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RESUMO

Terapias efetivas de lesdes na dura-mater representam um enorme desafio a
medicina, devido a dificuldade de suturas com éxito e de vedacdo das meninges,
aumentando os indices de mortalidade e morbidade destes pacientes. Biomateriais
que possam favorecer a regeneracdo e impedir 0 extravasamento de liquido
cefalorraquidiano sem produzir efeitos adversos séo alvos da indastria farmacéutica.
Este estudo avaliou a biocompatibilidade do Biopolimero de Fibrina (BPF) derivado de
peconha de serpente como arcabouco tridimensional para células-tronco
mesenquimais (CTMs) em lesdes na dura-mater de ratos wistar (Rattus norvegicus).
As CTMs foram caracterizadas na quinta passagem por citometria de fluxo (ICAM,
CD90, CD34, CD45, CD11b) e diferenciadas em linhagens osteogénica e
adipogénica. Foram utilizados 4 grupos (n=20) de ratos Wistar machos adultos. O
grupo C (controle) foi submetido a durotomia. Os grupos tratados foram submetidos a
durotomia seguido de: Tratamento com Biopolimero de fibrina (BPF); células-tronco
mesenquimais (CTMs); e BPF+CTMs, formado pela associacdo do Biopolimero de
fibrina e células-tronco mesenquimais. As CTMs marcadas e associadas ao BPF
foram avaliadas por imageamento da fluorescéncia in vivo. Os animais foram
avaliados neurologica e clinicamente quanto a sensibilidade dolorosa, deiscéncia de
pontos, infeccdo da ferida, consumo de alimento e 4gua e habilidades motoras. Foram
realizadas eutanasias dos animais aos 7 e 28 dias apos cirurgia e coletado material
para analise histolégica, e protebmica. A extracdo de proteinas foi feita pela
combinagao com espectrometria de massa baseada no método de “shotgun”. O cultivo
de CTMs mostrou na caracterizacao, células com morfologia congruente de CTMs,
adesdo em substrato plastico, expressao de marcadores positivos ICAM e CD90, e
auséncia a marcadores negativos CD34, CD45 e CD11b, autorrenovacdo e
diferenciagcdo em linhagens ostegénica e adipogénica. As CTMs foram visualizadas
integras por imageamento in vivo da associacédo apos 6 horas de implantacdo. Nao
houve diferenca para os parametros deiscéncia, infeccdo da ferida, consumo de
alimento e agua e habilidades motoras entre os grupos. Os grupos BPF e BPF+CTMs
apresentaram menor manifestacdo de sensibilidade dolorosa, em comparacdo aos
grupos CTMs e C. Nas analises histoldgicas, o grupo C, se apresentou com uma leséo
na dura mater ou lacuna no lugar da lesdo, sem nem um tipo de atividade celular. No

grupo BPF néo foi observada bioactividade celular, nem manifestacdes de rejeicao do



implante no lugar da les&o. Nos grupos CTMs e BPF+CTMs foi observada atividade
celular com presenca de infiltrado inflamatorio e interface. No entanto, no grupo
BPF+CTMs a resposta inflamatoria se apresentou exacerbada, levando a uma
inflamacéo granulomatosa, indicando que a presenca das CTMs foi responsavel por
este efeito. O perfil proteémico evidenciou principalmente moléculas envolvidas em
processos celulares, desenvolvimento de sistema e resposta ao estimulo. A proteina
PENK responsavel pela modulacdo da expressdo da dor foi expressa apenas
naqueles grupos que nao utilizaram BPF. Conclui-se portanto que o Biopolimero de
Fibrina pode ser utilizado com seguranga na reparacao de lesdes de dura mater, além
de ser um excelente scaffold para células tronco.

Palavras-chave: lesdo dural; Biopolimero de Fibrina, biocompatibilidade;

células tronco mesenquimais, regeneracao.



ABSTRACT

Effective therapies to treat dura mater injuries represents a major challenge to
medicine due to its lack of sutures with high seal properties upon meninges, increasing
the rate of mortality and morbidity among these patients. Biomaterials that promotes
regeneration and prevent extravasation of cerebrospinal fluid, without producing
adverse effects, are targets of the pharmaceutical industry. The present study aimed
to evaluate the biocompatibility of the use on Fibrin Biopolymer (FBP) derived from
shake venom as tridimensional scaffold to mesenchymal stem cells (MSC) on rat’s
dura mater injury. Mesenchymal stem cells characterization was performed at fifth
passage by flow cytometry (ICAM, CD90, CD34, CD45, CD11b) and differentiated into
osteogenic and adipogenic lineages. Four groups (n=20) os male Wistar rats were
used. Group C (control) animals were submitted to durotomy only. Treatment groups
were submitted to durotomy followed by: Fibrin Biopolymer (FBP); mesenchymal stem
cells (MSC); and FBP+MSCs, consisting on the association between fibrin biopolymer
and mesenchymal stem cells. Marked MSCs associated to FBP were evaluated
through in vivo fluorescence imaging. Animals were evaluated neurologically and
clinically regarding pain sensitivity, dehiscence of suture, wound infection, feeding e
motor capacity parameters. Animals were euthanized at seven and 28 days after
surgical procedure, and biological material was collected to histological and proteomic
analysis. Protein extraction was performed by mass spectrometry based on “shotgun”
method. Cultivated MSC presented on characterization congruent morphology to this
lineage, adhesion on plastic substrate, positive expression to markers ICAM and CD
90, negative expression to markers CD34, CD45 e CD11b, self-renewal and
differentiation into osteogenic and adipogenic lineages. MSC showed integrate
visualization on in vivo imaging of this association six hours after implantation. No
difference occurred between for dehiscence, wound infection feeding and motor
capacity parameters. FBP and FBM+MSC groups showed lower pain sensitivity
manifestations, compared to groups MSC and C. Histological analysis showed that
control group presented a dura mater lesion or gapon the surgery site, without any type
of cell activity. Cell activity or rejection indicators at lesion site was not observed in
FBP group. Groups MSC and FBP+MSC showed cell activity with presence of
inflammatory infiltrate and interface, however, in group FBP+MSC the inflammatory

response was exacerbated, leading to a granulomatous inflammation caused by the



presence of MSCs. The proteomic profile showed mainly molecules involved on
cellular processes, system developing and answer to stimulus. PENK protein,
responsible for modulation of pain expression, was expressed only on those groups
without FBP. Therefore, we conclude that the fibrin biopolymer is suitable for safe
applying on repair of a lesion in dura mater, in addition to being an excellent scaffold

to mesenchymal stem cell

Key-words: regeneration, biocompatibility, bioactivity, fibrin biopolymer,

mesenchymal stem cells, dural injury.
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1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 Consideracdes anatbmicas e fisioldgicas

O Sistema Nervoso Central (SNC) esta contido e protegido na caixa craniana
e no canal vertebral, sendo envolvido por trés membranas de tecido conjuntivo
chamadas meninges (1).

Estas trés membranas conjuntivas que envolvem o SNC e a medula, sdo de
dentro para fora: pia-mater, aracnoide e a dura-mater (do latim, dura, duro; mater, mée
(2), sendo esta Ultima a mais externa, espessa e resistente, formada por abundantes
fibras colagenas e ricamente inervada (3).

A dura-méter, € uma camada de tecido conjuntivo altamente vascularizada, que
se apoia no cranio, esta dividida anatomicamente em trés camadas, as quais séo
fundidas na maioria dos lugares e sé separadas para formar 0s seios venosos.
Anatomicamente suas trés camadas sdo: a camada endosteal (periostica), a camada
meningea interna, e a camada de células da borda dural, ou neurotélio subdural (4).

A camada de células da borda dural é aderida na camada externa da aracnoide
por juncdes celulares ocasionais, ou desmossomas, que sob varias condi¢cbes
patologicas, como no caso de lesédo dural pode acontecer separacdo desta camada
de fronteiras da dura e da aracnoide (4).

A dura-méter e a aracnodide estéo separadas por um espaco virtual denominado
espaco subdural, e entre a aracnoide e a pia-mater hd o espaco subaracndideo
contendo o liquido cefalorraquidiano (LCR) (3,5), que é um ultrafiltrado de plasma
produzido pelas células ependiméarias dos plexos coroides (6). As células
ependimarias que revestem os ventriculos sdo modificadas e formam o epitélio dos
plexos coroides. Estas células transportam agua, ions e proteinas (7,8), produzindo o
LCR.

O LCR protege o SNC de diferentes maneiras envolvendo a homeostase
metabdlica, fornecimento de nutrientes, funcionando como sistema linfatico e
regulacdo da presséo intracraniana (9). E reabsorvido pelas células das vilosidades
aracnoideas, também chamadas granulacdo aracnoideia, e retorna a corrente

sanguinea, nos seios venosos da dura-mater (6) (Figura 1).
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Figura 1. Representacdo esquemética da circulagdo do LCR no cranio, mostrando as

membranas do cérebro. Adaptado da fonte (10).

O espaco do LCR ¢é separado do sistema vascular pela barreira
hematoencefélica, responsavel pela manutencdo da homeostase do cérebro. O
sistema de barreira € permeavel ndo apenas para pequenas moléculas, mas também
para macromoléculas e células circulantes (9).

A inervacdo da dura-mater origina-se no ganglio trigeminal, o0 que as torna

capaces de ser ativagdo de neurdnios sensoriais (11).

1.1.1 Lesdes na dura-mater

O rompimento da aracnoide e da dura-mater permite que o LCR flua ou vaze,
um evento que pode levar a complicagGes potencialmente fatais (12).

A lesdo da dura-mater pode causar complicagbes como fistula, encefalite,
meningite, problemas para cicatrizagéo, cefaleias e aprisionamento da raiz nervosa
(13), entre outros referentes ao vazamento de LCR. Nesse contexto, muitos materiais
tém sido utilizados para o reparo da lesdo, porém sem consenso acerca da sua
utilizacao (14,15).

A lesdo na dura-mater tem como causa mais frequente o traumatismo (16,17).
A leséo acidental na cirurgia da coluna lombar &€ uma das complica¢gdes mais comuns

com uma prevaléncia de 1% a 17% (16).
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A quantidade e a complexidade dos procedimentos cirirgicos tém aumentado,
com maior incidéncia o niamero de lesdes durais (18).

A maioria das lesdes sdo reconhecidas como intraoperatdrias. Em alguns
casos, nos quais a lesédo é incompleta, afetando apenas a camada externa da dura-
mater sem atingir a aracnoide, embora, pode ndo haver extravasamento de LCR
imediato, mas isso pode vir a ocorrer nos pos- -operatorio (18). Por tal motivo, a lesdo
intraoperatoria da dura-mater é causa de varios transtornos intra e pos-operatoérios,
devido a dificuldade para conter o LCR, levando a um aumento do tempo de cirurgia,
formacao de fistula liquérica e pseudomeningocele, podendo ocasionar também déficit
neurolégico, infec¢des do sitio cirdrgico e do SNC (19,20).

A fistula do LCR é uma complicacdo neurocirargica frequente, ocorrendo de
1% a 27% dos casos, as principais manifestacfes clinicas sdo a cefaléia, nausea,
tontura, fotofobia e zumbido, essa condicdo pode estar associada a cicatrizacdo
inadequada e infeccdo da ferida operatoéria, meningite e pseudomeningocele (21).

O Vazamento do LCR pode ocorrer apés a cirurgia cerebral ou espinal, porque
o fechamento primario na dura-mater as vezes pode ser dificil. Um estudo revelou que
apenas 6% dos fechos convencionais suturados em procedimentos cranianos e da
coluna vertebral eram bons (22). Portanto, para evitar o vazamento do LCR, a procura
de um material de vedacao é necessaria (23).

Leséo tecidual associada com inflamacéo local € um dos principais ativadores
e sensibilizadores dos nociceptores da dor. (24) (Figura 3). Estudos pré-clinicos de
referéncia em roedores forneceram apoio para essa hipétese, mostrando que as
meninges aferentes sdo sensores e podem se tornar persistentemente ativadas e
sensibilizadas por estimulos mecéanicos locais (25).

A ativacdo do nervo trigémeo (Figura 2) leva a vasodilatacdo e inflamacao
neurogénica (26) como visto em humanos durante o ataque de enxaqueca (27). Além
disso, a ativacdo de neurbnios sensoriais meningeos foi recentemente proposta para

ser um mecanismo primario na origem de dores de cabeca (28).
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Figura 2. llustracdo esquemética da inervagdo meningea, implicados em ativar e / ou
sensibilizar o sistema sensorial meningeo. (Estrutura vermelha) Relagdo dos constituintes corticais na
contribuicdo para nocicep¢ao meningea e dor. Adaptado de (29).

