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RESUMO

Introdugao: A indisponibilidade de 6rgaos e tecidos para transplante com o objetivo de atender
a demanda existente é um dos grandes desafios na area médica. Uma solugéo viavel para essa
problematica € a impressao tridimensional (3D) de érgéos e tecidos. O presente estudo apresenta
resultados preliminares dos primeiros modelos da matriz extracelular (MEC) 4D utilizando um
biomaterial.

Métodos: Estudo experimental, multicéntrico, realizado no laboratério de Simulacéo e Fabricacao
Digital (SIMUFAB) do Instituto Federal de Pernambuco (IFPE). Uma solugéo de alginato de sddio
a 2% foi utilizada para a fabricagdo da MEC em uma impressora 3D Zmorph do tipo FDM.

Resultados: A figura geométrica da MEC foi um quadrado com 1cm? de area desenvolvida pelo
software Voxelizer, projetado inicialmente no CAD (computer aided design). A seguir, 0 biomaterial
em forma de gel foi impresso com uma velocidade de extrusdao de 1mm/s e uma velocidade
de impressdo de 3mm/s. Obtivemos éxito na impressédo com o biopolimero selecionado para a
fabricagdo da MEC. Verificou-se um depdsito uniforme do material durante a impressao, permitindo
obter a forma geométrica projetada no CAD.

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

Conclusao: A variagédo da area da ponteira e a velocidade de extrusao tém grande influéncia na
analise dos parametros finais para utilizar a impressora 3D.

Descritores: Bioimpressao, Matriz Extracelular, Medicina Regenerativa, Bioengenharia, Tecidos
Suporte.

ABSTRACT

Introduction: The shortage of organs and tissues for transplantation to meet the existing demand
is one of the great challenges in the medical field. A feasible solution to this problem is the three-
dimensional (3D) printing of organs and tissues. The present study presents preliminary results of
the first 4D extracellular matrix (ECM) models using a biomaterial.

Methods: Experimental, multicenter study carried out at the Simulation and Digital Fabrication
Laboratory (SIMUFAB) of the Federal Institute of Pernambuco (IFPE). A 2% sodium alginate
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solution was used to manufacture the MEC on a Zmorph 3D printer, type FDM.

Results: The MEC geometric figure was a square with an area of 1cm2 and developed by the
Voxelizer software, initially designed in CAD (computer aided design). Next, the biomaterial in gel
form was printed with an extrusion speed of Tmm/s and a printing speed of 3mm/s. We succeed in
the printing with the biopolymer selected for the manufacture of MEC. There was a uniform deposit
of the material during printing, which allowed obtaining the geometric shape designed in CAD.

Discussion: This article shows preliminary results of the printing process of a 4D MEC. The
achievement of the MEC impression qualifies alginate as one of the main biopolymers to be used
in the future phases of this study.

Conclusion: The variation of the nozzle area and the extrusion speed have a great influence on
the analysis of the final parameters to use the 3D printer.

Keywords: Bioprinting, Extracellular Matrix, Regenerative Medicine, Bioengineering, Scaffolds.

INTRODUCAO

A falta de 6rgaos para transplante € um
grande obstaculo enfrentado por pacientes e
cirurgies. E previsto que a necessidade de
transplante de érgaos na populagdo aumente a
medida que a expectativa de vida e a incidén-
cia de doengas crénicas aumentem.' Aproxima-
damente, seis milhdes de pessoas estdo com
faléncia de 6rgaos em estagio final no mundo.?
Nos EUA, aproximadamente 40.000 pacien-
tes recebem um transplante de 6rgéo a cada
ano. No entanto, 120.000 pacientes permane-
cem em lista de espera, dentre os quais, 7.600
individuos vao a o6bito anualmente enquanto
aguardam um transplante. Na Europa, assim
como em outros paises, os pacientes sao afe-
tados por uma semelhante escassez de 6rgaos
com altas taxas de mortalidade enquanto estéao
na lista de espera para transplante. Durante a
pandemia de COVID-19, esses indices deterio-
raram. Ademais, verificou-se uma forte asso-
ciacao temporal entre o aumento das infecgdes
por COVID-19 e uma significativa reducéo nos
procedimentos gerais de transplante de Or-
géaos solidos. A redugao geral de transplantes
de doadores falecidos foi de 90,6% na Franca
e 51,1% nos EUA. Além disso, houve uma di-
minui¢cado da captacdo de 6rgaos, assim como
uma redugao significativa nas taxas de trans-
plante mesmo em regides onde os casos de
COVID-19 sao escassos, sugerindo um efeito
global além do local.?

