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Resumo: A diversidade de objetos resultantes da
manufatura aditiva tem ganhado cada vez mais
espacgo no mercado. Sua tecnologia consiste na
producéo de objetos tridimensionais, a partir da
deposigao de variados materiais em camadas e
tem propriedades excelentes para a saude
animal. Por isso, este projeto de pesquisa visa a
utilizacao desta tecnologia para o]
desenvolvimento de biomodelos de Poliuretano
termoplastico (TPU) implantados em tibias de
coelhos, a fim de analisar os resultados visando
a resisténcia biolégica e uma possivel rejeigcdo do
sistema imune do animal, para que futuramente
estes materiais sejam de facil obtengdo para
impressbes de proteses e Orteses. Foram
utilizados seis coelhos (Oryctolagus cuniculus)
da raga Nova Zelandia, que receberam implantes
impressos em formato de parafusos de 7 mm de
comprimento e inseridos nas tibias com auxilio
de uma parafusadeira cirdrgica. Os implantes das
tibias direitas foram esterilizados por autoclave e
os implantes inseridos nas tibias esquerdas
foram esterilizados com glutaraldeido. Os
animais foram avaliados clinicamente até o
terceiro dia, e os membros pelvinos avaliados
radiograficamente a cada 30 dias, contados a
partir do dia da cirurgia, durante 60 dias. Apds
esse periodo foi realizada a eutanasia dos
coelhos e o material implantado foi retirado para
avaliacdo macroscopica. O TPU foi caracterizado
como um material que provoca baixa ou
nenhuma reacao tecidual local, assim, pode ser
indicado para a fabricagao de futuros implantes
0sseos, incluindo proteses e oOrteses.
Palavras-Chave: Lagomorfos. Impressora 3D.
TPU.
Biomodels graft produced in additive
manufacturing with acrylonitrile butadiene
styrene in rabbit tibias

Abstract: The diversity of objects resulting from
additive manufacturing has gained more and
more space in the market. Its technology consists

XVII CONGRESSO DE INICIAGAO CIENTIFICA DA UNIVERSIDADE DE RIO VERDE



b
UNIVERSIDADE DE RIO VERDE - UniRV ‘-?_TIT-?
d

PRO-REITORIA DE PESQUISA E INOVACAO

XVII CICURYV - Congresso de Iniciacao r r\ D
Cientifica da Universidade de Rio Verde X\/l l . l l ' \/
Conagresso de Iniciacio Cientifica
da Universidade de Rio \Verde

of producing three-dimensional objects through the deposition of various materials in layers and has
excellent properties for animal health. Therefore, this research project aims to use this technology for
the development of thermoplastic polyurethane (TPU) biomodels implanted in rabbit tibias, in order to
analyze the results aiming at biological resistance and a possible rejection of the animal's immune
system, to that in the future these materials will be easy to obtain for printing prosthetics and orthoses.
Six New Zealand rabbits (Oryctolagus cuniculus) were used, which received implants printed in the
shape of 7 mm long screws and inserted into the tibias with the aid of a surgical screwdriver. The
implants in the right tibias were sterilized by autoclave and the implants inserted in the left tibias were
sterilized with glutaraldehyde. The animals were clinically evaluated until the third day, and the pelvic
limbs were evaluated radiographically every 30 days, counting from the day of surgery, for 60 days.
After this period, the rabbits were euthanized and the implanted material was removed for macroscopic
evaluation. TPU was characterized as a material that causes low or no local tissue reaction, therefore,
it can be indicated for the manufacture of future bone implants, including prostheses and orthoses.

Keywords: Lagomorphs. 3D printer. TPU.

