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RESUMO

Biomateriais sdo largamente estudados para compor enxertos 3D, com o intuito de
substituir o tratamento convencional da enxertia e minimizar seus efeitos deletérios. A
quitosana (CHI) e fibroina (SF) apresentam boas propriedades mecanicas, quimicas, fisicas
e bioldgicas, com caracteristicas interessantes para a aplicagdo na regeneracdo tecidual
Ossea. Sendo assim, o objetivo desse estudo foi avaliar o controle sensério-motor pos-
aplicacdo de enxertos 3D de quitosana e fibroina na calvéria de ratos. Utilizaram-se 12
ratos Wistar (300-400g) divididos em dois grupos (controle e CHI/SF) e submetidos a
cirurgia de defeito critico. Esses animais foram anestesiados com tiopental sodico (50
mg/Kg), sendo a area frontoparietal tricotomizada e o tecido subcutaneo dissecado para
exposicdo da calvaria. Foi removido um fragmento da por¢cdo média do osso parietal,
sendo preenchido por sangue no grupo controle e pelo enxerto 3D no grupo experimental,
com subsequente reposicionamento e sutura da pele. Cada animal recebeu no pos-
operatorio uma injecdo intraperitoneal com anti-inflamatoério e analgésico de 1 mg/Kg de
Banamine injetavel pet. Foi avaliada a hiperalgesia mecénica secundaria, com o limiar
mecanico de retirada da pata; a hiperalgesia térmica, com a laténcia da retirada da pata; e a
forca muscular, com a medida de preensdo das patas. A avaliagdo ocorreu no periodo pré-
cirurgico e 7, 14 e 21 dias apds o procedimento. Os resultados para o limiar de hiperalgesia
mecanica secundaria foram considerados similares, mas com reducéo do limiar no periodo
de 14 dias apenas para o grupo CHI/SF. Apesar disso, os grupos foram considerados
semelhantes estatisticamente, independente do periodo analisado (p>0,05). Na hiperalgesia
térmica, observou-se aumento da laténcia no periodo pds-operatorio, que se manteve nos
periodos subsequentes, comparando-se ao pré-operatorio. Na avaliacdo da forca muscular
também foi observado um comportamento estatisticamente similar entre 0s grupos,
independentemente do tempo de avaliagdo. Com isso, o0s resultados sugerem que a
aplicacdo do enxerto 3D de CHI/SF n&o interfere no controle sensério-motor de ratos.

Palavras-chave: Enxertia. Hiperalgesia. For¢ca muscular. Quitosana. Fibroina.



SENSORIMOTOR CONTROL EVALUATION OF RATS WITH CHITOSAN/SILK
FIBROIN 3D-SCAFFOLDS IMPLANTS

Gabriela Santos Andrade; José Trindade Junior; Paulo Autran Leite Lima.

ABSTRACT

Biomaterials have been widely studied to compose 3D-scaffolds, in order to substitute the
conventional treatment and avoid its drawbacks. The chitosan (CHI) and silk fibroin (SF)
have good mechanical, chemical, physical and biological properties, making them
potentially suitable for bone regeneration. Therefore, this research aimed to evaluate the
sensorimotor control of rats with CHI/SF 3D-scaffolds implants. Twelve male Wistar rats
(300-400g) were divided into two groups (control and CHI/SF) and submitted to calvarium
surgery. These were anesthetized by thiopental sodium (50 mg/kg body wt.), the
frontoparietal area was trichotomized and then, the subcutaneous tissue was dissected, in
order to expose the calvarium. A fragment from the middle portion of the parietal bone was
removed and filled only with blood clot in the control group, while in the CHI/SF group it
was filled with the CHI/SF 3D-scaffold. After that, the skin was repositioned and closed
using a chirurgic suture. Each animal received a post-surgery intraperitoneal injection with
anti-inflammatory and analgesic (1.1 mg/kg body wt.). Functional tests were performed to
evaluate thermal hyperalgesia, secondary-mechanical (cutaneous) hyperalgesia and the
four-legged grip strength. These tests were conducted immediately before and 7, 14 and 21
days after the surgical procedure. The secondary-mechanical (cutaneous) results can be put
similarly but with a threshold decaying after 14 days only for the CHI/SF group.
Nevertheless, the data were statistically similar among both groups regardless of the time
frame. The results showed that the thermal sensitivity test, for control and CHI/SF groups,
showed an increased latency response in the postoperative period, which was maintained in
subsequent analysis periods, when compared to the preoperative period. Concerning the
four-legged grip strength test, a statistically similar behavior was observed in the groups
regardless of the evaluation time. These results suggest that the clinical differences in all
the tests were due to surgical procedure, not by applying CHI/SF 3D-scaffolds. Therefore,
the results suggest that CHI/SF 3D-scaffolds do not change the sensorimotor control of
rats.