Véarias formas de reparo apos lesdo dural, tém sido utilizadas como a
membrana acniotica, fascia muscular (30), selantes de fibrina (15,31), RADA16-1 que
€ um suporte sintético de nanofibra peptidica (32), pontos simples, membrana de
coldgeno bovino, tela de silicone (14), tela de Vicryl (33) e solucao éster de polietileno
glicol (PEG) que € um hidrogel para neurocirurgia (34), entre outras.

1.2 Biomateriais e sua aplicacdo

O termo biomaterial é definido como dispositivos que entram em contato com
sistemas bioldgicos (incluindo fluidos biolégicos), com aplicacdes diagndésticas,
vacinais, cirdrgicas ou terapéuticas, podendo ser constituidos de compostos de
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origem sintética ou natural, assim como de materiais naturais quimicamente
modificados, tanto na forma de sélidos quanto de géis, pastas ou mesmo liquidos (35).

Inicialmente para seu uso, buscavam-se 0s materiais bioinertes, ou seja, a
obtencdo de materiais biocompativeis que pudessem substituir um tecido danificado
e prover suporte mecanico, com minima resposta biolégica do paciente (36). Com o
passar do tempo, buscou-se aumentar a interacdo com o tecido hospedeiro, na
atualidade tem incorporado ainda o conceito de biomimética, na procura de materiais
gue permitam uma interface ativa com o tecido, atuando de forma especifica, com
estimulacdo em nivel celular (36,37).

Embora néo seja possivel generalizar quais devam ser as caracteristicas dos
biomateriais, pois estas dependem fundamentalmente de sua aplicacdo, algumas
propriedades devem ser avaliadas. Entre elas, destacam-se propriedades biolégicas,
como a biocompatibilidade, associada a citotoxicidade, alergenicidade e proliferacéo
celular entre outras (36,38), ou seja, o biomaterial deve apresentar propriedades
compativeis com os tecidos vivos hospedeiros, de modo a estimular uma resposta
adequada dos mesmos (39). Deve, também, ser isento de produzir qualquer resposta
biol6gica adversa local ou sistémica, ou seja, o material ndo deve ser téxico,
carcinogénico, antigénico ou mutagénico (40).

Propriedades fisicas, como morfologia da superficie, rugosidade, porosidade e
permeabilidade, propriedades mecanicas como tenséo de ruptura (36,41), estas duas
caracteristicas relacionadas a biofuncionalidade que deve ter o biomaterial implantado
para cumprir a funcdo desejada durante o tempo necessario, que pode ser longo em
caso de implante permanente, ou bem mais curto em caso de implante temporario
(42) e propriedades quimicas, como a forma e o tempo de biodegradacdo. Sao
caracteristicas desejaveis de um biomaterial ter uma taxa de reabsorcéo conhecida e
coincidente com a formacéao do novo tecido desejado e uma superficie adequada para
a fixacdo, diferenciacdo e proliferacdo de células para favorecer a formacao dos
tecidos no local do implante (43).

O biomaterial quando inserido em meio vivo, deve substituir, complementar ou
auxiliar um tecido do organismo, desempenhando fun¢des sem efeito nocivo ao
hospedeiro (44). O biomaterial empregado pode ser classificado como permanente ou
temporario. O material permanente é utilizado com o objetivo de substituir um tecido
por tempo indeterminado. Dessa forma, é produzido de modo a manter as suas

caracteristicas mecanicas e fisico-quimicas (45). Por outro lado, existem situacdes
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onde se necessita de um suporte que preencha apenas temporariamente a regiao
lesada, até que a recomposi¢cdo tecidual se concretize, ou ainda que direcione o
processo regenerativo. Nesse caso, uma alternativa é o biomaterial temporario (46).

Quando a substituicdo na dura-mater é necessaria devido a lesdes, 0s
autoenxertos ou enxertos alégenos derivados de musculos e fascia podem ser usados
(47, 48). No entanto, esses tecidos nem sempre estéo disponiveis na quantidade ou
no formato desejado e devido a fatores como baixa disponibilidade e a possibilidade
de transmissdo de doencas (48). Assim sendo, substitutos com propriedades
adequadas sao fonte constante de pesquisas, buscando o reparo de tecidos
lesionados (49,50).

Vérias estruturas autélogas e materiais sintéticos tém sido utilizados na
reparacao da dura-mater, incluindo gordura autéloga, dura-mater liofilizada e materiais
sintéticos como por exemplo o enxerto de malha de Vicryl (poliglactina) com grande
variabilidade nos resultados clinicos (14,33) e substituto dural liofilizada de cadaveres,
mas ha a desvantagem do risco de transmissao de doencas infecciosas (51).

Adesivos teciduais como cola de fibrina, compostos a base de colageno,
agentes hemostaticos e cianoacrilatos sdo adjuntos comuns em cirurgia pratica
(52,53) para reduzir as complicacdes relacionadas ao vazamento de LCR e fornecer
uma vedacdo mais definida (54).

A recente e promissora area da terapia celular vem abrindo perspectivas
inovadoras no tratamento de inimeras doencas, utilizando terapias celulares, fatores
de proliferacdo e diferenciacdo celular e biomateriais que permitem ao proprio

organismo reparar tecidos e 6rgaos lesados (55,56).

1.3. Selante de Fibrina

Os selantes de fibrina comerciais (SF) sédo uma formulagéo utilizada para criar
um coagulo de fibrina (22,57,58) sendo muito utilizados durante procedimentos
neurocirurgicos com esta finalidade. Eles podem ser utilizados para a reparacdo de
lesBes durais e hemdstasia intra-operatoria (59). Evidéncias de estudos controlados,
nao randomizados, sugerem que os SF podem ser eficazes na prevencao de
vazamentos de LCR com um perfil de segurancga aceitavel (31).

Entre as utilidades em procedimentos cirlrgicos de varias especialidades, inclui

hemdéstasia, cicatrizacdo, suporte de sutura e adesividade tecidual (60). Além disso,
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apresentam excelente tolerancia tecidual e sao reabsorvidos durante a cicatrizagao
da ferida, sem reacéo de corpo estranho ou fibrose extensa (61).

O efeito selante baseia-se na reproducdo do estagio final da cascada da
coagulacéo, onde o fibrinogénio é segmentado em mondémeros de fibrina, pela acdo
da trombina em uma protedlise. Os mondémeros de fibrina formam entdo ligacdes
cruzadas entre si pela acao do fator Xlll e ion calcio, sofrendo polimerizagéo, formando
0s coagulos estaveis com propriedades adesivas (62,63). O coagulo de fibrina adere
ao tecido e possui capacidades hemostéticas (cessar o sangramento) e adesivas
(selar e agir como bio-cola) (64).

Foi relatado que o processo de cicatrizagdo tem inicio imediato com o depdésito
de fibrina e fibronectina no sitio da lesdo. Em resposta fibroblastos dos tecidos
adjacentes se proliferam e migram para o local da injdria, produzindo principalmente
colageno tipo | e células da matriz extracelular que seréo depositadas no local lesado
(65).

Existem estudos comparando o uso de SF com outros produtos usados para
lesBes durais. Por exemplo, o DuraSeal™ que se compde de éster de polietilenglicol
(PEG) este € um polimero hidrofilico, absorvivel e sintético, utilizado na atualidade,
indicado para cirurgias cranioencefélicas e espinais com abertura da dura-méater
(66,67,68). KIYOSHI e colaboradores, 2013 (23) relataram no seu estudo com PEG e
SF que a regeneracdo da dura-mater foi mais eficaz quando o SF foi utilizado,
facilitando o processo de cicatrizacdo da ferida, o que resultou na regeneracdo da
dura-mater mais eficaz, enquanto a formacdo de abcesso e granulacao foi descrita
com o uso de PEG.

Os SF foram utilizados pela primeira vez durante a segunda guerra mundial,
compostos por trombina bovina e fibrinogénia humano, com caracteristicas adesivas
(69). Mas apresentavam como desvantagem o risco de transmissédo de doencgas pelo
sangue humano. Alguns autores propuseram o uso do préprio plasma do paciente
para evitar a transmissao de virus (69,70).

Na procura de resolver a problematica da transmissédo de doencgas, em 1989,
os pesquisadores do Centro de Estudos de Venenos e Animais Peconhentos (CEVAP)
da UNESP, campus de Botucatu, apresentaram uma proposta de um adesivo,
composto por fibrinogénio de origem animal e uma enzima trombina-like, obtida de
veneno de serpente. Assim, a ndo utilizagcdo de sangue humano em sua composi¢ao

evitaria a transmisséo de doencas (71), como AIDS e hepatites (71, 72).



18

7z

No momento da aplicacdo é preparada uma mistura dos seus trés
componentes: crioprecipitado extraido de bubalinos, cloreto de calcio e fragédo
“trombina simile” giroxina, uma serinoprotease extraida do veneno de serpente

Crotalus durissus terrificus (73) (Figura 3).

Figura 3. Serpente Cascavel, (Crotalus durissus terrificus).

A partir da mistura de uma enzima extraida do veneno da cascavel (Crotalus
durissus terrificus) — a trombina, com o fibrinogénio de bubalinos, o Cevap,
desenvolveu esta cola biolégica, mais conhecida como selante de fibrina, que vem
sendo testada com sucesso em animais e humanos em cirurgias e baseia no principio
natural da coagulagao” (74).

O SF derivado de veneno de serpente é um Biopolimero de Fibrina (BPF)
constituido por substancias para o controle de hemorragias, substancias como o
fibrinogénio, o fator Xlll, fibronectina e a trombina-like (75,76). Existem evidéncias que
o BPF promova a cicatrizagdo com aumento da angiogénese e crescimento
fibroblastico observado no leito da ferida (77), e que esta fibrina exerca acdo como um
suporte para os fibroblastos produzirem colageno, aumentar a fagocitose inibindo a
acdo de agentes infecciosos (78).

Este novo BPF composto essencialmente por matéria-prima de origem animal,
tém baixo custo de producdo e a vantagem da nao transmissdo de doencas
infecciosas veiculadas pelo sangue humano. Este biopolimero vem sendo
padronizado por mais de 20 anos por um consércio de pesquisadores brasileiros, com
varios estudos pré-clinicos e ensaios clinicos (79) jA concluidos durante a ultima
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década, avaliando suas mdltiplas fungbes, com bons resultados. Como por exemplo,
observaram que, o adesivo biolégico derivado de veneno de serpente mostrou-se
eficiente na anastomose de célon de rato (76).

Muitos estudos tém sido feitos, na procura de testar os possiveis usos e grau
de seguranca do BFP. Entre eles podemos citar, se uso para tratar Ulceras venosas,
mostrando se como um candidato seguro e clinicamente promissor (80). Na terapia
para regeneracao axonal, aumentou a regeneracao nervosa (81,82). Além disso, o
BPF produzido no Cevap, também pode ser Gtil na administracdo de medicamentos
(83).

Gasparotto et al, 2014 (83) mostrou que o BPF tem excelente interacdo com
CTMs derivadas da medula éssea de ratos, formando uma estrutura tridimensional
gue possibilita a adesao, diferenciacéo e proliferacdo das mesmas. Esta caracteristica
€ importante, devido que, os arcaboucos biolégicos devem oferecer um ambiente que
brinde condi¢cdes semelhantes as dos tecidos originais (84), de modo que permita uma
resposta natural do organismo. Fornecendo o ambiente, a estrutura e tempo
necessario para a proliferacéo celular.

Estudos comparando os SF com o novo BPF indicam que ambos sao
similarmente eficientes (82), tanto (autélogos e heterdlogos) naturais, ndo téxicos nem
imunogénicos (85). No entanto, o BPF derivado de veneno de serpente por ndo conter
na sua constituicdo derivados de sangue humano se torna mais seguro.

Depois do uso em diversos modelos de experimentacdo animal, foi possivel o
patenteamento do BPF fabricado pelo CEVAP. Em seguida, o grupo de pesquisadores
do Centro, aprovou junto a ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria), seu
uso para ensaios clinicos fase I/l no tratamento de Ulceras venosas crénicas em seres
humanos. Este estudo ja foi finalizado, porém ainda ndo publicado, ja demonstrou que
€ BPF é totalmente seguro para uso em seres humanos. Futuramente sera proposto
um ensaio de fase Il e finalmente o seu registro junto a ANVISA, autorizando a sua
comercializacdo. Além, o BPF produzido no CEVAP, tem sido usado como
coagulante, selante, adesivo e recentemente como um suporte para células-tronco

mesenquimais e reparacao 0ssea e cartilaginosa (79,86).
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1.4. Células tronco mesenquimais

As células tronco mesenquimais (CTMs), também conhecidas como células-
tronco esqueléticas ou células estromais da medula 6ssea como recentemente
sugerido pela International Society for Cellular Therapy (87).