Introdugéao

A busca por novas tecnologias envolvendo diferentes materiais e processos de fabricagdo tém
ganhado cada vez mais espago em trabalhos cientificos e no mercado, sejam eles com objetivo na
industria, na comunicacao, na arte e, mais recentemente, na area da saude em planejamento cirurgico,
na criacdo de préteses e em sala de aula, para o estudo em anatomia e producao de implantes (Silva
e Kaminsk, 2008). Entre diversas outras areas que inovam seus produtos e buscam competitividade no
mercado, além deste desenvolvimento, ha uma busca constante por alternativas que tenham menor
impacto ambiental, que vai de encontro a esta tecnologia (Salcher et al., 2013).

As técnicas de prototipagem rapida (da sigla RP em inglés, “Rapid Prototyping”) consistem em
um processo de fabricagdo baseado na adi¢do de material em camadas planas que surgiu no final dos
anos 1980, devido a crescente necessidade da industria em reduzir custos no processo de
desenvolvimento de produto, inspirado no conceito “mais rapido é melhor”. (Kusiak, 1993).

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

Novas modalidades terapéuticas na area da ortopedia e traumatologia veterinaria vem sendo
desenvolvidas. Com o avango tecnolégico, o surgimento de impressoras 3D e a maior disponibilidade
de materiais para a fabricagdo de dispositivos de suporte, houve um crescimento no campo da
reabilitacdo animal, sendo possivel oferecer novas opcbes de tratamento acometidos por lesdes
ortopédicas (Osorio et al., 2018). Autores acreditam que em breve, todos os hospitais e clinicas terdo
uma impressora e irdo reproduzir 6rgaos utilizando as células do paciente como matéria-prima (Barreto
et al., 2018).

Para Brito et al. (2011) os biopolimeros s&o polimeros ou copolimeros produzidos a partir de
matérias-primas de fontes renovaveis, tais como: milho, cana-de-agucar, celulose, quitina e outras. As
fontes renovaveis sdo assim conhecidas por possuirem um ciclo de vida mais curto, quando comparado
com fontes fésseis como o petréleo, que leva milhares de anos para se formar.

TPU (Poliuretano Termoplastico) sdo termoplasticos, compostos por segmentos rigidos e
flexiveis, aplicados em diversas areas como a medicina, setores automobilisticos e industriais. Foram
desenvolvidos na década de 1950 em alternativa aos termofixos. A utilizagdo deste material apresenta
altas taxas de crescimento neste segmento de mercado, devido a sua combinagdo Unica de
propriedades, tais como facilidade de processabilidade, alta resisténcia a abrasao e alta elasticidade.
(Fiorio, 2011).

Este projeto de pesquisa visou a utilizagdo da tecnologia de MA (Impressdo 3D) para o
desenvolvimento de biomodelos de TPU implantados em tibias de coelhos, a fim de analisar os
resultados visando a resisténcia bioldgica e uma possivel rejeicdo do sistema imune do animal, para
que futuramente estes materiais sejam de facil obtencdo para impressées de préteses e 6rteses.
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Material e Métodos

O presente trabalho foi submetido & aprovacdo pelo Comité de Etica de Animais (CEUA) da
Universidade de Rio Verde (UniRV) e seguiu os principios éticos do Colégio Brasileiro de
Experimentagdo Animal (COBEA), sob protocolo N° 09/21.

Animais: Foram utilizados seis coelhos (Oryctolagus cuniculus) da raga Nova Zelandia,
pesando aproximadamente 3,5 quilogramas, com seis meses de vida, de ambos os sexos. Os animais
foram adquiridos no Setor de Cunicultura da UniRV, submetidos ha uma semana de adaptagcédo ao novo
local e observagao do estado de saude geral. Os animais ficaram em gaiolas individuais, com correntes
penduradas para minimizar o estresse, sob condigdes adequadas de higiene, luz, temperatura e abrigo
de chuva. Os animais receberam ragdo comercial, cenoura, feno, couve e agua ad libitum, submetidos
apenas ao jejum de 8 horas antes do procedimento cirurgico. Apos o procedimento foram mantidos por
mais oito semanas sob as mesmas condi¢des citadas anteriormente.

