PONTIFTCIA UNIVERSIDADE CATéLlCA
DO RIO DE JANEIRO

Mario Ricardo da Silva Lima

Papel do Design na engenharia de tecidos:
possiveis aplicagcfes na bioimpresséo 3D

Tese de Doutorado

Tese apresentada ao Programa de Pés-graduacao em Design
da PUC-Rio como requisito parcial para obtencao do grau de
Doutor em Design.

Orientador: Prof. Jorge Roberto Lopes dos Santos

Coorientador: Prof. Joao Victor Azevedo M. Correia de Melo

Rio de Janeiro
Margo de 2023



PONTIFfCIA UNIVERSIDADE CATéUCA
Do RIO DE JANEIRO

Mario Ricardo da Silva Lima

Papel do Design na engenharia de tecidos:
possiveis aplicagcfes na bioimpresséao 3D

Tese apresentada ao Programa de PoOs-graduacdo em
Design da PUC-Rio como requisito parcial para obtencao
do titulo de Doutor em Design. Aprovada pela comissao
Examinadora abaixo assinada.

Prof. Jorge Roberto Lopes dos Santos
Orientador
Departamento de Artes & Design — PUC-Rio

Prof. Jodo Victor Azevedo M. Correia de Melo
Coorientador
Departamento de Artes & Design — PUC-Rio

Prof.2 Luiza Novaes
Departamento de Artes & Design — PUC-Rio

Prof.2 Rita Couto
Departamento de Artes & Design — PUC-Rio

Prof. Ricardo Cunha Michel
Universidade Federal do Rio de Janeiro — UFRJ

Prof.2 Sara Gemini Piperni
Universidade Federal do Rio de Janeiro — UFRJ

Rio de Janeiro, 31 de marco de 2023



Todos os direitos reservados. E proibida a reproducéo total ou
parcial do trabalho sem autorizacdo da universidade, do autor e
do orientador.

Mario Ricardo da Silva Lima

Mestre em Design pela PUC-Rio em 2017. Graduou-

se em Desenho Industrial — Habilitagio em Projeto de
Produto pela Universidade Federal do Rio de Janeiro
em 2009 e em Desenho Industrial — Habilitacdo em

Programacdo Visual pela Faculdade da Cidade em 2011.
Atua profissionalmente nessas areas do Design ha 16 anos,
atualmente é Designer na Fundacdo Cecierj. Membro do
laboratério de BiodesignLab DASA/PUC e colaborador do grupo
de pesquisas interdisciplinar Design e Formac@es de leitores em
contextos culturais e pedagogicos da PUC-RIio.

Ficha Catalografica

Lima, Mario Ricardo da Silva

Papel do Design na engenharia de tecidos : possiveis aplicacdes
na bioimpresséo 3D / Mario Ricardo da Silva Lima ; orientador: Jorge
Roberto Lopes dos Santos ; coorientador: Jodo Victor Azevedo M.
Correia de Melo. — 2023.

168 f. : il. color. ; 30 cm

Tese (doutorado)—Pontificia Universidade Catélica do Rio de
Janeiro, Departamento de Artes e Design, 2023.
Inclui bibliografia

1. Artes e Design — Teses. 2. Design e tecnologia. 3.
Bioimpressao 3D. 4. Biomateriais. 5. Engenharia de tecidos. |.
Santos, Jorge Roberto Lopes dos. Il. Melo, Jodo Victor Azevedo M.
Correia de. lll. Pontificia Universidade Catélica do Rio de Janeiro.
Departamento de Artes e Design. IV. Titulo.

CDD: 700



Dedico a Antdnio Vieira, Salvador Vieira e Sonea Chaves.



Agradecimentos

Agradeco primeiramente aos meu orientador, Prof. Jorge Lopes, e a0 meu coo-
rientador, Prof. Jodo Victor Azevedo, por todos os ensinamentos, apoio, suporte e
confianca depositados durante o percurso desta pesquisa.

Agradeco aos meus familiares, sempre confiantes e prestativos em todos os mo-
mentos. Agradeco a Camila Cardoso, por todo o suporte, carinho, companheirismo e
compreensdo ao longo desse percurso.

Agradeco aos amigos de laboratorio Gerson Ribeiro, Roberto Takao, Raphael
Vinagre, Ronaldo Andrade, Vinicius Arcoverde, Thiago Barboza, Pedro Themoteo,
Carlos Santigado Diaz e Victoria Gongalves Broegger pela amizade e ajuda durante
esses anos na pos-graduacao.

Agradeco aos amigos Vittorio Lo Bianco, Fabio Rapello, Larissa Averbug,
Vinicius Mitchell, Licia Matos, Mariana Caser, Camille Moraes, Nubia Roma e aos
demais companheiro de trabalho por todo o suporte e pelos momentos felizes ao lon-
go desses anos.

Agradeco a Yana Gonzaga pela revisao de texto do anteprojeto e desta tese, e a
Rosane Lira, pelo revisdo do documento de qualificagéo.

Agradeco ao Prof. Heron Werner, por toda confianca e apoio ao longo dos anos.

Agradeco aos companheiros dos laboratorios NEXT e LINC-Design, especial-
mente Antonio Thiele e Lucas Brazil, pelo companheirismo e pelos iniUmeros mo-
mentos de auxilio nessa jornada.

Agradeco a professora Sara Gemini Piperni e a pesquisadora Jéssica Dornelas
pela parceria crucial para esta pesquisa.

Agradeco a Marcel Martins, Marisol Santos e a todos os envolvidos nos la-
boratérios da Unidade de Pesquisas Clinicas — HUAP/UFF e do Laboratério de
Nanotecnologia Biofuncional — CSS/UFRJ por todo o suporte, atengéo e gentiliza ao
longo dos experimentos.

Agradeco aos membros do GEF/UFRJ pela parceria e prestatividade durante
0s experimentos. Agradeco também a Olga Araujo, do laborat6rio da COPPE/UFRJ,
pela prestatividade e paciéncia no uso do microtomaégrafo.

Agradeco aos professores Luiza Novaes, Rita Couto, Sara Gemini Piperni e

Ricardo Michel pela presencace pelas contribuigdes nabanca avaliadora desta pesquisa.

Agradeco aos professores e profissionais do departamento de Artes & Design
da PUC-Rio pela permanente prestatividade para comigo.

Agradeco a PUC-Rio pelo suporte e infraestrutura fornecidos para a execugao
desta pesquisa de maneira qualificada.

O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenacéo de Aperfeicoamento
de Pessoal de Nivel Superior - Brasil (CAPES) - Cadigo de Financiamento 001.



Resumo

Lima, Mario Ricardo da Silva; Santos, Jorge Roberto Lopes dos. Papel
do Design na engenharia de tecidos: possiveis aplica¢des na bioimpresséo
3D. Rio de Janeiro, 2023. 168 p. Tese de Doutorado — Departamento de
Artes & Design, Pontificia Universidade Catolica do Rio de Janeiro.

A tecnologia de bioimpressdo 3D se tornou um importante recurso em pes-
quisas meédicas no campo da engenharia de tecidos. Entretanto, apesar de essa
tecnologia possuir grande convergéncia e demanda de competéncias do Design,
o profissional designer ainda se encontra distante de tais trabalhos. Esta tese pro-
move a investigacdo do papel que o Design pode desempenhar em pesquisas en-
volvendo o uso da bioimpressdo 3D. A partir da revisdo bibliografica inicial e da
compreensdo acerca dos temas da engenharia de tecidos e de biomateriais, foram
estabelecidas parcerias visando a execugdo de uma série de experimentos préaticos.
A partir da construcdo de uma bioimpressora desktop e posterior aquisicdo de uma
bioimpressora profissional, foram realizados testes de configuracéo, calibragem e
impressédo de diferentes materiais viscosos, para uma melhor compreenséo do pro-
cesso de impressdo dos biomateriais. Em parceria com o doutor Ronaldo Andrade,
paralelamente se buscou solucionar a questdo de simulacéo pratica em treinamentos
médicos, visando gerar modelos fisicos semelhantes aos tecidos vivos. Por meio
de uma parceria com o Grupo de Estudos do Figado/UFRJ, e com o laboratério do
Programa de Engenharia Nuclear, da COPPE/UFRJ, utilizou-se a microtomografia
para gerar modelos tridimensionais virtuais que serviram de base para um software
de visualizacdo e para a impressao 3D de um figado de rato. Da parceria com as
pesquisadoras Sara Gemini e Jéssica Dornelas, foi possivel realizar a impressao de
construtos com esferodides celulares e a posterior analise via microscopia. Em nova
rodada de experimentos, a biotinta desenvolvida foi aperfei¢coada e testada em di-
ferentes formulagdes. Além de buscar avangcos nos campos investigados, a presente
tese buscar mostrar o papel interdisciplinar do Design e seu potencial agregador em
pesquisas na area da Ciéncias Médicas e Bioldgicas, fugindo do lugar-comum em
que o profissional muitas vezes € colocado.

Palavras-chave

Design e tecnologia; bioimpressdo 3D; biomateriais; engenharia de tecidos.



Abstract

Lima, Mario Ricardo da Silva; Santos, Jorge Roberto Lopes dos (advisor).
Role of Design in tissue engineering: possible applications in 3D bio-
printing. Rio de Janeiro, 2022. 168 p. Tese de Doutorado — Departamento
de Artes & Design, Pontificia Universidade Catolica do Rio de Janeiro.

3D bioprinting technology has become an important resource in medical re-
search, in the field of tissue engineering. However, although this technology has
great convergence and demand for skills that Design has, the designer is far from
such works. This thesis promotes the investigation of the role that Design can play in
researches on the use of 3D bioprinting. From the preliminary bibliographic review
and understanding of tissue engineering and biomaterials topics, partnerships were
formed in order to develop a series of practical experiments. From the construction
of a desktop bioprinter and subsequent acquisition of a professional bioprinter, con-
figuration, calibration and printing tests of different viscous materials were carried
out for a better understanding of the printing process of biomaterials. In partnership
with Dr. Ronaldo Andrade, an attempt was also made to solve the issue of practical
simulation in medical training, with a view to generating physical models similar
to living tissue. Through a partnership with the Grupo de Estudos do Figado/UFRJ,
and the laboratory of the Nuclear Engineering Program at COPPE/UFRJ, microto-
mography was used to generate virtual three-dimensional models that served as the
basis for a software for visualization and 3D printing of a mouse liver. In partner-
ship with researchers Sara Gemini and Jéssica Dornelas, it was possible to print
constructs with cellular spheroids and subsequently analyze them via microscopy.
In a new round of experiments, the developed bioink was improved and tested in
different formulations. In addition to seeking advances in the investigated fields,
this thesis seeks to show the interdisciplinary role of Design and its aggregating
potential in research in the Medical and Biological Sciences areas, escaping the
commonplace in which the professional is often placed.

Keywords

Design and Technology; 3D bioprinting; biomaterials; tissue engineering.
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Any sufficiently advanced technology is indistinguishable from Magic.

Arthur C. Clarke,
Profiles of the Future: An Inquiry into the Limits of the Possible



1
Introducao

Esta pesquisa propde a investigacdo do papel do Design na engenharia de
tecidos e suas possiveis aplica¢fes na bioimpresséo 3D.

A bioimpressdo 3D é uma tecnologia multidisciplinar em répida evolucéo.
Chua; Yeong (2015, p. vii) a definem como uma biofabricacao aditiva de constru-
tos! e tecidos tridimensionais funcionais, empregando biomateriais e células vivas a
partir de modelos digitais pré-definidos. Essa tecnologia utiliza como base a manu-
fatura aditiva (impressdo 3D), processo em que um objeto tridimensional é constru-
ido camada por camada, de acordo com diferentes largura (eixo X), comprimento
(eixo Y) e altura (eixo Z), por meio da l6gica CAD/CAM? (Figura 1.1).

Figura 1.1 — Exemplo de bioimpressora 3D e seus 3 eixos de impressao.

A principal diferenca da bioimpressdo 3D em relacdo a impressédo 3D tradi-
cional advém dos materiais utilizados: as biotintas (bioinks, em inglés), compostos
formados por biomateriais e células vivas.

Durante Conferéncia de consenso da Sociedade Européia para Biomateriais
(European Society For Biomaterials), em 1986, um biomaterial foi definido como

1 Nesta tese, um construto é uma estrutura bioimpressa em 3D a partir de um arquivo digital.

2 CAD (computer-aided design), design/desenho auxiliado por computador e CAM (computer-aided
manufacturing), fabricacdo auxiliada por computador.
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“um material ndo-vivo utilizado em um dispositivo médico, destinado a interagir
com sistemas biologicos” (WILLIAMS, 1987). Ao longo do tempo, novas defini-
¢Bes surgiram, juntamente com 0s avancos na area. Proponho, para o escopo desta
pesquisa, a seguinte defini¢do de biomateriais:

Os biomateriais sdo materiais sintéticos ou naturais, que podem ser utiliza-
dos em contato (continuo ou intermitente) com sistemas biologicos, de maneira
biocompativel®, a fim de restaurar, aperfeicoar ou substituir a fungdo de um teci-
do corporal ou 6rgéo de tal sistema* (RATNER, 2004; BAJPAI, 2016; HELMUS,
TWEDEN, 1995).

Esses materiais podem ser empregados em dispositivos extracorporeos, como
lentes de contato e filtros de dialise, ou em dispositivos implantaveis, como proteses
articulares, valvulas cardiacas, implantes dentarios e marca-passos (Figura 1.2).

Figura 1.2 — Em (a), um filtro de dialise. Em (b), exemplo de prétese coxofemoral de metal e po-
lietileno e o raio-x da proétese implantada. Fontes: (a) https://wyss.harvard.edu/improved-sepsis-
-therapeutic-device/. (b) http://medicinadoquadril.com.br/site/proteses/.

O termo engenharia de tecidos surgiu apenas na década de 1980, designando
inicialmente as técnicas de manipulacdo de tecidos e 6rgdos, além da aplicacéo de
préteses e biomateriais. Com os avancos da medicina regenerativa, campo que utiliza
células, especialmente células-tronco, para o tratamento e a regeneracédo de tecidos
e 6rgdos (MEYER, 2009), o préprio conceito de engenharia de tecidos evoluiu.

Atualmente, a engenharia de tecidos agrega diferentes disciplinas, bus-
cando criar condicBes para o reparo e a substituicdo de tecidos e 6rgaos lesados.

3 A biocompatibilidade considera “a capacidade de um material de executar uma resposta apropria-
da do hospedeiro em uma aplicagdo especifica” (WILLIAMS, 1987).

4 Essa definicdo exclui instrumentos cirtirgicos ou odontoldgicos, pois, apesar de expostos a fluidos cor-
porais, ndo substituem ou aperfeicoam a fungdo de um tecido corporal ou 6rgdo (AGRAWAL, 1998).


http://medicinadoquadril.com.br/site/proteses/
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Fornecendo os elementos celulares requeridos, os fatores de proliferacéo e de dife-
renciacdo celular, a area visa produzir novos tecidos vivos que mimetizam as dife-
rentes fungdes do corpo humano. Eles podem ser desenvolvidos a partir de células
autologas (do proprio paciente), alogénicas (de um doador), ou xenogénicas (de um
animal de outra espécie) imunologicamente inativadas, revelando-se promissores
na recuperacdo de funcdes de tecidos e novas opcOes terapéuticas para doencas
(RATNER, 2004, p. 712).

Na biomimética®, os pesquisadores observam diversos organismos bioldgicos
(humanos e outros vertebrados, invertebrados e mesmo plantas) e buscam inspira-
¢do neles, procurando compreender seus mecanismos naturais e utilizar essas infor-
mac0des para o desenvolvimento de novas terapias celulares:

Numa sociedade acostumada a dominar ou “melhorar” a natureza, essa respeitosa
imitagdo é uma abordagem inteiramente nova. [...] a Revolucdo Biomimética inau-
gura uma era cujas bases assentam ndo naquilo que podemos extrair da natureza,
mas no que podemos aprender com ela (BENYUS, 2007, p. 10).

Com o aprimoramento do uso de biomateriais, juntamente com técnicas de
obtencdo e cultivos de células, a engenharia de tecidos se expandiu e, somada a
biomimética e a impressao 3D, tornou possivel a impressdo de objetos tridimensio-
nais constituidos de células vivas, os construtos celulares (cell-laden constructs),
gerando tecidos tridimensionais vivos e funcionais (Figura 1.3).

Figura 1.3 — Modelo alveolar bioimpresso em hidrogel, contendo células sanguineas, para simula-
céo de atuacdo pulmonar (GRIGORYAN et al., 2019). Fonte: https://www.scientificamerican.com/
article/can-3-d-printing-produce-lung-and-liver-tissue-for-transplants/.

A biomimética e a impressdo 3D estdo presentes de modo amplo em pesqui-
sas sobre biomateriais e engenharia de tecidos. Ainda que ambas estejam ligadas ao

> Do grego bios (vida) e mimesis (imitacdo). Ciéncia que estuda modelos da natureza e, a partir
deles, produz solucdes para problemas humanos (BENYUS, 2007, p. 8).


https://www.scientificamerican.com/article/can-3-d-printing-produce-lung-and-liver-tissue-for-transplants/
https://www.scientificamerican.com/article/can-3-d-printing-produce-lung-and-liver-tissue-for-transplants/
https://www.scientificamerican.com/article/can-3-d-printing-produce-lung-and-liver-tissue-for-transplants/
https://www.scientificamerican.com/article/can-3-d-printing-produce-lung-and-liver-tissue-for-transplants/
https://www.scientificamerican.com/article/can-3-d-printing-produce-lung-and-liver-tissue-for-transplants/
https://www.scientificamerican.com/article/can-3-d-printing-produce-lung-and-liver-tissue-for-transplants/
https://www.scientificamerican.com/article/can-3-d-printing-produce-lung-and-liver-tissue-for-transplants/
https://www.scientificamerican.com/article/can-3-d-printing-produce-lung-and-liver-tissue-for-transplants/
https://www.scientificamerican.com/article/can-3-d-printing-produce-lung-and-liver-tissue-for-transplants/
https://www.scientificamerican.com/article/can-3-d-printing-produce-lung-and-liver-tissue-for-transplants/
https://www.scientificamerican.com/article/can-3-d-printing-produce-lung-and-liver-tissue-for-transplants/
https://www.scientificamerican.com/article/can-3-d-printing-produce-lung-and-liver-tissue-for-transplants/
https://www.scientificamerican.com/article/can-3-d-printing-produce-lung-and-liver-tissue-for-transplants/
https://www.scientificamerican.com/article/can-3-d-printing-produce-lung-and-liver-tissue-for-transplants/
https://www.scientificamerican.com/article/can-3-d-printing-produce-lung-and-liver-tissue-for-transplants/
https://www.scientificamerican.com/article/can-3-d-printing-produce-lung-and-liver-tissue-for-transplants/
https://www.scientificamerican.com/article/can-3-d-printing-produce-lung-and-liver-tissue-for-transplants/
https://www.scientificamerican.com/article/can-3-d-printing-produce-lung-and-liver-tissue-for-transplants/
https://www.scientificamerican.com/article/can-3-d-printing-produce-lung-and-liver-tissue-for-transplants/
https://www.scientificamerican.com/article/can-3-d-printing-produce-lung-and-liver-tissue-for-transplants/
https://www.scientificamerican.com/article/can-3-d-printing-produce-lung-and-liver-tissue-for-transplants/
https://www.scientificamerican.com/article/can-3-d-printing-produce-lung-and-liver-tissue-for-transplants/
https://www.scientificamerican.com/article/can-3-d-printing-produce-lung-and-liver-tissue-for-transplants/
https://www.scientificamerican.com/article/can-3-d-printing-produce-lung-and-liver-tissue-for-transplants/
https://www.scientificamerican.com/article/can-3-d-printing-produce-lung-and-liver-tissue-for-transplants/
https://www.scientificamerican.com/article/can-3-d-printing-produce-lung-and-liver-tissue-for-transplants/
https://www.scientificamerican.com/article/can-3-d-printing-produce-lung-and-liver-tissue-for-transplants/
https://www.scientificamerican.com/article/can-3-d-printing-produce-lung-and-liver-tissue-for-transplants/
https://www.scientificamerican.com/article/can-3-d-printing-produce-lung-and-liver-tissue-for-transplants/
https://www.scientificamerican.com/article/can-3-d-printing-produce-lung-and-liver-tissue-for-transplants/

15

Design, sdo raras as mencdes ao uso de suas metodologias ou ao profissional designer
na maior parte das pesquisas encontradas, evidenciando sua baixa participacao nes-
se tipo de pesquisa.

A figura a seguir destaca as areas de conhecimento envolvidas no desenvol-
vimento de um biomaterial, encontrada em um livro sobre o tema. Nessa tabela, o
designer ¢ mencionado apenas na etapa “esterilizagdo e embalagem” (Figura 1.4).
Mesmo na etapa “Design do dispositivo®, sdo citados apenas medicos e engenheiros.
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Figura 1.4 — Na imagem séo apresentadas dez etapas do desenvolvimento de biomateriais, dentre as
quais o designer aparece apenas em “esterilizagdo € embalagem”. Fonte: Adaptado de Ratner (2004, p. 5).
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De encontro ao exposto na figura anterior, considero que o designer, devido
a sua natureza interdisciplinar, pode atuar de maneira eficiente como mediador e
catalisador de diferentes saberes e, juntamente com seu pensamento projetivo, pode
contribuir ao longo de todo o processo, contribuindo no desenvolvimento de novos
entendimentos sobre bioimpressdo 3D aplicados a engenharia de tecidos.

Em uma entrevista, Robert Langer, reconhecido pesquisador da area da enge-
nharia de tecidos, exp@e uma reflexdo sobre o papel do Design:

Comecei a pensar, como engenheiro quimico, talvez devéssemos pensar sobre
Design. Talvez devéssemos fazer a pergunta: “O que vocé realmente quer em um
biomaterial do ponto de vista da engenharia, do ponto de vista da quimica, do ponto
de vista da biologia?”” Entdo, poderiamos sintetiza-lo a partir de principios basicos?°
(LANGER, 2009, p. 757).

Minha hipétese € que, a partir de estudos e pesquisas disponiveis e com a
parceria de profissionais de diferentes areas, o designer é capaz de contribuir, de
maneira interdisciplinar e relevante, para a area da bioimpressdo 3D. A questdo
norteadora desta pesquisa é: Como o design pode contribuir, por meio da inves-
tigacdo exploratdria interdisciplinar de Bioimpressdo 3D, para o desenvolvi-
mento de novos entendimentos acerca dessa tecnologia? Esta pesquisa deve ser
compreendida sob a perspectiva de Donald Schoén (2000) de que os conceitos
logicos de “problema” e “solucdo” dao lugar as ideias de “situagdo” e “constru-
¢do”, respectivamente (TABAK; FARBIARZ, 2012, p. 27).

O objetivo geral desta pesquisa, portanto, € a investigacdo do papel do Design
na bioimpressdo 3D de biomateriais aplicada a engenharia de tecidos. Com a me-
todologia do Design articulando diferentes areas do saber, busco contribuir para
novos entendimentos e avangos nelas. Para tal, o presente trabalho perpassou 0s
seguintes objetivos especificos:

« tracar o estado da arte das pesquisas nas areas de biomateriais, bioimpressdo
3D e engenharia de tecidos;

« selecionar, dentre as pesquisas levantadas, as mais pertinentes ao desenvolvi-
mento de bioimpressdo 3D de biomateriais aplicada a engenharia de tecidos;

» estabelecer os experimentos a serem desenvolvidos, tendo como base as
pesquisas selecionadas;

« realizar experimentos relacionados aos temas desta pesquisa;

« analisar os resultados obtidos com os experimentos executados.

® No original: | started thinking, as a chemical engineer, maybe we should think about design. Maybe we
should ask the question, “What do you really want in a biomaterial from an engineering standpoint, from
a chemistry standpoint, from a biology standpoint?” Then, could we synthesize it from first principles?
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Desse modo, 0 objeto desta pesquisa € a selecdo de estudos em desenvol-
vimento nos campos de biomateriais, bioimpressdo 3D e engenharia de tecidos.
Por serem areas promissoras e em constante evolugdo, muitos artigos sdo publi-
cados em periddicos cientificos de alta relevancia, como Science Direct e Nature
Communications, aléem de publicacdes frequentes em periodicos e em eventos es-
pecificos das areas em questéo.

Sobre biomateriais, busquei pesquisas envolvendo materiais sintéticos e na-
turais, com possibilidade de uso dos materiais ou mesmo de reproducéo dos experi-
mentos nos laboratorios disponiveis durante o desenvolvimento da tese.

Na area da bioimpresséo 3D, o foco voltou-se para pesquisas que demonstram
a praxis do uso de hardwares aplicando a I6gica CAD/CAM, enquanto na engenha-
ria de tecidos,voltou-se para pesquisas bem-sucedidas na producéo de tecidos tri-
dimensionais bioimpressos e passiveis de reproducdo nos laboratorios disponiveis
durante o desenvolvimento da tese.

Esta pesquisa qualitativa possui viés exploratorio. Por mais que ela ocorra
a partir de campos das ciéncias exatas e bioldgicas, esta baseada no pensamento
do Design, partindo, portanto, do fundamento de que “ha uma relacdo dinamica
entre 0 mundo real e o sujeito, uma interdependéncia viva entre o sujeito e o obje-
to, um vinculo indissocidvel entre o0 mundo objetivo e a subjetividade do sujeito”
(CHIZZOTTI, 2006, p. 79). Sua acdo investigativa buscou ser dinamica entre 0s
fatos e sua interpretacdo, em um método de condugdo circular, na qual a coleta e a
analise dos dados obtidos refinam a questdo norteadora ou mesmo revelam novas
perguntas no processo de investigacdo (SAMPIERI et al., 2014).