Estas células, quando submetidas a diferentes estimulos, foram descritas como
capazes de diferenciagbes como a osteogénica (88,89), Condrogénica (90),
adipogénica (91), neurogénica (92) e cardiogénica (93).

CTMs séo células indiferenciadas. As principais caracteristicas das células-
tronco, tornando-as extremamente interessantes, sao: sua capacidade de auto
renovagdo, ou seja, sdo capazes de se multiplicar, mantendo seu estado
indiferenciado, proporcionando uma reposicao ativa de sua populacdo de maneira
constante nos tecidos; e, mais interessante ainda, sua habilidade de se diferenciar em
mais de uma linhagem celular (94). Além disso as CTMs podem originar células
funcionais nos tecidos derivados da mesma linhagem (95).

Desta forma, acredita-se que células-tronco presentes nos diferentes tecidos
tenham papel regenerativo quando estes sofrem uma lesdo ou injuria (96,97),
modulando a resposta inflamatéria, angiogénese e mitose das células envolvidas no
processo de reparacao tecidual (98). Assim, uma explicagdo relevante para a
regeneracao tecidual apds aplicacdo de CTMs é a liberacdo de citocinas e fatores
troficos no local da lesdo. Como a maioria das CTMs € capaz de identificar e migrar
até o local lesado, é clara sua capacidade de responder a fatores quimiotaticos
(liberados pelo tecido lesado).

Ha ainda evidéncias de que estas células, por sua vez, podem ser capazes de
liberar outras moléculas em resposta aos estimulos recebidos (99). Ha varias
hipéteses quanto as supostas fungdes de tais fatores na lesdo, dentre elas: liberagcéo
de moléculas que previnem a morte celular, recrutamento de células-tronco
mesenquimais adjacentes do préprio tecido (com subsequente diferenciacdo),
interferéncia na inflamag&o provocada pelo dano tecidual (modulando a resposta do
sistema imune), suporte de moléculas ou enzimas que suprem defeitos metabdlicos
(95,100). Uma vez no local da lesdo, as CTMs podem secretar fatores pro-
sobrevivéncia, tais como fator de crescimento (IGF) e fator neurotréfico derivado do
cérebro (BDNF), fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), fator estimulante de
colonias de granuldcitos-macréfagos (GMCSF), fator de crescimento de fibroblastos-
2 (FGF2), e fator de crescimento beta (TGF) (101).
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No entanto, ainda néo € claro quais fatores moleculares determinam o perfil de
diferenciacdo das CTMs ap0és o transplante, pois também tem sido relatado que o
transplante de CTMs pode regular negativamente apos lesdo medular aguda em ratos
(102).

As CTMs séo consideradas uma linhagem de células-tronco somaticas e estdo
presentes em regides perivasculares de todos os tecidos adultos, em pequenas
guantidades, incluindo a medula 6ssea, o tecido adiposo, o peridsteo, o tecido
muscular e os o0rgdos parenquimatosos (103). Elas caracterizam-se por ser uma
populacdo de células multipotentes capazes de se diferenciar e produzir qualquer tipo
celular necessario num processo de reparacado, como hepatécitos, neurbnios, células
epiteliais, renais, cardiacas, dentre outras (104).

Células isoladas a partir medula 6ssea representam uma fonte importante de
células tronco (105 ,106), devido a que a partir de um pequeno volume, podem ser
isoladas e manter sua funcionalidade apds expansdo, devido a sua elevada
capacidade proliferativa (107).

No entanto, cada investigador tem utilizado diferentes métodos de isolamento
e expansao para a caracterizacdo das células, o que torna dificil a comparacdo dos
resultados. Assim, a International Society for Cellular Therapy propde critérios
minimos para definir as CTMs. Em primeiro lugar, deve ser aderente no plastico
guando mantida em condicdes de cultura (87). Em segundo lugar, devem distinguem-
se pela expressao de marcadores de superficie celular Ag especificos (87,108). Essa
imunofenotipagem € realizada com a utilizacdo de anticorpos monoclonais que
reconhecem esses antigenos de superficie da membrana célular (109), as CTMs nao
possuem marcadores de células de linhagens hematopoéticas e endoteliais,
permitindo distingui-las das precursoras hematopoéticas (110). Em terceiro lugar,
devem diferenciar a osteoblastos, adipdcitos e condroblastos em condi¢des in vitro
(87).

A grande capacidade de potencial de diferenciacédo das CTMs, a possibilidade
de enxerto, seus efeitos imunossupressores e sua expansao em cultura levaram ao
aumento do interesse clinico relativo ao uso destas células, através de infusédo
intravenosa ou administracéo dirigida ao local de interesse, em numerosas situacdes
patolégicas (111).

Tratamentos experimentais para trauma do SNC podem ser agrupados em

N v wen .
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da morte de células do parénquima do SNC apés trauma, a regeneracao procura
reparar a lesdo, as CTMs tem sido usada para ambas estratégias (112). De fato, as
terapias baseadas em CTMs mostraram resultados promissores no tratamento de

doencas neurolégicas (113).

1.5 BPF associado a CTMs

A otimizacdo de um arcabouco especifico para aplicacbes de células € vital

para o sucesso da engenharia de tecidos (83). Os arcaboucos associados a CTMs
sdo usados para manter e evitar perda das CTMs ap0s aplicacdo (114).

Biomateriais a base de fibrina exibem varias caracteristicas de um arcabouco
ideal, por exemplo, biocompatibilidade, biodegradabilidade e uma alta afinidade para
superficies biologicas (115). Esta biocompatibilidade, biodegradabilidade e
capacidade de ligacdo celular dos SF, indicam que sdo veiculos biol6gicos
potencialmente adequados para uso em transplante de células (72,116).

O primeiro estudo avaliando o uso do BPF como um suporte celular,
demonstrou os efeitos deste biomaterial na manutencdo, inducdo, diferenciacao,
integridade e viabilidade das CTMs (83).

Outros estudos comprovaram a funcionalidade do BPF na terapia celular,
mostrando que a associacdo do BPF+CTMs apresenta melhora no processo de
regeneracao nervosa, tem efeito neuroprotetor e pode ser considerado uma
abordagem para melhorar a recuperagdo sensorio-motora (117,118,119) Além, na
terapia para regeneracdo 6ssea, mostrou uma maior formacao de células 6sseas no
local do defeito (114).
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2. OBJETIVO GERAL

Este estudo teve por objetivo avaliar pela primeira vez a seguranca do
Biopolimero de fibrina, e seu efeito como arcabouco de células tronco mesenquimais
em lesdes na dura-mater de ratos wistar (Rattus norvegicus), verificando sua
biocompatibilidade e bioatividade, na tentativa de auxiliar a recuperagéo, diminuindo

complicagbes, sem produzirem efeitos adversos.

2.1. Objetivos especificos

Analisar o impacto dos tratamentos ap0s les6es na dura-méater no que diz respeito a:

< Sobrevida dos ratos e sua resposta clinica e neurolégica, apds lesdo na dura
mater e implantacédo ou ndo de biomateriais.

X Presenca de infiltrado celular, células gigantes, células epiteloideas e interface
atraves de histopatologia.

< ModificacBes no tecido cerebral, através da identificacdo e quantificacdo de
proteinas expressas ante uma lesédo na dura mater, tratada ou ndo com BPF e
CTMs.
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1. INTRODUCAO

O vazamento do liquido cefalorraquidiano € uma complicacdo comum apés
uma laceracdo na dura-mater, permitindo que o liquido seja liberado. Uma vez que o
vazamento persistente coloca os pacientes em risco significativo de complicagdes.
Entretanto, o fechamento primario da dura-mater pode ser dificil, especialmente se a
dura-mater esta fragilizada ou ossificada (1).

Lesbes diretas ou indiretas na dura-mater sdo condicbes que afetam
diretamente a qualidade de recuperagéo dos pacientes. A magnitude destes desafios
tem levado pesquisadores a buscarem diferentes materiais que possam substituir ou
até regenerar essa membrana, com o objetivo de desenvolver um material adequado
para o tecido lesionado sem produzir efeitos adversos, jA que em muitos casos €&
necessario recorrer a uma cirurgia reconstrutiva quando suas bordas ndo podem ser
unidas corretamente.

Embora existam uma variedade de produtos disponiveis, nenhum tem se
mostrado totalmente satisfatério e o uso de biomateriais tem surgido como uma
excelente alternativa. Os objetivos de uma correta duroplastia com o uso de um
biomaterial s&o conseguir um fechamento hermético; reduzir o risco de infec¢éo; evitar
o extravasamento de liquido cefalorraquidiano LCR e fornecer se é possivel as células
necessarias para tal processo, ou seja uma estrutura adequada para a correta
regeneracao da dura-mater.

Ha grandes dificuldades em se comparar os diferentes tipos de tratamentos
para lesdo na dura-mater (2) e o melhor método de reparacdo e os materiais
existentes para seu tratamento ainda ndo sdo consenso. (3).

Selantes de Fibrina (SF) tem sido utilizado amplamente em neurocirurgia para
vedar a linha de sutura, fornece fechamento impermeéavel e evitar vazamentos de
liquido cefalorraquidiano, porém sem evidéncias clinicas adequadas (4).

Em 1989, os pesquisadores do Centro de Estudos de Venenos e Animais
Peconhentos (CEVAP) da UNESP, campus de Botucatu, apresentaram uma nova
proposta de SF, composto por fibrinogénio de origem animal e uma enzima trombina-
like, obtida de veneno de serpente cascavel Crotalus durissus terrificus, denominado
Biopolimero de Fibrina BPF. Este novo tipo de SF, agora denominado BPF vem sendo

avaliado com varios estudos pré-clinicos e ensaios clinicos ja concluidos (5, 6). Como
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por exemplo na terapia para regeneragéo axonal e aumentou na regeneragao nervosa
(7, 8). Além, Gasparotto et al, 2014 (9) mostrou que o BPF tem excelente interacao
com as células tronco mesenquimais CTMs, esta caracteristica € importante, para
permitir uma resposta natural do organismo.

Nos ultimos anos a medicina regenerativa associou as células-tronco aos
biomateriais com o intuito de fornecer n&o apenas a matriz para a regeneragao, mas
também os fatores de crescimento e as células envolvidas neste processo (10,11).

Com tal intuito, nosso estudo tem procurado desenvolver ou aperfeicoar
materiais biocompativeis, os quais favoregcam o reparo dural sem efeitos adversos. O
principal objetivo da nossa pesquisa foi a avaliagdo de um biomaterial denominado de
Biopolimero de Fibrina (BPF), associado ou ndo a Células Tronco Mesenquimais
(CTMs) para o tratamento de lesbes na dura mater em ratos, na tentativa de auxiliar
a recuperacao, diminuindo complicagbes, sem produzirem efeitos adversos, visando

seu uso na medicina humana quanto na veterinaria.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Aspectos éticos e origem do material em estudo

O projeto foi encaminhado para Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA
/UNESP- Botucatu) e aprovado sob o protocolo nimero 1136-2015.

Nesse estudo, foi utilizado o Biopolimero de fibrina derivado de peconha de
serpente (BPF) gentilmente fornecido pelo Centro de Estudos de Venenos de Animais
Peconhentos (CEVAP) da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”,
Fazenda Lageado, Campus Botucatu e células tronco mesenquimais (CTMs) de ratos
Wistar.

2.2. Desenho Experimental

Para este estudo foram utilizados 80 ratos wistar (Rattus norvegicus) adultos,
machos, higidos, pesando entre 450 e 550 g. Eles foram mantidos no Biotério do
CEVAP, distribuidos em 3 animais por caixa plastica em local fechado com luz artificial
em fotoperiodo de 12 horas a 23°C, recebendo agua e comida ad libitum.

No momento anterior a cirurgia, todos os ratos foram avaliados quanto as
condicdes gerais, utilizando se como critério de inclusdo sé animais sadios.

Os animais foram divididos em 4 grupos com 20 animais cada grupo (Figura 4).

— BPF: Biopolimero de fibrina

7 dias apos lesdo

—— CTMs: células tonco mesenguimais

BPF+CTMs: Biopolimero de
fibrina+células tonco mesenquimais

28 dias apds lesdo e

—— C: grupo controle sem tratamento

Figura 4. Desenho experimental indicando os grupos e tempo de coleta de material para
analises histologico e proteémico.
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2.3. Isolamento e cultura das células a partir de ratos

Foram utilizados 2 ratos machos Wistar (Rattus norvegicus) como doadores de

medula 6ssea com 21 dias de idade.

