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APRESENTAÇÃO 

O conhecimento científico é extremamente importante na vida do ser humano e 
da sociedade, pois possibilita entender como as coisas funcionam ao invés de apenas 
aceita-las passivamente. Mediante o conhecimento científico é possível provar muitas 
coisas, já que busca a veracidade através da comprovação. 

Sendo produzido pela investigação científica através de seus procedimentos, 
surge da necessidade de encontrar soluções para problemas de ordem prática da vida 
diária e para fornecer explicações sistemáticas que possam ser testadas e criticadas 
através de provas. Por meio dessa investigação, obtêm-se enunciados, leis, teorias 
que explicam a ocorrência de fatos e fenômenos associados a um determinado 
problema, sendo possível assim encontrar soluções ou, até mesmo, construir novas 
leis e teorias.

Possibilitar o acesso ao conhecimento científico é de suma importância para a 
evolução da sociedade e do ser humano em si, pois através dele adquirem-se novos 
pontos de vista, conceitos, técnicas, procedimentos e ferramentas, proporcionando o 
avanço na construção do saber em uma área do conhecimento. 

Na engenharia evidencia-se a relevância do conhecimento científico, pois o seu 
desenvolvimento está diretamente relacionado com o progresso e disseminação deste 
conhecimento. 

Neste sentido, este E-book, composto por dois volumes, possibilita o acesso 
as mais recentes pesquisas desenvolvidas na área de Engenharia, demonstrando a 
importância do conhecimento científico para a transformação social e tecnológica da 
sociedade.

Boa leitura!

Marcia Regina Werner Schneider Abdala
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MEMBRANAS MICROFIBROSAS DE POLI (L-ÁCIDO 
LÁCTICO) (PLLA) PARA REPARO ÓSSEO

CAPÍTULO 3

Bárbara Etruri Ciocca 
Universidade de Campinas, Faculdade de 

Engenharia Química, Campinas – São Paulo

RESUMO: O poli(L-ácido láctico) (PLLA) é um 
polímero bem estabelecido e consagrado na 
literatura. É amplamente utilizado em diversas 
áreas, principalmente na área médica como 
biomaterial, uma vez que possui propriedades 
satisfatórias como biocompatibilidade, 
biodegradabilidade, e seu baixo custo quando 
comparado a outros polímeros. Desta forma, o 
presente trabalho teve como principal objetivo 
discutir sobre a fabricação microfibras da 
PLLA através do processo de rotofiação tendo 
em vista sua aplicação para reparo ósseo. 
A rotofiação é um processo que consiste 
em formar fibras de uma solução polimérica 
através da alta velocidade de rotação gerada 
pelo equipamento. Como resultados são 
demonstradas micrografias eletrônica de 
varredura (MEV) para avaliar sua morfologia de 
superfície. Testes in vitro de Live/Dead e MTT(3-
(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difenil brometo de 
tetrazolina) foram realizados com a linhagem 
celular osteoblástica, para avaliar a capacidade 
das membranas serem utilizadas na engenharia 
de tecidos através da sua interferencia na 
viabiliddade celular. Os resultados obtidos 
foram promissores, demonstrando que as 

membranas de PLLA são biocompatíveis, 
podendo ser utilizadas para reparo ósseo.
PALAVRAS-CHAVE: Biomaterial, Poli (L-ácido 
láctico), rotofiação, testes in vitro.

ABSTRACT: Poly(L-lactic acid) (PLLA) is a well-
established polymer in the literature. It is widely 
used in several areas, mainly in the medical field 
as biomaterial, since it has satisfactory properties 
such as biocompatibility, biodegradability, and its 
low cost when compared to other polymers. In 
this way, the main objective of the present work 
was to discuss the microfiber production of PLLA 
through the Rotary jet spinning process with a 
view to its application for bone repair. Rotary 
jet spinning is a process that consists in fibers 
formation of a polymer solution through the high 
speed of rotation generated by the equipment. 
As results are demonstrated scanning electron 
micrographs (SEM) to evaluate their surface 
morphology. In vitro assays as Live/Dead and 
MTT(3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl 
tetrazoline bromide) were performed with the 
osteoblastic cell line, to evaluate the ability of the 
membranes to be used in the tissue engineering 
through its interference in cellular viability. The 
results obtained were promising, demonstrating 
that PLLA membranes are biocompatible and 
can be used for bone repair.
KEYWORDS: Biomaterial, in vitro assays, Poli 
(L-lactic acid), Rotary jet spinning.
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1 | 	INTRODUÇÃO

Os altos índices de acidentes de trânsito e de trabalho, o aumento da expectativa 
de vida da população, e o alto custo de próteses disponíveis no mercado atualmente, 
estimulam o campo da engenharia tecidual. Devido à doenças relacionadas ao 
envelhecimento, como osteoporose, e o grande número de acidentes que envolvem 
traumas, onde o uso de implantes não removíveis se fazem necessários, encontra-
se um campo a ser explorado, uma vez que há possibilidade de produção de novos 
dispositivos médicos que consigam desempenhar um papel temporário no corpo 
humano, restaurando a funcionalidade do órgão.