Impressao dos implantes: Utilizou-se a impressora 3D Zonestar DIY 802QR2, que possui
dois bicos de extrusdo com movimentagdo nos eixos X-Y e mesa de trabalho aquecida com
movimentacao no eixo Z. A técnica aplicada foi a de Modelagem por Fusdo e Deposicao (FDM),
empregando o filamento de poliuretano termoplastico. Os implantes foram impressos em formato de
parafusos de 7 mm de comprimento.

Esterilizagao dos implantes: Aplicou-se dois métodos de esterilizacdo, sendo eles a
autoclave e imersao em glutaraldeido. Para a técnica de esterilizagao pela autoclave, as pecgas foram
separadas em papel grau cirurgico, e esterilizadas em autoclave a 160° por 30 minutos. O segundo
grupo dos implantes foram imersos em glutaraldeido por 8 horas e, antes de serem implantados nos
animais, foram lavados com agua destilada estéril, para evitar a toxicidade do material ao entrar em
contado com o tecido.

Pré-operatério e protocolo anestésico: Apds a constatagao da higidez dos animais pelo
exame clinico, foi realizada tricotomia ampla das regi6es correspondentes metafisaria medial das tibias
direita e esquerda, assim como na regiao da orelha para acesso a veia auricular caudal e foram pesados
em balanga digital com precisédo de 1 grama, um dia antes do procedimento cirdrgico. Os animais foram
encaminhados para o centro cirurgico da Clinica Veterinaria de Animais de Pequeno Porte da UniRV.
Ato seguido, fez-se o uso do protocolo anestésico, por via intramuscular (IM), de acepromazina na dose
de 0,05 ml/kg, cloridrato de tramadol na dose de 3 mg/kg, midazolam na dose de 0,2 mg/kg e cetamina
na dose de 22 mg/kg, seguido de bloqueio anestésico local infiltrativo, com 0,4ml de lidocaina a 2,0%.
Os animais foram monitorados durante todo o procedimento, receberam suporte de oxigénio a 100%
através da mascara oronasal e manutengdo anestésica realizada com isoflurano 100% na
concentragao inicial de 2,5%, com alteragbes conforme a necessidade.

Procedimento cirurgico: O procedimento cirirgico foi realizado no dia 03 de setembro de
2021. Apds os animais estrarem em Plano de Guedel estagio lll, plano 3 foi realizada a antissepsia
prévia da area operada com duas aplicagdes de gluconato de clorexidina a 2% e uma de alcool a 70%,
logo apos, a antissepsia definitiva, feita pelo cirurgido, com trés aplicacdes de alcool a 70% e protecéo
da area cirlrgica pano de campo fenestrado. Na sequéncia, realizou-se a incisdo, de aproximadamente
3,0 cm, na pele com o auxilio de bisturi tamanho 21, seguida da divulsdo do tecido subcutdaneo com
tesoura Metzenbaum, seguida da incisdo longitudinal sobre o peridsteo e exposigdo do cortex
metafisario medial proximal da tibia, com uso de afastadores. Com o tecido 6sseo exposto, cada animal
recebeu uma perfuracdo de 7 mm de profundidade e 2 mm de didmetro executada com as brocas. A
perfuracao foi executada em alta velocidade, com irrigacao profusa de solugéo fisiolégico estéril. Cada
implante foi instalado (Figura 1) e estabilizado manualmente, com o auxilio de uma pinga Kocher. Apds
insercado do implante, as fascias musculares foram suturadas com fio de poliglactina 910 5-0, e a pele
com fio de nailon 4-0. Terminada a sutura, a area foi limpa com gaze embebida em agua oxigenada.
Os implantes das tibias direitas foram esterilizados por autoclave e os implantes inseridos nas tibias
esquerdas foram esterilizados com glutaraldeido.
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Figura 1 — Parafuséo acondicionada em tecido 6sseo. Fonte: acervo do autor.

