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BIOCOMPATIBILIDADE DO BIOPOLÍMERO PLA E BLENDA PLA/PCL EM 

RATOS WISTAR 

 

RESUMO- A descoberta de polímeros biodegradáveis influenciou a pesquisa 
biomédica. O poli (ácido lático) (PLA) e a Poli (Ɛ-caprolactona) (PCL) e suas blendas 
se tornaram foco de vários estudos por serem biodegradáveis e biorreabsorvíveis, 
particularmente em pesquisas envolvendo a implantação in vivo. Pelo presente, 
objetivou-se avaliar se o implante subcutâneo (SC) e intraperitoneal (IP) de PLA ou 
blenda PLA/ PCL são seguros, biocompatíveis e biodegradáveis em ratos machos 
Wistar. Os ratos foram distribuídos em cinco grupos avaliados em duas fases; aguda: 
-1, 1, 2, 7 e 14 dias e crônica:  2, 8 e 24 semanas após a implantação. Assim, 
estudaram se os grupos PLA (PLA puro), PLA/PCL (mistura PLA/PCL), instrumentado 
(GI), controle (C) e grupo controle inflamatório (CI). Para avaliar a biocompatibilidade 
utilizou-se teste comportamental de campo aberto (CA), filamentos de von Frey (FvF) 
e análises histopatológicas utilizando coloração de hematoxilina-eosina (HE) e 
picrosirius-hematoxilina (PSH). A biodegradação in vivo e degradação in vitro em 
solução de PBS a 37°C do PLA e PLA/PCL foram avaliadas por microscopia eletrônica 
de varredura (MEV). As comparações foram realizadas entre os grupos subdivididos 
conforme a implantação IP e SC. No teste CA, realizado dois dias após a implantação, 
o grupo CI demonstrou redução nas frequências de locomoção e levantar e aumento 
na frequência de grooming em relação aos grupos implantados PLA, PLA/PCL, GI 
pela via IP ou SC e grupo C. As avaliações de FvF não diferiram entre os grupos. A 
avaliação macroscópica revelou não aderência de alguns biomateriais no omento. 
Observou-se cápsula mais delgada em torno do PLA ou PLA/PCL implantados IP e 
espessamento da cápsula nas implantações SC no momento 24 semanas. A análise 
PSH revelou que o PLA ou PLA/PCL, implantados IP, apresentaram maior grau de 
agregação e compacidade das fibras de colágeno tipo I no momento 24 semanas. As 
implantações IP apresentaram infiltrado inflamatório linfoplasmocitário focal. As 
implantações SC infiltrado mononuclear difuso. Ambas apresentaram 
neovascularização. Nos momentos 8 e 24 semanas observou-se fagocitose do PLA 
ou PLA/PCL nos polos da cápsula pela via IP e SC. As micrografias de MEV revelaram 
maior intensidade de degradação da blenda PLA/PCL quando implantados pela via IP 
e SC. O PLA implantado IP apresenta maior intensidade de biodegradação em relação 
ao PLA pela via SC. Assim, a blenda PLA/PCL apresentou características de 
biocompatibilidade e biodegradação promissoras possuindo potencial para ser 
utilizada nas áreas biomédicas e veterinárias.  
 

 

Palavras-chave: Biossegurança, Biodegradação, Biomateriais, Compatibilizante, 

inflamação, Poli(ácido lático), Poli(Ɛ-caprolactona) 
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BIOCOMPATIBILITY OF BIOPOLYMERS PLA AND BLEND PLA / PCL IN 

WISTAR RATS 

 

 ABSTRACT- The discovery of biodegradable polymers influenced 

biomedical research. Poly (lactic acid) (PLA) and poly (Ɛ-caprolactone) (PCL) and their 

blends have become the focus of several studies because they are biodegradable and 

bioreabsorbable, particularly in research involving implantation in vivo. The aim of this 

study was to evaluate whether the subcutaneous (SC) and intraperitoneal (IP) 

implantation of PLA or PLA / PCL blends are safe, biocompatible and biodegradable 

in male Wistar rats. The rats were distributed in five groups evaluated in two phases; 

acute: -1, 1, 2, 7 and 14 days and chronic: 2, 8 and 24 weeks after implantation. Thus, 

we studied whether the groups PLA (pure PLA), PLA / PCL (PLA / PCL mixture), sham 

(S), control (C) and inflammatory control group (IC). To evaluate the biocompatibility, 

the open field behavioral test (OF), von Frey filaments (FvF) and histopathological 

analyzes using hematoxylin-eosin (HE) staining and picrosirius-hematoxylin (PSH) 

were used. In vivo biodegradation and degradation in vitro in PBS solution at 37°C of 

PLA and PLA / PCL were evaluated by scanning electron microscopy (SEM). The 

comparisons were made between groups subdivided according to the IP and SC 

implementation. In the OF test, performed two days after implantation, the IC group 

demonstrated a reduction in the locomotion frequencies and augmentation and 

increase in the grooming frequency in relation to the PLA, PLA / PCL, sham implanted 

groups via IP or SC and C groups. FvF scores did not differ between groups. The 

macroscopic evaluation revealed no adherence of some biomaterials in the omentum. 

We found a thinner capsule around the PLA or PLA / PCL implanted IP and capsule 

thickening in the SC deployments at the time 24 weeks. PSH analysis revealed that 

the PLA or PLA / PCL, implanted IP, had a higher degree of aggregation and 

compactness of the type I collagen fibers at the moment 24 weeks. The IP 

implantations presented focal lymphoplasmacytic inflammatory infiltrate. The SC 

infiltrates diffuse mononuclear infiltrates. Both had neovascularization. At 8 and 24 

weeks, phagocytosis of PLA or PLA / PCL was observed at the capsule poles via IP 

and SC. SEM micrographs revealed higher degradation intensity of the PLA / PCL 

blends when implanted via the IP and SC pathway. The IP implanted PLA has a higher 

biodegradation intensity compared to PLA by the SC pathway. Thus, the PLA / PCL 

blends presented promising biocompatibility and biodegradation characteristics having 

the potential to be used in the biomedical and veterinary areas. 

 
 
Keywords: Biosafety, Biodegradation, Biomaterials, Compatibilizer, inflammation, 
Poly (lactic acid), Poly (Ɛ-caprolactone)  
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gigantes multinucleadas fagocitando polímero. (*) região de localização do 

polímero (barra=20μm) ........................................................................................36 

 



i 
 

 

Figura 7. Fotomicrografias dos cortes histológicos de pele (colunas à esquerda) e de omento 

(colunas à direita) de ratos Wistar submetidos a implantação de PLA e blenda 

PLA/PCL corados com o método da Picrossírius-Hematoxilina analisados sob luz 

policromática (PSH) e sob luz polarizada (PSH-pol). As fibras de colágeno são 

visíveis em vermelho na luz policromática e apresentam birrefringência e dicroísmo 

sob o plano de luz polarizada. O comportamento de deposição fibrilar em torno dos 

diferentes biopolímeros são semelhantes, visualizando um padrão de maior 

compactação e de maior agregação fibrilar do colágeno nos maiores tempos de 

implantação dos biopolímeros. (*) região de localização do biopolímero; colágeno 

(co); vaso sanguíneo (vs); fibras musculares (fm) e tecido adiposo (ta).................38 

 

Figura 8. Morfologia de fraturas criogênicas do PLA e blenda PLA/PCL pós-implantação 

intraperitoneal e subcutâneo em ratos Wistar e degradas in vitro. Observada por 

meio de microscopia eletrônica de varredura (x500). PLA intraperitoneal (A, B, C). 

(A) 2 semanas; (B) 8 semanas; (C) 24 semanas. Blenda PLA/PCL intraperitoneal 

(D, E, F). (D) 2 semanas; (E) 8 semanas; (F) 24 semanas. PLA subcutâneo (G, H, 

I). (G) 2 semanas; (H) 8 semanas; (I) 24 semanas. Blenda PLA/PCL subcutâneo 

(J, K, L). (J) 2 semanas; (K) 8 semanas; (L) 24 semanas. PLA in vitro (M, N, O). 

(M) 2 semanas; (N) 8 semanas; (O) 24 semanas. Blenda PLA/PCL in vitro (P, Q, 

R). (P) 2 semanas; (Q) 8 semanas; (R) 24 semanas......40  

 

 

 

 

 

 

 



1 
 

 

CAPÍTULO 1 - Considerações gerais  

 

1. INTRODUÇÃO 

 

Estudos pré-clínicos sobre dispositivos biológicos e inovadores, obtidos a partir 

de fontes renováveis e não renováveis, necessitam da conjunção de diferentes áreas 

do conhecimento (John et al., 2009; Nampoothiri et al., 2010; Sacchetin et al., 2016). 

Polímeros obtidos por meio de microrganismos fermentadores, a partir de fontes 

renováveis, como o amido, podem ser classificados como biopolímeros. Esses 

biopolímeros sofrem degradação e biodegradação, como por exemplo o Poli (ácido 

lático) (PLA), apresentando diversas possibilidades de utilização (Shah et al., 2008; 

Nampoothiri et al., 2010; Castro-Aguirre et al., 2016). Polímeros produzidos a partir de 

fontes não renováveis (petróleo) como a Poli(ɛ-caprolactona) (PCL) são suscetíveis a 

degradação e biodegradação (Labet e Thielemans, 2009).  

Os termos degradação e biodegradação equivalem a mecanismos de quebra 

das estruturas químicas por ação hidrolítica e/ou enzimática. A degradação é feita por 

meio de testes in vitro que pode ser atingida por meio de reações químicas. Em 

contrapartida, condições experimentais que se assemelham a processos vivos e 

fisiológicos, semelhantes aos fluidos corporais ou atividade biológica, são comumente 

conhecidos como biodegradação. Ademais, o termo biodegradável pode ser aplicado 

à biomateriais que são degradados em dióxido de carbono, metano, água, compostos 

inorgânicos e biomassa (Vert, 2009; Silva et al., 2018). 

