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Resumo: A manufatura aditiva € um processo que comercialmente esta no
mercado desde a década de 1980, o uso médico da impressédo em 3D, tanto
real quanto potencial, pode ser organizado em varias categorias amplas,
incluindo: fabricagdo de tecidos vivos e 6rgaos; criagdo e personalizagcao
de proteses, implantes e modelos anatdémicos; e uso farmacéutico. Este
projeto de pesquisa visou a utilizagdo da tecnologia de Manufatura Aditiva
(Impressao 3D) para o desenvolvimento de biomodelos de Poliacido Latico
que foram implantados em tibias de coelhos, a fim de analisar os resultados
visando a resisténcia microbioldgica e uma possivel rejeicdo pelo sistema
imune dos animais, além de verificar clinicamente se houve diferenca no
método de esterilizagao utilizado. O método de esterilizagao foi realizado por
autoclavagem (grupo 1) ou por esterilizagdo em glutaraldeido (grupo 2). Os
materiais foram implantados na tibia de 12 coelhos da espécie (Oryctolagus
cuniculus), de ambos os sexos, sendo 6 para cada tratamento. Os resulta-
dos demonstraram presenca de edema em 66,67% do grupo 2 por meio do
método analise estatistica pelo teste de Mann-Whitney, e ocorreu, também,
o explante de um implante de cada grupo. Concluiu-se que o Poliacido Lati-
co, quando implantado em tibias de coelhos, demostrou baixo potencial de
reacao tecidual, embora dois implantes tenham explantado. Acredita-se que
a analise histopatoldgica do material implantado, assim como do osso, pode
elucidar sobre a qualidade de osteointegracdo do material.

Palavras-chave: Impressao 3D, lagomorfos, PLA.

Graft of biomodels produced in additive manufacturing with
latic polyacide in rabbit tibia

Abstract: Additive manufacturing is a process that has been commercially
on the market since the 1980, the medical use of 3D printing, both actual and
potential, can be organized into several broad categories, including: fabrica-
tion of living tissue and organs; creation and customization of prostheses, im-
plants and anatomical models; and pharmaceutical use. This research project




aimed at the use of Additive Manufacturing techno-
logy (3D Printing) for the development of Polylactic
Acid biomodels that were implanted in rabbit tibias,
in order to analyze the results aiming at microbio-
logical resistance and a possible rejection by the
immune system of the animals. animals, in addition
to clinically verifying whether there was a differen-
ce in the sterilization method used. The sterilization
method was performed by autoclaving (group 1) or
by sterilization in glutaraldehyde (group 2). The ma-
terials were implanted in the tibia of 12 rabbits of
the species (Oryctolagus cuniculus), of both sexes,
6 for each treatment. The results showed the pre-
sence of edema in 66.67% of group 2 and there was
also the explantation of an implant from each group.
It was concluded that Polylactic Acid, when implan-
ted in rabbit tibias, showed a low potential for tissue
reaction, although two implants were explanted. It
is believed that the histopathological analysis of the
implanted material, as well as the bone, can eluci-
date the quality of osseointegration of the material.

Key words: 3D printing, lagomorphs, PLA.
Introdugao

A manufatura aditiva € um processo que comercial-
mente esta no mercado desde a década de 1980
e sua tecnologia consiste na producéo de objetos
tridimensionais, a partir da deposi¢gao de variados
materiais em camadas. Proveniente das areas de
arquitetura e engenharia, cuja finalidade inicial era
a criacdo de maquetes, presentes personalizados
e protétipos industriais, a impressao 3D, consiste
na construgao de objetos fisicos a partir de mode-
los digitais feitos no computador em softwares de
desenho técnico, modelagem digital tridimensional
ou escaneamento digital. Dependendo da quali-
dade e capacidade da impressora, o resultado se
torna muito preciso e rico em detalhes (SANTOS,
2018).

Com o passar dos anos, a prototipagem rapida esta
se tornando uma descoberta impar para a evolu-
¢ao de diversas areas, como na industria, comuni-
cacgao, arte, projetos e também, mais recentemen-
te, na area da saude em planejamento cirurgico,
na criacdo de préteses e em sala de aula, para o
estudo em anatomia e produgéo de implantes (SIL-
VA e KAMINSK, 2008).

O principio dessa tecnologia baseia-se na mode-
lagem de objetos a partir de desenhos gerados
em CAD ou de dados digitalizados por varrimen-
to, conceito conhecido como Engenharia Reversa.
Assim, as impressoras 3D podem gerar o protétipo
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sem a necessidade de moldes, até mesmo para a
fixagdo, pois, a propria tecnologia cria o suporte do
objeto (RAULINO, 2011).

