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APRESENTAÇÃO

Encerramos nesse quinto volume a coleção “A Produção do Conhecimento nas 
Ciências da Saúde”, com um sentimento de gratidão e dever cumprido ao apresentar 
uma diversidade de pesquisas sólidas e de amplo espectro fomentando o conhecimento 
na área das Ciências da Saúde. 

Tendo em vista todo conhecimento apresentado nesta coleção, finalizamos o 
trabalho apresentando de forma mais multidisciplinar possível trabalhos científicos na 
interface de estudos ligados à saúde.

Apresentamos de forma ampla conceitos atuais em pesquisas desenvolvidas com 
os temas psico-oncologia, qualidade de vida biopsicosocial, perfis epidemiológicos, 
práticas integrativas, automedicação, novos tratamentos, promoção e educação em 
saúde, biotecnologias em saúde, diagnóstico, sistema de saúde pública, fatores de 
risco, nanotecnologia, além de revisões e estudos de caso, que poderão contribuir 
com o público de graduação e pós graduação das áreas da saúde.	

O profissional da saúde atual precisa cada vez mais estar conectado com as 
evoluções e avanços tecnológicos. Além disso é necessário um comprometimento 
com o conhecimento, pois esse avança à passos largos dentro das pesquisas em 
saúde, já que descobertas e publicações de alto impacto são diárias e trazem conteúdo 
aprimorado e de relevância, assim a leitura de fontes que possam ir além da área 
específica de atuação são extremamente importantes. Como objetivo central deste 
volume desejamos que o leitor tenha essa possibilidade em um único volume podendo 
transitar de diversas formas nas áreas afins.

Assim, reforçamos a importância do aprendizado contínuo do profissional da 
saúde, e desejamos fortemente que esse material contribua para isso. O conteúdo de 
todos os volumes é significante não apenas pela teoria bem fundamentada aliada à 
resultados promissores, mas também pela capacidade de professores, acadêmicos, 
pesquisadores, cientistas e da Atena Editora em produzir conhecimento em saúde nas 
condições ainda inconstantes do contexto brasileiro. Desejamos que este contexto 
possa ser transformado a cada dia, e o trabalho aqui presente pode ser um agente 
transformador por gerar conhecimento em uma área fundamental do desenvolvimento 
como a saúde.

Dr. Benedito Rodrigues da Silva Neto
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ESTUDO DA BIOCOMPATIBILIDADE IN VIVO DE 
ARCABOUÇO DE POLI(ÁCIDO LÁTICO) (PLA) 

FABRICADOS POR IMPRESSÃO 3D PARA APLICAÇÕES 
EM ENGENHARIA TECIDUAL

CAPÍTULO 14
doi

Marianna de Oliveira da Costa Maia Pinto
Programa de Engenharia Metalúrgica e de 

Materiais/COPPE, Universidade Federal do Rio 
de Janeiro, Rio de Janeiro (RJ)

Mônica Diuana Calasans Maia
Faculdade de Odontologia, Universidade Federal 

Fluminense, Rio de Janeiro (RJ)

Rossana Mara da Silva Moreira Thiré
Programa de Engenharia Metalúrgica e de 

Materiais/COPPE, Universidade Federal do Rio 
de Janeiro, Rio de Janeiro  (RJ)

RESUMO. Técnicas de impressão 3D tem sido 
aplicadas na Engenharia Tecidual para produzir 
arcabouços porosos, com geometrias complexas 
e porosidade controlada. Poli(ácido lático) 
(PLA) é um polímero sintético biodegradável, 
sendo amplamente utilizado na fabricação de 
arcabouços.O objetivo deste trabalho é avaliar 
a biocompatibilidade in vivo de arcabouços de 
PLA obtidos por impressão 3D pela técnica 
de deposição de material fundido (FDM) para 
aplicações na Engenharia Tecidual. Modelos 
digitais cúbicos com orientação de camada 
de 0-90° foram impressos com filamento 
de PLA comercial em impressora FDM. Os 
biomateriais foram implantados usando o 
modelo de biocompatibilidade em subcutâneo 
de ratos. Resultados de Live/Dead indicaram 
que o filamento de PLA possui boa viabilidade 

celular in vitro, apesar de conter aditivos 
comerciais. Resultados da biocompatibilidade 
in vivo mostraram que os arcabouços foram 
completamente envolvidos pelas células do 
tecido subcutâneo. 
PALAVRAS-CHAVE: PLA, biocompatibilidade, 
impressão 3D, FDM, Engenharia Tecidual. 

