupo Tilapia foi maior que a do grupo Duragen® nos periodos avaliados, entretanto,
essa diferenga ndo foi significativa nos tempos de sacrificio de 15, 30 e 45 dias, como se

observa na tabela acima e no grafico em barras abaixo (Figura 13).
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Figura 13 — Espessura da falha 6ssea (um) apés submissdo dos animais a craniectomia e
tratamento com o scaffold oriundo da pele de Tilapia, com a matriz comercial Duragen® e

sem nenhum tratamento (controle negativo ou sham).

150+ - Tilapia

[] buragen

E] Control
*

T

100+

504

Espessura da falha 6ssea (em micrometros)

15 days 30 d‘ays 45 days

Fonte: Dados do experimento.

Nota: Analise estatistica pelo teste ANOVA/Bonferroni com média = EPM com *p < 0,05, versus demais grupos
no mesmo dia; tp < 0,05, versus demais dias no mesmo grupo. O grupo de controle negativo apresentou
menores valores de espessura da falha 6ssea em todos os tempos, com diferenga significativa para os outros
grupos.

5.3.1 Microscopia eletronica de varredura

As estruturas da MDAPT (scaffold de pele de tilapia) e de Duragen® foram
avaliadas por microscopia eletronica com ampliagdo de 2500x (Figura 14). As cadeias de
colageno da MDAPT sdo espessas, unidirecionais, alinhadas, justapostas, com poucos e
pequenos poros. No grupo Duragen®, por sua vez, as fibras sdo delgadas, multidirecionais,

desalinhadas, com muitos e grandes poros.
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Figura 14 — Imagens de microscopia eletronica de varredura, no aumento de 2500x, da
MDAPT, o scaffold oriundo da pele de tilapia (esquerda) e da matriz comercial Duragen®

(direita) utilizados na craniectomia.

Scaffold da pele de tilapia Controle positivo (matriz comercial Duragen)

Fonte: Dados do experimento.
Legenda: Micrografia da MDAPT (esquerda) e da matriz comercial Duragen® (direita).

5.3.2 Enolase neuroespecifica

As andlises de laminas com marcacdo imuno-histoquimica de enolase
neuroespecifica ndo revelaram danos neuronais em nenhum dos grupos experimentais,

demonstrando o sucesso da craniectomia em todos os casos (Figura 15).
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Figura 15 — Anélise das laminas
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Fonte: Dados do experiménto.
Nota: Nao foram observados danos cerebrais em nenhum dos grupos. Exemplificamos com imagens de cada
grupo (sham, MDAPT e Duragen) no periodo de 30 dias.

5.4 Analise histolégica pela coloragao de hematoxilina-eosina (HE)

Analisaram-se as biopsias dos grupos da MPAPT, da matriz comercial Duragen®
e sem nenhum tratamento (sham) aos 15, 30 e 45 dias apds a craniectomia (Figura 11).

Em 15 dias, observou-se a adesdao das células a superficie da matriz acelular de
tilapia e infiltragdo de células na matriz Duragen®. Notou-se, aos 30 dias, que células haviam
se infiltrado entre as fibras de coldgeno da MDAPT e colageno residual, com tecido
conjuntivo em formacdo. Em 45 dias, constatamos um tecido conjuntivo bem evidente no

grupo de tildpia e no grupo Duragen®.
5.4.1 Matriz dérmica acelular de pele de tilapia (MDAPT)

No grupo de animais tratados com o scaffold da tilapia (MDAPT) e sacrificados
15 dias apds a craniectomia, foi observada uma membrana conjuntiva conectando as
extremidades da falha 6ssea. Tal fato sugere que o biomaterial atuou como barreira mecanica,
separando satisfatoriamente a dura-mater da falha adjacente, para criar o ambiente favoravel a
regeneracdo 0ssea. As fibras de coldgeno da matriz acelular de tilapia estavam organizadas e
alinhadas, com poucas células aderidas e praticamente nenhuma célula infiltrada (Figura 16).

Nas amostras obtidas dos animais sacrificados em 15 dias, constatou-se a presenga

de fibroblastos aderidos na face da matriz acelular voltada ao cortex cerebral do animal.
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Simultaneamente, no lado oposto, ocorreu o desenvolvimento de um novo tecido conjuntivo
entre as falhas 6sseas. Em corte transversal, a formagao tecidual assemelhou-se a uma barreira
constituida por fibras de colageno e duas camadas de células alinhadas, uma de cada lado da
superficie do scaffold (interna e externa). Nas micrografias, o biomaterial apresentou 100 pm

de espessura, com quase nenhuma célula entre suas fibras de colageno (internamente ao

scaffold).
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Figura 16 — Amostras das ldminas de hematoxilina-eosina (HE) em aumento de 200x apds a craniectomia e o tratamento com o scaffold oriundo

da pele de tilapia, com a matriz comercial Duragen® (controle positivo) e sem nenhum tratamento (controle negativo).

Controle negativo Grupo experimental Controle positivo
(sem insercdo de biomaterial) (MDAPT) (matriz comercial Duraaen)

<_
—»

15 dias

30 dias

45 dias

Fonte: Dados do experimento.
Legenda: Coloragdo de HE. Uma amostra apds 15 e 30 dias da craniectomia sem inser¢do de nenhum biomaterial (controle negativo), seguida de uma duplicata (amostra 1 e 2)

apos 15, 30 e 45 dias da craniectomia tratada com a MDAPT e com o controle positivo (matriz comercial Duragen®) no aumento de 200x. Nas amostras de controle negativo,
em 15 e 30 dias, ndo ha evidéncia de formag@o tecidual entre as extremidades 0sseas. Seta amarela identificando o biomaterial, vermelha, o tecido conjuntivo, azul, a dura

mater, preta, o cortex cerebral, verde, o cranio.
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Nos animais desse mesmo grupo sacrificados em 30 dias, as micrografias
apresentaram estruturas heterogéneas que conectam as extremidades Osseas, presenca de
colageno, tecido conjuntivo e formagao dssea com larguras variaveis, em torno da espessura
da calota craniana. As fibras de coldgeno estavam bem alinhadas, com espessura entre 60 e
120 pum, e possuiam fibroblastos entremeados.

Aos 45 dias houve a completa absor¢do da matriz acelular de pele de tilapia. Entre
as bordas da falha dssea formou-se um novo tecido conjuntivo, com espessura média de 301
um, e células uniformemente alinhadas. Foi constatada significativa vascularizagdo no tecido
conjuntivo adjacente ao tecido 6sseo em formacao e, em algumas regides, foram visualizados
residuos de fibras de colageno (remanescentes do scaffold da tilapia), completamente

entremeados por vasos e fibroblastos.

5.4.2 Matriz Duragen®

No grupo de animais sacrificados em 15 dias ap6s a craniectomia e tratados com o
Duragen®, foi observada uma estrutura de coldgeno menos densa, conectando as
extremidades Osseas, infiltrada por células desalinhadas. A estrutura de coldgeno também
atuou como barreira mecanica, separando a dura-mater ¢ o encéfalo da falha o6ssea. No
entanto, ndo houve a formagdo de tecido conjuntivo justaposto ao biomaterial, abaixo do
cranio, como verificado com o scaffold de tilapia.

Notou-se uma estrutura de conexdo entre as bordas Osseas, formada
hegemonicamente por coldgeno (Amostra 1, grupo controle positivo, Figura 11), com fibras
curtas, aglomeradas e desalinhadas, repletas de lacunas, ocupadas por células inflamatorias.
Alguns fibroblastos foram observados nas lacunas entre as fibras de coldgeno e na superficie
do externa do biomaterial. No lado do biomaterial voltado ao cortex, percebeu-se aderéncia do
tecido conjuntivo em formagao.

Aos 30 dias apds a craniectomia, havia raro coldgeno do Duragen® no local de
inser¢do. O tecido dsseo estava entremeado por tecido conjuntivo, aderido ao residuo da
matriz de colageno na face oposta ao cortex do animal. De fato, a matriz Duragen® ja ndo
apresentava fibras bem nitidas, vistas ap6s 15 dias, mas sim um material sem uma forma bem
caracterizada.

No grupo sacrificado 45 dias apds a craniectomia, foi observado o fechamento
quase total da falha Ossea, ndo sendo possivel visualizar residuo de colageno proveniente do

Duragen® e tecido 6sseo em formacao.
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5.4.3 Grupo de controle negativo

Nos animais que nao receberam qualquer biomaterial ndo foi evidenciado tecido
conjuntivo entre as falhas 6sseas aos 15, 30 e 45 dias apds a craniectomia, ou qualquer outro
tecido que pudesse servir de barreira mecénica entre o encéfalo e o espago subgaleal (entre o
cranio e a aponeurose epicraneal, aposta a pele). A dura-mater encefélica apresentava-se em
continuidade com a pele dos animais.

A auséncia de processo inflamatério significativo neste grupo demonstra a
seguranga da técnica cirargica utilizada demonstrando que os processos inflamatérios
observados nos grupos Tildpia e Durangen sdo decorrentes exclisivamente da presenca das
membranas.

As propriedades histologicas de todos os grupos experimentais estdo sumarizadas

no Quadro 3.

Quadro 3 — Resumo com as principais caracteristicas histoldgicas.

INSTANTE DA
ANALISE

(DIA DO SACRIFICIO
APOS A CIRURGIA)

MDAPT

DURAGEN®

CONTROLE
NEGATIVO (SHAM)

15 dias (T1)

30 dias (T2)

45 dias (T3)

*Estrutura de colageno
derivada do biomaterial,
conectando extremidades
osseas.

*Células nas superficies
da membrana.
*Formacao regular e
uniforme.

*Tecido conjuntivo nas
faces da estrutura de
colageno, com células
infiltradas na estrutura de
colageno.

*Estrutura de colageno
bem evidente, derivada
do biomaterial.

*Tecido conjuntivo
presente.

*Pouco colageno
residual.

*Estrutura de colageno
derivada do biomaterial,
conectando as
extremidades Osseas.
*Células infiltradas na
membrana.

*Formacao irregular.

*Tecido conjuntivo entre
as extremidades 0sseas.
*Colageno residual do
biomterial pouco
evidente.

*Tecido conjuntivo
presente.

*Raro colageno residual.

*Auséncia de

conexao entre as
extremidades

osseas.
*Fechamento da
craniectomia mais
evidente que nos
outros 2 grupos.

*Auséncia de
conexao entre as
extremidades
osseas.
*Fechamento da
craniectomia mais
evidente que nos
outros 2 grupos.

*Fechamento
praticamente
completo da

craniectomia.

Fonte: Elaborado pelo autor.
Nota: A descricdo do processo inflamatorio sera feita em outro topico. T1, T2 e T3 representam os tempos de
sacrificio de 15, 30 e 45 dias apds o procedimento.
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5.5 Analise histologica pela coloracao de picrosirius red

O colageno foi visualizado pela técnica de picrosirius, conforme ilustrado a seguir

(Figura 17).

Figura 17 — Perfil do colageno total (vermelho), do tipo I (amarelo avermelhado) e do tipo III
(verde esbranquicado) em aumento de 200x apds submissdo a craniectomia e tratamento com

a MDAPT, com a matriz comercial Duragen® e sem nenhum tratamento (sham).

Controle negativo
(sem insercao de biomaterial)
Luz polarizada

Controle negativo
(sem insercao de biomaterial)
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R
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15 dias

30 dias

45 dias

Grupo experimental (MDAPT)
Luz nao polarizada

Grupo experimental (MDAPT)
Luz polarizada
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Controle positivo Controle positivo
(Duragen) (Duragen)
Luz nédo polarizada Luz polarizada

15 dias

30 dias

45 dias

Fonte: Dados do experimento.
Legenda: Coloragdo de picrosirius red. Uma amostra apos 15, 30 ¢ 45 dias da craniectomia sem inser¢do de

nenhum biomaterial (sham), seguida de uma duplicata (amostras 1 e 2) apos 15, 30 e 45 dias da craniectomia
tratada com a MDAPT e com a matriz comercial Duragen®, no aumento de 200x.

O colageno total e os tipos I e III foram quantificados nas amostras. Nao houve

diferenca significativa entre a quantidade de colageno total (p = 0,515), do tipo I (p =0,781) e
do tipo III (p = 0,814) entre os grupos, independente do tempo de sacrificio (Figuras 18, 19 e

20).
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Figura 18 — Graficos em barras evidenciando os valores de colageno total, tipo I e tipo III

quantificados em cada grupo (controle negativo, Duragen® e tildpia) aos 15 dias de

tratamento (T1).
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Fonte: Dados do experimento.

