FREDERICO DE MELO TAVARES DE LIMA

v VY
UFPE

MEMBRANA DE BIOPOLiMERQ DE CANA-DE-ACUCAR
COMO SUBSTITUTO DE DURA-MATER EM RATOS WISTAR

Tese apresentada ao Colegiado do
Programa de Pés-Graduagdao em Cirurgia
do Centro de Ciéncias da Saude da
Universidade Federal de Pernambuco,
como parte dos requisitos para obtenc¢ao do
titulo de Doutor em Cirurgia.

ORIENTADOR
DR. JOSE LAMARTINE DE ANDRADE AGUIAR

PROFESSOR ASSOCIADO DO DEPARTAMENTO DE CIRURGIA, CCS.
UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO

RECIFE
2008



Lima, Frederico de Melo Tavares de
Membrana de biopolimero de cana-de-aguicar como
substituto de dura-mater em ratos Wistar / Frederico
de Melo Tavares de Lima. — Recife : O Autor, 2008.
xiv, 73 folhas; il., fig., tab.

Tese (doutorado) - Universidade Federal de
Pernambuco. CCS. Cirurgia, 2008.

Inclui bibliografia e anexo.

1. Dura-mater. 2. Biopolimero de cana-de-acucar.
3. Politrafluoroetileno expandido. Titulo.

616.832.95 CDU (2.ed.) UFPE
616.82 CDD (22.ed.) CCS2008-108



UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
DEPARTAMENTO DE CIRURGIA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIRURGIA

Relatorio da Defesa de Tese do Dr. Frederico de Melo Tavares de Lima. Aluno de
Doutorado do Programa de Pés-graduagdo em Cirurgia, Area de Concentragdo: Cirurgia:
Clinica e Experimental.

As oito horas do dia nove de setembro de dois mil e oito, no Auditorio Murilo La Greca
do Centro de Ciéncias da Saude da Universidade Federal de Pernambuco, tiveram inicio
05 tiabaihios oo acivsa do s do Di. Iicdciico do Mclo Tavaics aC Liiia paia a
obtengio do grau de Doutor em Cirurgia. A comissdo Julgadora — eleita pelo Colegiado
do Programa e homologada pela Camara de Pesquisa e Pos-graduagio — foi integrada
pelos professores: Dr. Edmundo Machado Ferraz, Doutor do Departamento de Cirurgia
do CCS/UFPE (Presidente da Banca Examinadora); Dr. Salvador Vilar Correia Lima,
Doutor do Departamento de Cirurgia do CCS/UFPE; Dr. Fernando Ribeiro de Moraes
Neto, Doutor do Departamento de Cirurgia do CCS/UFPE; Dr. Marcelo Moraes
Valeng¢a, Doutor do Departamento de Neuropsiquiatria do CCS/UFPE, Dr. Roberto José
Vieira de Mello, Doutor do Departamento de Anatomia Patologica do CCS/UFPE; e,
para suplentes: interno: Dr. Frederico Teixeira Brandt, Doutor do Departamento de
Cirurgia do CCS/UFPE e, finalmente, externo, Dr. Luiz Eduardo Correia Miranda,
Doutor do Departamento de Cirurgia do CCS/UFPE, tendo, como orientador interno, o
Dr. Jos¢ Lamartine de Andrade Aguiar, Doutor do Departamento de Cirurgia do
CCS/UFPE. A tese apresentada pelo doutorando Frederico de Melo Tavares de Lima
versou sobre: “MEMBRANA DE BIOPOLIMERO DE CANA-DE-ACUCAR COMO
SUBSTITUTO DE DURA MATER EM RATOS WISTAR" Apods, a explanagdo de
30(Trinta) minutos, Pelo candidato, justificando a escolha, o objetivo da pesquisa, a
metodologia empregada e os resultados obtidos, baseados na andlise estatistica,
ilustrados com data show, foram realizadas as argiiicdes na seguinte ordem: Prof. Dr.
Edmundo Machado Ferraz (Presidente da Banca Examinadora), Prof. Dr. Salvador Vilar
Correia Lima, Prof. Dr. Fernando Ribeiro de Moraes Neto, Prof. Dr. Marcelo Moraes
Valenga, Prof. Dr. Roberto José Vieira de Mello , e; todas as argiiigdes foram feitas no
tempo regulamentar, e respondidas pelo candidato. Ao término das mesmas, a Comissao
Julgadora proferiu o seguinte resultado: Prof. Dr, Edmundo Machado Ferraz (Presidente
da Banca Examinadora), mengdo “ iyrovu = ”, Prof. Dr. Salvador Vilar Correia
Lima , mengdo * A\QM ve&o ) Prof. Dr. Fernando Ribeiro de Moraes Neto,
mengdo ¢ dprvadls ”, Prof. Dr. Marcelo Moraes Valenga, mengao
“Iyowyo . e Prof. Dr. Roberto José Vieira de Mello, mengio
‘:—;V\J\/cd"—ﬂ ”. Conclusdo, o candidato, foi aprovada com a mengado
“Arrovnno - Nada mais havendo a registrar foram encerrados os trabalhos do
que, para constar, elaborei o presente relatorio que vai por mim, Niége Maria de Paiva
Melo, Secretéria, assinados depois do Senhor Presidente, e demais integrantes da
Comissdo Examinadora. Recife, 09 de setembro de 2008. _,
Praf Fdminda Machadn Ferraz d;{z
Prof. Salvador Vilar Correia L.ima gfa\-‘-‘" -
ﬁ:lnwersldade Prof. Fernando Ribeiro de Moraes Netot™

J» Federa X Prof. Marcelo Moraes Valenga /{/
¢ Pernambuco Prof. Roberto José Vieira de Mello i 47 P
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE ¢ Niége Maria de Paiva Melo (secfetéria) gy M

<

PROGRAMA DE POS-GRADL ACAO EM CIRURGIA
CNPJ:24.134.488/0001-08

Av. Moraes Régo, SIN° - HC - Bloco A - Térreo
Cidage Universitana - CEP 50.670-420 - Recife - PE
Fene/Fax:2126.0519/2136.35587
E-mail: pppg@ufpe.br




“MEMBRANA DE BI OPOL’I'MERO DE CANA-DE-ACUCAR COMO
SUBSTITUTO DE DURA-MATER EM RATOS WISTAR”.

FREDERICO DE MELO TAVARES DE LIMA

APROVADA EM: 09/09/2008
ORIENTADOR INTERNO: JOSE LAMARTINE DE ANDRADE AGUIAR
COMISSAO EXAMINADORA:

B THoresT

Prof. Dr. Edmundo Machado Ferraz (Presidente) — CCS/UFPE

%c&!‘\/pwcc__\ \() Q_ﬂ C. \

Prof. Dr. Salvador Vilar Correia Lima — CCS/UFPE

= L

Prof. Dr. Fernando Ribeiro de Moraes Neto - CCS/UFPE

()
P%WDr. Mi‘Velo Moraes Valenga - CCS/UFPE
=

Prof. Dr. Robert6José Vieira de Mello - CCES/UFPE




UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO

REITOR
Prof. Amaro Henrique Pessoa Lins

VICE-REITOR
Prof. Gilson Edmar Gongalves e Silva

PRO-REITOR PARA ASSUNTOS DE PESQUISA E P()S-GRADUA(;AO
Prof. Anisio Brasileiro de Freitas Dourado

CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
DIRETOR
Prof. José Thadeu Pinheiro

HOSPITAL DAS CLINICAS
DIRETOR SUPERINTENDENTE
Prof. George da Silva Telles

DEPARTAMENTO DE CIRURGIA
CHEFE
Prof. Marcelo Salazar da Veiga Pessoa

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIRURGIA
NIVEL MESTRADO E DOUTORADO

COORDENADOR
Prof. Carlos Teixeira Brandt

VICE-COORDENADOR
Prof. José Lamartine de Andrade Aguiar

CORPO DOCENTE
Prof. Alvaro Antdnio Bandeira Ferraz
Prof. Carlos Teixeira Brandt
Prof. Claudio Moura Lacerda de Melo
Prof. Edmundo Machado Ferraz
Prof. Fernando Ribeiro de Moraes Neto
Prof. Frederico Teixeira Brandt
Prof. José Lamartine de Andrade Aguiar
Prof. Salvador Vilar Correia Lima
Prof. Silvio Caldas Neto



“Otimo é aquele que de si mesmo
conhece todas as coisas;

Bom, o que escuta os conselhos

dos homens judiciosos.

Mas o que por si ndo pensa, nem

acolhe a sabedoria alheia,

Esse €, em verdade, uma criatura inatil”.

Hesiodo de Ascra,
(770-700 a.C.)

Dedico esse manuscrito a minha esposa,
amiga e companheira Maria das Gragas
e ao meu amado filho Gustavo Henrique,
que compreenderam o verdadeiro sentido

da elaboracdo dessa tese.



Agradecimentos

Ao Prof. Dr. José Lamartine de Andrade Aguiar, meu orientador, por sua dedicacio,
incentivo profissional, confianga e entusiasmo com a pesquisa com o biopolimero de

cana-de-acucar.
Ao Prof. Dr. Roberto José Vieira de Mello, pela paciéncia, compromisso com o ensino e
inestimdvel colaboragdo na avaliacdo histoldgica dessa pesquisa.

Ao Prof. Dr. Marcelo de Moraes Valenca, pelo estimulo e pela idéia que originou essa tese.

Ao Prof. Dr. Antonio Roberto de Barros, pelas sugestdes e pela gentil recepcio no Niicleo de

Cirurgia Experimental do CCS-UFPE, local de realizacdo desse estudo.

Ao Prof. Dr. Hordcio Madrio Fittipaldi Junior, por sua contribuicdo na segunda andlise do

material histolégico.

A Dra. Adriana Ferreira Cruz, médica veterindria do Nucleo de Cirurgia Experimental, por

sua valiosa colaboragdo em participar de todas as fases dos experimentos.

Ao Dr. Martinho Dinod Medeiros Janior, pela cessio do instrumental cirirgico e por

sugestoes ao modelo experimental desenvolvido.

As técnicas de enfermagem do Nicleo de Cirurgia Experimental, Maria de Lourdes Cordeiro
da Silva e Maria Auxiliadora Farias da Silva, pela boa vontade e esmero no preparo

do material cirdrgico.

Ao funciondrio Paulo Antonio Barbosa, pelos cuidados na manutencdo da higiene e

alimentacao dos ratos.



e
e~

¢

®

VIRTUS IMPAVIDA
LI

Lima FMT.
UFPE

Membrana de biopolimero de cana-de-agtiicar como substituto de dura-méter em ratos Wistar.

vii
A Niege Maria de Paiva Melo, secretiria do Programa de P6s-Graduagdo em Cirurgia, pela

aten¢do aos alunos do Programa de Pds-Graduagdo em Cirurgia da UFPE.

A Multi Marcas Editoriais Ltda., na pessoa de seu diretor presidente Pedro de Melo Tavares

de Lima, defensor da cultura pernambucana, pela impressio desse trabalho.

