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RESUMO

Introducgao: A indisponibilidade de 6rgaos e tecidos para transplante com o objetivo de atender a
demanda existente € um dos grandes desafios na area médica. Uma solugéo viavel é a impresséo
tridimensional de érgéos e tecidos. O presente estudo apresentou resultados preliminares dos
primeiros modelos da matriz extracelular (MEC) 4D utilizando um biomaterial.

Métodos: Estudo experimental multicéntrico realizado no laboratério de Simulacao e Fabricacao
Digital do Instituto Federal de Pernambuco. Uma solugao de alginato de sddio a 2% foi utilizada
para a fabricagdo da MEC em uma impressora 3D Zmorph do tipo fused deposition modeling.

Resultados: A figura geométrica da MEC foi um quadrado com 1 cm2 de area desenvolvida
pelo software Voxelizer, projetado inicialmente no computer aided design. A seguir, o biomaterial
em forma de gel foi impresso com uma velocidade de extrusao de 1 mm/s e uma velocidade de
impressao de 3 mm/s. Obteve-se éxito na impressao. O depdsito uniforme do material durante a
impressao permitiu a obtengao da forma geométrica projetada.

Discussao: O presente estudo mostra resultados preliminares do processo de impressao de uma
MEC 4D. O éxito da impresséo qualifica o alginato como um dos principais biopolimeros a ser
utilizado nas futuras fases desse estudo.

Conclusao: A variagao da area da ponteira e a velocidade de extrusao tém grande influéncia na
analise dos parametros finais na utilizagao da impressora tridimensional.

Palavras-chave: bioimpress&o; matriz extracelular; medicina regenerativa; bioengenharia; tecidos
suporte.

ABSTRACT

Introduction: The shortage of organs and tissues for transplant is a great challenge in the medical
field. The 3D printing emerges as a feasible solution for this problem. This study presents preliminary
results of the first models of a 4D extracellular matrix (ECM) using a biomaterial.

Methods: This experimental multicenter study was conducted at the laboratory of simulation and
digital fabrication of the Federal Institute of Pernambuco. A solution of sodium alginate at 2% was
used to print the ECM on a 3D printer model Zmorph type fused deposition modeling.
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Results: The geometric figure used to print the ECM was a square with 1cm2 of area initially
planned in a computer aided design and developed using the Voxelizer software. The biomaterial
in gel was successfully printed with extrusion speed of 1mm/s and printing speed of 3mm/s. The
uniform deposit of the material during printing resulted in the geometric figure designed.

Discussion: This paper shows preliminary results of the printing of a 4D ECM. The sodium alginate
might be a promising biopolymer to the future phases of this study.

Conclusion: The variation of the nozzle area and extrusion speed highly influences the analysis of

the 3D printer final parameters.

Keywords: Bioprinting; extracellular matrix; regenerative medicine; bioengineering; scaffolds.

INTRODUCAO

A falta de 6rgaos para transplante € um
grande obstaculo enfrentado por pacientes e
cirurgides. Cerca de seis milhdes de pessoas
estdo com faléncia de 6rgaos em estagio final
no mundo' e em diversos paises pacientes sdo
afetados por altas taxas de mortalidade en-
guanto estao na lista de espera para transplan-
te. Nos EUA, aproximadamente 40.000 pacien-
tes recebem um transplante de 6rgéos a cada
ano. No entanto, 120.000 permanecem em lista
de espera e 7.600 vao a obito enquanto aguar-
dam. Além disso, € previsto que o aumento da
necessidade de transplante de 6rgaos na po-
pulacéo seja proporcional ao da expectativa de
vida e da incidéncia de doencas crbnicas.?

A pandemia do COVID-19 agravou este
cenario, desvelando uma forte associacéo tem-
poral entre o aumento das infeccbes pelo co-
ronavirus e uma significativa redug¢ao de trans-
plante de 6rgaos sélidos. Na Franca e nos EUA,
o indice de transplantes de doadores falecidos
reduziu em 90,6% e 51,1%, respectivamente.
Além disso, houve uma diminuicdo da captagao
de 6rgaos das taxas de transplante mesmo em
regides onde os casos de COVID-19 foram es-
cassos, sugerindo um efeito global.?