Pés-cirurgico: Os animais foram encaminhados para a sala de pés-operatério e monitorados
até o restabelecimento completo da consciéncia, sendo encaminhados novamente para as suas
respectivas baias. Administrou-se, por via subcutanea, Enrofloxacina 2,5% na dose de 5 mg/Kg, uma
vez ao dia por 7 dias, Cloridrado de Tramadol na dose de 3 mg/Kg, trés vezes ao dia por 3 dias e
Meloxican na dose de 0,1mg/Kg, uma vez ao dia por 4 dias. As feridas foram limpas uma vez ao dia
com solucgao fisiologica estéril e receberam spray de rifamicina. A partir do terceiro dia (D3), ndo houve
mais nenhuma alteragédo e a manipulagao excessiva para averiguagao dos sinais clinicos foi suspensa
para nao estressar os animais.

Avaliagao clinica: As regides das incisbes que receberam os implantes foram avaliadas
clinicamente até o terceiro dia ap6s o procedimento cirdrgico (D3). A regido das incisGes foi avaliada
considerando a ocorréncia de edema, atribuindo-se nota 0 (zero) para as incisées com auséncia de
edema e nota 1 (um) para as incisées em que foi identificado ocorréncia de edema.

Avaliacao radiografica: Os membros pelvinos que receberem os implantes foram avaliados
radiograficamente na Clinica Veterinaria de Animais de Pequeno Porte da UniRV a cada 30 dias,
contados a partir do dia da cirurgia (D0), durante dois meses, totalizando trés avaliagbes radiograficas
de cada membro (DO, D30 e D60). Como o resultado das radiografias foram homogéneas para todos
os tratamentos e repeticdes, n&o se fez necessario a submissao deste a analise estatistica.

Eutanasia dos animais e avaliagdo do material implantado: Ao término do periodo de
avaliagdo 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 intravenosa, na veia auricular
caudal, seguida da administracdo de cloreto de potassio. Na sequéncia foram avaliados os paradmetros
vitais, como frequéncia cardiaca, frequéncia respiratéria e pulso, realizando a confirmagao do 6bito dos
animais. Apds a confirmacgao, as tibias foram retiradas e acondicionadas individualmente em frascos
com formol a 10%, para posterior analise.

Andlise estatistica: Foi empregado delineamento inteiramente casualizado com dois
tratamentos e seis repeticdes. Os tratamentos foram constituidos de esterilizagdo dos implantes por
autoclave e com glutaraldeido, ja as repeti¢des foram constituidas dos seis animais operados. Os dados
obtidos na avaliagao foram submetidos a analise de varidncia (ANOVA) pelo teste de F ao nivel de 5%
de significancia.

Resultados e Discussao
Foram realizadas as avaliagdbes macroscopicas das feridas, sendo que os parametros
utilizados para avaliagdo foram sinais de hiperemia, secrecdo e edema. Além disso, como foi
empregado mais de um método de esterilizagdo, avaliou-se também as diferentes reagbes que cada
incisdo cirdrgica apresentou com base no tipo de esterilizagdo do implante. Durante as avaliagdes
diarias ndo foram observados sinais de hiperemia. Um animal (16,66%) do grupo glutaraldeido
apresentou presenga de secregdo serosa na ferida cirlrgica, do primeiro ao terceiro dia apos o
procedimento cirurgico. Neste caso, a analise estatistica pelo teste de Mann-Whitney revelou p=0,31,

indicando que nao houve diferenca significativa entre os grupos.
Segundo Furtado et al. (2019), a fase inflamatéria inclui os fendmenos vasculares, hemostase
e coagulagao e o por mecanismos predominantemente celulares. O inicio da lesdo nos tecidos causa
danos vascular com sangramento local, e a resposta inflamatdria aguda compreendida clinicamente
pelos sinais cardinais da inflamagao, tendo como tempo de duragao de 24 a 48 horas e caso se estenda
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a mais de 6 dias seguindo corretamente os cuidados orientados ja passa ser uma ferida cronica. Assim,
observa-se que a presenga de secregdo seroas na ferida cirirgica constituiu-se em um evento
esporadico e ja esperado para o inicio do processo cicatricial.