A impressao 3D tem alcangados areas na indus-
tria automobilistica, aeroespacial entre outras. A
tecnologia tem se expandido nos ultimos anos e
espera-se que ela também revolucione a area da
saude. O uso médico da impressao em 3D, tanto
real quanto potencial, pode ser organizado em va-
rias categorias amplas, incluindo: fabricagéo de te-
cidos vivos e 6rgaos; criacao e personalizagao de
proteses, implantes e modelos anatdmicos; e uso
farmacéutico (MATOZINHQOS et al., 2017).
Segundo Osorio et al. (2018), novas modalidades
terapéuticas na area da ortopedia e traumatolo-
gia veterinaria vem sendo desenvolvidas. Com o
avancgo tecnoldgico, o surgimento de impressoras
3D e a maior disponibilidade de materiais para a
fabricacao de dispositivos de suporte, houve um
crescimento no campo da reabilitacdo animal, sen-
do possivel oferecer novas opcdes de tratamento
acometidos por lesdes ortopédicas.

As tecnologias de Prototipagem Rapida permi-
tem a producido de proteses a baixo custo, com
maior rapidez e conforme a demanda, sendo in-
clusive capazes de criar pecas altamente comple-
xas e personalizadas. Existe uma vasta gama de
materiais que podem ser utilizados na impressao
desses modelos e, conforme o ABS (Acrilonitrila
Butadieno Estireno) e o PLA (Poliacido Latico) sao
os polimeros mais utilizados em tecnologias FDM
(MAIA, 2016).

Este projeto de pesquisa visou a utilizagdo da
tecnologia de Manufatura Aditiva (Impresséo 3D)
para o desenvolvimento de biomodelos de PLA
que foram implantados em tibias de coelhos, a fim
de analisar os resultados visando a resisténcia mi-
crobioldégica e uma possivel rejeicao pelo sistema
imune dos animais, além de verificar clinicamente
se houve diferenga no método de esterilizacao uti-
lizado.

Material e Métodos

O presente trabalho foi submetido a aprovacao
pelo Comité de Etica e Experimentacdo Animal da
Universidade de Rio Verde (UniRV), sob protocolo
N° 02/2021.

Animais

Para realizacao deste estudo, foram utilizados seis
coelhos (Oryctolagus cuniculus) da raca Nova Ze-
landia Branco, de ambos os sexos, de aproximada-
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mente seis meses de vida e massa corporal apro-
ximada de 4,5 quilogramas, oriundos do Setor de
Cunicultura da Universidade de Rio Verde.

Os animais permaneceram no Setor de Cunicultura
da Universidade de Rio Verde, em gaiolas indivi-
duais, com correntes penduradas para minimizar o
estresse, por um periodo de oito semanas. Durante
todo o experimento, os animais permaneceram nas
gaiolas individuais, receberam ragao e agua ad libi-
tum e limpeza das baias diariamente.

Escolha dos materiais

Para a confeccdo dos biomodelos foi utilizada a
Impressora 3D ZONESTAR DIY 802QR2, que pos-
sui dois bicos de extrusdo com movimentacédo nos
eixos X-Z e mesa de trabalho aquecida com movi-
mentagao no eixo Y, com a técnica de Modelagem
por Fusao de Deposicdo — FDM. Foi utilizado o fila-
mento Poliacido Latico.

Distribuicdo dos implantes

Os implantes (Figura 1) foram impressos em for-
mato de parafusos de 5 mm de comprimento e in-
seriu-se nas tibias dos coelhos com auxilio de uma
parafusadeira cirdrgica. Os implantes das tibias
direitas foram esterilizados por autoclave e os im-
plantes inseridos nas tibias esquerdas foi esterili-
zado com glutaraldeido. A distribuicao dos grupos
foi da seguinte forma:

Grupo 1, tibia direita: implante de PLA esterilizado
pela autoclave

Grupo 2, tibia esquerda: implante de PLA esterili-
zado com glutaraldeido

Implantes de PLA prontos para insergao cirurgica.

Método de esterilizagao

Para o preparo da técnica esterilizacdo pela auto-
clave, as 16 pecas (sendo 2 reservas para cada
grupo, totalizando 4 extras) foram separadas em
papel grau cirurgico, e esterilizadas em autoclave
a 160° por 30 minutos. Os 16 implantes do grupo
glutaraldeido foram imersos em glutaraldeido por 8
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horas e, antes de serem implantados nos animais,
foram lavados com agua destilada estéril, para evi-
tar a toxicidade do material ao entrar em contado
com o tecido vivo.