O primeiro passo foi a realizacdo de uma pesquisa bibliografica, inicialmente
analisando autores e artigos relevantes das areas dos biomateriais, da bioimpressédo
3D e da engenharia de tecidos. A exploracdo de novas pesquisas estendeu-se inin-
terruptamente no decorrer da construgéo da tese.

A partir de uma revisdo inicial dessa literatura, o primeiro experimento foi defi-
nido e viabilizado — aquisicdo de material, montagem e execucao. Apds a execucdo do
experimento, foi feita a analise dos resultados obtidos. Com as informacdes obtidas
no primeiro experimento, ocorreu uma segunda reviséo, mais focada, e a busca por
novas pesquisas, seguidas de nova defini¢do de rumos a serem tomados e da execucao
de um segundo experimento. Esse ciclo foi repetido em todos os experimentos, tor-
nando os anteriores alicerces importantes para os seguintes. Cada experimento apre-
senta um conjunto de métodos particular, apresentado em seu respectivo capitulo. Em
alguns momentos, devido a conjunturas (explicitadas nos capitulos), os experimentos
foram simultaneos, aumentando assim as variaveis e a complexidade deles.

Ainda a respeito dos experimentos, é aceitavel que o improviso e a possivel
falta de rigor cientifico tenham ocorrido em determinados momentos — a partir,
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entretanto, de uma base de dados controlada. Apesar do viés exploratdrio, esta pes-
quisa utiliza uma série de experimentos controlados para validar suas questdes.

O conhecimento prévio sobre impressdo 3D — desde a concepgéo e a mon-
tagem do equipamento até a praxis do processo (montagem de hardwares, uso de
softwares, elaboracdo de arquivos para uso e resolucao de problemas envolvendo o
processo de impressdo) — foi aprimorado a partir do mestrado em Design, na PUC-
Rio, e a posteriori. Durante o mestrado, também trabalhei a mediacéo entre diferen-
tes campos do saber, j& que minha dissertacdo envolvia os campos do Design e da
educacdo, levando a interacdo com psicologos, pedagogos, musedlogos, professo-
res, designers e engenheiros, além de contato direto com o publico adulto e infantil.

No inicio desta investigacao, contei com o suporte de médicos, uma biome-
dica e um farmacéutico. Contudo, o numero de pessoas e competéncias envolvidas
aumentou consideravelmente, enriquecendo ainda mais a pesquisa. Inicialmente o
laboratério de minha linha de pesquisa era 0 NEXT (Nucleo de Experimentacdo
Tridimensional), da PUC-Rio, que possui vasta experiéncia em manufatura aditiva,
além de ter agregado o viés médico em suas linhas de pesquisa. Em 2021, numa par-
ceria da PUC-Rio com o Instituto DASA, ocorreu a inauguracao do BiodesignLab,
laboratério que atualmente abriga minha pesquisa, oferecendo importante suporte
para ela — como podera ser constatado durante a leitura do texto.

De maneira resumida, segue a descricdo dos capitulos da presente pesquisa:

* No Capitulo 1 — Introducéo — apresento o tema e questdo norteadora da pes-
quisa, o referencial tedrico, o pressuposto, a hipotese e a justificativa, além do
objeto, dos objetivos geral e especificos e da metodologia empregada.

* No Capitulo 2 — Biomateriais, engenharia de tecidos e bioimpressdo 3D —
exponho os temas da pesquisa, seus respectivos historicos e estados da arte.

» No Capitulo 3 — O caminho da pesquisa: desenvolvimento através do Design
— apresento as caracteristicas e as op¢oes metodoldgicas, a justificativa da pes-
quisa como interdisciplinar e através do Design e traco o caminho percorrido.

* No Capitulo 4 — Experimentagdes com bioimpressdo 3D e materiais —, deta-
Iho as experimentagdes com bioimpressoras 3D utilizando diferentes mate-
riais e métodos.

» No Capitulo 5 — Geracdo de modelo de figado de rato bioimpresso —, detalho
0s experimentos desenvolvidos envolvendo o escaneamento e impresséo de
um figado de rato.

* No Capitulo 6 — Bioimpressao 3D de biotinta com esferoides fixados — deta-
Iho o experimento envolvendo a bioimpressdo 3D de hidrogel com esferoi-
des celulares, desenvolvido em parceria com as pesquisadoras Sara Gemini e
Jéssica Dornelas.
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No Capitulo 7 — Desenvolvimento e bioimpressdo 3D de biotintas com clo-
rofila — apresento as rodadas de experimentos executadas no LabNanoBiof
com o auxilio do pesquisador Marcel Martins, utilizando diferentes biotin-
tas e testando a clorofila como um marcador de fluorescéncia.

No Capitulo 8 — Consideragcbes — apresento as consideracdes sobre o pro-
cesso da pesquisa, suas relagdes com o Design e a interdisciplinaridade e
desdobramentos futuros.



2
Engenharia de tecidos, biomateriais e bioimpresséao 3D

Neste capitulo, apresento um panorama sobre 0s temas abordados na pesqui-
sa, alheios ao cotidiano do Design: engenharia de tecidos, biomateriais e bioimpres-
sdo 3D. Apds apresentacdo, panorama da historia e do estado da arte desses temas,
exponho consideragdes acerca da escrita do capitulo.

2.1.
Engenharia de tecidos

Em 1987, o conceito de engenharia de tecidos foi formalmente introduzido
na medicina, sendo definido como:

a aplicagdo de principios e métodos da engenharia e das ciéncias da vida para a com-
preensdo fundamental das relagdes estrutura-funcéo, em condi¢des normais e patolé-
gicas, de tecidos de mamiferos e o desenvolvimento de substitutos bioldgicos para res-
taurar, manter ou melhorar a funcéo dos tecidos (LANGER, VACANT]I, 1993, p. 920).

Ligada aos biomateriais e a area de transplantes de tecidos e 6rgdos a época,
a engenharia de tecidos evoluiu, juntamente com descobertas em relagdo ao estudo
de células e tecidos.

2.1.1.
Historico

Data do século XVI, na Italia, a descricdo de uma prétese nasal, construida
a partir de parte de um antebraco. Ja no século XIX, a cirurgia dita moderna sur-
giu a partir da compreensdo cientifica da teoria dos germes e contaminacao, bem
como da introducdo de técnicas de esterilizagdo. Somam-se a isso 0S avangos no
uso de anestesia, 0 que possibilitou a evolucédo das técnicas cirurgicas (VACANTI;
VACANTI, 2007).

No século XIX, o cirurgido Johann Friedrich Dieffenbach realizou expe-
rimentos e estudos clinicos sobre transplantes em animais por meio de enxertos
de pele, sendo considerado um dos pioneiros na pratica de transplante moderno
(MEYER, 2009, p. 8).

Em 1858, Rudolf Virchow descreveu que a cicatrizacdo de tecidos depen-
dia da proliferacdo celular. Em 1910, R. G. Harrison demonstrou, com sucesso, 0
crescimento ativo de células, tornando-se um marco na area (MEYER, 2009, p. 9).
O cultivo in vitro (fora do corpo) tornou-se um pilar da engenharia de tecidos dita
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classica (FELL, 1972). Outro pilar a ser considerado, ligado a microcirurgia, € a
elaboracdo de métodos de anastomose vascular (procedimento de ligacdo de dois
ou mais vasos), por Alexis Carrel, em 1911, considerado o fundador do transplante
de érgdos moderno (MEYER, 2009, p. 9).

Data de 1933 o primeiro transplante de rim de humano para humano, pelo
cirurgido soviético Yu Yu Voronoy (1937), porém falhou rapidamente. Apds anos
de sucessivas tentativas em varias iniciativas pelo mundo, com alguns avancos,
mas sem nenhum transplante bem-sucedido, em 1954 Joseph Murray utilizou o
rim humano de um gémeo idéntico ao paciente que iria recebé-lo, o qual venceu
a barreira da rejeicdo (BARKER; MARKMANN, 2013). O sucesso da medicina
de transplante, seja de células, tecidos ou 6rgdos, esta intimamente ligado ao es-
tado imunoldgico entre o enxerto e o hospedeiro. A ciéncia da imunomodulagdo e
imunossupressao €, portanto, um aspecto critico nas aplicacGes de engenharia de
tecidos e na medicina regenerativa (MEYER, 2009, p. 9).

No inicio da década de 1970, W. T. Green produziu experimentos para gerar
cartilagem usando uma técnica de cultura de condrocitos (tipo de célula presente no
tecido cartilaginoso) semeados em um scaffold 6sseo, apresentando importantes con-
ceitos teoricos e praticos sobre o uso de células e scaffolds (MEYER, 2009).

Em artigo de 1982, Yannas et al. descreveram o desenvolvimento de uma
membrana polimérica para tratamento de queimaduras de pele. Ela foi produzida
em duas camadas: a superior, de silicone, e a inferior, porosa, de colageno e glico-
saminoglicano (GAG, componentes dos tecidos conjuntivos). A camada inferior é
semeada com células aut6logas do paciente antes de ser aplicada como enxerto na
gueimadura, apresentando resultado ap6s quatro semanas (Figura 2.1).

Umidade corporal

Camada de silicone

Camada de proteina
biodegradave

Células epiteliais
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t
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Fibrobastos,
etlulas endoteliais

Figura 2.1 — Esquema do enxerto desenvolvido. Fonte: Adaptado de Yannas et al. (1982, p. 174).
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Um ponto chave para a engenharia de tecidos ocorreu em 1993, na coopera-
cdo entre Joseph Vacanti e Robert Langer. No artigo publicado na revista Science,
intitulado “Tissue Engineering” (1993), eles propuseram um conceito inovador
para projetar scaffolds, que facilitava a semeadura e a proliferacdo de células. Em
1995, a Sociedade de engenharia de tecidos foi formada e, em 1996, foi lancada a
revista Tissue Engineering, mesmo ano do encontro da Sociedade de engenharia de
tecidos, nos Estados Unidos (NEREM, 2008).

Em 1997, Cao et al. ultrapassaram 0 ambiente académico e se tornaram noticia
mundial com seu artigo e sua foto emblematica do Vacanti mouse/ear mouse (Figura
2.2). O estudo avaliou a viabilidade da producéo de cartilagem em forma de uma
orelha humana, utilizando condrécitos semeados em um polimero sintético biodegra-
davel, modelado no formato de uma orelha de uma crianga de trés anos (Figura 2.3a).
Ap0s semeado, o construto foi implantado no dorso subcutéaneo de um camundongo.
Uma espécie de molde foi anexada na parte externa do dorso do animal por quatro
semanas para ajudar na manutencao da forma do construto (Figura 2.3b).

Figura 2.2 — O camundongo com construto celular implantado, apelidado pelos cientistas de
“Euriculosaurus”. Fonte: https://www.newsweek.com/tissue-surgeon-ear-mouse-human-organs-
-transplant-cell-phones-666082.

Figura 2.3 — Em (a), o molde polimérico contendo condrocitos semeados. Em (b), o stent externo.
Fonte: Adaptado de Cao et al. (1997, p. 299).


http://www.newsweek.com/tissue-surgeon-ear-mouse-human-organs-
http://www.newsweek.com/tissue-surgeon-ear-mouse-human-organs-
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Ap0s 12 semanas as amostras colhidas e analisadas demonstraram a formacao
de uma cartilagem com estrutura similar a de uma auricula infantil (CAO et al., 1997).

A partir da popularidade dessa pesquisa e desse conjunto emblemaético de fo-
tografias do camundongo com orelhas em seu dorso, a engenharia de tecidos passou
a ser considerada uma das mais promissoras tecnologias da biomedicina do século
(MEYER, 2009). Com essa notoriedade, centros de pesquisa especializados e até
mesmo empresas comecgaram a surgir, principalmente na producao de substitutos de
pele (NEREM, 2008).

Em uma definicdo mais recente, a engenharia de tecidos é apresentada como
a criacdo de novos tecidos vivos para a reconstrucéo terapéutica do corpo humano
pela estimulacdo deliberada e controlada de células-alvo, selecionadas através de
uma combinacdo sistematica de sinais moleculares e mecanicos (WILLIAMS,
2006). A engenharia de tecidos busca novas maneiras para reparar ou substituir
tecidos lesados ou mesmo de produzir tecidos especificos para diferentes testes de
farmacos ou doengas.

2.1.2.
Células-tronco e cultivo tecidual

Os tecidos engenheirados/cultivados sdo formados basicamente por trés com-
ponentes (Figura 2.4):

« componente celular (células-tronco ou células diferenciadas);
» matriz extracelular (Extracellular Matrix ou ECM);

» fatores de crescimento.

tecido engenheirado

Figura 2.4 — Componentes essenciais para o cultivo de um tecido. Fonte: Levin et al. (2019, p. 30).



24

Células-tronco sdo uma categoria de células com potencial de diferenciacao
em células especificas de diferentes tecidos. Possuem capacidade de se autorreno-
var, de se proliferar e de se diferenciar em outros tipos celulares, formando dife-
rentes tecidos corpéreos (Figura 2.5). As células adultas, j& diferenciadas, ainda
podem ser utilizadas na engenharia de tecidos, mas as células-tronco permanecem
como uma das principais fontes para tal area (LEVIN et al., 2019).

células-tronco

)

=
®

/)
L Y

neuronais sanguineas hepaticas musculares

Figura 2.5 — Diferentes tipos de células geradas a partir de uma célula-tronco adulta. Fonte: Levin
et al. (2019, p. 30).

As células-tronco podem ser pluripotentes, multipotentes ou pluripotentes
induzidas (obtidas por cientistas em laboratério em 2007). As células-tronco em-
brionérias, obtidas do embrido em uma fase de desenvolvimento chamada de blas-
tocisto?, sdo pluripotentes, ou seja, podem proliferar indefinidamente in vitro sem se
diferenciar, ou podem se diferenciar de acordo com condi¢6es especificas de cultivo
(CARVALHO, 2001). Ja as células-tronco adultas sdo multipotentes, pois ndo sao
capazes de se diferenciar em todos os tipos celulares. Atualmente, sabe-se que as
células-tronco adultas estdo presentes na maioria dos tecidos humanos, como cartila-
gens, musculos e tecido 6sseo, entre outros (Figura 2.6).

1 Cabe destacar aqui que existem questdes bioéticas relacionadas as pesquisas com as células-tron-
co em relacdo ao status do embrido humano, ou seja, a partir de que momento no desenvolvimento
ele pode ser considerado moralmente uma pessoa, arbitrado conforme julgamento moral, religioso,
bioldgico ou legal. A dimensdo juridica da utilizagdo dessas células é analisada através das diferen-
tes legislagdes que regulam a matéria no Brasil e em outros paises (MATIAS, 2019, p. 25).
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Figura 2.6 — Os diferentes tecidos do corpo com presenca de celulas-tronco adultas. Fonte:
Adaptado de Hodgkinson et al. (2009, p. 622).

As IPSc (induced pluripotent stem cells, células-tronco pluripotentes indu-
zidas) se tornaram um marco na engenharia de tecidos. Desenvolvidas a partir
de 2006, elas possuem caracteristicas de células-tronco embrionarias, contudo
sdo obtidas artificialmente em laboratdrio. Takahashi et al. (2007) utilizaram fa-
tores de transcricdo? para reprogramar células epiteliais em células-tronco pluri-
potentes. Além de reduzir a dependéncia do uso de células-tronco embrionarias
(CTEs), possibilitaram a obtencdo de “células embrionarias” de individuos es-
pecificos (Figura 2.7). Essa especificidade é potencialmente util como mode-
lo para estudos in vitro e também com possibilidades de aplicacdo terapéutica.
Entretanto, persistem problemas praticos que limitam seu uso, incluindo suas
propriedades inerentes de tumorigenicidade, imunogenicidade e heterogeneidade
(YAMANAKA, 2020, p. 1).

2 Qs fatores de transcrigdo sdo proteinas que controlam quando, onde e como 0s gene seréo trans-
critos, sendo a base para o controle da expressdo génica. Disponivel em: http://coral.ufsm.br/
blg220/hide/transcricao3.htm. Acesso em: 20. jan 2023..
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Figura 2.7 — Processo de obtencéo de IPSc. Fonte: Adaptado de https://www.rndsystems.com/re-
sources/articles/differentiation-potential-induced-pluripotent-stem-cells.

A matriz extracelular € formada por uma rede complexa de proteinas e ca-
deias de polissacarideos secretados pelas células, variando de acordo com o tipo
de tecido, fornecendo sustentacdo mecéanica para as células e conferir proprieda-
des estruturais especificas a cada tecido. Ela pode estar abundantemente presente
no tecido em relacdo as células (como nos tecidos conjuntivos — 0ssos e tenddes)
ou escassa, por vezes formando apenas camadas finas, como as membranas basais
de tecidos epiteliais®. Em tecidos engenheirados, os scaffolds desempenham ideal-
mente o papel de molde, para que as células, posteriormente, produzam por si s a
matriz do tecido desejado.

Os fatores de crescimento sdo substancias compostas por moléculas biolo-
gicas (como proteinas e hormonios) produzidos por células e contidos na matriz
extracelular, regulando e estimulando a proliferagéo e a diferenciagéo celular, esti-
mulando o desenvolvimento dos tecidos (BAJPAJ et al., 2017).

2.1.3.
Engenharia de tecidos e Medicina regenerativa

No final da década de 1990, juntamente com a crescente atividade de pesquisas
com células-tronco, surgiu o termo medicina regenerativa da comunidade da enge-
nharia de tecidos. As fronteiras entre engenharia de tecidos e medicina regenerativa
n&o sao rigidamente definidas na literatura em geral e, em muitos casos, elas s&éo men-
cionadas juntas. No entanto, convenciona-se que a engenharia de tecidos fornece um

3 Disponivel em: https://www.sanarmed.com/matriz-extracelular. Acesso em: 12. jan 2023.
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conjunto de ferramentas que podem ser usadas na medicina regenerativa — porém, esta
engloba métodos e estratégias que vao além daquela (BADYLAK et al., 2008, p. 8).

A medicina regenerativa inclui duas estratégias principais. Na primeira abor-
dagem, chamada de terapia celular, uma suspensao de células € injetada diretamen-
te no tecido danificado ou na circulagdo sanguinea do paciente, a fim de substituir
células danificadas do tecido, para assim reconstituir sua integridade e funcdo. A
segunda abordagem passou a ser denominada engenharia de tecidos e, nela, as
celulas sdo combinadas com uma matriz tridimensional e/ou fatores de crescimen-
to para produzir um construto semelhante ao tecido, geralmente fora do corpo do
paciente, substituindo partes perdidas ou danificadas do tecido, ou mesmo 6rgaos
inteiros (Figura 2.8).

Um importante diferencial entre as duas abordagens é que a terapia celular,
por si s6, ndo é suficiente para regenerar defeitos teciduais criticos, ou mesmo subs-
tituir 6rgdos inteiros. Portanto, a abordagem da engenharia de tecidos se apresenta
como estratégia mais promissora (SCHMITT et al., 2012, p. 2).

Figura 2.8 — As duas estratégias de aplicacdo de células-tronco na medicina regenerativa. As célu-
las-tronco séo isoladas do paciente (aut6logas) ou de outros doadores (alogénicas). As células sao
expandidas in vitro e aplicadas diretamente no paciente para substituir as células perdidas (“terapia
celular”), ou semeadas em scaffolds tridimensionais (“engenharia de tecidos™) e no tipo de célula
exigido. O tecido produzido ¢é posteriormente implantado na lesdo do paciente. Fonte: Adaptado de
Schmitt et al. (2012, p. 2).

As células para a producdo dos tecidos podem ser adquiridas em bancos de
células (empresas certificadas®, que possuem rigido controle de qualidade) para

4 O BCRJ (Banco de Células do Rio de Janeiro) por exemplo, possui certificagdes do INMETRO,
BCNET, BPL e CTNBIO. Disponivel em: https://bcrj.org.br/. Acesso em: 12. mar 2023..
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experimentos ou podem ser autélogas (extraidas do proprio paciente) — nos casos
em que o tecido sera implantado neles, evitando assim a rejei¢cdo do organismo.

Essas células sdo colocadas em um meio de cultura ou em um arcabouco tri-
dimensional que desempenha a fungdo de matriz extracelular e, quando necessario,
séo adicionados os fatores de crescimento. Para garantir que elas possuam ambiente
e temperatura controlados para um crescimento favoravel, o construto celular € culti-
vado em uma incubadora.

Dentro da incubadora, o uso de um biorreator fornece ao construto celular tridi-
mensional condi¢des otimizadas para o seu crescimento (como a redugéo da quantida-
de de meio de cultura usado e 0 aumento da area de adesdo superficial para a célula),
transporte bioquimico (como oxigénio e fatores de crescimento) e estimulos mecani-
cos (como tensdo/compressdo e tensao de cisalhamento), quando necessario, mimeti-
zando condicGes que o tecido cultivado teria in vivo (Figura 2.9). As condi¢des de um
biorreator afetam a viabilidade e a proliferacéo celular, o contetdo e a arquitetura da
matriz extracelular dos tecidos. Os primeiros biorreatores apenas bombeavam o meio
de cultura com nutrientes para os tecidos. Posteriormente, evoluiram para propiciar o
crescimento de valvulas, vasos sanguineos e cartilagens (RABKIN, 2022).

(a) (c)

(d) (e) ()

Figura 2.9 — Exemplos de biorreatores para aplicagdes de engenharia de tecidos. (a) Em biorrea-
tores de baldo giratério, a suspensdo de células/meio de cultura é misturada em torno dos scaffolds
suspensos. (b) A velocidade de rotacdo em biorreatores de vasos de parede rotativa permite que o
construto permaneca em estado de queda livre através do meio de cultura. (c) Os biorreatores de
perfusdo exploram o fluxo direto do meio através dos poros do scaffold 3D. (d-—f) Biorreatores es-
pecializados foram desenvolvidos para aplicar condi¢cfes mecénicas especificas em construtos de
diferentes aplicagdes, como (d) deformacéo radial induzida por fluxo luminal pulsatil (P=bomba,
MR=reservatdrio de meio de cultura), (¢) alongamento ciclico e (f) compressdo dinamica. Esquemas
gerados por C. Turrisi. Fonte: Adaptado de Asnaghi et al. (2014, p. 394).

Além da aplicacdo do tecido cultivado para uso em pacientes, a engenha-
ria de tecidos pode ter aplicacdes de diagnostico, em que tecido é desenvolvido
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in vitro e usado para testar a absorcéo e os efeitos metabolicos de farmacos, alem da
toxicidade e patogenicidade deles (Figura 2.10) (MEYER, 2009).

Figura 2.10 — Placa de 12 pogos contendo tecidos bioimpressos em 3D para teste de farmacos.
Fonte: https://ncats.nih.gov/pubs/features/3d-bioprinting.

Em geral, os tecidos gerados e utilizados na engenharia de tecidos sdo re-
lativamente finos, avasculares ou com pouca vascularizagéo, essencialmente néo
inervados e cujas funcbes sdo determinadas em especial pelas propriedades biome-
canicas de sua matriz extracelular. O foco principal da engenharia de tecidos tem
ocorrido na pesquisa basica, utilizando células e pequenos animais em detrimen-
to a abordagens clinicas com animais de grande porte — mais custosas e escassas
(IKADA, 2006). O desenvolvimento de novas abordagens e a evolucdo de novas
técnicas, como as listadas a seguir, trouxeram potenciais avangos para a area.

2.1.4.
Organ-on-a-chip

Os organ-on-a-chips (OoCs) sdo dispositivos microfluidicos que, a partir
de microcanais e caAmaras em escala micrométrica, permitem a cultura de células
em um microambiente que replica as fun¢Ges-chaves de 6rgéos e fornecem mode-
los precisos para simular interagfes célula-célula e célula-matriz (Figura 2.11).
Combinando avancgos na engenharia de tecidos e em microfabricacdo, os OoCs
ganharam interesse como uma plataforma experimental de ultima geracdo para
investigar a fisiopatologia humana e o efeito de medicamentos e de terapias no
organismo (LEUNG et al., 2022).
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Human Organs-on-Chips

g

Figura 2.11 — Exemplo de um organ-on-a-chip com diferentes microcanais. Fonte: https://youtu.
be/0jf6TOorOWtA.

Esses dispositivos sdo selados, estéreis e produzidos em material biocompati-
vel e translicido, permitindo assim o monitoramento e a analise visual e em tempo
real das células. A microcdmara é conectada a varios microcanais podendo fornecer
nutrientes, bactérias, virus ou produtos quimicos. Também podem ser empregados es-
timulos mecénicos e elétricos nas células, que podem ser utilizados para o desenvol-
vimento de medicamentos, a modelagem de doencas e a medicina personalizada. Em
sistemas mais sofisticados, diferentes chips podem se conectar, formando sistemas
fechados, como um body-on-a-chip (SUNG et al., 2018, p. 1) (Figura 2.12).

i

[
[

Figura 2.12 — Diferentes chips ligados, formando um sistema fechado. Fonte: https://newatlas.com/
body-on-chip-lab-grown-micro-organs/51648/.
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2.1.5.
Descelularizacéo de 6rgaos

Apesar de ainda estar em fase inicial de pesquisas, a descelularizacéo de 6r-
géos e tecidos proporciona grande possibilidade de uso em terapias e estudos cien-
tificos. Ela pode ser utilizada em amostras humanas — de um cadaver ou de trans-
plante rejeitado — ou de um animal doador com tamanho e anatomia compativeis,
como o suino. A técnica de descelularizacdo € um processo que consiste na remogao
das células de um tecido ou 6rgao por métodos fisicos, quimicos ou enzimaticos,
deixando a estrutura composta de matriz extracelular (ECM) intacta (Figura 2.13).
Essa estrutura “oca” pode entdo ser usada como base para o repovoamento € 0
cultivo de células, minimizando o risco de rejeicdo (RODRIGUES et al., 2018).
A descelularizacdo tem sido amplamente utilizada na engenharia de tecidos para
produzir modelos tridimensionais de tecidos e 6rgdos para estudos bioldgicos e
aplicacdes terapéuticas.