Keywords: Transplantation. Hyperalgesia. Muscle Strength. Silk Fibroin. Chitosan.



1 INTRODUCAO

Aproximadamente 10% das fraturas ocorridas em seres humanos apresentam
retardo no processo de consolidacdo éssea. Sabendo disso, alguns biomateriais sao
produzidos com o intuito de preencher espagos vazios nessa zona de reparo e oferecer
suporte para o desenvolvimento celular e neovascularizacdo (HOFMANN et al., 2013;
WANG et al., 2013).

Todos os materiais utilizados como enxertos sintéticos oferecem pontos positivos e
negativos para sua aplicacdo na engenharia de tecido 0sseo. Entretanto, a proposta
essencial é que eles possuam boas propriedades mecanicas, quimicas, fisicas e bioldgicas,
tornando-os potencialmente favoraveis para utilizacdo in vivo, reduzindo o tempo de
reabilitacdo do paciente (O’BRIEN et al., 2011; ZHOU; LEE, 2011; RATNER et al.,
2013).

Enxertos porosos em 3D provém um ambiente apropriado para a regeneracdo da
area lesada, permitindo que as células se organizem e se desenvolvam em um ambiente
similar ao tecido original. A combinacdo enxerto-célula é de fundamental importancia para
0 sucesso do implante (ZHOU; LEE, 2011; PATI et al., 2015)

Atualmente, existe uma grande variedade de biomateriais e de técnicas de producao
para a fabricacdo desses implantes. Mesmo assim, é ideal que eles possuam alguns pré-
requisitos basicos, como: biocompatibilidade, biodegradabilidade, boa propriedade
mecanica, arquitetura similar a area tratada, ser reproduzivel, comercialmente viavel e ter
baixo custo (SUDARMADJI et al., 2011; PENG; YU; WEI, 2011; WANG et al., 2013;
LEE etal., 2014; COX et al., 2015).

Enxertos 3D com base de quitosana (CHI) s@o mecanicamente flexiveis e

facilmente moldaveis em diversos formatos. A fibroina (SF) apresenta componente de



estabilidade e propriedades mecanicas devido a sua estrutura folha-p. Ela oferece equilibrio
do mddulo, resisténcia a ruptura e alongamento, que contribui para a sua boa tenacidade e
ductilidade, propriedades que podem ser controladas pela forma de preparacdo dos
arcaboucos 3D (KUNDU et al., 2013; SU et al., 2014; WANG et al., 2014).

A unido destes biomateriais em arcaboucos 3D aliam biocompatibilidade e
biodegradabilidade com boa forca mecéanica, modelagem e flexibilidade. Além disso, sua
producdo é relativamente barata, uma vez que esses materiais sao de facil obtencdo (LAI et
al., 2014).

De modo geral, para avaliar o comportamento de animais de pequeno porte frente a
uma nova intervencdo experimental, faz-se necessaria a utilizacdo de testes para observar
possiveis alteragdes nas sensibilidades mecéanica e térmica, assim como provaveis
modificacdes de componente muscular apds a intervencdo (ERDIVANLI et al., 2013,
SATO et al., 2014; MOURA et al., 2015; CORADINIA et al., 2015).