O Brasil, seguindo a tendéncia mundial,
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tem enfrentado um processo de envelhecimen-
to populacional. O crescimento no numero de
idosos, assim como o numero de pacientes
com quadro clinico de faléncia de 6érgao amplia
a necessidade de transplantes.*

As tecnologias inspiradas na medicina
regenerativa desafiam a eficacia do atual mo-
delo de transplante de aloenxerto. Uma solugao
viavel para essa problematica € a impressao tri-
dimensional (3D) de érgaos e tecidos. Associa-
da a engenharia de tecidos, a medicina rege-
nerativa nao apenas abre novos caminhos para
substituir e regenerar tecidos e 6rgéos, como
também pode ter o potencial de corrigir alguns
defeitos congénitos por meio de 6rgaos e te-
cidos cultivados em laboratério, os chamados
orgaos bioartificiais.® Uma revisdo sistematica
publicada recentemente mostrou que a impres-
sao 3D tem potenciais revolucionarios no acon-
selnamento de pacientes, planejamento cirur-
gico pré-operatorio, intraoperatorio e educagao
em urologia. Embora os custos e os tempos de
produgao continuam sendo os principais desa-
fios, 0 uso dessa tecnologia pode representar
um passo a frente para atender a demanda dos
pacientes e cirurgides.®

A medicina regenerativa € uma area ain-
da experimental, mas que ja produziu alguns
resultados relevantes, como por exemplo, os
estudos do médico e pesquisador Anthony
Atala, referéncia mundial no desenvolvimen-
to de impresséo 3D de material bioldégico. Um
dos seus estudos sobre a produgao de bexiga



em laboratério originou um tecido biocompati-
vel que substituiu a 6rgao total ou parcialmen-
te, no entanto, sem a capacidade funcional de
contracdo. O implante total foi bem-sucedido
e melhorou consideravelmente a qualidade de
vida do paciente.” O supracitado pesquisador
€ responsavel por diversos outros estudos em
medicina regenerativa utilizando a impresséo
3D, tais como a fabricacdo do miocardio endo-
telizado humano a partir de células troncos em
uma matriz extracelular microfluidica.?

A impressao 3D permite a fabricacédo de
formas complexas com alta precisédo, através
da adicdo de camada por camada de material.
A utilizagao de diferentes materiais inteligentes,
ou seja, que mudam de forma, cor ou produ-
zem corrente elétrica em resposta a um esti-
mulo externo tornando-os bioativos ou desem-
penhando uma funcéo pretendida, de modo a
abrir o caminho para a producao de estruturas
3D dinamicas, que atualmente é chamada de
impresséao 4D.°

Basicamente in vivo, os tecidos sdo es-
truturas dindmicas constituidas por varios tipos
de células, uma matriz extracelular (MEC) e
uma variedade de moléculas de sinalizacao.

A MEC é um componente crucial do mi-
croambiente celular e forma uma rede tridimen-
sional complexa.” Na impressado 3D, quando
adicionadas a MEC, as células podem ser or-
ganizadas em estruturas complexas originando
tecidos ou 6rgaos.™

Atualmente a medicina regenerativa visa
o desenvolvimento de uma técnica de impres-
sdo 4D de material biolégico que possa, futu-
ramente, ser implantada no corpo humano de
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modo a substituir um tecido ou 6rgéo e que
seja biologicamente compativel diminuindo os
riscos de rejeicao. O objetivo do presente es-
tudo é fabricar matrizes 4D (scaffold) em uma
impressora 3D a base de alginato visando a
adicao de células, que posteriormente origina-
réo tecidos e 6rgaos, objetivando posterior apli-
cacao na medicina regenerativa em animais e,
finalmente, em seres humanos.

Atualmente, esta sendo iniciada a fabri-
cacao das MEC no laboratério de Simulagéo
e Fabricagdo Digital (SIMUFAB) - Centro de
Pesquisa do Instituto Federal de Pernambuco
(IFPE) - Campus Recife. Desse modo, o pre-
sente artigo visa apresentar resultados prelimi-
nares do processo de impressao das MEC, o
que inclui, treinamento para operagédo de im-
pressoras, bem como a fabricagdo mecanica.