A assimilação ou eliminação dos subprodutos da biodegradação in vivo, 

independentemente da via, ou seja, inalatória, renal ou inserção em processos 

bioquímicos, podem ser classificadas como bioreabsorção. (Labet e Thielemans, 

2009; Malikmammadov et al., 2018). Não causar toxicidade no paciente ou reação 

imunológica exacerbada, sendo capaz interagir com tecido em que é implantado, 

denomina-se biocompatível (Ramot et al., 2018). Desta forma, polímeros 

biodegradáveis, biocompatíveis e bioreabsorvíveis produzidos com o propósito de 

interagir in vivo para tratamento, substituição de tecido, função do corpo em 
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aplicações específicas, são classificados como biomateriais (Labet e Thielemans, 

2009). 

A possibilidade de inovação na área biomédica utilizando esses biomateriais, 

conduziu pesquisas para desenvolvimento de sutura (Cutright e Hunsuck, 1971), 

materiais de fixação óssea (Mcgovern et al., 2018), microesferas carreadoras de 

fármacos (Kastellorizios et al., 2015) e na engenharia de tecidos (Blackstone et al., 

2018).  

Ao vislumbrar a gama de aplicações que tais materiais possuem, é notório que 

pesquisas científicas na Medicina Veterinária busquem soluções para certos efeitos 

adversos provocados pela administração de medicamentos e vacinas. Melo et al. 

(2015) realizaram levantamento com 490 bovinos, sendo observado prevalência alta 

de abscesso vacinal na região cervical (81,57%), acarretando desconforto e perdas 

econômicas. Ademais, tratamentos prolongados com fármacos, como por exemplo, 

administração de corticosteroides para tratamento de hidrocefalia em cães e gatos, a 

cada 6 h, durante 2-4 semanas, (Neves et al., 2010) exigem dedicação integral do 

tutor que, por vezes, pode acarretar redução da eficácia do protocolo terapêutico. 

Assim, possíveis dispositivos para administração subcutânea e liberação de 

medicamentos em médio ou longo prazos podem favorecer a obtenção da meta 

terapêutica.  

Os biomateriais possuem potencial para substituir o nylon, na forma de 

dispositivo auto-travante (“abraçadeiras”) (Höglund et al., 2013), reduzindo 

complicações causadas pelo uso deste material em castrações (Mesquita et al., 2015). 

Adicionalmente, biopolímeros apresentam-se como alternativa, pois podem ser 

implantados após a conjugação com hormônios (Gök et al., 2016), antibióticos 

(Calliess et al., 2016), antígenos para servirem como veículos vacinais (Kavanagh et 

al., 2013) e fármacos (Kastellorizios et al., 2015).   

O estudo sobre biocompatibilidade e biossegurança utilizando biomateriais 

envolve áreas do conhecimento distintas como as ciências da vida, de materiais e 

engenharia. Um dos objetivos da engenharia de tecidos é desenvolver substitutos 

biotecnológicos que restaurem, conservem ou melhorem as funções teciduais (Chen 

et al., 2013). Dispositivos produzidos a partir de biomateriais, ao serem implantados, 

estimulam o influxo de macrófagos, polimorfonucleares e fibroblastos (Anderson et al., 



3 
 

 

2008). Essas interações entre células inflamatórias e imunológicas com a superfície 

do material influenciam o processo de reparo e regeneração tecidual à medida que os 

biomateriais sofrem degradação continua em moléculas menores sendo absorvidas 

pelo organismo (Williams, 2008; Rambo et al., 2008).  

Os primeiros biopolímeros terapêuticos comercialmente disponíveis foram 

suturas cirúrgicas, desenvolvidas a partir de ácido glicólico e ácido lático, conhecidos 

como "suturas absorvíveis" (Shalaby e Burg, 2003). Nesse contexto, a utilização dos 

biomateriais se tornou mais evidente, o PLA, o Poli(ácido lático-co-glicólico) (PLGA) 

(Onuma e Serruys, 2011) e polímeros sintéticos como a PCL, foram alvo de pesquisas 

biotecnológicas, como alternativas aos materiais biocompatíveis (metálicos ou 

cerâmicos) não biodegradáveis (Lasprilla et al., 2012). Entretanto, propriedades 

mecânicas indesejadas limitam sua utilização, como por exemplo, o PLA. Com a 

finalidade de reduzir essas limitações mecânicas, faz-se misturas físicas entre 

biomateriais conhecida como blenda. É recurso economicamente viável para o 

desenvolvimento de novos materiais poliméricos (Orefice et al., 2004; Finotti et al., 

2017). 

Essas informações reforçam a importância da utilização do PLA e da PCL na 

pesquisa médica por serem biomateriais versáteis e biodegradáveis, abrindo leque de 

oportunidades para desenvolvimento de pesquisas científicas e para elaboração de 

novos dispositivos biológicos que favoreçam aos pacientes melhor condição de vida 

e facilidade em tratamentos.  Sendo assim, pesquisas multidisciplinares, envolvendo 

as áreas de engenharia de materiais e médica são necessárias, com o intuito de 

conhecer a segurança, a toxicidade e a biocompatibilidade de biopolímeros e blendas 

constituídos por PLA e PCL. Nesse contexto objetivou-se avaliar a biossegurança, 

biocompatibilidade e biodegradação aguda e crônica do PLA puro ou da blenda 

PLA/PCL implantadas no subcutâneo ou pela via intraperitoneal de ratos Wistar. 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 Polímeros Biodegradáveis  

 

Grande variedade de polímeros sintéticos à base de petróleo é produzida em 

todo mundo e aproximadamente 140 milhões de toneladas por ano são introduzidas 

no ecossistema, e quando descartado inadequadamente causam impacto ambiental. 

Estabilidade e durabilidade destes polímeros foram melhoradas, modificando esse 

grupo de materiais a serem resistentes as influências ambientais (Shah et al., 2008) e 

microrganismos, resultando em longo período de degradação. Como alternativa, os 

polímeros biodegradáveis tem sido alvo de pesquisas com a finalidade de substituí-

los, pois sofrem degradação em curtos períodos de tempo no ambiente e 

biodegradação por microrganismos (Armentano et al., 2013; Castro-Aguirre et al., 

2016).  

O PLA e a PCL pertencem a classe alifática dos polímeros, sendo que a 

biodegradabilidade está relacionada a estrutura química do material e não apenas das 

matérias-primas utilizadas para a sua produção. Nesse âmbito, os polímeros 

biodegradáveis são produzidos a partir de substratos naturais ou sintéticos 

(Nampoothiri et al., 2010). Características tais como biodegradação, 

biocompatibilidade e bioreabsorção impulsionaram pesquisas em diversas áreas. Em 

ortopedia, arcabouços produzidos a partir de PLA e PCL foram desenvolvidos para 

auxiliar a regeneração de ossos longos. Em fraturas onde há perda de massa óssea, 

os arcabouços são implantados e fixados a mesma placa metálica que dará 

sustentação ao osso fraturado. Ainda, podem ser utilizados como guia para 

crescimento ósseo, reduzindo o tempo de recuperação e consolidação da fratura 

(McGovern et al., 2018).  

Nas áreas biomédicas os biomateriais tem sido amplamente pesquisados por 

possuírem propriedades mecânicas que permitem serem moldados e utilizados em 

diversos formatos como, suporte para o reparo de neuropatias periféricas (Sun et al., 

2006) e da medula espinhal (Patist et al, 2004), parafusos bioabsorvíveis (Felfel et al., 

2013), “stents” coronarianos (Buscemi et al., 2017), procedimentos odontológicos 

(Gentile et al., 2011) e enxerto de pele (Blackstone et al., 2018). 
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Ao serem aplicados em locais diferentes do corpo, a resposta inflamatória e a 

taxa de degradação dos biopolímeros biorreabsorvíveis é determinada por alguns 

fatores. Entre eles, destacam-se o local de implante, a tensão mecânica, a massa 

molar, a composição química esterioisométrica, a cristalinidade e a morfologia que 

resulta do tamanho e geometria do suporte desenvolvido, a porosidade e a rugosidade 

da superfície (Barbanti et al., 2005). Do ponto de vista químico, considera-se que cinco 

estágios pós-implantação que culminam na bioreabsorção.  

De modo geral, os biomateriais são relativamente hidrofóbicos. Devido ao ácido 

carboxílico, a cadeia polimérica passa a ser hidrofílica. A primeira fase da bioabsorção 

é a hidratação do polímero, absorvendo água do tecido circundante. Na segunda fase, 

ocorre a despolimerização por hidrólise, sendo observado primeiro por redução no 

peso. Ao perder a resistência coesiva, característica da terceira fase, o polímero 

começa a se fragmentar em frações menores, reduzindo a massa e solúvel em 

ambiente aquoso. A quarta fase é a assimilação ou dissolução do polímero em 

monómeros e os fagócitos assimilam pequenas partículas solúveis. Por último, os 

monómeros são transformados em piruvato, que eventualmente entram no ciclo de 

Krebs e são convertidos em dióxido de carbono e água, e então excretados por via 

renal e/ou pulmonar (Onuma e Serruys, 2011). 

 

2.1.1 Poli (ácido lático) (PLA) 

 

O interesse na produção fermentativa de ácido lático aumentou, devido ao seu 

potencial de utilização como recurso renovável e substituto de petroquímicos. A 

produção biotecnológica a partir da síntese bacteriana (fermentação) do amido em 

ácido lático oferece vantagens quando comparada à síntese a partir da hidrólise ácida 

ou da oxidação do propileno glicol (Nampoothiri et al., 2010). O processo de 

fermentação é relativamente módico, sendo o custo dos substratos reduzido, 

associado à baixa utilização de energia, com temperatura reduzida, tornando este tipo 

de produção viável (John et al., 2007). O isómero L(+) pode ser encontrado em 

mamíferos, enquanto os enantiómeros D (-) e L (+) são produzidos pela fermentação 

bacteriana do gênero Lactobacilli sp, que a partir de carboidratos formam 

exclusivamente ácido lático (Garlotta, 2001).  
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A síntese química possui algumas limitações, incluindo a capacidade de 

produção somente do isômero L-ácido lático. Durante o processo de polimerização o 

meso-latico é formado juntamente com o L-ácido lático. Alta concentração na 

composição do Poli (L-ácido lático) compromete a estabilidade térmica, prejudica a 

cristalinidade e biodegradação (John et al., 2007; Castro-Aguirre et al., 2016). Os 

processos de fermentação bacteriana para produzir ácido lático, são classificados 

como homofermentativos ou heterofermentativos, dependendo das bactérias 

utilizadas. No método heterofermentativo, 1 mol de hexose, um monossacarídeo 

formado por 6 cadeias de carbono, pode produzir até 1,8 mol de ácido lático. Porém, 

são produzidos níveis significativos de outros metabólitos, como ácido acético, etanol, 

glicerol, manitol e dióxido de carbono. No entanto, o método homofermentativo é mais 

rentável pois, produz quantidades menores de subprodutos em comparação ao 

método heterofermentativo (Castro-Aguirre et al., 2016).  