Figura 2.13 — Um coragdo suino antes e depois do processo de descelularizacdo. A coloragdo branca
indica que, apds a lavagem, apenas o coléageno e outras substancias de tecido conjuntivo permanece-
ram, preservando a arquitetura anatémica original do érgdo e sua vascularizacdo. Fonte: http://www.
cardio-research.com/_/rsrc/1479814136114/cardiac-extracellular-space/.
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2.1.6.
Xeno-6rgados geneticamente modificados

Em outra linha de atuacdo, em janeiro de 2022 ocorreu 0 primeiro xeno-
transplante de coracdo de um suino para um humano, na Escola de Medicina da
Universidade de Maryland, nos Estados Unidos. O receptor do 6rgao foi um ho-
mem de 57 anos, em estagio terminal de uma doenca cardiaca e que ndo era elegivel
para um transplante convencional. O coragdo de porco — fornecido pela empresa
de medicina regenerativa Revivicor — passou por dez modificacdes genéticas: trés
genes relacionados a rejeicdo imunoldgica foram removidos e foram inseridos seis
genes humanos e um gene para controlar o crescimento do tamanho do coragéo
(WANG et al., 2022).

Apos dois meses do transplante, o paciente faleceu. Uma das possiveis causas
apontadas foi a infeccdo por um virus suino, demonstrando falha na triagem de tal
agente antes do transplante. No entanto, os porcos ainda sdo considerados uma
potencial fonte ideal para xenotransplantes, por terem 6rgdos em tamanho e forma
similares aos humanos e por serem menos propensos a transmitir patdgenos que 0s
primatas, por exemplo.

2.2.
Biomateriais

Como mencionado na Introducéo, proponho a seguinte definicdo de biomate-
riais, a partir das propostas de Bajpai et al. (2016), Helmus; Tweden (1995) e Ratner
(2004): materiais sintéticos ou naturais que podem ser utilizados em contato (conti-
nuo ou intermitente) com sistemas biolégicos, de maneira biocompativel, a fim de
restaurar, aperfeicoar ou substituir a funcdo de um tecido corporal, ou 6rgéo de tal
sistema. Eles podem ser metalicos, ceramicos ou poliméricos, utilizados geralmente
para aplicagdes em contato com o corpo/tecido bioldgico (externa e internamente), a
fim de reparar, substituir ou estimular o crescimento de tecidos vivos. Para atender
tais aplicacdes, eles devem possuir 0s seguintes requisitos minimos, de acordo com
Bajpai et al. (2016, p. 40):

* ser biocompativeis, ndo toxicos e ndo carcinogénicos, causar pouca ou ne-
nhuma ativagdo do sistema imunoldgico;

 ser quimicamente estaveis e resistentes a corrosao;

 ser capazes de suportar tensdes grandes e variaveis no ambiente altamente
Ccorrosivo que € o corpo humano;

+ ser passiveis de fabricacdo em diferentes formas e tamanhos.



33

2.2.1.
Historico

A interacdo de materiais ndo biolégicos no corpo humano pode ser identifica-
da desde a pré-historia: os restos mortais do “Homem de Kennewick”, de cerca de
9 mil anos atrés, apresentavam um pedaco de ponta de lanca cravado em seu quadril
(Figura 2.14a). Por estar aparentemente curado e, portanto, ter passado a tolerar tal
peca em seu organismo, o objeto pode ser considerado, segundo Ratner (2004), um
implante involuntario.

Além desse caso, existem evidéncias do uso de fios para sutura de fe-
ridas aplicados em restos mortais, com mais de 30 mil anos (SCOTT, 1983),
conforme encontradas nas civiliza¢fes egipcia — utilizando o linho como material
— e grega — utilizando fios metélicos (RATNER, 2004). Ja sob o viés da biomimé-
tica, em 1881, o cientista Etienne-Jules Marey descreveu o projeto de um corac&o
artificial (Figura 2.14b).

Figura 2.14 — Em (a), 0 0sso do quadril do “Homem de Kennewick”, com o pedaco de ponta de lan-
ca cravado e cicatrizado. Em (b), o esquema do coragéo artificial, por Etienne-Jules Marey. Fontes:
(a) http://www.tribaltribune.com/news/article_aa38c0c2-f66f-11e6-9b50-7bb1418f3d3d.html. (b)
Adaptado de Ratner (2004, p. 10).

A investigacdo e o desenvolvimento dos biomateriais ocorreram de maneira
conjunta com avangos na biologia celular e molecular, na ciéncia e na engenharia
de materiais, além da compreenséo cada vez maior das interagdes entre 0s materiais
e o organismo vivo (RATNER, p. 709). O desenvolvimento de biomateriais para ci-
rurgias e implantes evoluiu através de trés estagios, sobrepostos ao longo do tempo
(Figura 2.15) (HENCH; POLLAK, 2002).


http://www.tribaltribune.com/news/article_aa38c0c2-f66f-11e6-9b50-7bb1418f3d3d.html
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Década de 1950> > Década de 1980> > Década de ~2000> >

12 geragao - Bioinerentes 22 geragdo - Bioativos 32 geragdo - Biointerativos

Minima interagéo tecidual Biomateriais reabsorviveis; reagéo Biomateriais integrativos, reabsorviveis,

Ex.: Silicone, titanio. controlada com o meio fisiol6gico estimulam resposta celular especifica em
(ligagéo dssea e liberagdo de nivel molecular (proliferagéo, diferenciagéo,
substéncias) producéo e organizagéo de matriz extracelular)
Ex.: Ca-fosfato, vitro-ceramicas, Ex.: TCP (fosfato tricélcico), PLLA
hidroxiapatita (poli-L-4cido lactico).

Figura 2.15 — Esquema com as 3 gerac@es de biomateriais: inertes (com minima interagdo tecidual),
bioativos (capazes de provocar uma reacdo controlada nos tecidos) e biointerativos (capazes de pro-
mover a regeneracdo dos tecidos). Fonte: Adaptado de Rabkin; Schoen (2002, p. 307).

O objetivo do desenvolvimento inicial de biomateriais e de seu uso em uma
ampla variedade de aplicacdes era alcancar uma combinacao adequada de proprie-
dades funcionais que correspondesse adequadamente as do tecido substituido, sem
resposta danosa por parte do hospedeiro.

A primeira geracdo de biomateriais (a partir da década de 1950) fazia uso
de materiais industriais, que ndo foram desenvolvidos especificamente para 0 uso
médico pretendido e que eram amplamente disponiveis, porém eram bioinertes
(provocavam resposta minima no organismo hospedeiro). Suas escolhas ocorreram
pela combinacdo de propriedades fisicas especificas para o uso clinico. Polimeros,
como o poliuretano e o silicone exemplificam alguns dos primeiros biomateriais,
cuja formulacdo foi estudada e modificada de acordo com principios de engenha-
ria e de biologia, voltados para aplicacdo médica (HENCH; POLLAK, 2002).
Exemplo de aplicacdo dessa geracdo de materiais sdo os implantes mamarios de
silicone (Figura 2.16) e o primeiro coracdo artificial em poliuretano utilizado em
um implante (Figura 2.17).

Enquanto os polimeros sintéticos possuiam boa resisténcia mecénica e formae
degradacdo ajustaveis, sua compatibilidade celular era pobre. Ja os polimeros de ori-
gem natural possuiam a vantagem do reconhecimento biolégico por parte das células,
auxiliando na adesdo e no desempenho das funcGes celulares. Porém, em geral, as
propriedades mecanicas dos polimeros naturais eram inferiores e eles tinham oferta
limitada, o que os tornava insumos dispendiosos (BAJPAJ et al., 2016, p. 149).
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Figura 2.16 — Exemplo de implante de silicone de primeira geragéo, produzido pela empresa Dow
Corning, de 1964 a 1968. Fonte: https://www.drglicksman.com/breast-surgery/evolution-implants/.

Figura 2.17 — Em 1969, foi implantado em um humano o primeiro coracdo artificial completo pro-
duzido em poliuretano, desenvolvido por Denton Cooley e Domingo Liotta (RATNER, 2004). Em
(a), o Dr. Denton Cooley durante a cirurgia de implante do coragdo artificial, em (b), destaque
para as valvulas sintéticas e em (c), a vista frontal dele. Fontes: (a, b) https://www.jtcvs.org/ar-
ticle/S0022-5223(17)30174-5/fulltext. (c) https://americanhistory.si.edu/collections/search/object/
nmah_688682.

Biomateriais de segunda geragdo ja& eram denominados bioativos, ou seja,
buscavam provocar reagdes controladas nos tecidos em que eram implantados,
a fim de induzir vantagens terapéuticas nos organismos hospedeiros. Na década
de 1980, estavam presentes em cirurgias ortopédicas e odontoldgicas (biovidros
e biocerdmicas) e em contraceptivos de liberagdo controlada (RATNER, p. 709).
Um exemplo € a Zirc6nia, uma biocerdmica capaz de se biointegrar ao tecido 6sseo
quando ocorre uma degradacdo quimica no biomaterial, gerando a formacédo de


https://www.drglicksman.com/breast-surgery/evolution-implants/
https://www.jtcvs.org/article/S0022-5223(17)30174-5/fulltext
https://www.jtcvs.org/article/S0022-5223(17)30174-5/fulltext
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tecido no entorno do implante e eliminando espacos. Na osseointegracdo, o que
ocorre é a ancoragem do implante em uma interface direta e sem comprometimento
de suas funcodes (Figura 2.18) (YAZDANI et al., 2018).

A segunda geracdo também incluiu o desenvolvimento de biomateriais re-
absorviveis pelo organismo, com taxas variaveis de degradagdo, de acordo com a
aplicacdo desejada. Dessa maneira, o préprio tecido do hospedeiro vai se regene-
rando e ocupando o espaco deixado pelo implante, progressivamente, acabando por
substitui-lo. Um exemplo, em uso clinico desde 1974, é a sutura biodegradavel ou

absorvivel, composta de poli (&cido glicolico) — PGA.

Osseointegracao S Biointegracao

' [ Titanio Zirconia
|I Implante Implante '\l Osso
' !
Espacgo Camada de corroséo
Figura 2.18 — Diferenga entre osseointegracdo e biointegracdo. Fonte: Adaptado de Yazdani et al.
(2018, p. 554).

Os biomateriais de terceira geracdo passaram a ser desenvolvidos no nivel
molecular, pensados sob medida para aplicacGes especificas, destinando-se a es-
timular reacdes altamente precisas (HENCH; POLLAK, 2002). Ideias vindas da
biologia e da ciéncia dos materiais passaram a ser mais exploradas. Os biomateriais
inteligentes (smart biomaterials) comecaram a ser desenvolvidos para produzirem
respostas especificas a diferentes estimulos, como incidéncia de luz, mudanga de
pH ou temperatura, estresse mecanico ou estimulo molecular (Figura 2.19). Seu
desenvolvimento contempla novas arquiteturas, bem como maior controle sobre
massa molar (MW, de molecular weight) e distribuicdo de massa molar (MWD, de
molecular weight distribution) (BAJPAI, 2016).
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Figura 2.19 — Exemplos de respostas de polimeros inteligentes a estimulos externos. Fonte:
Adaptado de Ratner (2004, p. 107).

2.2.2.
Estado da arte

Enquanto o campo estabelecia seus principios e ideias fundamentais, ainda na
década de 1960, conceitos relacionados as células e suas fungdes — como fatores de
crescimento e expressao celular — eram observac6es controversas ou simplesmente
ainda ndo descobertas (RATNER, 2004, p. 18). Com o estabelecimento e o0 avanco
da engenharia de tecidos e da medicina regenerativa, tornou-se imperativo o desen-
volvimento de materiais especificos para aplicacdes nessa area.

As caracteristicas programaveis desses materiais possibilitam aplicagfes im-
portantes para a engenharia de tecidos, como dispositivos implantados para libe-
racio de substincias terapéuticas e desenvolvimento scaffolds® (arcaboucos) para
cultivo de células (BAJPAI et al., p. 12).

Sistemas de liberacdo de farmacos (drug delivery systems) sdo produzidos
com biomateriais personalizados, carregados com medicamentos especificos e pro-
gramados para se dissolverem em quantidade e tempo pré-determinados. Com o
uso desses dispositivos, os tratamentos se tornam mais individualizados e com o
fornecimento continuo de dosagem quando necessario (TIWARI et al., 2012, p. 2)
(Figura 2.20).

Figura 2.20 — Estudo para comprimido oral de acdo no estdmago, a partir de biomaterial produzido
com teofilina associada a hidroxipropilcelulose. A sequéncia mostra o processo de dilui¢do do siste-
ma ao longo de 10 horas. Fonte: Giri et al. (2020, p. 9).

5 Nesta tese sera utilizado o termo em inglés, como ocorre em diversos artigos e eventos nacionais.
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Os scaffolds sdo estruturas artificiais e temporarias, usadas para fornecer um
microambiente 3D viavel para que células possam proliferar, se diferenciar e gerar
o tecido desejado (Figura 2.21). Eles devem ser capazes de suportar a formagéo de
tecidos tridimensionais, permitindo a fixac&o e a migracéao de células, a circulagéo de
fatores bioguimicos e de nutrientes. Para atingir tais objetivos, os biomateriais para
um scaffold devem atender a alguns requisitos especificos (BAJPAIl et al., p. 128):

 possuir biocompatibilidade e toxicidade aceitaveis e capacidade de viabilizar
o desenvolvimento e a proliferacdo celular;

 possuir propriedades mecénicas correspondentes as do tecido a ser cultivado
ou suficientes para proteger as células de danos de compressao ou de tracédo
apropriados sem afeté-las;

+ possibilitar a construgdo em formas complexas que possuam porosidade ade-
quada (a alta porosidade e um didmetro de poro otimizado sdo necessarios
para facilitar a fixacdo de células e a difuséo de nutrientes na estrutura);

+ serem biodegradaveis, absorvidos pelo préprio tecido cultivado ao longo do
tempo, eliminando assim a necessidade de remocdo cirlrgica,;

* mimetizar a matriz extracelular nativa do tecido a ser cultivado.

Figura 2.21 — Exemplo de scaffold bioimpresso em 3D com células do tecido cartilaginoso a ser
posteriormente implantado em um coelho. Fonte: https://timesofindia.indiatimes.com/home/scien-
ce/chennai-doctors-scientists-grow-ear-in-lab/articleshow/62805995.cms.

Atualmente, existem empresas especializadas em insumos laboratoriais espe-
cificos, disponibilizando inclusive biomateriais personalizados para o tipo de célula
ou o tipo de tecido a ser trabalhado (Figura 2.22).
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Figura 2.22 — Exemplo de site que comercializa biomaterial com viabilidade celular para producédo
de scaffolds. Fonte: https://www.sigmaaldrich.com/BR/pt/product/aldrich/906913/.

2.3.
Bioimpressao 3D

No passado, a compreensdo da formacéo, das funcdes e das patologias de te-
cidos e drgdos dependia predominantemente da cultura 2D de células. Entretanto,
por sua falta de complexidade, 0 ambiente 2D ndo consegue reproduzir fielmente as
condicdes equivalentes aquelas as quais as células e tecidos sdo submetidos in situ,
em sua morfologia e nas interacdes célula-célula e célula-matriz (CHO et al., 2019).
Modelos animais foram empregados como alternativa para essa caréncia, por
sua semelhanca quanto a morfologia e as interacGes celulares e teciduais e por es-
tarem presentes “em estoque volumoso” para uso em testes firmacos em ambiente
pré-clinico. Apesar de os testes em cobaias animais oferecerem resultados plausi-
veis, ainda ocorriam discrepancias: cerca de 50% dos medicamentos que passavam
nos testes pré-clinicos se mostravam toxicos para os seres humanos (CHO et al.,
2019). Houve um desejo cada vez maior de eliminar gradualmente o uso de cobaias
animais, devido aos altos custos, & ma traducdo dos testes para aplicagdes clinicas,
as preocupac0es éticas (BEGLEY, 2012) e a pressédo da sociedade.
Modelos de tecido 3D in vitro fornecem uma excelente alternativa para cul-
turas de células 2D tradicionais e testes em animais (CHO et al., 2019). Nas abor-
dagens tradicionais de fabricacdo 3D, os biomateriais sdo pipetados em placas de


http://www.sigmaaldrich.com/BR/pt/product/aldrich/906913/
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pocos como goticulas ou inseridos em moldes, resultando em arquiteturas internas
desorganizadas (CROOK, 2020).

E nesse contexto que a bioimpressdo 3D se apresenta como solugao: ela ofe-
rece a possibilidade de construcdo de tecidos 3D ou modelos de 6rgdos complexos,
de forma replicével e automatizada, por meio da deposi¢do espacial de varias célu-
las e biomateriais em diferentes arquiteturas e formatos (Figura 2.23).

Fundo da placa Adesao restrita HUVECs _
de cultura aos planos x-y ‘em cultura 2D
_Gel de hidrogel  Redes microvasculares

Figura 2.23 — Culturas 2D versus 3D de células. Em (a), imagem de microscopia confocal de
HUVECSs® cultivadas em 2D. Em (b), diagrama esquematico da cultura 2D: HUVECs anexadas ao
fundo da placa de petri. Em (c), imagem de microscopia confocal da rede microvascular 3D. Em
(d), diagrama esquemaético da cultura de HUVECs 3D: microvasos gerados em scaffold & base de
fibrina. Fonte: Adaptado de Li et al. (2017, p. 56110).

A bioimpressdo 3D pode ser definida como um processo de transferéncia au-
xiliado por computador para deposicao simultanea de células vivas e biomateriais,
com uma organizacao prescrita, predominantemente de sobreposicdo camada por

® Do inglés human umbilical vein endothelial cells, células endoteliais de veia umbilical humana.
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camada’ para a fabricagdo de construtos para engenharia de tecidos, Medicina
regenerativa ou outros estudos (MIRONOV et al., 2009; OZBOLAT, 2015). As
principais vantagens da tecnologia de bioimpresséo 3D incluem (CHUA et al.,
2015, p. 12):

+ producdo replicavel e em escala de produtos derivados da engenharia
de tecidos;

« precisdo no posicionamento tridimensional de diferentes tipos de
celulas simultaneamente;

+ possibilidade de tecidos com alto nivel de densidade celular serem bioimpres-
sos e cultivados;

» possibilidade de construtos celulares com espessuras  maiores
serem vascularizados;

+ impressao/disperséo de células in situ.

Segundo Mironov et al. (2006), o processo de bioimpressao 3D pode ser divi-
dido em trés etapas principais: pré-processamento, processamento (impresséo real)
e pos-processamento (Figura 2.24).

Pré-processamento Processamento Pés-processamento

X Ly
| e %
S
. - >
: Py
Biotinta: Y
= Células y' - 4
= Gels -~ Biorreator
= Fatores de crescimento Scaffold Maturagao
= [nkjet *
= Estereolitografia
= Por laser
=, = Extrusao
—> —

Tecido final impresso

Figura 2.24 — Esquema das etapas principais de bioimpressdo 3D. Fonte: Adaptado de Ramadan
et al. (2021, p. 3).

No pre-processamento, € gerado um modelo virtual 3D do tecido ou 6rgéo a
ser impresso. A partir das tecnologias CAD e do uso de imagens de exames labora-

" Existem outras formas de bioimpressdo 3D, como a deposicdo segmento-a-segmento e de eixos
X, Y, e Z simultaneos.
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toriais como tomografias, ressonancias magneticas ou PETscan, tornou-se possivel
desenvolver modelos tridimensionais com precisdo micrométrica (que equivale a
milésima parte do milimetro) dos construtos a serem impressos (Figura 2.25).

Produto tecidual
bicimpresso em 3D

Imagens medicas Modelo CAD Software fatiador
(CT, R™m) em 3D com visualizagcao

Processo de impressao 3D

Formato DICOM Formato STL Linha de comando
baseada em texto

Figura 2.25 — Exemplo de processo de bioimpressdo 3D a partir de imagem em formato DICOM.
Fonte: Adaptado de Kang et al. (2016, p. 313).

No processamento ocorre a deposi¢éo da biotinta pela bioimpressora 3D, que
possui uma série de caracteristicas e particularidades — que serdo detalhadas nos
capitulos dos experimentos préaticos. O sistema de bioimpressdo 3D consiste em
trés componentes principais (OZBOLAT, 2015, p. 4):

» hardware;
» software;

* meio de transferéncia das células/biotinta.

O hardware, ou equipamento, possui normalmente trés eixos — X, Y e Z (em
bioimpressoras a laser, possui apenas o eixo Z), além do controle de extrusdo. E
controlado pelo software chamado de fatiador (slicer),que controla os movimen-
tos e velocidade nos trés eixos, além do fluxo de extrusdo do material. O meio
de transferéncia equivale ao filamento das impressoras 3D modelo FDM®, pois é
nele que estardo as células ressuspensas na biotitna a ser impressa. Geralmente é
utilizado dentro de uma seringa com agulha, facilitando, assim, sua preparacédo fora
do sistema.

No pos-processamento, logo apds ser impresso, 0 construto deve passar pelo
processo de proliferacéo celular, remodelacdo e maturacéo do tecido em um biorrea-
tor especifico (Figura 2.26). Entretanto, o construto pode ser implantado diretamente
em um corpo Vivo, caso o0 objetivo final seja a regeneracéo de um tecido doente ou
danificado — nesse caso, 0 corpo vivo pode ser considerado como um biorreator, onde
ocorre a supracitada remodelacgéo e geracao de tecidos (OZBOLAT, 2015, p. 4).

8 Fused Deposition Modeling, modelagem por fuséo e deposico.



Figura 2.26 — Maturacéo de vasos bioimpressos compostos por células do musculo liso da aorta
suina (esquerda) em um biorreator de perfusao (direita). Fonte: Norotte et al. (2009, p. 5915).

Alguns autores adotam mais etapas no processo de bioimpressdo 3D, como
Loai et al. (2019) (Figura 2.27) e Murphy; Atala (2014) (Figura 2.28). Porém, em
ambos 0S casos, as trés etapas principais se mantém, sendo desmembradas em mais
etapas no pré ou pos-processamento.

Doacao de células autdlogas, escaneamento 3D, células de linhagem

| |

Pré-processamento Processamento Pés-processamento Avaliacao Aplicagao
‘o .4 " L pm =
Quermtinostos 1 e L . TR = |&] \’
sronCemverpue —_— h 5 My
Melanocros Por laser Diferenciaglo Estrutura ] 4
Selegao de células Cosmetica
o o 1B B HB_vi CW
E‘ E"L.i.. J == Médica
-~ - - _
Sivetea  Natural Inkjet multimaterial Biorreatores Morfologia - /
Seledo de materiais I "B < [ */e  Farmacéutica
s B Modetagem
] - | A— Cabes  Pigmentacho da doencas
Desenho morfolégico Extrus3o Interface ar-liquido Funcionalidade

Figura 2.27 — Esquema das etapas de bioimpressao de pele: No pré-processamento as células esco-
Ihidas para a aplicacdo sdo cultivadas in vitro para atingir o volume necessério. Os polimeros para
a formulacgdo da biotinta s&o escolhidos de acordo com a aplicacéo desejada. O modelo 3D da pele
impressa é desenvolvido. No processamento, usando uma das abordagens de impressao disponi-
veis, o construto celular é bioimpresso. No pos-processamento pode ser necessario alguma etapa
adicional antes que a pele esteja pronta para uso, como diferenciacdo de células-tronco, crescimento
em um biorreator ou maturacéo de células em uma interface ar-liquido. Na avaliagdo o construto
¢ avaliado antes da aplicacdo: analise de estrutura, morfologia e funcdo. Para algumas aplicacdes,
iteracOes dessas trés etapas podem ser necessarias — processamento, pds-processamento e avaliacao.
Na aplicagdo o construto é usado em sua aplicagdo pretendida, como tratamento de feridas, pro-
ducdo de modelo de doengas in vitro, testes cosméticos e testes farmacéuticos. Fonte: Adaptado de
Loai et al. (2019, p. 7).
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Etapa 1 Etapa 2 Etapa 3 Etapa 4 Etapa 5 Etapa 6
Imagem Abordagem de design| | Selegdo de materiais | | Selegdio de celulas Bioimpressao Aplicagao
==
Raio-X Biomimética Células diferenciadas Maturagao
#3
- B
g /b _J 5
CcT Auto-organizacdo Polimeros naturais Célutas-ironco pluripotentes Extrusao Implantagdo

RM Mini-tecidos Matriz extracelular Células-tronco multipotentes Por laser Testes in vitro
L J

Figura 2.28 — Esquema de bioimpressdo com 6 etapas, dando maior énfase no pré-processamento.
A 12 etapa é a obtencdo do arquivo de imagem de um exame. Na 22 etapa, a partir do modelo gerado
pela imagem, é desenvolvido um modelo 3D e definida a estratégia para a producéo do construto.
Nas etapas 3 e 4, 0s materiais e 0s tipos celulares para a biotinta sdo selecionados. A etapa 5 é o pro-
cessamento em si e, na etapa 6, ocorre 0 pds-processamento e a posterior aplicacdo. Fonte: Adaptado
de Murphy; Atala (2014, p. 774).

2.3.1.
Historico

A bioimpressao foi demonstrada pela primeira vez por Klebe, em 1988, como
tecnologia de cito-escrita (cyto-scribing), um método de microposicionamento de
produtos bioldgicos, incluindo coldgeno e fibronectina, realizado com uma impres-
sora jato de tinta Hewlett Packard (HP) adaptada (Figura 2.29).

Figura 2.29 — Em (a) cartucho de tinta adaptado para receber a biotinta. Em (b) impressdo da pa-
lavra “fibronectin” com biotinta e em (c) visdo de microscopio mostrando as células na impressao.
Fonte: Adaptado de Klebe (1988, p. 365-366).