A Sidcley Bernardino, técnico de laboratério responsavel pelo preparo das laminas para o
estudo histologico.

As irmas Madrcia Virginio Araitjo e Mércia Virginio Arauijo, pela formatacdo e confeccio
dessa tese.

Ao Professor Edmilson Mazza, pela consultoria estatistica.

A todas as pessoas que contribuiram direta ou indiretamente na confec¢do desse manuscrito.



Sumario

Lista de Abreviaturas e Siglas X
Lista de Tabelas xi
Lista de Figuras xii
Resumo xiii
Abstract Xiv
1. Introducao 01
2. Objetivos 05
2.1 Geral 06
2.2 Especificos 06
3. Literatura 07
3.1 Materiais autélogos 10
3.2 Materiais homoélogos 11
3.3 Materiais heter6logos 12
3.4 Materiais sintéticos 13
3.5 Combinagdes de materiais 16
3.6 Biopolimero 17
4. Material e Métodos 21
4.1 Material 22
4.2 Tipo de estudo 22

4.3 Selecao dos grupos 22



Lima FMT. Membrana de biopolimero de cana-de-agicar como substituto de dura-méater em ratos Wistar.

4.4 Anestesia

4.5 Técnica cirurgica

4.6 Cuidados pds-operatorios
4.7 Sacrificio

4.8 Avaliagdo histolégica

4.9 Andlise estatistica

4.10 Processamento eletronico

4.11 Aspectos éticos

5. Resultados

5.1 Observagdo clinica no pds-operatorio

5.2 Aspecto macroscépico 120 dias apds implante dural

6. Discussao

6.1 Material

6.2 Métodos

6.3 Resultados
6.3.1 Macroscopia
6.3.2 Microscopia

6.4 Importancia do estudo

7. Conclusoes
Referéncias Bibliograficas
Anexos

Anexo 1. Comissdo de Etica em Experimentagdo Animal da UFPE

Anexo 2. Protocolo de avaliagdo clinica pés-operatdria

Anexo 3. Normatizagdo da tese

24

25

28

29

30

31

32

32

33

34

34

42

43

45

47

47

48

51

53

55

70

71

72

73



Lista de Abreviaturas e Siglas

A anterior

BPCA biopolimero da cana-de-agucar

CCS Centro de Ciéncias da Satude

CEEA Comité de Etica em Experimentacio Animal
e-PTFE politetrafluoroetileno expandido

LCR liquido cefalorraquidiano

MBP membrana de biopolimero

NCE Nicleo de Cirurgia Experimental

| posterior

PB pericardio bovino

SIS intestino delgado porcino

SPSS Statistical Package for the Social Sciences
TE tecido encefélico

UFPE Universidade Federal de Pernambuco
UFRPE Universidade Federal Rural de Pernambuco

USA Estados Unidos da América



Tabela 1

Tabela 2

Tabela 3

Tabela 4

Tabela 5

Lista de Tabelas

Avaliacdo da reacdo celular externa segundo nos grupos
experimental e controle.

Avaliacdo da reacdo celular interna nos grupos experimental e
controle

Avaliacdo da reag@o contengdo segundo nos grupos experimental
e controle

Avaliagdo da reacdo de absorcdo segundo os grupos
experimental e controle

Estatisticas das varidveis do estudo segundo nos grupos

experimental e controle.

36

36

36

37

37



Figura 1
Figura 2

Figura 3

Figura 4
Figura §
Figura 6
Figura 7
Figura 8

Figura 9

Figura 10
Figura 11
Figura 12
Figura 13
Figura 14
Figura 15
Figura 16
Figura 17
Figura 18

Figura 19

Lista de Figuras

Membrana de biopolimero de cana-de-actcar.

Membrana de politetrafluoroetileno expandido.

Animal em decubito ventral apds tricotomia e anti-sepsia do campo
operatorio.

Exposicdo da calota craniana.

Dura-maéter ressecada com exposi¢do do Seio Sagital Superior
Implante da membrana de biopolimero

Implante da membrana de e-PTFE.

Escalpe suturado

Espécime fresco, pés desarticulacdo cefdlica para fixa¢do e estudo
histopatolégico

Cicatriz cirdrgica apds 120 dias, vista superior

Cicatriz cirdrgica apés 120 dias, vista em perfil

Fotomicrografia de encéfalo e prétese de MBP

Fotomicrografia de encéfalo e prétese de e-PTFE

Fotomicrografia de encéfalo e prétese de MBP

Fotomicrografia de encéfalo e prétese de MBP

Fotomicrografia de encéfalo e prétese de MBP

Fotomicrografia de encéfalo e prétese de e-PTFE

Fotomicrografia de encéfalo e prétese de MBP

Fotomicrografia de prétese de MBP em fase de reabsorcao

23

23

25

25

26

27

27

28

29

35

35

38

38

39

39

40

40

41

41



Resumo

Introduc¢ao: Em aproximadamente 30% das cirurgias neuroldgicas se utiliza substitutos da dura-
mater. Objetivos: Avaliar o emprego da membrana de biopolimero de cana-de-acticar como substituto
dural em ratos. Material e Métodos: Quarenta ratos machos adultos Wistar foram sorteados em dois
grupos de 20 animais: experimental e controle. Os animais foram submetidos a craniectomia
frontoparietal com resseccdo da dura-mater exposta sob condi¢des de assepsia e anti-sepsia. Nos
animais controle, o defeito dural foi corrigido com membrana de e-PTFE. O grupo experimental
recebeu uma membrana do biopolimero de cana-de-acticar. Os enxertos nos dois grupos ndo foram
suturados. O conjuntivo e o couro cabeludo foram fechados em planos isolados. Os animais foram
sacrificados ap6s 120 dias de observacdo. As cabegas foram fixadas por perfusdo e imersas na mesma
solucdo de fixagdo, formaldeido a 10%. Apds fixacdo, amostras interessando o conjuntivo,
substitutivos durais e encéfalo foram coletadas, incluidas em parafina, processadas e coradas com
hematoxilina e eosina. O estudo histolégico foi feito para quantificar e comparar a resposta
inflamatdria e o processo cicatricial entre os grupos controle e experimental. Resultados: Todos os
animais sobreviveram e durante o periodo de observacdo clinica ndo foram observados casos de
infeccdes, fistulas liquéricas, hemorragias, modificacdes comportamentais, como ritmo alimentar ou
distdrbios, convulsdes e paralisias. As alteracdes histopatoldgicas das leptomeninges receberam
escores semi-quantitativos conforme a resposta inflamatéria ou reacdo de corpo estranho nas
superficies externa e interna das membranas, a capacidade do hospedeiro em isolar os implantes, e a
propensdo em assimilar a prétese. Os achados histolégicos ndo demonstraram diferencas estatisticas
entre os parametros analisados exceto absor¢do do biopolimero (p<0,001) e tendéncia a substitui¢do
por tecido conjuntivo. Conclusao: O biopolimero pode ser utilizado como substituto da dura-mater em
ratos e evolui para absor¢do com substituicdo no hospedeiro.

DESCRITORES: Dura-mater, Biopolimero de cana-de-actcar, Politetrafluoroetileno expandido.



Abstract

Background: Duraplasty is necessary in nearly 30% of all neurological surgeries. Objectives: To
determine the utilization of the sugar cane biopolymer membrane patch as a dural substitute in rats.
Material and Methods: Forty adults males Wistar rats weighing 300-440g were randomly divided
into two groups: a control and an experimental. All animals were anesthetized with an intraperitoneal
injection of chloral hydrate in solution of 10%, and placed in a prone position. Bilateral frontoparietal
craniectomy was performed, and a dural defect was created. The arachnoid underlying defect was
disrupted with a narrow hook. In the control animals, the defect was repaired with a disc of ePTFE.
The experimental group received a membrane of sugar cane biopolymer over the cerebral cortex. No
sutures in the dural patch were used in all cases. At the end of the procedure, the scalp was closed
primarily in two layers. The rats were killed at 120 days. The heads were fixed by an intra-arterial
injection of 10% formalin solution, followed by immersion in 10% formalin solution. After seven days
of fixation, the specimens were embedded in paraffin, and the dural substitute and subjacent brain
were collected en bloc. Histological sections of the biopsies were stained with hematoxilyn/eosin and
evaluation was performed comparing healing and inflammatory reaction. Results: All the animals
survived to the period of 120 days to clinical observation. There were no cases of infection,
cerebrospinal fluid fistulae, delayed hemorrhages, behavior disturbances, seizures and palsies. The
histopathological changes of leptomeninges were semi-quantitatively scored according the
inflammatory responses or foreign body reaction in the outer and inner surfaces of the membrane, the
host capacity in contention the implants, and the propensity in assimilate the prosthesis. The
histological findings didn’t demonstrate statistical difference between groups concerning the
parameters analyzed except that the biopolymer has been, slowly absorbed (p<0.001). Conclusions:
The sugar cane biopolymer membrane can be used as dural substitute in rats and it evolves to be
absorbed by the hostess.

KEYWORDS: Dura-mater. Sugar cane biopolymer. Expanded polytetrafluoroethylene.



Introducao



L=
L[=4
e

A, Lima FMT. Membrana de biopolimero de cana-de-agticar como substituto de dura-méter em ratos Wistar.

g

A dura-méter € uma membrana derivada do mesénquima, folheto embrionario que
surge na evolucdo embrioldgica como cobertura do tubo neural. A dura-mater que envolve o
cérebro € membrana densa e fibrosa, constituida por duas camadas, uma externa, mais densa,
aderente ao osso, com predominio de fibras coldgenas; e outra interna, mais frouxa, formada
por fibras coldgenas e eldsticas. A célula dural caracteristica é o fibroblasto, podendo haver

e, . . n 1
histiécitos e células plasmaticas .

Como uma das membranas que revestem o encéfalo, a dura-mater deve oferecer
isolamento, suporte mecanico, protecao e contengdo do liquido cefalorraquiano (LCR)%.

Diversas condi¢des podem promover dano a dura-méter, que podem acometer o
ser humano em diferentes fases de sua existéncia. Na fase embrionaria, a auséncia de
fechamento do tubo neural, promove as encefaloceles e meningoceles. Na infancia,
adolescéncia e no inicio da vida adulta sdo freqiientes os danos a dura-mater promovidos
pelos traumatismos cranio encefalicos, especialmente aqueles que acometem a base do cranio.
Tumores de origem meningea, benignos ou malignos, além de diferentes neoplasias
metastaticas podem igualmente acarretar a destrui¢do da dura-méter. De maneira voluntéria,
as cirurgias para abordagem de lesdes intradurais ou para minimizar os efeitos da hipertensdo
intracraniana decorrente de edema cerebral, de natureza inflamatoria, tumoral, traumatica ou
isquémica. Mesmo de forma imprevista, podem ocorrer lesdes involuntdrias da dura-méter
nos procedimentos cirurgicos da coluna vertebral®

A duraplastia € indicada em aproximadamente 30% das craniotomias. Nas
cirurgias que envolvem a base do cranio a sua indicacdo € mais freqiiente com o objetivo de
prevenir perda do LCR e reduzir os riscos de meningite pés—operatéria4.