Nota: Nenhum dos grupos se destaca na quantificacdo de colageno total, tipo I e tipo III nesse periodo de
avaliacdo.
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Figura 19 — Graficos em barras evidenciando os valores de colageno total, tipo I e tipo III

quantificados em cada grupo (controle negativo, Duragen® e tildpia) aos 30 dias de

tratamento (T2).
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Fonte: Dados do experimento.

Grupo

Nota: Nenhum dos grupos se destaca, significativamente, na quantifica¢do de colageno total, tipo I e tipo III

nesse periodo de avaliagdo.Duragen®.
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Figura 20 — Graficos em barras evidenciando os valores de colageno total (A), tipo I (B) e tipo

II (C) quantificados em cada grupo (controle negativo, Duragen® e tilapia) aos 45 dias de

tratamento (T3).
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Nota: Nenhum dos grupos se destaca na quantificagdo de colageno total, tipo I e tipo III nesse periodo de

avaliagdo.

5.6 Analise do processo inflamatorio

O processo inflamatorio das amostras apds a craniectomia foi classificado em

ausente (0), discreto (1), moderado (2) e intenso (3), conforme descrito na Tabela 4.
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Tabela 4 — Analise do processo inflamatorio das amostras das laminas de hematoxilina-eosina
(HE) em aumento de 200x apos a craniectomia e o tratamento com a MDAPT, com a matriz

comercial Duragen® e sem nenhum tratamento (sham).

PROCESSO INFLAMATORIO DO DEFEITO CRANIANO EM DIFERENTES TEMPOS (DIAS)

Grupos 15 dias 30 dias 45 dias p-valor
MDAPT 2,5(2-3) 2(2-2) 1(1-3) 0,095
Duragen® 2 (2-3) 1,5 (1-2)* 1,5 (1-2) 0,174
Controle Negativo 1 (0-1)* 1 (0-1)* 1(0-1) 1,000
(Sham)

p-Valor 0,011 0,035 0,183

Fonte: Dados do experimento.

Nota: Dados expressos em forma de mediana (minimo-maximo). *p < 0,05 versus demais tratamentos no mesmo
dia (Teste Kruskal-Wallis/Dunn). Nao ha diferen¢a entre os grupos MDAPT e matriz comercial Duragen® em
15 e 45 dias ap6s a craniectomia. Porém, em 30 dias, o processo inflamatdrio no grupo Duragen® foi menor que
o do grupo MDAPT. O grupo controle negativo (sham) apresentou menor intensidade de processo inflamatdrio
que os demais em 15 dias; ja em 30 dias, foi semelhante ao do grupo Duragen® e menos intenso que o do grupo
tilapia. Em 45 dias, foi semelhante aos outros dois grupos (p = 0,183).

Foi observada diferen¢a na intensidade do processo inflamatdrio entre os grupos e
os tempos testados. Quando comparados aos 15 dias de tratamento, notou-se que o processo
inflamatorio foi estatisticamente menos intenso no grupo controle negativo (sham) em relagao
aos grupos matriz acelular de tilapia e Duragen®.

Observamos uma tendéncia de redug¢do da intensidade do processo inflamatdrio
em 30 e 45 dias nos grupos scaffold de tilapia e Duragen®, porém nao foi significativa. Aos
30 dias de tratamento, o grupo scaffold de tilapia apresentou maior intensidade de processo
inflamatorio que os grupos Duragen® e sham. Nao houve diferenga significativa entre a
inflamacdo observada nestes dois ultimos grupos. Em 45 dias, ndo houve diferenca na
intensidade da inflamagao entre os trés grupos (p = 0,183).

Nos grupos sacrificados em 15 dias estavam presentes células polimorfonucleadas
(leucoécitos); e, em 30 dias, células mononucleares (linfocitos, histideitos e plasmocitos).
Inicialmente, tanto o grupo que recebeu o scaffold de tilapia quanto o grupo Duragen®
apresentaram atividade inflamatdria intensa, com presenga de células polimorfonucleares.
Progressivamente, ambos exibiram uma diminui¢do da intensidade da inflamacdo para leve ou

moderada.
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5.7 Analise imuno-histoquimica

5.7.1 Marcagido de MDM?2 em miofibroblastos

Os miofibroblastos com marcacdo de MDM2 sdo células identificadas pela
morfologia fusiforme e pela coloragdo acastanhada. A contagem dessas células foi realizada
com magnificagdo de 400x, em corte coronal ao defeito craniano, em todos os grupos,
evidenciando os resultados a seguir (Figura 21).

Observou-se diferenca significativa na contagem de miofibroblastos pela
coloragdo MDM2 entre o grupo tilapia e os demais, em T1 (sacrificio em 15 dias apds o
procedimento) e T2 (sacrificio em 30 dias apds o procedimento), com p = 0,016 ¢ 0,002

respectivamente (Tabela 5).

Tabela 5 — Andlise de miofibroblastos utilizando a marca¢do imuno-histoquimica MDM2 no
aumento de 400x, apds a craniectomia e o tratamento com o scaffold oriundo da pele de

tilapia, com a matriz comercial Duragen® e sem nenhum tratamento (sham).

CONTAGEM DE MIOFIBROBLASTOS COM MARCACAO DE MDM2 EM DIFERENTES INSTANTES APOS

A CRANIECTOMIA
Grupos 15 dias 30 dias 45 dias p-valor
MDAPT 8,0+4,7* 8,5+2,0% 6,3+7,7 0,755
Duragen® 6,7+3,6 38+1,4 4,1+4,0 0,262
Sham 1,4+£2,0 22+39 20+3,7 0,888
p-Valor 0,016 0,002 0,453

Fonte: Dados do experimento.

Legenda: Dados expressos em forma de mediana (minimo-maximo). *p < 0,05 versus demais tratamentos no
mesmo dia (Teste Kruskal-Wallis/Dunn). Ha diferenga entre o scaffold e os demais grupos apds 15 dias da
craniectomia. Apds 30 dias, a MDAPT e o Duragen® foram significativamente diferentes entre si, com a maior
contagem de MDM2 observada no grupo da MDAPT.
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Figura 21 — Analise de miofibroblastos utilizando a marca¢ao imuno-histoquimica de MDM2,
no aumento de 400X, ap6s submissdo dos animais a craniectomia e tratamento com o scaffold
oriundo da pele de tilapia, com a matriz comercial Duragen® e sem nenhum tratamento

(sham).

151 - Tilapia

[ ] ouragen

[_] Control
*

T

T
= T

15 days 30 d'ays 45 days

Fonte: Dados do experimento.

Legenda: Eixo X: diferentes tempos de afericdo (15, 30 e 45 dias apds a craniectomia); eixo Y: niimero de
miofibroblastos. Nos tempos de 15 e 30 dias, ha maior quantidade de miofibroblastos no grupo de scaffold de
tilapia (Kruskal-Wallis/Dunn) (p = 0,016 ¢ p = 0,002, respectivamente); e, em 45 dias, ndo ha diferenca
significativa entre os grupos (p = 0,453).
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Figura 22 — Analise de miofibroblastos com marca¢ao imuno-histoquimica de MDM2 no aumento de 400x.
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Fonte: Dados do experimento.
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Em 15 e 30 dias apds a craniectomia, no grupo tratado com o scaffold de tilapia,
foi constatada uma maior quantidade de miofibroblastos em relacdo aos demais grupos e
tempos testados. A contagem de miofibroblastos, nesses tempos de avaliagdo, ndo apresentou
diferenga significativa entre os grupos Duragen® e sham (p = 0,453). Ja na avaliacdo dos
grupos de animais sacrificados em 45 dias, ndo houve diferenga na contagem de

miofibroblastos entre todos os grupos (Tabela 5 e Figura 22).

5.7.2 Miofibroblastos marcados com alfa-actina de musculo liso

As amostras dos animais sacrificados aos 15, 30 e 45 dias apds a craniectomia
foram submetidas a marcagao de alfa-actina de musculo liso e analisadas, conforme mostrado
na Figura 23.

Entre os grupos sacrificados em 15 dias ap6s a craniectomia (T1), ndo houve
diferenga na contagem de miofibroblastos pela marca¢do com alfa-actina de musculo liso. Ja
nos grupos de animais sacrificados em 30 dias (T2), o Duragen® apresentou maior
quantidade de miofibroblastos que os grupos de MDAPT e controle negativo (p < 0,001).
Finalmente, nos grupos sacrificados em 45 dias (T3), o de MDAPT e o de Duragen®
mostraram contagem de miofibroblastos maiores que o controle negativo (p = 0,006) (Tabela

6 e Figura 24).



78

Figura 23 — Analise de miofibroblastos utilizando a marcagdo imuno-histoquimica de alfa-actina de musculo liso, no aumento de 400x, apos a

craniectomia e o tratamento com o scaffold de pele de tilapia, com a matriz comercial Duragen® e sem nenhum tratamento (sham).

Controle negativo Controle positivo MDAPT
(Sem biomaterial) (Matriz Duragen)

15 dias

30 dias

dias

45

Fonte: Dados do experimento.
Nota: O Duragen® apresentou significativamente os maiores quantitativos de miofibroblastos, em 30 e 45 dias da craniectomia. Em 15 dias, ndo houve diferenca entre os
grupos (p=0,073), andlise por teste Kruskal-Wallis/Dunn.
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Tabela 6 — Andlise de miofibroblastos utilizando a marca¢ao imuno-histoquimica de alfa-
actina de musculo liso, no aumento de 400x, apds submissdao dos animais a craniectomia e
tratamento com a MDAPT, com a matriz comercial Duragen® e sem nenhum tratamento

(sham).

CONTAGEM DE MIOFIBROBLASTOS COM MARCACAO DE ALFA-ACTINA DE MUSCULO LISO EM
DIFERENTES INSTANTES APOS A CRANIECTOMIA

Grupos 15 dias 30 dias 45 dias p-valor
MDAPT 16,1 £8,7 29+1,6 17,1 £12,1 0,021
Duragen® 18,6 +4,9 15,2 +4,9%* 21,8 +£4,9* 0,097
Sham 9,6 +4,9 5,7+0,9 5,2+0,8 0,052
p-Valor 0,073 <0,001 0,006

Fonte: Dados do experimento.

Nota: Dados expressos em forma de mediana (minimo-maximo). *p < 0,05 versus demais tratamentos no mesmo
dia (Teste Kruskal-Wallis/Dunn). O Duragen® apresentou significativamente os maiores quantitativos de
miofibroblastos, em 30 e 45 dias da craniectomia. Em T1 (sacrificio em 15 dias ap6s o procedimento), ndo houve
diferenca nos grupos entre si (p = 0,073).
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Figura 24 — Andlise de miofibroblastos utilizando a marca¢do imuno-histoquimica de
alfa-actina de musculo liso, no aumento de 400x, ap6s submissdo dos animais a
craniectomia e tratamento com o scaffold de pele de tilapia, com a matriz comercial

Duragen® e sem nenhum tratamento (sham).
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Fonte: Dados do experimento.

Nota: Dados expressos em forma de mediana (minimo-maximo). *p < 0,05 versus demais tratamentos no
mesmo dia (Teste Kruskal-Wallis/Dunn). Apos 15 dias, ndo houve diferenga entre os grupos (p = 0,073).
O grupo Duragen® apresentou significativamente os maiores quantitativos de miofibroblastos, apds 30 da
craniectomia. Os grupos Duragen e Tilapia apresentaram maior numero de miofibroblastos que o grupo
controle em 45 dias (p=0,006).

5.7.3 Contagem de neovasos marcados com alfa-actina de musculo liso

A contagem de vasos foi realizada no aumento de 200X e com marcacdo de alfa-
actina de musculo liso. No tempo de sacrificio de 15 dias ap6s a craniectomia (T1), ndo houve
diferenga significativa na contagem de vasos entre os diferentes grupos (p = 0,102). Aos 30
dias ap6s a craniectomia (T2), o grupo que recebeu scaffold acelular de pele de tilapia
apresentou quantidade significativamente maior de vasos em relacdo aos demais, com p =
0,048 (Tabela 7). Ja4 no tempo de 45 dias apds a craniectomia (T3), ndo houve diferenca

significativa entre os grupos, com p = 0,473.
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Tabela 7 — Analise de neovasos utilizando a marca¢do imuno-histoquimica de alfa-actina de
musculo liso, no aumento de 200x, apds submissdo dos animais a craniectomia e tratamento
com o scaffold oriundo da pele de tilapia, com a matriz comercial Duragen® e sem nenhum

tratamento (sham).