No Brasil, o envelhecimento populacio-
nal segue a tendéncia mundial, que se soma ao
aumento no numero de pacientes com faléncia
de 6rgaos e amplia a necessidade por trans-
plantes.*
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As tecnologias inspiradas na medicina
regenerativa desafiam a eficacia do atual mo-
delo de transplante de aloenxerto. Uma solu-
cao viavel para essa problematica é a impres-
séo tridimensional (3D) de 6rgéos e tecidos.
Associada a engenharia de tecidos, a medicina
regenerativa ndo apenas abre novos caminhos
para substituir e regenerar tecidos e 6rgaos,
mas também pode corrigir defeitos congénitos
utilizando 6rgaos e tecidos cultivados em labo-
ratorio, os chamados 6rgéaos bioartificiais.®

Uma reviséo sistematica evidenciou po-
tenciais revolucionarios da impressdo 3D no
aconselhamento de pacientes, no planejamen-
to cirurgico pré-operatério e intraoperatorio e na
educacgao em urologia. Embora os custos e os
tempos de produgdo continuem sendo os prin-
cipais desafios, o uso dessa tecnologia pode
representar um passo a frente para atender a
demanda dos pacientes e cirurgides.®

Apesar de experimental, a medicina re-
generativa ja produziu alguns resultados re-
levantes, como os estudos do médico e pes-
quisador Anthony Atala, referéncia mundial no
desenvolvimento de impressao 3D de material
biolégico. Um dos seus estudos sobre a produ-
céo de bexiga em laboratorio originou um teci-
do biocompativel que substituiu o 6rgao total ou
parcialmente, mas sem a capacidade funcional
de contragao. O implante total foi bem-sucedi-
do e melhorou consideravelmente a qualidade
de vida do paciente.” Atala é responsavel por
diversos outros estudos em medicina regenera-



tiva utilizando a impressao 3D, como a fabrica-
¢ao do miocardio endotelizado humano a partir
de células troncos em uma matriz extracelular
(MEC) microfluidica.®

A impressao 3D permite a fabricacédo de
formas complexas com alta precisdo por meio
da adicdo de camadas de materiais inteligen-
tes. Estes mudam de forma, cor ou produzem
corrente elétrica em resposta a um estimulo ex-
terno, sendo bioativos ou desempenhando uma
funcéo pretendida, de modo a abrir o caminho
para a producdo de estruturas 3D dinamicas
(atualmente denominadas impressoes 4D).°

Basicamente in vivo, os tecidos sao es-
truturas dindmicas constituidas por varios tipos
de células, uma MEC e uma variedade de molé-
culas de sinalizagdo. A MEC é um componente
crucial do microambiente celular e forma uma
rede tridimensional complexa.'® Na impressao
3D, as células adicionadas a MEC podem ser
organizadas em estruturas complexas, origi-
nando tecidos ou 6rgdos." Atualmente, a me-
dicina regenerativa visa o desenvolvimento de
uma técnica de impressao 4D de material biol6-
gico que possa, futuramente, ser implantada no
corpo humano, de modo a substituir um tecido
ou orgao e diminuir os riscos de rejei¢ao por ser
biologicamente compativel.

O objetivo geral do estudo é fabricar
matrizes 4D (scaffold) a base de alginato em
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uma impressora 3D, visando a adigado de cé-
lulas que posteriormente originardo tecidos e
orgaos. Busca-se futura aplicagdo na medicina
regenerativa em animais e, finalmente, em se-
res humanos.

As MEC foram fabricadas no laboratorio
de Simulacéao e Fabricacdo Digital do Centro de
Pesquisa do Instituto Federal de Pernambuco
- campus Recife. Desse modo, o presente estu-
do visou apresentar resultados preliminares do
processo de impressao das MEC, que inclui o
treinamento para operacio de impressoras € a
fabricacdo mecanica.

METODOS

Estudo experimental multicéntrico en-
volvendo a Faculdade de Medicina de Olinda,
o Instituto Federal de Pernambuco e a Univer-
sidade Federal de Pernambuco. Como passo
inicial, foi realizada uma extensiva revisdo da
literatura para definicdo do biomaterial, impres-
sora, ponteira de extrusao adaptado para bio-
tintas, software, figura geométrica e técnica de
impressao para a fabricacdo da MEC.