A incidéncia de infeccdo do sitio cirirgico apds craniotomias € cerca de 4%. Os

. . . . . . . s . ~ 5
principais fatores de risco independentes foram fistula liquérica e reoperagdo precoce’.
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O uso de enxertos autélogos € um procedimento cirdrgico adicional de magnitude
varidvel e a quantidade de tecido obtida pode ser insuficiente, especialmente em criancas’.

Por outro lado, o tratamento sistematico com materiais sintéticos aumenta o risco
de infecgdo cirdrgica quando comparado 2 utilizacdo de enxerto autélogo’.

A necessidade de empregar substitutos da dura-méter foi identificada antes do
alvorecer da neurocirurgia como especialidade médica. A primeira referéncia de uso foi em
1890, quando se utilizou folhas de ouro para tratamento de crises convulsivas refratarias
decorrentes de cicatrizes meningocorticais consecutivas a traumatismo cranio encefalico®.

Nas décadas que se seguiram mais de quarenta diferentes tipos de materiais como
metais; membranas de origem animal autélogas, homodlogas e heter6logas; substancias
naturais, semi-sintéticas e sintéticas, foram empregadas, porém a maioria deixou de ser
utilizada devido as complicacdes decorrentes de seu uso'.

Dentre as complicagdes atribuidas aos substitutos durais destacam-se aderéncias
com o tecido neural, provocar o aparecimento de hemorragias e infeccdo”'".

O objetivo do emprego de um substituto dural € obter um fechamento hermético,
prevenir infec¢des, e prover uma superficie ao longo da qual uma “neodura” possa ser
formada’.

Os requisitos para um substituto ideal da dura-méater sdo: ter propriedades
mecanicas (resisténcia e flexibilidade) semelhantes a dura-mater humana sadia; nao induzir
reacdo imunoldgica nem resposta inflamatdria cronica; auséncia de neurotoxicidade. O
enxerto deve ser absorvido e, simultaneamente substituido por tecido conjuntivo com
arquitetura similar a uma “neodura” endégena. O material ndo deve aderir aos tecidos
adjacentes, e deve ser impermedvel, ndo permitindo a formacao de fistulas liquéricas. Outros
critérios importantes sdo seguranca contra virus e prions, suprimento fécil, esterilizagdo

. J . . ~ . . 1,9,1
simples, facilidade de manuseio e aplicagdo e ser economicamente acessivel '*'°.
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Atualmente, hd disponibilidade de muitos materiais que sdo adequados para
duraplastia, estudos adicionais de longo prazo devem ser realizados para determinar suas
vantagens e desvantagens como substitutos durais no ser humano. A tendéncia corrente € para
a utilizacdo de biomateriais, que podem permitir o crescimento de fibroblastos através de
poros de diferentes tamanhos, promovendo a incorporacdo de fibroblastos e reducdo na
incidéncia de reacdo tecidual''.

Em 1990, o Laboratério de Microbiologia Industrial da Estacdo Experimental
de Cana-de-Acucar de Carpina, Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE),
conseguiu produzir um biopolimero de cana-de-agicar, um polissacarideo extracelular obtido
por sintese bacteriana, a partir de melaco de cana-de-acticar'?,

A utilizacdo em modelos experimentais vem demonstrando que suas
caracteristicas fisico-quimicas, elasticidade, resisténcia a ruptura, baixa toxicidade e
biocompatibilidade habilitam-no como enxerto biolégico'> ™.

Sob a forma de membranas, o biopolimero de cana-de-agicar foi aplicado
inicialmente como curativo para induzir cicatrizacao por segunda intencao e, posteriormente,
na reconstitui¢do do esfincter vesical, membrana timpanica e como enxerto vascular'®%.

A possibilidade do emprego da membrana do biopolimero de cana-de-agicar na

cirurgia neurolégica foi conjeturada, sendo o objetivo primério do presente estudo avaliar o

uso desta membrana como substituto de dura-mater.
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2.1 Geral
Avaliar o comportamento de enxertos de membrana do biopolimero de cana-de-acticar
e de politetrafluoroetileno expandido (e-PTFE) como reparo de lesdes de dura-mater em ratos

Wistar.

2.2 Especificos
Apds 120 dias dos implantes, estudar e comparar as préteses de membranas do
biopolimero de cana-de-actcar e de e-PTFE através de:
1. Histologia: analisar o processo reacional das camadas externa e interna dos
enxertos, a reagdo de contengdo e o processo de absor¢@o dos implantes;
2. Exame clinico: analisar a evolucao, a resposta comportamental, o surgimento
de fendmenos convulsivos, o desempenho da motricidade e a presenga de
hematomas, fistulas de liquido cefalorraquiano, deiscéncia, infec¢ao na ferida

operatdria e cicatrizacao.



Literatura
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O primeiro evento da cicatrizacdo dural é o aumento da atividade fibroblastica,
seguida pela formacdo de uma neo-membrana que pode se estender ao tecido neural

subjacente promovendo gliose e fibrose'.

Os traumatismos cranio encefalicos que ocasionavam laceracdo na dura-mater,
que nao cicatrizavam e promoviam aderéncias cérebro meningeas, foram os primeiros
o . ‘ 8

problemas enfrentados pelos cirurgides no final do século XIX".
A utilizacao de plastica dural direcionou a avaliagdo das propriedades fisicas do
. 21
enxerto e da resposta tecidual do receptor a esses enxertos” .

Em 1890, foi relatado o primeiro implante de dura-mater num paciente portador

de epilepsia pos-traumatica refrataria. Foi interposta uma folha de ouro, e segundo o
. en < A . . . . . 8
cirurgido, o enfermo melhorou quanto a freqii€ncia e intensidade das crises convulsivas’.

Outros metais como prata, platina, niquel, aluminio, a¢o inoxiddvel e tantalo
foram empregados, mas entraram em completo desuso a partir dos anos quarenta, pois devido
a corrosdo do metal havia uma reacdo de encapsulamento e uma intensa formagdo de tecido

5 22
de granulacao™.

Os diferentes materiais utilizados para implantes durais sdo classificados
dependendo de sua origem em: autélogos, homoélogos, heterdlogos, sintéticos e combinagdes

. .4
de materiais .

Em 2002, foram analisadas as caracteristicas biomecanicas da dura-maéter e de
alguns dos substitutos empregados para reparacdo de defeitos da base do cranio. A dura-mater
humana fresca foi a que apresentou menor complacéncia com menor protrusdo encefalica.
Dura-méter liofilizada, pericranio humano fresco, Terylene® e membranas de silicone foram

N .. o 23
em ordem crescente de complacéncia, os materiais utilizados™.
Uma avaliacio da biocompatibilidade foi efetuada com o implante de trés

substitutos durais: pericardio bovino, politetrafluoroetileno expandido, e associacdo de
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poliglactin 910 com polidiaxanona. Os dois primeiros materiais, além de inabsorviveis,
promoviam metaplasia dssea; enquanto o dltimo foi absorvido e houve restauracdo da dura-
mater. A resposta 2 presenca dos enxertos foi obtida apds seis meses de observacdo™.

Um estudo comparativo da impermeabilidade foi realizado com sete diferentes
materiais que foram implantados utilizando sutura simples com ou sem adi¢do de cola de
fibrina. Dentre as conclusdes reportadas destaca-se que a melhor adequabilidade foi obtida
com dura-mater cadavérica liofilizada e poliesteruretano alifatico™.

A taxa de infeccdo ap6és um ano de utilizagdo entre o pericranio autélogo e um
material inabsorvivel (poliesteruretano alifdtico) foi comparada em humanos. Os resultados

dessa investigacdo mostraram que o emprego do material sintético aumenta o risco de

infeccgdo da ferida cirdrgica’.
Foram descritos trés casos de infeccoes tardias causadas por

Propionibacterium acne em proéteses de derma humana acelular (Alloderm ®) e pericardio

bovino tratado com glutaldeido (Dura-Guard ®). Devido a baixa freqiiéncia de infeccoes
6

Z ~ . . . 2
causadas por esse patogeno, 0s autores nao conseguiram elucidar sua origem

Outro estudo comparativo em cdes analisou as respostas inflamatérias com o

fechamento dural lancando mao de suturas ou utilizando-se de clipes de titinio que ndo

atravessavam a dura-méter. Esta técnica encurtava o tempo cirtirgico, sem acarretar maior

oA s . . o 2 . , .2
freqiiéncia de fistula liquérica, além de promover menor resposta inflamatéria®’.
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3.1 Materiais autélogos

A féscia autéloga preenche quase todos os critérios requeridos como enxerto dural
ideal®.

Em estudo experimental concluiu-se que os enxertos de fiscia toleraram bem
elevacoes da pressdo intracraniana na primeira semana de pds-operatério, € puderam
cicatrizar adequadamente mesmo sem suprimento sanguineo de um retalho vascularizado®.

Em um estudo de 37 casos de cirurgias espinhais e cranianas em que foi utilizada
fascia lata com seguimento médio de dois anos nido foram constatadas fistulas liquoricas,
meningites, infeccdoes da ferida operatéria, como também, complicacdes decorrentes do
segundo ato cirdrgico’".

Em estudo em humanos, foi relatada a experiéncia de mais de 10 anos com o
emprego do ligamento nucal como substituto dural em mais de 200 cirurgias da fossa
posterior no tratamento de doengas como: tumores, hemorragias, malformacdes e processos
vasculares sem nenhum caso de fistula liquérica ou pseudo meningocele™.

Em outra série de casos os autores defendem o emprego do ligamento nucal nas
cirurgias da fossa posterior que necessitassem de duraplastia de pequenas dimensdes’>.

Em 2006, foi relatada a experiéncia de 56 casos pedidtricos que receberam
enxertos de fascia ou pericranio em substitui¢do a dura-méter. Houve seis casos de pseudo
meningocele, trés de infeccdo e um de fistula liquérica. Os autores defendem o emprego
sistemdtico e planejado do material autélogo mesmo que haja necessidade de procedimento

cirtirgico adicional™.



L=
L[=4
e

11

Ay, Lima FMT. Membrana de biopolimero de cana-de-agticar como substituto de dura-méter em ratos Wistar.

g

3.2 Materiais homélogos

A utilizacdo de dura-méater humana cadavérica, seja congelada ou liofilizada, data
de meados da década de 50°.

Houve uma expressiva propagacdo de seu emprego em decorréncia da boa
adaptabilidade do implante. Entretanto, uma série de casos apresentou resposta adversa em
decorréncia de reacdo inflamatéria exuberante®.

No inicio dos anos 90 surgiram relatos da Doenca de Creutzfeldt-Jakob em
receptores de enxertos de dura-mater homéloga™*.

No Japido, entre 1979 e 1996, foram realizados anualmente cerca de 20.000
implantes de dura-méter humana. Através de estudo retrospectivo foram identificados 57
casos da Doenca de Creutzfeldt-Jakob, entre os implantados. Em 1997, acatando
recomendacdo da Organizagdo Mundial de Saide, o Ministério da Satide do Japdo baniu o uso
de dura-mater cadavérica®.