O PLA pode ser sintetizado a partir de L-lactato, D-lactato ou L, D-lactato, 

originando Poli(L-ácido lático) (PLLA), Poli(D-ácido lático) (PDLA) ou Poli(L,D-ácido 

lático) (PLDLA), respectivamente. A síntese pode ocorrer pelos processos de 

polimerização por policondensação direta, condensação e desidratação azeotrópica 

ou polimerização por abertura de anel (Garlotta, 2001). O PLA possui características 

mecânicas pouco desejáveis como baixa capacidade de absorver energia, baixa 

deformação até o ponto de ruptura e, portanto, em níveis de exigência mecânica 

elevada, sua utilização é limitada (Södergård e Stolt, 2002).  

Para minimizar as limitações do PLA, muitos pesquisadores investiram no 

desenvolvimento de blendas poliméricas (misturas físicas) utilizando polímeros que 

apresentam diferentes propriedades mecânicas, melhorando ou complementando às 

observadas no PLA. Destacam-se o Poli(óxido etileno) (POE), Poli (butileno adipato-

co-tereftalato) (PBAT), Polihidroxibutirato (PHB), Poli(ε- caprolactona) (PCL), entre 

outros (Castro-Aguirre et al., 2016). Diversas aplicações das blendas poliméricas nas 

áreas biomédicas incluem material de fixação óssea (Mcgovern et al., 2018), 

microesferas carreadoras de fármacos (Haroosh et al., 2014; Sacchetin et al., 2016) e 

engenharia de tecidos (Blackstone et al., 2018).  

Na medicina veterinária preventiva o PLA associado ao Poli (ácido latico-co-

glicolico), é utilizado como microesferas para liberação controlada de vacinas (Pavot 
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et al., 2014). Na área cardiovascular foram desenvolvidos arcabouços para 

regeneração vascular utilizando blendas a partir de PLA, α, β-poly(N-2-hydroxyethyl)- 

D,L-aspartamide (PHEA)  e PCL (Buscemi et al., 2017).  

 

2.1.2 Poli (ɛ-caprolactona) (PCL)  

 

A Poli (ɛ-caprolactona) (PCL) é um poliéster sintético produzido a partir da 

ciclohexanona, subproduto derivado do petróleo. O processo de polimerização da PCL 

pode ocorrer por policondensação do ácido 6-hidroxicapróico (ácido 6- idroxi-

hexanóico) ou por meio da abertura do anel (ROP) de ε-caprolactona. O ROP é 

método mais utilizado para promover a polimerização da ɛ- caprolactona, produzindo 

monômero de baixo custo e o polímero de massa molar elevada (Labet e Thielemans, 

2009).  

O PCL possui baixa resistência à tração, demostra alongamento na ruptura alto 

com cerca de 700% (Gunatillake et al., 2006). O polímero sofre degradação hidrolítica 

devido à presença de ligações éster alifáticas hidroliticamente fracas. Apesar disso, 

sua taxa de degradação é bastante lenta, entre dois e três anos e, o material não 

apresenta toxicidade (Nair e Laurencin, 2007). Essas características, associadas à 

alta permeabilidade a alguns fármacos e biocompatibilidade, possibilitaram pesquisas 

sobre utilização do PCL como veículo de distribuição de fármacos (Mickova et al., 

2012; Chang et al., 2018). Ademais, o PCL pode ser utilizado como veículo para 

liberação de vacina a longo prazo (Choi et al., 2018) e arcabouços (“scaffolds”) em 

engenharia de tecidos (Nagiah et al., 2013). 

A capacidade de formar misturas imiscíveis, com ampla gama de polímeros e 

suas características estruturais, fizeram com que houvesse interesse de 

pesquisadores na elaboração de misturas em diferentes proporções na busca de 

blendas que apresentassem morfologia ideal para cada situação (Nair e Laurencin, 

2007). Nesse contexto, este último estudo relatou produtos comerciais elaborados a 

partir de blendas, como por exemplo a PCL e o Poli (ácido glicólico) que resultou em 

fibras menos rígidas, comercializadas como sutura monofilamentar (MONACRYL®). 

Outra blenda composta por PCL, Poli (ácido glicólico), PLA e Poli (etileno glicol) foi 

desenvolvida como biofilmes para liberação de fármacos (SynBiosyss®).  
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2.1.3 Blendas poliméricas  

 

Segundo a literatura, PLA e PCL são reportados como sendo imiscíveis 

(Dell'Erba et al., 2001). Blendas são misturas físicas de dois ou mais polímeros, sem 

que haja ligações químicas entre eles. A mistura termodinâmica é uma forma de se 

obter novos materiais poliméricos com propriedades físicas desejadas (Finotti et al., 

2017). Trata-se de um processo rápido e de baixo custo quando comparado à 

produção de novos polímeros ou compostos constituídos de moléculas capazes de se 

combinarem entre si (Oréfice et al., 2004). Neste contexto, a utilização de 

compatibilizante torna-se necessária para a produção da blenda imiscível PLA/PCL. 

O compatibilizante tem a função de interagir com ambos polímeros, promove a adesão 

interfacial entre eles, e permite maior dispersão entre as fases, aumentando assim a 

estabilidade do sistema em relação a segregação das fases que resulta em morfologia 

mais homogênea e melhores propriedades mecânicas (Finotti et al., 2017).  

Dias e Chinelatto (2018) utilizaram mistura de polímeros contendo 5% de 

compatibilizante comercial, o que favoreceu interação interfacial, possivelmente, pela 

alteração da razão de viscosidade entre PLA e PCL. Os resultados deste estudo 

indicaram que a blenda apresentou, em análise de microscopia eletrônica, gotículas 

de maior tamanho, forma ovalada e bordas com algumas descontinuidades. A 

descontinuidade das bordas da gota, e o menor tamanho são características 

morfológicas de blendas imiscíveis que possuem boa interação interfacial, o que 

proporciona melhores propriedades mecânicas.  

 

    2.2 Biocompatibilidade  

 

A avaliação da segurança dos biomateriais e suas blendas é de grande 

importância, uma vez que estes compostos são implantados em contato íntimo com 

tecidos e, em certas condições, podem permanecer no local de implantação por 

longos períodos. Polímeros biodegradáveis também são objeto de avaliações de 

segurança por meio de estudos de biodegradabilidade e biocompatibilidade. Neste 

sentido, “biocompatibilidade” significa que um biomaterial ou blenda não cause 

toxicidade, não seja nocivo e não provoque reação imunológica no local em que é 
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implantado (Ramot et al., 2016). Os materiais selecionados, ou ocasionalmente 

desenvolvidos, devem ser não-tóxicos, não-imunogênicos, não-trombogênicos e não-

carcinogênicos (Williams, 2008).   

A biocompatibilidade dependente de fatores relacionados ao material, 

hospedeiro e local de implantação. Fatores inerentes ao material compreendem 

algumas variáveis tais como forma, tamanho, composição química, rugosidade da 

superfície, morfologia, porosidade, esterilidade, duração do contato e tempo estimado 

de degradação. Os fatores extrínsecos consistem em espécie do hospedeiro, local de 

implantação e microambiente (Fournier et al., 2003; Ramot et al., 2016).  

Pesquisas utilizando ratos Wistar como modelo experimental buscaram 

entendimento das respostas fisiopatológicas que os biomateriais podem induzir após 

a implantação. Exames histopatológicos utilizando coloração de hematoxilina e eosina 

(HE) demonstraram algumas reações do tipo corpo estranho que permitem avaliar se 

em determinado tempo o material pode causar efeito nocivo (Kastellorizios et al., 

2015; Buscemi et al., 2017; Nikoubashman et al 2018; Shahrezaee et al., 2018; 

Pogorielov et al., 2018).  

A hematoxilina um corante básico, liga-se a componentes que se ionizam e 

reagem com ácidos nucleicos, glicosaminoglicanos e glicoproteínas ácidas, corando 

em azul ou violeta o núcleo de células como os polimorfonucleares, com exceção dos 

macrófagos que possuem afinidade por eosina. A eosina, por sua vez, cora 

principalmente os componentes acidófilos dos tecidos, como grânulos de secreção, 

proteínas plasmáticas e colágeno em rosa (Junqueira et al., 2004). Os 

polimorfonucleares e o colágeno são importantes na avaliação de biocompatibilidade 

(Klopfleisch e Jung, 2017). Além da HE, a utilização da coloração de Picrosirius-

Hematoxilina também é essencial, pois se liga paralelamente às moléculas de 

colágeno tipo I, aumentando sua birrefringência normal ao ser observado em 

microscópio de luz polarizada. Quando os raios de luz passam através do filtro 

polarizado, vibram em uma direção, desse modo, as fibras de colágeno quando 

colocados entre dois filtros, a vibração da luz que emerge do primeiro filtro faz com 

que estas estruturas apareçam luminosas contra o fundo escuro. A capacidade de 

vibração a luz polarizada após passarem pelo segundo filtro é chamada de 

birrefringência (Junqueira et al., 1979; Junqueira et al., 2004). 
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 Assim, estudos de biocompatibilidade utilizando PLA, PLA/PCL e membrana 

de celulose implantados em ratos e camundongos demostraram que, alguns dias após 

a implantação foi observado presença de células de defesa em torno do material 

implantado. Não obstante, aos sete dias, iniciou-se formação das fibras de colágeno 

circundando o biopolímero. Em 15 dias após a implantação foi possível observar que 

a angiogênese foi associada à formação da cápsula de colágeno. Desta forma, os 

estudos concluíram que os implantes estimularam formação gradual da cápsula 

conjuntiva. A angiogênese foi essencial para o influxo de macrófagos, havendo 

absorção dos materiais por estas células (Pandera e Colton, 1996; Seyednejad et al., 

2012; Ciambelli et al., 2013).  