A engenharia tecidual busca o desenvolvimento de novos materiais e o 
aprimoramento dos materiais já existentes para a melhoria da qualidade de vida da 
população, esses materiais são conhecidos como biomateriais (Pinto et al., 2009).

Os biomateriais podem ser metálicos, cerâmicos, poliméricos ou uma combinação 
entre eles. Dentre os biomateriais poliméricos, o poli (L-ácido láctico) vem ganhando 
destaque na área médica devido às suas características como biocompatibilidade, 
biodegradabilidade e baixo custo quando comparado a outros materiais (Pongtanayut 
et al., 2013; Zhang et al., 2005). 

O poli (L-ácido láctico) (PLLA) é um poliéster termoplástico que pode ser obtido 
através de fontes renováveis de obtenção do ácido láctico, por exemplos, através do 
processo de fermentação de bactérias de vegetais ricos em amido, como beterraba, 
milho, cana-de-açúcar e mandioca, tornando o PLLA biodegradável. Em contato com o 
corpo humano, o PLLA é hidrolisado em ácido láctico, que sob condições aeróbicas é 
metabolizado em água e dióxido de carbono e, finalmente, é excretado pelo organismo. 
Embora não ponha em perigo o corpo humano, o PLLA é frágil e rígido, limitando as 
áreas de aplicação (Ciocca, 2017; Nair & Laurencin, 2007).

 Desta forma o PLLA possui diversas aplicações como nas áreas da saúde 
como, sistemas de liberação controlada de fármacos, curativos para feridas, produtos 
cicatrizantes, implantes cirúrgicos, implantes ortopédicos, scaffolds biorreabsorvíveis, 
entre outros (Murariu & Dubois, 2016; Narayanan et al., 2016).

Estudam-se cada vez mais métodos para obtenção de fibras de escalas que 
variam de micro à nanométricas, uma vez que a afinidade e adesão celular em poros 
nessas escalas é mais favorável. A rotofiação é uma técnica simples de produção de 
fibras através de uma solução polimérica e alta velocidade de rotação do equipamento.

Para o desenvolvimento de biomateriais para a engenharia tecidual, são 
necessários testes preliminares com culturas de células – conhecidos como testes in 
vitro. Estes testes buscam desenvolver sistemas que se assemelham ao máximo com 
o ambiente natural das células, onde todas as condições as quais as células estão 
expostas são controladas, como temperatura, saturação de oxigênio, pH, ambiente 
estéril, entre outras.

O tecido ósseo é um tipo de tecido conjuntivo especializado, composto de células 
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e matriz óssea. As células presentes no tecido ósseo são osteoblastos, osteócitos 
e osteoclastos. As células jovens no tecido ósseo são chamadas de osteoblastos e 
são responsáveis pela síntese de componentes orgânicos da matriz óssea, tais como 
colágeno tipo I, proteoglicanos e glicoproteínas (Junqueira & Carneiro, 2013).

Osteoblastos são o componente mais abundante dos ossos, sendo assim o 
principal componente do esqueleto. O esqueleto humano consiste em mais de 200 
ossos de diferentes formas, tamanhos e composições, serve como suporte de tecido 
mole e protege órgãos vitais como a medula óssea. Os ossos estão conectados por 
várias articulações que permitem a execução de movimentos e garantem estabilidade 
ao corpo (Brito, 2013; Sikavitsas et al., 2001).

Os ossos funcionam como um depósito de íons, que são armazenados ou 
liberados de forma controlada, a fim de manter a concentração constante nos fluidos 
corporais. Eles podem absorver toxinas e metais pesados de forma a reduzir os efeitos 
desses componentes em outros tecidos do corpo (Junqueira & Carneiro, 2013). 

Os órgãos, ossos, são extremamente organizados que possuem uma estrutura 
complexa. Quando exposto a fraturas, são capazes de se remodelarem e se 
reconstruírem, mas essa habilidade natural é reduzida quando o trauma é grave como 
fraturas expostas, exigindo intervenção cirúrgica com auxílio de suporte sintético 
(Hing, 2004).

Sendo assim, o presente trabalho tem a proposta de avaliar membranas fibrosas 
de PLLA rotofiadas biocompatíveis para aplicação na engenharia tecidual, com objetivo 
de reparar o tecido ósseo que possa ter sofrido algum tipo de dano.

2 | 	MATERIAIS E MÉTODOS

Foram feitas micrografias de superfície da membrana produzida, utilizando-se 
microscópio eletrônico de varredura modelo Leo 440i, com uma tensão de 20 kV e 
corrente de 100 pA. A membrana foi recorberta com ouro com metalizador Sput Coater 
EMITECH K450 com corrente de 600pA.

