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Recentes avangos na manufatura aditiva tém permitido, ainda que em estagio preliminar, a
impressao 3D de biomateriais e/ou células. A cada dia, o processo de biofabricagdo vem sendo
adaptado para, no futuro, produzir diferentes tipos de tecidos humanos, em uma larga variedade
de formatos e complexidades estruturais que possuam especificas propriedades biomecéanicas
como, por exemplo, caracteristicas da vasculatura, visando a criagcdo de biomodelos que
mimetizem tecidos com parametros proximos dos reais. O grande desafio nessa area do
conhecimento se da no desenvolvimento de modelos/biomodelos que representem mais
fidedignamente os parametros bioldgicos requeridos. E isso s6 sera conseguido com a integracao
de varios pesquisadores, estudos e técnicas multidisciplinares.

Visando a formagdao de um grupo multidisciplinar na area da manufatura aditiva voltada para a
impressdao 3D de modelos virtuais e fisicos incorporando conceitos bioldgicos, a Divisdao de
Tecnologias Tridimensionais (DT3D), situada no Centro de Tecnologia da Informagdo Renato
Archer (CTI) que responde ao Ministério da Ciéncia, Tecnologia e Inovagdo (MCTI) vem
desenvolvendo estudos relacionados a todas as etapas do processo de biofabricagdo, integrando
diferentes estratégias.
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1. ESTRATEGIAS DA ENGENHARIA TECIDUAL / BIOFABRICAGAO
A biofabricagdo é classificada em trés abordagens ou estratégias, tal como segue:
12 Estratégia: baseada em Scaffolds

A Engenharia Tecidual por meio da Biofabricacdo, isto &€, com a utilizagdo de manufatura aditiva,
inicialmente partiu de uma abordagem voltada a utilizagao de scaffolds (estruturas tridimensionais
biodegradaveis e biocompativeis de suporte para adesdo e proliferacdo de células) para o
acondicionamento fisico de células, as quais, posteriormente, sdo responsaveis por gerar um novo
tecido. O scaffold € de grande utilidade na adesdo das células e na sua consequente estruturagdo
tridimensional, muito proxima a de um tecido vivo. E, portanto, esperado que o scaffold sélido
ofereca condigcbes adequadas para o projeto de regeneragdo de tecidos com propriedades
mecanicas, deometria e porosidade adequadas. Ao final, o scaffold deve ter sido
degradado/absorvido integralmente pelo organismo quando o novo tecido tiver sido formado. As
técnicas de fabricacdo de scaffolds (12 Estratégia) tém avangado bastante, sendo a manufatura
aditiva uma grande opcao de ferramenta pela possibilidade de construgao de estruturas 3D de
geometrias complexas, com alta precisao e com tamanho de poros e porosidade controlados.

Figura 1. Exemplo de um scaffold fabricado por manufatura aditiva na DT3D/CTI visto por microscopia.
23 Estratégia: baseada em Esferoides Teciduais

Uma nova abordagem foi desenvolvida baseada na construcdo de estruturas 3D esféricas
celularizadas sem uso de scaffold sélido (solid free scaffold), ou seja, as células sdo empregadas
de uma forma mais diferenciada e em aglomerados como demonstrado na figura 2 (MIRONOV et
al., 2003). Isto significa dizer que células previamente selecionadas e/ou diferenciadas foram
manipuladas e depositadas controladamente em densidade celular apropriada para formar
agregados celulares, os quais sdao englobados por algum biomaterial, como os hidrogéis. Essa
segunda abordagem demonstra que tecidos bioldgicos podem ser projetados com composicées e
formas especificas, explorando a caracteristica de adesdo célula-célula e a habilidade que células
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sob cultura possuem de desenvolverem sua prépria matriz extracelular e, por consequéncia,
ajudar a reduzir e mediar respostas inflamatoérias (JAKAB, 2010).

(@) (b) (c) (d)

Figura 2. Segunda estratégia da engenharia tecidual/biofabricagdo: esferoides teciduais como blocos de construgdo na
bioimpressdao (MIRONOV et al., 2009).

A bioimpressdo € uma variante emergente da aplicagdo biomédica da manufatura aditiva ou
impressao 3D (BARTOLO et al., 2011).

Grandes esforgos tém se concentrado na combinagdo de materiais biodegradaveis e células,
devido a limitagdo encontrada com o uso de estruturas sélidas convencionais e nas abordagens
utilizando apenas células ndo dependentes de scaffolds solidos (solid free scaffolds). O uso de
esferdides teciduais é vantajoso da perspectiva da alta densidade celular, estruturagdo 3D
homogénea, construcdo da vascularizacdo “de dentro pra fora”, ou seja, a vascularizagdo ja esta
sendo construida ao mesmo tempo em que os esferoides sdo depositados.