Em 1996, Forgacs e colaboradores chegaram a concluséo de que a tenséao
superficial aparente do tecido era a manifestacdo macroscopica da adesédo molecu-
lar entre as células, fornecendo, assim, uma medida quantitativa para a coesdo dos
tecidos (HE et al., 2022).
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Em 1999, Odde e Renn utilizaram um processo de bioimpressao a laser, demons-
trando que células podiam ser posicionadas em padrdes tridimensionais, possibilitando
0 desenvolvimento de tecidos com anatomias complexas (OZBOLAT et al., 2017).

Em 2002, a primeira tecnologia de bioimpressdo baseada em extrusao
foi relatada por Landers et al., que mais tarde foi comercializada sob 0 nome “3D-
Bioplotter” (HE et al., 2022) pela Envision-Tec, fabricante de impressoras 3D
tradicionais (THAYER et al., 2020).

Em 2003, o grupo de trabalho de Thomas Boland, na Universidade de Clemson,
desenvolveu uma bioimpressora baseada em uma impressora a jato de tinta HP, em
que as células foram bioimpressas e padronizadas com sucesso (OZBOLAT et al.,
2017). Esse sistema conseguiu padronizar a biotinta — ja formada por células, meio
de cultura e fatores de crescimento. Melhorias adicionais no sistema e na compo-
sicdo da biotinta permitiram a deposicao de células dentro de hidrogéis biolégicos
mais viscosos, possibilitando, assim, a fabricacdo de estruturas tridimensionais. No
ano seguinte, o0 mesmo grupo implementou a bioimpressdo de células com uma
impressora SLA (HE et al., 2022).

A primeira empresa de bioimpressdo 3D, Organovo, fundada em 2007, bus-
cava desenvolver e comercializar modelos de tecidos para testes de medicamentos
e modelos de doencgas. Ainda em 2007, a RegenHu foi fundada na Suica, com foco
em sistemas de bioimpressdo 3D por extrusdo, Outras empresas trouxeram novos
métodos de bioimpressdo, como a deposicdo assistida por laser, comercializada
pela Poietis (THAYER et al., 2020).

Em 2009, o grupo de Norotte et al. produziu tecido vascular bioimpresso sem
o0 uso de scaffolds (HE et al. 2022), numa abordagem de bioimpresséao pelo posicio-
namento individual de esferdides celulares em padrdes, com posterior fusdo entre
eles — resultando em tecidos com maior espessura (THAYER et al., 2020).

Em 2012, Skardal et al. realizou testes de bioimpressao in situ em modelos
animais. No mesmo ano, avancos em modelos bioimpressos, como cartilagem ar-
ticular e figado artificial, surgiram. Em 2015, a tecnologia coaxial foi adotada por
Gao et al., possibilitando a fabricacdo de uma estrutura tubular.

Em 2016, Pyo et al. utilizaram a tecnologia de impressdo DLP na bioimpresséo.
No mesmo ano, um modelo de cartilagem foi desenvolvido pelo grupo de pesquisa de
Anthony Atala, usando uma impressora de tecido-6rgao integrada (ITOP, em inglés).
Em 2019, Noor et al. produziram um coracéo de escala reduzida perfusavel e, alguns
meses depois, a bioimpressdo de coragdes humanos de coldgeno em vérias escalas,
com base no método FRESH, foi alcangada por Lee et al. (HE et al., 2022).

Enquanto os sistemas de bioimpressdo 3D eram langados no mercado apos
seu desenvolvimento inicial, o alto custo das maquinas era um limitador para que a
tecnologia se tornasse mais acessivel.



46

Aqui entra em cena 0 movimento maker®, apoiado em trés pilares comuns:
programacéo, engenharia e design. Aproveitando-se do maior acesso a pecas e fer-
ramentas tecnoldgicas (como placas microcontroladoras e motores de passo), aliado
a facilidade da troca de informagdes proporcionada pela internet, os makers — como
sdo chamados os adeptos ao movimento — criaram ambientes criativos em que sdo
idealizados, desenvolvidos e prototipados 0os mais diversos projetos.

Cabe destacar dois projetos de extrema relevancia para a popularizacdo da
impressdo 3D e, consequentemente, para a bioimpressdo 3D: RepRap’® e Fab@
Home!l. A RepRap (desde 2004) é uma impressora 3D montada a partir de um kit
contendo predominantemente pecas plasticas (Figura 2.30a). Dessa forma, é possi-
vel produzir outras impressoras a partir de um exemplar da mesma, além de ser uma
das duas primeiras impressoras 3D de cddigo aberto. A outra € justamente a Fab@
Home (2005-2012), a primeira impressora 3D multimaterial disponivel para o pu-
blico (Figura 2.30b). Ela possui seu projeto de construcao detalhado disponivel e
utiliza, inicialmente, seringas para extrusao de diferentes materiais.

Figura 2.30 — Em (a), uma RepRap montada e as partes plasticas de seu kit impressas. Em (b), uma
atualizacdo do primeiro modelo da Fab@Home, contendo duas seringas para extrusdo. Fontes: (a)
https://www.flickr.com/photos/uniofbath/12069178226. (b) Floris van Breugel.

O objetivo de ambos 0s projetos era criar uma impressora versatil, de baixo
custo, aberta e “hackeavel”, buscando acelerar a inovagéao da tecnologia e sua maior
incorporacgdo por makers e consumidores em geral. A partir da democratizagdo de
tais projetos, pesquisadores comecaram a construir suas proprias bioimpressoras

® Em inglés, ele é comumente chamado de Maker Movement ou DIY — Do-It-Youself — Movement
(Movimento FVM — faga vocé mesmo).

10 “REPlicating RAPid-prototyper”, traduzido como “prototipagem rapida replicavel”. Disponivel em:
https://reprap.org. Acesso em: 20. jan 2023.

11 Fab at home, traduzido como “fabricagdo em casa”. Disponivel em: https://www.creativemachineslab.
com/fabhome.html. Acesso em: 20. jan 2023.


http://www.flickr.com/photos/uniofbath/12069178226
http://www.flickr.com/photos/uniofbath/12069178226
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3D desktop em laboratorio, seja por meio de variagdes de sistemas de open source
seja pela customizacdo de modelos comercialmente disponiveis, como MakerBot e
Ultimaker (projetos altamente influenciados pelos supracitados).

Os pesquisadores comegaram a eliminar a demanda por maquinas de milhares
de ddlares, ao demonstrar que a substituicdo da cabeca de extrusdo de uma impres-
sora 3D tradicional por um sistema de extrus&o por pressao de émbolo em seringa,
ou sistema de extrusdo pneumatica, poderiam obter resultados semelhantes. Essa
democratizacdo da tecnologia alimentou uma nova industria de bioimpressoras 3D
de baixo custo e acessiveis, que foram desenvolvidas e refinadas pelos pesquisado-
res e pelo campo como um todo. Paralelamente, novas areas de pesquisa foram de-
senvolvidas em torno das biotintas, contando com empresas como Cellink e Allevi,
nos EUA, e TissueLabs, no Brasil (THAYER et al., 2020).

2.3.2.
Técnicas de bioimpresséo 3D

Dentre as diferentes técnicas de bioimpressdo 3D, trés sdo mais utilizadas,
com variagOes dentro de cada técnica e diferentes caracteristicas (Tabela 2.1).

Inkjet Extrusdo Por laser ou luz
Temperatura . Laser ou
Atuador ou tensao elétrica Pressao feixe de luz
Vlscqsu_jade Baixa Alta Variavel
da biotinta
Integridade
mecanica Baixa Alta Baixa
e estrutural
V(_elomdad? < Répida Lenta Meédia
impressao
~ Moderada (cerca Alta (cerca de
Resolucéo Alta (0.5-50pum) de 200pm) I um)
Vil ekl 70-90% 45-98% >95%
celular
Custo Baixo Médio Alto

Tabela 2.1 — Principais técnicas de bioimpressdo 3D e suas caracteristicas. Fonte: Adaptado de
Ruiz-Alonso et al. (2021, p. 3).

A seguir, apresento as trés técnicas, com énfase na extruséo, utilizada nos
experimentos desta tese.
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2.3.2.1.
Droplet/Inkjet

Na bioimpressao por droplet/inkjet, goticulas sdo depositadas de maneira or-
ganizada e sem o contato direto entre 0 meio emissor e 0 receptor. Esse gotejamento
pode ser ativado por meio de atuadores piezoelétricos ou térmicos (Figura 2.31).

Térmico Piezoelétrico

* _ Atuador

Aquecedor . A
piezoelétrico

£
o
Bl
, °
— Goticulas—— @

Figura 2.31 — Esquemas de impressao droplet. Fonte: Adaptado de Jeong et al. (2020, p. 3).

Ela pode ser classificada em trés subcategorias: jato de tinta continuo, goteja-
mento sob demanda e jato eletrohidrodinamico (HE et al., 2022, p. 65).

2.3.2.2.
Projecao a laser ou feixe de luz

A bioimpressdo baseada em projecdo a laser solidifica biomateriais fotos-
sensiveis para formar construtos com alta precisdo formal. Seu uso mais comum
é na impressdo de scaffolds sem células para serem semeados posteriormente
(Figura 2.32).

Feixe de laser direcionado Projecao de mascara de imagem
_)' Laser
\ n
Laser Tanque A Tanque

com resina com resina

Figura 2.32 — Esquemas de impressao a laser. Fonte: Adaptado de Cui et al. (2016, p. 2).
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Atualmente, pela tecnologia DLP, pesquisas ja apresentaram resultados po-
sitivos na impressdo de construtos a partir de hidrogéis fotossensiveis contendo
celulas (HE et al., 2022, p. 118).

2.3.2.3.
Extrusdo

A bioimpressdo por extrusdo é o método mais utilizado, compativel com uma
grande quantidade de biomateriais existentes, que sdo aplicados como filamentos
viscosos. O sistema de extrusdo pode ser pneumatico, por pistdo/émbolo ou por
parafuso/fuso (HE et al., 2022) (Figura 2.33). No método de bioimpressédo por
microextrusao, a biotinta contendo as células é depositada sob a forma de filamento
cilindrico viscoso, sendo depositada de maneira similar ao que ocorre com fila-
mentos plasticos, camada por camada. Normalmente, sdo utilizadas seringas para
armazenar a biotinta, e a extrusio pode ser direta, indireta (pelo sistema FRESH?,
uma forma de impressao suportada em hidrogel), ou coaxial (quando um tubo se-
cundério é ligado a seringa principal).

(A) Pneumatico (B) Pistao (C) Fuso

Valvula

Biotinta 2 s ©

fio extrudado

Figura 2.33 — Diferentes tipos de extrusdao. Fonte: Adaptado de Boularaoui et al. (2020, p. 3).

No método de extrusdo direta, o hidrogel compativel com essa técnica é bio-
impresso diretamente na placa de cultura. No meétodo FRESH, a biotinta é depo-
sitada em um recipiente contendo uma solucgéo viscosa de suporte, auxiliando na
manutencdo da forma do construto impresso (Figura 2.34).

12 Freeform Reversible Embedding of Suspended Hydrogels, traduzido como “Incorporagio re-
versivel de forma livre de hidrogéis suspensos”. Disponivel em: https://www.allevi3d.com/fresh/.
Acesso em: 20. jan 2023..


http://www.allevi3d.com/fresh/
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Impressio 3D (22° C) Liberacao (37° C)

Seringa T

Tanque
de suporte
Hidrogel . —

Figura 2.34 — Exemplo de impresséo pelo método FRESH. Fonte: Adaptado de Hinton et al. (2015, p. 2).

Agulha

Diferentes hidrogéis e outras substancias podem fazer parte da formulacéo
da solugdo de suporte, servindo de meio nutritivo e/ou de ator de reticulagdo®® do
construto impresso (por exemplo, para impressdo de alginato de sodio pode-se
utilizar um hidrogel contendo cloreto de célcio, a fim de ocorrer a reticulagdo
i6nica). Apds a maturacdo do construto, o gel de suporte pode ser removido por
acao térmica ou quimica (Figura 2.35).

Biotintas z
Alginato M
Agregado celular X
Suspensao celular \\
Colageno e
MEC-Descel. Sintéticos
Fibrina Epoxis
GelMA Fotorresistentes
Acido Hialurénico Silicones
Matrigel Uretanos

Fibrina de seda

S

Tanque de suporte

Reticulagdo — / Gelatina

Guiada po PH " Alginato

16nica Carbopol
Fotorreticulagao Agarose
Enzimatica Suspensao de
Térmica células/esferoides
Reacgao “click” e Agregado celular

Figura 2.35 — Exemplos de materiais que podem ser utilizados no método FRESH, além de diferentes tipos
de reticulacdo possiveis via recipiente de suporte. Fonte: Adaptado de Shiwarski et al. (2021, p. 6).

13 A reticulagdo polimérica é um processo que ocorre quando cadeias poliméricas lineares ou ramifi-
cadas sdo interligadas por ligacdes formando uma rede polimérica tridimensional, processo também
conhecido como crosslinking (formacdo de ligacGes cruzadas). A reticulacdo pode ser de natureza
guimica ou fisica (ligagGes idnicas). De uma maneira geral, com o aumento da reticulagdo, as estru-
turas tendem a perder sua fluidez e se tornam mais rigidas (adaptado de LAMY et al., 2008, p. 232).
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O sistema de bioimpressdo por extrusao pode conter mais de uma seringa
extrusora, permitindo, assim, a impressdo de diferentes tipos celulares no mesmo
construto. Apesar da tecnologia de microextruséo ser versatil, sua resolugdo geral-
mente passa de 100pm, maior em comparagdo com outras técnicas de bioimpresséo
(PANDEY et al., 2018).

2.3.3.
Biotintas

Uma biotinta (bioink) é o equivalente biol6gico a tinta de impressora de papel
ou ao filamento de uma impressora 3D de pléastico, empregando materiais biolégicos
para gerar as estruturas 3D. As biotintas sdo normalmente compostas por materiais de
suporte estrutural e células vivas, mas também podem incluir moléculas bioativas como
fatores de crescimento. O tipo de biomaterial mais comumente utilizado na formulacéo
de biotintas para bioimpressdo 3D séo os hidrogéis, polimeros com alto teor de 4gua em
sua composicao e que podem ser reticulados para formar um gel estrutural de suporte
para as células proliferarem, mimetizando assim a matriz extracelular (Figura 2.36).

AN

Acido hialuréieo | Fibrina Matrigel

Figura 2.36 — Exemplo de biotintas bioimpressas: alginato, agarose, quitosana, fibroina de seda,
colageno, gelatina, acido hialurénico, fibrina e Matrigel. Fonte: Adaptado de Cho et al. (2019, p. 33).
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A escolha do biomaterial para formar a base da biotinta é crucial para uma
impressdo bem-sucedida e para a posterior formagdo dos tecidos engenheirados
(SKELDON et al., 2018).

O desempenho das biotintas pode ser medido pelos seguintes fatores:

+ printabilidade;
 biocompatibilidade;

* propriedades mecéanicas;
+ estabilidade estrutural;

* biodegradabilidade.

A printabilidade de uma biotinta é determinada pelas propriedades reoldgicas**
do biomaterial, compreendendo seu escoamento e sua capacidade de manter a integri-
dade estrutural ap6s a bioimpresséo. A deposicdo bem-sucedida e eficiente da biotinta
depende em grande parte de sua viscosidade e da homogeneidade da solugdo. Uma
biotinta muito viscosa forcara altas tensdes de cisalhamento sobre o células, além de
poder ocasionar o entupimento da bioimpressora. Por outro lado, uma biotinta com
baixa viscosidade resultara em um construto com ma definicdo devido ao fluxo de
impressdo (SKELDON et al., 2018, p. 6).

A biocompatibilidade na bioimpressao refere-se a influéncia positiva e con-
trolavel na estrutura de componentes bioldgicos e funcionais. Esses efeitos incluem
a interacdo com o tecido enddgeno ou sistema imunoldgico, dando suporte a ati-
vidade celular apropriada e promovendo os fatores de crescimento, cruciais para o
desenvolvimento do construto. A atividade biologica da biotinta € um aspecto chave
para torna-la adequada para a viabilidade celular e a formacéo de tecidos. A nogéo
de biocompatibilidade na bioimpressdo 3D mudou gradualmente de biotintas que
ndo causam reacOes adversas ao construto para biotintas que permitam passiva-
mente ou produzam ativamente efeitos desejados no construto (HE et al., 2022, p.
44-45; SKELDON et al., 2018, p. 4-5).

As propriedades mecéanicas demandam que a biotinta reticulada seja forte o
suficiente para manter o construto e a implantacdo subsequentes (HE et al., 2022).
Elas podem ser medidas usando o modulo de cisalhamento, dado em Pascals (Pa)
ou quilopascals (kPa). A rigidez do tecido desejado € uma caracteristica bioldgica a
ser levada em conta: ela varia de menos de 1 kPa para tecido nervoso, a mais de 100
kPa em tecidos 0sseos. Quando comparados com a rigidez de polimeros utilizados
comumente nas culturas de tecidos (TCPs; 1 GPa ou 1 000 000 kPa), tais construtos

4 A reologia é o ramo da fisica que estuda a deformagéo e o escoamento da matéria, que abrange
0 escoamento plastico de solidos e 0 escoamento de liquidos viscoelasticos. Disponivel em: https://
www.infopedia.pt/dicionarios/lingua-portuguesa/reologia. Acesso em: 20 fev. 2023.


https://pt.wikipedia.org/wiki/F%C3%ADsica
http://www.infopedia.pt/dicionarios/lingua-portuguesa/reologia
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produzidos acabam tendo suas propriedades alteradas (particularmente de células
de tecidos de baixa rigidez, como figado ou cérebro). Com uma riqueza de pesqui-
sas mostrando os efeitos do aumento da rigidez tecidual em tecidos como o figado,
o0 design da biotinta deve ser cuidadosamente adaptado para corresponder ao tecido
enddgeno e saudavel. Isso pode ser alcangado por selecdo de material, modificagdo
e parametros de reticulacdo (SKELDON et al., 2018, p. 3).

A estabilidade estrutural é crucial para o processo de bioimpresséao: biotintas
de baixa viscosidade tendem a se espalhar, comprometendo a estrutura do constru-
to impresso. A resolucéo da estrutura também pode ser comprometida por conta
de reticulacdo imperfeita: a falta de reticulacdo pode causar espalhamento da es-
trutura, enquanto a sobrerreticulacdo pode resultar em delaminacdo das camadas
da estrutura impressa. A biotinta ideal deve ter viscosidade suficiente para ndo se
espalhar apds a deposicdo, e seu método de reticulacdo deve ser controlado. Ela
também deve possuir resisténcia mecanica suficiente para que as camadas iniciais
impressas suportem as camadas posteriores sem colapsar ou comprometer a estru-
tura (SKELDON et al., 2018, p. 3-4).

O destino ideal da maioria dos scaffolds para tecidos bioimpressos transplan-
tados € a degradacdo, paralelamente a integracdo das células e a regeneragdo do
tecido alvo. As propriedades de biodegradacao das biotintas sdo uma caracteristica
chave ao considerar tecidos a serem implantados. Ha um equilibrio a se atingir entre
degradacdo muito rapida — resultando em perda de células e inflamacéo potencial
— e falta de degradacdo — que pode dificultar a regeneracéo tecidual. Muitas vezes
a biodegradabilidade pode ser ajustada alterando as propriedades dos componentes
da biotinta e seus procedimentos de reticulacdo (SKELDON et al., 2018, p. 4).

2.3.4.
Desafios atuais

Uma das principais caracteristicas das tecnologias atuais de bioimpressao € a
baixa precisdo dos construtos em compara¢do com tecidos/6rgdos naturais. Outra
desvantagem comum € a baixa velocidade na impressdo de estruturas complexas,
dificultando o aumento de escala na producéo dos construtos.

A vascularizagdo adequada nos construtos celulares é um fator chave na bio-
impressdo 3D. A construcdo eficaz de uma rede vascular de perfusdo e a promogéo
de sua vascularizacdo por estimulacdo mecanica e/ou quimica séo a base da fabrica-
cao bioldgica de construcdes em escala. Esse € um ponto que ainda precisa de muita
pesquisa e avangos. Outros desafios incluem o desenvolvimento de biotintas e das
técnicas de bioimpresséo, fontes de aquisi¢do de células, construcao de biorreatores
e mesmo questdes éticas (HE et al., 2022, p. 46).



54

No inicio de 2021, a empresa de manufatura aditiva 3D Systems, juntamente
com a United Therapeutics, afirmou ter obtido um progresso significativo no desen-
volvimento de scaffolds pulmonares em tamanho real e vascularizados, de maneira
répida e em escala de definicdo micrométrica (Figura 2.37). Entretanto, desde o
anuncio, nada foi publicado ou apresentado.

Figura 2.37 — Imagem apresentada juntamente com o antncio da 3D Systems, apresentando o que
parece um construto celular vascularizado de um pulméo. Fonte: https://www.3dsystems.com/press-
-releases/3d-systems-announces-breakthrough-bioprinting-technology-and-expansion-0.

A bioimpresséo coaxial tornou-se um recurso cada vez mais popular na bioim-
pressdo por extrusdo, especialmente na area de biofabricacdo/vascularizacao de vasos
sanguineos. Sua maior vantagem é a capacidade de construir estruturas tubulares hie-
rarquicas com propriedades bioldgicas/mecanicas ajustaveis (Figura 2.38). Hidrogéis
com boa biocompatibilidade tendem a apresentar resisténcia mecanica insuficiente,
e a bioimpressao coaxial pode resolver parcialmente o problema, com sua estrutura
core-shell (nlcleo-casca): os materiais do ndcleo garantem a biocompatibilidade, en-
guanto os materiais da casca fornecem resisténcia mecanica ou vice-versa. Materiais
de sacrificio no ndcleo também podem ser usados para a bioimpressao satisfatoria de
estruturas tubulares ocas (HE et al., 2022, p. 47).


http://www.3dsystems.com/press-
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Figura 2.38 — Em (a), esquema de bioimpresséo coaxial core-shell, com o uso de diferentes tipos
celulares nas partes interna e externa do filamento. Em (b), a imagem da microscopia, mostrando as
diferentes células posicionadas. Fonte: Adaptado de Wang et al. (2021, p. 6).

A Litografia Axial Computadorizada (Computed Axial Lithography, em in-
glés) é uma tecnologia derivada da impressdo DLP, apresentada pela primeira vez
em 2019. Diferentemente do que ocorre na impressdo DLP, o recipiente de material
fotopolimerizavel gira em torno de um eixo, e cada projecdo de imagem se propaga
através do material de um angulo diverso. Assim, as exposicOes de diferentes angu-
los fornecem dose de energia suficiente para a reticulagdo do material na geometria
desejada (Figura 2.39). Apds uma rotacdo de 360° do contéiner, estruturas 3D com-
plexas sdo impressas com sucesso (HE et al., 2022, p. 119-122).

Estacao
giratoria

Resina liquida
fotocuravel
[ b |

—

Figura 2.39—Em (a), esquema do sistema de bioimpressdo por Litografia Axial Computadorizada. Em
(b), exemplos de construtos bioimpressos com essa tecnologia. Fonte: Adaptado de He et al. (2022, p. 121).
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2.4.
Consideracodes

Este capitulo possui dupla funcdo: apresentar, da maneira mais expositiva e
ampla possivel, os temas que estdo alheios ao “lugar comum” do Design e, por si S0,
apresentar-se como parte da justificativa desta tese. Cabe ao designer se apropriar,
de forma mais assertiva possivel, dos conhecimentos correlatos aos projetos nos
quais se engaja. Além de tal atitude ser facilitadora na conducdo deles, a traducéo
de tais conhecimentos, inclusive graficamente, auxilia no didlogo com os profissio-
nais de diferentes campos do saber envolvidos. A escrita deste capitulo buscou ser
também um exemplo disso.

A partir da base de conhecimento estruturada neste capitulo, o préximo apro-
funda a discussdo sobre o papel do designer nos dias atuais, a justificativa e os
caminhos da presente pesquisa. No decorrer dos relatos sobre 0s experimentos pra-
ticos, alguns temas especificos serdo aprofundados, conforme o que se apresentou
em cada situacdo.



3
O caminho da pesquisa: desenvolvimento através do Design

Neste capitulo, apresento as caracteristicas e as op¢des metodoldgicas da pes-
quisa, além de justifica-la como uma pesquisa interdisciplinar e através do Design.
Também traco o caminho percorrido nela, narrando minha trajetoria ao longo do
periodo do doutorado.

3.1
Paradigma da pesquisa

A presente pesquisa possui abordagem qualitativa. Em vez de apresentar,
desde o inicio, hipdteses prontas a serem validadas (ou refutadas) de forma quan-
titativa, permite a construcdo de perguntas e hipo6teses ao longo do processo de
coleta e anélise de dados. Dessa maneira, da-se margem a descoberta de quais sao
as guestdes da pesquisa mais importantes ou mesmo a revelacao de novas perguntas
para, entdo, refina-las e respondé-las. Na pesquisa qualitativa “a acdo investigativa
se move dinamicamente em ambas as dire¢des: entre os fatos e sua interpretagéo,
de forma circular” (SAMPIERI et al., 2014, p. 7).

A proposta metodoldgia é que, por meio de uma série de experimentos esque-
matizados e executados sequencialmente (sempre levando em conta a bioimpressao
3D como foco prético principal), surjam respostas aos questionamentos iniciais e
as novas perguntas geradas ao longo do processo. Por isso, considero esta uma
pesquisa de carater exploratorio — pois busca explicaces e entendimentos acerca
de um “tema pouco explorado, sendo dificil a formulagdo e operacionalizagdo de
hipoteses” (OLIVEIRA, 2018, p. 65) — com desdobramento em experimentos con-
trolados em situacgdo de laboratdrio, com o aporte tedrico de métodos experimentais
— em qgue as variaveis sdo manipuladas de maneira preestabelecida e seus efeitos
suficientemente controlados e conhecidos, estabelecendo relacdes de causa e efeito
entre variaveis.