ABSTRACT. 3D printing techniques have been 
employed in Tissue Engineering to produce 
porous scaffolds with complex geometries and 
controllable porosity. Poly (lactic acid) (PLA) is a 
biodegradable, synthetic polymer that has been 
widely used for scaffolds fabrication. The aim of 
this work was to evaluate in vivo biocompatibility 
of PLA scaffolds obtained by 3D printing via 
fused deposition modeling (FDM) technique for 
applications in Tissue Engineering. Cubic digital 
models with layer orientation of 0-90° were 
printed with commercial PLA filament  in a FDM 
printer.. The biomaterials were implanted using 
animal model subcutaneous mice. Live/dead 
results indicated that PLA filament had good 
in vitro cell viability, despite having commercial 
additives. In vivo biocompatibility results showed 
that scaffolds were completely surrounded by 
subcutaneous tissue cells. 
KEYWORDS: PLA, biocompatibility, 3D printing, 
FDM, tissue engineering. 
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1 | 	INTRODUÇÃO

O tratamento de lesões ósseas causadas por traumas ou tumores é de grande 
preocupação na cirurgia ortopédica, uma vez que casos de fraturas ósseas têm 
aumentado consideravelmente. Problemas decorrentes de doenças degenerativas, 
fragilidade dos ossos, acidentes automobilísticos, anomalias no desenvolvimento, 
entre outros, levam à perda das funções normais do tecido ósseo. Tais perdas vêm 
sendo consideradas uma questão de saúde preocupante em todo o mundo, gerando 
um aumento dos gastos no setor de saúde. 

Estudos têm sido desenvolvidos para a produção de materiais sintéticos nos 
últimos anos, como substitutos do tecido ósseo, para o tratamento de fraturas ósseas. 
Tais materiais podem ser fabricados de diferentes formas, sendo essencial que o 
implante tenha excelente propriedade mecânica e desempenho biológico sem risco 
de transferência de doenças e infecções. Polímeros sintéticos são interessantes 
pela possibilidade do controle das propriedades, como a taxa de degradação e a 
resistência mecânica na sua fabricação. Eles podem ser transformados em estruturas 
com características favoráveis ao crescimento do tecido. 

O poli(ácido lático) um polímero sintético termoplástico, biodegradável, 
biocompatível, possui plasticidade térmica e mecânica, que são propriedades 
adequadas para tal finalidade. Possui inúmeras aplicações na área biomédica, incluindo 
suturas, fabricação de peças ortopédicas, microesferas para liberação controlada de 
fármacos e suporte para regeneração de tecido.

Tecnologias de impressão 3D têm sido adaptadas para a fabricação de arcabouços 
(scaffolds) visando aplicações na Engenharia Tecidual. Uma delas é a modelagem por 
deposição de material fundido - FDM (Fused Deposition Modeling), onde filamentos 
termoplásticos são fundidos pelo aquecimento da cabeça de impressão e guiados por 
um dispositivo robótico acoplado ao computador, para imprimir a peça 3D de acordo 
com um modelo digital pré-estabelecido [O’Brien et al, 2014; Melchels et al, 2012]. 
Quando comparada a outras técnicas de manufatura aditiva, a FDM não requer a 
utilização de solventes e oferece grande facilidade na manipulação e processamento 
do material [Zein et al, 2002]. Imagens de tomografia computadorizada (CAD) podem 
ser utilizadas como modelo digital para fabricação de arcabouços via impressão 
3D, sendo a fabricação específica e individual para o paciente. Com isso, espera-se 
reduzir o período de internação e , consequentemente, o risco de infecção e os gastos 
financeiros do Sistema Único de Saúde (SUS).