A formação da cápsula representa resolução das respostas inflamatórias 

agudas ou crônicas após implantação de materiais biocompatíveis. Observação 

microscópica de infiltração de células inflamatórias tais como monócitos, macrófagos 

e fibroblastos revelam interação entre tecido e o biomaterial. Ademais, consolidação 

da cápsula conjuntiva em torno do polímero se desenvolve a partir do tecido de 

granulação e infiltração de fibroblastos em torno do biomaterial após a implantação 

(Lehle et al., 2004). Nesse sentido, a hidrofobia, importante característica química do 

PLA e PLA/PCL está estreitamente relacionada a biodegradabilidade. Essa 

propriedade da superfície dos biomateriais determina a absorção, adesão e 

sobrevivência de células como, monócitos, macrófagos e células gigantes de corpo 

estranho (Wilson et al., 2005; Nair e Laurencin, 2007; Anderson et al., 2008). A 

característica hidrofóbica é controversa, pois os biomateriais sofrem degradação 

hidrolítica e enzimática. Em primeiro momento, após a implantação, os biomateriais 

absorvem água, resultando na despolimerização por hidrólise. Neutrófilos, 

macrófagos e fibroblastos, secretam enzimas como, fosfatase ácida e lactato 

desidrogenase, que aumenta degradação, por fim são fagocitados por macrófagos 

(Onuma e Serrus, 2011; Silva et al., 2018).   
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2.3 Avaliações indiretas de inflamação 

 

2.3.1 Testes comportamentais  

 

O teste de campo aberto (CA) foi desenvolvido para estudo da emocionalidade 

(Hall, 1934) e da atividade exploratória dos animais. É muito utilizado para avaliação 

de fármacos estimulantes ou depressores do Sistema Nervoso Central (SNC), 

possibilitando observar respostas comportamentais do animal frente ao ambiente 

novo e aberto, medindo estado emocional (Barreto et al., 2018). O teste 

comportamental também pode revelar informações importantes sobre o processo 

inflamatório. Segundo Neves et al. (2013), em ratos e camundongos, os sinais 

indicativos de dor envolvem alterações no comportamento normal da espécie, tais 

como postura arqueada, vocalização ao ser manuseado, piloereção e perda de peso. 

Recentemente, estudos demonstraram que a administração do decocto da planta 

Bauhinia forficata em ratos Wistar promoveu redução da atividade locomotora geral 

verificada por meio do teste comportamental de CA (Moranza et al., 2017). Também, 

administração de lipopolissacarídeo (LPS), que induz a liberação de citocina pró 

inflamatórias (Rummel et al., 2005), induz redução da atividade locomotora e 

exploratória (Li et al., 2015; Biesmans et al., 2016).   

 

2.3.2 Filamentos de von Frey  

 

Testes reflexivos podem ser aplicados no local da lesão ou fora do local. Alterações 

no limite ou resposta a estímulos nocivos produzidos pela lesão tecidual é 

denominado hiperalgesia primária, sendo classicamente explicada por mudanças na 

sensibilidade e reflexos nociceptivos. Alterações no limiar de sensibilidade fora do 

local da lesão, denominado hiperalgesia secundária ou sensibilidade aumentada, é 

evidenciado pela sensibilização dos neurônios na medula espinal (Gregory et al., 

2013). Filamentos de von Frey é um método não invasivo utilizado para avaliar o limiar 

nociceptivo periférico em pessoas e animais de laboratório. Aplicados a superfície 

cutânea, exercem uma pressão convertida em unidade de força (g). Os filamentos são 
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aplicados em ordem crescente (menor espessura ao mais espesso), e determinam 

parâmetros como limiar de detecção táctil e o limiar de detecção de dor.  Os filamentos 

von Frey medem hiperalgesia cutânea e alodinia, sendo úteis para mimetizar 

condições clínicas como a sensibilidade cutânea reforçada, dor neuropática, dor pós-

operatória, inflamação ou osteoartrite (Rédua et al., 2002; Lomax et al., 2008).  
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1 Este capítulo corresponde ao artigo científico que será submetido à revista Research 
in Veterinary Science. 
 

Capítulo 2 - Avaliação da biossegurança e comportamento de ratos Wistar 

submetidos ao implante de poli (ácido lático) e blenda poli (ácido 

lático) / (ε-caprolactona)1 

 

1. Introdução 

 

Gerar conhecimento por meio de pesquisas científicas que promovam o bem-

estar animal é necessário para que haja progresso nos protocolos terapêuticos. Sendo 

assim, estudos pré-clínicos sobre novos biomateriais, com custo baixo, são 

importantes para evolução das ciências biomédicas (Höglund et al., 2014).  

Tratamentos cirúrgicos de determinadas lesões consistem em técnicas 

invasivas, como, fixação óssea com parafusos, sendo necessário procedimento 

cirúrgico adicional para a retirada dos parafusos (van Der Eng et al., 2015).  Ademais, 

castração de fêmeas ou machos com utilização de “abraçadeiras” de nylon podem 

causar necrose de órgãos e tecidos adjacentes, por vezes, seguida de fibrose 

(Macedo et al., 2012). Tais fatos, demonstram a importância de pesquisas integrando 

as áreas Biomédicas e Engenharia de Materiais, em prol da redução de efeitos 

indesejáveis em pacientes, notadamente as reações de corpo estranho.  

A descoberta dos polímeros biodegradáveis impulsionou pesquisas na área da 

saúde para desenvolvimento de suturas (Boden et al., 2012), implantes e fixações 

ósseas (Yao et al., 2017; Mcgovern et al., 2018) e veículos para liberação de fármacos 

(Lee et al., 2017). Estes biomateriais devem ser absorvidos pelo organismo causando 

o mínimo de efeitos adversos ao paciente (Nair e Laurencin, 2007). O poli (ácido lático) 

(PLA), poliéster derivado do ácido lático, é o principal polímero biodegradável utilizado 

em estudos biomédicos nas últimas décadas. Ligações éster contidas no PLA são 

cliváveis por meio de hidrólise e outros processos enzimáticos, resultando em 

fragmentos relativamente pequenos e metabolizáveis pelo organismo. Ademais, 

quando descartado, o PLA possui impacto ambiental reduzido devido a sua 

biodegradabilidade (Langer et al., 2016).



21 
 

 

Entretanto, aplicação do PLA puro como biomaterial pode ser limitada devido 

às propriedades mecânicas reduzidas relacionadas à tenacidade e fragilidade do 

material (Nair e Laurencin, 2007; Lasprilla et al., 2012). 

Como alternativa para melhorar as propriedades mecânicas, misturas do PLA 

com outros polímeros flexíveis como a poli(ε-caprolactona) (PCL), um poliéster 

biodegradável e bioabsorvível, podem ser elaboradas. Mistura de polímeros, também 

conhecidas como blendas, proporciona meio rápido e econômico para alterar ou 

melhorar as propriedades de um polímero, eliminando, assim, o custo alto e os 

esforços envolvidos na pesquisa e no desenvolvimento de novos polímeros (Saini et 

al., 2016).  

A área biomédica tem interesse pelo desenvolvimento e produção de misturas 

totalmente biodegradáveis. Sendo assim, a blenda PLA/ PCL possui potencial para 

ser utilizada como biomaterial (Finotti et al., 2017), pois apresenta maior flexibilidade 

e resistência (Dias e Chinelatto, 2018). Estudo recente avaliou citotoxidade in vitro da 

compisição polimérica PLA/PCL compatibilizada com copolímero tribloco ε-

caprolactona-tetra-hidrofurano-ε-caprolactona (CT) não revelando efeito citotóxico 

(Finotti et al., 2017), assim estudos in vivo ainda devem ser realizados com esta nova 

formulação polimérica.  

Como complemento aos resultados dos testes in vitro faz-se necessário 

realização de estudos sobre a biocompatibilidade in vivo dos biopolímeros ou blendas 

PLA/PCL compatibilizada, tendo em vista que este composto, após a implantação no 

corpo, pode permanecer por período relativamente longo em contato com os tecidos 

(Fournier et al., 2003; Nyska et al., 2014; Ramot et al., 2016). Neste sentido, estudos 

sobre biocompatibilidade e biossegurança, bem como a biodegradabilidade in vivo são 

importantes. Fatores intrínsecos do próprio biomaterial, como forma, tamanho, 

rugosidade, porosidade, composição, esterilidade, duração do contato, degradação e 

fatores externos, tais como, local do implante e espécie animal (De Jong et al., 2005, 

Ramot et al., 2016). Tais fatores apresentam respostas potencialmente inter-

relacionadas, chave para compreender a biocompatibilidade determinando 

mecanismos químicos, físicos, bioquímicos e fisiológicos associados ao contato entre 

o biomaterial e tecidos do corpo (Williams, 2008).   
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O rato Wistar é espécie animal frequentemente utilizada para realização de 

estudos pré-clínicos, sendo testes in vivo, etapa fundamental para desenvolvimento 

das áreas biomédicas. Tais estudos possibilitam investigações sobre possíveis efeitos 

no organismo, gerando novos conhecimentos sobre dispositivos médicos (Sengupta, 

2013). 

Testes nociceptivos em ratos podem avaliar sensibilidade dolorosa produzida 

pelo implante do biopolímero ou blenda, tal como método que utiliza filamentos de von 

Frey. Este método é utilizado para avaliar limiares de hiperalgesia cutânea (Rédua et 

al., 2002; Gregory et al., 2013). Adicionalmente, dor inflamatória pode causar 

alterações emocionais, incluindo depressão e ansiedade, além de alterações na 

atividade exploratórias em animais de laboratório (Ruan et al., 2013). Em roedores, 

possíveis mudanças comportamentais podem ser determinadas por meio do teste de 

campo aberto, classicamente conhecido como “open field” (Barreto et al., 2018). 