2.3.1. Coleta da medula 6ssea de rato

Os animais foram eutanasiados com sobre dose de xilazina 30mg/kg e
ketamina 270mg/kg via intraperitonial. Apos a remocao dos fémures e das tibias, foi
cortada sob fluxo laminar em capela uma das epifises de cada osso coletado. Os
ossos foram colocados com a epifise cortada para baixo, dentro de uma ponteira de
1 ml cuja ponta também foi cortada. Essa ponteira contendo o osso foi posicionada
dentro de um tubo falcon de 15 ml, que foi entdo centrifugado a 1.700 rpm por 5
minutos, promovendo a precipitacdo da medula 6ssea. O precipitado contendo a
fracéo celular foi entdo ressuspenso em 1ml de meio de cultura DMEM alta glicose
(Dulbecco’s Modified Eagle Medium), suplementado com soro fetal

bovino10%(Sigma-Aldrich Brasil Ltda), penicilina 0,1% e streptomicina 0,1%.

2.3.2. Isolamento da fracdo de células mesenguimais

As células obtidas da medula 6ssea foram semeadas em frasco para cultura
celular de 25cm?, com 5mL de meio DMEM alta glicose preparado com 10% SFB, 1%
penicilina/estreptomicina e 1% anfotericina e cultivadas em uma estufa com atmosfera
de 5% de CO2 a 37°C, onde permaneceram até a confluéncia celular e posteriores
passagens.

O meio foi trocado a cada 2 dias e as passagens foram feitas quando o frasco
para cultura celular atingiram 80 a 85% de confluéncia, utilizando-se tripsina durante
guatro minutos a 37°C para individualizacédo das células e desprendimento da parede
do frasco de cultivo. As células foram centrifugadas a 1.700 RPM por 10 minutos e
ressuspendidas em meio de cultura.

As células foram entédo cultivadas até a quinta passagem. Nos grupos CTMs e
grupo BPF+CTMs foram posicionadas as células diretamente na regido lesionada
com o auxilio de uma micropipeta contendo 40ul de meio de cultivo com

aproximadamente 100.000 de células.
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2.3.3 Caracterizacoes celular por citometria de fluxo

As células foram ressuspendidas em uma concentracéo celular de 1*1% cel/mL,
e desta suspensdo uma amostra de 1* 105 células para cada teste realizado e
utilizando-se os seguintes marcadores.

Positivos: ICAM1/FITC, CD9O/FITC.

Negativos: CD34/PE, CD45/FITC, CD11b/PE.

Para controle secundario (Alexa Fluor® 488) usado com CD73.

Os anticorpos foram adicionados em diluicdo de 1:10 e aguardaram 30min em
temperatura ambiente. Imediatamente os tubos foram lidos no Citometro de Fluxo
FACS Calibur BD® - Hemocentro da Faculdade de Medicina de Botucatu — SP.

Os marcadores negativos selecionados sdo especificos de outro tipo de
células. CD34 marca progenitores hematopoiéticos primitivos e células endoteliais,
CD45 é um marcador pan-leucocito e CD11lb sdo as mais provaveis ceélulas
hematopoiéticas a serem encontradas em uma cultura, tem expressdo em monaocitos

e macroéfagos (12).

2.3.4 Caracterizacdes por diferenciacées celulares

A capacidade das CTMs de se diferenciar em linhagens osteogénicas e
adipogénicos foi testado.

Para diferencardo adipogénica foi utilizado o Kit de diferenciacdo de StemPro
para adipogénese. Quando a cultura de células atingiu 70% de confluéncia, o meio
de cultura foi substituido por uma diferenciacéo especifica de meio que continha 90%
de Adipdcitos StemPro Meio de diferenciacao (Invitrogen Life Science Technologies),
10% Suplemento de Adipogénese StemPro (Invitrogen Life Science Technologies),
100 Ul / ml de penicilina, 100 ug / ml de estreptomicina e 3 ug / ml de anfotericina B
(Invitrogen Life Science Technologies). O meio de diferenciacao foi substituido a cada
3 dias durante um periodo de 7 dias.

Para diferenca osteogénica o Kit StemPro Kit de diferenciacdo para
Osteogénese foi usado. (Todos Invitrogen Life Science Technologies, Carlsbad, CA,
EUA). Quando a cultura de células atingiu 70% de confluéncia, o meio de cultura foi
substituido por um meio especifico que continha 90% de StemPro Osteocyte /meio de
diferenciacdo de condrdcitos, 10% StemPro Suplemento de condrogénese, 100 Ul /
ml de penicilina, 100 ug / ml de estreptomicina e 3 ug / ml de anfotericina B. O meio
de diferenciacao foi substituido a cada 3 dias durante um periodo de total de 10 dias.
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Os kits foram utilizados de acordo as instru¢cdes do fabricante, seguindo o
modelo proposto por Gasparotto et al, 2014 (9).

2.4. Procedimento cirlrgico

Os ratos foram anestesiados usando a associacdo na mesma seringa, de
cloridrato de ketamina 5% na dose de 90mg/kg e cloridrato de xilazina 2% na dose de
5mg/kg, injetada por via intraperitoneal. O nivel de anestesia foi determinado
observando os reflexos palpebrais e respiratérios, tbnus musculares e auséncia de
reacdo a dor profunda infligida por compressao interdigital das patas. Os animais
foram considerados anestesiados quando sua respiracao foi regular e superficial e
tébnus muscular flacido com auséncia de reflexos e dor. A regido do campo operatério
foi lavada e a tricotomia da porcéo dorsal do cranio foi feita. O preparo do campo
operatorio foi feito com povidine tépico, sendo delimitado com gazas estéril.

Todo o instrumental utilizado nas cirurgias foi previamente auto clavado, os
animais foram colocados em decubito ventral, permitindo a exposicdo 0ssea por meio
de incisdo de pele na linha média, desde a regido anterior do 0sso parietal até a parte
média do osso frontal. O tecido subcutaneo e os musculos frontais, occipital e temporal
foram incisados e rebatidos lateralmente, assim como o periosteo, para permitir
exposicdo do o0sso. Apds exposicao foi realizada uma craniectomia de
aproximadamente 5 milimetros quadrados na regido caudal do hemisfério direito, com
o auxilio de uma broca troncocbnica (Figura 5) acoplada a um micromotor
odontoldgico Beltec LB100. A dura-méater foi exposta, sendo, entdo, realizada uma
durotomia, delicadamente com lamina de bisturi 15, com angulo de 45°até o
levantamento da mesma, sem danificar o tecido neural subjacente (Figura 6), durante
todo o procedimento manteve-se o campo cirdrgico irrigado com solucéo salina para
preservar a integridade dos tecidos e evitar aumento da temperatura ocasionada pelo

uso do micromotor.

Figura 5. llustracdo de uma broca troncocénica
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Figura 6. Tecnica cirurgica (A) aparéncia macroscopica do coOrtex cerebral com meninges
intactas. (B) aparéncia macroscopica do cortex cerebral com lesdo na dura mater (Seta branca) leséo

na dura mater.

Com o auxilio de uma micropipeta, ap0s lesdo na dura mater, os animais
receberam os tratamentos ja estabelecidos para os grupos BPF, BPF+CTMs e CTMs,
exceto aqueles animais do grupo C que ndo receberam nem um tipo de tratamento.
N&o foi feita aproximacdo das bordas da lesdo para nem um grupo, com o fim de
permitir o maior contato possivel dos bioprodutos com o tecido cerebral. No grupo C
a lesdo na dura mater fico aberta, sem nem um tipo de tratamento, para nao induzir
alguma variavel como por exemplo, o uso de fio de sutura. O 0sso cortical rebatido foi
reposicionado novamente no lugar do defeito 6sseo antes de ser feita a sintese dos
musculos e fascias com fio cirdrgico sintético, nylon preto, mono-filamento namero 5-
0, para logo ser realizada a sinteses da pele com fio de nylon preto monofilamento 3-
0, ambas com pontos separados simples.

No momento da aplicacdo, logo apds lesdo na dura mater, o selante de fibrina
foi preparado € misturando-se seus trés componentes, ja no local da aplicacdo

(superficie cerebral): crioprecipitado extraido de bubalinos (10ul), cloreto de calcio
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(15ul) e fracao “trombina simile” extraida de veneno de serpente Crotalus durissus
terrificus (25ul). O selante polimerizou em alguns segundos apés a aplicagao.

Nos grupos BPF+CTMs e CTMs, foram aplicadas 40ul de meio de cultivo
contendo aproximadamente 100.000 células tronco mesenquimais.

Apbs cirurgia, como metodo profilatico, foi aplicada na ferida operatéria
Vetaglos® (gentamicina, sulfanilamida, sulfadiazina, ureia, palmitato de vitamina A)
como pomada anti-infecciosa, epitelizante e cicatrizante. Os animais foram mantidos
em caixa plastica individuais e receberam analgesia com cloridrato de tramadol via

oral na dose de 30mg/kg, por 2 dias.

2. 5. Imageamento de fluorescéncia in vivo da associacdo BPF e CTMs

As células previamente cultivadas foram incubadas com nano marcadores
cristais Qtracker 800 cell Labeling Kit (Q25071MP — Lifetechnologies), acrescentou-
se 1 uL da solugcdo A a 1 pL da solugcédo B para cada 1 milhdo de células a serem
marcadas, ap6s 5 min. Em temperatura ambiente foi acrescido 200 pL de meio DMEM
e entdo colocado 30 segundos no vortex. Acrescentou-se essa solucdo ao pellet
celular, e foi levado para estufa a 37°C overnight.

A tecnica cirurgia para realizar a lesdo na dura mater e implantar o BPF e as
células marcadas matevesse igual como anteriormente mencionado no item 2.4. O
BPF e as células marcadas foram colocados no lugar da lesdo da dura-mater, sendo
5 uL de células marcadas e 12 pL de BPF.

Para o imageamento os animais foram posicionados em decubito ventral no
equipamento para imageamento in vivo ( modelo MS FX PRO — Bruker) ainda sob o
efeito da anestesia operatoéria. Realizou-se raio x e imageamento da florescéncia das
células marcadas e posteriormente realizou-se a superposicdo das imagens.

O imageamento foi realizado 6 horas ap0s realizacao da lesao na dura mater e
implantacdo das células marcadas e o BPF, para avaliar o arcabouco biolégico
(scaffold) da associacéo BPF- CTMs.

A analise foi feita no Laboratorio de Regeneracdo Nervosa, Instituto de
Biociéncias da UNICAMP, Campinas - SP.

2.6. Delineamento dos tratamentos

Foi realizada avaliacdo das condi¢gbes gerais dos ratos, clinica e neurolégica,

observadas qualquer tipo de anomalias macroscopicas na regido da leséao,
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comportamento frente a luz do biotério, e 0s seguintes parametros foram monitorados:
sensibilidade dolorosa, deiscéncia, infec¢édo da ferida, consumo de alimento e agua e
habilidades motoras.

Estabeleceram-se como critério de exclusao: dbito imediato apods lesao.

As feridas cirdrgicas foram acompanhadas e avaliadas até os 7 primeiros dias
apos a cirurgia quanto a presenca de secrecao purulenta e deiscéncia. A deiscéncia
da sutura foi avaliada em presente ou ausente assim como a infeccdo da ferida
cirirgica, pela presenca ou nao de secrecdo purulenta no sitio cirdrgico ou
abscedacao.

Os animais foram avaliados clinicamente quanto, sensibilidade dolorosa e
habilidades motoras. A sensibilidade dolorosa foi avaliada mediante a reacdo do
animal ao toque da ferida cirargica, atribuindo-se os escores: 0 - quando néo existiu
qualguer manifestacdo exacerbada do animal, 1 - retracdo do corpo associada a forte
vocalizagdo. Para avaliar as habilidades motoras, cada animal foi retirado da caixa
plastica suspendido pela cauda para logo ser colocado na mesa do biotério por 1
minuto, avaliando o padrdo de marcha fora da gaiola, observando-se quaisquer
paralisias ou paresias; sendo atribuido os escores: 0 — sem sinal de dificuldade
motora, 1 — fragueza ou tremor durante a suspensao pela cauda ou marcha, 2 —
arrastrar membros, 3 — animal incapaz de endireitar ou caminhar, seguindo o modelo
proposto por Kawai et al, 2014 (13) e Da rosa et al, 2015 (14).

Durante todo o periodo do estudo, foi observado o comportamento dos animais
e consumo de alimento e agua. O consumo de alimento e agua foi analisado mediante
0 acompanhamento da manutencdo do biotério 3 vezes por semana, atribuindo-se a

diminuicao ou ndo das quantidades.