[...] uma pesquisa exploratdria requer um planejamento de certa forma mais flexivel
gue a pesquisa de campo, ou a pesquisa experimental para construcdo de dissertacdes e
teses. Esse tipo de pesquisa requer um consistente levantamento bibliogréfico, analise
de documentos, observacoes de fatos, fendmenos (OLIVEIRA, 2018, p. 65-66).

Os instrumentos de pesquisa utilizados, de maneira circular, foram: le-
vantamento bibliogréfico, pesquisa de materiais e observacdo em laboratério
dos experimentos.
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3.2.
O desenvolvimento através do Design

Tomando como base Christopher Frayling (1993), considero esta uma pesqui-
sa através do Design, uma abordagem cientifica que tira proveito dos insights Unicos
obtidos através da préatica do Design, a fim de fornecer uma melhor compreensao
de questdes complexas e orientadas para o futuro no campo (GODIN; ZAHEDI,
2014). Na proposicao de Findelli (2004), pesquisadores através do Design desen-
volvem novos produtos, experimentam novos materiais, processos etc. A proposta
da tese € estruturar e realizar, de maneira pratica e colaborativa com profissionais
das ciéncias médicas e bioldgicas, experimentos envolvendo a bioimpressdo 3D
com o uso de células. Dessa forma, busco “atravessar” os diferentes saberes que
circundam a tecnologia de bioimpressdo 3D. Pela investigacdo interdisciplinar, via
método do Design, busco articular arte, ciéncia e tecnologia, assim como pensado
originalmente na Bauhaus.

Entretanto, em minha concepcdo, o Design € um método para mediar diferen-
tes saberes, e ndo um detentor deles. As lacunas de conhecimento tém que ser pre-
enchidas pelo trabalho colaborativo e interdisciplinar entre distintos profissionais, a
fim de ampliar os horizontes de pesquisa com entendimentos diversos e heterogéne-
o0s. A tese apresenta também uma critica aos designers “disciplinares”, herméticos
em seu proprio campo, que, ao supervalorizarem o que é método, pensam ser 0
Design um fim em si mesmo — uma ac¢ao que acaba por enfraquecé-lo.

3.2.1.
O disciplinar, seu sufixo e seus prefixos

Com a hiperespecializacdo do conhecimento, fenbnemo que foi se aprofun-
dando ao longo de séculos, a sociedade passou a valorizar cada vez mais 0 espe-
cialista, individuo que busca saber cada vez mais sobre cada vez menos. Como
complementa Hilton Japiassu:

O desenvolvimento da especializagdo, com todos 0s seus inegaveis méritos, divi-
diu o territorio do saber. Cada especialista ocupou, como proprietario privado, seu
minifandio de saber onde passou a exercer, de modo ciumento e autoritario, seu
minipoder (2006, p. 1).

Segundo o autor, disciplina é um “conjunto especifico de conhecimentos com
caracteristicas préprias no campo do ensino, da formacdo, dos métodos, dos mecanis-
mos e dos materiais” (JAPIASSU, 2006., p. 5), sendo disciplinaridade a “exploracao
cientifica especializada de determinado dominio homogéneo de estudo” (1976, p. 72).
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A partir dessa premissa, Japiassu apresenta 0s possiveis graus sucessivos

de cooperacéo e de coordenacao crescentes das disciplinas, conforme Tabela 3.1

a seguir:

Descricdo geral

Tipo de sistema

Configuracéo

Multidisci-
plinaridade

Gama de disciplinas
que propomos simul-
taneamente, mas sem
fazer aparecerem as
relacdes que podem
existir entre elas.

Sistema de um
sO nivel e de
objetivos malti-
plos; nenhuma
cooperacao.

e

Pluridiscipli-
naridade

Justaposicdo de di-
versas disciplinas
situadas geralmente no
mesmo nivel hierari-
quico e agrupadas de
modo a fazer aparecer
as relacdes existentes
entre elas.

Sistema de um sé
nivel e de obje-
tivos multiplos;
cooperagao, mas
sem coordenagé&o.

Interdiscipli-
naridade

Axiomatica comum a
um grupo de disciplinas
conexas e definida no
nivel hierarquico ime-
diatamente superior, 0
que introduz a nocao de
finalidade.

Sistema de dois
niveis e de obje-
tivos maltiplos;
coordenacao pro-
cedendo do nivel
superior.

Transdicipli-
naridade

Coordenacdo de todas
as disciplinas e inter-
disciplinas do sistema,
sobre a base de uma
axiomatica geral.

Sistema de niveis
e objetivos malti-

plos; coordenagéo |;

com vistas a uma
finalidade comum
dos sistemas.

Tabela 3.1 — Graus sucessivos de cooperacdo e de coordenagdo crescente das disciplinas. Fonte:
Adaptado de Japiassu (1976, p. 73-74).

Na contemporaneidade, os problemas complexos da sociedade de-

mandam o desenvolvimento de saberes igualmente complexos.

Para

iSso,

Japiassu (2006) defende que os diferentes saberes desmembrem suas barrei-
ras, estabelecendo uma “comunicagdo fecunda” entre si, em uma cooperagao
minimamente interdisciplinar:
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nos reconhecemos diante de um empreendimento interdisciplinar todas as vezes que
ele conseguir incorporar os resultados de varias especialidades, que tomar de em-
préstimo a outras disciplinas certos instrumentos e técnicas metodoldgicos, fazendo
uso dos esquemas conceituais e das analises que se nos encontram diversos ramos do
saber, a fim de fazé-los integrarem e convergirem, depois de terem sido comparados
e julgados (JAPIASSU, 1976, p. 75).

O papel da interdisciplinaridade € o de lancar pontes, ligando assim as fron-
teiras previamente estabelecidas dos saberes. Para tal, essa colaboracdo ocorre em
trés fases:

» atroca de informagdo muatua, em que cada campo do saber/especialista
considera 0 outro como exterior a si;

» aentrevisdo das questbes colocadas pelos diferentes campos;

+ atomada de consciéncia coletiva das questdes desenvolvidas.

Para o autor, é nas fronteiras das disciplinas que se esbocam as colaboragtes
mais solidas (JAPIASSU, 1976, p. 92).

3.2.2.
O caréater interdisciplinar do Design

Sem adentrar na morfologia, ou mesmo na conceituacdo do ato projetual,
utilizo Adrian Forty (2007) para afirmar que o profissional designer surge “oficial-
mente” durante a primeira Revolucdo Industrial, a partir da demanda das fabricas
por uma producdo seriada, homogénea e de qualidade uniforme.

Enquanto a ceramica foi uma inddstria artesanal, como era em Staffordshire
até o final do século XVIII, a forma de um produto era, com toda probabilidade,
decidida pelo homem que o faria. Porém, quando a manufatura foi dividida em
processos realizados por diferentes trabalhadores, foi necessario adicionar mais um
estagio, o da preparacdo de instrucBes para os varios operarios: na verdade, um
estagio de design (FORTY, 2007, p. 50).

Nessa época, 0 papel desempenhado pelo designer era desenvolver ndo ape-
nas novos produtos, mas modos de fabricacdo que atendessem aos requisitos dessa
nova escala de producéo. Para tal tarefa, o profissional foi se apropriando de conhe-
cimentos de diferentes areas, como “da fisiologia, do grupo das ciéncias da nature-
za; da matematica, que faz parte das ciéncias formais; da estética, do conjunto de
ciéncias humanas etc.” (BOMFIM, 1997, p. 28).

Isso posto, arrisco-me a considerar o fazer design uma atividade interdis-
ciplinar desde seus primoérdios. Com essa natureza epistemoldgica tdo ligada a
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pratica, o designer acaba por atuar como mediador de diferentes areas do saber
para desempenhar suas fungdes. Como complementa Bomfim, “o Design abre
mdo de tentar construir um corpo tedrico préprio, em troca dos conhecimentos de
disciplinas diversas, combinando-as de modo particular em cada situagdo especi-
fica” (1997, p. 30). Em Rethinking Design Education, Alain Findeli apresenta um
diagrama, traduzindo o que seria a proposta original da Bauhaus, ja no século XX,
uma estrutura interdisciplinar de ensino envolvendo arte, ciéncia e tecnologia
(Figura 3.1) (FINDELI, 2001, p. 8).

QOPOSTA / PROJS

Figura 3.1 — Diagrama de proposta/projeto de como seria o0 ensino da Bauhaus: Conjugar arte, cién-
cia e tecnologia. Fonte: Adaptado de Findeli (2001, p. 8).

Para além do caréater interdisciplinar, o Design também esté intrinsecamente
ligado ao ato projetual: em inglés, “design” € verbo (a¢do) e substantivo (nomea-
¢do). Como essa praxis (unido dialética entre teoria e pratica), preferencialmente
interdisciplinar, impacta o processo de Design? E de que maneira tem ocorrido essa
especulada interdisciplinaridade?

3.2.3.
Método cientifico e método do Design

Em 1982, Nigel Cross publicou o artigo e, posteriormente, o livro Designerly
ways of knowing, em que indica o Design como uma possivel terceira area da edu-
cacdo — as outras duas seriam a educacdo em Ciéncias e educagdo em Artes. O
autor apresenta dados interessantes sobre estudos de observacéo e a forma como os
designers atuam.
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Em suas publicacdes, Cross apresenta estudos realizados por Bryan Lawson
(1979), que compararam a estratégia utilizada por cientistas e designers para resolu-
cdo de problemas. A partir de um arranjo de cubos com duas cores e um conjunto de
regras (algumas das quais ndo divulgadas inicialmente), foram apresentados os pro-
blemas a serem solucionados, tanto para estudantes de pds-graduacdo em Arquitetura
quanto para estudantes de pos-graduacdo em Ciéncias. Os grupos apresentaram dife-
rentes estratégias para a resolugdo dos problemas.

Enquanto o grupo de cientistas explorava sistematicamente as combinagfes
possiveis, buscando alguma regra fundamental para a resolucdo do problema, os
arquitetos procuravam solugdes diversas, até encontrarem aquela que fosse a mais
aceitavel. Embora os cientistas estivessem mais focados na busca das regras, por
meio da tentativa de soluges, os arquitetos também tangenciavam tais regras. “Eles
aprenderam sobre o problema através de tentativas de criar solucfes, ao invés de
deliberada e separadamente estudar o problema em si”* (LAWSON, 2005, p. 44).
Essas experiéncias sugerem que, normalmente, cientistas tendem a buscar a solu-
cdo de problemas por meio de andlise, enquanto os designers tentam resolvé-los
através da sintese (Tabela 3.2). O foco dos designers seria gerar solugdes, enquan-
to o dos cientistas envolveria, primariamente, a compreensdo do que esta posto.
N&o que exista uma maneira correta a ser seguida, mas claramente sdo processos
mentais diferentes.

Profissional Estratégia Sistematica
Cientistas Buscar as regras que regem o problema. Analise
Designers Focar primeiro em solugdes para o problema. | Sintese

Tabela 3.2 — Diferenca entre cientistas e designers.

O método de Design “duplo diamante”, langado pelo Design Council?, em
2004, e o0 método cientifico hipotético-dedutivo (LAKATOS; MARCONI, 1996),
utilizado no campo da biomedicina® (GONTIJO, 2019), por exemplo, possuem es-
trutura similar (Tabela 3.3 e Figura 3.2).

! No original: They learned about the problem through attempts to create solutions rather than
through deliberate and separate study of the problem itself.

2 Disponivel em: https://www.designcouncil.org.uk/news-opinion/what-framework-innovation-
-design-councils-evolved-double-diamond. Acesso em 9. mar 2022.

3 Disponivel em: https://blog.faculdadeserradourada.com.br/alis/a-metodologia-cientifica-no-curso-
-de-biomedicina. Acesso em: 9. mar 2022.


http://www.designcouncil.org.uk/news-opinion/what-framework-innovation-
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Etapa Meétodo hipotético-dedutivo Método duplo diamante
1 Defini¢éo do problema Desafio
2 Levantamento de dados Descoberta

Elaboracdo de pelo menos uma hipétese .
3 ) Definicéo
que explique o problema

Criacdo de experiéncia em ambiente
4 controlado, com a finalidade de testar as | Desenvolvimento

hipoteses
Analise e interpretacdo dos dados obtidos

5 Entrega
pelo teste

6 Elaboracdo de novas hipdteses. Resultados.

Tabela 3.3 — Comparativo entre as etapas entre 0s métodos hipotético-dedutivo e duplo diamante.

METODO HIPOTETICO-DEDUTIVO

LEVANTAMENTO = ELABORAGAO NOVAS
PROBLEMA DE DADOS DE HIPOTESES TESTAGEM RESULTADOS HIPOTESES
METODO DUPLO DIAMANTE
DESAFIO DESCOBERTA ! DEFINIGAO DESENVOLVIMENTO ! ENTREGA RESULTADO

Figura 3.2 — Interpretacdo esquematica-visual do método hipotético-dedutivo em similaridade com
0 método duplo diamante.
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Ao se compararem ambos, nota-se uma menor rigidez na atribuicdo das
etapas do método de Design em relacdo ao método cientifico de exemplo — o que
ndo deveria se traduzir em menor rigor na execucdo das etapas em si (PUGH,
1991, p. 69). Antes do “problema” (primeira etapa do método cientifico), temos a
etapa de “descoberta”, um olhar mais amplo perante a situagao, ante o problema
especificamente definido.

Trazendo essa comparacdo para o objeto desta tese, o profissional designer
n&o precisa necessariamente elencar os problemas a serem solucionados. Ele pode,
apos compreender a sistematica que envolve os temas — direta e indiretamente —,
investigar processos e técnicas diversas que auxiliem no desenvolvimento da pes-
quisa. Ele ndo pode se ater a reproduzir e aferir situagdes pré-determinadas — “E im-
possivel conceber uma ideia de projeto que ndo seja a critica de um tipo que exista,
de tipos que existam” (ARGAN, 1993, p. 2) — mas sim transgredir o contexto atual
e gerar novas situacOes. Esse pode ser o paradigma que possibilita ao Design ser
um facilitador da inova¢do em campos “classicos” do saber. Como afirma Simon
Herbert, “As ciéncias naturais estdo preocupadas com como as coisas sio”* (1969,
p. 114), ou seja, buscam sistemas, padrdes e calculos lI6gicos que expliquem os
fendomenos, o “mecanismo* que os rege; “[...] O Design, por outro lado, esta preo-
cupado com como as coisas deveriam ser’ (1969, p. 114), por meio de artefatos ou
técnicas para atingir objetivos, focando no “uso” dos fenémenos.

Poderiamos questionar se as formas de raciocinio que sdo apropriadas para as
Ciéncias Naturais também sdo adequadas para o Design. Pode-se supor que a in-
troducéo do verbo “deveria” pode requerer regras adicionais de inferéncia, ou modi-
ficacdo das regras ja embutidas na légica declarativa® (HERBERT, 1969. p. 115).

Invertendo a ordem do raciocinio, como a modificacdo ou a insercao de regras
adicionais de inferéncas promovidos pelo “deveria ser® impacta um projeto ou pes-
quisa no campo das ciéncias?

3.2.4.
O papel do designer na sociedade atual

O tema desta tese de doutorado gerou, desde o inicio do processo, surpresa e
indagacdes de varios interlocutores, desde profissionais e académicos das ciéncias

4 No original: The natural sciences are concerned with how things are.
5 No original: Design, on the other hand, is concerned with how things ought to be.

® No original: We might question whether the forms of reasoning that are appropriate to natural science
are suitable also for design. One might well suppose that introduction of the verb “should”” may require
additional rules of inference, or modification of the rules already imbedded in declarative logic.
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médicas e biologicas — o que ja era, de certa forma, esperado —, até pares do campo do
Design — de uma maneira mais expressiva do que inicialmente se imaginava. Essas
indagacdes colocavam em davida, por exemplo, a capacidade do designer em assimi-
lar conceitos e préticas dos campos apresentados ao longo da tese — como se ele fosse
um profissional “disciplinado”: um frasco ja repleto de agua, sendo os conhecimentos
de outras areas uma espécie de 6leo, sem capacidade para adi¢do ou convergéncia
de outros conhecimentos. Surpreendentemente, esse questionamento também foi ex-
posto por parte do campo do Design, assim como foi imposta uma ideia de atuacéo
limitada, isto é, de mera producao de artefatos de auxilio para tais pesquisas, em vez
da participacao do designer na integridade do processo.

Como a natureza do Design é marcada pela interdisciplinaridade, por que
uma pesquisa interdisciplinar, em um tema que ja faz uso de técnicas familiares ao
campo do Design, causa tanta resisténcia nos agentes dos campos externos, como
nas ciéncias médicas e bioldgicas, e no proprio campo do Design? Em Projeto e
Revolucédo, Iraldo Matias (2014) apresenta algumas analises que ajudam no en-
tendimento de como o Design tem sido visto a partir de uma logica puramente
capitalista e miope, que afeta a percepgdo da sociedade sobre a atuacao do designer
e mesmo a noc¢do do profissional acerca de sua prépria ocupacao.

O autor expde certas fragilidades na producdo teérica do Design, voltadas
para o tecnicismo e a pratica da profissao, cerrando os olhos para todo o contexto
social e historico que a influencia. O autor cita Bomfim, quando este afirma que o
desenvolvimento de produtos ocorre “em fung¢do daquilo que a sociedade determi-
na, tendo em vista as necessidades de seus membros” (1995, p. 4, apud MATIAS,
2014, p. 32). Que sociedade é essa? Como se da tal determinacdo? Estaria, entdo,
o designer fadado a se “disciplinar” de acordo com a vontade de certos grupos?
Apoiando-se nesse processo, Matias complementa:

Os novos fetichismos engendrados pela producdo capitalista toyotizada encontraram
um solo fértil no Design, sendo enormemente potencializados pelas novas técnicas
de projetacdo. O Design é subsumido a um momento do Marketing, do Branding,
assumindo-se enquanto puro instrumento de competitividade capitalista (MATIAS,
2014, p. 47-48).

A partir dessa percepgdo do status de “capatazismo” que o Design tem se
incumbido na sociedade, é facil compreender a nocdo limitante que profissionais
de outras areas tém do profissional designer. Por outro lado, em relacdo ao Design
em si, 0s proprios cientistas comecam a percebé-lo como ferramenta com potencial
para além do aspecto estético e agregador de valor. Resgato novamente a fala de
Robert Langer, pesquisador do MIT na area de biomateriais, demonstrando entu-
siasmo com o Design em uma entrevista:
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Comecei a pensar, como engenheiro quimico, talvez devéssemos pensar sobre
Design. Talvez devéssemos fazer a pergunta: “O que vocé realmente quer em um
biomaterial do ponto de vista da engenharia, do ponto de vista da quimica, do ponto
de vista da biologia?” Entdo, poderiamos sintetiza-lo a partir de principios basicos?
(LANGER, 2009, p. 757).

Esse “Design” ao qual Langer se refere estd muito a frente do mero desenho
formal/estético. A necessidade a ser suprida é a do desenvolvimento de novos mate-
riais, processos e sistemas, englobando uma area de atuacdo muito maior — e muito
menos confortavel para os profissionais “classicos”.

A partir do contato com pesquisas recentes sobre engenharia de tecidos,
no V Workshop de Bioengenharia e Reparo Tecidual do ICB/UFRJ, ocorrido em
2019, pude perceber que o “método do Design”, bastido de profissionais do cam-
po, pode ser considerado como parte de varias pesquisas apresentadas, entretanto
sem a presenca do profissional designer atuando nelas.

A Figura 3.3 apresenta um slide da apresentacdo sobre “Controle do
Comportamento Celular pela Topografia dos Materiais”. Esta pesquisa busca com-
preender como células nervosas se comportam e se reproduzem em diferentes
matrizes geométricas topogréaficas. Além do uso de formas geométricas tridimen-
sionais, 0 pesquisador também experimentou maneiras de produzir as estruturas
topograficas de titanio — inclusive utilizando a impressao 3D como uma das op¢oes,
descartada em detrimento a producéo por desbaste com acidos.

Aplicagoes : controle da orientagao

~ dos axonios:

Ginglio nervoso

Ny 2d Varias geometrias possiveis de axonios
man LR ) (Y} Merge

Toul

Alinhamento dos
axonios

Axonios restritos na
regides superiores

U Sa Rep, 2015

O desenho das topografias vai definir a organizagao dos axonios

Figura 3.3 — Imagem da apresentacdo de Pablo Rougerie (ICB/UFRJ) “Controle do Comportamento
Celular pela Topografia dos Materiais™.
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Ja a Figura 3.4 mostra um slide da apresentagdo “Avaliagdo de biocompati-
bilidade de membranas de PLGA eletrofiadas para aplicacdo em lesdes de mucosa
oral”, em que a pesquisadora precisava de microfios poliméricos com uma certa
espessura como parte do experimento. O slide apresenta 0 método desenvolvido
para a producdo dos fios nas especificacGes necessarias.

Formatos e Estrutura das Membranas de PLGA produzidas por
Eletrofiagao

SERINGA

a) |
Syringe
pump .. v PLGA
14 solution
ATA | High Veltage
A

TENSAD

Groove for cutting
sluminum Foll

IMA-UFRJ

Figura 3.4 — Imagem da apresentacdo de Ana Chor (ICB/UFRJ) “Avaliagdo de biocompatibilidade
de membranas de PLGA eletrofiadas para aplicacdo em lesfes de mucosa oral”.

Esses dois exemplos mostram que existem profissionais das ciéncias bioldgicas
e médicas que ndo se prendem aos paradigmas limitantes das disciplinas, mas sim bus-
cam a criacdo de métodos de producdo e influéncias de outras areas para agregarem e
“destravarem” suas pesquisas.

Por outro lado, parte do campo do Design parece querer se fechar e se verti-
calizar ainda mais — obviamente ndo em sua totalidade, mas esse movimento apa-
rece com certo destaque no meio académico-literario do campo. O Design tenta
ser Ciéncia e Filosofia, em vez de buscar ampliar o alcance de seu método, saindo
do paradigma “produ¢@o-produto” para “sistema-uso”, por exemplo. Logicamente,
sempre haverd espaco para o designer projetista “classico”. A fotografia ndo ex-
tinguiu a pintura e outras formas de representacdo, mas, quando sua tecnologia se
tornou digital, ela pdde se popularizar e estar muito mais acessivel, além de ter sua
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utilidade ampliada no cotidiano do ser humano. Da mesma forma, o profissional
designer deve buscar essa maior amplitude em sua atuacéo, oferecendo mais bene-
ficios para a sociedade, entendendo-se como parte dela (FINDELI, 2001).

3.2.5.
Possibilidades

Em Para além do pensamento abissal: das linhas globais a uma ecologia de
saberes (2007), Boaventura de Sousa Santos apresenta o conceito de “pensamento
abissal”, separador e excludente, oriundo da divisdo entre o Velho e 0 Novo Mundo
na era colonial e que permanece de maneira cognitiva na sociedade. Apesar de 0
texto n&o falar especificamente em Design, e sim da ciéncia moderna e do conheci-
mento em geral, € possivel tracar paralelos com o campo, principalmente ao se pen-
sar em como romper com essa maneira “tradicional” de ser designer. Prontamente,
€ notoria a coincidéncia na passagem: “a tarefa critica que se avizinha ndo pode
ficar limitada a geracdo de alternativas [termo recorrente no método do Design].
Ela requer, de facto, um pensamento alternativo de alternativas” (SANTOS, 2007,
p. 20, grifo meu).

Ele traz como solucdo uma ecologia dos saberes — o reconhecimento
da pluralidade de conhecimentos heterogéneos (sendo apenas um deles a ci-
éncia moderna). Nela, cruzam-se conhecimentos e ignorancias, tendo esque-
cimento e desaprendizagem como etapas da aprendizagem (SANTOS, 2007,

p. 25). Roland Barthes, ainda na década de 1970, ja discursava sobre a ideia

de “esquecimento’:

Ha uma idade em que se ensina o que se sabe; mas vem em seguida outra, em que se
ensina o que nao se sabe: isso se chama pesquisar. Vem talvez agora a idade de uma
outra experiéncia, a de desaprender, de deixar trabalhar o remanejamento imprevisi-
vel que o esquecimento imp0e a sedimentacdo dos saberes, das culturas, das crengas
gue atravessamos (1977, p. 44).

A desaprendizagem é fundamental para o designer que, nascido sob a tutela da
producdo industrial, tenta compreender-se na sociedade atual e soltar-se das amar-
ras limitantes da atuacdo meramente pré-mercado, saindo da pratica conformista
da profissdo. Por meio da cooperacdo interdisciplinar, o designer pode utilizar todo
seu arcabouco tedrico e pratico, somado a sua sistematica de sintese, trabalhando
nas fronteiras e pontos de contato entre diversos campos de saber, buscando assim

uma sintese entre os métodos utilizados, as leis formuladas e as aplicacfes propos-
tas. No limite, diria que implica uma renuncia, se ndo ao desejo de dominio pelo
saber, pelo menos & manipulagéo totalitaria do discurso da disciplina. E dessa forma
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gue o saber se torna um fato humano e interrogador, expondo-se como uma figura
provisoria oriunda do trabalho histérico da interpretacdo, ao invés de congelar-se
num esquema absoluto, resultando da conquista do espirito dogmatico (JAPIASSU,
2006, p. 5).

O profissional designer precisa entender que pode agregar mais a sua ati-
vidade, ao ndo se restringir apenas no bindbmio forma/funcédo. Ele deve buscar se
apropriar, também, do desenvolvimento de novas tecnologias e técnicas e, princi-
palmente, compreender as questdes sociais as quais pode agregar, a fim de buscar
beneficiar a sociedade como um todo.