CONTAGEM DE NEOVASOS COM MARCACAO DE ALFA-ACTINA DE MUSCULO LISO EM
DIFERENTES INSTANTES APOS A CRANIECTOMIA

Grupos 15 dias 30 dias 45 dias p-valor
MDAPT 14,6 + 10,4 13,7 +2,8% 10,9 +5,2 0,637
Duragen® 11,3+4,4 7,8 +4.4 12,4+44 0,204
Sham 54+44 9,0+44 8,4+44 0,293
p-Valor 0,102 0,048 0,473

Fonte: Dados do experimento.

Nota: Dados expressos em forma de média, *p < 0,05 versus demais grupos da mesma coluna (Teste Kruskal-
Wallis/Dunn). Em 30 dias apds a craniectomia, o grupo de tilapia apresentou maior numero de vasos que os
grupos Duragen® e de controle negativo (p = 0,048). Nas outras avaliagdes temporais, aos 15 ¢ 45 dias apos a
craniectomia, ndo houve diferenca significativa.

Figura 25 — Grafico em barras mostrando a contagem de vasos com marcacao de alfa-actina
de musculo liso (eixo Y) dos grupos MDAPT, Duragen® e controle negativo, aos 15, 30 e 45

dias apo6s a craniectomia (eixo X).

30+ - Tilapia
25 |:| Duragen
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Fonte: Dados do experimento.
Nota: Apenas no tempo de 30 dias apos a craniectomia ha diferenca significativa entre os grupos, sendo que o
grupo da tilapia tem maior quantidade (p=0,048).
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6 DISCUSSAO

Um biomaterial ideal para a substituicdo dural deve fornecer reparo e restauro
efetivos no local do defeito (LI et al., 2017, 2019). Neste estudo, a matriz proteica acelular
(scaffold) oriunda da pele de tildpia (Oreochromis niloticus) foi utilizada pela primeira vez em
um procedimento cirtrgico de craniectomia em animais. A avaliagdo clinica pds-cirargica foi
essencial para verificar a restauragdo da integridade tissular e a manutengdo da homeostasia

nos animais operados (ONO et al., 2014).

6.1 Biocompatibilidade e estudos experimentais

A dura-mater humana tem uma camada externa aderida ao crianio, a dura
periosteal, e outra interna em contato com as leptomeninges, a dura meningea (KHURANA et
al., 2024). O reparo de ambas as camadas ocorre a partir de proliferagcdo de fibroblastos e do
desenvolvimento de fibras do tecido conectivo, o que gera a necessidade de substitutos durais
para conter o conteido encefalico e estruturar a reparagdo dural enquanto ela ocorre
(KHURANA et al., 2024).

O substituto dural derivado da pele de tilapia, introduzido nesta tese, atua como
uma estrutura que facilita a migracdo e a integragdo de diferentes tipos de células produtoras
de fibras de colageno, fibras elasticas e glicoproteinas (KHURANA et al., 2024), ao mesmo
tempo que fibroblastos e outras células liberam metaloproteinases capazes de degrada-lo
lentamente, facilitando sua absorgao.

Neste estudo, observamos que todos os animais apresentaram boa evolugao
clinica relacionadas ao aspecto da ferida operatéria, comportamento e marcha. Isso indica que
houve uma evolugdo favoravel frente ao impacto cirirgico no grupo controle negativo e de
cirurgia somada a aposicao das matrizes proteicas nos grupos experimetal e controle positivo.

Em estudos experimentais de biocompatibilidade de enxertos durais, sdo
considerados os seguintes pardmetros de qualidade do produto: uma andlise histologica
satisfatoria, a aderéncia ou inaderéncia ao cortex cerebral, o desenvolvimento ou ndo de
fistula liquoérica e a incorporacao do scaffold aos tecidos circunjacentes ou sua persisténcia no
local de insergao.

O estudo em humanos para avaliacdo de substituto dural derivado de colageno
bovino Duradry® baseou-se em avaliagdes clinicas e radiologicas para detec¢do de fistula,

infeccdo, pseudomeningocele, meningite e hidrocefalia (COSTA et al., 2010). Os exames
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realizados foram tomografia computadorizada (TC) de cranio (em 30 e 60 dias), para
avaliagdo de hemorragia, e ressonancia nuclear magnética (RNM) de cranio em alguns casos,
para verificagdo de processos inflamatérios. E importante salientar que a inflamagao, quando
regulada, compde o processo cicatricial normal e admissivel ao substituto dural, que ndo deve
provocar resposta inflamatoria desregulada e potencialmente danosa ao sistema nervoso
central.

Observamos, no nosso estudo experimental, que o processo inflamatério culmina
em uma etapa que promove a substitui¢do do scaffold de coldgeno enxertado por tecido
conjuntivo, na medida em que os fibroblastos do proprio receptor aderem e permeiam a
membrana de coldgeno. Portanto, o scaffold ideal deve gerar uma resposta inflamatdria, mas
ela ndo pode ser muito intensa ou muito prolongada a ponto de causar dano tecidual
circunjacente, que seria expresso por deiscéncia de ferida, lesdo neuroldgica associada ou ndo
a sintomatologia clinica e meningismo por etiologia asséptica ou infecciosa. O fato de um
estudo ndo observar esses sintomas ou ndo visualizar alteragdes radiologicas nos exames de
TC e RMN de cranio nao significa que ndo houve processo inflamatorio; na verdade, nao
houve exacerbacdo indesejada dessa resposta.

Os estudos experimentais in vitro e in vivo devem preceder aqueles feitos em
humanos, porque assim ¢ possivel quantificar o processo inflamatdrio e descartar materiais
que provoquem reagdes indesejadas nessa fase. Nesse contexto, discutiremos a seguir alguns
resultados de estudos experimentais realizados com scaffold sintético e derivados de colageno,

conforme o Quadro 4.



Quadro 4 — Estudos experimentais de substitutos durais em modelos animais.
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MATERIAL EM MATERIAIS AVALIACAO - . TEMPO DE
ESTUDO ANIMAL CRANIECTOMIA . AVALIACAO MICROSCOPICA -
ESTUDO COMPARADOS CLINICA AVALIACAO
Matriz dérmica Duragen® (Integra Ganho de peso, .Inten81da’d.e do processo
Presente . . . e inflamatorio, fechamento da 15,30¢e45
Ratos acelular de pele LifeSciences Parietal a direita ~ FL, aspecto da . . ~ )
estudo de tilapia Corporation) FO calota craniana, quantificacdo  dias
P P de colageno, IHQ
Codman ETHISORB
Deng et ~ Material sintético Dura Patch® (Johnson Dpa_s: p al‘rletal a Intensidade do processo .
Cao & Johnson) eDuragen®  direitae a FL e aspecto FO . . 30 e 90 dias
al.,2016 de PLLA . ) inflamatério (0 a 3)
(Integra LifeSciences esquerda
Corporation)
Chumna S . . ~ .
. Material sintético  Enxerto de galea . N FL e infec¢do Intensidade de processo 30, 60, 180
nvejet  Coelho . Parietal a direita oA . L )
al., 2020 ORC+PCL autdloga sistémica inflamatorio, IHQ dias
Karkuca E?:l?&iomb@ Parietal a Comportamento, Intensidade de processo
ketal, Rato . TissuDura® (Baxter) FL e aspectoda . e dep 21 dias
Pharmaceutical esquerda inflamatoério
2021 FO
Company)
Neulen Duragen® (Integra . \ .
etal., Porco BCM (B. Braun LifeSciences Parictal a Aspecto da FO yntens1da,d§: de processo 30 e 60 dias
Aesculap) . esquerda* inflamatodrio
2011 Corporation)

Fonte: Elaborado pelo autor.
Legenda: BCM: bilayered collagen matrix (matriz de bicamada de colageno); FL: fistula liquérica; FO: ferida operatoria; IHQ: imuno-histoquimica; PLLA: poli-L-éacido-
latico; ORC: celulose oxidada regenerada; PCL: poli(e-caprolactona); PIC: press@o intracraniana. *Além da craniectomia parietal a esquerda, foi realizada uma trepanagéo
frontal a direita para implante de cateter de monitorizagdo de pressdo intracraniana.
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Um estudo experimental de duraplastia em caes foi realizado para avaliacdo de
um substituto dural sintético absorvivel, em comparagdo com os produtos comerciais Codman
Ethisorb Dura Patch® e o Duragen® Dural Graft Matrix (DENG et al., 2016). Enquanto o
primeiro substituto dural comercial é composto por material sintético absorvivel
(poligalactina 910 e poli-p-dioxonona, ou PDS), o segundo ¢ constituido por coldgeno de
tenddo bovino. A cirurgia foi realizada por uma incis@o na linha média e craniectomias nas
regides parietais direita e esquerda, sob as quais foi realizada a duroplastia com cada enxerto.
Foram utilizados parametros clinicos e histologicos para avaliagdo da biocompatibilidade e
deteccao de fistula liquorica, observacao macroscopica da ferida e avaliagao microscopica aos
30 e 90 dias apos a implantacdo cirargica dos materiais.

Na andlise microscopica, foram avaliados a presenca de adesdo ao cortex e o
processo inflamatério, graduado de 0 a 3 (nenhum, leve, moderado e intenso).
Macroscopicamente, ndo foram observados, em nenhum dos grupos avaliados (Dura Patch®,
Duragen® e PLLA), sinais de infec¢@o, deiscéncia de ferida, abaulamento da pele ou fistula
liquorica. Na avaliacdo de 30 dias, do ponto de vista macroscopico, a falha dural estava
completamente fechada, preenchida por tecido fibroso, sem diferenciacao entre a dura-mater
original e o enxerto utilizado para fechamento. No grupo suturavel, foram constatadas areas
de adesdo ao encéfalo, tanto no lado em que se usou PLLA quanto naquele em que se usou
Dura Patch®. Na avaliacdo de 90 dias, observou-se adesdo ao encéfalo apenas no grupo
receptor de Dura Patch®.

Na avaliacdo microscopica apds 30 dias, todos os enxertos estavam circundados
extensivamente por fibroblastos, mas havia neovascularizacdo mais abundante circunjacente
ao Duragen® e ao PLLA em relagdo ao Dura Patch®. Ainda nesse instante, notou-se que
havia um processo inflamatorio leve circunjacente 8 membrana de PLLA, usada de forma nao
suturavel, e a de Duragen®. Porém, a inflamacgdo foi considerada mais intensa nas adjacéncias
as membranas de Dura Patch® e de PLLA no uso suturavel. Mesmo assim, em nenhum grupo
foram observados necrose ou dano tecidual encefalico. Na avaliacdo de 90 dias, o processo
inflamatério estava bem mais reduzido, e todos os 3 materiais foram substituidos por tecido
conectivo altamente vascularizado, semelhante a dura-maéter. O processo inflamatorio entre os
grupos foi similar, sendo composto por poucos linfocitos e reagdo de células gigantes
multinucleadas.

O experimento desta tese foi realizado com introdugdo dos scaffolds no espaco
epidural, em contato com a delgada dura-méter de Rattus norvegicus, e os resultados foram

semelhantes aos observados no grupo sem sutura do estudo de Deng ef al. (2016). Realizou-se
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a craniectomia apenas na regiao parietal direita, optando-se por ndo utilizar outra area nem
mesmo para um controle sem uso de substituto dural, pois avaliou-se que tal uso poderia
acrescentar o viés da contaminagdo de um sitio para o outro. Na andlise clinica, ndo foi
observada deiscéncia ou infec¢dao de ferida operatoria, assim como abaulamento da pele ou
fistula liquérica em nenhum animal.