Adicionalmente, estudos realizados em ratos Wistar determinaram por meio de 

técnicas histopatológicas utilizando coloração de hematoxilina e eosina (HE) graus 

distintos de reações do tipo corpo estranho permitindo avaliar se em determinado 

tempo o material poderia causar efeito deletério (Kastellorizios et al., 2015; Buscemi 

et al., 2017; Nikoubashman et al 2018; Shahrezaee et al., 2018; Pogorielov et al., 

2018). 

Neste estudo pré-clínico nós avaliamos segurança e biodegradação de 

biopolímeros compostos somente por PLA puro ou pela blenda PLA/PCL implantados 

pela via subcutânea ou intraperitoneal em ratos Wistar. Utilizaram-se ferramentas 

diagnósticas como filamentos de von Frey, teste de campo aberto, analises 

histológicas e biodegradabilidade dos biopolímeros por meio de microscopia 

eletrônica de varredura. 

 

2. Material e Métodos 

 

2.1  Aspectos éticos   

 

O protocolo experimental foi aprovado pelo Comitê de ética da Faculdade de 

Ciências Agrárias e Veterinárias da Universidade Estadual Paulista (FCAV-UNESP), 
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Jaboticabal/SP – Brasil (nº 2924/17; n°02823/18) e seguiu as diretrizes do Conselho 

Nacional de Controle de Experimentação Animal – CONCEA.  

 

2.2  Animais  

 

Utilizaram-se 174 ratos Wistar machos, com peso corpóreo de 

aproximadamente 200 g, provenientes do Biotério Central da Unesp, em Botucatu/SP. 

Os ratos foram alojados no biotério do Laboratório de Farmacologia e Fisiologia do 

Exercício Equino -LAFEQ na FCAV-UNESP. Os ratos foram distribuídos de forma 

aleatória e mantidos em caixas plásticas coletivas contendo três animais cada, em 

ciclo de claro-escuro invertido 12:12 h (luz das 19:00 – 7:00 h) e temperatura ambiente 

em torno de 24°C. Ração (Presence, Neovia®) e água foram fornecidas ad libitum. 

 

2.3 Preparação dos biopolímeros 

 

As blendas foram preparadas por Dias e Chinelatto (2018), pesquisadores do 

Departamento de Engenharia de Materiais - Campus II na Escola de Engenharia de 

São Carlos - EESC, Universidade de São Paulo – USP. Por meio do processo de 

mistura no estado fundido contendo, poli(ácido lático) (PLA) Ingeo®3251D 

(NatureWorks®), poli(ɛ-caprolactona) (PCL) Capa™ 6500 (Perstorp®) e 

compatibilizante CAPA 7201A (Perstorp®), um copolímero tribloco tipo ABA, em que 

A indica blocos da ɛ-caprolactona e B representa bloco do tetrahidrofurano. Antes do 

processamento foi realizada secagem do PLA à 80 ºC por 8 h em estufa com 

circulação de ar. A secagem da PCL foi realizada à 40 ºC em estufa à vácuo pelo 

menos 16 h. Após secagem dos polímeros, foi realizada a pré-mistura mecânica 

manual dos grânulos de PLA/ PCL secos com o agente compatibilizante nas 

proporções de cada formulação.  

A formulação PLA continha 100% poli(ácido lático) e a blenda PLA/PCL possuía 

71,43% em massa de poli(ácido lático); 23,81% em massa de poli(ɛ-caprolactona) e 

4,76% em massa compatibilizante. O processamento ocorreu em extrusora simples, 

modelo LAB-16 da AX-Plásticos com rosca de 40 cm comprimento e 16 mm de 
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diâmetro com elemento de mistura distributivo (L/D = 25). O perfil de temperatura 

adotado foi crescente 170-190ºC com rotação da rosca de 60 rpm e torque de 30 N.m. 

Os implantes dos polímeros (PLA e blenda PLA/PCL) no formato de filmes foram 

confeccionados via prensagem a quente a 180°C com dimensões de 1 cm2 e 1 mm 

de espessura, sendo esterilizados por óxido de etileno por Acecil® (Central de 

esterilização Comércio e Industria Ltda). 

 

2.4 Grupos experimentais  

 

Para avaliação cega, no momento do procedimento de implantação, os ratos 

foram escolhidos de forma aleatória, sendo distribuídos em cinco grupos 

experimentais e subdivididos de acordo com a via de implantação, intraperitoneal (IP) 

ou subcutânea (SC). Assim, os grupos experimentais foram: grupo PLA puro (IP, n = 

27; SC, n = 27); grupo PLA/PCL, blenda PLA/PCL (IP, n = 27; SC, n = 27); grupo 

instrumentado (GI): submetidos aos procedimentos de implantação, sendo que não 

receberam nenhum tipo de biomaterial (IP, n = 18; SC, n = 18); grupo controle (C) (IP, 

n = 9; SC, n = 9): não foram submetidos a quaisquer procedimentos; grupo controle 

inflamatório (CI) submetido a aplicação de lipopolissacarídeo (LPS) (derivado de 

Escherichia coli, 0127:B8, Sigma- Aldrich, St. Louis, MO) por via SC.  

Importante ressaltar que este último grupo foi concebido para indução de 

modelo de resposta inflamação sistêmica em roedores, classicamente conhecido na 

literatura (Cartmell et al., 2000). Para avaliação comportamental do grupo CI os 

animais foram avaliados conjuntamente sendo o n = 12. A metodologia de avaliação 

comportamental de campo aberto (CA) será explicada detalhadamente a seguir. 

 

2.5 Momentos de Avaliação 

 

Os momentos de avaliação estão representados no fluxograma (Fig. 1). Os 

ratos foram avaliados em duas fases: aguda e crônica. Na fase aguda foram 

realizados teste de campo aberto dois dias após implantação dos biomateriais ou 

inoculação de LPS dos grupos PLA, PLA/PCL, GI, C e CI. Os filamentos de von Frey 

foram aplicados em quatro momentos: antes (-1), 1, 7 e 14 dias após implantação dos 
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grupos PLA, PLA/PCL, GI, C. As avaliações histológicas dos grupos PLA, blenda 

PLC/PCL e GI, degradação in vivo e in vitro dos biomateriais analisadas por meio de 

microscopia eletrônica de varredura (MEV), foram realizadas em 2, 8 e 24 semanas, 

após implantação.  

 

2.6 Procedimentos para implantação e inoculação de LPS 

 

Na Figura 2 pode ser observada a visão geral dos sítios de implantação. Os 

ratos foram anestesiados pela via IP com cloridrato de cetamina (75mg.kg-1) e 

cloridrato de xilazina (10mg.kg-1), diluídos na mesma seringa. Para implantação pela 

via SC, foi realizada tricotomia na região toracolateral esquerda caudal à escapula de 

aproximadamente 4,0 cm, antissepsia com iodo povidona e álcool 70%. Por meio de 

incisão na pele com 2,0 cm de comprimento entre o quinto e o oitavo espaço 

intercostal, por meio de divulsão do subcutâneo, obteve-se espaço entre pele e 

músculo cutâneo, onde os biomateriais foram implantados. Para dermorrafia utilizou-

se fio de nylon 4-0, com padrão de pontos simples interrompido. 

Para implantação IP, realizou-se tricotomia de aproximadamente 4 cm na 

região abdominal ventral caudal à cartilagem xifoide, antissepsia com iodo povidona 

e álcool 70%. Os ratos foram submetidos à celiotomia mediana ventral pré umbilical 

com 2,0 cm de comprimento. O material foi inserido no abdômen sobre as alças 

intestinais. Para celiorrafia foi utilizado fio de nylon 4-0 em padrão sultan na linha alba, 

e para a dermorrafia utilizou-se padrão de pontos simples interrompidos com mesmo 

fio.  

Para aplicação de LPS no grupo CI utilizou-se seringa e agulha hipodérmica 

0,8 x 25 mm, 5,0 mL de ar filtrado foi injetado entre a pele e o músculo cutâneo na 

mesma região de implantação SC para obtenção de espaço. Ato contínuo, 0,1 mL-1 

(100 µg.mL-1) de solução de LPS bacteriano foi injetada no local (adaptado de Cartmell 

et al., 2001). 
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Fig.1. Fluxograma dos momentos de avaliação dos grupos C = controle; GI = grupo instrumentado; PLA = Poli (ácido lático) 

puro implantados pela via intraperitoneal (IP) e subcutâneo (SC); PLA/PCL = blenda PLA/PCL contém 71.43% (m/m) de 

Poli(ácido lático); 23.81% (m/m) de Poli(ɛ-caprolactona) e 4.76% (m/m) compatibilizante implantados pela via intraperitoneal 

(IP) e subcutâneo (SC). Teste de filamentos de von Frey foram realizados no dia (-1) antes da implantação; 1, 7 e 14 após a 

implantação. Teste comportamental de campo aberto (CA) foi realizado 2 dias pós-implantação. Foram realizadas avaliações 

histológicas em 2, 8 e 24 semanas dos grupos GI, PLA e PLA/PCL. A biodegradação in vivo do PLA e PLA/PCL foram 

analisadas por meio de microscopia eletrônica de varredura (MEV) em 2, 8 e 24 semanas pós-implantação.  
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Fig.2. Implantação de biopolímeros PLA ou blenda PLA/PCL em ratos Wistar. (A) Área 

anatômica relativa à celiotomia mediana ventral pré umbilical com 2,0 cm de 

comprimento para implantação intraperitoneal. (B) Área anatômica relativa à incisão 

com 2,0 cm de comprimento, seguida de divulsão do subcutâneo, entre o quinto e 

oitavo espaço intercostal para implantação subcutânea.       

 

2.7 Métodos de avaliação                                     

 

2.7.1 Teste comportamental de campo aberto (CA) 

 

Para o teste CA foram determinadas variáveis comportamentais tais como, 

frequências de locomoção, levantar e grooming (Moranza et al., 2017). Os ratos foram 

submetidos ao CA dois dias após a implantação, sendo cada animal avaliado 

individualmente, por período de 5 min. Entre um teste e outro, a arena foi limpa com 

solução hidroalcoólica 5% (v/v) para eliminação dos possíveis resquícios odoríferos 

deixados pelo antecessor.  