3.3.
Caminhos da pesquisa

3.3.1.
Reviséo bibliografica inicial e desbravamento tedrico e prético dos
temas da pesquisa

Inicialmente, a pesquisa seria ligada a area da robdtica macia; por esse mo-
tivo o foco inicial da revisdo bibliografica enveredou para o tema de biomateriais.
Entretanto, ainda no primeiro ano de doutorado, tomei conhecimento de um nimero
consideravel de pesquisas envolvendo o cultivo celular no estado do Rio de Janeiro,
além de pesquisas e empresas de bioimpressdo 3D no Brasil. Dessa maneira, o que
parecia apenas um pequena possibilidade, talvez em uma eventual temporada no
exterior, tornou-se o foco pratico da tese: a bioimpresdo 3D com biotintas.

Ainda na fase de anteprojeto, duas pesquisas se destacaram por suas temati-
cas e resultados.

A primeira, Soft material for soft actuators (MIRIYEV et al., 2017), apre-
senta um material compdsito, que combina propriedades elésticas de uma matriz
polimérica com a mudanca de volume pela transi¢do liquido-vapor ocorrida em seu
interior a partir de descargas elétricas. Esse material combina alta tenacidade e alta
tensdo com baixa densidade. Seu custo é extremamente baixo (cerca de 3 centavos
de dolar por grama) e possui fabricacéo simples a partir da mistura de PDMS (poli-
dimetilsiloxano, um elastdmero derivado do silicone) e de etanol (com temperatura
de evaporacéo a 78.4° C) (Figura 3.5).
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Figura 3.5 — Masculo artificial macio produzido a partir do material. Em (a), em sua forma natural.
Em (b), expandido apds descarga elétrica (8V, 1A). Fonte: Miriyev et al. (2017, p. 2).

Apesar de focada em robotica macia, a pesquisa faz uso de um biomaterial e,
em uma segunda etapa (MIRIYEV et al., 2019), posterior ao anteprojeto, passou a
utilizar a impressao 3D para a deposicéo dos biomateriais em camadas (Figura 3.6).

mistura
modelo

silicone/etanol

silicone

impressao

Figura 3.6 — Esquema do processo de impressao 3D dos silicones e compositos utilizados na pes-
quisa, utilizando uma impressora de extrusdo de materiais viscosos por meio de agulha. Fonte:
Adaptado de Miriyev et al. (2019, p. 309).
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A segunda pesquisa destacada no anteprojeto, Biohybrid robot powered by an
antagonistic pair of skeletal muscle tissues (MORIMOTO et al., 2018), apresentou
um robd bio-hibrido que possui estrutura impressa em 3D, além de atuadores bio-
impressos em 3D (a partir de células de mioblastos’ de ratos) ativados eletricamen-
te. A partir de um sistema de par antag6nico de musculos atuadores (como ocorre
com o biceps e o triceps humanos), os pesquisadores conseguiram retardar o tempo
de encurtamento do tecido vivo e realizar algumas a¢fes de manipulagdo com o
robd (Figura 3.7).
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Figura 3.7 — Em (a), um rob6 executando a tarefa de “pick and place” por meio de contragdes
seletivas dos atuadores. Em (b), a mesma operacao executada por dois rob6s em conjunto. Fonte:
Adaptado de Morimoto et al. (2018, p. 7).

A partir dos artigos citados, busquei na literatura fontes sobre biomateriais.
Além de artigos de revistas cientificas especificas, como a Biomaterials, os livros
Smart biomaterial devices: polymers in biomedical sciences e Biomaterials scien-
ce: an introduction to materials in medicine foram importantes fontes balizadoras
para o entendimento do tema.

A compreensdo sobre a engenharia de tecidos ocorreu a partir de artigos cien-
tificos — muitos ligados diretamente a bioimpressdo 3D —, e dos livros Principles
of Tissue Engineering e Fundamentals of Tissue Engineering and Regenerative
Medicine, que trouxeram importante arcabouco tedrico e historico do campo
do saber.

7 Célula embrionaria que se converte em fibra muscular estriada. Disponivel em: https://www.
dicio.com.br/mioblasto/. Acesso em: 9 fev. 2022.
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Para me aprofundar sobre a bioimpressdo 3D, os livros 3D bioprinting: mo-
deling in vitro tissues and organs using tissue-specific bioinks e Cell Assembly with
3D Bioprinting foram importantes fontes, além de inimeros artigos, como os escri-
tos por Ozbolat, Bioprinting scale-up tissue and organ constructs for transplanta-
tion e Evaluation of bioprinter technologies.

Além de livros e artigos, a internet possibilitou o acesso a varios videos —

entre palestras e demonstracdes praticas — e a descri¢do de projetos envolvendo a
tecnologia de bioimpresséo 3D e seus temas correlatos.

Na questdo prética, pude conhecer a impressao 3D utilizando seringa para
extrusdo (Figura 3.8a) pela primeira vez, ainda na fase de anteprojeto, no labora-
torio do professor Ricardo Michel, do Instituto de Quimica da UFRJ, em dezem-
bro de 2018. Também tive o primeiro contato com o alginato de sodio, hidrogel
muito utilizado na bioimpressdo 3D (Figura 3.8b).

Figura 3.8 — Em (a), aimpressora 3D com extrusora de seringa. Em (b), um tubo de alginato impresso.

Ja durante o doutorado, um evento extremamente impactante para minha pes-
quisa foi 0 V Workshop de Bioengenharia e Reparo Tecidual, ocorrido de 22 de
outubro a 01 de novembro de 2019, na UFRJ. Nele ocorreram mais de vinte pales-
tras relacionadas, principalmente, a engenharia de tecidos. Além de aprender sobre
0 tema e descobrir diversas pesquisas e laboratérios na UFRJ que faziam uso de
células-tronco, tive acesso a pesquisas que ja utilizavam a tecnologia de impressédo
3D. Por meio de uma delas — da professora Leandra Baptista — tive a oportunidade
de conhecer o laboratdrio do INMETRO/UFRJ, que lida com células, em Xerém, e
ter contato com uma bioimpressora profissional, a Regemat (Figura 3.9).
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Figura 3.9 — Bioimpressora 3D Regemat, no INMETRO/UFRJ, em Xerém.

Posteriormente, entre 10 e 11 de fevereiro de 2020, também estive presente
no 2° Workshop de Bioimpresséo e engenharia de tecidos no Rio de Janeiro, ocor-
rido na UFRJ em Xerém. Nesse evento tomei conhecimento de empresas nacionais
envolvidas na area, entre elas a BioEdtech® e a 3DBS?, que produzem bioimpresso-
ras 3D no pais.

3.3.2.
Préaxis da pesquisa e desenvolvimento dos experimentos

A partir dessa primeira fase de desbravamento dos temas da pesquisa, a meto-
dologia da tese foi sendo delineada: seriam realizados experimentos tematicos, cada
um possuindo uma literatura especifica e uma curva de aprendizado. Cada experi-
mento realizado deveria se tornar alicerce para o que seria executado no experimen-
to seguinte. Dessa maneira, a apropriacao dos temas alheios ao Design ocorreria de
maneira gradual e adaptada a realidade da infraestrutura de cada etapa.

Ainda no primeiro ano de doutorado, em 2019, iniciei a construgdo de uma
bioimpressora 3D desktop a partir de projetos e artigos encontrados na internet. A
época, ainda estava aprendendo sobre os biomateriais e as biotintas, bem como so-
bre o processo de funcionamento da extruséo de fluidos, repleto de particularidades
em relagdo a extrusdo de filamentos.

8 Disponivel em: https://www.bioedtech.com.br/. Acesso em: 10 fev. 2023.

® Disponivel em: http://www.3dbiotechnologiessolutions.com/. Acesso em: 10 fev. 2023.


http://www.bioedtech.com.br/
http://www.3dbiotechnologiessolutions.com/

74

No segundo semestre de 2019, visando realizar experimentos com células,
realizei o primeiro contato com o laboratério do Programa de Pds-graduacao em
Ciéncias Morfoldgicas da UFRJ, que tinha experiencia no uso de células-tronco.
Foi a partir desse contato que eu soube do V Workshop de Bioengenharia e Reparo
Tecidual, mencionado anteriormente. Depois de alguns encontros com os doutoran-
dos do laboratdrio, um projeto de experimento comecgou a se desenhar, envolvendo
a bioimpressdo 3D tubular para estudos sobre o intestino. Desde entdo, j& se des-
lumbrava o uso de uma bioimpressora com 2 médulos de extrusdo, possibilitando
assim a impressédo de paredes interna e externa, com diferentes biotintas. No inicio
de 2020, apos termos conhecido a empresa 3DBS no 2° Workshop de Bioimpressao
e engenharia de tecidos no Rio de Janeiro, iniciamos conversas sobre adquirir uma
bioimpressora 3D profissional, que possuisse mais médulos de impresdo. A propos-
ta do experimento principal estaria delimitada para 2020.

Entretando, em margo de 2020 — no meu segundo ano de doutrorado—, teve
inicio a pandemia de COVID-19 no Brasil. O periodo de quarentena tornou proibi-
tivo o funcionamento pleno de diversos laboratérios e, dessa forma, tanto a parceria
quanto as negociagdes para a compra da maquina que estavam sendo firmadas até
entdo ndo prosperaram. O inicio da pandemia também impediu o curso de discipli-
nas externas sobre polimeros e biomateriais, a serem realizadas no IMA (Instituto
de Macromoléculas Professora Eloisa Mano) da UFRJ, outro revés.

Os percalgos causados pela COVID-19 remodelaram a estrutura pensada ini-
cialmente para os experimentos: a impossibilidade de parceira com outros labora-
torios impedia, pelo menos a época, que os experimentos fizessem uso de células-
-tronco. Dessa maneira, contando com o eventual fim da pandemia, busquei focar no
uso das bioimpressoras 3D e em testes de impressdo de materiais. A incerteza acerca
da possibilidade de certos experimentos ocorrerem também gerou a necessidade de se

pensar em experimentos derivados, que acabaram ocorrendo de maneira simultanea.

Um fator diferencial para a pesquisa foi a inauguracéo do BiodesignLab
PUC/DASA, ocorrida oficialmente em margo de 2021. A parceria PUC/DASA, que
ja envolvia a presenca de médicos do grupo no programa de pés-graduacdo em
Design, contribuiu para uma melhor infraestrutura de espaco e de equipamentos,
oferecendo um suporte extremamente relevante para a execucdo dos experimentos
da pesquisa. Em janeiro de 2021, antes mesmo da inauguracdo oficial do laboratério
de Biodesign, foi adquirida uma bioimpressora 3D profissional, a TissueStart, da
empresa TissueLabs. Com ela foi possivel realizar experimentos com maior preci-
sdo e eficacia, dando assim um salto de qualidade nas impressdes.

Em fevereiro de 2021, assisti, de forma online, ao curso Bioedtech Pharma and
Cosmetics Innovation Week, entre 23 e 26 de fevereiro, e tive contato mais aprofundado
com o processo de calibragem e o uso de uma bioimpressora 3D, além de parametros
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sobre os hidrogéis e o uso das células nas biotintas. Nele, também ocorreram palestras
sobre pesquisas em andamento na area de engenharia de tecidos que utilizavam a
bioimpresséo 3D. O curso foi ministrado pela equipe da empresa nacional BioedTech,
que também produzia bioimpressoras 3D.

Em junho de 2021, a partir de um contato obtido com o Dr. Ronaldo Andrade,
médico especialista em transplantes de figado e membro BiodesignLab, iniciou-
-se uma parceria com membros do GEF (Grupo de Estudos do Figado), da UFRJ,
que possibilitou a execucdo de experimentos até entdo fora do radar. Essa parceria
almejava bioimprimir um construto celular tridimensional baseado em um figado
de rato, utilizando diferentes tipos celulares. Além de ministrar palestra sobre a
bioimpressdo 3D para o grupo de estudos, tive contato ao vivo com 0 processo
de descelularizacdo de figados — coincidentemente, um dos temas de palestra do
V Workshop de Bioengenharia e Reparo Tecidual. Durante o experimento, a ser de-
talhado no Capitulo 5, surgiu o interesse do BiodesignLab em adquirir um modelo
de bioimpressora com 4 modulos, a V4, recém-lancado a época pela BioEdTech. O
uso de 4 modulos indepententes traria possibilidades consideraveis de inovacéo e
convergia para o alvo da parceria com o GEF. A bioimpressora foi comprada, com
previsdo de entrega para o final de 2021. Entretanto, ainda como consequéncia da
pandemia de COVID-19, que ainda afetava as cadeias produtivas globais, a entrega
foi postergada para inicio de 2022.

Jaem 2022, ap6s os avangos do experimento descrito no Capitulo 5, ocorreu
a entrega da bioimpressora de 4 médulos, porém, com um novo reves: ela ndo se
encontrava em condicOes de uso e, apos uma série de falhas, o modelo foi desconti-
nuado. Como consequéncia, também perdeu forca a parceria com o GEF.

Ainda no primeiro semestre de 2022, fui convidado para ministrar uma palestra
sobre bioimpresdo 3D e a indUstria farmacéutica, no CRF-SP (Conselho Federal de
Farmacia de Sao Paulo). Nesse periodo também recebi convite para escrever um capi-
tulo sobre bioimpressao 3D e possibilidades para a medicina fetal no livro 3D Physical
and Virtual Models in Fetal Medicine, dos autores Heron Werner, Gabriele Tonni e Jorge
Lopes Dos Santos, juntamente com Gabriel Liguori, um dos fundadores da TissueLabs.
Também foi no primeiro semestre que realizei a qualificacdo de minha tese.

Envolto pelas adversidades e incertezas descritas, no final do primeiro se-
mestre de 2022, busquei novos contatos para parcerias, visando a novos experi-
mentos. Com a ajuda do biomedico Thiago Barboza, que participava a época do
BiodesignLab, e de Antdnio Thiele, antigo colaborador do NEXT, fui apresenta-
do a professora Sara Gemini Piperni, fundadora do Laboratério de Biotecnologia
Bioengenharia e Biomateriais Nanoestruturados (LaBeN) da UFRJ, e a bidloga
Jéssica Dornelas, da Unidade de Pesquisas Clinicas do Hospital Universitario
Antbnio Pedro (HUPE), da UFF. Ambas j& possuiam atuacdo solida em pesquisas
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com células-tronco, esferoides celulares e biomateriais. Esta viria a se tornar a par-
ceria derradeira para experimentos da pesquisa.

Logo ap0s a apresentacdo das pesquisadoras, uma outra impressora foi
disponibilizada para uso, a BioEnderTermo, enquanto um novo modelo seria
desenvolvido no lugar da V4. Também foi firmada uma cooperacdo entre a empresa
e 0 BiodesignLab, prevendo consultoria para a pesquisa em temas nos quais ndo
houvesse conflito de interesse. Paralelamente ao delineamento de novos experi-
mentos, foquei esfor¢cos no dominio do uso da BioenderTermo — bioimpressora
que, apesar de posuir apenas um médulo, trazia possibilidades quanto ao controle
de temperatura da extrusora e da mesa de impressdo. Junto com a consultoria da
BioedTech, ocorreu um novo salto de qualidade nos construtos impressos, agora ja
com maior dominio de uso do alginato de sodio.

A partir desse dominio da nova maquina e de uma série de reunides com Sara
e Jéssica, um novo experimento foi programado para ser executado no Hospital
Universitario Antdnio Pedro. Realizado em agosto de 2022, esse foi 0 primeiro expe-
rimento que utilizava células — no caso, esferoides celulares fixados. Diante dos re-
sultados obtidos, foi possivel compreender melhor as variaveis envolvidas, ja pensan-
do nas etapas seguintes. Antes da nova rodada de experimentos, fui convidado para
ministrar uma palestra no Congresso Cientifico HUPE (Hospital Pedro Ernesto), da
UERJ, sobre bioimpressdo 3D no painel “Inovagao na pesquisa e assisténcia médica”.

Para a nova rodada de experimentos, fui apresentado para o engenheiro qui-
mico Marcel Martins, parceiro de Sara e Jéssica em pesquisas cientificas, e foi dis-
ponibilizado o uso do Laboratério de Nanotecnologia Biofuncional, da professora
Priscila Finotelli, na faculdade de Farmacia da UFRJ. Com as interacdes entre 0s
diferentes campos de saber dos membros do grupo, somadas a infraestrutura dispo-
nivel, foi possivel um novo salto nos experimentos, como sera exposto do Capitulo
7. Essa nova rodada durou até o final de 2022, quando a nova bioimpressora 3D foi
entregue, ndo havendo tempo para inseri-la no processo.

Decidi, entdo, encerrar esta etapa do trabalho — inclusive com apoio dos ou-
tros membros do grupo criado, por julgarem que j& havia avangos significativos a
serem documentados.

3.4.
Consideracoes

Este capitulo trouxe a defini¢do da estrutura da pesquisa, sendo qualitativa e
exploratoria, por tratar de um tema ainda recente — a bioimpressédo 3D — tanto para
0 campo do Design quanto para os campos do saber em geral. Confiando no carater
interdisciplinar do Design e em sua capacidade de potencializar o intercAmbio de
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diferentes disciplinas, busquei “atravessar” diferentes campos do saber, conjugan-
do-os a fim de obter éxito no desenvolvimento dos experimentos.

Também discorri sobre a justificativa e a relevancia dessa tematica ser
abordada em uma tese de Design. O decorrer da pesquisa e, principalmente,
a escrita final da tese trouxeram a luz uma peculiaridade: ela possui duas
“trilhas” simultaneas. Um dos caminhos, mais técnico, envolve os experimentos
com a bioimpressao 3D e a confec¢do de biotintas para tal, agregando diferentes
atores e saberes no processo. O outro, mais existencial, abrange a busca por um ou-
tro papel do designer na sociedade, uma ressignificacdo do “fazer Design”, também
de forma colaborativa.

Um panorama cronoldgico, com acontecimentos relevantes no decor-
rer do doutorado, fez-se necessario, principalmente pelo evento da pandemia de
COVID-19, que trouxe uma série de revéses e desafios. Essa descricdo do cami-
nho da pesquisa também se apresenta como uma possiblidade diferencial, ja que o
Design se encontra “nalgum” lugar entre as ciéncias, entre elas, as humanas.

A partir da base de conhecimento estruturada nos capitulos até aqui, 0s proxi-
mos, contendo 0s experimentos praticos, aprofundardo temas especificos, conforme
0 que se apresentou em cada situacéo.



4
Experimentagbes com bioimpressao 3D e materiais

Neste capitulo apresento, inicialmente, o processo de construcdo de uma
bioimpressora desktop a partir de um kit de impressora 3D de filamento. Apos 0s
primeiros testes com esse equipamento, o laboratério BiodesignLab DASA/PUC
adquiriu um modelo profissional, a TissueStart, da empresa Tissue Labs. Com essa
maquina, pude alcancar melhores parametros de calibracdo de impressao, além de
realizar testes com diferentes materiais. Também foi o primeiro momento de ensi-
nar, na pratica, a impressdo com materiais viscosos para diferentes pesquisadores.

4.1.
Desenvolvimento da bioimpressora 3D desktop

Ainda na revisao bibliogréfica inicial, foi possivel encontrar projetos de custo-
mizacdo de impressoras 3D em bioimpressoras. Como exposto no Capitulo 2, 0 mo-
vimento maker exerceu grande influéncia no mercado de bioimpressoras 3D. Dessa
maneira, havia referencial tedrico e prético sobre o assunto (Figuras 4.1, 4.2 e 4.3).

Figura 4.1 — Impressora 3D de seringa a partir de uma impressora 3D desktop modelo Prusa. Fonte:
Kahl et al. (2019, p. 3).
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Figura 4.2 — Impressora 3D de seringa a partir de uma impressora 3D desktop modelo Printrbot.
Fonte: Adaptado de Pusch et al. (2018, p. 50).
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Figura 4.3 — Resultados obtidos com o0 modelo Printrbot adaptado. Fonte: Adaptado de Pusch et al.
(2018, p. 60).

A bioimpressora 3D desktop foi pensada a partir de um kit de montagem de
impressora 3D que havia adquirido, ainda na caixa. O modelo é o K86 (também
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chamado Mix G3 e KunPrinter), baseado no projeto RepRap e com varias partes
impressas em plastico (Figura 4.4)

Figura 4.4 — Exemplo de impressora 3D modelo K86, montada. Fonte: https://pt.aliexpress.com/
item/32558880551.html?gatewayAdapt=glo2bra.

4.1.1.
Primeira extrusora de seringa — bowden

Por se tratar de um modelo menos robusto, diferente dos utilizados nos pro-
jetos encontrados inicialmente, foi feita a escolha por uma extrusora no sistema
Bowden, em que as partes de maior peso ndo ficam junto ao bico de extrusao (no
caso, a agulha), o que diminui o comprometimento do movimento do eixo X. Esse
sistema também minimiza o gotejamento residual ao fim de cada ciclo de camada
de impressdo, pois a seringa néo precisa ficar na posicao vertical.

Entre os projetos encontrados, foi escolhido o Syringe Pump — Automatic
dispensing of liquids®, pois possuia menos itens ndo impressos, simplificando o pro-
cesso de producdo e alteracdo de pecas (Figura 4.5). Tal projeto nao foi concebido
para uso em impressora 3D e tampouco utilizava medidas no padrdao nacional de
seringas, 0 que demandou altera¢des no projeto (Figura 4.6).

! Disponivel em: https:/Avww.drdflo.com/pages/Projects/Syringe-Pump.html. Acesso em: 12 abr. 2022.


http://www.drdflo.com/pages/Projects/Syringe-Pump.html
http://www.drdflo.com/pages/Projects/Syringe-Pump.html
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Figura 4.5 — Projeto de disperséo de liquidos, utilizando pecgas impressas em 3D. Fonte: https://
hackaday.com/2017/02/26/diy-syringe-pump-saves-big-bucks-for-hackers-lab/.

Figura 4.6 — (a) Impressora K86 e primeiro teste de funcionamento da extrusora de seringa bowden.
(b) pecas impressas para adaptar a extrusora as medidas de seringa nacionais, em filamento preto. (c)
suporte para a seringa do sistema bowden, impressa em filamento preto.

No primeiro teste com a extrusora de seringa foi utilizado gel fixador de
cabelo, por ele possuir viscosidade similar aos hidrogéis usados na bioimpressédo
e ter custo baixo de aquisi¢do. Os testes serviram para melhor entendimento dos
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parametros do software da impressora 3D a serem modificados para 0 uso da
extrusora de seringa, como fluxo, velocidade e diametro de extruséo (Figura 4.7).

Figura 4.7 — Impressao de teste com gel fixador de cabelo. Apesar da forma inicial correta, a veloci-
dade de impressdo e a falta de estrutura do material ocasionaram o colapso do modelo.

O segundo teste, ocorrido no Instituto Nacional de Tecnologia, com o0 auxi-
lio do professor Ricardo Michel, do Instituto de Quimica da UFRJ, utilizou como
materiais 0 alginato de sddio + bicarbonato de potéssio (presente no medicamento
LuftaGastroPRO) diluido em &gua destilada (proporcdo 1:4) e o cloreto de cél-
cio diluido em &gua destilada (proporcdo de 1:10). Primeiramente, o alginato de
sodio + bicarbonato de potéssio + agua destilada foi impresso diretamente da se-
ringa para a bandeja da impressora mas, por conta da baixissima viscosidade da
mistura, a forma impressa colapsou rapidamente (Figura 4.8). Na ocasido, pensei
ser necessario adicionar um espessante na férmula da tinta, como a goma xantana
(espessante alimenticio).

Figura 4.8 — Impresséo da mistura de alginato de sodio + bicarbonato de potassio com agua desti-
lada, sem obtencdo de uma forma definida.

Sabendo que, ao entrar em contato com o cloreto de célcio, o alginato de
sodio + bicarbonato de potassio se torna alginato de potassio (que possui maior
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estabilidade dimensional), foi realizado outro teste. A mistura do alginato foi co-
locada na seringa e, em um recipiente de suporte, foi adicionado o cloreto de
calcio + agua destilada (Figura 4.9). Entretanto, como ndo havia o controle da
altura do nivel do cloreto de célcio, a tinta contento alginato reagiu com o suporte
sem haver a criacdo de camadas, criando um impresso amorfo.

Figura 4.9 — Em (a) materiais utilizados no experimento. Em (b) impresso amorfo resultante da
impressdo no recipiente contendo a mistura de gua destilada + cloreto de clcio.

Em consulta posterior ao professor Michel, foi apresentada a solugdo para
esse entrave, com o uso de vasos comunicantes (Figura 4.10), por meio de um
reservatorio contendo cloreto de calcio + agua destilada, fixado no eixo X da im-
pressora, e de uma mangueira ligando esse reservatdrio ao recipiente na bandeja
de impressdo. Dessa maneira, o nivel da solucédo subiria de acordo com a elevacao
do eixo Z da impressora, permitindo que as primeiras camadas do alginato fossem
reticuladas. Também impedia que as camadas mais recentes nao entrassem em con-
tato com a solucéo, facilitando assim a adesdo com novas camadas. Esse processo,
entretanto, ndo chegou a ser testado.
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Figura 4.10 — Esquema de vasos comunicantes; o reservatério fixado no eixo X (em amarelo)
preenche gradualmente o recipiente na bandeja de impressdo (em azul), a medida que a seringa é
elevada no eixo Z, alinhado com a ultima camada impressa. Fonte: arquivo pessoal do professor
Ricardo Michel.

A primeira rodada de experimentos serviu para entender melhor a calibragem
da extrusora de seringa e as vantagens e desvantagens do modelo bowden. Apesar
de diminuir consideravelmente o gotejamento residual, o sistema produzia com fre-
guéncia bolhas nos tubos, o que compromete seriamente 0s construtos impressos. A
distancia entre a seringa e a agulha de saida também resultava em um esfor¢o maior
do motor para empurrar o émbolo da seringa, forcando-o excessivamente.