32 Estratégia: baseada em Scaffolds + Esferoides teciduais

As duas primeiras estratégias apresentam vantagens e desvantagens. Pensando de forma
otimizada e aproveitando as vantagens de cada uma para tentar compensar as limitacdes da
outra, foi elaborada a terceira abordagem ou ‘terceira estratégia da engenharia
tecidual/biofabricacdo. Esta estratégia compreende a integragdo da estrutura mecanica de um
scaffold sélido e incorpora em seu interior esferoides teciduais, que sdo mais consistentes que
células depositadas isoladamente. Um novo tipo de microscaffold, batizado como lockyball surge
como uma ideia original desenvolvida na DT3D/CTI.

A Jockyball é uma esfera oca com superficie externa composta por pentagonos elevados e
contendo varios ganchos, como pode ser visualizado na figura 3. Estes ganchos mimetizam
estruturas naturais, como os carrapichos ou o velcro comercial, tornando possivel que uma
lockyball possa se aderir a uma vizinha, gerando uma malha tridimensional recheada de células.
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Figura 3. Lockyballs como terceira estratégia para a engenharia tecidual e/ou biofabricacdo.

No inicio do desenvolvimento, o primeiro passo foi projetar varios modelos de /ockyballs
virtualmente. Esses modelos foram impressos por manufatura aditiva, em escala de
aproximadamente 6cm de didmetro, e testados quanto a capacidade/facilidade de se conectar
com outras lockyballs do mesmo tipo. Uma vez definido o projeto mais eficiente em termos de
conectividade, o mesmo foi enviado a parceiros na Europa, ja@ que o Brasil ndo possui
equipamento de impressao do dispositivo em micro escala. O processo utilizado para a fabricacao
das lockyballs é conhecido como “polimerizacdo por dois fétons”. A escala real original da lockyball
é em torno de 200 micrémetros de diametro (REZENDE et al., 2012).

Ensaios in vitro ja tém sido realizados em parceria com o Inmetro do Rio de Janeiro, sendo que o
primeiro passo foi verificado e validado, confirmando a viabilidade da celularizacao das lockyballs
interconectadas (DANILEVICIUS et al., 2015).

A aplicacdo de ferramentas computacionais na biofabricacdo tem evoluido principalmente na
criacdo de estruturas a partir de simulagGes de cenarios com parametros que representem a
estrutura do tecido relacionada a seu crescimento, visando a funcionalizagdo do metabolismo
tecidual. Sendo assim, a simulacao computacional integrada com scripts e com ferramentas
especificas cada vez mais eficientes, abre novas possibilidades na determinagdo de pardmetros
mais exatos para novas solugdes. Com relagdo as lockyballs, a figura 4 ilustra de uma forma
genérica uma simulagdo computacional realizada com o objetivo de verificar os efeitos em termos
de propriedades mecéanicas relacionados a alteragdes na geometria ou na estrutura interna da
lockyball (DANILEVICIUS et al., 2015).
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Figura 4. Propriedades mecanicas relacionadas a alteragdes na geometria de uma lockyball (a) sem estruturas internas e
(b) com estruturas internas.

As lockyballs podem vir a ser uma solucdo muito interessante para diversas areas da engenharia
tecidual. A lockyball original, mostrada na Figura 3, € o ponto de partida de uma familia de
microestruturas que vem surgindo de acordo com aplicagbes especificas como, por exemplo,
lockyballs voltadas para a regeneracgao capilar. O objetivo maior é que lockyballs preenchidas com
esferoides teciduais possam garantir a formacao de uma malha tridimensional mais reforcada e

também maior tempo para que os esferoides se fundam e, portanto, viabilizem a construgdo do
novo tecido.

2. ETAPAS DA BIOFABRICAGAO

Independentemente da estratégia empregada, a biofabricacdo € composta por uma sequéncia
coordenada de etapas, nomeadas de pré-processamento, processamento e pds-processamento
(figura 5). Estas etapas sao brevemente discutidas a seguir.
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Figura 5. Principais etapas e estratégias utilizadas no processo de biofabricacdo e engenharia tecidual.

3. PRE-PROCESSAMENTO

O pré-processamento consiste da fase de concepcdao do projeto da estrutura ou 6rgdo que se
pretende fabricar. A preparacdo ocorre por meio da associagao de softwares para o tratamento de
imagens, de projetos auxiliados por computador (CAD) e de simulagdes computacionais. A
representacao do modelo de interesse por meio de projetos da organizagao estrutural, vascular no
caso de tecidos bioldgicos, assim como da matriz extracelular, torna-se um desafio para este
campo. O projeto de um 6rgao humano, por exemplo, € muito complexo. Expressar fendmenos
bioldgicos e fisicos do processo da formagdo de um novo tecido ndo é trivial. E necessario o
dominio de temas como a embriologia e também do fenémeno de fusdo dos esferoides teciduais.
E preciso conhecer como as células agregadas vdo se desenvolver apds serem depositadas,
colocadas lado a lado e iniciarem o processo natural de fusdo. Que tipos de células e, por
consequéncia, de esferoides, um 6rgao necessita para ser estruturado. Sdo inUmeras perguntas a
serem estudadas, discutidas e respondidas. Além de todas estas divagacGes, estas informagoes
precisam estar compiladas e organizadas na forma de um arquivo de entrada para a impressora
3D, de forma que esta possa interpretar os dados e conduzir a impressao da estrutura desejada.