Quanto a presenca de edema, 3 animais do grupo glutaraldeido apresentaram tal alteragcao entre os
dias 1 e 4, conforme expresso na Tabela 1.

Tabela 1 — Percentual de animais que apresentaram edema nas feridas cirirgicas. UniRV, 2021.

GRUPOS DIA1 DIA 2 DIA 3
GRUPO 1 (AUTOCLAVE) 0% A 0% A 0% 4
GRUPO 2 (GLUTARALDEIDO) 66,67%B 66,67%B 66,67 %"B

*As porcentagens de ocorréncia de edema marcadas nas colunas indicam que, mediante aplicagdo 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
esterilizagdo pode ter influenciado na formacao de edema. Silva et. al, (2005) relataram a ocorréncia
de edema em virtude da utilizagdo do glutaraldeido, como método de esterilizagdo de implantes.
Conforme o protocolo da ANVISA (2007), o glutaraldeido possui propriedades esterilizantes (8 a 10
horas) e atua como desinfetante de alto nivel (30 minutos), sendo recomendado para a esterilizagdo
de artigos criticos e semicriticos sensiveis ao calor, desinfec¢do de alto nivel e descontaminagéo. Ele
demonstra eficacia contra o Mycobacterium tuberculosis, alguns fungos e virus, incluindo aqueles
associados a hepatite B e ao HIV (Shih, 2011). E classificado como um desinfetante de alto nivel, o
que significa que apresenta agéao letal contra todos os tipos de micro-organismos, com excegao de altas
concentragdes de esporos bacterianos (Rutala, 1996). No entanto, devido a sua natureza alergénica,
de acordo com a ANVISA (2007), pode provocar reagdes locais, como observado nos animais do
experimento.

Também foram realizados exames radiograficos para avaliar a evolugao da cicatrizagdo 6ssea
nos dias 0, 30 e 60. Todas as radiografias apresentaram resultados dentro do esperado. O periodo
pos-operatério dos animais teve um impacto significativo na sua recuperagéo, uma vez que foi mantido
0 repouso e os animais foram expostos ao minimo de estresse possivel. Nesse contexto, Cassanego
et al. (2022) destacam que, como auxilio na recuperagao pos-cirdrgica ortopédica em lagomorfos, é
recomendavel reduzir ao maximo o manejo, a fim de minimizar o estresse e o esfor¢go que poderiam
retardar a cicatrizagdo ou causar novas fraturas nos ossos em processo de recuperagao. O tratamento
de feridas nesses mamiferos especificos € um desafio em potencial, uma vez que essa espécie possui
uma fragilidade 6ssea consideravel em comparagédo com outras espécies e € mais propensa a fraturas
em 0ssos longos. A avaliagdo macroscopica das tibias apds a eutanasia evidenciou que ndo houve
infeccdo tecidual local. Diversos materiais ja foram empregados como substitutos biolégicos,
entretanto, poucos apresentaram resultados satisfatérios porque a maioria incita, em maior ou menor
grau, resposta imunolégica (Fitch et al., 1997).

Conclusao

Ao ser implantado nas tibias de coelhos, o Poliuretano Termoplastico (TPU) apresentou um
potencial de reagdo tecidual surpreendentemente baixo, sem o explante do material inserido. Esse
resultado intrigante abre espaco para uma analise mais aprofundada por meio da investigagédo
histopatolégica do material implantado e do tecido ésseo circundante. Essa analise detalhada tem o
potencial de fornecer insights valiosos sobre a qualidade da osteointegragdo do TPU, oferecendo uma
compreensao mais abrangente sobre a interagdo entre o material implantado e o ambiente biolégico
no qual esta inserido.
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