Porém, a aplicag¢do desse material continua a ser advogada em diversos centros na

40,41
Europa 0

. Foi observada a auséncia de citotoxicidade e manutencao da biocompatibilidade
na andlise in vitro de enxertos homoélogos que foram tratados com produtos quimicos para
inativacio viral e bacteriana®*. Estudo com resultado similar foi desenvolvido com fascia lata
humana submetida a acdo de solventes quimicos, congelamento e esterilizagdo por raios
gama™.

Em 1999, foi introduzida uma matriz de coldgeno acelular do derma humano
obtida em bancos de pele de cadaveres. As células e os elementos imunogenénicos sdao
removidos com preservacdo da arquitetura dérmica e sem lesionar as fibras de colageno. Sua
utilizacio em modelo experimental e em humanos foi considerada similar aos demais

. . 4,44, 4
substitutos durais de uso corrente™ ** %,
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Colé4geno obtido de placenta humana foi utilizado em caes, os resultados obtidos
foram considerados promissores em conseqiiéncia da sua total absor¢cdo e substituicio por

21
uma neo dura“ .

3.3 Materiais heterélogos

Atribui-se a Freeman, em 1898, a primeira tentativa de implantar um substituto
dural de origem animal ao empregar membrana vitelina em cées*’.

A partir de 1965, o coldgeno passou a ser utilizado como substituto dural, devido
a sua quimiotaxia em relacdo aos fibroblastos e por promover rdpida recolonizacio do
implante pelo hospedeiro *"**.

Em decorréncia de seu bem sucedido uso na confeccdo de préteses cardiacas, o
pericardio bovino (PB) passou a ser utilizado como substituto dural. O PB consiste de um
emaranhado de fibras de coldgeno das quais foram retiradas proteinas degradadas. E
apresentado em forma de membranas de espessura uniforme, de dimensdes varidveis, de boa
resisténcia a tensdo, discreta elasticidade, porém flexivel, de facil corte, manipulacio e sutura.
Os resultados obtidos com seu uso consideram-no adequado ao uso humano ***",

O emprego de pericardio ovino foi avaliado experimentalmente e considerado
superior aos periciardios bovino e humano por sua espessura, flexibilidade e praticidade de
uso™.

Uma esponja de uma matriz de coldgeno fabricada a partir de tenddes de Aquiles
de bovinos (DuraGen®) igualmente preenche todos os requisitos como substituto dural, além
de propiciar total protecdo contra fistula liquérica tanto em cirurgias cranianas como
espinhais, e ser empregada como preventivo em fibrose cicatricial espinhal®®™.

Uma matriz extracelular natural rica em coldgeno, glicosaminoglicano e fatores de

crescimento, extraida da submucosa de intestino delgado de porcos apds haver alcancado
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sucesso como enxerto arterial, venoso, ligamentar, tendinoso, dsseo ou vesical, foi utilizada
experimentalmente em ratos e cachorros como substituto dural; os resultados obtidos foram
satisfatérios tanto na resposta biolégica como na completa absorcio da protese’ 657,

A andlise de uma série de 58 pacientes com seguimento médio de oito meses que
receberam o implante da matriz de submucosa de intestino delgado porcino (SIS) revelou um
caso que evoluiu com fistula liquérica e dois casos com infec¢do da ferida cirirgica ndo
requerendo remogio da prétese™.

Em um estudo em 25 ovelhas foi comparada simultaneamente em diferentes
intervalos de tempo a resposta ao implante de enxertos durais de biomatriz de coldgeno de
origem eqiiina (Tissidura®) com dura-méter cadavérica multiprocessada quimicamente
(Tutoplast Dura®). Nas primeiras semanas as respostas biolégicas foram semelhantes, mas
ap6s 24 semanas as diferencas entre a dura-mdter primitiva € a neomembrana eram
indistinguiveis no lado da Tissidura®, porém, havia uma fusdo inadequada entre o tecido
dural ovino e a prétese humana’.

Foi realizada uma andlise retrospectiva de uma série de 56 pacientes
pediatricos, portadores de malformacao de Chiari, que haviam recebido implantes de coldgeno
acelular do derma humano ou de matriz de coldgeno de tenddo de Aquiles bovino. As taxas de
complicacdes foram equivalentes, mas o material de origem bovina requeria menor tempo

para implantacio”".

3.4 Materiais sintéticos

Uma grande variedade de produtos artificiais foi testada como substitutos da
dura-mater. O silicone recoberto por Dacron® ou Teflon® foi utilizado em humanos, e os
resultados iniciais foram promissores. Porém, a continuidade de seu uso trouxe complicacoes.

Como o material € eletrostitico, acumula poeira e outros residuos na sua superficie,
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requerendo manipulacio cuidadosa. A reagdo inflamatéria desenvolvida provocava formagao
de neomembrana, encapsulacdo de espessura suficiente para promover uma compressao do
encéfalo, causar uma mielopatia cervical ou mimetizar uma recidiva tumoral. A formacao de
hematomas subdurais e hemorragias subaracndides recorrentes t€ém sido reportadas no espago
entre a neomembrana e o silicone recoberto com Dacron®. O Teflon® tem sido relacionado
com a formacdo de aderéncias entre a neomembrana e o encéfalo, e ndo teve a aceitacio em
neurocirurgia como em outras especialidades cirirgicas™®"°.

Em contraposi¢do a esses achados, foi reportada uma série de 32 casos de
sindrome da medula ancorada com aplicagdo do silicone recoberto com Dacron® para
prevengio de adesdo da medula espinhal com resultados encorajadores’ .

Para monitorizar a atividade cortical em macacos durante o periodo de varios
meses foi utilizada uma membrana de silicone transparente como substituto dural. A despeito
do longo tempo de exposicio ndo ocorreram modificacdes morfologicas nem eventos
infecciosos nos animais’®.

Uma membrana composta por poliglactina e polidiaxonona em forma de malha
(Ethisorb®) passou a ser empregada sem suturas, utilizando cola de fibrina como selante. Os
resultados foram considerados potencialmente melhores do que os materiais de utilizagdo
usual”.

O e-PTFE expandido, foi utilizado em coelhos, e comparado com dura-mater
liofilizada. Sua biocompatibilidade, auséncia de rejeicdo, facilidade de manuseio,
possibilidade de reesterilizagdo foram avaliadas de forma favoravel®.

O e-PTFE € formado por mondmeros de tetrafluoroetileno, cujo peso molecular
varia de 400.000 a 10.000.000. Os atomos de flior cercam o esqueleto de carbono como um

estojo, promovendo grande estabilidade contra varias reagdes quimicas. Primariamente, esse

material foi utilizado como substituto vascular e em préteses cardiacas. Os resultados indicam
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que e-PTFE tem longa durabilidade in vivo, com minima reagdo ou adesdo ao tecido vivo,
caracteristicas que tornam adequado seu uso como substituto dural®'.

Em ratos foram comparados e-PTFE e polidiaxonona; ambos proporcionaram boa
resposta bioldgica e biocompatibilidade. As vantagens do e-PTFE incluiam a supressdao de
invasdo tecidual, envolvimento por tecido conjuntivo e uma maior resisténcia a rupturas’.

Num estudo prospectivo multicéntrico compreendendo 119 pacientes que
receberam implantes durais de e-PTFE, das complicacdes que ocorreram em 12 pacientes,
oito foram relacionadas com o enxerto. O material foi considerado de facil manuseio e
aplicacdo, ndo foram observadas complicacdes per-operatérias relacionadas a prétese. Em
dois casos foi necessaria a remogéo da prétese em decorréncia de fibrose e infeccdo®.

Ap6s estudos experimentais € em humanos, foi considerado que o principal
problema para a aplicacdo das membranas de e-PTFE € a dificuldade de manter a linha de
sutura impermedvel, e foi advogada a utilizacdo de cola de fibrina (Beriplast P®) como
selante da interface da membrana com a dura-méter, com o reforco de uma malha de
poliglactina, sem utilizacdo de suturas®> *’,

Obteve-se a manuten¢do da membrana de e-PTFE quando utilizada em trés dos
oito casos de infec¢do ocorridos em 83 casos consecutivos que receberam implantes em
craniotomias descompressivas®".

Outro estudo recomenda a completa retirada de préteses de e-PTFE e sua
substitui¢do por fascia lata aut6loga livre nos casos em que ocorrer deiscéncia da ferida
cirdrgica com a exposicio dos enxertos™ .

As condicOes que obrigam a retirada dos enxertos de e-PTFE sdo: infeccdo ou

deiscéncia da ferida cirurgica, fistula liquérica ativa, colecdo no sitio operatério ou na

interface da prétese™.
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As multiplas aplicabilidades do e-PTFE, atribuidas a sua biocompatibilidade e ao
baixo grau de fixacdo aos tecidos circunvizinhos, sdo demonstradas com seu emprego na
cirurgia espinhal, na prevencao de aderéncias entre a medula e nervos e tecidos de granulagao,
na prote¢do da dura-mater e do musculo temporal nas craniotomias descompressivas e
posterior cranioplastia, € como amortecedor do tecido neural no tratamento por geracdo de
ondas de choque®™.

Em um modelo porcino foram comparadas resposta inflamatéria, fibrose,
aderéncias, reacdo de corpo estranho e mudangas na medula espinhal apds colocag¢do no
espaco subdural lombar de quatro substitutos durais comumente usados: celulose regenerada
oxidada (Surgicel®), submucosa de intestino delgado porcino (Durasis®), matriz de coldgeno
bovino (DuraGen®), e e-PTFE (Preclude®). Os animais foram sacrificados em oito semanas,
havendo completa absor¢do do Surgicel® e do DuraGen®, que promoveu a menor resposta

inflamatéria, € o Preclude®, a mais intensa. Nao houve evidéncia de efeitos adversos

relacionados ao implante na pia-méter subjacente”.

3.5 Combinacoes de materiais

Em um estudo foi utilizado poliglactina em forma de malha recoberta por uma
pelicula de coldgeno bovino como substituto dural, obtendo-se uma resposta clinica adequada
com tendéncia a absorcdo do material implantado a partir do décimo quinto dia de pos-
operatdrio””.

Foram analisadas as respostas ao uso de Neuroplast®, composto de elastina e
fibrina, como substituto dural em coelhos. As membranas utilizadas tinham espessuras

diversas, entre 0,2 e 1,0 mm. N@o ocorreram reacdes incompativeis, porém as préteses de

. . 98
menor espessura tiveram respostas mais adequadas” .
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Um substituto dural flexivel e biodegradavel, composto por copolimeros de 4dcido
latico e e-caprolactona e um tecido ndo trancado de acido poliglicélico, foi utilizado em ratos
e coelhos com bons resultados na andlise das propriedades mecanicas e com completa
absorcdo'’.

Posteriormente, esse material foi aplicado em humanos, sendo considerado em um
seguimento médio de 35,5 meses, eficiente e segur099’100.