O biomaterial selecionado para a rea-
lizacdo dos primeiros testes foi o alginato de
sodio (Figura 1), definido como uma classe de
biopolimeros derivados inicialmente da parede
celular de algas marrons de diferentes espé-
cies (como Laminaria, Macrocystis, Sargas-
sum, dentre outras).'> 3
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Figura 1. Diferentes blocos de alginato ligados com 1—4 ligagbes glicosidicas
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Para a fabricagcao da MEC, foi produzido
um gel do biomaterial composto por uma so-
lugdo contendo alginato de sodio a 2% e clo-
reto de sédio a 0,25% diluidos em agua. Em
seguida, sob agitagdo mecanica e aquecimento
a 80°C, foi adicionado cloreto de calcio a 0,25%
na proporg¢ao 1:5 em ml, respectivamente.

Optou-se pela impressora 3D Zmorph
do tipo fused deposition modeling. O software
selecionado para realizar os primeiros testes
foi o Voxelizer, versao 2.0 de 2019, cuja fungcao
€ converter o arquivo computer aided design
(CAD) para o formato GCODE, que ¢ a lingua-
gem empregada para descrever como a impres-
sora 3D deve imprimir um trabalho. Utilizou-se

a ponteira de extrusdo de pasta Zmorph, de 4
mm em aluminio, com uma velocidade de tra-
balho de 5 ml/s em formato linear, construindo
um quadrado de 1 cm?de area. Preliminarmen-
te, utilizou-se poliacido lactico (PLA) e celulose
para definicdo dos parametros da impressora.

RESULTADOS

Os resultados preliminares do processo
de impressao da MEC incluem o treinamento
para operacdo de impressoras e a fabricagao
mecanica. Inicialmente, a estrutura da MEC foi
projetada no CAD (Figura 2) e a impressora re-
cebeu os comandos para executar o trabalho
pelo software Voxelizer (Figura 3).

Figura 2. Estrutura da MEC

\

b
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Figura 3. Impressora 3D Zmorph,
tipo FDM iniciando o processo de
fabricacdo da MEC



Para a analise experimental da impres-
sédo da MEC, foram realizados cinco testes com
poliacido lactico, celulose e alginato de sddio
para a configuragéo de parametros de impres-
sdo, que incluiram as velocidades de extrusao
e impressao, descritos a seguir:

1) PLA: utilizou-se uma ponteira de extrusao
com uma area de 0,4 mm?, velocidade de
extrusdo de 40 mm/s e velocidade de im-
pressao de 40 mm/s. Obteve-se éxito na
impressao da figura geométrica que se es-
perava alcangar com o uso do biopolimero
(Figura 4).

2) Celulose: utilizou-se uma ponteira de ex-
trusdo adaptada para biotintas com uma
area de 13,2 mm?, velocidade de extrusao
de 7 mm/s e velocidade de impressao de
10 mm/s. Durante a realizacdo do teste,
observou-se que o valor de extrusao asso-
ciado ao valor da velocidade de deposigcao
aplicados ao material foi muito alto e nao
foi possivel a impressao da MEC.

3) Alginato de sodio: utilizou-se uma seringa
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com bico de 35,7 e 4,0 mm de didametros,
respectivamente, velocidade de extrusao
de 1,5 mm/s e velocidade de impressao de
1 mm/s. Houve uma alta deposicéo de ma-
terial em apenas um polo e nao foi alcanca-
da a figura geométrica projetada no CAD.

4) Alginato de sddio: utilizou-se uma seringa
com as mesmas caracteristicas do teste
anterior, velocidade de extrusdo de 1 mm/s
e velocidade de impressdo de 0,5 mm/s.
Semelhante ao teste anterior, ocorreu uma
alta deposicdo do material em apenas um
polo, ndo sendo alcangada a figura geome-
trica projetada no CAD.

5) Alginato de sddio: utilizou-se uma seringa
com as mesmas caracteristicas do teste 3,
velocidade de extrusdo de 1 mm/s e veloci-
dade de impressao de 3 mm/s. Obteve-se
éxito na impressao com o biopolimero se-
lecionado para a fabricagao das MEC. Ve-
rificou-se um depdsito uniforme do material
durante a impresséao, permitindo-se obter a
figura geométrica projetada no CAD (Figu-
rab).

Figura 4. Imagem do modelo impresso com polia-
cido lactico.