Até 0 momento, ndo ha relatos de trabalhos que avaliem a relacdo entre quitosana e
fibroina como enxertos 3D apliciveis a neurociéncia em testes in vivo. Sendo assim, 0
objetivo desse trabalho foi avaliar o controle sensorio-motor pos-aplicacdo de enxertos 3D

de quitosana e fibroina na calvéria de ratos.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Producéo dos arcaboucgos
A SF extraida do casulo do Bombyx mori foi adquirida da Huzhou Xintiansi Bio-
tech Co Ltd. (China); e a CHI, proveniente da casca do caranguejo, com grau de

desacetilacdo 85%, da Sigma-Aldrich (EUA). Os compositos de CHI/SF foram produzidos



a partir de uma solucéo de acido acético (1 % v/v) dissolvendo 2 % (m/v) de quitosana e
2 % (m/v) de fibroina.

Para garantir uma boa homogeneizacao, a suspensao permaneceu sob agitacdo por
01 dia e depois, em banho ultra-som (Ultrasonic Cleaner Thornton 750USC, Unique,
Brasil), durante 10 min. Subsequentemente, essa suspensdo foi colocada em molde
cilindrico de politetrafluoretileno (altura, 40 mm e diametro 90 mm), congelada por 24 h
em freezer a -20°C e liofilizada (Liotop L108, Liobras, Brasil) por 24 h. As amostras secas
foram removidas dos moldes, neutralizadas em uma solucgédo 0,1% de NaOH aquoetandlica
(8:2) durante 3 h, lavadas por 30 min com agua ultrapura (UHQ, Purelab, EUA),
reticuladas (utilizando trifosfato pentassddico, 2,5% (m/v)) por 3 h e lavadas por 30 min
com agua ultrapura. Por fim, os compositos foram congelados de novo por 24 h e

reliofilizados por 24 h.

2.2 Caracterizacdo fisico-quimica e avaliacdo in vitro

A avaliacdo fisico-quimica e o estudo do comportamento bioldgico in vitro de
arcaboucos a base de quitosana, fibroina em contato com células STRO+1A, MC3T3-El e
Sa0S-2 foi realizada no Instituto de Ciéncia dos Materiais de Mulhouse (IS2M, Franca) e,
de acordo com os padrdes metodoldgicos utilizados, os enxertos foram considerados
biocompativeis, apresentando uma estrutura porosa interconectada capaz de promover
adesdo e proliferacdo celular, além de diferenciacdo osteogénica dos diferentes tipos

celulares testados (LIMA et al., 2012).

2.3 Animais
Foram utilizados 12 ratos Wistar machos (300 a 400g), provenientes do Biotério da

Universidade Tiradentes, apds aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa Animal da



Universidade Federal de Sergipe (protocolo CEPA 18/2013 — Anexo I). Os animais foram
mantidos em ambiente climatizado (temperatura de 23°C) com exaustor, em ciclo claro-
escuro de 12 horas, mantidos em isoladores de poliuretano, com lotacdo méaxima de 05
ratos. Ap6s o procedimento cirdrgico, os mesmos foram alocados individualmente em
caixas de polipropileno. Os testes foram feitos durante o ciclo claro, com racdo e agua

disponiveis ad libitum.

2.3.1 Aspectos cirurgicos

Os animais foram anestesiados através da injecdo intraperitoneal de tiopental sddico
(50 mg/Kg) (Cristalia, Brasil). Apos a anestesia, foi realizada a tricotomia da regido
frontoparietal da cabeca do animal, com auxilio de tesoura e lamina de barbear, com
posterior assepsia utilizando alcool iodado. Foi realizada uma incisdo mucoperiostal, com
uma lamina de bisturi n°10, em formato de meia-lua na calota craniana e com auxilio de
um periéstomo de Molt e cinzel de Oshsenbein n° 1. Os retalhos de espessura total foram
elevados, expondo amplamente a cortical dssea da regido.