O emprego de associacdo de materiais para prevencdo e correcdo de fistulas
liqudricas nas cirurgias transesfenoidais foi recomendado, mas os pesquisadores substituiram
as membranas sintéticas de silicone-poliester por folhas de coldgeno eqiiino sempre
refor¢adas por cola de fibrina'®'%,

Em um modelo em coelhos, defeitos durais foram corrigidos com a combinagdo
de malha ndo trancada de poliglactina com cola de fibrina. Mesmo sem o uso de sutura ndo
houve perda liquérica, e a resposta histolégica revelou proliferacio de fibras coldgenas'®.

A utilizacdo da combinacdo de poliglactina com cola de fibrina em humanos foi
relatada numa série de 160 cirurgias espinhais que demandaram reparo dural intra-operatério.
Dez pacientes apresentaram colecdo subcutdanea de liquor, mas apenas seis, necessitaram de

. ~ 104
uma segunda Intervencgao 0 .

3.6 Biopolimero

Em 1997, foi reportado um estudo experimental no qual se utilizou celulose
biossintética (Biofill®) como substituto dural. Esse material ja havia sido usado com bons
resultados no tratamento de queimaduras, dlceras varicosas de membros inferiores, como
hemostatico em cirurgia hepatica experimental, além de uso odontolégico. Considerou-se que
suas propriedades fisicas e a baixa reagdo celular qualificam-no como um substituto dural. Na

andlise histolégica ndo foram identificados sinais de absor¢d@o, mas foi constatada que a
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biocelulose era recoberta por duas camadas de tecido conjuntivo cuja espessura decrescia
entre 30 e 270 dias'.

A aplicacdo da celulose biossintética foi considerada mais adequada do que a
matriz acelular do derma humano como substituto da dura-méter nas correcdes intra-uterinas
de meningomeningoceles induzidas em fetos de ovelhas por promover menos aderéncia com
o tecido neural'®.

Um heteropolissacarideo extracelular foi obtido através de sintese bacteriana
(Zoogloea sp.), a partir do melaco da cana-de-aguicar na Estacdo Experimental de Cana-de-
Actcar de Carpina, Divisdo de Industria da Universidade Federal Rural de Pernambuco. A
identificagdo do microorganismo foi realizada no Instituto de Antibidticos da Universidade
Federal de Pernambuco. Esse polissacarideo foi hidrolisado em duas fases sendo uma a frio
com 4cido trifluoroacético resultando em 88% de material soldvel e outra quente que resultou
em 100% de hidrdlise e os componentes foram expressos com respectivas concentracdes que
somam 100% demonstrando pureza absoluta do produto. Os principais monossacarideos
presentes na fracdo solivel foram glicose (87,6%), xilose (8,6%), manose (0,8%), ribose
(1,7%), galactose (0,1%), arabinose (0,4%) e 4cido glicurdénico (0,8%)12.

Melo" analisou as caracteristicas fisico-quimicas do biopolimero de cana-de-
acucar, e considerou dentre as expectativas futuras, sua utilizacdo em diversas areas da
cirurgia, inclusive a neurocirurgia.

A primeira publicacdo que relatou o emprego do biopolimero de cana-de-agicar
(BPCA) foi feita por Coelho et al'’., que baseados no conhecimento das propriedades
cicatrizantes do aguicar utilizaram o biopolimero de cana-de-actcar sob a forma de peliculas
sobre ferimentos resultantes de traumas diversos ou exérese de tumores com indicacdo de

cicatrizagdo por segunda intenc¢do. Os autores consideraram que houve reducdo gradual da
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secrecdo presente nas feridas, verificaram o crescimento acelerado de tecido de granulagdo, e
recomendaram sua utilizaco'®.

Por meio de um processo de tratamento para reducdo dos agucares residuais, 0o
grupo de pesquisa do BPCA obteve um produto puro, constituido unicamente de acucares e
acido glicurénico polimerizados. Tal polimero em estado de pureza apresenta elasticidade,
resisténcia a tracdo, flexibilidade e ainda pode ser modelado em diferentes formas,
caracteristicas fisico-quimicas fundamentais para a confec¢ao de implantes biolégicos.

Em estudo experimental a citotoxicidade do BPCA foi avaliada in vitro frente a
dois outros biomateriais: polipropileno e e-PTFE. O BPCA apresentou baixa citotoxicidade
comparavel ao e-PTFE por meio do indice de adesdo, producdo de &4cido nitrico e a
viabilidade celular de macréfagos alveolares de ratos'”.

Estudo em ratas avaliou o emprego do BPCA como dispositivo de suporte no
tratamento da incontinéncia urindria em comparacdo a tela de prolene e encontrou como
respostas que o BP é um material estavel, de facil manipulag¢do, com reagdo tissular minima,
com boa incorporacio ao hospedeiro'’.

A resposta inflamatéria ao BPCA foi avaliada através da sobreposicdo de
membranas de BP e telas de polipropileno sobre o peritonio parietal de ratos. Em todos os
animais foi observada incorporacdo das préteses implantadas ao peritdbnio e ndo foram
encontradas colegdes'”.

A experimentacdo do BPCA como enxerto livre para tratamento de perfuracdes
cronicas da membrana timpanica foi realizada em Chinchilla laniger, e os resultados obtidos
comparados com os de enxerto de fascia autéloga. Os achados clinicos e laboratoriais foram
semelhantes do ponto de vista estatistico'®.

O BPCA foi experimentado como prétese vascular sob forma de tubos e remendos

em artérias de cdes, e comparado com o e-PTFE. O comportamento funcional e morfoldgico
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dos enxertos realizados com o BPCA mostrou-se adequado ao seu emprego como substituto
vascular, foi compardvel ao e-PTFE sem constatacio de diferencas estatisticamente

19,20

significantes Nao ha na literatura qualquer relato da utilizacio de membrana de

biopolimero de cana-de-acicar como substituto da dura-méter. O objetivo do presente

trabalho € avaliar o BPCA como substituto dural em estudo experimental em ratos.



Material e Métodos
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4.1 Material

Foram estudados 40 ratos adultos, machos, da raca Wistar, peso variando entre
300 e 440 g, média de 380 g, com quatro a seis meses de idade, sem sinais de infecg¢do,
procedentes do Biotério do Departamento de Nutricio transferidos para o biotério de
Experimentacdio do Niucleo de Cirurgia Experimental, ambos da Universidade Federal de
Pernambuco (UFPE). Periodo de observacdo de duas semanas foi obedecido para adaptacao
dos animais. Durante todas as fases do experimento, 0s ratos permaneceram em gaiolas
individuais, com piso de maravalha, com controle de temperatura e umidade, ciclo dia-noite
artificialmente estabelecido em 12 por 12 horas, livre acesso a dgua potével e racdo Labina®
ad libitum.

Como material de substitui¢do da dura-mater foram utilizadas membranas do
biopolimero da cana-de-agticar produzidas na Estacdo Experimental da Cana-de-Actcar de
Carpina da Universidade Federal Rural de Pernambuco e como controle membranas de
e-PTFE (Preclude Membrane®, cedidas pela W.L. Gore & Associates, Flagstaff, AZ, USA),
ambos esterilizados por irradiagdo y.

Todos os procedimentos foram efetuados sob supervisdo veterindria de acordo
com as normas institucionais do Nicleo de Cirurgia Experimental (NCE), Departamento de

Cirurgia, Centro de Ciéncias da Saude — CCS, UFPE.

4.2 Tipo de estudo

Consiste em um estudo experimental randomizado pareado.

4.3 Selecao dos grupos

No inicio do experimento, os animais foram distribuidos, por sorteio, divididos
em dois grupos com 20 ratos cada:

¢ Grupo 1: biopolimero da cana-de-acicar (BPCA) (figura 1);

¢ Grupo 2: politetrafluoroetileno expandido (e-PTFE) (figura 2).
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Fig. 1. Membrana de biopolimero de cana-de-agtcar.

Fig. 2. Membrana de politetrafluoroetileno expandido.
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Os grupos foram submetidos aos mesmos procedimentos de anestesia, intervencao
cirtrgica, cuidados pds-operatérios e sacrificio, diferindo exclusivamente no material
implantado como substituto da dura-mater.

Todas as fases do experimento ocorreram no Nucleo de Cirurgia Experimental do
Departamento de Cirurgia do Centro de Ciéncias da Saude da Universidade Federal de
Pernambuco (NCE-UFPE) sala de microcirurgia e biotério de experimentacio, no periodo de
fevereiro a novembro de 2006. O experimento foi dividido em duas fases. A primeira fase
consistiu na realiza¢do de uma craniectomia fronto parietal bilateral, durotomia e implante do
substituto dural. Apds 120 dias, o animal retornava a sala de experimentos e era sacrificado
com retirada do segmento cranio facial. No total foram realizados 80 experimentos.

Os dois grupos em andlise foram comparados no periodo pds-operatério em
relacdo a modificacdes comportamentais, crises convulsivas, alteracdes na motricidade,
presenca de fistula liqudrica, processo cicatricial e estudos histolégico para avaliar a resposta

inflamatoria.

4.4 Anestesia

Antes da anestesia, o animal era pesado e identificado numericamente. Os animais
foram anestesiados com injec@o de solu¢do de hidrato de cloral a 10%, por via intraperitoneal,
na dose de 0,4mL/100 g de peso corporal. Anestesia loco-regional com infiltragdo subcutinea
de lidocaina a 1% foi utilizada no sitio da trepana¢do craniana. A antibioticoterapia profildtica
foi feita com cefalotina sédica em dose unica de 160mg/kg, via intraperitoneal durante a

inducdo anestésica.
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4.5 Técnica cirargica

O animal era colocado na mesa cirdrgica em decubito ventral, apds a tricotomia

e . . < . . NG .
dos pelos da regido craniana, submetido a anti-sepsia com Povidine™ e assepsia com campos
operatorios esterilizados (figura 3). Incisdo no escalpe, retragdo do misculo temporal,

elevacdo do peridsteo, e fixacao do retalho muisculo-cutineo (figura 4).

Fig. 3. Animal em decibito ventral apds tricotomia e anti-sepsia do campo operatorio
(A=anterior e P=posterior).

Fig. 4. Exposicdo da calota craniana.
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Com o emprego de uma trefina de 10 mm de didmetro era efetuada uma
craniectomia fronto parietal bilateral, a dura-mater era descolada sob a borda dssea, € em
seguida era criado um defeito de 0,9 cm na dura-méter com preservacdo do seio longitudinal
superior. Em um dos hemisférios cerebrais, a aracnéide adjacente a lesdo dural era rompida

com um gancho (figura 5).

Fig. 5. Dura-mater ressecada com exposicéo do
Seio Sagital Superior.

Para cada grupo um enxerto circular de 14 mm de diametro de e-PTFE ou de
biopolimero da cana-de-agicar era colocado sob a borda dssea revestindo toda a superficie
encefdlica exposta (figuras 6 e 7). O retalho 6sseo era desprezado, e o escalpe era suturado em
dois planos o celular subcutineo com fios de poliglactina (Vicryl®), e a pele com mononylon
em pontos continuos (figura 8). Para esses procedimentos foi utilizado um microscépio
cirurgico D.F.Vasconcelos® modelo FC 250, equipado com lente ocular com aumento de

12,5 vezes e lente objetiva com 250 mm de distancia focal.
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Fig. 6. Implante da membrana de biopolimero.