DISCUSSAO

A indisponibilidade de 6rgaos e tecidos
para transplante com o objetivo de atender a
demanda existente € um dos grandes desafios
na area meédica. Além disso, a pandemia de
COVID-19 afetou negativamente os indices de

Figura 5. Imagem do modelo impresso com alginato de sédio

transplantes de 6rgaos no mundo. Houve uma
diminuicdo no numero de procedimentos rea-
lizados e de doadores de 6rgéaos, além de um
aumento na mortalidade dos pacientes em lista
de espera.® '

No cenario permanente de falta de 6r-

An Fac Med Olinda, Olinda, 2022; 7 (1) : 11



ARTIGO

gaos para transplante, exacerbado pelo con-
texto pandémico, tornou-se necessario buscar
terapéuticas inovadoras. Nesse contexto, a me-
dicina regenerativa exerce um papel de desta-
que por ser um método inovador para substituir
ou restaurar células, tecidos e 6rgaos do corpo
humano. Entretanto, a fabricagdo da MEC (um
dos pilares da medicina regenerativa) repre-
senta um dos obstaculos tecnoldgicos para a
producao de tecidos. As MEC séao estruturas de
materiais sintéticos ou naturais sobre os quais
novos tecidos podem ser cultivados para subs-
tituir o tecido danificado.'™ Criar um ambiente
com condi¢cdes semelhantes a MEC humana,
no qual as células possam se fixar e manter
seu metabolismo adequado, € complexo.

O presente estudo apresenta resultados
preliminares do processo de impressao 4D de
uma MEC que incluiu desde o treinamento na
operacao da impressora até os primeiros tes-
tes de fabricacdo mecanica. Para tanto, foram
definidos os equipamentos a serem utilizados
racionalizando os recursos existentes, uma vez
que a fabricagcdo de MEC em impressoras 3D
tem um custo elevado.®

O alginato foi o biopolimero selecionado
por ser um dos biomateriais mais utilizados na
engenharia biomédica devido a sua semelhan-
¢a molecular com os polissacarideos. Ainda,
ele permite obter géis facilmente que incorpo-
ram células-tronco e mimetizam um microam-
biente extracelular, favorecendo a engenharia
de tecidos e a pesquisa basica."’

O primeiro teste foi realizado com o PLA,
que dispde de melhores caracteristicas termo-
mecanicas em relagéo ao gel de alginato. Esse
material apresenta maior resisténcia mecani-
ca e menor coeficiente de expansao térmica,
0 que melhora sua capacidade de impressao,
reduzindo vieses durante o processo de fabri-
cacao.” No teste 2, o valor da velocidade de
extrusdo associado ao valor da velocidade de
deposicéo aplicados ao material foi excessivo,
inviabilizando a impressora de executar o tra-
balho. Desse modo, definiram-se parametros a
serem utilizados na impresséao utilizando o al-
ginato.

Ao adicionar no software os parametros
obtidos anteriormente com os diferentes mate-
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riais, nao foi possivel fabricar a MEC de acor-
do com a figura geométrica projetada no CAD,
como buscado nos testes 3 e 4. A partir deles,
houve evidéncias de que diminuindo a veloci-
dade de extrusao para 1mm/s e aumentando
a velocidade de impressdo para 3mm/s seria
possivel fabricar a MEC conforme o projeto
desenvolvido no CAD. Ao se utilizar os para-
metros supracitados, verificou-se um depdsito
uniforme do material durante a impressao, per-
mitindo-se obter a figura geométrica projetada
no CAD.

Algumas limitacbes devem ser levadas
em consideragao, como a auséncia de analises
fisico-quimicas para uma matriz 4D e as dificul-
dades para estabilizagdo do filamento extruda-
do de acordo com o material testado, que invia-
bilizaram a realizagdo de analises estatisticas.
Entretanto, esses sao resultados preliminares
com perspectivas de avango na medicina rege-
nerativa e na bioengenharia de tecidos.

CONCLUSAO

A variagdo da area da ponteira e a ve-
locidade de extrusao tém grande influéncia no
resultado da impressdo da MEC 4D. A facilida-
de do manuseio e a acessibilidade do alginato
foram observadas durante o processo de fabri-
cacao da MEC neste estudo. O alginato provou
ser de grande utilidade na engenharia de teci-
dos e seu potencial como biomaterial o qualifi-
ca para futuros estudos visando a estabilizagao
do filamento extrudado.
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