Foram realizados os teste in vitro (MTT e Live/Dead) com a linhagem celular 
osteoblástica M3CT3-E1 subclone 14 (CRL 2594TM) adquiridas junto à ATCC 
(American Type Cuture Collection; Manassas, VA, EUA), com tempo de 24, 48 e 
72 horas. A escolha desta linha foi feita para analisar o comportamento das células 
em contato com o biomaterial, para investigar o potencial do biomaterial como um 
substituto ósseo.

As células foram inoculadas na concentração de 5x104 células/mL em placas de 
96 poços (Corning Costar Corporation, Cambridge, MA, USA) para a realização do 
ensaio MTT e uma suspensão com 8x104 células/mL em placas de 24 poços para o 
ensaio Live/Dead®. As placas foram mantidas em incubadora de CO2 a 37°C por 24 
horas. Foi utilizado como controle positivo de toxidade (CPT) uma solução de meio 
MEM-alfa, suplementado com 10% de fenol. Como controle negativo de toxidade 
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(CNT) foi adotado o meio MEM-alfa.
Após período de cultivo o PLLA e o meio de cultura foram retirados dos poços 

e estes foram lavados com 200 μL de PBS. O MTT foi diluído em meio MEM-alfa em 
uma concentração de 0,5 mg/mL, e em seguida, 200 μL da solução foi adicionada nos 
poços e a placa mantida no escuro em incubadora de CO2 por 4 horas a 37°C. Após 
este período, a solução de MTT foi descartada, 200 μL de sulfóxido de dimetilo foi 
adicionado e a placa mantida em agitação por 30 minutos em temperatura ambiente. 
A densidade óptica das células viáveis foram acessadas por meio de leitura de 
absorbância em leitor de Microplacas (Microplate Reader F5, Molecular Probes) em 
comprimento de onda de 595 nm.

Para a obtenção de imagens por microscopia de fluorescência, as células foram 
marcadas com kit específico (Live/Dead® Viability cytotoxicity) com verde fluorescente 
(480/500 nm excitação) e vermelho fluorescente iodeto de propídeo (490/638 nm 
excitação). As células foram incubadas em solução contendo 2 μm de iodeto de 
propídeo e 2 μm de calceína AM por 30 minutos a 37°C para a marcação de células 
viáveis e não viáveis. Após período de incubação as células foram observadas em 
microscópio com filtros de fluorescência (Nikon E800).

3 | 	RESULTADOS E DISCUSSÃO

Buscando analisar a superfície da membrana fibrosa de PLLA rotofiada e das 
fibras contidas na membrana, tem-se a Figura 1, que representa as imagens das 
micrografias eletrônicas de varredura.

Pode-se observar que na Figura 1, as fibras estão distribuídas de forma alinhada. 
De forma geral as fibras possuem o pouca variação de diâmetro podendo este ser 
considerado praticamente constante. Pode-se observar que as fibras não contém 
defeitos como poros ou calosidades (beads), este é um aspecto desejável nas fibras, o 
que confirma que a concentração da solução e a velocidade utilizada no equipamento 
de rotofiação eram ideais.

Figura 1 - Micrografias eletrônicas de varredura das fibras obtidas.
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A viabilidade das células foi medida pelo teste MTT, e está representada na 
Figura 2 em termos de densidade óptica média. Os resultados de viabilidade celular 
obtidos mostram que o CPT teve uma absorbância baixa, uma vez que as células 
estavam mortas devido a toxicidade do meio, e o CNT teve uma alta absorbância, uma 
vez que a maior parte das células cultivadas neste meio se encontravam viáveis. O 
valor obtido para absorbância das células em contato com o PLLA se assemelhou ao 
comportamento do CNT.

Figura 2 - Viabilidade celular pelo método MTT das células e seus respectivos controles CPT e 
CNT.

As imagens da viabilidade celular por meio do ensaio Live/Dead obtidas por 
microscópio invertido de fl uorescência estão representadas na Figura 3, onde as 
imagens representam as células em contato com a membrana produzida por 24, 48 
e 72 horas. Nos três tempos de análise a morfologia das células é semelhante, a 
maioria das células se encontravam vivas (verdes). Desta forma pode-se admitir que a 
membrana produzida não apresenta toxicidade as células osteoblásticas.

Figura 3 – Imagens do ensaio Live/Dead das células M3CT3-E1 cultivadas com a membrana de 
PLLA rotofi ado para os tempos de 24, 48 e 72 horas.
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4 | 	CONCLUSÕES

Os resultados obtidos na análise mostraram que a superfície das membranas 
é favorável à adesão celular devido a não existência de defeitos ao longo das fibras. 
Através da análise da morfologia de superfície foi possível confirmar que a concentração 
da solução produzida e a velocidade do equipamento de rotofiação foram ideias para 
as condições de obtenção da membrana.

Com os testes e ensaios in vitro com cultura celular osteoblástica, foi possível 
confirmar que as membranas não são tóxicas uma vez que não interferiram na 
viabilidade celular. Sendo assim, as membranas produzidas por rotofiação com PLLA 
tem potencial para serem utilizadas para reparo ósseo.
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