2.7 Eutanésias dos animais e coleta de tecidos

Para coleta de amostras no analise histolégico foram utilizados 8 animais (4
animais 7 dias, 4 animais 28 dias) por cada grupo. Os animais foram anestesiados,
sob anestesia profunda por injecao intraperitoneal de ketamina 5% na dose de
180mg/kg e cloridrato de xilazina 2% na dose de 15mg/kg.

Com o fim de facilitar a fixacdo do tecido cerebral e corte das laminas
histoldgicas, foi realizada perfuséo intracardiaca. Para a perfusdo intracardiaca uma
incisdo no atrio direito foi realizada (com tesoura de ponta fina) e uma céanula

conectada a um equipo multivia com clamp 2 vias foi inserida no ventriculo esquerdo.
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Uma vez que a perfuséo foi iniciada com uma solugéo de cloreto de sodio a 0,9%,
facilitou a evacuacao de fluidos de perfuséo pelo corte no éatrio direito (Figura 7).

Figura 7. Técnica de perfusédo. (Seta preta) canula inserida no ventriculo esquerdo do

coragao.

Primeiro foi realizada a perfusdo com a solucéo de cloreto de sodio a 0,9% até
ser observada auséncia de sangue pelos fluidos de evacuacédo no atrio direito. Em
seguida, a solucao de fixacdo (formol 10%) foi perfundida até a visualizacao da rigidez
no corpo do animal. A extragédo do tecido cerebral foi por meio de craniectomia total
da regido dorsal com o auxilio de uma broca troncocdnica acoplada a um micromotor
odontoldgico Beltec LB100 e tesoura de ponta curva (Figura 8). Em seguida, o
fragmento do tecido onde tinha sido feita a lesdo na dura mater (regido dorso caudal

do hemisferio direito) foram armazenados em formol 10% até posteriores analises.

Figura 8. Craniectomia total da regido dorsal.
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Para a coleta de amostras para analise protedmica, foram utilizados 12 animais
(6 animais 7 dias, 6 animais 28 dias) por cada grupo. Os animais foram anestesiados
com sobre dose de xilazina 30mg/kg e ketamina 270mg/kg via intraperitoneal, para
decapitacédo e extracdo do tecido cerebral (Figura 9) por meio de uma craniectomia
total da regido dorsal com o auxilio de uma broca troncocénica acoplada a um

micromotor odontolégico Beltec LB100 e tesoura de ponta curva.

Figura 9. Cérebro de rato sometido a lesdo na dura mater. (A) tecido cerebral extraido com
ajuda da técnica de perfusao intracardiaca, (Seta preta) Borda da lesdo. (B) Cérebro de rato sem

perfusdo intracardiaca, (Seta preta) Borda da leséo, grupo BPF.

Nas amostras destinadas a analise protedmica, o tecido foi extraido o mais
rapido possivel e imerso em nitrogénio liquido, para evitar qualquer tipo de
degradacgéo no tecido ap6s a morte do animal. Em seguida, o fragmento do tecido
onde tinha sido feita a lesdo na dura mater (regido dorso caudal do hemisferio direito)

foram armazenados em ultra freezer (-80°C) até posteriores analises.

2.8. Histologia

O fragmento da lesao, foi fixado em formol 10% durante 24 horas, logo apds
lavado repetidas vezes com agua durante 24 horas e processado em solucdes
crescentes de alcool, diafanizados em xilol e incluido em parafina. Cortes transversais
de 5 um de espessura foram obtidos em micrétomo de rotagdo e corados em H & E.
As laminas foram fotografadas no aumento de 4x, 10x, 20x e 40x, por microscopio
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Leica DM500® acoplado a uma camera Leica DMC2900®; Software Leica LAS v4.5®;
andlise histoldgica foi realizada com base em imagens obtidas, onde avaliou se e
graduou em ausente ou presente, quanto a a infiltrado celular, presenca de células

gigantes, presenca de células epiteloideas e interface.

2.9 Analise Protedmica

2.9.1 Extracoes de proteinas das amostras de tecido cerebral

A extracdo de proteinas foi realizada para identificar e quantificar o nivel de
proteinas expressas ante uma leséo na dura mater tratada ou ndo com BPF e CTMs,
analisando o impacto dos tratamentos apos leséo.

Antes da extracdo proteica, os segmentos cerebrais foram macerados em
nitrogénio liquido, formando subdivisdo dos grupos (Pool), com 6 animais em cada
Pool dependente da data de eutanasia (7 e 28 dias apds cirurgia), sendo um total de
12 animais por grupo. Foi utilizada a metade do material cerebral de cada animal, com
um peso aproximado de 130mg de tecido cerebral por Pool. O p6 cerebral foi
homogeneizado com 1ml da solucdo tampdao, inibidor de protease foi adicionado
durante a preparacdo da amostra para evitar degradacao.

Apo6s homogeneizagdo de cada Pool, foram levados 2 minutos ao vortex e
centrifugados por 30 minutos (10500rpm, 10110rcf a 4 °C) utilizando uma ultra
centrifuga Heal force. O sobrenadante foi coletado e armazenado a —-80 °C para

posteriores analises.

2.9.2 Quantificacdes de proteinas pelo método de Bradford

As proteinas presentes nas amostras foram gquantificadas pelo método de
Bradford (15), utilizando o kit BioRad® Protein Assay (cod. 500-0001), tendo albumina
bovina (BSA), como proteina padréo.

Em triplicatas de amostras de segmentos cerebrais previamente armazenados,
foi realizada a leitura de absorbancia, com auxilio de um espectrofotdmetro (biopectro)
ajustado ao comprimento de onda 595nm.

Os valores de absorbancia calculados foram utilizados para determinar a

concentracdo de proteinas presentes em ug/ul de amostra.
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2.9.3 Eletroforeses unidimensional

O gel unidimensional foi realizado para avaliar a integridade e presenca de
proteinas.

Amostras aleatorias de 2 subgrupos foram liofilizadas durante uma hora e seus
pellets de proteina foram armazenados a —80 °C. Os pellets foram redissolvidos em
10uL de tampao de amostra, colocadas no vortex, centrifugadas e aquecidas a 70°
durante 5 min.

O perfil proteico do extrato do tecido cerebral foi obtido por meio de uma
eletroforese unidimensional em condi¢des redutoras e desnaturantes, utilizando-se

poliacrilamida ao 12,5% (m/v), segundo Laemmli, 1970 (16).

2.9.4 Digestdo Enzimatica das proteinas em solucao

Primeiramente, 50ug de proteinas totais liofilizadas foram diluidas em 60uL de
bicarbonato de aménio 50 mM e em seguida, 25uL do surfactant Padrao RapiGest SF
(codigo 186001861, Waters) foram adicionados as amostras, as quais foram
incubadas a 37°C por 60 minutos. Em seguida, as amostras foram submetidas as
etapas de reducéo e alquilagédo, utilizando DTT 10 mM e iodoacetamida 45 mM,
respectivamente. A digestado enzimatica em solucao foi realizada por meio da enzima
tripsina na concentracdo 1:100 (enzima: amostra) solubilizada em tampéao bicarbonato
de amdnio 50 mM, pH 7.8. A hidrélise ocorreu durante 18 horas e foi interrompida com
a adigao de 10uL de acido formico 5% (v/v). As amostras foram encubadas por 90
minutos a temperatura ambiente e posteriormente, centrifugadas a 14.000xg a 6°C
por 30 minutos. O sobrenadante foi removido para um tubo novo. Os digestos tripticos
contidos em cada amostra foram submetidos as colunas de dessalinizacdo Peptide
Cleanup C18 Spin (codigo 5188-2750 Agilent Tecnologies) segundo as

recomendacdes do fabricante.

2.9.5 Sequenciamentos peptidico por espectrometria de massas

As analises labell free de espectrometria de massas foram realizadas por meio
de um equipamento de nanocromatografia liquida Ultimate 3000 LC (Dionex,
Germering, Germany) acoplado a um equipamento de espectrometria de massas Q-
Exactive (Thermo Fisher Scientific, Bremen, Germany). As fases moveis utilizadas
foram: A) &cido férmico 0,1% [v/v] em agua LCMS e B, &cido férmico 0,1% [v/v] em

acetonitrila 80% [v/v]. Os peptideos foram carregados em uma pré-coluna C18, 30um
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x 5mm (Codigo 164649, ThermoFisher Scientific), e desalinizados num gradiente
isocratico de 4%B por 3 minutos & um fluxo de 300 nL/min. Em seguida, os peptideos
foram fracionados por uma coluna analitica Reprosil-Pur C18-AQ, 3um, 120 A,
105mm, Cédigo 1PCH7515-105H354-NV, PICOCHIP) utilizando um gradiente linear
de 4-55%B por 30 min, 55% a 90%B por 1 min, mantido a 90%B por 5 minutos e
reequilibrado & 4%B por 20 minutos a um fluxo de 300 nL/min. A ionizagdo foi obtida
utilizando uma fonte Nanospray ion source (PICOCHIP). O modo de operacéo foi
ionizacao positiva utilizando o método DDA. Os espectros MS foram adquiridos de m/z
200 & m/z 2000, resolucédo de 70.000 e 100 ms de tempo de injecdo. A camara de
fragmentacao foi condicionada com energia de colisdo entre 29 a 35% com resolugéo
de 17.500, 50 ms de tempo de injecéo, 4,0 m/z de janela de isolamento e excluséao
dindmica de 10s. Os dados de espectrometria foram adquiridos por meio do software

Thermo Xcalibur (verséo 4.0.27.19, ThermoFisher Scientific Inc.).

2.9.6 Andlises dos dados

As interacdes de proteina foram submetidas ao software STRING (verséo 10.5)
com os parametros basicos: pontuagdo de corte de 0,40; rede no modo confidence e
valor de enriquecimento de PPI de <1,0e-16. Para a obtencao da identificacdo das

proteinas. O parametro utilizado nesta ferramenta foi: (taxonomia Rattus norvergicus).
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3. RESULTADOS

3.1 Caracterizacao de células-tronco mesenguimais

O processo de extracdo foi simples e rapido, apenas as CTMs de ratos
aderiram ao plastico do frasco de cultivo. De este primeiro procedimento de extracao,
resultou um semeado heterogéneo de células arredondadas, ndo aderidas ao frasco
de cultivo. No entanto, apds algumas horas foi observado o inicio da adesao celular.

A confluéncia foi observada entre 5 a 7 dias apds extragcdo, momento no qual
foi realizada a primeira passagem. ApoOs a primeira passagem, as células cresceram
em ritmo bem mais r4pido, aproximadamente 4 dias depois de cada passagem foi
observada a confluenca.

A troca de meio foi realizada a cada 2 dias, sendo removido todo tipo celular
que ndo estivese aderido ao frasco de cultivo. Apds cada pasagem, foi possivel ir
observando um tipo celular que apresentava morfologia com citoplasma extenso e

achatado, um a dois prolongamentos ndo ramificados e nacleo (Figura 10).

Figura 10. Cultura priméria de células tronco mesenquimais aderidas, células confluentes com

morfologia fusiforme.
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3.1.2 Caracterizacdes por diferenciacées celulares

As CTMs foram capazes de diferenciar in vitro em linhagens adipogénica e
osteogénica (Figura 11).

Figura 11. (A) Diferenciagdo adipogénica de células-tronco mesenquimais. (B) Diferenciacao

osteogénica de células-tronco mesenquimais.

3.2. Técnica cirdrgica

A pesquisa de melhores formas de tratamento de lesdes durais exige o
desenvolvimento de modelos experimentais, que tentem reproduzir tanto os efeitos
causados pela lesdo quanto as reacdes que possam ser produzidas pelo uso dos
biomaterias e seu contato com o tecido.

A técnica para a lesdo na dura mater foi realizada de igual forma para todos os
grupos. Dos 4 grupos de estudo, 3 receberam tratamento (BPF, BPF+CTMs, CTMSs)
e 1 ndo recebeu (C) nem um tipo de tratamento sendo utilizado como controle (Figura
12).

O tempo aproximado de cirargica por animal, no nosso estudo, foi de 40
minutos, tendo-se em conta desde o preparo do animal, até a aplicagéo de Vetaglos®

tépico.
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Figura 12. Procedimento cirirgico para a realizagdo da lesao experimental na dura mater de
ratos. A. lesdo sem tratamento, grupo C. B. leséo preenchida com CTMs. C. les&o preenchida com
BPF+ CTMs. D. lesdo preenchida com BPF.

Foi observada maior facilidade para ser reposicionado novamente no lugar da
les@o o0 0sso cortical da craniectomia nos grupos onde foi utilizado BPF com ou sem
CTMs.