METODOS

Estudo experimental, multicéntrico en-
volvendo a Faculdade de Medicina de Olin-
da (FMO), o Instituto Federal de Pernambuco
(IFPE) e a Universidade Federal de Pernam-
buco (UFPE). Foi realizada uma extensiva re-
visdo da literatura com o objetivo de definir o
biomaterial, a impressora, a ponteira de extru-
sédo adaptado para biotintas, o software, a figu-
ra geométrica e a técnica de impressao para a
fabricacdo da MEC.

O biomaterial selecionado para a realiza-
cao dos primeiros testes foi o alginato de sodio
(figura 1). Este é definido como uma classe de
biopolimeros, derivados inicialmente da parede
celular de algas marrons de diferentes espécies
tais como Laminaria, Macrocystis, Sargassum,
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 fabricacdo da MEC, produzimos
um gel do biomaterial da seguinte forma, pre-
paramos uma solucéo contendo alginato de so6-
dio a 2% e cloreto de sodio a 0.25% diluidos
em agua. Em seguida, sob agitagcdo mecanica
e aquecimento a 80°C, adicionamos cloreto de
calcio a 0.25% numa proporgcao de 1 para 5 em
ml, respectivamente.

Optamos pela impressora 3D Zmorph,
tipo FDM (fused deposition modeling). O sof-
tware selecionado para realizar os primeiros
testes foi o Voxelizer, versdo 2.0 de 2019, cuja
funcdo é converter o arquivo CAD (computer
aided design) para o formato GCODE, que ¢ a
linguagem empregada para descrever como a
impressora 3D deve imprimir um trabalho. Uti-

lizamos a ponteira de extrusao de pasta Zmor-
ph, de 4mm, em aluminio, com uma velocidade
de trabalho de 5ml/s em formato linear cons-
truindo um quadrado de 1cm2 de area. Prelimi-
narmente, utilizamos o poliacido lactico (PLA)
e a celulose para definicdo dos parametros da
impressora.

RESULTADOS

Os resultados preliminares do processo
de impressao das MEC incluem o treinamento
para operagcado de impressoras e a fabricagao
mecanica. Inicialmente, a estrutura da MEC foi
projetada no CAD (figura 2) e através do sof-
tware Voxelizer a impressora recebeu os co-
mandos para executar o trabalho (figura 3).
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Figura 2. Estrutura da MEC

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



Para a andlise experimental da impres-
sdo da MEC, foram realizados 5 testes utilizan-
do poliacido lactico, celulose e alginato de sodio
para a configuragdo de parametros de impres-
sd0, 0s quais incluiram a velocidade de extru-
sao e a velocidade de impressao.

1) Poliacido lactico (PLA). Utilizamos uma
ponteira de extrusdo com 0,4 mm? area, ve-
locidade de extrusdo de 40mm/s e veloci-
dade de impressao de 40mm/s. Obtivemos
éxito na impressao, ou seja, conseguimos
a figura geométrica que se espera alcangar
com o uso do biopolimero (figura 4).

2) Celulose. Utilizamos uma ponteira de ex-
trusdo adaptada para biotintas com uma
area de 13,2 mm?, velocidade de extru-
sdo de 7mm/s e velocidade de impressao
de 10mm/s. Durante a realizacao do teste,
observamos que o valor de extrusao asso-
ciado ao valor da velocidade de deposicao
aplicados ao material foi muito alto e nao foi
possivel a impressao da MEC.

3) Alginato de soédio. Utilizamos uma serin-
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ga com bico de 35,7 e 4,0mm diametros,
respectivamente, velocidade de extruséo
de 1,5mm/s e velocidade de impresséao de
1mm/s. Houve uma alta deposi¢ao de ma-
terial em apenas um polo, ndo consegui-
mos a figura geométrica projetada no CAD.

4) Alginato de sodio. Empregamos uma serin-
ga com as mesmas caracteristicas do tes-
te anterior, velocidade de extrusdao 1mm/s
e velocidade de impressdo de 0,5mm/s.
Semelhante ao teste anterior, ocorreu uma
alta deposi¢cao do material em apenas um
polo n&o permitindo obter a figura geomé-
trica projetada no CAD.

5) Alginato de sodio. Empregamos uma serin-
ga com as mesmas caracteristicas do teste
3, velocidade de extrusdao de 1mm/s e ve-
locidade de impressdo de 3mm/s. Obtive-
mos éxito na impressédo com o biopolimero
selecionado para a fabricagdo da MEC. Ve-
rificou-se um depdsito uniforme do material
durante a impressao, permitindo obter a figu-
ra geométrica projetada no CAD (figura 5).