Do ponto de vista macroscopico, houve uma formacdo de tecido conectivo
vedando o local da craniectomia nos animais em que foram utilizados os enxertos de matriz
rica em coldgeno. Esse tecido foi observado ja aos 15 dias apds a intervencdo cirtrgica,
quando estava entremeado entre as fibras de colageno xenogénico, remanescentes das
matrizes exodgenas inseridas no espago epidural. Nesse instante, o tecido que preenchia a falha
Ossea ainda era majoritariamente formado por fibras provenientes dos dispositivos exdgenos,
o que demonstra a biocompatibilidade desses produtos com as células do hospedeiro. Contudo,
aos 30 dias, o tecido era fundamentalmente composto por fibroblastos, sem fibras
remanescentes de colageno xenogénico no grupo Duragen®, mas com poucas fibras
remanescentes no grupo scaffold de pele de tilapia. Aos 45 dias, o tecido conectivo era
formado apenas por fibroblastos, sem fibras remanescentes em ambos os grupos receptores de
telas biologicas. Diferentemente do estudo de Deng et al. (2016), este trabalho incluiu um
grupo de controle negativo (sham), em que nenhum enxerto foi introduzido. Neste, ndo se
observou a formac¢ao do tecido conectivo na area de craniectomia, 0 que sugere um primeiro
beneficio da utilizagdo de scaffold rico em coldgeno: a barreira mecanica que evita a
comunicac¢do do espaco subgaleal e da pele com o tecido encefélico e a dura-méter.

Na analise microscopica, constatou-se que, em 15 dias, ja havia pouco ou nenhum
processo inflamatorio (intensidade 1 e 0, respectivamente) no grupo nio submetido ao
implante de matriz exdgena e, em 30 dias, alguns animais ja4 ndo apresentavam nenhum
processo inflamatério ou aumento de vascularizagdo. Nos grupos submetidos aos scaffolds
ricos em colageno, pode-se observar processo inflamatdrio variando de moderado a intenso
(intensidade 2 e 3, respectivamente) em 15 dias; de leve a moderado no periodo de 30 dias; e
leve em 45 dias. Em 15 dias, os grupos com enxertos de biomateriais apresentaram processos
inflamatorios de intensidades estatisticamente iguais entre si. Ainda que, no instante de 30
dias, o grupo do scaffold de tilépia tenha apresentado um processo inflamatorio pouco mais
acentuado, aos 45 dias notou-se semelhanga intensidade de inflamacdo baixa e
significativamente igual entre os grupos de tilapia e Duragen®. O processo inflamatorio

tornou-se progressivamente mais brando a cada tempo observado: 15, 30 e 45 dias. Ademais,
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em nenhum dos dois grupos foi observado dano encefalico ou processo inflamatério na dura-
mater adjacente ao enxerto, assim como nao foram vistas aderéncias ao tecido encefalico.

Um estudo experimental para avaliagdo de uma membrana sintética de duas
camadas de celulose oxidada regenerada/poli(e-caprolactona) (ORC/PCL) como substituto
dural, em comparacdo com enxerto de galea autdloga, foi realizado em modelo de coelhos
(CHUMNANVE]J et al., 2020). A craniectomia foi feita apenas na regido parietal direita dos
coelhos, apds a realizacdo de uma incisdo na linha média, e o estudo baseou-se em avaliagao
de parametros clinicos, tais quais fistula liquorica e infec¢do sist€émica. Na avaliagdo
macroscopica, ndo se observaram aderéncias do enxerto a estruturas encefalicas adjacentes. A
avaliagdo microscopica foi realizada pela técnica de hematoxilina-eosina e coloragdo de
Masson, e constatou a formacdo de tecido conectivo de forma similar em ambos os grupos
experimentais (membrana sintética e géalea).

Além da formagdo de tecido conjuntivo, o trabalho de Chumnanve;j et al. (2020)
avaliou ainda a presenca de vascularizacdo, a reagdo a corpo estranho, a atividade
osteoclastica e a formagdo Ossea. A vascularizagdo foi visualizada em todos os grupos, sendo
maior no grupo com a membrana estudada do que no pericranio, e decresceu com o aumento
do tempo pos-operatdrio avaliado. Curiosamente, houve crescimento dsseo nas membranas
avaliadas, todavia os autores afirmaram desconhecer as razdes para essa observacio,
sugerindo necessitar de outro estudo para entender essa propriedade. Assim como esperado,
os enxertos foram degradados progressivamente com o tempo, porém, apos 6 meses, apenas o
grupo com enxerto autélogo apresentava o tecido dural estudado com tecidos indistintos entre
a area enxertada e a area com a dura ndo enxertada. A avaliagdo do processo inflamatorio nao
evidenciou diferenca entre os grupos em 1 ¢ 3 meses, mas, em 6 meses, apenas aquele com
enxerto autdlogo ndo exibia processo inflamatorio algum.

A pesquisa de Chumnanvej et al. (2020) também apresenta semelhancas com a
desta tese, ja que o autor optou por realizar a craniectomia apenas em um sitio, sob o qual foi
realizado o experimento, de tal forma que cada animal foi submetido a apenas um material.
Isso evita a contaminagdao de um sitio pelo outro e a interpretacdo de que o processo
inflamatério de um lado possa ter potencializado o do outro. Em uma situacao hipotética em
que o autor utilize os dois lados para realizar a craniectomia, o animal poderia apresentar
sintomatologia de infec¢do sist€émica e processo inflamatério moderado em ambos, motivo
pelo qual os autores ndo poderiam afirmar ao certo que membrana estaria relacionada ao

referido processo de inflamagao.
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Neste estudo, foi possivel avaliar a vascularizagdo por meio da marcagao de alfa-
actina do musculo liso com aumento de 200x. Observamos maior vasculariza¢ao nos grupos
em que utilizamos enxertos xenograficos em relagdo ao grupo sham, sendo essa diferenca
significativa em 30 dias, mas ndo em 15 e 45 dias. Isso corrobora o resultado do estudo de
Chumnanvej et al. (2020) que, na avaliacdo inicial de um més, evidenciou quantidade
significativamente maior de formagdo vascular nos espécimes submetidos a membrana
ORC/PCL em comparagao com aqueles submetidos ao enxerto autdlogo. J4 em 3 meses,
ainda que houvesse mais formacdo Ossea nos grupos com membrana ORC/PCL, essa
diferenga ndo foi significativa.

Com relagdo a formacao dssea, o resultado foi bem diferente: enquanto no estudo
de autoria de Chumnanvej et al. (2020) a formagdo 6ssea no grupo com enxerto autélogo foi
menor que no grupo com a tela bioldgica, nesta tese constatou-se que os grupos receptores de
biomateriais apresentaram menor formacao 6ssea que o grupo sem enxerto. No grupo receptor
do dispositivo Duragen®, que tem poros grandes e abundantes, observou-se permeio
periférico de tecido 6sseo, 0 que ocorreu em menor escala no grupo do scaffold derivado da
pele de tilapia, compacto e praticamente sem poros.

Por fim, no estudo de Chumnanvej et al. (2020), o processo inflamatorio foi
observado em todos os grupos até 3 meses, sem diferenga significativa, e esteve ausente
apenas no grupo com enxerto autélogo aos 6 meses. No nosso experimento, notamos que o
grupo com scaffold de tilapia apresentou maior processo inflamatdrio aos 15 e 30 dias, porém,
aos 45 dias, tornou-se menos intenso e sem diferenga significativa em relagdo ao grupo de
controle negativo (sem uso de biomaterial exégeno). Em relacdo ao produto Duragen®, o
processo inflamatorio do scaffold de tilapia mostrou-se significativamente maior apenas aos
30 dias.

Em outra pesquisa, foram comparadas as membranas TachoComb (enxerto de
colageno em combinagdo de fibrinogénio humano com aprotinina e trombina bovina) e
TissuDura (derivado de colageno de tendao de Aquiles de equinos) quanto a efeitos adversos e
complicacdes de duroplastia em ratos (KARKUCAK et al., 2021). Nesse estudo, 30 ratos
foram submetidos a procedimento cirurgico na regido parietal esquerda: em 10 ratos foi
implantado o TachoComb; em 10, o TissuDura; e, finalmente, em 10 ratos ndo foi implantado
nenhum tipo de membrana. Os animais foram anestesiados com Cetamina e Xilazina
intraperitonial e submetidos a um dos trés procedimentos cirargicos a depender do grupo, e os

autores relataram abertura de 3 mm da dura-mater com lamina namero 11. Foram observados
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quanto ao quadro clinico, como sinais de inflamacao e deiscéncia de ferida operatoria, fistula
liquérica e alteragdes de comportamento.

Apo6s 21 dias de acompanhamento, os animais foram sacrificados, ¢ inflamagao,
edema, gliose e reagdo a corpo estranho foram avaliados no sitio cirurgico. Essa andlise
histolégica realizada apenas por hematoxilina-eosina revelou processo inflamatorio
parenquimatoso no grupo sham (1 de 10 animais), TachoComb (7 de 10 animais) e TissuDura
(3 de 10 animais), assim como no 0sso no grupo sham (0 de 10), TachoComb (5 de 10) e
TissueDura (2 de 10 animais); e reacdo de corpo estranho no parénquima dos grupos
TachoComb (10 de 10) e TissuDura (2 de 10 de forma generalizada e 10 de 10 alguma reacao
de corpo estranho), ndo ocorrendo processo inflamatorio no parénquima dos animais do grupo
sham. No entanto, edema e gliose encefélica foram observados em todos os grupos, incluindo
este ultimo.

Esse estudo, de forma similar ao desta tese, foi realizado em ratos e utilizou
apenas uma trepanagdo em um ponto especifico na regido parietal esquerda (no caso do
trabalho aqui descrito, escolhemos fazer a trepanagdo a direita com referéncia a modelo
descrito em Janowski (2016). As técnicas de tricotomia, anestesia e incisdo foram semelhantes,
entretanto, ndo se utilizou drill (broca cirirgica) nesta tese para craniectomia, a qual foi
realizada com rotacdo de ldmina niimero 15. Por fim, Karkucak et al. (2021) optaram por
seccionar a dura-mater dos animais, ao contrario da intervencao cirirgica descrita nesta tese.

A dura de Rattus norvegicus possui espessura de alguns micrometros, tendo um
espago apenas virtual do parénquima. Por essa razao, neste trabalho de doutorado, decidiu-se
ndo seccionar a dura-mater, pois isso implicaria em alto potencial de dano do parénquima pela
técnica, o que poderia ser um viés na avaliagdo do processo reacional provocado pelas
membranas. Tal problema foi observado nos resultados de outro estudo (BIROLI et al., 2008),
em que mesmo o grupo sham apresentou edema e gliose cerebral, apontando para um dano
tecidual causado pela técnica, ndo pela sobreposi¢cao da membrana.

De volta ao estudo de Karkucak et al. (2021), o processo inflamatdrio adjacente a
membrana foi mais exuberante no grupo TachoComb, sendo esse resultado significativamente
maior que nos outros grupos estudados e suficiente para mostrar a menor seguranga em sua
utilizacdo, segundo conclusdo da pesquisa. J4 no parénquima, o processo inflamatério nao
indicou diferenca significativa entre as telas bioldgicas investigadas. Em todo caso, ainda que
tenha havido significativamente mais gliose no grupo TachoComb, o resultado do processo
inflamatorio adjacente a membrana ¢ suficiente para demonstrar a menor seguranga desse

produto. Portanto, considera-se que a decisao de ndo tentar abrir a dura-mater dos ratos no
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experimento aqui descrito foi acertada, na medida em que ndo contribuiria para a avaliagdo do
processo inflamatorio (no maximo, seria uma informacao redundante) e aumentaria os riscos
neurologicos (morbidade e mortalidade) para o animal.

Também foi realizado um estudo de duraplastia em porcos (Sus scrofa domesticus)
para avaliacdo de biocompatibilidade de uma matriz de dupla camada de colageno
semissintética (BCM), desenvolvida pela fabricante B. Braun Aesculap (NEULEN et al.,
2011). Nessa pesquisa, 34 porcos foram submetidos a craniectomia e excisdo da dura,
seguidas de duroplastia, usando a membrana BCM, Duragen® suturavel (Integra) ou
periosteo. Foram avaliadas a facilidade de manuseio intraoperatorio, a fistula liquérica, a
adesdo encefalica dos materiais, € os parametros histopatologicos (morfologia do tecido,
processo inflamatério e infiltragdo da membrana por fibroblastos). Os animais foram
submetidos a trepanacdo frontal a direita para implantagdo de monitor de pressao
intracraniana, € a craniectomia parietal esquerda com resseccdo de dura-mater e indugdo de
um dano no parénquima parietal esquerdo. Além disso, utilizou-se um material para
hemostasia (Sangustop, Aesculap).