 

2.7.2  Filamentos de von Frey  

 

Os filamentos (Semmes Weinstein von Frey Aesthesiometers, model 58011, 

Stoelting, IL- USA) exercem pressão na superfície cutânea, sendo usados em ordem 

crescente. São aplicados três vezes seguidas, com intervalos de 3 segundos entre 
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elas, a 0,5 cm do sítio de implante, em quatro pontos diferentes em torno do implante 

(dorsal, lateral, medial, ventral). Na ausência de resposta, após avaliação com um 

filamento levou à utilização do próximo e, assim sucessivamente, até a obtenção de 

resposta aversiva. Nessa sequência, se não houvesse resposta à força exercida pelo 

filamento de maior diâmetro 6,45 (281,83 g de força) o teste foi interrompido. 

 

2.7.3 Análise histológica  

 

Para retirada dos implantes, os ratos foram eutanasiados com dose letal de 

anestésico volátil isoflurano.  Utilizando as cicatrizes da implantação como guia, os 

implantes foram retirados juntamente com o tecido circundante ou omento nos 

momentos 2, 8 e 24 semanas. Os fragmentos foram fixados em solução de formol a 

10%, tamponado com fosfato durante 24 horas. Em seguida, colocado em álcool 70% 

até o processamento. Para preparação das lâminas, os implantes foram desidratados 

em séries crescentes de álcool em seis etapas com duração de 1 hora por etapa. 

Clarificadas em xilol e incluídas em parafina (Qeel-São Paulo - Brasil). Cortes 

histológicos de 5,0 µm de espessura foram obtidos utilizando micrótomo Leica RM 

2245.  

 As análises dos cortes histológicos foram realizadas no Departamento de 

Patologia Veterinária na FCAV- Unesp e no Departamento de Biologia, Instituto de 

Biociências, Humanidades e Ciências Exatas na Unesp -São José do Rio Preto. Os 

cortes foram corados com hematoxilina e eosina, visualizadas em microscópio óptico 

de luz Olympus BX50 (Olympus Corporation, Center Valley, PA, USA) e as imagens 

capturadas utilizando software Olympus cellSens Standard 1.18 (Olympus 

Corporation, Center Valley, PA, USA). As reações teciduais aos implantes foram 

classificadas quantitativamente de acordo com os critérios propostos por De Jung et 

al. (2005) utilizando escore de pontuação numérico: 1-reação leve, 2-reação 

moderada, 3-reação intensa e 4-reação severa. 

Caracterização da cápsula:  

1- Cápsula mínima, poucas camadas de células fibrosas e/ou macrófagos 

adjacentes ao implante. 2- Cápsula moderada, várias camadas de tecido fibroso e/ou 

macrófagos adjacentes ao implante. 3- Cápsula composta por três ou mais camadas; 
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macrófagos adjacentes ao implante e/ou tecido fibroso e macrófagos fagocitando fora 

do tecido fibroso. 

Infiltrado inflamatório: Presença de polimorfonucleares. 

1- Resposta inflamatória mínima, pequenos conglomerados de células 

presentes ou poucas células isoladas presentes. 2- Resposta inflamatória moderada, 

vários conglomerados pequenos de células presentes ou células regularmente 

presentes. 3- Resposta inflamatória acentuada, vários conglomerados grandes de 

células presentes. 4- Resposta inflamatória severa, grandes áreas confluentes com 

células inflamatórias presentes. 

Os cortes corados por Picrosirius-Hematoxilina (PSH) foram analisados com 

auxílio de microscópio óptico Olympus BX 60, por meio de sistema analisador de 

imagens pelo software Image-Pro-Plus (Media Cybernetics, USA), sob luz polarizada 

para observação das características anisotrópicas (birrefringência e dicroísmo) do 

colágeno. Fotomicrografias das mesmas áreas foram obtidas antes e depois da 

rotação de 90º. 

 

2.8  Biodegradação in vivo  

 

Para avaliação da biodegradação dos biomateriais foram utilizados 36 ratos, 

sendo PLA (IP, n = 3; SC, n = 3) e blenda PLA/PCL (IP, n = 3; SC, n = 3) por período 

de avaliação (2, 8 e 24 semanas). Os implantes foram retirados juntamente com o 

tecido circundante ou omento, dissecados e mergulhados em solução de hipoclorito 

de sódio (NaClO) 5,25% durante 20 minutos, para remoção de material orgânico. O 

material foi imerso em água miliQ durante 10 minutos por duas vezes para retirada 

total do NaClO (adaptado de Lam et al., 2009). Para posterior avaliação por 

microscopia eletrônica de varredura (MEV).  

 

2.9 Degradação in vitro 

 

Para avaliação da degradação in vitro, os biomateriais PLA (n = 9) e blenda 

PLA/PCL (n = 9) foram imersos em tubos individuais com 10 mL de tampão fosfato 

salino (PBS) 0,2 M (pH 7,2) com tampas de rosca apertadas e envoltas por filme de 
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parafina plástica com papel. Os tubos foram mantidos a 37°C em estufa, sendo 

realizadas três avaliações (2, 8 e 24 semanas). Os biomateriais foram enxaguados 

com água MiliQ para posterior avaliação da morfologia por meio de microscopia 

eletrônica de varredura (MEV).  

 

2.10   Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) 

 

A morfologia dos biomateriais foi analisada utilizando a MEV. As amostras 

degradadas in vitro ou in vivo foram criofraturadas manualmente após imersão em 

nitrogênio líquido durante 6 segundos, secas em estufa a 35 °C durante 12 horas. Os 

fragmentos obtidos após criofratura foram montados em suportes e pulverizados em 

ouro. A análise das superfícies criofraturadas foram realizadas em microscópio 

eletrônico de varredura (MEV) Zeiss EVO MA 10 (Zeiss, Oberkochen, GER), com 

detectores de elétrons secundários e retroespalhados usados para criar imagens e 

tensão de aceleração de 15 Kv. 

 

2.11 Análise Estatística 

 

O esquema experimental utilizado foi o delineamento inteiramente casualizado 

(DIC). A análise estatística foi realizada no programa Sigma-Plot 12.0. As 

comparações foram realizadas entre os grupos subdivididos conforme a implantação 

IP e SC. Para comparação entre os grupos, as variáveis do teste de campo aberto 

foram submetidas a ANOVA de uma via seguida de teste de Tukey (P ≤ 0,05). Para 

as variáveis do teste de filamentos von Frey, aplicaram-se ANOVA para medidas 

repetidas no tempo nos dias -1, 1, 7 e 14, seguida de teste de Tukey (P ≤ 0,05). Para 

avaliação das variáveis histológicas foi utilizado o teste não paramétrico de Mann-

Whitney. Para variável cápsula comparou-se os grupos PLA e blenda PLA/PCL 

subdivididos conforme local de implantação IP ou SC. Para a variável infiltrado 

comparou-se o grupo PLA, grupo blenda PLA/PCL e GI subdivididos conforme local 

de implantação. Estabeleceu-se 5% como nível de significância (P 0,05). 
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3. Resultados  

 

3.1 Teste comportamental de campo aberto (CA) 

 

A figura 3 ilustra os resultados das avaliações do teste de CA realizado 2 dias 

após implantação dos biomateriais. As Figuras 3A e 3B revelam que na via IP houve 

redução (F = 4.54; P = 0.002 e F = 18.28; P < 0.001) nas frequências de locomoção e 

levantar no grupo CI em relação aos demais grupos (PLA, PLA/PCL, GI e controle). O 

grupo CI apresentou maior frequência de grooming em relação aos demais grupos 

(Fig. 3C; F = 17.15; P < 0.001). Já para implantação SC, o grupo CI demonstrou 

redução na frequência de locomoção diferindo apenas do PLA (Fig. 3D, F = 2.96; P = 

0.009). Na frequência de levantar (Fig. 3E) houve redução do CI em relação aos 

demais grupos (F = 19.70; P < 0.001). Para a variável frequência de grooming (Fig. 

3F), o grupo CI apresentou maior frequência em relação aos outros grupos (F = 28.93; 

P < 0.001).  

 

 

Fig 3. Teste comportamental de CA em ratos Wistar 2 dias pós-implantação de 
biomateriais. Em A: Frequência de locomoção IP. Em B: Frequência de levantar IP. 
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Em C: Frequência de grooming IP. Em D: Frequência de locomoção SC. Em E: 
Frequência de levantar SC. Em F: Frequência de grooming SC. Resultados 
apresentados como Média ± DP. # revela diferença entre IC vs PLA. *demostram 
diferença entre grupos no teste de CA (P < 0,05). Poli(ácido lático) puro, (n = 27 IP) (n 
= 27 SC); PLA/ PCL = blendas PLA / PCL contém 71.43% (m/m) de Poli(ácido lático); 
23.81% (m/m) de Poli(ɛ-caprolactona) e 4.76% (m/m) compatibilizante, (n = 27 IP) (n 
= 27 SC); GI= Grupo instrumentado, (n = 18 IP) (n = 18 SC); Controle, (n = 9 IP) (n = 
9 SC); CI = Controle inflamatório, (n = 12).   
 

3.2 Filamentos de von Frey 

 

Não houve diferença significativa no teste FvF entre grupos nos momentos -1, 

1, 7 e 14 dias avaliados, quando realizada pós-implantação de biomateriais 

implantação IP (P = 0,490; P = 0,112; P = 0,174; P = 1,000) respectivamente (Fig.4A). 

De mesmo modo nas implantações SC não houve diferença significativa nos 

momentos avaliados (P = 0,403; P = 0,241; P = 0,203; P = 1,000) respectivamente 

(Fig. 4B). 