Figura 4. Imagem do modelo impresso com PLA

DISCUSSAO

A indisponibilidade de 6rgaos e tecidos
para transplante com o objetivo de atender a
demanda existente € um dos grandes desa-
fios na area médica. Além disso, a pandemia
de COVID-19 afetou negativamente os indices
de transplantes 6rgaos no mundo. Houve uma

Figura 5. Imagem do modelo impresso com alginato de sédio

diminuicdo no numero de procedimentos real-
izados, de doadores de 6rgaos, além de um
aumento na mortalidade dos pacientes em lista
de espera por um 6rgao.> '* Nesse cenario per-
manente de falta de 6rgaos para transplante,
exacerbado pelo contexto atual de pandemia,
faz-se necessario buscar terapéuticas inovado-
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ras. Nesse contexto, a medicina regenerativa
exerce um papel de destaque por ser um méto-
do inovador para substituir ou restaurar células,
tecidos e 6rgaos do corpo humano. Afabricagao
da MEC é um dos pilares da medicina regener-
ativa, entretanto, representa um dos obstaculos
tecnolégicos para a produgéo de tecidos. Cri-
ar um ambiente com condi¢cbes semelhantes a
matriz extracelular de um ser humano, no qual
as células possam se fixar e manter a seu me-
tabolismo adequado, é complexo. As MEC sao
estruturas de materiais sintéticos ou naturais
sobre os quais novos tecidos podem ser cul-
tivados para substituir o tecido danificado.®

O presente artigo mostra resultados
preliminares do processo de impressao 4D de
uma MEC que incluiu desde o treinamento para
utilizar a impressora até os primeiros testes
de fabricacdo mecanica. Para o efeito, foram
definidos os equipamentos a serem utilizados
racionalizando os recursos existentes, uma vez
que, a fabricacdo de MEC em impressoras 3D
tem um custo elevado.®

O alginato foi o biopolimero seleciona-
do para o presente estudo. O alginato é um
dos biomateriais mais utilizados na engenharia
biomédica devido a sua semelhanca molecular
com a dos polissacarideos. Ademais, a facili-
dade de se obter géis, os quais incorporaram
células-tronco e mimetizam um microambiente
extracelular favorecendo a engenharia de teci-
dos e a pesquisa basica, justificam tal escol-
ha.”

O primeiro teste foi realizado com o PLA,
0 qual dispbe de melhores caracteristicas ter-
momecanicas em relagdo ao gel de alginato.
O PLA apresenta maior resisténcia mecanica e
menor coeficiente de expansao térmica, o que
melhora sua capacidade de impressao, reduz-
indo vieses durante o processo de fabricagdo.®
No teste 2, o valor da velocidade de extruséo
associado ao valor da velocidade de deposigcao
aplicados ao material foi excessivo e com isso
inviabilizou a impressora de executar o trabalho.
Desse modo, definiram-se parametros a serem
utilizados na impressédo utilizando o alginato.
Ao adicionar no software os parametros obtidos
anteriormente com os diferentes materiais, ndo
foi possivel fabricar a MAC de acordo com a fig-
ura geométrica projetada no CAD, teste 3e 4. A
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partir dos testes inaugurais com alginato, houve
evidéncias de que diminuindo a velocidade de
extrusao para 1mm/s e aumentando a velocid-
ade de impressao para 3mm/s conseguir-se-ia
fabricar a MAC conforme o projeto desenvolvi-
do no CAD. Ao utilizar os parametros suprac-
itados, verificou-se um depdsito uniforme do
material durante a impressao, permitindo obter
a figura geométrica projetada no CAD.

Algumas limitacbes devem ser levadas
em consideragdo no presente artigo, dentre
elas a auséncia de analises fisico-quimicas
para uma matriz 4D e as dificuldades para es-
tabilizagdo do filamento extrudado de acordo
com o material testado, as quais inviabilizaram
a realizagdo de analises estatisticas. Entre-
tanto, esses sao resultados preliminares com
perspectivas de desenvolver um avango na
medicina regenerativa e na bioengenharia de
tecidos.

CONCLUSAO

A variagdo da area da ponteira e a ve-
locidade de extrusao tém grande influéncia no
resultado final da impressdo da matriz 4D. A
facilidade do manuseio e a acessibilidade do
alginato foram observadas durante o processo
de fabricagdo da MEC nesse estudo. O alginato
provou ser de grande utilidade na engenharia
de tecidos e seu potencial como biomaterial
qualifica-o para futuros estudos visando a esta-
bilizagao do filamento extrudado.
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