Os animais foram sacrificados 1 e 6 meses ap0s a intervengado cirtrgica. Todos os
materiais estavam integrados apds 6 meses e os produtos Duragen® e BCM mostraram maior
tendéncia de estimulo a reacdo linfocitica, porém, esses enxertos apresentaram maior
facilidade de manuseio. Os autores mencionam que o Duragen® foi escolhido para
comparagdo por ndo provocar reagdes importantes nos tecidos adjacentes e por ser
amplamente usado no contexto clinico. Consideraram, no entanto, que o produto
semissintético em estudo (BCM), que consiste em uma camada de esponja de colageno
derivada de pele bovina e uma camada impermeavel de colageno de pericardio bovino
liofilizado, ¢ uma melhor barreira mecanica.

Pesquisas em animais de médio e grande porte, como nesse caso, permitem a
realizacdo da técnica de abertura dural (durotomia) e de sutura do material enxertado a dura-
mater do animal. No estudo em questdo, havia a necessidade de analisar a facilidade de
manuseio, avaliada por meio de um escore proveniente do tempo médio contabilizado para a
duroplastia de cada grupo do experimento. Esse pardmetro ndo poderia ser avaliado nesta tese,
pois o rato, como explanado anteriormente, tem uma dura-mater muito delgada, com
espessura de poucos micrometros, o que impossibilita a realizagdo de durotomia e duroplastia.

Algumas particularidades do estudo de Neulen et al. (2011), entretanto, podem
levar a algum tipo de viés na avaliagdo do processo inflamatorio, o pardmetro mais importante,

visto que determina a possibilidade da utilizagao desse biomaterial em humanos. A introdugao
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de um cateter de monitorizagdo de pressdo intracraniana (PIC) causa dano tecidual e quebra
de barreira que pode servir de porta de entrada para agentes infecciosos.

Além de expor o animal a mais um sitio potencial de infec¢do pela introducao do
cateter de afericdo, foi necessario realizar o aumento da PIC por manobra de Valsalva e a
inclinacao da cabeca do porco para baixo, conforme descrito no estudo. Essas manobras para
aumento de PIC, apds os procedimentos de durotomia e de laceracdo intencional do cortex
parietal esquerdo, podem ter provocado potenciais situagdes de viés, como maior sangramento
e dano tecidual em sitio cirturgico. Neste trabalho de doutorado, padronizou-se a metodologia
para que fosse a mais simples e rapida possivel, pois se sabe que até mesmo a diferenga de
tempo cirtrgico pode favorecer maior risco de contaminagdo; portanto, foram realizadas uma
incisdo simples e uma Unica trepanagdo na regido parietal direita. De forma semelhante ao
estudo descrito nesta tese, os autores escolheram o Duragen® para comparagdo com a
membrana experimental BCM, mostrando mais uma vez se tratar de um scaffold de referéncia
internacional, por sabidamente provocar pouca resposta inflamatoria.

O desempenho de um material para enxerto na dura-mater ndo depende apenas da
combinac¢do de sua composi¢do e estrutura, mas também da manipulagdo ou técnica cirurgica
escolhida, a saber, a sele¢cdo do biomaterial (suturado ou ndo suturado) e da regido anatdmica
onde sera aplicado. Esses elementos sdo essenciais para garantir que o enxerto se integre
parcialmente a dura-mater, promovendo uma cicatrizagdo adequada ¢ minimizando
complicagdes (CHUAN et al., 2020; DENG et al., 2016; NEULEN et al., 2011). De facil
hidratacdo, o scaffold de pele de tildpia acomoda-se com exceléncia no local da lesdo,
facilitando o procedimento cirurgico.

A qualidade histoldgica, a auséncia de aderéncia (ou aderéncia parcial) ao cortex
cerebral e a proliferacao celular sao propriedades imprescindiveis para atestar a
biocompatibilidade do enxerto dural (LI ef al, 2017, 2019). O scaffold da pele de tilapia
forneceu um arcabouco de coldgeno adequado para a integragcdo de fibroblastos e a formacgao
de um tecido conectivo funcional, na medida em que o proprio colageno foi degradado e
absorvido. Além disso, ndo observamos aderéncia aos tecidos circundantes, nem
desenvolvimento de tecido cicatricial volumoso (RABINOWITZ et al, 2005). O novo
scaffold proposto neste trabalho ndo ¢ inferior e assemelha-se, em alguns parametros, ao
Duragen®, material de uso clinico e amplamente utilizado em duroplastias humanas. Também
¢ importante enfatizar que a matriz dérmica descelularizada de pele de tilapia possibilitou uma
boa protecdo mecanica e imunoldgica a dura-mater, por meio da sua notavel barreira

mecanica.
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6.2 Peso

McCowen e Bistrain (2003) ¢ Ono et al. (2014) apontam que, se o animal
apresenta deficiéncia de proteina antes e durante cirurgias de grande porte, o processo de
cicatrizac¢do posterior ¢ prejudicado, favorecendo maior risco de infeccdes. Neste estudo, em
todos os grupos submetidos a craniectomia e em todas as avaliagdes temporais, com ou sem
implante de material, os animais tiveram ganho de peso, o que sugere um bom estado
nutricional e aporte proteico para o processo cicatricial. Essa condicao satisfatoria favorece o
aumento da proliferacdo de fibroblastos, da angiogénese, da producdo de coldgeno e,
consequentemente, melhora o reparo tecidual da ferida, com impacto no processo de
homeostasia e na cicatrizacao de lesdes (CAMPOS; GROTH; BRANCO, 2008).

O ganho de peso e o bom estado nutricional dos animais ap6s o procedimento
cirargico corroboram a regeneracao de tecidos lesados, como ocorreu no fechamento parcial
da craniectomia em todos os grupos. Mesmo que o ganho de peso tenha sido mais
significativo no grupo sham (controle negativo) que nos grupos de scaffold da tilapia e
Duragen®, ¢ importante enfatizar que as falhas 6sseas ao fim do experimento, em todos os
grupos, estavam na ordem de grandeza de dezenas de micrometros (<100 micrometros),
enquanto o defeito 6sseo provocado cirurgicamente (craniectomia) era na ordem de, no
minimo, 3 um (3.000 micrometros). Portanto em todos os grupos houve um significativo
fechamento da ferida cirargica. As possiveis razdes pelas quais haveria uma diferenca de
regeneragdo Ossea entre os grupos serdo discutidas adiante.

O bom estado nutricional dos animais, representado pelo ganho de peso,
comprova os resultados observados em todos os grupos: bom fechamento da pele, sem
deiscéncia ou infec¢do, fechamento parcial da falha ¢ssea gerada pela craniectomia, formagao
de tecido conectivo sobre as membranas (no caso dos animais em que foram implantados a
matriz acelular de tilapia e o Duragen®), presenga de neovasos e de novas fibras de colageno
tipos I e III no tecido cicatricial. Os efeitos positivos advindos da nutricdo do animal
possibilitam modular e acelerar o processo de cicatrizagao, contribuindo para o aumento da
deposicao de coldgeno e da forga ténsil dos tecidos (ONO et al, 2014). As andlises
histologicas foram um pardmetro importante para constatar que esse processo ocorreu nos

animais.
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6.3 Area de craniectomia

A area de craniectomia consiste na medida da area do quadrado de calota craniana
removido do animal para introdu¢do de uma tela biologica, como o Duragen® ou a matriz
dérmica descelularizada de tilapia, ou para simples fechamento da incisdo cutanea com pontos
cirargicos (grupo de controle negativo ou sham). Observamos que, aos 15 dias de tratamento,
os animais do grupo Duragen® apresentaram maior area de craniectomia que os grupos de
tilapia e controle negativo. Aos 30 dias, os animais do grupo controle negativo apresentaram
maior area de craniectomia em relacdo aos demais. Aos 45 dias, ndo houve diferenca
significativa entre as areas de craniectomia dos grupos de tilapia e Duragen®, mas a area do
grupo sham foi estatisticamente superior a area dos demais. A maior area de craniectomia,
entre todos os grupos e todos os tempos, foi registrada no grupo Duragen® sacrificado aos 15
dias.

A aferigdo das areas de craniectomia ¢ importante porque uma diferenga muito
grande entre as intervengdes cirurgicas poderia interferir no resultado de varios parametros
avaliados. Uma craniectomia muito pequena em qualquer um dos grupos poderia ser a
justificativa para uma menor espessura de falha oOssea, independentemente do tratamento
aplicado. Além disso, uma craniectomia muito pequena também geraria menor dano tecidual,
o que poderia influenciar o ganho de peso e o processo inflamatdrio.

Aos 15 dias de tratamento, o grupo Duragen® foi prejudicado por uma maior area
de craniectomia, mas a espessura média da falha 6ssea no mesmo grupo foi estatisticamente
igual a do grupo receptor da MDAPT. Portanto, o fechamento da falha pode ter sido mais
rapido no grupo Duragen®, o que explicaria a igualdade estatistica entre as médias de
espessura de falha dssea desse grupo e do grupo receptor da matriz de tilapia. Se, em ambos
os grupos, as areas médias de craniectomia fossem semelhantes, possivelmente a espessura
média da falha no grupo Duragen® seria menor que a do grupo de tilapia. Tal fato sugere que
a membrana de Duragen® pode permitir uma maior passagem de indutores de crescimento e
proliferagdo Ossea, em razdo de seus maiores poros, o que aceleraria o fechamento da falha
ossea.

Além disso, aos 15 dias, o grupo sham apresentou espessura média de falha dssea
significativamente inferior a dos demais, o que sugere um fechamento mais acelerado do
defeito de calota craniana. Provavelmente esse achado se deve a passagem de uma maior
quantidade e a uma variedade de fatores de crescimento da dura-mater para o defeito Osseo,

em vista da auséncia de barreira fisica entre ambos os tecidos.
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Aos 30 dias de tratamento, a area de craniectomia média foi significativamente
maior no grupo controle negativo (sham) que nos demais. Ainda assim, o grupo sham
apresentou valor médio de espessura de falha 6ssea significativamente menor que os outros
dois. Isso refor¢a o entendimento de que a auséncia de barreira entre a dura-mater e a calota
craniana permite a passagem de uma maior quantidade e variedade de fatores de crescimento,
contribuindo para acelerar o fechamento da falha dssea.

Por ultimo, aos 45 dias de tratamento, a area média da craniectomia foi
significativamente superior no grupo sham em relacdo aos grupos receptores de matriz de
tilapia e Duragen®, que ndo apresentaram diferenca significativa entre si. Em contrapartida, a
espessura de falha dssea foi estatisticamente menor no grupo sham ¢ igual entre os demais
grupos, o que indica a ocorréncia de um fechamento mais rapido do defeito craniano no grupo
de controle negativo. Provavelmente, a intensa troca de fatores de crescimento entre a dura-
mater e o tecido 6sseo estimulou o fechamento acelerado do defeito no grupo sham, devido a
auséncia de uma tela biologica posicionada sob o defeito, atuando como barreira fisica. A
degradagdo mais lenta da matriz de tilapia, que tem poucos e pequenos poros, possibilitou a
passagem de fatores de crescimento da dura-mater para a calota craniana tardiamente,
estimulando o fechamento do defeito 6sseo somente aos 45 dias. Essa hipotese pode ser
sustentada pelo fato de ndo haver diferenca entre as espessuras da falha dssea aos 15 e 30 dias
de tratamento com o scaffold de tilapia, quando o biomaterial ainda estava integro. J& aos 45
dias, quando a matriz de tildpia ja havia sido absorvida, a espessura da falha dssea tornou-se

significativamente menor que nos tempos anteriores (p = 0,02).

6.4 Fechamento da craniectomia

As craniectomias foram realizadas em formato de quadrilatero, cujos lados
variaram de 3 a 5 milimetros. J4 as dimensdes do que consideramos espessura de falha dssea,
ou remanescente da craniectomia, variaram de 20 a 100 micrometros. Esse dado deve ser
destacado, pois a discussdo que se segue ndo ¢ por uma auséncia ou incapacidade de
regeneracdo de tecido dsseo nos casos em que foram implantados scaffolds de colageno, mas
por uma diferenga minima, mas estatisticamente significativa, entre as dimensdes das falhas
osseas dos grupos Duragen, MDAPT e sham.