.

Fig. 7. Implante da membrana de e-PTFE.
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Fig. 8. Escalpe suturado.

4.6 Cuidados pés-operatorios

O animal era acomodado em gaiola individual e permanecia aquecido sob fonte
luminosa nas primeiras horas de pds-operatoério.

Os ratos foram acompanhados durante 120 dias apds a intervengdo cirdrgica. Na
primeira semana recebiam avaliacio diéria, e apds o oitavo dia a andlise foi semanal. O exame
clinico consistia em observar o nivel de vigilia do animal, sua atividade motora, ingestao
alimentar e hidrica, o estado da ferida cirdrgica quanto a cicatrizacio e a existéncia de perda

liquérica, formacao de hematoma, deiscéncia ou sinais de infecgdo.
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4.7 Sacrificio

Por ocasido do sacrificio, o animal era novamente pesado, recebia nova dose
intraperitoneal de hidrato de cloral a 10%. Depois de anestesiado, era colocado na mesa de
cirurgia em decuibito dorsal, submetido aos procedimentos de anti-sepsia e assepsia, e através
de uma toracotomia transesternal era feita cateteriza¢do da aorta ascendente com perfusdo de
solucdo de formol a 10% e abertura da veia cava até o rato ficar exangue. Em seguida, a
cabeca era separada por desarticulaciao atlanto-occipital, o couro era retirado, e a cabecga era

imersa para fixacdo em solu¢do de formalina neutra a 10%, em solucao PBS, pH7,4 (figura 9).

Fig. 9. Espécime fresco, p6s desarticulagdo cefélica
para fixacdo e estudo histopatoldgico
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4.8 Avaliacao histoldogica

Apo6s sete dias de fixacdo as cabecas dos ratos foram tratadas para coleta de
material para estudo histopatoldgico. Foi realizada uma incisdo acompanhando a margem da
craniectomia interessando tecido celular subcutianeo, o substituto de dura-mater e tecido
cerebral subjacente, o material foi removido em bloco. Os espécimes foram processados no
Laboratério de Histopatologia da Pds-Graduagdo em Anatomia Patolégica do Centro de
Ciéncias da Saide da Universidade Federal de Pernambuco, incluidos em parafina e cortes de
Sum montados e corados com hematoxilina e eosina para estudo microscopico. O material
histolégico foi avaliado por dois especialistas e os resultados analisados separadamente.

A avaliacdo histolégica consistiu em estimar as respostas dos organismos
hospedeiros a presenga do material implantado como substituto da dura-méter através de
parametros estabelecidos pelo patologista. Foram consideradas as reacdes de celularidade
existentes nos revestimentos externo e interno da prétese, e foram analisados de maneira
semi-quantitativa através da atribuicdo dos seguintes escores: 1, a visualiza¢do exclusiva de
macréfagos; 2, a associacao de células gigantes aos macréfagos; e 3, ao achado ocorréncia de
macré6fagos, células gigantes e granulomas.

Foram realizadas comparagdes entre as respostas constatadas nas por¢des externa
e interna de cada material implantado individualmente. As reagdes bioldgicas na camada
exterior dos substitutos de dura-méter dos animais que receberam a prétese da membrana de
biopolimero da cana-de-agicar foram comparadas com as reagdes externas as proteses de
e-PTFE. Uma comparagdo entre as respostas obtidas nas porcdes internas das proteses
utilizadas como experimental e controle também foi realizada.

Uma segunda resposta biologica foi igualmente estudada, e foi denominada de

contengdo, que foi definida como a capacidade do organismo hospedeiro encapsular as
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préteses sem promover sua destruicao ou substitui¢do. De maneira similar foram atribuidos

escores aos parametros verificados: 1 para fibrose; 2 para calcificacio; e 3 para ossificacao.

Um terceiro fendmeno foi denominado de reacdo de absor¢do, e estava
relacionado a integridade das proteses. A andlise desse fendmeno levava em conta a invasao
da prétese por células mononucleares, a reacdo vascular pela quantidade de vasos
neoformados, e a presenga de fibroblastos. Foram atribuidos escores de O (nula), para
auséncia dessa reagdo; 1 (leve) para apenas a presenca de invasdo celular; 2 (moderada) para
sinais focais de absor¢cdo comprometendo apenas a periferia da protese; 3 (intensa) para a
presenca de sinais de absor¢cdo comprometendo a porcdo central da prétese; e 4 (avancada)

quando ocorria a substitui¢do da protese.

4.9 Analise estatistica

As diferencas entre o processo cicatricial avaliado por meio de animais que
receberam o enxerto do biopolimero de cana-de-acicar e dos que receberam implantes de
proteses de e-PTFE como substituto de dura-méter foram analisadas por testes estatisticos:
qui-quadrado de Pearson (Técnicas de estatistica descritiva) ou o teste exato de Fisher quando
as condicdes para utilizagdo do teste qui-quadrado nao foram satisfatorios e o teste de Mann-
Whitney (Técnicas de estatistica inferencial). Os testes estatisticos foram realizados

utilizando-se a margem de erro de 5,0% e os intervalos com confiabilidade de 95,0%.
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4.10 Processamento eletronico

A editoracdo eletronica, bem como o processamento grafico e estatistico, foi
realizada em computador IBM-PC compativel, no qual foram utilizados os seguintes pacotes
de programas descritos a seguir: para a tabulacdo dos dados, foi utilizada a planilha eletronica
Microsoft Office Excel 2003®; para os célculos estatisticos e desenho dos graficos foi
utilizado o programa SPSS (Statistical Package for the Social Sciences) na versdo 13; para a
editoracdo eletronica da tese e arte final das figuras, o Microsoft Office Word 2003®, Adobe

Acrobat Professional 7.0® e o Adobe Photoshop CS®.

4.11 Aspectos éticos

Esta pesquisa foi aprovada e seguiu os principios que regem o cdodigo de ética
experimental e as leis de protecdo aos animais de acordo com as normas vigentes no Brasil
especialmente a Lei 9.605 — art.32 e Decreto numero 3.179 — art.17, de 21/09/1999, que trata
da questdo e normas para pratica cientifica de vivissecgdo de animais. O Comité de Etica em
Experimentacio Animal do Centro de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de
Pernambuco (CEEA-UFPE) estabeleceu aprovagdo integral em parecer concedido em 19 de

dezembro de 2005 (Anexo 1).



Resultados
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5.1 Observacao clinica no pés-operatorio

Nao houve 6bitos no periodo pds-operatério. Os animais preservaram seu
comportamento habitual, ndo foi constatada qualquer deficiéncia na motricidade, houve
manuten¢do em seus costumes alimentares e na ingestdo hidrica. A cicatrizacdo da ferida
operatdria ocorreu de forma similar entre os grupos observados nao existindo deiscéncias,
formac¢do de hematomas, perda de liquido cefalorraquiano, como também infeccdes de ferida.
No pré-operatdrio os animais pesavam de 300 a 440 g média de 380 g, ao sacrificio 360 a 545

g média de 450 g, o ganho de peso foi de 60 a 105 g com ganho médio de 70 g.

5.2 Aspecto macroscépico 120 dias apés implante dural

Por ocasido da segunda fase do experimento, retirada do material para estudo
histopatoldgico, os animais eram mortos € a inspe¢do ndo foram constatadas deformidades na
cicatriz cirdrgica, fistulas, colecdes ou granulomas (figuras 10 e 11). A retirada do escalpe
transcorreu com facilidade, e ndo foram identificadas aderéncias cicatriciais no tecido
conjuntivo entre o couro cabeludo e o substituto de dura-mater. Nao havia evidéncia de
alterac@o na colorag¢do ou na textura dos enxertos de membrana do biopolimero da cana-de-
acucar ou de membrana de e-PTFE, que estavam recobertos com uma fina camada de tecido

conjuntivo.
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Fig. 10. Cicatriz cirtrgica ap6s 120 dias, vista superior.

Fig. 11. Cicatriz cirtrgica apds 120 dias, vista em perfil.
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As tabelas de 1 a 4 apresentam os resultados das varidveis: reag¢do celular externa,

reacdo celular interna, reacio de conten¢do e reacdo de absorcdo por grupo analisado, e-PTFE

e biopolimero.

Tabela 1. Avaliacdo da reacdo celular externa segundo nos grupos experimental (biopolimero) e controle
(e-PTFE)

Grupos Macrofagos Macrofagos +  Macréfagos + Total Valor de p
células gigantes células gigantes
+ granuloma

n n n n
Biopolimero 7 3 10 20 p'=0,112
e-PTFE 13 3 4 20
Grupo total 20 6 14 40

(1) — Através do teste Exato de Fisher.

Tabela 2. Avaliacdo da reacdo celular interna nos grupos experimental (biopolimero) e controle (e-PTFE)

Macroéfagos Macroéfagos + Macroéfagos + Total Valor de p
células gigantes células gigantes
+ granuloma

Grupo n n n n
Biopolimero 7 6 7 20 p" =0,379
e-PTFE 6 10 4 20
Grupo total 13 16 11 40

(1) — Através do teste qui-quadrado de Pearson.

Tabela 3. Avaliacdo da reacio contengdo segundo nos grupos experimental (biopolimero) e controle

(e-PTFE)
Grupo Fibrose Calcificacao Ossificaciao Total
n n n n
Biopolimero 3 4 13 20 pY = 0,208
e-PTFE 1 9 10 20
Grupo total 4 13 23 40

(1) — Através do teste Exato de Fisher.
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Tabela 4. Avaliacdo da reac@o de absor¢ao segundo os grupos experimental (biopolimero) e controle

(e-PTFE)
Grupos Nula Leve Moderada Intensa  Avancada Total Valor de p
n n n n n n
Biopolimero - 5 13 1 1 20 p < 0,001
e-PTFE 20 - - - - 20
Grupo total 20 5 13 1 1 40

(1) — Através do teste Exato de Fisher.

Na tabela 5 analisa-se as estatisticas média, mediana e desvio padrdo dos escores de

cada uma das varidveis e os resultados do teste comparativo entre os grupos (figuras 12 a 19).

Tabela 5. Estatisticas das varidveis do estudo segundo nos grupos experimental (biopolimero) e controle

(e-PTFE)
Grupos
Variaveis Estatisticas Biopolimero e-PTFE Valor de p*
e Reacdo celular externa Média 2,15 1,55 p=0,063
Mediana 2,50 1,00
Desvio padrio 0,93 0,83
e Reacdo celular interna ~ Média 2,00 1,90 p=0,738
Mediana 2,00 2,00
Desvio padrio 0,86 0,72
e Reacdo de contencio ~ Média 2,50 2,45 p=10,620
Mediana 3,00 2,50
Desvio padrio 0,76 0,60
° Reagﬁo de absorgéo Média 1,90 0,00 p< 0,001
Mediana 2,00 0,00
Desvio padrio 0,72 0,00

(1) — Através do teste de Mann-Whitney.
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Fig. 12. Fotomicrografia de encéfalo e prétese de membrana de biopolimero (MBP), (TE= tecido encefalico

MBP=membrana de biopolimero; seta=aracnéide). Hematoxilina-eosina (aumento 100x).