Subsequentemente, foi realizado um defeito critico (remogdo de um fragmento
0sse0) na porcdo média dos 0ssos parietais, com auxilio de um motor cirtrgico e um
contra-angulo redutor 16:1, por meio de uma broca trefina cirirgica com 5 mm de
didmetro interno e 8,5 mm de diametro externo sob irrigacdo abundante e continua de
solugdo fisioldgica. A dura-mater foi mantida integra, e ap6s a remocdo das tabuas
corticais externa e interna, os defeitos criticos transfixados com 5 mm de didmetro foram
preenchidos apenas com coagulo no grupo controle, enquanto que no grupo experimental,
0 defeito foi preenchido com o enxerto CHI/SF. Os retalhos, a seguir, foram
reposicionados e suturados com linha de seda preta n°3 (Johnson & Johnson, Brasil). Apos

a cirurgia, foi administrado por via intraperitoneal Banamine injetavel pet (1 mg/Kg)



(Schering-Plough Veterinaria, Brasil) para a inducdo de analgesia pos-operatoria. Os
animais foram monitorados até cessar o efeito da anestesia e acomodados em caixas de
polipropileno individuais, ficando em recuperacdo por um periodo de 3 a 5 dias desde o
poOs-operatdrio até o inicio dos testes.

A metodologia do procedimento cirdrgico proposta para esse projeto ja foi
empregada no estudo de Valiense et al. (2012), onde os autores utilizaram implantes
esféricos de apatita carbonada no defeito critico da calvaria de ratos com o intuito de

observar os efeitos desse material na reparacéo 0ssea.

Figura 01: Enxerto implantado.

Fonte: Dados da pesquisa, 2014.

2.3.2 Grupos

Os animais foram distribuidos aleatoriamente em dois grupos, como pode ser

observado na Tabela 1:

Tabela 1: Distribui¢do nos grupos avaliados.

NUmero de . R
Grupos S— Procedimento cirdargico
Preenchimento do defeito critico
Controle 06 com coagulo sanguineo
Preenchimento do defeito com
CHI/SF 06 implante do enxerto 3D (CHI/SF)
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2.3.3 Delineamento experimental

Durante os dois dias anteriores ao procedimento cirdrgico, os animais foram
aclimatados nos aparelhos de avaliacdo, para garantir a fidedignidade dos resultados
colhidos. Anteriormente a cirurgia e ap0s o 7°, 14° e 21° dia foram realizados os testes de

limiar de retirada da pata, laténcia de retirada da pata e for¢ca muscular.

D-2 D-1 DO D7 D14 D 21

Aclimatagio Testes pré-cirirgico k j
Cirurgia V
Implante do enxerto/ Controle Testes pos-cirargico

Figura 02 — Linha do tempo do delineamento experimental.

2.4 Avaliacdo in vivo
2.4.1 Avaliacdo do limiar mecanico de retirada da pata

O limiar mecénico de retirada da pata (hiperalgesia mecéanica secundéria) foi
avaliado através do aparelho Analgesimetro Digital tipo Von Frey (Insight®, Sdo Paulo,
Brasil), com a aplicagdo de uma ponteira acoplada ao transdutor ligado ao visor do
aparelho. Essa aplicagdo foi repetida trés vezes seguidas na superficie plantar das patas
traseiras e, parando assim que o animal retirasse a pata diante do estimulo. A média
aritmética das aplicacGes foi registrada como limiar mecénico de retirada da pata e a

diferenca de valores em diferentes momentos do experimento foi considerada para

11



avaliacdo das oscilagBes do limiar (GOPALKRISHNAN; SLUKA, 2000; NASCIMENTO

etal., 2014).

2.4.2 Avaliacdo da laténcia de retirada da pata

Para avaliacdo da laténcia de retirada da pata (hiperalgesia térmica) foi utilizado o
Hot Plate (Insight®, Sao Paulo, Brasil). Nesse teste, foi considerado laténcia de resposta, o
tempo que 0s animais permaneciam sobre uma superficie aquecida (50 + 5°C) até reagirem
ao estimulo térmico caracterizado pelo comportamento de agitar ou lamber as patas

(MALMBERG; YAKSH, 1993; GARRIDO-SUAREZ et al., 2014).

2.4.3 Avaliacdo da forca muscular

Foi mensurada a forca de preensdo que o animal impunha sobre a grade de metal do
Grip Strength Meter (Insight®, Sdo Paulo, Brasil). O animal foi posicionado na grade, por
trés vezes consecutivas, de modo que ele simplesmente permanecesse apoiado nas quatro
patas, sendo entdo tracionado pela cauda. Dessa maneira, 0 animal aplicou uma forca de
preensdo sobre a grade que foi registrada pelo aparelho, sendo utilizado o valor da média
aritmética entre os resultados registrados (BURNES et al., 2008; CORADINIA et al.,

2015).