Os animais em que ndo foram utilizados scaffolds apresentaram menor espessura
da falha 6ssea (maior fechamento da craniectomia) tanto aos 15 dias (p = 0,002) quanto aos

30 dias de tratamento e 45 dias (p<0,001). No grupo Duragen®, a espessura média da falha
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foi numericamente inferior a do grupo da tilapia, porém sem diferenca significativa aos 15, 30
e 45 dias. A hipdtese para essa observagdo, como discutiremos a seguir, ¢ que a interposi¢ao
de uma barreira mecanica (scaffold) entre a dura-mater ¢ a calota craniana dificulta a
passagem de fatores de crescimento e a regeneracdo Ossea, sendo esse impedimento maior
quanto menores € mais escassos forem os poros da referida barreira. Em outras palavras, a
obstrucdo a passagem dos fatores de crescimento ¢ tanto mais intensa quanto mais compacta e
fechada for a tela bioldgica posicionada abaixo do defeito dsseo.

Quando comparamos os 3 grupos de tilapia, 15, 30 e 45 dias, houve uma diferenca
significativa do tamanho da espessura do defeito em 45 dias (p=0,024). Atribuimos essa
observa¢ao a uma “descompactacio” das fibras de coldgeno visualizadas nas laminas coradas
em HE. Isso permitiria uma maior permeabilidade da membrana a células e fatores de
crescimento 0sseo.

A dura-mater, a camada mais externa das meninges, desempenha um papel crucial
na morfogénese da calvaria, na fusdo das suturas pos-natais e no reparo dsseo dos defeitos
nesse local (DE SOUZA, 2012). Em um estudo em modelo animal para avaliar a influéncia da
dura-mater na regeneracdo de defeito 6sseo adjacente, uma cirurgia de craniectomia circular
(Figura 26) foi realizada em 24 coelhos brancos da Nova Zelandia com 6 semanas de idade
(MOSSAZ; KOKICH, 1981). Em 12 animais, a continuidade dessa camada foi interrompida,
e os demais animais serviram como controle. Eles foram sacrificados em diferentes intervalos,
para documentar o potencial regenerativo dos tecidos durais alterados, e os resultados desse
experimento mostraram que a deposi¢do 0ssea necessaria ao novo desenvolvimento calvarial
¢ diretamente dependente da presenca da dura-mater. Além disso, a taxa de deposi¢ao
aparentemente ¢ afetada pela continuidade dural, pela idade do animal e por diferencas
localizadas na espessura das camadas durais. Os autores concluiram que o novo
desenvolvimento e a paténcia das suturas cranianas sao fortemente influenciados por

alteragOes na continuidade da dura-mater.
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Figura 26 — Desenho de um cranio de coelho ilustrando o corte e a extensdo da calvariectomia

circular.

Fonte: Mossaz e Kokich (1981). Lado esquerdo (DE), a dura foi completamente removida; no lado direito, DI, a
dura foi incisionada. Maior regeneracdo 6ssea no lado com mais dura mater.

Na pesquisa de Hobar et al. (1993), realizada em modelo animal, foi testado o
efeito da transferéncia de tecidos pericranianos maduros para animais imaturos com defeitos
Osseos cranianos. Porquinhos-da-india isogé€nicos de diferentes idades foram usados:
“infantes” (3-4 semanas) e “adultos” (>18 meses). Defeitos cranianos parietais bilaterais
foram feitos em porquinhos-da-india infantis e os animais foram divididos em trés grupos. No
grupo 1 (n=6), o periosteo infantil foi ressecado e substituido por um autotransplante em um
lado (controle), e o periosteo adulto foi transplantado como um isoenxerto no outro
(experimento). No grupo 2 (n=5), a dura-mater foi usada como varidvel e, no grupo 3 (n=5),
tanto ela quanto o peridsteo, combinados, se tornaram as variaveis. Apds 8 semanas, houve
regeneragdo 0ssea completa ou quase completa em todos os animais em que a dura-mater
infantil estava presente, enquanto a regeneracao foi minima ou inexistente em defeitos em que
a dura-mater adulta estava presente (vide Figura 27). Os autores concluiram que, ao contrario

da dura-mater, o peridsteo teve pouca influéncia na capacidade do osso se regenerar.
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Figura 27 — Desenho de um modelo animal mostrando peridsteo infantil no lado de controle e

peridsteo adulto no lado experimental.
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Fonte: Hobar et al. (1993).

Nota: A dura-mater do hospedeiro (infantil) estd presente em ambos os lados. Meio: Desenho de um modelo
animal mostrando dura-mater infantil no lado de controle ¢ adulta no lado experimental. O peridsteo do
hospedeiro (infantil) esta presente em ambos os lados. Inferior: Desenho de um modelo animal mostrando dura-
mater ¢ periosteo infantis no lado de controle e dura-mater e peridsteo adultos no lado experimental.

Ambos os estudos destacam a influéncia da dura-mater na regeneragdo Ossea,
especialmente em relagdo a defeitos cranianos. O primeiro, realizado em coelhos brancos da
Nova Zelandia, mostrou que a deposi¢cdo dssea que leva ao redesenvolvimento calvarial ¢é
diretamente dependente da presenca da dura-maéter. O segundo, conduzido em porquinhos-da-
india, apoiou essa descoberta, indicando regeneracdo dssea completa ou quase completa na
presencga de dura-mater infantil, mas regeneragdo dssea minima ou inexistente quando a dura-
mater adulta estava presente, ¢ curiosamente também descobriu que o peridosteo pouco
influencia essa capacidade de restruturacao.

A diferenca de capacidade de regeneragdo 6ssea induzida pela presenga da dura-
mater também ¢ influenciada pela regido em que a membrana dural se encontra, como

observado em estudo realizado em ratos por Yu et al. (1997). O estudo mostra evidéncias in
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vivo de que a dura-mater, sem outros componentes do sistema nervoso central, induz tanto a
condrogénese quanto a osteogénese. O mecanismo funciona, pelo menos em parte, por
interagdo tecidual préxima. No referido trabalho, a dura-mater subjacente as suturas metopica,
sagital e lambdoide e aquela subjacente as porgdes planas dos ossos frontais e parietais foram
obtidas de ratos Lewis neonatais e¢ transplantadas no térax posterior de receptores Lewis
adultos.

No grupo 1, enxertos de dura-mater subjacente as suturas (n=20) e as porgdes
(n=20) foram transplantados individualmente para bolsas epiteliomesenquimais separadas. Ja
no grupo 2, os enxertos durais foram transplantados para bolsas mesenquimais cirurgicamente
criadas (n=10 para cada camada), colocados entre os musculos panniculus carnosus e
latissimus dorsi. Os animais foram sacrificados em intervalos de 2 semanas e analisados por
microscopia de luz, analise histoquimica, imuno-histoquimica e microscopia eletronica. A
formagdo Ossea foi vista em 15 dos 18 animais (83%) do grupo 1, no entanto ndo foi vista
formagdo de osso ou cartilagem no grupo 2.

Notou-se a condrogénese em 4 animais que receberam dura-mater subjacente as
suturas metopica, sagital e lambdoide no grupo 1. A hiperproliferagdo celular, por sua vez, foi
constatada em 2 semanas quando a dura-mater foi transplantada perto dos foliculos capilares.
Essas células tinham uma alta relagdo nucleo-citoplasma e eram positivas para fator de
crescimento transformador beta (TGF-). Essa hiperproliferagdo foi seguida pela produgao e
pelo acimulo de matriz extracelular positiva para alcian blue, que resistiu a digestdo por
hialuronidase. A cartilagem com células ativas foi vista em 6 semanas. Ndo houve
condrogénese em animais que receberam dura-mater subjacente as porgdes planas dos 0ssos
frontais e parietais no grupo 1.

A microscopia eletronica mostrou a presenca de substancia fundamental
semelhante a proteoglicano e coldgeno tipo II na camada interna da dura-mater sutural, e
predominancia de coldgeno tipo I denso na dura-mater escamosa ¢ na camada externa da
dura-mater sutural. Os autores concluiram que a dura-mater neonatal transplantada
heterotopicamente induziu osteogénese dependente da interacdo epiteliomesenquimal. A
condrogénese ocasionalmente ocorreu além da osteogénese com a dura-mdater sutural,
enquanto apenas a ossificagdo membranosa aconteceu com a dura-mater escamosa, indicando
diferengas intrinsecas dentro da préopria dura. Sabe-se também do papel das interleucinas e do
TGF-B na morfogénese da sutura craniana (OPPERMAN et al., 1999). De fato, o estudo de
Yu et al. (1997) avaliou que essa morfogénese precisa de fatores sollveis secretados pela

dura-mater para resistir a obliteracdo dssea prematura.
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Pesquisas sobre os mecanismos autocrinos € paracrinos que atuam na biologia das
células durais durante a ossificacao calvarial mostraram que células durais ndo associadas a
sutura em filhotes de ratos de 6 dias exibiam niveis elevados de fator de crescimento de
fibroblastos 2 (FGF-2), enquanto células durais em ratos adultos de 60 dias apresentavam
baixos niveis de FGF-2 (LI; QUARTO; LONGAKER, 2007; SPECTOR et al., 2002). Esses
estudos indicam que a capacidade de mamiferos jovens curarem grandes defeitos calvariais
com sucesso pode ser atribuida aos efeitos autocrinos e/ou paracrinos do FGF-2 na
prolifera¢do, na expressao génica e na producdo de fosfatase alcalina das células durais (LI;
QUARTO; LONGAKER, 2007; SPECTOR et al., 2002).

Em uma pesquisa especifica, foram estabelecidas culturas de células durais nao
associadas a sutura retiradas de filhotes de ratos Sprague-Dawley de 6 dias, que foram
estimuladas com FGF-2 humano recombinante ou rhFGF-2 (MOURSI et al., 2002).
Verificou-se que as células durais estimuladas com rhFGF-2 proliferavam significativamente
mais rapido do que as ndo tratadas, durante 24 e 48 horas. Além disso, outro estudo
evidenciou que células durais estimuladas com rhFGF-2 expressavam 7 vezes mais antigeno
nuclear de células proliferantes (PCNA) do que as culturas de controle (LI; QUARTO;
LONGAKER, 2007). O tratamento com rhFGF-2 aumentou, portanto, a expressdo de genes
importantes para o reparo tecidual esquelético, como os genes de FGF-2, fator de crescimento
transformador beta 1, fator de crescimento transformador beta 3, coldgeno tipo I e
osteopontina, um marcador “tardio” da diferenciagdo osteoblastica. Curiosamente, a atividade
da fosfatase alcalina das células durais, um marcador mais precoce da diferenciagdo
osteoblastica, diminuiu significativamente com o tratamento com rhFGF-2 em comparacao
com as culturas de controle em 24 ¢ 48 horas (LI; QUARTO; LONGAKER, 2007).

Um estudo sobre a fusdo da sutura craniana para entender a etiopatogénese da
craniossinostose examinou os mecanismos da fusdo normal das suturas (GREENWALD et al.,
2000). Modelos murinos em que a sutura frontal posterior passou por fusdo programada logo
apds o nascimento ofereceram um modelo ideal para estudar esses mecanismos. A sutura
sagital do rato foi comparada em duas regides: anterior a sutura coronariana, denominada na
pesquisa de sutura frontal posterior (P), e posterior a sutura coronariana, denominada de
sutura sagital (S) (diferenca ilustrada na Figura 28). Na espécie de ratos estudada, P fundiu-se
logo apds o nascimento, enquanto S permaneceu patente. O destino da sutura, ou seja, fusao
versus paténcia, foi regulado pela dura-mater diretamente abaixo da propria sutura craniana.

Esses estudos levaram a hipdtese de que a dura-maéter calvarial ¢ regionalmente diferenciada e
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que essa diferenciagdo orienta o desenvolvimento da sutura subjacente (GREENWALD et al.,

2000).

Figura 28 — Imagem superior evidenciando um defeito 6sseo (no caso, a sutura frontal em
modelo murino, descrita como frontal posterior); imagem do meio evidenciando a libera¢ao
de elementos celulares e humorais pela dura-mater; imagem inferior evidenciando a falha

6ssea fechada por trabeculado 6sseo.
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Fonte: Adaptado de Greenwald et al. (2000, p. 2427).

A expressao do acido ribonucleico (RNA) mensageiro de colageno tipo III e de
fosfatase alcalina foi maior na amostra da regido frontal posterior (sutura precocemente
fundida) do que na regido sagital (sutura que fica patente por mais tempo). Foi constatado que
a expressdo de citocinas osteogénicas e de moléculas da matriz extracelular associadas ao
osso aumentou fortemente na dura-mater adjacente a sutura frontal posterior. Além disso, a
proliferacdo celular na dura-mater ligada a fusdo de P foi significativamente menor do que a
encontrada na sutura sagital patente, logo antes do inicio da fusdo sutural.