De igual forma foi observado menor sangramento no lugar da lesdo, apos
aplicacao do BPF nos grupos BPF e BPF+CTMs.

Foi possivel observar no grupo BPF + CTMs em compara¢cdo com o grupo
CTMs que o coagulo formado pelo BPF favoreceu macroscopicamente para manter
as células no lugar da leséo, devido a que o veiculo destas (DMEN) era liquido, ou
seja, o BPF permitiu um arcabouco biol6gico e mecanico para as CTMs.
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3.3. Imageamento de fluorescéncia in vivo da associacdo BPF e CTMs

A visualizacdo por imageamento das células marcadas implantadas junto com
o BPF como seu arcabouco permitiu a comprovacdo da permanéncia das células no

lugar da lesdo apds 6 horas de implantacéo (Figura 13).

m
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Figura 13. A) Imagem de florescéncia da associagdo das células marcadas com o nano cristal
QTRACKER e BPF; B) Raio x com sobreposicdo da imagem de florescéncia. (Seta preta) Células

marcadas.

3.4. Avaliacao clinica

O efeito dos tratamentos empregados foram analisados determinando-se a
porcentagem de sobrevivéncia dos animais, sendo a taxa de sobrevida total para
todos os grupos. Embora o grupo C n&o tenha recebido tratamento algum, todos os
animais se mantiveram vivos durante o periodo de estudo.

O volume de LCR em ratos é tdo baixo que foi dificil avaliar o vazamento
durante o presente estudo.

Todos os animais dos 4 grupos, respondera normalmente a presenca de luz
artificial dentro do biotério.

Nao foi observada algum tipo de conduta anormal dos animais referente a
convulsdes ou claudicagdes, tanto nos grupos tratados quanto o grupo controle.

Todos os animais receberam Tramadol via oral imediatamente terminada a
cirurgia e logo apos 24 horas, sendo observado no segundo dia no grupo C um pouco
de desconforto dos animais, manifestado com quietude e posi¢cao néo relaxada no
momento de dormir, sinais que desapareceram logo apos a segunda dose de

Tramadol via oral.
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O parametro sensibilidade dolorosa foi observado em 4 animais do grupo C e
3 animais do grupo CTMs. Ja nos grupos BPF e BPF+CTMs, um animal de cada
grupo apresentou sensibilidade dolorosa, no segundo dia ap0s a cirurgia,
desaparecendo logo apos a segunda dose de Tramadol via oral.

N&o foi observada a presenca de deiscéncia ou secrecéo purulenta em nenhum
animal durante todo o experimento.

Foi observado normal consumo de alimento e agua em todos 0s grupos.

Na avaliacdo das habilidades motoras, ndo foi observado em nemhum grupo,
manifestacéo de paralisias ou paresias durante todo o estudo, o padrédo de marcha
fora da gaiola néo teve sinal de dificuldade motora, fraqueza ou tremor.

ApoOs duas semanas, em todos os animais foi observado crescimento normal
do pelo no lugar da ferida. Nos animais com 28 dias ap0s a lesao, a ferida tinha sido
cicatrizada na sua totalidade.

Observou-se que todos 0s animais tratados e controle, apresentaram evolugao
clinica satisfatoria, sem alteragdes que pudessem ser atribuidas aos biomateriais BPF
e CTMs. Nao ocorreu manifestacdo que demonstrasse reacées macroscopicas locais
associadas a rejeicdo dos biomateriais, apos aplicacao direta na dura-méater, indicativo
da caracteristica de biocompatibilidade.

3.5 Analise Histol6gica

As eutanasias foram feitas aos 7 e 28 dias apos cirurgia. Na coleta do material
para andlise histol6gica com coloracdo de H & E, uma zona de demarcacédo onde a
leséo tinha sido realizada, podendo ser facilmente vista em todos os grupos (Figura
9).

No dia 7 ap0és cirurgia, os animais do grupo C apresentaram as bordas da lesédo
como uma descontinuidade das meninges ou aspecto de lacuna (Figura 14 A), sem
presenca de dano significativo no tecido. As bordas se caracterizaram por estar
isentas de células ativas ou congestéo.

Aos 28 dias no grupo C, a lesédo ainda podia ser observada (Figura 14 B). Nao
encontrou-se presenca de neovascularizagcdo, nem processo de reparacdo. Foram
observados alguns pontos de hemossiderina, indicativos de destruicdo de hemacias,
expressados pelo deposito de um pigmento amarelo — dourado (Figura 14 B). A
hemossiderina € um agregado de ferro, proveniente da liberagcéo pela degradacdo da

hemoglobina, na forma de agregados ou gréanulos (17).



54

Figura 14. Regido da lesdo na dura mater de ratos, vista transversal, grupo C. A. 7 dias apés
cirurgia. (a) Cortex cerebral, (seta reta) descontinuidade das meninges. B. 7 dias ap0s cirurgia. (a)
Cortex cerebral .(b) Presenca de lacuna. C. 28 dias ap0s cirurgia. (a) Cortex cerebral. (b) Presenca

de lacuna. D. 28 dias ap6s cirurgia. (seta curva) deposito de hemossiderina.

No grupo BPF, aos 7 dias foi visivel observar algo semelhante a do grupo
controle, com as bordas da lesdo apresentando-se como uma descontinuidade das
meninges ou aspecto de lacuna, sem presenca de células ativas, necrose ou
congestéo (Figura 15 A). Neste grupo e no grupo BPF + CTMs teve um maior grau de
dificuldade na coleta do tecido cerebral, devido a que o0 o0sso rebatido e logo
reposicionado apresentava forte adesdo no lugar da lesdo na dura mater,
encontrando-se em alguns animais apdés levantamento do o0sso, um material
amarelado de consisténcia pastosa, fortemente aderido ao osso (Figura 16),

acreditasse que este material seja o BPF ainda ndo biodegradado.
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Figura 15. Regido da lesdo na dura mater de ratos, vista transversal, grupo BPF. A. 7 dias apés
cirurgia. (a) Cortex cerebral, (seta) Descontinuidade nas meninges. B. 7 dias apds cirurgia. (a) Coértex

cerebral, (b) Presenca de lacuna. C. 28 dias ap0s cirurgia. (a) Cértex cerebral, (b) Presenca de lacuna.

Figura 16. Coleta do cérebro de rato apds eutanasia. Animal 7 dias, grupo BPF. (Seta)

Presenca de BPF aderido ao 0sso.

Aos 28 dias no grupo BPF, a borda da lesdo ainda podia ser facilmente
delimitada e a lesdo se apresentava com aspecto de lacuna (Figura 15 B). Ja que
estas lacunas também foram observadas no grupo C, acreditasse que a presenca
delas se deva a técnica cirargica e ndo ao bioproduto.
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No grupo BPF néo foi visto em nenhum tempo de estudo, a presenca de
neovascularizagdo, nem processo de reparagao.

Embora foi observado o BPF fortemente aderido ao 0sso, nas laminas
histologicas ndo evidenciaram a presenca do mesmo, nem indicios que
demostrassem ligacdo dele com o cortex cerebral.

No grupo BPF, ndo foi observada a presenca de necrose nem reagdes
adversas dos tecidos hospedeiros aos 7 ou 28 dias apés cirurgia, apresentando
excelente tolerancia tecidual sem reacéo de corpo estranho ou fibrose extensa.

Grupo CTMs, aos 7 dias apos cirurgia, foi observado em dois animais a
presenca de lacuna vazia (tabela 1), ja os outros dois apresentaram infiltrado celular
com presenca de células gliales e hemacias, evidenciando bioactividade para este
grupo.

Aos 28 dias no grupo CTMs, a atividade celular foi observada s6 em um animal,
com presenca de infiltrado inflamatoério, hemécias e muitos pontos de hemossiderina.
Notou-se também neste grupo, formacdo de uma interface entre as células ativas
provenientes do sitio da lesé@o e o cortex cerebral (Figura 17), esta interface podia ser
facilmente indicada e se interiorizava no coértex cerebral. Foram observados
neovascularizacéo e indicios de reparacao neste animal.

Neste grupo, nédo foi observada a presenca de necrose, nem danos

significativos aos tecidos adjacentes aos 7 ou 28 dias.

Figura 17. Regido da lesdo na dura mater de ratos, vista transversal, grupo CTMs. A. 7 dias
apos cirurgia. (a) Infiltrado celular. (Cabeca da seta preta) linfécito, (Cabeca da seta branca) hemacia.

B. 28 dias ap6s cirurgia. (Seta reta) Deposito de hemossiderina, (seta curva) Interface.
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No grupo BPF + CTMs, aos 7 dias, as observacgoes foram algo semelhante a
do grupo CTMs, com grande presenca de infiltrado celular e interfaces em trés
animais. No entanto, ao comparar o grupo BPF + CTMs com o grupo CTMs nesta
data, notou-se mais intensa atividade celular evidente na presenca do BPF, o que
demostra que o BPF auxiliou as CTMs para seu depdésito no lugar da leséo.

Nas observacfes aos 7 dias no grupo BPF + CTMs, foi possivel visualizar em
um animal dos trés que tinham infiltrado celular ativo, a presenca de células epiteloides
(Tabela 1) envolta de um grande aglomerado de infiltrado celular, astrocitos,
hemossiderina e algumas células gigantes de tipo Langhans (Figura 18). Astrdcitos
reativos sdo acreditados para ter ambos efeitos, tanto positivos como efeitos

negativos, dependendo da sua intensidade (18).

Figura 18. Regido da lesédo na dura mater de ratos, vista transversal, grupo BPF + CTMs. 7
dias ap0s cirurgia. A. (a) Cortex cerebral, (Cabeca da seta preta) regido da leséo, (seta curva) Interface.

B. (a) Cortex cerebral, (b) Infiltrado celular. C. (Cabeca da seta branca) Células epiteloideas. (Seta reta)

Células gigantes de tipo Langhans. (Cabeca da seta preta) astrécito.

No grupo BPF + CTMs, aos 28 dias, trés animais mostraram presenca de
infiltrado celular e uma intensa quantidade de depésitos de hemossiderina. Ainda, em
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um animal, parte do infiltrado celular mostrou-se composto por células gigantes e
visualizado no lugar da lesdo um granuloma (Figura 19).

Dessa forma no grupo BPF+CTMs observou-se, um padréo de infiltrado celular
diferente, como resultado uma resposta inflamatéria diferente quando comparado com
os anteriores grupos. O grupo BPF+CTMs, apresentou maior bioatividade, comparado
ao grupo CTMs, associada a uma reacgao inflamatéria excessiva e adversa no SNC,

para seu uso em lesdes na dura mater de ratos.

Figura 19. Regido da lesdo na dura mater de ratos, vista transversal, grupo BPF + CTMs 28
dias apos cirurgia. A. (a) Cortex cerebral, (b) Infiltrado celular, (seta curva) Interface. (Seta reta)
Granuloma. B. (a) Cértex cerebral, (Cabega da seta branca) Hemossiderina, (Cabeca da seta preta)

Células gigantes de tipo Langhans. C. (a) Cortex cerebral, (b) Infiltrado celular, (seta curva) Interface,

(Cabeca da seta branca) Hemossiderina.
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Tabela 01. Andlise descritivo, comparando os quatro grupos de estudo em relagéo a infiltrado

celular, presenca de células gigantes, presenca de células epiteloideas e interface por cada tempo de

estudo.
7 dias Infiltrado Células Células Interface
celular gigantes epiteloidas
28 dias
C 0 0 01]0 00 0
BPF 0 —70]0 0 0 __—
CTMs /|2 i e I — S —
BPF+CTMs |3 571 T7 1 1 3
Total por data | 5 I = 1 =T E — /1 5 e Z

3.6 Analise protedbmica

Foram incluidas ao estudo as amostras dos 4 grupos experimentais (C, BPF,
BPF+CTMs, CTMs).

Analises de espectrometria de massas realizada do segmento de tecido
cerebral no grupo C, identificaram um perfil de proteinas expressas para este grupo e
as quais foram caracterizadas segundo sua provavel funcdo neste tipo de amostra
bioldgica e interacBes (Figura 20). As proteinas foram identificadas relacionadas a
processos biolégicos, sendo observados entre eles: 36 proteinas relacionadas a
processos celulares, 19 a desenvolvimento de sistema, 22 proteinas relacionadas a
resposta a estimulos, 21 a processos de desenvolvimento, 16 a desenvolvimento do
sistema nervoso, 13 a neurogénese, 11 a respostas ao estresse, 4 a regeneracao, 2
a proliferacdo de células gliais. A analises evidenciou que a presenca da proteina

(PENK) para este grupo.
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Figura 20. Gréfico de rede de interacdo do software STRING (versdo 10.5), proteinas
identificadas grupo C.