._ u,".'{f'r'rf-l,ulj 1

Fig. 13. Fotomicrografia de encéfalo e prétese de e-PTFE (TE= tecido encefilico; e-PTFE=membrana de

politetrafluoroetileno expandido; seta=aracndide). Hematoxilina-eosina (aumento 100x).

)
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Fig. 14. Fotomicrografia de encéfalo e prétese de MBP (TE= tecido encefalico, MBP=membrana
de biopolimero; seta grossa=ossificacdo; seta fina=algumas células inflamatorias

ou fibroblastos invadindo a prétese. Hematoxilina-eosina (aumento 100x).

Fig. 15. Fotomicrografia de encéfalo e prétese de MBP (TE= tecido encefalico;

MBP=membrana de biopolimero; seta fina=granuloma).

Hematoxilina-eosina (aumento 100x).
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Fig. 16. Fotomicrografia de encéfalo e prétese de MBP (TE= tecido encefalico;

MBP=membrana de biopolimero; seta fina= fibrose. Hematoxilina-eosina (aumento 100x).

Fig. 17. Fotomicrografia de encéfalo e prétese de e-PTFE (TE= tecido encefalico;
e-PTFE=membrana de politetrafluoroetileno expandido; seta fina=prétese integra

e seta grossa=calcificacio Hematoxilina-eosina (aumento 100x).
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Fig. 18. Fotomicrografia de encéfalo e prétese de MBP (TE= tecido encefalico;

MBP=membrana de biopolimero; seta fina= invaséo celular e

seta grossa=proliferacdo vascular. Hematoxilina-eosina (aumento 100x).
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Fig. 19. Fotomicrografia de prétese de MBP em fase de absor¢io

Hematoxilina-eosina (aumento 400x).
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6.1 Material

A cana-de-agucar € originaria da Papua (Nova Guiné) onde ja era conhecida ha
milhares de anos. Foi cultivada na Asia Meridional, e trazida pelos 4rabes da Africa para a
Sicilia e desta para a costa Sul da Espanha. Entre os portugueses o seu cultivo teve inicio no
Algarve, e depois transportado para a Ilha da Madeira. Muito embora introduzida oficialmente
no Brasil por Martim Afonso de Souza, em 1532, a cana-de-agucar ja tomava conta da
paisagem pernambucana desde os primoérdios da colonizagdo, ainda no tempo da feitoria de
Cristévao Jacques, no Canal de Itamaraca (1516). Em 1526, ja figurava na Alfandega de
Lisboa o pagamento de direitos sobre o agtcar proveniente de Pernambuco. Nos cinco séculos
seguintes a Histéria do Estado de Pernambuco estd estreitamente relacionada a cultura
canavieira'”. A possibilidade do emprego em Medicina de produtos sintetizados a partir de
derivados da cana-de-agucar constitui-se em um novo horizonte a ser alcancado num futuro
proximo, e servird como uma nova destinacao para essa graminea.

A busca por um substituto de dura-mater adequado foi confirmada pelos estudos
experimentais com os diferentes substitutos realizados em animais de pequeno e médio porte.
Para esses estudos sdo utilizados mamiferos de forma isolada ou em associagdo. Os animais

) . ~ 1,2,9,10,21-25,27,44,45,51,55-
mais utilizados foram coelhos, cdes, ratos, macacos, porcos e ovelhas

57,78,80, 83,87,95-98,105,108-121.

Para a escolha do rato como o animal de experimentacdo foi considerada a
facilidade de aquisi¢@o, a possibilidade de empregar um nimero adequado de espécimes, a
grande resisténcia as infeccoes, o baixo custo de obtencdo, a homogeneidade genética, e a
similaridade de exposi¢cdo aos agravos. O ciclo de vida dos ratos Wistar € de
aproximadamente 36 meses, o que permite estudos em menor periodo de tempo. A aplicagcdo
de substitutos de dura-méter em ratos ja foi avaliada tanto na por¢do craniana quanto na

2,56,87,122.
coluna vertebral
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Os roedores sdao animais isogénicos ou isogdmicos. Conseguem suportar
cruzamentos totalmente consangiiineos, permitindo acasalamentos entre irmaos por varias
geracdes. As linhagens sdo obtidas a partir de cruzamento de animais consangiiineos por 20
geracOes consecutivas. Esse fator permite a criacdo de populacdes estdveis e geneticamente
homogéneas. A auséncia de varidveis genéticas inter-animais torna menor o nimero amostral
minimo para um experimento, coexistindo apenas as varidveis ambientais ou experimentais
123.

Apesar dos enxertos autélogos de fascia temporal, pericranio e fascia lata serem
apontados como os materiais ideais para ser inseridos como substitutos de dura-maéter, a
preferéncia pelo material sintético levou em conta o ndo prolongamento do tempo cirdrgico, a
nao extensdo da dissecacdo, nao adicao de uma segunda incisdo e também a utilizacio como
controle de um material obtido por sintese de utilizacio comprovada®**5+*!,

O politetrafluoroetileno é um dos biomateriais mais usados em todo o mundo e
tem sido empregado em cirurgia hi quase quatro décadas. Ele € facilmente esterilizado,
mantém suas caracteristicas funcionais por longo tempo, € relativamente inerte, promovendo
moderada reacdo inflamatéria de células gigantes. O e-PTFE habitualmente ndo € rejeitado
pelo hospedeiro, e nunca foi relacionado como causador de qualquer forma de malignidade
em humanos®*”".

As membranas de e-PTFE vém sendo utilizadas em neurocirurgia ha
aproximadamente 20 anos, e resultados promissores com o material t€ém sido observados em
estudos experimentais e clinicos >+ *7- 80 81 87. 88, 124125

O produto esta sendo constantemente aprimorado, e desde 1999 um novo modelo
em trés camadas, com um total de 0,3mm de espessura, tem sido avaliado. As camadas

externa e interna sdo constituidas de politetrafluoroetileno expandido com uma microestrutura

porosa de 1pum. A camada média € feita de fluoro polimero elastomérico®. Ela foi desenhada
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para aumentar a vedagao na linha de sutura e assim minimizar a perda liqudrica, que tem sido
reportada em alguns casos que o enxerto dural feito exclusivamente por e-PTFE foi usado®.

Nos primeiros experimentos em que o biopolimero foi utilizado, era empregado in
natura, ainda com agucares residuais, e serviu para tratamento de feridas acidentais em caes.
Posteriormente, foi desenvolvido um processo de tratamento para redu¢do daqueles agicares
com obtencdo de um produto livre de impurezas, constituido de agicares e acido glicurénico
polimerizados'”.

A apresentacdo do biopolimero, em forma de membranas, vem sendo utilizada em
diferentes projetos de pesquisa, em curativos cirdrgicos e como dispositivo de suporte para
cultivar células para constru¢do de neobexiga e para tratamento de incontinéncia urindria'®'®.

Sendo empregado como substituto arterial, a membrana de biopolimero de cana-
de-acticar promoveu uma reagdo inflamatdria cronica na superficie externa do enxerto e
fibrose em ambas as superficies. A baixa capacidade antigénica foi confirmada pela presenca
de macréfagos. A ndo invasdo da prétese por fibroblastos foi atribuida 4 auséncia de poros -
20, Marques considerou que a membrana do biopolimero da cana-de-agicar era adequada para
ser utilizada como prétese vascular, pois ndo se modificava em contato com os liquidos

tissulares; € quimicamente inerte; ndo provoca reagdo inflamatdria; ndo produz reacdes

Zo . +1: ~ 1
alérgicas; e suporta sem se alterar os processos de esterilizacdo'”.

6.2 Métodos

O modelo experimental adotado no presente trabalho foi inspirado na metodologia
empregada por Vifas et al.> com adicdo de algumas modificacdes pertinentes s nossas
condi¢des de operacionalidade. A indisponibilidade de avaliacdo prévia da resposta bioldgica
a presenca da membrana de biopolimero da cana-de-agicar em contato com a pia - aracndide,

foi utilizado um experimento piloto com quatro ratos. A escolha da solucido de hidrato de
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cloral a 10% levou em conta a ndo promocao de depressdo respiratéria nem o surgimento de
alteracOes hemodinamicas. As dificuldades técnicas encontradas na tentativa de realizar a
craniectomia com uma broca promovendo aumento do tempo cirdrgico e do risco de lesdao ao
seio sagital e a dura-maéter, foi utilizada uma trefina de um centimetro de diametro que foi
adaptada a um motor odontoldgico de baixa rotacdo. A manuten¢do da integridade da dura-
mater favoreceu outra modificacdo que foi o descolamento da dura-méter adjacente a 4rea da
craniectomia. A delgada dura-méter do rato era ressecada com preservacao do seio sagital, e
antes da aposi¢do da prétese, uma lesdo ao cortex cerebral era promovida com um micro
instrumento (faca de aracndide), para estimular adesdes com os materiais inseridos em
especial os de origem organica’. O tempo cirtirgico principal era realizado com o auxilio de
magnificacdo com microscépio. O retalho dsseo era desprezado com a finalidade de manter o
peridsteo em contato com o implante.

Comparativamente, outros modelos experimentais que utilizaram substitutos de
dura-méter em ratos foram igualmente analisados no tocante as modificacdes metodoldgicas
como o emprego de molduras de estereotaxia para fixa¢do do cranio, abordagem biparietal,
nao realizacdo de lesdo cortical, sacrificios aos sete e 28 dias, diferentes dreas de
craniectomia’® '**,

Os ratos pertencentes ao grupo piloto tiveram um intercurso pds-operatorio
satisfatorio, sem complicagdes sist€émicas ou no sitio cirirgico. Dois foram sacrificados 60
dias ap6s o implante do substituto dural, e os outros dois apds 90 dias. A analise histologica
dos cortes corados com hematoxilina-eosina sugeria a manutencdo da integridade da
membrana de e-PTFE, mas os eventos que estavam ocorrendo com a MBP aos 90 dias
sugeriam um incipiente processo de absor¢do do implante.

A partir dessas observacdes foi planejado que os animais seriam divididos em

grupos de 20 para um estudo randomizado controlado para andlise comparativa da membrana
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de biopolimero com um material consagrado pelo uso como substituto dural. O intervalo entre

a cirurgia e o sacrificio seria de 120 dias.

6.3 Resultados

6.3.1 Macroscopia

O método ideal de fechamento ou reparo da dura-méter permanece controverso
com diversas opinides na neurocirurgia contemporanea. O unico paradigma que permanece
imutdvel € a necessidade de reconstruir as barreiras anatdmicas que protegem o encéfalo. O
uso de suturas herméticas ndo previne fistula liquérica™.

As fistulas liquéricas ocorrem com maior freqii€éncia nas cirurgias intradurais
espinhais e na base do cranio devido ao aumento da pressdo hidrostética nas posi¢des supina e
ortostatica'™*.