Ainda no estudo de Greenwald et al. (2000), para analisar ainda mais a

diferenciagdo regional das células durais associadas a sutura craniana, foi realizada a cultura



103

de células durais de suturas cranianas fundidas e patentes em ratos, nas quais foi avaliada a
expressdo de citocinas osteogénicas, de colageno tipo I e de antigeno nuclear de células
proliferantes. Esses estudos confirmaram que as culturas de células durais provenientes da
sutura frontal posterior em fusdo expressaram quantidades significativamente maiores de
TGF-betal, FGF-2 e colageno tipo I. Ademais, as células durais derivadas de P produziram
significativamente menos antigeno nuclear de células proliferantes do que as derivadas de S.

No conjunto, esses dados apoiam fortemente a hipotese de que a dura-mater
calvarial ¢ regionalmente diferenciada, resultando na regulacdo positiva das citocinas
osteogénicas e das moléculas da matriz extracelular 6ssea nos tecidos durais subjacentes as
suturas cranianas em fusdo, mas ndo patentes. Alteragdes na expressdo de citocinas podem
governar a diferenciacdo osteoblastica e a deposi¢do de moléculas da matriz extracelular,
regulando assim o destino sutural. A elucida¢do dos eventos biomoleculares que ocorrem
antes da fusdo normal da sutura craniana no rato pode aumentar nossa compreensao dos
eventos que levam a sua fusdo prematura.

Os resultados desta tese mostraram que houve uma taxa de fechamento menor em
animais operados com scaffold (seja o derivado da pele de tilapia, seja o Duragen®)
interposto entre a calota craniana e a dura-mater, em relagdo aqueles em que nao foi utilizado
nenhum scaffold. Com base nos estudos revisados acima, entendemos, considerando nossos
resultados, que a interposicdo de uma barreira entre a dura-mater e o osso dificulta o transito
de fatores indutores de crescimento Osseo da calota craniana. As atividades de fatores
osteogénicos, ndo somente em areas de sutura mas também em falhas Osseas adjacentes a
membrana dural, tiveram sua agao reduzida.

De fato, a difusdo de particulas em meio poroso é bem determinada pela equagao

diferencial parcial de Fick (KASOJU et al., 2014):

dC/dt=D * V"2 C

Em que: C ¢é a concentracdo de particulas em um ponto no espago; t é o tempo; D
¢ o coeficiente de difusdo das particulas no meio poroso; e V*2 ¢ o operador laplaciano.

O coeficiente de difusdo das particulas no meio poroso ¢ afetado por uma série de
fatores, incluindo: o tamanho e a forma das particulas; a viscosidade do meio poroso; o
tamanho dos poros; e a tortuosidade do meio poroso. Logo, hd uma correlagdo inversa entre a

passagem de uma substancia por uma membrana e a espessura desta, ¢ uma correlagdo direta
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entre o tamanho médio dos poros da membrana e a passagem dessa mesma substincia
(KASOJU et al., 2014).

No caso desta tese, deve-se levar em consideragdo a diferenga entre os dois
dispositivos utilizados (matriz dérmica acelular de tildpia e Duragen®) para justificar os
resultados, que, como observado na microscopia eletronica, estd no tamanho dos poros e na
tortuosidade do caminho através da membrana.

A utilizagdo de uma membrana substituta dural, ou scaffold, é necessaria para
servir de barreira mecanica para impedir tanto a saida de substancias (como o liquor) quanto a
entrada de antigenos no encéfalo. Por essa razdo, considera-se que a maior tortuosidade,
menor porosidade e, consequentemente, a menor permeabilidade da matriz dérmica acelular
derivada de pele de tildpia sdo vantagens estruturais em relacdo ao Duragen®. Esses dados
estruturais sobre as membranas sdo inferidos dos resultados da andlise histologica e de
microscopia eletronica e carecem de estudos especificos para comprovagao.

Portanto, ha duas justificativas para o maior fechamento da craniectomia nos
animais do grupo de controle negativo:

a) serem um pouco mais jovens que os animais dos outros grupos, pois

apresentaram peso inicial significativamente menor que os animais dos grupos
Duragen® (p = 0,024) e scaffold de tilapia (p = 0,001);

b) ndo haver barreira mecanica entre a dura-mater ¢ a calota craniana em

regeneracdo, o que tornou a funcdo pardcrina da dura-méter mais efetiva.

Ressalto que essa discussao decorreu da observacdo de uma diferenca de
fechamento da calota craniana na escala de micrometros: a menor dimensdo da craniectomia
quadrangular foi de 3mm (3 mil micrometros) e a maior média de persisténcia de falha 6ssea
nao passou de 100 micrometros. Isso quer dizer que, na pior das hipoteses, o fechamento foi
quase completo (100um dividido por 3000 ¢ 0,03, ou 3%; ou seja 97% de fechamento). Isso
quer dizer que os animais submetidos aos scaffolds além de permanecerem com os encéfalos

protegidos, também apresentaram alto indice de fechamento da craniectomia.

6.5 Microscopia eletronica

As imagens de microscopia eletronica, ao aumento de 2.500x, permitiram a
visualizagdo do arranjo das fibras nos dois biomateriais. Na matriz dérmica acelular derivada
da pele de tilapia, visualizamos uma estrutura compacta, com poucos poros em formato de

pequenas fendas. J4 o dispositivo Duragen® apresentou poros grandes e abundantes. Essa
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diferenga estrutural corrobora os achados histoldgicos, que demonstraram haver intimeras
células infiltradas entre as fibras de coldgeno do Duragen® ja aos 15 dias de tratamento. Na
MDAPT foi evidenciada a presenca de células apenas nas superficies interna e externa dessa
membrana. Se, por um lado, isso atrasou a decomposicao da matriz de tilapia, por outro, leva
a crer que esta seja uma melhor barreira mecanica, justamente a fun¢do almejada para um
scaffold de dura-mater.

O tempo de absor¢do da MDAPT confirma as observacdes anteriores, pois ¢é
maior que o tempo de absorcdo do Duragen®. Na coloragdo com HE, aos 30 dias, o
Duragen® ja estd completamente ausente, enquanto a absor¢cao completa da MDAPT somente
ocorre aos 45 dias. De fato, o tempo de absorc¢do de até 30 dias ja havia sido demonstrado em
duraplastias caninas com Duragen® (ZERRIS et al., 2007). A estrutura da MDAPT ¢ mais
compacta, com menor quantidade de poros, enquanto o Duragen® possui propriedades
mecanicas frageis (SILVA, 2023; ZERRIS et al., 2007), com fibras colagenosas delgadas,
rarefeitas e permeadas por grandes poros (Figura 22). Acredita-se que a estrutura mais frouxa
do Duragen® facilita sua degradacdo e absor¢do, enquanto a estrutura da MDAPT ¢é mais
resistente e, portanto, atrasa sua absorcdo e estimula a inflamagao e a regeneracao tecidual por

mais tempo.

6.6 Coldageno

O colageno tipo I ¢ uma proteina fibrilar estrutural expressa em quase todos os
tecidos conjuntivos, dentre eles, a dura-mater (LIU et al., 2022). Assim, um dispositivo a base
de colageno provavelmente pode ser um candidato adequado para reparar e regenerar a dura-
mater danificada (ESPOSITO et al., 2008).

Para que ocorra a regeneracdo da area lesionada, uma das principais propriedades
do dispositivo regenerativo ¢ a semelhanca entre a sua composi¢do bioquimica e a do tecido
receptor. Em grande medida, isso significa que o colageno constituinte do dispositivo deve ser
estruturalmente semelhante ou igual ao colageno da matriz extracelular na éarea lesionada. Ao
mimetizarem minimamente o tecido reparado, saudavel, os componentes do dispositivo
exdgeno (colageno e outras proteinas) orquestram os fatores de crescimento enddgenos para
iniciarem a proliferagdo celular. Nesse contexto, os receptores de membrana dos fibroblastos
sdo estimulados, ativando vias de sinalizagdo celular que promovem sua fun¢do de sintese da

matriz extracelular (CAMPOS; GROTH; BRANCO, 2008; SZWED; SANTOS, 2016).
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Os dispositivos regenerativos ricos em colageno geralmente se caracterizam por
baixa toxicidade e alta biocompatibilidade. Em testes de citotoxicidade in vitro, células da
linhagem 1929 (derivadas de fibroblasto murino) demonstraram altos niveis de viabilidade
apos contato indireto com a MDAPT, superiores a 70%, conforme preconizado pela norma
ISO 10993-5:2009 (SILVA, 2023). Quanto menor a toxicidade in vitro, maior a chance de
compatibilidade in vivo. Desse modo, a MDAPT apresentou perfil inflamatoério moderado,
ndo cronico, apos inser¢cdo no espaco subcutaneo de ratos (Rattus norvegicus), corroborando
os resultados de citotoxicidade in vitro. A matriz descelularizada de pele de tilapia induziu a
proliferacdo e migragdo dos fibroblastos para a area lesionada, para produzir e depositar
colageno na matriz extracelular, potencializando e acelerando o processo de cicatrizagao
(MARTINS, 2023). Por meio da sintese de novas fibras de colageno, o tecido comegou a ser
remodelado e, consequentemente, estimulou mais ainda a atividade celular dos fibroblastos.
De fato, varios estudos sugerem que os produtos derivados da pele de tilapia mimetizam o
microambiente do tecido receptor (LIMA-JUNIOR et al., 2019; SILVA, 2023).

Estudos anteriores também demonstraram a biocompatibilidade de dispositivos
ricos em coldgeno de peixe com o espago epidural em mamiferos. Nos estudos de Li et al.
(2017), um scaffold oriundo da pele do peixe Weever foi utilizado em modelos de defeito
dural em coelhos, indicando que o biomaterial a base de colageno preveniu a adesdo do tecido
cerebral, o que reduziu a inflamagao, facilitando o crescimento de fibroblastos, a regeneragao
e a cicatrizagdo do tecido.

Neste estudo, as andlises histologicas quantitativas mostraram que o percentual de
colageno (total, do tipo I e do tipo III) no tecido regenerado ndo foi significativamente
diferente entre os grupos de tratamento e tempos estudados. Ainda que o grupo da tilapia
tenha apresentado uma tendéncia de se destacar com quantitativo maior de coldgeno total e
tipo I no tempo de sacrificio de 30 dias, essa diferenca ndo foi significativa. J4 no tempo de 45
dias, os grupos voltaram a expressar menores quantitativos de colageno, mais proximos dos
valores encontrados nos animais sacrificados aos 15 dias.

A coloracdo de picrosirius red também foi usada para avaliacdo do coldgeno nos
tecidos adjacentes a regido de aposi¢do dos biomateriais. Nesse caso, os conteudos estimados
de colageno ndo incluiram os dispositivos de pele de tildpia descelularizada e Duragen®. O
excesso de colageno nos tecidos circunvizinhos poderia representar um volume excedente de
matriz extracelular, o qual seria prejudicial por comprimir o encéfalo.

Felizmente, ndo houve colagénese exacerbada ao redor da regido de aposicao da

matriz acelular de pele de tilapia e do Duragen®, em relagdo ao controle negativo, em todos
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os tempos analisados. Portanto, a presenca de coldgeno em quantidades semelhantes em todos
0s grupos sugere que a matriz dérmica acelular de pele de tilapia provocou uma resposta

aceitavel do organismo no contexto do processo cicatricial.

6.7 Processo inflamatorio

Em TI1, o grupo controle negativo (sham) apresentou intensidade do processo
inflamatorio significativamente menor que os grupos receptores da matriz acelular de tildpia e
do Duragen® em 15 e 30 dias. J4 os grupos que receberam implante de dispositivos exdgenos
ndo apresentaram diferenca significativa entre si. O processo inflamatorio ¢ uma resposta
normal dos organismos ao dano tecidual e esteve presente, ainda que de forma mais leve, no
grupo sham. A presenga do implante estimula uma inflamagdo mais intensa, porém, ¢
importante asseverar que a MDAPT induziu processo inflamatério comparavel ao provocado
pelo Duragen®, produto comercial de referéncia (registrado no FDA e na ANVISA).