Fase pré-operatoéria e protocolo anestésico
Apds a constatagdo da higidez dos animais pelo
exame fisico completo, foi realizada tricotomia am-
pla das regides correspondentes as tibias direita
e esquerda, assim como na regiao da orelha para
acesso a veia auricular caudal. Os animais foram
encaminhados para o centro cirurgico da Clini-
ca Veterinaria de Animais de Pequeno Porte da
UniRV. Apds isso utilizou-se o protocolo anestésico
de acepromazina (na dose de 0,04 ml/kg), cloridra-
to de tramadol, (na dose de 4 mg/kg), midazolam
(na dose de 0,4 mg/kg) e cetamina (na dose de 22
mg/kg), por via IM, seguido de bloqueio anestésico
local infiltrativo, com 0,4ml de lidocaina a 2,0%. Os
animais foram monitorados durante todo o proce-
dimento e a manutencao anestésica foi realizada
com cetamina (na dose de 11 mg/kg, por via endo-
venosa).

Procedimento cirurgico

Apés tricotomia da regido metafisaria medial das
tibias, foi realizada a antissepsia com gluconato de
clorexidina a 2% e alcool a 70% e protecéo da area
cirargica com panos de campo. Na sequéncia, rea-
lizou-se uma incisao na pele de aproximadamente
3,0cm com o auxilio de bisturi, seguida da divulsdo
do tecido subcutaneo com tesoura Metzenbaum,
seguida da inciséo longitudinal sobre o peridsteo e
exposicao do cortex metafisario medial proximal da
tibia, com uso de afastadores. Com o tecido 6sseo
exposto, cada animal recebeu uma perfuragao de
7 mm de profundidade e 2 mm de didmetro exe-
cutada com as brocas lancga. A perfuracao foi exe-
cutada em alta velocidade, com irrigagao profusa
de solucgao fisioldgico estéril. Cada parafuso foi ins-
talado e estabilizado manualmente. Apos insercao
do parafuso, as fascias musculares foram sutura-
das com fio reabsorvivel vicryl 5-0, e a pele com fio
de nailon 4-0. Terminada a sutura, a area foi limpa
com gaze embebida em agua oxigenada.

Cuidados pés-cirurgico

Os animais foram monitorados até o restabeleci-
mento completo da consciéncia, quando foram en-
caminhados novamente suas respectivas gaiolas.
Foram administrados Enrofloxacina 2,5% (3 mg/
Kg, via intramuscular, uma vez ao dia por 7 dias),
Cloridrado de Tramadol (3 mg/Kg, via subcutanea,
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trés vezes ao dia por 3 dias) e Cetoprofeno (1mg/
Kg, via intramuscular, uma vez ao dia por 4 dias).
As feridas foram limpas duas vezes ao dia com
solugéo fisiologica estéril receberao spray de rifa-
micina, durante 7 dias, para auxiliar a cicatrizacao
completa.

Avaliagao clinica

Diariamente, os animais foram monitorados e ava-
liados quanto aos parametros fisioldgicos (frequén-
cia cardiaca, frequéncia respiratoria, temperatura e
capacidade de urinar e defecar). As feridas foram
avaliadas quanto a presencga de secrecao, tipo de
secrecao e dia final da cicatrizacido. Possiveis pro-
cessos infecciosos foram identificados e tratados e
os pontos retirados aos 10 dias, quando as avalia-
¢oes clinicas diarias cessaram.

Avaliagao radiografica

Os membros pélvicos que receberam os implantes
foram avaliados radiograficamente a cada 30 dias,
contados a partir do dia da cirurgia (DO) durante
dois meses, totalizando trés avaliagdes radiografi-
cas de cada membro (DO, D30 e D60).

Eutanasia dos animais

Ao término do periodo de avaliacdo de 60 dias, os
animais foram encaminhados para eutanasia. Para
isto, realizou-se uma superdosagem anestésica de
cetamina no volume de 66 ml/Kg, por via intrave-
nosa, na veia auricular caudal, seguida da adminis-
tragao de cloreto de potassio. Na sequéncia foram
avaliados os parametros vitais, como frequéncia
cardiaca, frequéncia respiratéria e pulso, assim re-
alizou-se a confirmacao do o6bito dos animais.

Resultados e Discussao

Foram realizadas as avaliagdes macroscopicas
das feridas, sendo que os parametros utilizados
para avaliacao foram sinais de hiperemia, secrecao
e edema. Além disso, como foi empregado mais de
um meétodo de esterilizacdo, avaliou-se também
as diferentes reac¢des que cada incisdo cirurgica
apresentou com base no tipo de esterilizagdo do
implante.