2.5 Anédlise Estatistica

Os dados obtidos foram tabulados no programa Origin 8.0 (OriginLab Corporation,
Northampton, EUA) e submetidos ao teste de normalidade (teste de Kolmogorov-
Smirnov). Sendo identificada distribuicdo normal dos dados, utilizaram-se o0s testes

paramétricos, Anova one-way, com pos-teste de Tukey HSD.

12



3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Limiar mecanico de retirada da pata

De acordo com os resultados do limiar de hiperalgesia mecéanica secundaria (figura
03), observou-se que apds o 7° dia do pds-operatério houve um leve aumento no limiar
mecanico em relacdo ao pre-operatério em ambos 0s grupos. No grupo controle essa
elevacdo foi progressiva no 14° e 21° dia de avaliacédo. Ja no grupo CHI/SF houve queda do
limiar de retirada no 14° e 21° dia de pds-operatdrio. Contudo, os resultados encontrados

foram considerados semelhantes estatisticamente (p>0,05).

1000 1 —o— Controle

—o— CHI/SF

Jdo

200

Limiar de retirada da pata (Mn)

Figura 03 — Limiar de retirada da pata dos grupos controle e CHI/SF no
pré-cirdrgico (dia zero), 7°, 14° e 21° dias de pos-operatério (Dados
apresentados por média e erro padrdo da média, p>0,05, entre os

periodos analisados).
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Todo procedimento operatorio leva a algum nivel de lesdo de tecidos circundantes a
cirurgia. Sendo assim, apés o trauma pelo processo invasivo € comum haver o
desencadeamento da inflamagdo. O achado tipico no pés-operatério € a dor aguda,
ocasionada pela liberacédo de citocinas geradoras da resposta inflamatdria apos a lesdo, que
tem intuito de iniciar o reparo tecidual no local (KLAUMANN et al., 2008; OLIVEIRA et
al., 2011).

Uma citocina relacionada a inflamacéo sistémica € a interleucina-1 p (IL-1pB), que
leva ao desenvolvimento e manutencdo de dor pds-operatoria. Ela ativa receptores B2,
causando hiperalgesia inflamatoria. Associada a outros mediadores, a IL-1p induz a ciclo-
oxigenase-2, e, por conseguinte a prostaglandina E2 (PGE2). A ativacdo da PGE2 atuara
no local da lesdo e na medula espinhal, tendo como consequéncia o aumento da
sensibilidade neuronal a estimulos dolorosos térmicos, mecanicos e quimicos (OLIVEIRA
etal., 2011).

Estudos afirmam que o aumento do limiar mecéanico secundario pode demonstrar
diminuicdo do quadro de hiperalgesia, 0 que indicaria 0 aumento na resposta dolorosa no
140 e 21° dia do grupo CHI/SF. O desencadeamento da cascata inflamatoria pode justificar
este achado. Apesar disso, ndo foi encontrada diferenca estatistica entre os periodos de
avaliacdo ou entre os grupos, indicando que a utilizacdo do enxerto CHI/SF n&o induziu
um processo inflamatério significativo (p>0,05) (BERTOLINI et al., 2012; DE TONI et

al., 2015).

3.2 Laténcia de retirada da pata
Durante a analise da hiperalgesia térmica (figura 04), observou-se que o
comportamento recorrente dos animais avaliados foi o de lamber ou agitar a pata traseira

e/ou dianteira em todos 0s grupos, independente do periodo de anélise.

14
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Figura 04 — Laténcia de retirada da pata dos grupos controle e
CHI/SF no pre-cirargico (dia zero), 7°, 14 e 21° dias de pés-
operatério (Dados apresentados por média e erro padrdo da média,

p>0,05, entre os periodos analisados).