Em T2, o processo inflamatorio foi mais intenso no grupo tilapia em relagdo aos
grupos sham e Duragen®, contudo, ndo houve diferenca significativa entre os dois ultimos.
De T1 para T2 ndo houve acentuacdo do processo inflamatdrio no grupo da tilapia, enquanto
no grupo Duragen® houve redugdo da intensidade de inflamacao.

Em T2, o processo inflamatdrio nos animais receptores de MDAPT permaneceu
mais intenso que aquele do grupo Duragen®, possivelmente pela maior demora na
decomposicdo da estrutura de coldgeno da matriz acelular de pele de tildpia. Ainda em T2,
foram identificados fibroblastos e macréfagos aderidos ao Duragen®, assim como
neovascularizagdo, e ndo foram detectados neutrdfilos, linfocitos ou plasmécitos, indicando
boa biocompatibilidade in vivo.

Em T3, a intensidade do processo inflamatdério foi a mesma entre os grupos,
sugerindo que o implante da matriz dérmica acelular de tilapia ja ndo estava influenciando o
aumento da inflamagdo. De fato, praticamente ja nao havia mais residuo de colageno no grupo
de scaffold de tilapia e raro coldgeno no grupo Duragen®. O processo cicatricial ja estava
praticamente resolvido nos grupos submetidos a implante de biomaterial, nos quais um tecido
conectivo estruturado por células, vasos e MEC havia substituido a matriz de colageno.

Sobre o processo inflamatorio causado pela matriz dérmica acelular de pele de
tilapia, pode-se afirmar, resumidamente, que foi mais intenso em T1, mas comegou a diminuir
a medida que a fase proliferativa se iniciou, o que possibilitou a cicatrizacdo adequada da

lesio (CHUAN et al., 2020). A neovascularizacdo, a proliferacdo de fibroblastos e a
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diminui¢do de células polimorfonucleares indicaram que a MDAPT forneceu um substrato
adequado para a formagdo de um tecido conectivo (conjuntivo), a medida que foi sendo
degradado e absorvido. A absor¢do do biomaterial durante o processo cicatricial ocorreu sem
formacgdo de aderéncia ou compressao dos tecidos circundantes. A presenca continua da
barreira mecanica formada pelo tecido conjuntivo, que surgiu no lugar da matriz acelular de

tildpia, pode prevenir a ocorréncia de fistula liquorica (RABINOWITZ et al., 2005).

6.8 Marcadores imuno-histoquimicos

A enolase neuroespecifica (NSE) ¢ um marcador altamente especifico para
neuronios e células neuro enddcrinas (ISGRO; BOTTONI; SCATENA, 2015). As analises de
laminas com marcagdo imuno-histoquimica de enolase neuroespecifica nao revelaram danos
neuronais em nenhum dos grupos experimentais. Em primeiro lugar, isso demonstra o sucesso
da craniectomia em todos os casos, o que valida a técnica empregada neste estudo. Em
segundo lugar, demonstra que a presenga dos scaffolds nao provocou dano neural adjacente
seja por causa mecanica (alguma compressao) ou processo inflamatorio.

O MDM2 foi um dos marcadores detectados durante a regeneracdo tecidual, apos
a craniectomia, em todos os grupos experimentais testados. A proteina MDM2 ¢ um alvo
transcricional da sinalizagdo de NF-kB e p53, ligando inflamagdo e carcinogénese (GU;
FINDLEY; ZHOU, 2002; PONNUSWAMY; HUPP; FAHRAEUS, 2012). Durante a
cicatrizagdo, fatores de transcricdo responsaveis pela resposta inflamatoria, como o NF-«kB,
coordenam a ativagdo de genes inflamatorios, a proliferacdo celular, a angiogénese e a
remodelagdo tecidual. Quando eles estdo corretamente modulados, € possivel observar uma
cicatrizagdo eficiente, sem complicagdes associadas a inflamagao cronica ou inadequada.

A contagem de miofibroblastos foi realizada de duas formas, uma pela alfa actina
de musculo liso, que sera discutida a seguir ¢ outra pela MDM2. A alfa actina de musculo liso
marca uma populacdo de miofibroblastos com fun¢do contratil sobre a matriz extracelular,
cujas fungdes esperadas sdo aproximar as bordas da ferida, reorganizar e remodelar a matriz
extracelular, gerar for¢as de tracdo que facilitam a migra¢do de outros tipos celulares como
fibroblastos e céulas endoteliais (KHURANA, 2024). J4 os miofibroblastos marcados pela
MDM2 estdo relacionados a fung¢do de proliferagao celular (THOMASOVA et al., 2012) e
neovascularizagdo (HSIEH, 2000).

A maior quantidade de miofibroblastos significa que a via de sinalizagdo de NF-

kB foi positivamente regulada, enquanto a via da proteina p53 foi negativamente regulada por
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MDM2. O resultado ¢ a proliferagdo e diferenciacdo de fibroblastos em miofibroblastos,
necessaria a formagdo do tecido conjuntivo e a regeneracio tecidual (THOMASOVA et al.,
2012), associada a neovascularizagio (HSIEH, 2000). E importante enfatizar também que a
inibicdo excessiva da funcdo de p53 pode levar a remodelagdao disfuncional dos tecidos,
caracterizada por fibrose (BAO et al., 2024).

Por meio da anélise do marcador imuno-histoquimico MDM2, foi demonstrada a
transformagao dos fibroblastos em miofibroblastos, presentes em grande nimero na estrutura
do tecido conectivo originado ap0s a craniectomia, nos grupos experimentais que receberam a
MDAPT e o Duragen®. Dessa maneira, foi evidenciada a formagao do tecido conjuntivo e a
ocorréncia de regeneragdo no local da intervengao cirurgica. No grupo que recebeu MDAPT e
Duragen®, observamos a formagdo de uma barreira protetiva que nao foi constatada no grupo
sham, reforcando a estabilidade e a protecdo ao tecido subjacente proporcionadas pelos
scaffolds. De fato, o nimero de miofibroblastos marcados com MDM2 foi maior no grupo
tilapia em relagdo aos demais, aos 15 e 30 dias apds a craniectomia. Ja aos 45 dias, ndo houve
diferenga significativa entre os grupos quanto ao numero de marcagdes de MDM?2.

Por ser um marcador pro-inflamatério, o MDM2 pode ser prejudicial quando
expresso em excesso, dependendo da regido onde ocorre o reparo tecidual. Nos estudos de
Zhao et al. (2017), notou-se que a inibi¢do desse marcador bloqueou a inducdo de citocinas
pré-inflamatorias, melhorou a fungdo cardiaca e reduziu a fibrose no coragao durante o infarto
do miocérdio (ZHAO et al., 2017). Desse modo, o bloqueio do MDM2 poderia ser uma
estratégia terapéutica em potencial para a doenga isquémica miocérdica cronica. De forma
inversa, no reparo da dura-mater ¢ necessario que a expressio de MDM2 aumente
naturalmente, desempenhando um papel controlado na promogao da resposta inflamatoria, na
proliferagdo de fibroblastos, na neovascularizagdo e na deposi¢ao de matriz extracelular.

A produgdo de tecido conjuntivo na area do defeito 6sseo mostrou um equilibrio
satisfatorio de crescimento celular e deposi¢do de matriz extracelular, sem fibrose, que
poderia pressionar o cortex subjacente de maneira potencialmente danosa. Esse estado de
equilibrio entre crescimento celular e produgao de matriz € essencial para a resposta adequada
a danos histologicos (THOMASOVA et al., 2012). De fato, nas avalia¢des histologicas, nao
foram observados sinais de excesso tecidual nas areas de cicatrizagdo, j4 que os tecidos
conjuntivos formados entre as bordas dsseas sobre os biomateriais mantinham a espessura
média da calota craniana. A avaliagdo por enolase neuroespecifica, em que ndo se observou
lesdao neuronal em nenhum dos grupos, corrobora a evidéncia de seguranca das células do

sistema nervoso com a utilizagdo dos scaffolds sobre a dura-méter.
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Outro fator que permite que os tecidos sofram inflamagdo ¢é a presenca de vasos
sanguineos. O processo de angiogénese regula o fluxo sanguineo na resposta a lesdo tecidual
(CUNHA, 2004), aumentando o transporte de células e nutrientes que possibilitam o reparo
do tecido. A expressdo de alfa-actina de musculo liso (a-SMA) ¢ regulada positivamente em
pericitos durante a angiogénese, particularmente em resposta a fatores de crescimento como o
fator de crescimento transformador beta (TGF-f). Portanto, a a-SMA pode servir como um
marcador para pericitos ativados envolvidos na formacao de novos vasos sanguineos. Estudos
mostraram que pericitos com alta expressdo de a-SMA contribuem para as propriedades
contrateis necessarias para regular o fluxo sanguineo e dar suporte as células endoteliais
durante a formacao de novos vasos (MOONEN et al., 2010; KWARTLER et al., 2023). Neste
estudo, a a-SMA foi avaliado como marcador de neovasos na area da craniectomia, apos a
intervengdo cirurgica. O marcador de alfa-actina de musculo liso mostrou neovasculariza¢ao
em todos os animais, sendo significativamente maior no grupo de tilapia entre os grupos
avaliados aos 30 dias ap0s a craniectomia (p = 0,0478).

Chumnanvej et al. (2020) evidenciaram maior quantidade de vasos formados em
cranios de coelhos apds a aplicagdo de um dispositivo similar ao Duragen® em regido parietal
a direita de coelhos, quando comparado ao enxerto autélogo de galea. No presente estudo, a
contagem de marcagdes com alfa-actina de musculo liso indicou niimero significativamente
maior de neovasos no grupo de MDAPT aos 30 dias, em relacdo aos demais grupos avaliados
no mesmo momento (Tabela 7). Porém, ndo houve diferenca estatisticamente significativa
entre todos os grupos aos 15 e 45 dias apds a craniectomia.

O resultado de contagem de neovasos (Tabela 7) recapitula a avaliagdo do
processo inflamatdrio, pois a intensidade da inflamagdo aos 30 dias € significativamente
maior no grupo que recebeu a MDAPT em relacdo aos demais grupos, no mesmo tempo de
analise, mas ndao em 15 e 45 dias (Tabela 4). De maneira semelhante, o numero de
miofibroblastos com marcagdo de MDM?2 ¢ significativamente maior no grupo da tilapia em
relacdo aos demais, tanto aos 15 quanto aos 30 dias, mas ndo em 45 dias (Tabela 5). Tomados
em conjunto, esses resultados sugerem que, ainda que em 30 dias possa haver uma
intensidade de processo inflamatdrio significativamente maior no grupo Til4pia, esse processo
nao ¢ superior ao observado no grupo Duragen em 15 dias.

Ja aos 45 dias ap6s a craniectomia, percebeu-se que a quantidade de neovasos e
miofibroblastos ¢ semelhante a do grupo Duragen® e do controle negativo (sham). Portanto,
45 dias ap6s o procedimento cirurgico todos os grupos evoluem em processos semelhantes de

cicatrizacdo, sem diferen¢a de intensidade de inflamagdo, de quantidade de colageno e de
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quantidade de miofibroblastos marcados por alfa-actina ou MDM?2 e quantidade de neovasos,

como visto anteriormente.
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7 CONCLUSAO

O estudo permite concluir que a MDAPT provoca processo inflamatdrio aceitavel,
em 15, sem diferenca significativa em relagdo ao do Duragen® e, em 45 dias, sem diferenca
em rela¢do ao grupo controle negativo e Duragen®. Em todos os espécimes submetidos ao
procedimento com esse material, observamos a formagao de uma barreira mecanica capaz de
proteger o tecido encefalico. Inicialmente, essa barreira ¢ composta pela propria membrana de
colageno somada a células inflamatérias (15 dias) e, posteriormente (30 e 45 dias), por um
tecido conjuntivo integrado aos tecidos do animal. Constatamos uma absor¢do gradual da
estrutura de colageno, de forma que, em 45 dias, encontramos apenas residuos dessa estrutura.

Portanto, inferimos que a MDAPT apresenta algumas das importantes
propriedades adequadas a um biomaterial a ser utilizado no reparo de dura-mater, pois
provoca processo inflamatério autolimitado no tempo e no espaco, a semelhanga do
biomaterial biocompativel com o qual foi comparado. Ao longo do tempo, sofreu absorc¢ao
progressiva pelo organismo, demonstrando propriedade de biodegradabilidade. Com esses
resultados, vislumbra-se o seu potencial como futuro biomaterial para procedimentos

neurocirurgicos em humanos.
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