Durante as avaliagbes diarias nao foram observados
sinais de hiperemia. Dois animais (33,33%) do gru-
po glutaraldeido apresentaram presenca de secre-
¢ao serosa na ferida cirargica, somente no primeiro
dia. Neste caso, a analise estatistica pelo teste de
Mann-Whitney revelou p=0,17, indicando que nao
houve diferenga significativa entre os grupos.
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Segundo Furtado et al. (2019), a fase inflamatéria
inclui os fenbmenos vasculares, hemostase e coa-
gulacao e o por mecanismos predominantemente
celulares. O inicio da lesdo nos tecidos causa da-
nos vascular com sangramento local, e a respos-
ta inflamatéria aguda compreendida clinicamente
pelos sinais cardinais da inflamacao, tendo como
tempo de duracdo de 24 a 48 horas e caso se es-
tenda a mais de 6 dias seguindo corretamente os
cuidados orientados ja passa ser uma ferida cré-
nica. Assim, observa-se que a presencga de secre-
¢ao seroas na ferida cirdrgica constituiu-se em um
evento esporadico e ja esperado para o inicio do
processo cicatricial.

Quanto a presenca de edema, 4 animais do grupo
glutaraldeido apresentaram tal alteragdo entre os
dias 1 e 4, conforme expresso na Tabela 1.

TABELA 1 - Percentual de animais que apresentaram ede-
ma nas feridas cirurgicas. UniRV, 2021.

EDEMA
GRUPOS Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4
Grupo 1 (autoclave) 0%?® 0%*® 0% @ 0%®

Grupo 2 (glutaraldeido) 66,67%" 66,67%" 66,67%" 66,67%°

As porcentagens de ocorréncia de edema e secre¢gdo mar-
cadas nas colunas indicam que, mediante aplicagédo do teste
Mann-Whitney, houve diferenga significativa entre os grupos,
com p < 0,05.

Observou-se diferenca significativa entre os grupos
evidenciando que o método de esterilizacdo pode
ter influenciado na formagédo de edema. Segundo
o protocolo da ANVISA (2007), o glutaraldeido é es-
terilizante (8 a 10 h) e desinfetante de alto nivel (30
min), sendo indicado para a esterilizagdo de artigos
criticos e semicriticos termossensiveis, desinfeccao
de alto nivel e descontaminacdo. E eficaz contra
Mycobacterium tuberculosis, alguns fungos e virus,
incluindo os da hepatite B e HIV (SHIH, 2011). E
classificado como um desinfetante de alto nivel, o
que significa que ele tem uma acgao letal contra to-
dos os tipos de micro-organismo, exceto para altas
concentragcdes de esporos bacterianos (RUTALA,
1996). Contudo, por se tartar de um composto aler-
génico (ANVISA, 2007) pode causar reagdes locais,
como observado nos animais do experiment.

Também foram realizados exames radiograficos
para avaliar a evolugao cicatrizacdo 6ssea nos dias
0, 30 e 60. Todas as radiografias encontraram-se
dentro do esperado. O periodo pds-operatorio dos
animais influenciou sobremaneira a recuperagao
dos mesmos, uma vez que o repouso foi mantido e
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0s animais passaram somente pelo minimo estres-
se possivel. A esse respeito Cassanego et al. (2022)
relatam que como aukxilio para a recuperagao de pos
cirurgicos ortopédicos em lagomorfos, recomenda-
-se 0 minimo de manejo possivel visando minimizar
estresse e esforgo que possa atrasar a cicatrizagao
ou ainda fraturar o osso em recuperacao dos mes-
mos, o tratamento de feridas nesses mamiferos em
especifico € um desafio em potencial, visto que a
espécie possui muita fragilidade 6ssea em compa-
racao com outras espécies e que fraturas em 0ssos
longos para eles sdo comuns.

A avaliacdo macroscopica das tibias apds a euta-
nasia evidenciou que nao houve infeccao tecidu-
al local, contudo 33,33% (um animal do grupo 1 e
um animal do grupo 2) apresentaram explante do
material implantado, o que sugere potencial dificul-
dade na biocompatibilidade do material. Diversos
materiais ja foram empregados como substitutos
bioldgicos, entretanto, poucos apresentaram re-
sultados satisfatérios porque a maioria incita, em
maior ou menor grau, resposta imunolégica (FIT-
CH et al., 1997).

Conclusao

O poliacido latico (PLA), quando implantado em
tibias de coelhos, demostrou baixo potencial de
reacao tecidual, embora dois implantes tenham ex-
plantado. Acredita-se que a analise histopatoldgica
do material implantado, assim como do osso, pode
elucidar sobre a qualidade de osteointegragédo do
material.
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