É necessário compreender a reatividade do material em modelos animais antes 
da aplicação clínica.  Necessita-se avaliar a interação dos tecidos e a resposta celular do 
polímero. Um dos métodos amplamente utilizados para avaliar a biocompatibilidade do 
material é a implantação destes materiais em tecido conjuntivo subcutâneo de animais 
de laboratório [Belladonna et al, 2014].  Este novo biomaterial poderá ser estudado 
clinicamente, no futuro, em processos cirúrgicos em engenharia tecidual óssea. Isto 
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minimizaria a morbidade e os custos inerentes ao uso do enxerto autógeno; sendo 
também uma alternativa ao enxerto alógeno e diminuindo as chances de causarem 
reações imunológicas.

O objetivo deste trabalho foi avaliar a biocompatibilidade in vivo de arcabouços 
de poli(ácido lático) (PLA) fabricados por modelagem por fusão e deposição (FDM), 
uma das tecnologias de Impressão 3D, visando sua aplicação na engenharia tecidual. 
Para este fim, os biomateriais foram implantados em subcutâneos de camundongos 
(Norma ISO 10993-6: Biological evaluation of medical devices - Part 6: Tests for local 
effects after implantation).

2 | 	MATERIAIS E MÉTODOS

2.1	Material 

O material utilizado como matéria-prima para a produção dos arcabouços foi 
o poli (ácido lático) (PLA), obtido comercialmente na forma de filamento com 1,75 
mm de diâmetro fabricado pela eSun (China), lote 20150427-5, adquirido da empresa 
Comercial Sazobras Ltda. 

2.2	Confecção dos modelos 3D, conversão e slicer

Os modelos computacionais (CAD) foram desenvolvidos no programa Solidworks® 
versão 2014. Modelos cúbicos com orientação de camada 0°-90º foram construídos. 
Os projetos foram feitos com filamentos de 0,30 mm de diâmetro e distância entre os 
filamentos de 0,68 mm. 

2.3	Fabricação dos arcabouços via FDM

A impressão foi realizada na Impressora 3D Cloner (Microbrás, Brasil). As peças 
foram impressas com temperatura de extrusão da cabeça de impressão ajustada em 
220 °C, altura da camada impressa de 0,3 mm, velocidade de preenchimento de 60 
mm/s e padrão de preenchimento linear.

2.3.1	Hidrólise dos arcabouços com solução de NaOH

Os arcabouços foram hidrolisados utilizando solução de NaOH 1M, aquecidos 
a 65°C por 30 minutos. Após esta etapa, os arcabouços foram lavados com água 
destilada sob agitação a temperatura ambiente, duas vezes por 20 minutos. Os 
arcabouços foram secos a temperatura ambiente por 24h. A hidrólise das superfícies 
dos arcabouços impressos foi realizada com o intuito de aumentar o número de sítios 
ativos para ligação celular aos biomateriais, além de servir para remover possíveis 
filamentos não projetados presentes na peça.
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2.4	Microscopia Óptica (MO) e Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV)

A microscopia óptica nos permitiu analisar a morfologia das amostras impressas, 
na faixa milimétrica e macrométrica, observando a deposição do filamento e disposição 
das camadas impressas. O equipamento utilizado foi o microscópio estereoscópio 
COLEMAN NSZ-405, acoplado a uma câmera SONY Cyber-shot DSC. 

Por meio da microscopia eletrônica de varredura (MEV) foi possível a avaliação 
da morfologia e a interconexão dos filamentos das peças impressas. O equipamento 
utilizado foi o JEOL JSM 6460-LV. As amostras foram fixadas em um suporte de alumínio 
com cola prata, recobertas com uma fina camada de ouro para evitar carregamento 
elétrico e as micrografias foram obtidas utilizando-se uma voltagem de aceleração de 
15 kV. 

2.5	Citotoxicidade 

Para atestar a viabilidade biológica do material comercial utilizado, foi realizado 
o teste de citotoxicidade in vitro, a fim de garantir que não houvesse rejeição nos 
testes in vivo. A análise utilizada foi a citotoxicidade direta, através do método Live/
Dead. Estes ensaios foram realizados no Laboratório de Nano Biomateriais & Cultura 
Celular, situado no Centro Brasileiro de Pesquisas Físicas (CBPF). 