 
Fig 4. Testes dos filamentos de von Frey realizados em ratos Wistar pós-implantação 
de biomaterial. Em A: Grupos implantados por via intraperitoneal. Em B: Grupos 
implantados por via subcutânea. Resultados apresentados como Média ± DP da força 
em (g), dia -1 pré-implantação, 1, 7 e 14 pós-implantação. Poli(ácido lático) puro, (n = 
27 IP) (n = 27 SC); PLA/ PCL = blendas PLA / PCL contém 71.43% (m/m) de Poli(ácido 
lático); 23.81% (m/m) de Poli(ɛ-caprolactona) e 4.76% (m/m) compatibilizante, (n = 27 
IP) (n = 27 SC); GI= Grupo instrumentado, (n = 18 IP) (n = 18 SC); Controle, (n = 9 IP) 
(n = 9 SC).  
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3.3 Análise histológicas  

 

As alterações microscópicas observadas nos grupos PLA e PLA/PCL 

implantados por via intraperitoneal ou subcutânea estão apresentadas na Tabela 1. O 

grupo GI foi avaliado e utilizado como controle. Em torno dos biomateriais PLA ou 

PLA/PCL implantado IP pode-se observar formação de cápsula moderada presente 

nos momentos 2 e 8 semanas (Fig. 5A, B; 6A, B). No momento 24 semanas, os grupos 

PLA e PLA/PCL apresentaram cápsula mais delgada (Fig. 5C; 6C). Verificou-se 

infiltrado inflamatório linfoplasmocitário focal e neovascularização momentos 2 e 8 

semanas. Verificou-se pavimentação dos macrófagos entre o biomaterial e a cápsula 

nos momentos 8 e 24 semanas. Nos mesmos momentos, observou-se fagocitose do 

biomaterial pelos macrófagos, que emitiram projeções citoplasmáticas que envolviam 

partes dos biopolímeros principalmente nos polos da cápsula (Fig. 5B, C; 6B, C). 

Porém, pode ser observada a presença dos biomateriais adjacentes à cápsula. 

Importante informar que, a avaliação macroscópica, revelou não ativação do omento 

em alguns biomateriais. Somente 33% dos implantes dos biomateriais não 

demonstraram aderência sobre o omento. Também, oito semanas pós-implantação 

33% e 83% e, nas 24 semanas, 16% e 33% dos implantes de PLA e da blenda 

PLA/PCL encontravam-se não aderidos ao omento, respectivamente. 

O PLA e a blenda PLA/PCL implantados por via subcutânea, apresentam 

característica de cápsula moderada observada nos momentos 2 e 8 semanas (Fig. 

5D, E; 6D, E). Notou-se espessamento intenso da cápsula nos biomateriais no 

momento 24 semanas (Tabela 1). Observou-se infiltrado inflamatório 

predominantemente mononuclear difuso (linfócitos e macrófagos). Nos momentos 8 e 

24 semanas verificou-se pavimentação dos macrófagos adjacentes à cápsula e 

fagocitose do PLA e PLA/PCL pelos macrófagos, que emitiram projeções 

citoplasmáticas que envolviam partes dos biopolímeros principalmente nos polos da 

cápsula (Fig. 5E, F; 6E, F). Pode-se observar presença dos polímeros PLA e PLA/PCL 

no conjunto da cápsula. Na comparação entre os grupos implantados com os 

biopolímeros IP ou SC, não houve diferença nas reações estudadas (P > 0,05). Na 

implantação SC, o grupo GI apresentou redução no infiltrado inflamatório nos 
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momentos 8 e 24 semanas em relação aos grupos PLA (P = 0,032; P = 0,002) e blenda 

PLA/PCL (P = 0,032; P = 0,065) respectivamente (Tabela 1). 

 

Tabela 1. Mediana (min-máx) dos escores de pontuação utilizados para classificação 
das variáveis cápsula e infiltrado inflamatório analisadas por microscopia óptica dos 
polímeros PLA e PLA/PCL nos momentos 2, 8 e 24 semanas após implantação 
intraperitoneal (IP) e subcutânea (SC). 

             

IP Semanas PLA PLA / PCL GI 

Cápsula  

2 2,0 (2-3)  2,0 (1-3) - 

8 2,0 (2-3) 2,0 (2-2)  - 

24 1,0 (1-2) 1,0 (1-3) - 

Infiltrado  

2 1,0a (1-2) 1,0a (0-2) 0,5a (0-1)  

8 1,0a (1-1) 1,0a (1-1) 0,0a (0-1) 

24 0,0a (0-1) 0,0a (0-0) 0,0a (0-0) 
      

SC Semanas PLA   PLA / PCL GI 

Cápsula  

2 2,0 (1-3) 2,5 (1-3)  - 

8 2,0 (1-3) 1,0 (1-3)  - 

24 3,0 (2-3)  3,0 (1-3)  - 

Infiltrado 

2 1,0a (0-3) 2,0a (0-3) 1,5a (1-3) 

8 1,0a (1-1) 1,0ª (1-2)  0,0b (0-1) 

24 1,0a (1-1) 1,0a (0-2)  0,0b (0-0) 

Escores de pontuação utilizados: 1-reação leve, 2-reação moderada, 3-reação 
intensa, 4-reação severa. Análises foram realizadas por meio da técnica de da 
Hematoxilina-Eosina. Os grupos foram comparados em cada momento pelo teste de 
Mann-Whitney. Letras diferentes na mesma linha demostram diferença estatística (p 
≤ 0,05).   
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Fig. 5. Fotomicrografias de omento (A, B, C) e pele (D, E, F) de ratos submetidos a 
implantação de PLA puro corados com o método da Hematoxilina-eosina analisados sob 
microscopia óptica. Duas semanas pós-implantação IP(A) e SC(D). Discreto infiltrado 
inflamatório (setas vermelhas) adjacentes a cápsula fibrótica (ca) e vasos sanguíneos na 
cápsula (neovascularização) em omento e tecido cutâneo com aumento de diâmetro (setas 
azuis). (*) região de localização do polímero (barra=50μm). Oito semanas pós-implantação IP 
(B) e SC(E). Cápsula fibrótica (ca) com pavimentação de macrófagos (seta verde) e projeções 
citoplasmáticas no polímero (seta preta), células gigantes multinucleadas envolvendo o 
polímero (seta amarela). (*) região de localização do polímero (barra=20μm). 24 semanas 
pós-implantação IP(C) e SC(F). Cápsula fibrótica (ca) com presença de células gigantes 
multinucleadas envolvendo o polímero e projeções citoplasmáticas dos macrófagos 
envolvendo o polímero (seta preta). (*) região de localização do polímero (barra=20μm). 
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Fig. 6. Fotomicrografias de omento (A, B, C) e pele (D, E, F) de ratos submetidos a 
implantação de blenda PLA/PCL corados com o método da Hematoxilina-eosina analisados 
sob microscopia óptica. Duas semanas pós-implantação IP(A) e SC(D). Discreto infiltrado 
inflamatório (setas vermelhas) no omento e adjacentes a cápsula fibrótica (ca) e vasos 
sanguíneos na cápsula (neovascularização), em omento com aumento de diâmetro (setas 
azuis). (*) região de localização do polímero (barra=20μm). Oito semanas pós-implantação IP 
(B) e SC(E). Cápsula fibrótica (ca) com pavimentação de macrófagos (seta verde) e projeções 
citoplasmáticas no polímero (seta preta), células gigantes multinucleadas envolvendo o 
polímero (seta amarela). (*) região de localização do polímero (B; barra=50μm; E; 
barra=20μm). 24 semanas pós-implantação IP(C) Cápsula fibrótica com presença de células 
gigantes multinucleadas envolvendo o polímero (seta amarela) e projeções citoplasmáticas 
dos macrófagos envolvendo o polímero (seta preta). SC(F). Área focal de crescimento celular 
com células gigantes multinucleadas fagocitando polímero. (*) região de localização do 
polímero (barra=20μm). 
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3.3.1 Coloração Picrosirius-hematoxilina (PSH) 

 

A implantação dos polímeros PLA ou PLA/PCL provocou reação fibrótica com 

deposição de colágeno ao redor dos biomateriais implantados pela via IP e SC 

Levando em consideração o dicroísmo, tanto o PLA como o PLA/PCL, implantados 

IP, apresentaram maior grau de agregação e compacidade das fibras de colágeno no 

momento 24 semanas (Fig. 7). Por meio da birrefringência foi observado maior 

intensidade de fibras colágenas, representadas pela presença de fibras vermelho 

alaranjadas nos momentos 2, 8 e 24 semanas dos polímeros implantados IP e SC  
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Fig. 7. Fotomicrografias dos cortes histológicos de pele (colunas à esquerda) e de omento 
(colunas à direita) de ratos Wistar submetidos a implantação de PLA e blenda PLA/PCL 
corados com o método da Picrossírius-Hematoxilina analisados sob luz policromática (PSH) 
e sob luz polarizada (PSH-pol). As fibras de colágeno são visíveis em vermelho na luz 
policromática e apresentam birrefringência e dicroísmo sob o plano de luz polarizada. O 
comportamento de deposição fibrilar em torno dos diferentes biopolímeros são semelhantes, 
visualizando um padrão de maior compactação e de maior agregação fibrilar do colágeno nos 
maiores tempos de implantação dos biopolímeros. (*) região de localização do biopolímero; 
colágeno (co); vaso sanguíneo (vs); fibras musculares (fm) e tecido adiposo (ta). 
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3.4 Microscopia eletrônica de varredura (MEV) 

 

A figura 8 revela micrografias eletrônicas das superfícies criogênicas dos 

polímeros PLA ou PLA/PCL implantados pela via IP e SC expostos à biodegradação 

(in vivo) e degradação (in vitro) por 2,8 e 24 semanas. Na avaliação in vivo, após 24 

semanas de implantação IP ou SC, a superfície criogênica do PLA e PLA/PCL 

demonstrou maiores irregularidades em comparação com o início do experimento 

(Fig. 8). Ainda na avaliação in vivo, nos momentos 2 e 8 semanas, notou-se presença 

de irregularidades no PLA e blenda PLA/PCL quando implantado pela via IP (Fig.8 A, 

B, D, E).  