Foi demonstrado de forma convincente que fistula liqudrica e infec¢des do sitio
operatdrio sdo estatisticamente mais comuns quando um substituto dural sintético é usado ao
invés de pericranio aut6logo. Este estd associado a menores taxas de complicagdes. Nao &
imunogénico, o custo € baixo, com menor freqii€éncia de fistula liqudrica e infec¢do da ferida
cirdrgica’.

A ndo utilizac@o de suturas entre os materiais enxertados e a dura-mater € baseada
na obtencio de uma amoldagem adequada entre o implante e a borda dural™.

Durante o periodo pds-operatorio, os ratos foram mantidos em gaiolas individuais.
A cicatrizacdo da ferida cirdrgica se procedeu de maneira adequada, nao sendo observados
sinais de fistula liquérica nem comemorativos de infeccdo local ou sistémica. Todos os
animais aumentaram sua massa corporal, independente de qual grupo pertenciam. Por ocasido
da anestesia que precedia o sacrificio, os animais eram examinados, e nao foram encontrados

vicios cicatriciais, cole¢des ou granulomas.
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Inicialmente foram utilizadas membranas de biopolimero in natura para o
tratamento de feridas acidentais em cdes. Esta foi a primeira referéncia de aplicacdo do
biopolimero como material biocompativel. A resposta foi aumento de tecido de granulagdo,
controle da infec¢do e diminuicio do tempo de cicatrizagdo'®.

A proposta de estudo de utiliza¢do de filmes de biopolimero de cana-de-agicar
como remendo dural tem como base os resultados de citotoxicidade e biocompatibilidade
obtidos com a utilizacdo do biopolimero'.

O comportamento de membranas timpanicas de Chinchilla laniger, que foram
cirurgicamente perfuradas e receberam enxerto livre de membranas de biopolimero da cana-
de-acicar e comparadas com fascia autéloga, foram analisadas através de estudo
macroscopico. Nao foram encontradas diferencas morfoldgicas de significincia estatistica

com margem de seguranga de 95%'®.

6.3.2 Microscopia

Foram utilizadas andlises morfométricas e estatisticas como julgamento dos
parametros histolégicos de classificacbes em graus de Kernohan para astrocitomas
infiltrativos, e chegou as seguintes conclusdes: havia uma acurdcia estatisticamente
significativa desses julgamentos subjetivos, expressando coeréncias e ambigiiidades
peculiares a natureza das neoplasiasuﬁ,

A avaliagdo dos resultados da reacdo celular externa revelou que a freqiiéncia da
resposta limitada exclusivamente a presenca de macréfagos foi mais elevada no grupo
controle do que no experimental (65,0% x 35,0%), houve equivaléncia de 15,0% em cada um
dos grupos para as respostas que apresentavam macréfagos e células gigantes, enquanto que a

freqiiéncia das respostas mais exuberantes que associavam macréfagos, células gigantes e

granuloma foi mais elevada no grupo experimental do que no grupo controle (50,0% x
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20,0%), entretanto ao nivel de significancia considerado ndo se comprova diferenca entre os
dois grupos.

No tocante a andlise da reacao celular interna, ocorreu uma maior uniformidade de
respostas quanto a presenga exclusiva de macréfagos com discreta predominancia no grupo
experimental (35,0% x 30,0%), havendo preponderancia no grupo controle quanto a presenca
de células gigantes junto aos macréfagos (30,0% x 50,0%), porém a associacdo de
macréfagos, células gigantes e granuloma foi mais freqiiente no grupo experimental (35,0% x
20,0%). O tratamento estatistico ndo comprovou qualquer diferenca significante entre as
respostas obtidas.

Em cada grupo, a ossificacdo foi a resposta mais presente no estudo da reacdo de
contencdo sendo 15,0% mais elevada no grupo experimental (65,0% x 50,0%); o segundo
maior percentual em cada grupo correspondeu aos casos com calcificacdo, com predominio
no grupo controle na proporcdo de 45,0% x 20,0%; a resposta de menor freqiiéncia foi a
fibrose que foi observada em 15,0% no grupo experimental e apenas 5,0% no grupo controle.
Nao se comprova diferenga significante entre os dois grupos em relacdo aos resultados da
reacdo de contengao.

Em nenhum caso do grupo de ratos que receberam a prétese de e-PTFE foi
constatado qualquer sinal de invasdo da mesma. Nenhum desses animais apresentou reacao de
absor¢do no grupo controle enquanto que no grupo experimental houve uma diversidade de
respostas: a maioria (65,0%) teve reacdo de absor¢do moderada, seguido de 25,0% com
reacdo leve, sendo registrados um caso de reacdo intensa e um de reacdo avancada. O
tratamento estatistico comprovou uma diferenca altamente significante entre os grupos em
relagdo aos resultados de reacao de absor¢ao.

A média e a mediana foram correspondentemente bem mais elevadas no grupo

experimental do que no grupo controle para as varidveis: reacdo celular externa e reacdo de
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absorc¢do, entretanto ao nivel de 5,0% a Unica diferenca significante entre os dois grupos foi
registrada para a reacdo de absorcdo. As médias da reagdo celular interna e reacdo de
contencdo foram aproximadamente iguais, sendo um pouco mais elevada no grupo
experimental do que no grupo controle.

Em modelo experimental para correcao antenatal de meningomieloceles em ovelhas,
foi observado que a resposta com a utilizacdo de celulose biossintética quando comparada a
matriz dérmica humana acelular favorece o surgimento de uma neodura-mater promovendo
uma menor resposta inflamatéria do hospedeiro, evitando a aderéncia do tecido nervoso aos
planos superficiais'®.

O emprego da membrana de biopolimero de cana-de-agiicar como enxerto arterial
em caes, foi estudado e comparado ao politetrafluoroetileno expandido, foram constatadas
auséncia de complicagdes cirdrgicas num periodo de 180 dias de seguimento. Na andlise
histolégica foi observada uma reagdo inflamatéria cronica em ambos os grupos, com
linfécitos, neutréfilos e fibrose na superficie externa dos enxertos. Foi encontrada fibrose na
superficie interna de todos os enxertos. Tanto no grupo do biopolimero quanto no grupo do e-
PTFEE nio houve casos de processos degenerativos ou calcificacio™.

Em estudo realizado em cées foi utilizada celulose biossintética produzida pela
acdo do Acetobacter bacteria como substituto da dura-méter. Nos espécimes obtidos a partir
do 30° dia de implante foram observadas membranas de tecido conjuntivo envolvendo a
celulose. Essas membranas eram mais delgadas na sua camada externa, e esse adelgagamento
se intensificava ao longo do tempo. Outra peculiaridade era que a celulose era invadida por
histidcitos e tecido colageno que rompiam sua estrutura e fragmentavam seus filamentos com
baixa reacdo celular'.

O resultado do estudo microscopico dos enxertos de filmes de biopolimeros no

presente trabalho foi semelhante aquelas reportadas em outros experimentos que utilizaram



L=
L[=4
e

51

Ay, Lima FMT. Membrana de biopolimero de cana-de-agticar como substituto de dura-méter em ratos Wistar.

g

polimeros biossintéticos absorviveis: moderada resposta inflamatéria, auséncia de adesdo ao
tecido neural, tendéncia a formacdo de neodura-mater e absor¢do do material implantado
199:.100.105 “ A membrana do biopolimero da cana-de-agticar é envolvida por uma reacdo tipo
corpo estranho nas suas superficies externa e interna que ndo difere significativamente na
andlise estatistica com o grupo controle. Os achados expressivos dos resultados encontrados
com biopolimero de cana-de-acicar foram: a biocompatibilidade da MBP; a tendéncia para

sua absor¢@o em longo prazo; e a auséncia de adesdo cortical mesmo na presenca de um dano.

6.4 Importancia do estudo

A relevancia do estudo tem como base a busca por um substituto ideal para a
dura-mater que perdura hd mais de um século, e dezenas de materiais de diversas naturezas ja
foram empregados sem alcancar todos os requisitos necessdrios para esse objetivo® > 463637,

Os enxertos aut6logos sdo considerados como os melhores substitutos da dura-
mater, mas a sua obtencdo pode ser extremamente dificil, especialmente nos casos de
politraumatismos, nos pacientes recém-nascidos ou nos de condicdo clinica precéria, e até
mesmo por questdes estéticas, pois requerem um planejamento cirdrgico adequado,
demandam a preparacdo de um sitio operatério secundario, adicionam maior tempo de
anestesia, além dos riscos de morbidade que uma segunda ferida pode trazer para o paciente
4,7, 84, 104 .

As proteses homdlogas tém o seu uso desaconselhado pela Organizagdo Mundial
da Saudde, tendo sido abolidas no Japao desde 1997, devido a ocorréncia de quase duas
centenas de casos da Doenca de Creutzfeldt-Jakob” *">* *, o que justifica a busca por novos
materiais compativeis.

De forma andloga, os enxertos de origem heter6loga (xenoenxertos) t€ém sido

relacionados a uma resposta imunogénica exacerbada com reacdo inflamatdria promovendo
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adesdo e rejeicdo entre os tecidos, além de serem potenciais transmissores de doencas
mediadas por prions como a encefalopatia espongiforme bovina, e tém sua utilizacdo
desaconselhada em vérios paises*®** .

A primeira geracdo de préteses de origem sintética produzidas a partir do silicone
trouxe um grande nimero de complica¢des tardias como o surgimento de hematomas epi ou
sub-durais decorrentes da formag¢do de uma neo-membrana vascular com uma proliferacao

R . . 1
caracteristica de uma delicada rede capilar"®.

No inicio da década passada, foram
introduzidos dois novos substitutos durais de natureza sintética e inabsorviveis: o
politetrafluoroetileno expandido e o poliuretano, cuja utilizacdo € crescente na comunidade
médica, mas que tém sido relacionados com maior incidéncia de fistula liquérica e de
infecgdo pés-operatéria quando comparados com os enxertos autélogos’ ¥ 1%

Mais recentemente, foi relatado o emprego experimental de celulose biossintética
como substituto da dura-mater em cdes com resultados satisfatérios, porém na literatura
médica néo foi localizada aplicagdo clinica do referido produto ' .

O biopolimero de cana-de-agucar, devido as suas caracteristicas fisico-quimicas,
auséncia de memoria e fadiga, baixa toxicidade, biocompatibilidade, moderada resposta

inflamatoria, e tendéncia para absor¢do tardia, se torna uma promissora alternativa como

. . . . . . . 13-
substituto da dura-méter cuja pesquisa deve ser prosseguida e continuadamente estimulada'’

16, 18, 20



Conclusoes
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Os resultados obtidos com base no modelo experimental empregado em ratos
Wistar, analisados com uma margem de seguranca de 95%, permitem concluir que:
“ A membrana do biopolimero de cana-de-acticar pode ser utilizada como
substituto da dura-mater;
¢ A andlise histolégica foi semelhante nos dois grupos, havendo tendéncia de
absorciao da membrana de biopolimero;
“* A evolugao clinica, resposta comportamental e processo de cicatriza¢ao da

resposta cirurgica foram semelhantes nos dois grupos.
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Abreviaturas dos titulos dos periddicos de acordo com List of Journals

Indexed in Index Medicus.
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