Outro fator importante nos experimentos foi o uso de materiais diferentes nos
testes, expondo a necessidade de aprofundamento na teoria e na pratica relaciona-
das a impressao 3D de fluidos e de materiais viscosos.

4.1.2.
Segunda extrusora de seringa — direct

A partir dos resultados obtidos nos testes com a primeira extrusora, optei por
utilizar uma extrusora de seringa modelo direct (em que a seringa esta ligada dire-
tamente a agulha, perpendicular a mesa de impressao). Novamente, ap6s busca por
modelos na internet, foi escolhido o projeto Simple Syringe Pump?, também por ser
composto, em sua maioria, por pecas impressas em plastico (Figura 4.11).

2 Disponivel: em https://www.thingiverse.com/thing:866904. Acesso em: 13 ago. 2021.
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Figura 4.11 — Imagens do projeto Simple Syringe Pump. Fonte: https://www.thingiverse.com/
thing:866904.

Esse projeto, conforme relatado pelo professor Mitchel, também foi a base
para a extrusora desenvolvida em seu laboratorio e vista em 2018 (porém sem
registro fotografico a época) e, assim como o modelo do professor, precisou ser
modificado para atender ao modelo de seringa nacional de 10 ml. O projeto 3D
também foi modificado para facilitar a insercao e a retirada de seringas, diminuin-
do a quantidade de pecas, e para fixar a extrusora na estrutura da impressora K86
(Figura 4.12).

Figura 4.12 - Em (a), modelo 3D customizado para seringa nacional. Em (b), modelo impresso
instalado na impressora K86.


http://www.thingiverse.com/
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Ap0s assistir a videos sobre o tema e a partir de literatura especifica, passei a
utilizar o creme Nivea para 0s experimentos, pois ele é considerado como padréo de
calibragem na bioimpresséo por suas propriedades reologia e printabilidade — como
elasticidade, viscosidade e plasticidade (PATXON et al., 2017). Os testes com a ex-
trusora de seringa direct geraram modelos com certa fidelidade e estabilidade geomé-
trica gracas ao creme Nivea (Figura 4.13).

Figura 4.13 — Em (a), a primeira impressdo com o creme Nivea, ainda buscando o melhor pardme-
tro de fluxo do material. Em (b), um modelo impresso de um anel. Em (c), 0 modelo de uma orelha.

Cabe, desde ja, apresentar os trés tipos de agulha utilizados nos experimentos
(Figura 4.14):

« agulhas de haste curta: utilizadas em impressdes regulares e no sistema
FRESH com recipientes de baixos (como placa de petri);

+ agulhas de haste longa: utilizadas em impressdes no sistema FRESH com
recipientes altos (como béquer);

» ponteiras: utilizadas em impressées regulares.

Também passou a ser adotado o0 uso da abreviagdo G (de Gauge) ao se fazer
referéncia ao calibre das agulhas. Foi estabelecido como padréo o uso de seringas
com bico Luer Lock, por possuirem encaixe do canhdo de ponteiras e agulhas por
meio de rosca — oferecendo menor chance de soltura da seringa em relag&o ao pa-
drdo Luer Slip (Figura 4.15). O bisel das agulhas utilizadas é sempre reto, diferente
da maioria daquelas vendidas nas farmécias e lojas de artigos médicos em geral.
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Figura 4.14 — Em (a), diferentes agulhas curtas. Em (b), agulhas longas. Em (c), ponteiras e, em
(d), tabela com os calibres de seringas em G e suas respectivas cores (existe variacao de cor/espessura
entre os produtos nacionais e importados). Fontes: (a, b ,c) Adaptadado de https://pt.aliexpress.com/
store/3679002?spm=a2g00.detail.1000007.1.2df3755duH48yu. (d) Adaptado de https:/pt.aliexpress.
com/item/33054644711.html.
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Figura4.15—Em (a), os diferentes tipos de encaixe em seringas. Em (b), a nomeclatura das partes
de uma agulha. Fontes: (a) https://indavidas.com.br/diferenca-entre-as-seringas-luer-lock-e-luer-slip/.
(b) https://blog.maconequi.com.br/tipo-de-agulha/.

Para esse experimento foram utilizadas ponteiras em vez de agulhas, por ofe-
recerem menor resisténcia ao émbolo devido a sua forma conica. Os diferentes cali-
bres das ponteiras trouxeram novamente o desafio da calibragem no software. Logo
apos a realizagdo dos primeiros testes com a segunda extrusora, o BiodesignLab
DASA/PUC-Rio adquiriu uma bioimpressora modelo TissueStart.
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4.2.
Bioimpressora TissueStart

A bioimpressora 3D TissueStart, da empresa brasileira TissuLabs, foi produzi-
da especificamente para uso em laboratorio de bioimpressao. Sua construgédo prevé o
uso em capelas de fluxo laminar (equipamentos que visam proteger 0s experimentos
de contaminacdo por bactérias e fungos). Ela possui guias lineares nos eixos, ao invés
de barras rosqueadas, 0 que proporciona maior precisao nos movimentos dos eixos X
e Y. Por ser um modelo especifico para laboratorios, sua area de impresséo € reduzida,
comparada a impressoras 3D de filamento. Ela possui espaco para duas seringas, que
funcionam de modo independente ou simultaneo (Figura 4.16). O software de fatia-
mento é o RepetirHost3, com um plug-in proprietario da TisssueLabs.

Figura 4.16 — A TissueStart ao lado da K86 adaptada.

Os primeiros testes, utilizando tintas que vieram com a maquina, demonstraram
a superioridade na resolucéo dessa maquina em relagéo a K86 adaptada (Figura 4.17).

Figura 4.17 — Em (a), teste de um tubo impresso. Em (b), modelo 3D gerado para calibragem. Em
(c), modelo impresso visto de cima. Em (d), modelo impresso visto por lente macro, mostrando a
qualidade de impressdo no eixo Z.

3 Disponivel em: https://www.repetier.com/. Acesso em 2 out. 2019.
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O teste seguinte fez uso do método de impressdo suportada em hidrogel para
gerar formas mais complexas sem a necessidade de suportes (Figuras 4.18 e 4.19).

Figura 4.18 — Em (a), processo de impresséo de modelo de mini figado no método de impressdo
suportada em hidrogel. Em (b), modelo 3D gerado para testar a resolucdo de estruturas tubulares.
Em (c) e (d), estrutura tubular simulando um vaso, impressa na TissueStart.
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Figura 4.19 — Modelo impresso de nariz a partir de arquivo fornecido junto da TissueStart.

Desses testes iniciais, pode-se observar o superaquecimento dos motores de
extrusdo, quando colocados em periodos superiores a uma hora. Outra questdo foi
0 uso de agulhas com calibres mais finos, superiores a 20G. Nesses casos, além do
superaguecimento dos motores devido a maior pressdo necessaria para extrudar o
material, ocorreu deformacdo das pecas da bioimpressora.

O teste seguinte buscou a melhor maneira de se imprimir com duas seringas de
maneira simultanea na TissueStart. O dominio dessa forma de uso seria crucial para ex-
perimentos futuros utilizando células por possibilitar a impressao de construtos celula-
res com paredes interna e externa, por exemplo. Apesar de alcancar alguma semelhanca
com os modelos 3D, a impressdo com duas seringas nessa maquina desperdicava muito
material. A falta de uma elevacéo da seringa no eixo Z, quando néo estando em uso,
causa a colisdo entre os diferentes materiais, misturando as tintas e, impossibilitando, a
principio, o uso dela nesse tipo de impressédo (Figura 4.20).

Figura 4.20 — Modelo de teste utilizando as tintas fornecidas junto da TissueStart. Apesar da forma
impressa ser semelhante ao modelo 3D, o desperdicio de material inviabilizava o uso com células.
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Nesse momento dos testes, eu ja havia iniciado as conversas com os doutoran-
dos do laboratério da pos em Ciéncias Morfoldgicas da UFRJ, direcionando, desde
entdo, os modelos 3D a partir do tecido do c6lon intestinal, foco de pesquisa de um
dos estudantes (Figura 4.21a). Apos diversos testes de calibragem, um modelo com
parede interna e externa foi gerado em 3D para vislumbrar a aplicacdo de duas se-
ringas na bioimpressdo de vasos com parede interna e externa (Figura 4.21b). O
uso de duas tintas com caracteristicas levemente diferentes (a tinta translicida era
ligeiramente mais liquida que a azul) gerou uma reacdo entre elas, fazendo a tinta
translucida ser absorvida pela tinta azul. Além disso, ocorreram algumas falhas na
impressdo (por conta de velocidade e calibragem de retracdo da tinta na troca de
seringas), gerando desperdicio de material (Figura 4.21c).

Figura 4.21 — Em (a), modelo 3D gerado, simulando a estrutura com paredes externa (lisa) e interna
(com vilosidades). Em (b), inicio da impressdo, mostrando a simulagao de vilosidades da parede inter-
na. Em (c), modelo impresso com duas tintas nas paredes interna e externa e o material desperdigado.

Apesar desses entraves e do desperdicio de material, o teste provou ser pos-
sivel a impressdo de um construto com paredes interna e externa, além de formas
complexas, mesmo em escala reduzida, nas impressoes.

Buscando diminuir o gotejamento e o consequente desperdicio de material,
além de aumentar a area Gtil de impressdo ao estreitar a distancia entre as agu-
Ihas, desenvolvi uma peca semelhante ao Mixtrusor, a qual que vem junto com
a TissuStart. O Mixtrusor liga as duas seringas em uma agulha, possibilitando a
mistura das tintas para uso simultaneo (Figura 4.22a). Também € possivel o uso al-
ternado das seringas, porém ocorrendo a contaminagao entre elas durante as trocas
de tinta (Figura 4.22b). Dessa maneira, € possivel criar construtos com diferentes
camadas na vertical, mas um modelo com paredes interna e externa ficaria prejudi-
cado pela mistura constante das tintas.
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Figura 4.22 — Em (a), o Mixtrusor misturando as tintas. Em (b), o uso indepentente de cada tinta,
porém ocorrendo mistura durante a troca. Fonte: https://wwuw.tissuelabs.com/tissuestart.

Na modelagem 3D, vislumbrei duas formas para os canais entre as seringas
e as agulhas acopladas, optando pelo canal mais retilineo — a partir da indicacao de
uma engenheira mecénica — por ele oferecer menor resisténcia em relagéo ao canal
curvo. Apos a modelagem, as pecas foram impressas em resina, pois esse tipo de
impressdo possui maior resolucdo em relacdo a impressdo com filamento. Varios
formatos foram testados, chegando finalmente na versdo 4a. A peca foi batizada de
TissueDual (Figura 4.23).

Figura 4.23 — Em (a), modelo 3D com duas possibilidades de canais. Em (b), impressdes de teste
de versdes da TissueDual. Em (c), peca impressa com sucesso para primeiro teste pratico, utilizando
canal reto. Em (d), modelo final, TissueDual VV4a. Em (e), imagem da distancia entre seringas sem
a peca, para comparagao.
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Com a TissueDual desenvolvida, foram realizados testes com impresséo direta
e no método de impressao suportada em hidrogel, com certo sucesso no quesito des-
perdicio de material, pois a curvatura do canal interno atuava diminuindo o goteja-
mento residual nas agulhas (Figura 4.24). Esses testes foram realizados com creme
Nivea tingido com tinta guache para melhor visualizacao das duas diferentes tintas.

Figura 4.24 —Em (a), primeiro teste com a TissueDual. Em (b, ), impressdo com a TissueDual no mé-
todo de impressdo suportada em hidrogel.

A bioimpressora TissueStart possui um plug-in proprietario para uso no fatiador
RepetierHost, apesar de ser possivel utiliza-la em outros fatiadores. Esse uso, porém,
mostra-se limitado, pois alguns recursos da maquina ndo sao passiveis de controle fora
do plug-in —como o controle de fluxo simultaneo das seringas com o Mixtrusor e a luz
de LED, por exemplo. Para o uso independente de cada seringa, foram utilizados outros
fatiadores, como o PrusaSlicer.

4.3.
Impresséo com diferentes materiais

Neste subcapitulo, apresento os experimentos com diferentes materiais utili-
zando a TissueStart. Por causa da pandemia de COVID-19, as parcerias com labo-
ratorios com pesquisas de células ndo puderam ser levadas adiante. Essa situagdo
mudou a pesquisa para uma rota alternativa, sem deixar de lado a busca pela prética
da bioimpressdo. O uso desses materiais converge com a proposta de bioimpres-
sdo, por serem hidrogeéis das mesmas familias dos utilizados para a formulagédo de
biotintas — apesar de os materiais utilizados terem aplicacGes predominantemente
alimenticias, sendo vendidos em escala comercial.
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4.31.
Creme Nivea

Como exposto anteriormente, o creme Nivea (Figura 4.26) é considerado um
material padrdo para calibracdo de bioimpressoras. Devido ao seu custo e a sua faci-
lidade de aquisicdo, foi o material mais utilizado nos testes e desempenhou o papel
de calibracdo inicial de todas as maquinas adquiridas. A partir de diversos testes de
calibragem, foi possivel estabelecer um padrdo minimo de qualidade geométrica para
os construtos (Figura 4.25). Para seu tingimento, foram utilizados corantes para cho-
colate, por serem lipossoltveis (Figura 4.26).

Figura 4.25 — Em (a), o arquivo 3D fatiado no software. Em (b), o processo de impresséo na
TissueStart. Em (c), o modelo impresso. Em (d), fotografia macro, de outra impressao, mostrando a
parede do construto e as camadas sobrepostas.
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Figura 4.26 — Tintas preparadas com creme Nivea e corantes lipossolUveis para chocolate.

4.3.2.
Alginato

O alginato é um hidrogel amplamente utilizado na bioimpressdo, por sua
printabilidade e viabilidade celular, e também na odontologia, para a obtencdo de
moldes dentérios (por ser hipoalergénico), em cosméticos e na industria alimenticia,
conferindo aos alimentos propriedades de textura, como espessamento, aderéncia,
emulsificacdo, gelificagdo ou volume®. Ele é comumente extraido de algas marrons,
mas também pode ser encontrado em bactérias.

Os primeiros testes, em parceria com o doutorando do BiodesignLab Pedro
Timétheo, foram realizados com alginato alimenticio, tingido com corantes alimen-
ticios a base de algas (Figura 4.27). Foi possivel observar que o tempo em que a
estrutura se mantém antes de colapsar € muito curto, ja que o alginato precisa ser
banhado com solucdo de ions divalente (como o cloreto de célcio) para que ocorra
a sua reticulacdo, tornando-o mecanicamente estavel.

4 Disponivel em: https://revista-fi.com/artigos/todos/os-alginatos-e-suas-multiplas-aplicacoes.
Acesso em 14 mar. 2023.
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Figura 4.27 — Apesar da excelente printabilidade, o alginato ndo manteve sua forma, desfazendo-a

ainda durante a impressao.

Alguns procedimentos foram aventados, como o uso de sprays com cloreto de
calcio na peca durante a impressdo das camadas ou 0 uso de impressao suportada
em hidrogel contendo cloreto de célcio.

4.3.3.
Gelatina

A gelatina é uma proteina derivada da hidrélise parcial do colageno, pre-
sente principalmente nos tecidos conjuntivos do corpo. E amplamente utilizada
na industria alimenticia e farmacéutica para a producdo de cépsulas gelatinosas,
por exemplo. Na bioimpressdo pode ser utilizada como biotinta contendo células
(podendo ser misturada com outro hidrogel, como o alginato) ou mesmo como
material de suporte, no método FRESH.

Apesar de hidrofilica, a gelatina € relativamente insoltivel em agua fria. Para
sua solucdo, € preciso aumentar a temperatura da agua de 30° C a 35° C. Essa solu-
cdo sofre gelificagdo® quando resfriada, formando assim um gel termorreversivel®.

Nesse experimento foi utilizada gelatina alimenticia sem sabor, além de co-
rante alimenticio a base de algas. Assim como no preparo de gelatina para consumo,
foi feita a mistura do p6 em agua em temperatura ambiente. Apo6s 30 segundos da
solugéo aquecida no microondas, ela foi colocada na geladeira por 30 minutos para
ocorrer a gelificagéo.

% Transformar-se em gel. Disponivel em: https://www.infopedia.pt/dicionarios/lingua-portuguesa/
gelificar. Acesso em: 13 jan. 2023.

8 Disponivel em: https://aditivosingredientes.com/upload_arquivos/201603/2016030276280001459276636.paf.
Acesso em: 13 jan. 2023.
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Inicialmente, foi feito um teste em molde para entender a viscosidade e a
tenacidade da estrutura ja gelificada (Figura 4.28a). Percebeu-se também que,
apos algumas semanas na geladeira, tais exemplares se tornavam totalmente rigidos
(Figura 4.28b)

Figura 4.28 — Em (a), teste com gelatina e, em (b), modelo solidificado ap6s periodo na geladeira.

Na impressdo com a TissueStart, ocorreu 0 mesmo que com o alginato: pela
falta de controle de temperatura, a tinta se mostrava pouco viscosa, colapsando
rapidamente. Outro ponto em comum entre ambos 0s materiais era a solidificacdo
apos alguns dias, formando espécies de filmes plasticos (Figura 4.29).

“h

Figura 4.29 — Testes com alginato e gelatina, apds periodo em temperatura ambiente.

A gelatina alimenticia ainda seria utilizada em mais um experimento,
mostrado adiante.
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4.3.4.
Silicone

O silicone € um polimero sintético, amplamente utilizado na industria biomé-
dica em implantes, desde a década de 1940, devido as suas excelentes propriedades
mecanicas e sua biocompatibilidade. Os polimeros de silicone sdo versateis e po-
dem ser formulados em Vvaérios tipos de materiais distintos, incluindo elastémeros,
géis, adesivos e muito mais, dependendo da aplicagdo pretendida (ZARE et al.,
2021). Utilizado industrialmente, pode conter varios aditivos ou cargas, incluindo
corantes, antioxidantes, aditivos reguladores de textura, bem como moldicidas, fun-
gicidas e bactericidas.

Para o teste inicial, foi empregada a borracha de silicone platina, da marca
Sigmol’. Ela ¢ utilizada em moldes alimenticios, com dureza shore A30 (Figura
4.30) e mistura por adicdo dos componente A + B, com proporcao indicada 1:1.
Antes mesmo da bioimpressdo, foram testadas diferentes proporcdes, a fim de se
obterem diferentes durezas. Quanto maior a concentracdo do componente B em
relacdo ao componente A, menos rigida era a borracha final (Figura 4.31).

Figura 4.30 — Em (a), materiais caseiros utilizados. Em (b), diferentes proporc¢6es de mistura dos
componentes A e B, resultando em diferentes graus de dureza.

7 Disponivel em: https://siquiplas.mercadoshops.com.br/MLB-1010564281-borracha-de-silicone-
platina-sigmol-platina-d-10-_JM. Acesso em: 13 jan. 2023.
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Figura 4.31 — Gradacéo shore de dureza de borrachas. Fonte: https://www.ctborracha.com/borra-
cha-sintese-historica/propriedades-das-borrachas-vulcanizadas/propriedades-fisicas/propriedades-
-mecanicas/dureza/.

O primeiro teste do silicone, na proporgdo 6A + 24B, foi impresso na cor
natural, utilizando gel de cabelo para a impressao suportada (Figura 4.32a). Apesar
da necessidade de calibragem na maquina, foi possivel perceber certa fidelidade
formal e a fusdo das camadas acima do esperado.

No segundo teste foi adicionado corante mineral vermelho “xadrez* (6xido
de ferro) em pé para maior realce da forma pela cor. Como nédo ocorreu a polimeri-
zag&o, pensou-se a época que seria por causa do corante, o que forgou o abandono
dessa estratégia (Figura 4.32b). Entretanto, posteriormente se descobriu a neces-
sidade de se misturarem vigorosamente os 2 componentes antes de ser realizada a
mistura, para que a polimerizagdo ocorresse normalmente.

Figura 4.32 — Em (a), impress&o de teste do silicone, na TissueStart. Em (b), impressdo de partes de
uma orelha, com silicone + corante.


http://www.ctborracha.com/borra-
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A partir da experimentacdo com silicone, surgiu a oportunidade de um expe-
rimento correlato, descrito a seguir.

4.4,
Desenvolvimento de modelos de simulagéo e treinamento

Durante a pandemia de COVID-19, enquanto nao havia perspectivas con-
cretas de pesquisas envolvendo células, surgiu a oportunidade de colaborar com
0 médico Ronaldo de Oliveira Andrade (especialista em transplantes de figado e
mestrando no BiodesignLab) para desenvolvimento de opcGes de modelos de simu-
lacdo e treinamento para cirurgias e suturas. Apesar de ndo ser o foco da pesquisa,
esse experimento possibilitou o uso de modelos 3D a partir de exames de imagem,
além do teste de diferentes materiais a fim de alcancar maior fidelidade para os
modelos fisicos de simulacéo.

Os exemplos trazidos por Ronaldo possuiam dureza similar ao tecido hu-
mano®, além de diferentes formas, porém seu preco era elevado, além de serem
escassos no mercado (Figura 4.33). Ele comentou que, em alguns casos, séo usadas
esponjas de louca para treino de sutura, por falta de material.

& |
Simulador de Sutura
SN e R$1.500,00
=¥ Ematé Ixde RS 500,00

R$ 330,00
i Sl B R$ 1.470,00 nopix

o:o Rs 323,40 no pix

Figura 4.33 — Em (a), modelos comerciais disponiveis no mercado e, em (b) exemplos de pregos.
Fonte (b): https://rssm.com.br/loja/.

8 Disponivel em: https://rssm.com.br/loja/. Acesso em 20 out. 2022.
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A partir da premissa de simular o tecido humano, buscamos testar diferentes
materiais quanto ao toque e ao corte com bisturi, aproveitando a expertise pratica
do médico.

4.4.1.
Teste de corte com bisturi

A partir do teste de corte nas amostras de silicone com diferentes durezas
produzidas anteriormente, percebemos que aquele material ainda estaria distante de
simular o tecido muscular humano (entretanto vislumbrou-se um caminho em rela-
cdo a simulacdo de cartilagens). Também foram utilizadas amostras de kombucha
(com a ajuda do doutorando do BiodesignLab Pedro Themoteo), que também se
mostraram longe da textura necessaria (Figura 4.34).

Figura 4.34 — Teste com as amostras de silicone e kombucha.

4.4.2.
Uso de moldes em filamento flexivel

Buscando fidelidade formal, uma opcdo pensada foi utilizar moldes im-
pressos com filamento flexivel. A partir de um arquivo 3D gerado de um exame
real de paciente, imprimimos um molde, no qual inserimos gelatina com corante
alimenticio e, depois, colocamos na geladeira para a gelificagdo. Inicialmente o
molde foi impresso em tamanho reduzido para testar a desmoldagem e a fidelida-
de geométrica (Figura 4.35).
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Figura 4.35 — Em (a), o molde impresso em filamento flexivel carregado com a gelatina. Em (b), o
modelo extraido.

Novamente a amostra foi submetida ao teste de corte pelo doutor Ronaldo e,
dessa vez, ela parecia um pouco mais fiel ao almejado (Figura 4.36).

Figura 4.36 — Teste de corte com bisturi no modelo em gelatina.

A partir desse parecer, optamos por gerar um molde maior, em um tamanho
mais proximo ao de um figado humano (Figura 4.37) para verificar o desempenho
da gelatina em um modelo volumetricamente maior.
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Figura 4.37 — Molde sendo produzido, molde pronto e retirada do modelo em gelatina.

Novamente foi realizado o teste de corte. Apesar de a textura se assemelhar
mais com o tecido muscular do que com outros materiais, 0 médico relatou a neces-
sidade de uma maior dificuldade inicial para o corte (o figado possui uma capsula
fibrosa, de natureza diferente dos corddes celulares que o compdem internamente),
algo que néo ocorria no modelo de gelatina (Figura 4.38).

Figura 4.38 — Apesar de geometricamente fiel, o modelo em gelatina a partir de molde ndo emulava
fielmente o tecido humano.

Outra questdo do modelo em gelatina era sua fragilidade e o curtissimo perio-
do para uso, pois em temperatura ambiente ele rapidamente se liquefazia.

Outra opcdo tentada foi a resina flexivel, utilizada em impressoras DLP
(Figura 4.39). Caso o shore da resina se aproximasse do presente no tecido huma-
no, haveria ainda a vantagem de a impressdo DLP possibilitar a criacdo de vasos
internos no modelo. Entretanto, os vasos ndo saiam impressos de maneira satisfato-
ria nos primeiros testes, além da dureza do modelo se mostrar maior até que a das
amostras de silicone. Por isso, essa opcao foi rapidamente descartada.
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Figura 4.39 — Teste de modelo com resina flexivel. Ndo possuia resolugdo para os vasos internos e
ndo se assemelhava a um tecido vivo em sua dureza.

A partir dessa rodada de testes, voltamos a pensar no silicone como mate-
rial, dessa vez adquirindo um para molde, endurecido por meio de catalisador, com
shore A 8-12°. Foi utilizado inicialmente o molde em tamanho reduzido do figado,
para mais um teste de corte (Figura 4.40). Nesta etapa, contei com a colaboragéo
do bolsista PIBIC Carlos Santiago Diaz, graduando em Engenharia de Materiais.

Figura 4.40 — Em (a), modelo em silicone shore A 8 (azul, padrédo de fabrica) a partir de molde
impresso em filamento flexivel. Em (b), foto aproximada do teste de sutura com linha cirdrgica ap0s
corte com bisturi.