4. PROCESSAMENTO

De maneira geral, a etapa de impressao 3D dos biomateriais, ou processamento, para funcionar
depende, dentre outros aspectos, do projeto e da disponibilidade de material para impressdo.
Sobre o projeto ja foi discutido na etapa anterior. Com relagdo aos materiais, € necessario que
haja quantidade suficiente para que a estrutura seja impressa por completo e de uma Unica vez.
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No caso de dérgaos humanos, serdo necessarios provavelmente alguns milhdes de esferoides
teciduais. Os esferoides apresentam diametro médio de 200 micrometros. A fabricacdo dos
esferoides devera ser realizada de maneira automatizada. A microfluidica atualmente é o processo
com maior potencial para fabricar a maior quantidade de esferoides por tempo. O
acondicionamento dos esferoides é outro fator importante, pois o mesmo ndo deve iniciar o
processo de fusdo antes que sejam depositados pela impressora.

Em termos de impressora, ja existem bioimpressoras comerciais, no entanto, o maior cliente
continua sendo a academia. Ha processos de fabricacdo com uso de deposicdo de filamento, de
biotinta (solucdo contendo células ou esferoides teciduais) e de laser. No caso da bioimpressao
(22 Estratégia), os esferoides teciduais sdo depositados digitalmente, isto &, esferoide a esferoide,
0 que proporciona maior controle na estruturacdo do 6rgdo. Diferentes tipos de esferoides podem
ser utilizados de acordo com o tipo da constituicdo do 6rgdo que se deseja. A estrutura 3D
construida ndo pode ainda ser considerada como um érgao pronto. Na verdade, é chamada de
construct e necessita obrigatoriamente de um estagio de desenvolvimento incubada em um
equipamento que ofereca condicoes fisioldogicas adequadas relacionadas a parametros como
temperatura, suprimento de nutrientes, remocao de residuos, estimulos mecénicos e elétricos,
entre outros.

5. POS-PROCESSAMENTO

A etapa de pos-processamento da biofabricacdo esta relacionada a um estagio em que scaffolds
celularizados ou 6rgdos recém-fabricados sdo submetidos a condigBes fisicas controladas, para
que o material vivo tenha tempo de evoluir na formacdo do novo tecido. E um periodo de
amadurecimento que antecede a implantacao in vivo da solugdo. O equipamento que garante este
processo é conhecido por biorreator. Muitos biorreatores vém sendo estudados por varios grupos
de pesquisa. Particularmente no caso da 22 estratégia, com uso de esferoides teciduais, a DT3D
vem realizando simulagbes computacionais visando interpretar parametros embutidos no
biorreator.

As estratégias no processo de biofabricacdo sdo complexas e incluem arquitetura, mecanica
estrutural, propriedades de superficie, produtos da degradagdo e composicdo de componentes
bioldgicos, além das mudangas desses fatores com o tempo in vitro e/ou in vivo (HUTMACHER;
SINGH, 2008). Ha certamente uma necessidade muito grande da criacdo e incorporacdo de
softwares e parametros mais apropriados para esta area, sendo imprescindivel a integragdo de
diversas areas, principalmente da tecnologia da informacdo. E dbvio que, sem um modelo virtual,
ndo é possivel dar andamento as etapas seguintes da biofabricacdo. Além disso, a combinacgédo
com modelagem matematica, algoritmos bioldgicos e simulagdo computacional pode identificar
potenciais problemas inesperados, encontrar uma melhor solucao e otimizar modelos digitais e,
assim, facilitar todas as etapas da biofabricacao (REZENDE et al., 2015).

Levando-se em conta as trés estratégias, de modo geral, a automacdo das etapas envolvidas na
biofabricagdo necessita de uma série de discriminacGes, desde a obtencdo das imagens,
materiais/biomateriais utilizados, impressdao da estrutura até o acondicionamento e a avaliacdo
dos tecidos biofabricados. Esta automacgdo do processo esta inserida no objetivo de construgao, na
DT3D/CTI, de uma linha de biofabricacdo virtual que englobara, por exemplo, modelos
computacionais e informagdes sobre os equipamentos integrantes, de forma que se possa
dimensionar o esforco necessario e o custo estrutural para a fabricagdo de tecidos e dérgaos
humanos. A linha de biofabricacdo virtual tem também como proposta a visualizagdo virtual da
planta de biofabricacdo, analise e otimizagdo do processo de biofabricacdo e treinamento de
futuros membros da equipe de pesquisa.
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