Para a analises de espectrometria de massas realizada do segmento de tecido
cerebral no grupo BPF, as proteinas identificadas para este grupo foram
caracterizadas segundo sua provavel funcdo neste tipo de amostra bioldgica e
interacOes (Figura 21). As proteinas foram identificadas relacionadas a processos
bioldgicos, sendo mencionados 10 destes processos: 36 proteinas relacionadas a
resposta ao estimulo, 19 a resposta ao produto quimico, 17 a resposta ao estresse,
15 a desenvolvimento do sistema nervoso, 12 a resposta a estimulo abi6tico, 11 a
resposta celular ao estimulo enddégeno, 8 a processo metabdlico de drogas, 6 a
geracdo de metabdlitos precursores e energia, 5 a regulacdo da resposta imune, 4 a

processo catabdlico de drogas, 2 a endocitose mediada por caveolina.
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Figura 21. Grafico de rede de interacdo do software STRING (verséo 10.5), proteinas
identificadas grupo BPF.

Para a andlises de espectrometria de massas realizada do segmento de tecido
cerebral no grupo CTMs, as proteinas identificadas para este grupo foram
caracterizadas segundo sua provavel funcdo neste tipo de amostra biologica e
interacdes (Figura 22). As proteinas foram identificadas relacionadas a processos
biolégicos, sendo mencionados alguns destes processos: 77 proteinas relacionadas
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a processo celular, 46 a resposta ao estimulo, 39 a organizacdo de componentes
celulares ou biogénese, 26 a desenvolvimento do sistema nervoso, 22 a diferenciagéo
celular , 21 a comunicacéao celular , 18 a neurogénese, 18 a resposta ao estresse, 17
a geracao de neurdnios, 17 a resposta ao medicamento, 13 a diferenciacdo neuronal,
13 a regulacgdo do processo de modificagdo de proteinas, 10 a processo metabolico
de drogas, 10 a desenvolvimento de neurdnios, , 10 a regulacdo negativa do processo
apoptotico, 7 a regulacéo do crescimento celular, 6 a regeneracao, 2 a proliferacéo de
células gliais. A analises evidenciou que a proteina (PENK), se expressou com

exclusividade para este grupo e o grupo C.
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Figura 22. Gréafico de rede de interacdo do software STRING (versdo 10.5), proteinas
identificadas grupo CTMs.

Para a analises de espectrometria de massas realizada do segmento de tecido
cerebral no grupo BPF+CTMs, as proteinas identificadas para este grupo foram
caracterizadas segundo sua provavel funcdo neste tipo de amostra biologica e
interacdes (Figura 23). As proteinas foram identificadas relacionadas a processos

bioldgicos, sendo mencionados alguns destes processos: 27 a resposta ao estimulo,
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18 a comunicacdo celular, 17 a resposta ao estresse, 13 a desenvolvimento do
sistema nervoso, 12 a transporte intracelular, 6 a autofosforilagdo de proteinas, 6
regulacdes positiva da migracao celular, 6 a processo apoptotico, 2 a endocitose
mediada por caveolina, 2 a regulacdo da migracdo de células mononucleares, 2 a

interagcdo com o hospedeiro.

Figura 23. Grafico de rede de interacdo do software STRING (versdo 10.5), proteinas
identificadas grupo BPF+CTMs.
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4. DISCUSSAO

O processo de extracdo de CTMs pode ter variacdes. Entre algumas destas
variagcdes podemos citar as diferentes regides de onde podem ser isoladas (medula
0ssea, tecido adiposo, peridsteo, tecido muscular e os 6rgédos parenquimatosos) (19),
e 0 uso ou nao de diferentes tipos de gradientes de extracdo. No nosso estudo este
processo de extracdo a partir de medula O0ssea de rato, foi simples e rapido,
comparado com 0s outros processos, hdo sendo necessario fazer gradiente de Percoll
(11) ou gradiente de ficoll (20), uma vez que apenas as CTMs de ratos aderiram ao
plastico do frasco de cultivo.

A confluéncia do cultivo de CTMs foi observada entre 5 a 7 dias ap0s extracao,
momento no qual foi realizada a primeira passagem. ApGs a primeira passagem, as
células cresceram em ritmo bem mais rapido, aproximadamente 4 dias depois de cada
passagem foi observada a confluéncia. Ja outros autores apresentaram resultados
diferentes ao isolar CTMs do tecido adiposo de cées, um rapido crescimento inicial,
aproximadamente de 72 horas seguido por fase regular (exponencial) (21).

Para o analises de caracteriza¢do por citometria de fluxo nosso ensaio com trés
cores (apéndice | e Il), concorda com Dominici et al, 2006 (12) ao falar que um ensaio
citométrico de fluxo deveria utilizar analises multicor (isto é, coloracdo dupla,
coloracdo tripla, etc.), para demonstrar que as células individuais co-expressam
marcadores CTMs e falta Ag hematopoiético.

Nosso estudo corroborou o que Dominici et al, 2006 (12) chamo como a
propriedade biolégica que mais singularmente identifica as CTMs, e é a sua
capacidade de diferenciacdo. Demostrando que nossos resultados de caracterizacao
celular, mostraram condi¢cbes adequadas de cultivo e concordando com NARDI &
MEIRELLES, 2006 (22), que afirmaram que em culturas e em condi¢bes adequadas
de cultivo, as CTMs exibem morfologia fibroblastoide, adesdo em substrato plastico,
autorrenovacgao e diferenciagdo em tipos celulares distintos.

Muitos modelos experimentais tém sido utilizados para reproduzir a leséo dural,
entre eles coelhos (23,24), caes (13, 25), porcos (26) primatas (27) e ratos (14, 28,29,
30, 31, 32,33). No entanto, no nosso estudo como primeiro contato em lesdes durais
com o uso de BPF produzido no CEVAP, decidimos usar o rato como modelo
experimental, devido a sua facil disponibilidade, menor custo e manutencédo e

facilidade de obtencéo de ninhadas com peso e idade controladas.
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A regido cranial foi escolhida para realizar a técnica cirurgica pelo contato
proximo dos biomateriais com o tecido cerebral, brindando uma ideia mais clara da
biocompatibilidade do bioproduto, devido a importancia do tecido cerebral no controle
e regulacdo do organismo, permitindo poder ser identificadas mais facilmente
possiveis lesdes, rejeicdo ou intolerancia aos bioprodutos. Outros autores também
optaram pela escolha desta regido (29, 30, 31,32,33). Embora, também podemos
encontrar estudos feitos nas regides medulares (14, 28).

Contrario ao observado por Biscola et al., 2017 (34) como uma das vantagens
no uso do BPF é a reducao do tempo de cirurgia, no nosso trabalho o tempo de cirurgia
se manteve igual para todos os grupos que receberam tratamento, sendo menor sé
para o grupo C controle. O reparo dural aumenta o tempo total de cirurgia em
aproximadamente 20 a 30 minutos (35), por isso a técnica adequada deve ser de
rapida e de facil aplicagéo (2).

Foi observado que o BPF permitiu um arcabouco biolégico e mecanico para as
CTMs. Acreditando-se que o fato da auséncia de atividade celular em 2 animais do
grupo CTMs aos 7 dias, deva-se a dificuldade por si s6é das CTMs de permanecerem
no lugar da lesdo.Nossos resultados corroboraram Rosso et al, 2005 (36) que
enalteceram a importancia dos arcabougos na engenharia de tecidos, para permitir a
promocdo da adesao celular. No nosso estudo, isto ocorreu devido a maleabilidade
do BPF, formando uma rede densa durante a estabilizacdo do coagulo (9).

No momento da cirurgia o BPF mostrou propriedades adesivas no segmento
osso da craniectomia, permitindo uma maior facilidade para ser reposicionado
novamente no lugar da lesdo no osso cortical da craniectomia, comprovando sua
adesividade tecidual (37), que é comum aos selantes ou colas de fibrina. De igual
forma o BPF também auxiliou no menor sangramento no lugar da lesédo, ap6s sua
aplicacé@o nos grupos BPF e BPF+CTMs. Uma analise anterior demonstrou que os SF
reduziram a perda de sangue ou reduziram o tempo para alcancar a hemostasia (38).
Isto concorda com outros autores (39,40), explicando que o SF baseia-se na
reproducdo do estagio final da cascada da coagulacdo, formando os coagulos
estaveis.

A taxa de sobrevida foi total para todos os grupos apoés lesdo na dura mater;
Neurologicamente os animais se apresentaram aparentemente normais durante todo
0 estudo e nenhuma convulséo foi observada. Resultados similares aos obtidos em

caes submetidos a lesdo na dura mater, sem uso de tratamento e também com 0 uso
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de SF, selante de gelatina ou polietilenoglicol (PEG), onde a sobrevida foi total para
todos os animais, sem nenhuma observacgédo clinica ou neurolégica relacionada aos
tratamentos (13). Estes resultados sdo de suma importancia, jA que o SNC esta
integrado aos outros sistemas, comandando, executando, enviando e recebendo
estimulos (41).

A importancia da auséncia de deiscéncia ou secrecao purulenta durante todo o
experimento é devido a que estas podem ser interpretadas como possivel
incompatibilidade de um material ou infecdo. Ja tem sido descrita em outros estudos
esta auséncia de infeccdo em ratos submetidos a reparacdo da dura-mater com SF
(28).

Percepcdo do desconforto corporal é algo complexo e tem influéncia de
estimulos nocivos, 0 SNC é capaz de modular e controlar essa percepg¢éo, como forma
de reduzir seu impacto sobre o organismo, prevenindo e/ou minimizando os sintomas
(42). No nosso estudo foi observado algum desconforto no segundo dia apds cirurgia
no grupo C, manifestado com quietude e posicdo nao relaxada no momento de dormir.
Além, o parametro sensibilidade dolorosa foi observado em 4 animais do grupo C e 3
animais do grupo CTMs. Estas observacdes clinicas foram acompanhadas pela
presenca exclusiva da expressdo da proencefalina penk nestes dois grupos,
componente importante depois de sofrer lesdes, aumentando a liberagéo de glutamato
na regido (43). Sabe-se que o0s neuropeptideos opioides derivados de Penk
influenciam as cefaleias (44). Produzindo sintomas relacionados a enxaqueca,
incluindo comportamento aversivo a luz, (45). Este resultado estd de acordo com
relatos de associacao entre enxaqueca e aumento da transmisséao de glutamato (46).
O glutamato € o principal neurotransmissor excitatorio do cérebro de mamiferos, tendo
interferéncia na dor neuropética (47).

Qualquer lesao nos tecidos nervosos leva a alteracbes enddgenas, sendo
rapidamente ativados logo apos a leséo. Os ganglios trigémeos do sistema nervoso
gue inervam a dura-méater, podem ser ativados mediante lesGes e estar associados a
enxagueca cronica e a percepcao da dor (48). Este resultado confirma a participacao
do sistema trigeminovascular, neuropeptideos e citocinas inflamatorias nos processos
moleculares da enxaqueca (45).

Os SF tém sido relatados como uma ferramenta cirdrgica Gtil em cirurgias de
acesso ao SNC para evitar o vazamento de LCR durante o periodo pés-operatorio. Ja

foi relatado que o vazamento de LCR ocorreu no pos-operatério em apenas 5% de 83
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pacientes tratados com SF (49). Em nosso estudo, observou-se que ocorreu o efeito
selante nos grupos que receberam o BPF, pois houve a diminui¢do da sensibilidade
dolorosa nestes animais, que baseado na literatura ja € sabido que as les6es na dura-
mater com extravasamento de LCR podem levar a complicagdo como dores de
cabeca e aprisionamento da raiz nervosa (50).

Os mecanismos ao inicio da dor de cabeca sdo mediados pela ativagdo e
aumento da mecanosensibilidade (ou seja, sensibilizacdo) de aferentes nociceptivos
trigeminais que inervam meninges cranianas e Seus vasos sanguineos grandes
relacionados (51).

Foi realizada apenas profilaxia antibitica topica, pois o objetivo deste estudo
foi avaliar as possiveis respostas aos biomateriais. Tendo-se em conta que, a
profilaxia antibidética em cirurgia deve ser indicada nas intervencdes com alta
probabilidade de infeccdo da ferida cirdrgica (52) como em diérese de trato
respiratorio, gastrointestinal e urogenital, em feridas e locais contaminados e em
cirurgias que durem mais que noventa minutos (53), ou seja, a antibioticoterapia
terapéutica deve ser estabelecida em procedimentos classificados como
contaminados ou infectados ou quando ocorre contaminacdo em procedimentos
limpo-contaminado (52).