O tempo para realizacdo dessa resposta no pré-operatério foi de 6,73+2,82s no
grupo controle e 7,02+1,23s no grupo CHI/SF (p=0,95). No 7° dia de p6s-operatorio houve
um aumento no tempo de reacdo nos grupos analisados em comparacdo ao periodo pré-
operatério. Percebe-se que a laténcia retornou a valores proximos do pré-operatério em
ambos os grupos no periodo de 21 dias, sugerindo o retorno a sensibilidade basal. Além
disso, quando comparado o grupo controle com o grupo submetido a enxertia, observou-se
que o comportamento dos animais frente a esse pardmetro analisado se manteve
semelhante estatisticamente (p=0,92).

Segundo Tembhurne; Sakarkar (2011), o aumento da laténcia de retirada da pata
pode indicar inibicdo da sensibilidade dolorosa térmica, atribuida a possiveis danos

nervosos. A auséncia de diferenca estatistica entre o grupo controle e o grupo experimental

15



sugere que o aumento do limiar de hiperalgesia térmica do grupo CHI/SF no periodo de 14
dias pode ter sido consequéncia do procedimento cirdrgico, e ndo da implantacdo do

enxerto 3D testado.

3.3 Forca muscular

Por fim, o dltimo pardmetro analisado foi o da forca muscular, através do Grip
Strength Meter (Insight®, S3o Paulo, Brasil) (figura 05). Os grupos foram considerados
homogéneos no periodo pré-cirdrgico (p=0,99), mas apds o 7° dia de analise houve
aumento da forca de preensdo em ambos, com diferenca significativa em relacdo a primeira
analise (p=0,02). Esse aumento da média foi mantido no 14° e no 21° dia, nos dois grupos,

comparando-se ao pré-cirurgico.

14000 — —o— Controle
—o— CHI/SF

=

10000

8000 %

6000 -— . : . : . : .

Forga muscular (Mn)

Figura 05 — Forca muscular dos grupos controle e CHI/SF no pré-
cirlrgico (dia zero), 7°, 14 e 21° dias de pds-operatdrio (Dados
apresentados por média e erro padrdo da média, *p<0,05, entre o pré-

cirrgico e 0 7°, 14° e 21° dias).
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Além disso, observa-se que ndo ha diferenca estatistica quando comparado o grupo
controle ao grupo experimental, em todos os periodos de avaliacdo, mostrando que a
utilizacdo do enxerto ndo influencia nos resultados desse parametro (p>0,05).

Tembhurne; Sakarkar (2011) compararam a forca de preensao entre ratos normais e
diabéticos, e relataram que a reducdo da forca de preensdo indicava fraqueza muscular e
inducdo de neuropatia. No presente estudo, ndo houve reducdo da forca de preensdo das
quatro patas, o que pode indicar a manutencdo da integridade neuromuscular, mesmo apds
0 procedimento cirurgico.

Segundo Elliott et al (2010) a amplitude de forca gerada em testes comportamentais
pode ser influenciada pelo nivel de citocina no organismo do animal, em decorréncia de
um processo inflamatdrio. Além disso, eles afirmam que o aumento de macréfagos e
citocinas, dentre outros fatores, estaria relacionado a alteracéo da sensibilidade mecanica e
reducdo da forca de preensdo. Esse dado corrobora com o encontrado na avaliacdo do
limiar de retirada da pata, onde se deduziu que a aplicacdo do enxerto 3D ndo levou a um
processo inflamatorio significativo. Na avaliagdo da forca muscular, os animais
apresentaram aumento da média da forca de preensdo. A auséncia da reducdo do
desempenho neste teste e comportamento similar entre grupos indica que o nivel de
inflamacéo gerado pela cirurgia e aplicacdo do enxerto ndo foi suficiente para afetar a forca

muscular dos animais.
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4 CONCLUSAO

Os resultados evidenciaram a semelhanca estatistica entre os grupos controle e
CHI/SF, independentemente do periodo de avaliagdo. Esse achado indica que a utilizacdo
de enxertos 3D a base de quitosana e fibroina nao interfere significativamente no controle
sensorio-motor de ratos ap0s o procedimento cirargico realizado, apresentando potencial
para aplicabilidade in vivo. Sugere-se que outros tipos de enxertos e outras técnicas de

avaliacdo sejam utilizados para reafirmar os achados desse trabalho.
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