Linhagens celulares de MC3T3-E1 subclone 4, células isoladas da calvária de 
camundongos C57BL/6 (ATCC CRL 2523), foram cultivadas nos substratos contendo 
arcabouço de PLA e nos respectivos controles na densidade de 2,5 x 104 células/
arcabouço por 48h. Como controle negativo, células viáveis foram cultivadas em 
lamínulas de vidro (C-) e como controle positivo, células viáveis permaneceram por 
2h em contato com 10% de dimetil sulfóxido DMSO (C+). Após 48 horas em contato 
com o material, as amostras foram processadas em condições controladas para evitar 
a morte de células vivas em contato com o material de análise, marcadas em solução 
composta com [3 μM] de etídio (EthD-1) e [6 μM] de calceína (Ca) durante 30 min a 
37 °C. 

As imagens foram adquiridas em microscópio invertido Axio Observer A1, em 
amostras excitadas com fonte HXP ao atravessar filtros específicos (band pass). Foi 
utilizado o software ZEN black edition (magnificação, 100x e 200x). A classificação dos 
resultados se deu da seguinte maneira: células viáveis foram marcadas em verde e 
células mortas foram marcadas em vermelho.

2.6	Ensaio de Biocompatibilidade in vivo 

Seis camundongos Balb-c, machos, pesando entre 20 a 30 gramas, foram 
distribuídos, aleatoriamente, em três períodos experimentais, com dois animais em 
cada período. Os animais foram eutanasiados após 1, 3, 9 semanas, de acordo com 
a norma ISO 10993-6, para remoção do subcutâneo contendo os biomateriais. As 
amostras foram processadas histologicamente e coradas com Hematoxilina e Eosina 
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(HE) para avaliação da biocompatibilidade.
Este estudo foi realizado no Laboratório e Experimentação Animal (LEA) do 

Núcleo de Animais de Laboratório (NAL) da Universidade Federal Fluminense (UFF). 
Antes e após o período experimental os animais foram mantidos em mini-isoladores e 
alimentados com ração peletizada e água à vontade. Os mini-isoladores foram forrados 
com maravalha trocada diariamente. A temperatura ambiente foi mantida entre 16 e 
20°C, por ser ideal para o crescimento dos ratos e o controle de fotoperíodo de 12 
horas claro e 12 horas escuro, foi estabelecido para proporcionar o ciclo metabólico 
correto.

2.6.1	Procedimentos cirúrgicos 

Previamente à realização dos procedimentos cirúrgicos, os animais foram 
anestesiados e sedados, por meio de injeção intramuscular de 75mg/kg de Quetamina 
(cloridrato de cetamina, Veltbrands, Brasil) e 1,5ml/kg de Rompun (xilazina, Veltbrands, 
Brasil), respectivamente.

Após a certificação de que o animal estava sedado e anestesiado, foi realizada 
a tricotomia do dorso dos animais. Em seguida, foi feito uma incisão cutânea retilínea 
de 1cm na região no dorso do animal seguida de divulsão da pele da fáscia muscular 
expondo a tela subcutânea para inserção de um arcabouço de PLA na região 
subcutânea. Logo após, foi feita a sutura com fio de nylon 5-0 (Ethicon®) e antissepsia 
com gaze e solução de clorexidina 2%.

2.6.2	 Etapa Laboratorial

2.6.3	Obtenção dos espécimes e Processamento histológico

Decorridos os períodos experimentais os animais foram eutanasiados mediante 
aplicação de dose letal de anestésico geral (Tiopental 150 mg/Kg). Em seguida, as 
amostras teciduais foram coletadas e fixadas em formol tamponado a 4% (pH=7,4) e 
encaminhada para o processamento histológico de rotina. Após 48 horas de fixação, 
os espécimes foram lavados em água corrente por uma hora e incluídos em resina 
epon. Ao final do processamento pelo sistema EXAKT, as amostras tinham 30µm 
de espessura e foram coradas com azul de Toluidina para a avaliação histológica 
descritiva, e analisados por microscopia de luz. 