A auséncia de dano significativo no tecido, células ativas ou congestdo, nas
laminas histologias do grupo C, também foi relatada por outros autores, onde o grupo
nao tratado apresentou na sua maioria de laminas histoldgicas, auséncia de infiltrado
celular (28).

Histologicamente o grupo BPF ndo mostrou infiltrado celular nem vantagens no
processo de reparacéo. Resultados similares a BARCELOS et al., 2008 (28) ao dizer
gue a reparacdo com SF ndo apresentou vantagens significativas em relacéo a leséo
sem reparo, na dura-mater de ratos. Embora o grupo BPF apresentou excelente
tolerancia tecidual, mostrando-se ao igual que o SF um bioproduto seguro (29, 54).

Diferente do grupo BPF o grupo BPF + CTMs mostrou forte infiltrado celular.
Estas observacgdes se dao, provavelmente, pela associagao dos bioprodutos, dando
a possibilidade de adeséo e permanéncia das CTMs no lugar da leséo. Sabe-se que
o BPF tem se mostrado como uma estrutura tridimensional que é capaz de manter
células no lugar (9). Dessa forma no grupo BPF+CTMs observou-se, um padréo de
infiltrado celular diferente, como resultado uma resposta inflamatéria diferente quando

comparado com 0S grupos anteriores.
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Embora os grupos CTMs e BPF+CTMs, apresentaram infiltrado celular e
bioactividade; O grupo BPF+CTMs mostrou se com maior bioatividade, associado a
uma reacdo inflamatoria excessiva e adversa no SNC, para seu uso em lesdes na
dura mater de ratos. Contrario a Chen et al, 2010 (55), que minimizaram a chance de
formacao de tumor, ap6s ser misturadas as CTMs com SF no espaco subdural, mas
ndo diretamente injetado no cortex cerebral. Além disso, esta mistura de CTMs e SF
transplantado subduralmente, promoveu a neuroprotecédo diminuindo a inflamacéao.

Foi observado o BPF, fortemente aderido ao 0sso no lugar da lesdo. Kawai et
al, 2014 (13) também confirmaram histologicamente, que o SF, o selante de gelatina
e o polietilenoglicol (PEG), todos estavam firmemente aderidos as amostras de lesdes
na dura mater. O desempenho dos selantes depende da propriedade de
impermeabilidade do proprio selante e qualidade de adesdo do selante com a dura-
méater (13). De fato, no nosso estudo, isso poderia ajudar a explicar a menor
manifestacéo de sensibilidade dolorosa, nos grupos tratados com BPF.

No foi observada nas laminas histolégicas integracdo do BPF com o tecido
cerebral, devido a esta auséncia de integracdo, o BPF se apresentou nas analises
histoldgicas com a caracteristica de bionerte para seu uso em lesées durais de ratos.
O material ideal de duraplastia deve ser imunologicamente inerte, ndo toxico e incapaz
de disseminar doencas infecciosas (56). O BPF mostrou-se compativel com este
ambiente fisiol6gico nos resultados histoldgicos. Isto poderia ser comparado com 0s
resultados de PREUL et al., 2007 (57) ao observaram que o PEG que é um produto
sintético usado para evitar o extravasamento de LCR persiste como um espaco de
enchimento e separa os tecidos, enquanto eles cicatrizam de forma independente.
Esta separacdo pode proporcionar a preservacao do plano cirdrgico entre a dura-
mater e o0s tecidos circundantes, enquanto bloqueia a migracdo de células
inflamatorias através de uma barreira de hidrogel.

Autores relatam que o hidrogel de PEG, persiste como um preenchimento do
espaco inerte e separa os tecidos enquanto eles se curam independentemente, essa
separacdo poderia proporcionar a preservacdo do plano cirdrgico, bloqueando a
inflamag&o, sem ser associado com neurotoxicidade ou atraso na cicatrizacdo e
alteracdes degenerativas do tecido neural do rato (30), podendo inclusive atuar como
uma barreira biocompativel (58). Outros autores ja relatam que em analises

histol6gicas comparando o uso do SF com o PEG, mostrou-se que o PEG inibiu o
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processo de cicatrizacdo normal do tecido e o estimulo a formacdo de abcessos e
granulagdes, sendo que os resultados foram melhorados pelo uso de SF (24).

A terapia celular € uma estratégia que tem revelado mediante evidencias
experimentares, poder fornecer neuroprotecdo, angiogénese, imunomodulacdo e
neuroplasticidade (59). Além de poder induzir as demais células presentes no nicho
tecidual a secretarem outros fatores sollUveis que estimulam a diferenciacdo dessas
células indiferenciadas, favorecendo o processo de reparacao (60).

Em geral, o0 mecanismo de reparo das CTMs consiste no potencial para se
desenvolver em muitos tipos de células (servindo assim como um sistema de reparo
para o corpo) e o potencial para liberar fatores tréficos que reparam e regulam outros
mecanismos compensatorios na area danificada (61). As CTMs secretam uma grande
variedade de citocinas pro e anti-inflamatérias e fatores de crescimento e, por meio
dessas moléculas bioativas, proporcionam a modulacédo da resposta inflamatoria e o
restabelecimento do suprimento vascular (60).

Entre as células encontradas no infiltrado celular, estavam as células da glia.
As células da glia sustentam e podem participar da atividade neuronal ou da defesa
(62). No SNC, essas células séo os astrocitos, os oligodendrécitos, as células da
micréglia (63). Astrécitos reativos exercem diversas fungfes complexas em resposta
a diferentes formas de danos no SNC, podendo ser regulados por diferentes sinais
moleculares (18). Além, participam da recuperacdo apdés doencas neurolégicas ou
traumatismo cranioencefalico (64).

Uma grande lista de substancias estranhas pode penetrar e causar uma
resposta de corpo estranho. Histopatologicamente, a maioria dessas substancias
podem induzir um granuloma de corpo estranho, incluindo células epitelidides, células
gigantes multinucleadas derivadas de histiocitos e varidveis nimeros de outras células
inflamatorias (65).

Ha consenso que a inflamacao tem tanto efeitos benéficos quanto prejudiciais
aos tecidos (66), dependendo de sua intensidade e tempo de duracdo. Ambos os
efeitos benéficos e nocivos tém sido atribuidos a presenca e ativacdo de
microglia/macrofagos, linfécitos, producéo de anticorpos e citocinas (67).

A inflamacéo granulomatosa € caracterizada pelo acumulo focal de macrofagos
ativados, que geralmente desenvolvem uma aparéncia epitelidide (semelhante ao
epitélio). Podendo ser de dois tipos: granuloma de corpo estranho ou granuloma
imune (68).
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A caracteristica essencial dos granulomas de corpo estranho € a presenca de
exdgenos ou de material endégeno que tenha sido alterado de alguma forma para que
0 corpo o identifique como estranho (65).

Os granulomas de corpo estranho séo caracterizados pela presenca de células
gigantes multinucleadas (20), estando envolvidas em processos de reparacéo (69).
Estas células gigantes sdo frequentemente do tipo corpo estranho, com nucleos
espalhados irregularmente por todo o citoplasma; mas as células gigantes de Langhan
também s#o vistas (65). E assim que € possivel identificar granulomas de tipo corpo
estranho com abundantes células de Langhans (20). As células gigantes de Langhans
sdo grandes, formadas pela fusdo de células epiteliéides (macréfagos ativados)
contendo varios nucleos dispostos na periferia com forma de ferradura.

Quando o material estranho resiste a degradacéo, os macrofagos contendo o
material de corpo estranho dentro do seu citoplasma, secretam diferentes citocinas
que atraem macrofagos adicionais para o foco inflamatério, o resultado é a formacgéo
de um granuloma em torno do corpo estranho, que tenta isolar o resto do corpo do
material sequestrado (65).

Um estudo sobre granulomas intracranianos de material estranho apoés cirurgia
craniana, publicado no 2018, mostrou que o (75%) dos casos apresentavam sinais
clinicos e sintomas relacionados aos granulomas de corpo estranho, enquanto o
(25%) ndo o fizeram. Nos pacientes assintomaticos, as lesdes cranianas foram
diagnosticadas incidentalmente (70).

Alguns produtos anteriormente utilizados para duroplastia, como por exemplo
o PEG também indicou que pode causar dano cortical indiretamente via formacao de
granuloma na superficie do cérebro (24). Nos casos de materiais que sao sintéticos,
encontrasse a desvantagem de ser inabsorvivel, relatando complicacdes, incluindo
rejeicdo, irritacdo do cértex cerebral, formacdo excessiva de cicatrizes, meningite e
hemorragia (56).

Embora deixar tais substancias em locais cirdrgicos seja considerado seguro,
em geral, o granuloma de corpo estranho pode ocorrer meses ou anos apas a cirurgia
intracraniana. Assim, relativamente pouco se sabe sobre o tratamento e o resultado
de tais lesbes. A patogénese do granuloma de corpo estranho ainda precisa de mais
esclarecimentos (70).

E possivel que o microambiente proporcionado pelo BPF tenha alterado as

propriedades das CTMs, gerando um ambiente predominantemente pro-inflamatorio
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(71). Pode-se inferir que os resultados da atividade celular, encontrados no grupo BPF
+CTMs, sejam em consequéncia da presenca das CTMs. De um modo geral, os
presentes dados demonstram que a terapia com CTMs pode ser de neuroregeneracao
e, quando associada a BPF, desloca a resposta imune para um perfil pro-inflamatoério
como também foi sugerido por Spejo et al., 2018 (71), ou seja, a resposta das CTMs
é o resultado dos estimulos brindados pelo microambiente onde elas estejam.

Um dos fatores mais importantes que afetam a qualidade e resultado de um
estudo protedmico, sdo a coleta e preparacdo da amostra (72). Metodologias
baseadas em protedmica podem ser aplicadas dependendo do contexto clinico
especifico de uso (73). Extracao proteémica baseada em protocolos com detergente,
sao as melhores ferramentas de preparacdo de amostras para tecido nervoso central
(SNC) (72).

Varias metodologias protedmica tornam possivel identificar, caracterizar e
quantificar comparativamente o nivel de expressédo de centenas de proteinas em um
determinado tecido (74). A possibilidade para localizar ou seguir as mudancas nos
organismos € de primordial importancia para desvendar os caminhos bioquimicos e
desenvolver novos tratamentos e drogas (75).

Técnicas de espectrometria de massa podem fornecer ferramentas altamente
valiosas para pesquisa clinica, podendo entregar biomarcadores clinicamente
aplicaveis, um biomarcador & definido como “uma molécula detectada no corpo

associados a um processo especial (normal ou anormal) (73).
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Nas condicdes deste experimento e com base nos resultados obtidos pode-se
considerar:

Sendo o primeiro estudo com o uso do BPF para lesdo durais, este apresentou-se
seguro para tecido cerebral, verificando sua biocompatibilidade apresentando-se
bioinerte, além da confirmacéo de sua capacidade como arcabougo para CTMs.

Pela forte adesédo no lugar de implantacdo somado a diminuicdo da sensibilidade
dolorosa e a ndo presenca da proteina PENK nos grupos tratados com BPF, pode-se

acreditar eficiéncia do BPF na selagem para diminui¢cdo do extravasamento de LCR.
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6. CONCLUSOES

Nas andlises do impacto dos tratamentos apos lesdes na dura-mater:

X A sobrevida dos ratos e sua resposta clinica e neuroldgica, apos lesdo na dura
mater e implantacdo do BPF, CTMs e BPF+CTMs foi satisfatoria.

<> O BPF apresentou se como bioinerte para as analises histolégicas.

<> Os grupos com presenca de CTMs apresentaram bioatividade e presenca de
infiltrado celular e interface através da histopatologia.

X A associacdo de BPF + CTMs mostrou uma resposta exacerbada de
inflamacéo glanulomatosa com presenca de infiltrado celular, células gigantes, células
epiteloideas e interface através de histopatologia.

X A associacdo do desconforto e aumento da sensibilidade dolorosa foi

confirmada pela expresséo da proencefalina penk.

Conclui-se portanto que o Biopolimero de Fibrina pode ser utilizado com seguranca
na reparacao de lesdes de dura mater, além de ser um excelente scaffold para células

tronco.
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APENDICES
APENDICE | - Valor de interesse foi sempre o resultado de M1, representando o limite

necessario para a expressao positiva. Azul controle, verde menor concentragao e rosa

maior concentracédo. Marcadores positivos: ICAM e CD90.
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APENDICE II- Valor de interesse foi sempre o resultado de M1, representando

o limite necessario para a expressao positiva. Azul controle, verde menor

concentracdo e rosa maior concentracdo. Marcadores negativos: (a) CD34, CD45,

CD11b. (b) Populacéo celular analisada.
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