Observa-se que o PLA puro e a blenda PLA/PCL implantados pela via SC nos 

momentos 2 e 8 semanas, apresentam alterações semelhantes as observadas na 

implantação IP (Fig. 8G, H, J, K). Após 24 semanas de biodegradação a blenda 

PLA/PCL apresentaram maior intensidade de degradação em relação ao PLA quando 

implantados pela via SC (Fig. 8I, L). A blenda PLA/PCL pela via IP, no mesmo período 

(24 semanas), apresenta intensidade de degradação semelhante a implantação SC 

(Fig. 8F, L). O PLA implantado IP apresenta maior intensidade de biodegradação em 

relação ao PLA pela via SC (Fig. 8C, I). Porém, tanto o PLA implantado SC como IP 

demonstraram menor grau de biodegradação em relação a blenda PLA/PCL 

implantados IP e SC. Finalmente, na degradação in vitro, o PLA apresentou maior 

degradação após 8 semanas em relação aos momentos 2 e 24 semanas (Fig. 8 M, N, 

O). A blenda PLA/PCL apresentou maiores irregularidades nos mesmos momentos 

(Fig. 8 P, Q, R).  
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Fig. 8. Morfologia de fraturas criogênicas do PLA e blenda PLA/PCL pós-implantação 
intraperitoneal e subcutâneo em ratos Wistar e degradas in vitro. Observada por meio de 
microscopia eletrônica de varredura (x500). PLA intraperitoneal (A, B, C). (A) 2 semanas; (B) 
8 semanas; (C) 24 semanas. Blenda PLA/PCL intraperitoneal (D, E, F). (D) 2 semanas; (E) 8 
semanas; (F) 24 semanas. PLA subcutâneo (G, H, I). (G) 2 semanas; (H) 8 semanas; (I) 24 
semanas. Blenda PLA/PCL subcutâneo (J, K, L). (J) 2 semanas; (K) 8 semanas; (L) 24 
semanas. PLA in vitro (M, N, O). (M) 2 semanas; (N) 8 semanas; (O) 24 semanas. Blenda 
PLA/PCL in vitro (P, Q, R). (P) 2 semanas; (Q) 8 semanas; (R) 24 semanas.  
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4. Discussão  

 

Esse estudo pré-clínico foi pioneiro ao avaliar o efeito da blenda PLA/PCL com 

71,43% em massa de Poli(ácido lático); 23,81% em massa de Poli(ɛ-caprolactona) e 

4,76% em massa de compatibilizante sobre ratos Wistar. O principal resultado desta 

pesquisa foi que, nas avaliações agudas ou crônicas, o PLA puro e a blenda PLA/PCL 

implantados pela via intraperitoneal ou subcutânea foram seguros em ratos Wistar. 

Os resultados do teste de campo aberto (CA) e filamentos de von Frey (FvF) sugeriram 

que os biomateriais aqui utilizados não causaram alterações inflamatórias capazes de 

modificar o comportamento, bem como não produziram resposta álgica nos ratos. 

Análises histopatológicas e microscopia eletrônica indicaram biocompatibilidade e 

biodegradação parcial do PLA e da blenda PLA/PCL. 

As variáveis comportamentais avaliadas indicaram que os biomateriais 

implantados por via IP e SC não foram capazes de produzir alterações nos ratos. 

Exceto para o grupo CI, que apresentou reduções na frequência de locomoção, 

frequência de levantar, com aumento na frequência de grooming. Estes resultados 

foram indicativos de comportamento anormal (Moranza et al., 2017). Como descrito 

na literatura, a administração parenteral de LPS estimula liberação de interleucina (IL)-

1, IL-6 e prostaglandina E2 (PGE2), mediadores pró-inflamatórios associados à 

resposta inflamatória sistêmica que, inclusive pode ocasionar febre. Respostas 

comportamentais associadas à inflamação e depressão diminuem a atividade 

locomotora e exploratória de ratos (Cartmell et al., 2000; Cartmell et al., 2001; Rummel 

et al., 2005; Swiergiel e Dunn, 2007; Li et al., 2015; Biesmans et al., 2016).  

Anderson et al. (2008) e Ramot et al. (2016) reportaram que a implantação de 

biomateriais podem liberar citocinas pró-inflamatórias como, IL-1, IL-4, IL-6 e IL-13. 

Porém, os ratos que receberam os biopolímeros PLA ou a blenda PLA/PCL pela via 

IP e SC não apresentaram as mesmas características em relação aos ratos que 

receberam aplicação de LPS, indicando segurança relativa à possíveis respostas 

sistêmicas indesejáveis.    

Os filamentos de von Frey medem hiperalgesia cutânea e alodinia. O teste de 

limiar nociceptivo envolve aplicação de estímulo mecânico na superfície cutânea até 

que resposta comportamental seja observada. Condições clínicas que apresentam 
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aumento de sensibilidade cutânea, tais como a dor neuropática, dor pós-operatória, 

inflamação ou osteoartrite podem ser quantificadas por meio da aplicação dos 

filamentos de von Frey (Gregory et al, 2013).  A pressão cutânea suportada nos dias 

posteriores à implantação sugeriu que o processo inflamatório causado pelo 

procedimento cirúrgico e a implantação do PLA ou blenda PLA/PCL não foram 

capazes de promover hipersensibilidade local. A avaliação da sensibilidade cutânea e 

variáveis comportamentais podem ser analisadas conjuntamente, fornecendo 

informações importantes ligadas à inflamação e a dor. Assim, a supressão do 

comportamento como, atividade exploratória dos roedores está ligada a falta de bem-

estar, causada, notadamente, pelo processo doloroso (Cortright et al., 2008; Gregory 

et al., 2013). 

Os resultados comportamentais supramencionados, em conjunção com as 

análises histopatológicas aqui obtidas permitem afirmar que os biomateriais PLA ou 

PLA/PCL possuem algumas características que podem favorecer a utilização 

biomédica, tais como, não toxico, não trombogênico e não carcinogênico. Ademais, a 

interação da superfície do biomaterial ao tecido culmina com início da resposta 

inflamatória que é finalizada pelo reparo tecidual (Williams, 2008). Desta maneira, 

infiltrado inflamatório mononuclear discreto, observado nas análises histopatológicas, 

duas semanas após implantação intraperitoneal ou subcutânea, está intimamente 

ligada ao fator de crescimento endotelial vascular (FCEV) (Klopfleisch e Jung, 2017). 

Os macrófagos são os principais mediadores que coordenam uma complexa reação 

celular junto a plaquetas e fibroblastos, que atraem células endoteliais para formar 

novos capilares, cápsula fibrótica, permitindo regeneração tecidual (Lehle et al., 2004; 

Litbarg et al., 2007; Ciambelli et al., 2013; Ramot et al., 2016). Ainda, a presença de 

cápsula fibrótica e macrófagos observada nas lâminas de histologia duas semanas 

pós-implantação intraperitoneal e subcutânea, e a formação de células gigantes 

representativas da reação de corpo estranho, encontrados nos momentos 8 e 24 

semanas estão associados a degradação e absorção do biomaterial (De Jong et al., 

2005; Ciambelli et al, 2013; Pogorielov et al., 2018).    

Neste contexto, a formação da capsula fibrótica circundante ao biomaterial, 

observada no presente estudo, pode ser influenciada por fatores de crescimento pró-

fibróticos e angiogênicos. Esses fatores atraem fibroblastos e células endoteliais à 
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superfície do biomaterial formando tecido de granulação (Klopfleisch e Jung, 2017). 

Esse tecido de granulação é substituído por fibras colágenas que se apresentam 

organizadas ao entorno do biomaterial aos sete dias pós-implantação (Ciambelli et al. 

(2013). A coloração com picrosirius-hematoxilina em microscopia de luz polarizada 

indicou presença de colágeno tipo I, revelada pela birrefringência e coloração 

vermelha alaranjada nas análises de duas semanas pós-implantação (Ribeiro et al., 

2015). A presença de colágeno tipo I, duas semanas após a implantação 

intraperitoneal ou subcutânea, reforçaram a afirmação feita por Anderson et al. (2008) 

que, a resolução das respostas inflamatórias agudas ou crônicas, geralmente duram 

duas semanas, quando utilizados biomateriais biocompatíveis. A coloração mais 

intensa observada no momento 24 semanas pós-implantação demonstraram maior 

organização e compacidade das fibras de colágeno podendo-se considerar que o 

biomaterial não causou reação adversa (Zhang et al., 2005).  

Ramot et al. (2016) descreveram que a biocompatibilidade e biodegradação 

dos biomateriais estão relacionadas a fatores intrínsecos ao próprio material. 

Interessante que, nas implantações pela via intraperitoneal, alguns implantes não 

aderiram ao omento. Esses resultados podem apontar para características intrínsecas 

da blenda PLA/PCL como menos reativa, podendo permanecer na cavidade 

abdominal por tempo indeterminado. Estes achados sugeriram que mais estudos são 

necessários para que os biopolímeros aqui estudados possam se tornar viáveis como 

alternativa às abraçadeiras auto-travantes de nylon. Estas últimas são reportadas na 

literatura como causadores de complicações após ovariohisterectomia (Mesquita et 

al., 2015). 

A análise de MEV auxiliou na compreensão da interação tecido/ biomateriais e 

biodegradação. Observamos degradação mais evidente na blenda PLA/PCL no 

momento 24 semanas, quando implantados pela via IP e SC. O PLA implantado IP 

demostrou maior biodegradação em relação ao PLA via SC. Nesse sentido, Ciambelli 

et al. (2013) observaram biodegradação semelhante pós-implantação subcutânea em 

ratos. Da mesma forma, Pogorielov et al. (2018) relataram que implantação 

intraperitoneal pode provocar biodegradação mais acentuada devido ao contato com 

o fluido peritoneal.  
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Finalmente, algumas lacunas do presente estudo podem ser assinaladas como 

avaliação da liberação de mediadores inflamatórios como interleucinas, pois esta 

revelaria potencial inflamatório real da implantação dos biomateriais. Esta análise, em 

associação aos resultados comportamentais e reflexivos aqui apresentados, 

elucidariam por completo as respostas fisiológicas à implantação. Adicionalmente, 

testes de imuno-histoquímica para macrófagos reativos demostrariam o potencial para 

biodegradação dos biomateriais implantados.    

 

5. Conclusão  

 

Os achados desta pesquisa forneceram informações importantes acerca da 

biocompatibilidade, bem como da biodegradação da blenda PLA/PCL e do PLA puro. 

Foi possível compreender o comportamento destes biomateriais frente a implantação 

pela via intraperitoneal ou subcutânea nos ratos. Assim, a blenda PLA/PCL 

apresentou características de biocompatibilidade e biodegradação promissoras 

possuindo potencial para ser utilizada nas áreas biomédicas e veterinárias.  
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