Em alguns cortes histológicos, devido a dificuldade no embutimento da peça 
histológica, houve a necessidade de remover o PLA implantado para processamento 
histológico. Tais cortes foram corados com Tricrômico de Masson para avaliação 
histológica. 
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3 | 	RESULTADOS E DISCUSSÃO

3.1	Microscopia Óptica (MO) e Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) 

A morfologia dos arcabouços produzidos foi avaliada por microscopia óptica, 
como mostrado na Figura 1. 

Figura 1: Microscopia ótica do arcabouço de PLA. 

Por meio da avaliação das imagens obtidas, concluiu-se que os arcabouços 
impressos apresentaram morfologia compatível com o modelo CAD projetado, sendo 
uma vantagem da técnica de FDM, pois é possível a criação de estruturas com 
geometrias de poros e porosidade controláveis e reprodutíveis. 

A Figura 2 mostra a imagem do arcabouço de PLA obtida por MEV.  

Figura 2: Micrografia do arcabouço de PLA. 

A imagem mostrou a disposição e deposição do filamento das peças de PLA com 
orientação 0-90°, evidenciando que a morfologia obtida foi compatível com o modelo 
CAD projetado. 

A estrutura fisiológica do tecido ósseo nativo é inerentemente heterogênea e 
complexa. A porosidade de um biomaterial interfere diretamente na regeneração tecidual 
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óssea, pois os poros tem a função de possibilitar a migração e a proliferação celulares, 
possibilitando o aporte de nutrientes no interior do arcabouço e consequentemente, 
a vascularização. O tamanho de poros dos arcabouços foi de 380 μm (em média), 
porosidade adequada para o estudo de invasão tecidual. 

3.2	Experimentos in vitro (teste de citotoxicidade)

A citotoxicidade do filamento comercial foi analisada pelo teste live/dead. As 
imagens da análise da viabilidade celular são apresentadas na Figura 3. 

Figura 3. Análise de viabilidade de células aderidas à superfície dos materiais por kit de 
detecção (live/dead) após 48h em contato com o material (n = 2). Controle negativo (C-) 

equivale a células aderidas em substrato de vidro e controle positivo representado por células 
aderidas em vidro e expostas por 2h ao DMSO. Células viáveis podem ser observadas em 

verde e células comprometidas em vermelho.

Em uma análise qualitativa das células visualizadas, os resultados indicam que 
não há indícios de toxicidade celular após a interação com o material. Tais resultados 
são interessantes, pois, mesmo com aditivos provenientes de pigmentos utilizados 
na fabricação do filamento, o material não se mostrou tóxico para as células. Sendo 
assim, tal teste foi importante para comprovar a viabilidade in vitro e permitir continuar 
os estudos de biocompatibilidade em subcutâneo e posteriormente estudos in vivo via 
modelos de defeito não crítico e crítico em calvária de rato. 

3.3	Experimentos in vivo (Ensaio de Biocompatibilidade)

Resultados in vivo mostraram que o arcabouço estava completamente rodeado 
por células do tecido subcutâneo, com fibroblastos em contato direto com o biomaterial 
mesmo com apenas uma semana de implantação (A) (Figura 4). 
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Figura 4. Microscopia ótica de corte transversal do ensaio de biocompatibilidade do PLA em 
três tempos de experimento: uma semana (A), três semanas (B) e nove semanas (C). A área (*) 

corresponde ao PLA que foi implantado in vivo, retirado para processamento histológico. 

Foi possível observar que o PLA foi envolvido por tecido conjuntivo frouxamente 
arranjado, com escasso infiltrado inflamatório mononuclear (Figura 5). 

Figura 5. Microscopia ótica do ensaio de biocompatibilidade do PLA em três tempos de 
experimento: uma semana (A), três semanas (B) e nove semanas (C). A área (*) corresponde 

ao PLA que foi implantado in vivo, retirado para processamento histológico. 

Com as imagens obtidas, pode-se concluir que o PLA obtido comercialmente não 
apresenta toxicidade e tem potencial para ser aplicado na engenharia tecidual óssea.  
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