O teste mostrou que, dentre os materiais testados, o silicone com shore A
8 possuia maior semelhanga ao corte, inclusive possibilitando o treinamento de

° Disponivel em: https://produto.mercadolivre.com.br/MLB-2223368575-horracha-de-silicone-
com-cat-sigmol-6008-_JM#reco_item_pos=1&reco_backend=machinalis-seller-items-pdp&reco_
backend_type=low_level&reco_client=vip-seller_items-above&reco_id=d419b3b0-6647-4f32-
b6b7-50b744f77bf2. Acesso em: 20 jan. 2023.
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sutura sem que 0 modelo rompesse. A partir dessa resposta, prosseguimos para a
Impressdo com esse silicone.

4.4.3.
Impresséo 3D com silicone shore A 8

Primeiramente foram impressas formas simples (piramides), por meio da im-
pressao suportada em gel, para calibracdo da méaquina para o novo material (Figura
4.41). Essa calibragdo se faz necessaria, pois cada tipo de material, mesmo silicone,
possui viscosidades diferentes, além de algumas questfes, como a adesdo entre
camadas ter que ser ajustada por meio de parametros como velocidade e fluxo.

Figura 4.41 — Testes iniciais com o silicone shore A 8.

Ap0s ajustes na calibragdo, foi possivel conseguir imprimir modelos com al-
guma semelhanca geométrica, porém longe da qualidade esperada (Figura 4.42).

i

e

Figura 4.42 — Em (a), modelo de um nariz impresso em tamanho reduzido. Em (b), uma seccéo de
aorta impressa com o silicone shore A 8.

J—

Com o andamento dos experimentos com o0 GEF e, posteriormente, com as pes-
quisadoras Sara Gemini e Jéssica Dornelas, os testes passaram a ser realizados pela alu-
na de lingua portuguesa da PUC, Victoria Gongalves Broegger, sob minha supervisdo.
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4.4.4,
Testes com silicones supervisionados

O primeiro passo foi apresentar Victoria a tecnologia de bioimpresséo e suas
possibilidades, além da préatica de imprimir (Figura 4.43).

Figura 4.43 — Apresentacdo da impressdo com silicone e modelo impresso em silicone alimenticio.

Apo6s acompanhar o processo de algumas impressdes, ela rapidamente do-
minou o software de fatiamento e a maneira de preparar os silicones, focando na
calibracdo dos paramteros de impressdo. Além do silicone azul, realizamos novos
testes com o silicone alimenticio (Figura 4.44).

Figura 4.44 — Em (), novos testes de impressao suportada em gel com silicone alimenticio. Em (b),
resultados obtidos pela aluna Victoria com os silicones alimenticio e azul.

Também realizamos testes com silicones utilizados para vedacdo — um a base
d’agua e outro um silicone acético. De inicio foi feito o teste manualmente para
verificar a viscosidade e o tempo de cura do material (Figura 4.45).
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Figura 4.45 — Em (a), os produtos utilizados. Em (b), os testes com seringa realizados manualmente.

O silicone acético possuia uma viscosidade elevada, correndo o risco de dani-
ficar a bioimpressora, além de produzir um odor forte. Ja o silicone branco mostrou
boa viscosidade, além de manter sua geometria e sua estabilidade apos endurecer.
Por serem materiais mais viscosos e que endureciam em temperatura ambiente, ndo
foi necessario usar o0 método suportado em gel (Figura 4.46).

g

Figura 4.46 — Em (a), primeiro teste de impressdo com o silicone & base d’agua. Em (b, ¢), um mo-
delo de nariz posteriormente impresso.

Os testes vislumbraram o silicone como um material promissor tanto para
modelos fisicos quanto para bioimpressdes por ser biocompativel. Entretanto, as
bioimpressoras ndo foram projetadas pensando nesse material especificamente.
Ap0s buscas na internet, foram encontrados modelos de impressora com extrusoras
especificas para uso com silicones industriais ou certificados para dispositivos mé-
dicos, da marca francesa Lynxter'® (Figura 4.47).

10 Disponivel em: hitps://lynxter.fr/en/product/professional-industrial-3d-printers/. Acesso em: 3 fev. 2023.
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Figura 4.47 — Em (a), o interior do modelo IDEX, com extrusora prépria para misturar silicones
bi-componentes. Em (b), impress6es em silicone para soft robotics. Em (c), modelos impressos com
silicone préprio para dispositivos médicos. Fontes: https://filament2print.com/gb/industrial/2032-
-lynxter-s300x-3dprinter.html.

Apdbs a descoberta dessa maquina, um primeiro contato foi feito com a em-
presa. Os experimentos com silicone cessaram com o retorno da aluna Victoria para
a Dinamarca, a0 mesmo tempo em que 0 experimento com as pesquisadoras Sara e
Jéssica avancava.

4.5.
Consideracodes

Os primeiros contatos praticos foram cruciais para guiar 0s experimentos
futuros. Uma série de questdes que ndo estavam no escopo inicial vieram a tona,
como a necessidade prévia de calibragem para qualquer situacao envolvendo biotin-
tas, pois cada mistura de materiais traria propriedades diferentes para a impressao.
Questdes como dimensdo dos modelos e tempo maximo de impressao das maqui-
nas também foram evidenciadas.

Entre o inicio do experimento com o kit da impressora K86 e 0 uso da extru-
sora de seringa direct, teve inicio a pandemia de COVID-19 no Brasil. Dessa ma-
neira, as tentativas de parceira com laboratorios que faziam uso de células em suas
pesquisas foram interrompidas. A partir da aquisi¢do da TissueStart, j& no segundo
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ano da pandemia, ainda ndo havia a certeza do uso de células no percurso da tese.
A partir dessa indefinicdo, a pesquisa passou a focar no uso de diferentes materiais
e nas aplicag¢bes da bioimpressora 3D, ainda visando a experimentagcdo com 0 uso
de células no futuro.

A sistematica do Design contribuiu para a descoberta e 0 desenvolvimento
de equipamentos e acessorios, assim como para a exploracéo tecnologica dos ma-
teriais. O uso direcionado dos equipamentos possibilitou a ampliag&o dos entendi-
mentos e a consciéncia estabelecida de recursos envolvidos na bioimpresséo 3D.

A rodada de experimentos com diversos materiais mostrou a necessidade de
aprofundamento sobre o tema, além da familiarizacdo com matérias-primas pro-
prias da bioimpressdo, como o alginato, sem deixar de lado a experimentagéo fora
do lugar comum. Novas possibilidades surgiram como tematicas para o laboratorio,
como o uso de silicones para impressdo de modelos médicos, além da apresen-
tacdo da tecnologia de forma prética para diferentes personagens fora do campo
do Design.

No proximo capitulo descrevo o processo do experimento realizado em par-
ceria com o GEF, da UFRJ.
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Geracao de modelo de figado de rato bioimpresso

Neste capitulo, apresento os experimentos realizados em parceria com 0
GEF (Grupo de Estudos do Figado)!, do Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho
(IBCCF/UFRJ), coordenado pela professora Regina Goldenberg. O plano inicial
envolvia o uso de células para a bioimpressdo de um figado de rato, utilizando o
modelo de bioimpressora com 4 mddulos. O projeto ndo chegou a ser concluido,
mas 0 processo trouxe enorme enriquecimento para a pesquisa.

5.1.
O GEF e suas pesquisas

De acordo com o site, 0 grupo atua em pesquisas basico-clinicas, rea-
lizando desde estudos de doencas hepaticas a bioengenharia de tecidos e oOr-
gdos. O GEF domina o desenvolvimento de células-tronco de pluripoténcia
induzida (induced pluripotent stem cells — IPSc) e de técnicas como o cultivo
celular tridimensional.

O primeiro contato ocorreu com 0s membros Ricardo Martins Santos (gra-
duando em Medicina) e Marlon Lemos (doutorando em Biofisica). Ambos estdo
envolvidos em estudos sobre a descelularizacdo de figados para uso em trans-
plantes. O grupo produz figados bioartificiais, principalmente de ratos, mas tam-
bém ja fez uso de d6rgdos suinos, além do uso de figados humanos descartados
para transplantes.

A partir da primeira reunido, em que tracamos como meta a bioimpressao
de um construto com varios tipos celulares a partir de um figado de rato, mar-
camos uma visita ao Laboratorio de Cardiologia Celular e Molecular, na UFRJ,
onde ocorrem as pesquisas do GEF. A visita foi riquissima, sendo a primeira
vez que presenciei o0 cultivo de células IPS ao vivo (Figura 5.1), além de ter um
panorama dos equipamentos necessarios para um laboratorio de cultivo celular
(Figura 5.2).

! Disponivel em: https://beacons.ai/gef_ufrj. Acesso em: 20 jan. 2023.
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Figura 5.1 — Fotos da visita ao GEF. Em (a), a capela de fluxo laminar utilizada, em uma sala se-
parada e restrita. Em (b), o manuseio de células dentro do fluxo. Em (c), a visualizagdo de células
diferenciadas em células cardiacas, em microscopio com tela.

Figura 5.2 — Em (a, b), diferentes tipos de microscopios. Em (c), uma balanga semi-analitica. Em
(d), um misturador vortex para tubos Falcon. Em (e), provetas para medigdo de liquidos. Em (),
tubos Falcon de diferentes capacidades.

Na visita, também fui apresentado a um figado de rato durante o processo de
descelularizagdo, compreendendo melhor como ocorria (Figura 5.3).
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Figura 5.3 — Em (a), o fluxo onde estava ocorrendo a lavagem dos detergentes usados na descelu-
larizacdo do figado a partir de uma bomba. Em (b), o detalhe do figado j& descelularizado, com a
coloracdo branca.

Logo apds a visita ao laboratdrio, fui convidado para dar uma palestra sobre
bioimpressdo 3D para os membros do GEF (Figura 5.4), que ocorreu de forma
on-line devido a pandemia de COVID-19.

Reuniao do Grupo Figado
28/06, as 12h. Tema:

—
B R
——

A:n_“‘:nm
(l

- =

Figura 5.4 — Convite da palestra para o GEF.
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Como primeiro passo para a meta de imprimir um construto celular baseado
no figado humano, decidimos utilizar a microtomografia para obter o modelo 3D
em detalhes do 6rgéo.

5.2.
Microtomografia de figados de ratos

A microtomografia computadorizada, também denominada microCT, é uma
técnica usada para a avaliacdo de amostras e materiais que utiliza o principio fisico
da atenuacdo de raios X para formacdo de imagens bidimensionais e tridimensio-
nais em alta resolucdo. Seu uso requer minimas preparacdes da amostra e ela é
considerada uma técnica ndo destrutiva, ou seja, ndo ocasiona danos ao material
avaliado (QUEIROZ et al., 2019).

O microtomégrafo € um equipamento robusto em dimensdes, possuindo uma
camara fechada, onde a amostra é inserida em uma plataforma giratoria para rece-
ber os raios e gerar as imagens sequenciais (Figura 5.5).

Figura 5.5 — Em (a), a parte externa do equipamento. Em (b), o posicionamento da amostra na pla-
taforma giratoria. Em (c), a amostra posicionada sendo escaneada.

O equipamento € controlado por um console, possuindo software proprio para
o processamento (formato DICOM?) e o pds-processamento das imagens, gerando
arquivos tridimensionais, como o STL (Figura 5.6).

2 Digital Imaging and Communications in Medicine — Comunicacéo de Imagens Digitais na
Medicina. Esse formato garante que as imagens de diagnostico obtidas possam ser lidas por qual-
quer aparelho no formato digital.



Figura 5.6 — Em (a), software de controle do microtomografo. Em (b), software de processamento
da imagem e, em (c), visualizag8o de corte.

O NEXT e o BiodesignLab ja possuiam experiéncias prévias com esse equi-
pamento para geracao de arquivos em 3D, o que facilitou no processo. Por meio do
professor da COPPE/UFRJ, Ricardo Tadeu, conseguimos utilizar o microtomogra-
fo do Programa de Engenharia Nuclear, com o auxilio da professora Olga Oliveira.

Para o primeiro uso do equipamento, os pesquisadores do GEF levaram duas
amostras de figado de rato — um figado saudavel, como controle, e outro desce-
lularizado (Figura 5.7). A ideia era poder comparar as estruturas das amostras,
principalmente em relacédo a vascularizacao.

-

Figura 5.7 — Amostras de figado saudavel e descelularizado de rato para a microtomografia.

Por causa do movimento de rotacdo do eixo no microtomografo, as amos-
tras precisavam ser imobilizadas para ndo gerar ruido nas imagens. O escanea-
mento da amostra de controle possibilitou a construcdo de um modelo com alta
fidelidade geométrica. Houve um pequeno ruido, causado pela canula inserida em
um vaso do figado que, mesmo nédo sendo de material metélico, produziu um con-
traste nas imagens (Figura 5.8). Apesar disso, 0 pds-processamento no arquivo
3D foi simples (Figura 5.9).



Figura 5.8 — Em (a), a prévia em 3D do software do microtomégrafo. Em (b), o contraste luminoso
causado pela canula na amostra.

Figura 5.9 — Em (a), modelo STL inicial gerado pelo software do microtomégrafo. Em (b, c), dife-
rentes vistas do arquivo pds-processado.

Ja na amostra descelularizada, por ter menos rigidez estrutural em relagdo
ao controle (possuindo uma estrutura quase gelatinosa), optamos por coloca-la em
uma base de isopor, acdo comum no escaneamento com o microtomografo. Ao
longo do tempo de escaneamento — 30 minutos —, 0 isopor absorveu grande parte do
liguido da amostra, deixando-a praticamente sem volume (Figura 5.10).

I T

Figura 5.10 — Em (a), amostra descelularizada antes e, em (b), depois do escaneamento. Em (c), 0
modelo 3D gerado.
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Apesar da perda de volume, os vasos internos maiores foram preservados. Foi
realizado o pds-processamento do modelo 3D no software Blender®. Com o modelo
3D tratado, disponibilizei o arquivo sob forma de PDF interativo e no site de visu-
alizacdo de modelos 3D, Sketchfab* (Figura 5.11). Dessa forma, os pesquisadores
conseguiriam manipular o arquivo em 3D sem a necessidade de um software pro-
prio, podendo analisar a amostra.

Figura 5.11 — Em (a), 0 modelo 3D tratado. Em (b), o PDF interativo. Em (c), 0 modelo para visu-
alizacdo via website.

5.3.
Impresséo 3D

Decidimos entdo fazer a impresséo 3D a partir do modelo em 3D do figado de
controle, para melhor visualizagdo dele. Foram utilizadas resinas cristal e flexivel,
impressas em uma impressora DLP (Figura 5.12).

Figura 5.12 — Modelo fisico impresso em 3D com resina cristal e resina flexivel a partir do modelo
virtual gerado pela microtomografia.

% Software gratuito em https://www.blender.org/.

4 Disponivel em: https://sketchfab.com/3d-models/desc2-tratado-81572d19734e408d84f36b06b-
b8126al. Acesso em: 20 jan. 2023.


http://www.blender.org/
http://www.blender.org/
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Pensando na futura bioimpressao, utilizei também a TissueStart para realizar
um modelo impresso do figado de controle com creme Nivea (Figura 5.13).

Figura 5.13 — Processo de impressdo e modelo impresso do figado de rato com creme Nivea e
corante para chocolate.

Com a validacdo formal do modelo microtomografado, mas sem po-
dermos aproveitar o modelo descelularizado, decidimos utilizar novamente
0 microtomégrafo.

5.4.
Microtomografia com contraste

Para essa nova tentativa de escaneamento, 0s pesquisadores sugeriram 0 USO
de contraste a fim de conseguirem captar os vasos do 6rgdo. A amostra foi fixada na
placa de patri com agarose®, evitando assim o problema de ressecamento ocorrindo
na primeira tentativa (Figura 5.14).

5> Aagarose é um polissacarideo que € isolado e purificado a partir do &gar ou de algas marinhas
gue contém &gar. Disponivel em: https://www.sigmaaldrich.com/BR/pt/products/chemistry-and-
-biochemicals/biochemicals/agarose. Acesso em: 20 jan. 2023.


http://www.sigmaaldrich.com/BR/pt/products/chemistry-and-

Figura 5.14 — Amostra de figado descelularizado com contraste e fixado na placa petro com agarose.

Adicionalmente, foi utilizada uma cobaia viva para 0 escaneamento de um
figado saudavel de rato em sua posicéao original no corpo, ja que o primeiro figado
acabou ficando com uma das partes retas por conta da placa de petri (Figura 5.15).
Para a amostra viva, também foi ministrado iodo como contraste.

Figura 5.15 — Em (a), a cobaia posicionada dentro do tubo de PVC, para se manter imével durante
0 escaneamento. Em (b), a prévia do arquivo tridimensional obtido.

Em nenhum dos escaneamentos o iodo funcionou como deveria. Com o con-
traste, 0s vasos deveriam aparecer opacos (em preto), gerando assim espacos nega-
tivos no modelo 3D. Ao invés disso, os vasos ficaram marcados em branco (Figura
5.16a). Ja na cobaia viva, aparentemente o iodo ficou estacionado nos pulmdes, que
ndo eram o alvo do escaneamento (Figura 5.16b).
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Figura 5.16 — Em (a), imagem geradas do figado descelularizado, sem a marcacdo esperada do
iodo, que deveria deixar 0s vasos pretos. Em (b), imagem da cobaia viva, em que o iodo aparente-
mente ficou concentrado no pulmao.

Uma das possibilidades aventadas para os vasos terem aparecido em branco é
a presenca de ar, com o iodo apenas vedando o sistema.

5.5.
Software de visualizacao

Apos a microtomografia ndo gerar os resultados esperados mesmo depois de
duas tentativas, o arquivo DICOM da cobaia foi aproveitado em um software de vi-
sualizagio em tempo real, produzido na Engine Unreal®. O software autoexecutavel
contava com divisdo em camadas correspondente a tecido, 0ssos e 6rgaos especi-
ficos (Figura 5.17) e, para o seu desenvolvimento, os membros do BiodesignLab
Gerson Ribeiro e Vinicius Arcoverde, além do biomédico Thiago Barboza, foram
de extrema importancia, atuando na segmentacao e na preparacdo da aplicacao
para uso.

& Uma Engine é um conjunto de ferramentas de criagdo para desenvolvimento de jogos, visua-
lizacdo arquitetdnica e automotiva, criagdo de contetdo linear de cinema e televisao, producéo
de eventos ao vivo e transmissdo, treinamento e simulacdo e outros aplicativos em tempo real.
Disponivel em: https://www.unrealengine.com/pt-BR/fag. Acesso em: 20 jan. 2023.


http://www.unrealengine.com/pt-BR/faq
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Figura 5.17 — Imagens do software de visualizagdo em tempo real da cobaia.

Por meio do visualizador, é possivel escolher quais partes do animal ficam vi-
siveis (estutura dssea e pele), e verificar os pulmdes e o figado, todos com controle
de opacidade. O software foi disponibilizado para os membros do GEF para auxilio
em eventuais aulas.

Apos esses experimentos e com a demora e 0s revéses ocorridos em relagdo ao
modelo de bioimpressora com 4 modulos, a parceria com o GEF acabou suspensa.

5.6.
Consideracoes

Neste capitulo apresentei a primeira parceria externa para um experimento,
que na verdade foi uma sequéncia de acdes com um proposito definido. Poderia
inclusive chaméa-lo de projeto, pois envolvia o desenvolvimento de um produto (o
construto celular) a partir de uma série de acGes e etapas. Apesar de ndo ter sido
concluido, trouxe uma série de novas informacoes.

Ja na primeira visita ao laboratorio onde o GEF esta instalado, tive novas
percepcOes tanto acerca do ambiente laboratorial quanto do processo de cultivo
celular. O que se pensava ser algo extremamente restrito — fisica e financeiramente
— e distante, mostrou-se acessivel e, de certa forma, abundante (devido ao nimero
de laboratorios atuando com cultivo celular, pensando apenas no CCS da UFRJ).

Os membros do GEF foram extremamente solicitos, apresentando as prin-
cipais linhas de pesquisa, 0s equipamentos utilizados e alguns processos, como 0
cultivo de IPSs e a descelularizagdo de 6rgdos — todos apresentados na prética.
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Nesse experimento, perpassei toda a etapa de pré-processamento da bioim-
pressdo 3D, conjugando diferentes tecnologias para o aperfeicoamento da geracao
dos modelos 3D a serem impressos, além de avancos na qualidade do processo
de bioimpressao.

Outro ponto importante desse experimento foi a cooperacdo de diferentes la-
boratorios e campos do saber: durante o processo estiveram presentes 0os campos do
Design, da Medicina, da Biotecnologia, da Engenharia Nuclear e da Biomedicina,
através das técnicas de modelagem e impressdo 3D, segmentacdo de imagens, pro-
gramacdo, microtomografia, extracdo e descelularizacdo de 6rgaos.

A meta estabelecida — de impressdo de um construto com 4 tipos celulares —
mostrou-se bastante ousada, visto que até entdo ndo havia sido realizada nenhuma
impressao com células. Outro ponto de aprendizado foi em relacdo a documentacgéo
fotogréfica e escrita dos experimentos, além do uso da huvem para armazenamento
e troca de quaisquer informacdes, pois isso agilizava 0s processos, criando automa-
ticamente um repositério. Essa pratica também se mostrou importante em relacéo
aos reveses ocorridos, prontamente documentados.
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Bioimpressao 3D de biotinta com esferoides fixados

Neste capitulo, apresento o percurso para a realizagdo de experimentos realiza-
dos em parceria com a professora Sara Gemini Piperni e com a pesquisadora Jéssica
Dornelas, envolvendo o uso de esferoides celulares fixados na bioimpresséo 3D.

6.1.
Reunides para delineamento dos experimentos

Como exposto anteriormente, a reunido inicial foi marcada por Thiago
Barborza e Antonio Tiele (coincidentemente foram duas reunides marcadas sepa-
radamente, no mesmo dia, ambas com a professora). Para a reunido, Sara Gemini
convidou a pesquisadora Jéssica Dornelas, com quem j& desenvolvia estudos
envolvendo células.

Sara Gemini Piperni € biotecnologista, graduada pela Universidade de
L’Aquila — Italia, Mestre em Biotecnologia Celular e Molecular e Doutora em
Biotecnologia, pela mesma instituicdo. Atualmente é professora titular do Intituto
de Ciéncias Biomédicas (ICB), na UFRJ e, recentemente, fundou o Laboratério
de Biotecnologia Bioengenharia e Biomateriais Nanoestruturados (LaBeN).

Jessica Dornelas é bidloga, graduada pela UNIRIO, e Mestre em Ciéncia
e biotecnologia pela UFF. Atualmente € CEO da empresa NanoOnco3D, em co-
operacdo tecnoldgica com a Unidade de Pesquisas Clinicas (UPC) do Hospital
Universitario Antdnio Pedro (HUPE), da UFF, atuando em pesquisas sobre triagem
de nanossistemas e ativos para a producao de novos medicamentos e cosméticos.

Ainda na primeira reuniao, ficou decidido com as pesquisadoras que teriamos
encontros virtuais semanais, visando delinear o primeiro experimento, além de uma
visita ao BiodesignLab.

O primeiro passo foi acertar a calibragdo, ainda da TissueStart, para a im-
pressdo de um construto que pudesse ser cultivado em uma placa de seis pocos
(cada pogo possui cerca de 34 mm de didmetro). Foram testadas algumas formas,
verificando a que traria melhor fluxo para o processo de impressdo do construto
(Figura 6.1).
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Figura 6.1 — Em (a), placa de 6 pocos, para cultivo celular. Em (b, c), diferentes formatos testados.
Fonte (a): https://www.forlabexpress.com.br/consumiveis/placa-para-cultivo-de-celulas-6-pocos-
-fundo-chato-kasvi.

6.2.
Uso do preenchimento giréide

A partir dessa etapa, todos os modelos passaram a ser impressos com o preen-
chimento (infill) girdide. Na impressdo 3D, existem diferentes padrfes para o preen-
chimento das pecas produzidas. Eles visam, além da economia de material e tempo
de impressdo, trazer ganhos de resisténcia e de estética para as pecas (Figura 6.2).

. Retilineo

. Retilineo alinhado
Grade

Tridangulos
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. Concéntrico
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Hexdgono 3D
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. Curva de Hilbert

. Cordas de Arquimedes
M. Octagrama em espiral

FRAX=TITOMMOO®>

Figura 6.2 — Diferentes tipos de preenchimentos disponiveis nos softwares de fatiamento para im-
pressdo 3D. Fonte: Adaptado de https://mww.allevi3d.com/infill-options-in-slic3r/.

Na bioimpressdo 3D de construtos celulares, de maneira diferente do que foi
pensado no capitulo passado, o construto precisa ser produzido de forma vazada. 1sso
é fundamental para a pds-producéo, etapa em que ele € levado para um biorreator e em
que ocorrerdo as trocas de nutrientes via meio de cultura, para garantir a manutencéo e
viabilidade das células. Um construto hermético impedira que os nutrientes alcancem
as partes internas, impedindo assim a nutricéo, a proliferacéo e a diferenciacdo celular.
Para a bioimpressao 3D, a impressao de perimetros e bases sao desabilitadas, o que
gera a impressao de um modelo com o preenchimento escolhido na forma do objeto.


http://www.forlabexpress.com.br/consumiveis/placa-para-cultivo-de-celulas-6-pocos-
http://www.allevi3d.com/infill-options-in-slic3r/
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Para tal, o preenchimento giréide é altamente indicado. Sua estrutura natural
Unica é caracterizada pela auséncia de linhas retas, além de ser uma superficie mi-
nima triplamente periodica (TPMS)!. Sua forma ondulada, com camadas diferentes
entre si formadas por linhas que ndo se cruzam, forma uma estrutura com alta poro-
sidade (imprescindivel para a distribuicdo de nutrientes do construto), além de con-
ferir propriedades isotropicas? ao construto (GERMAIN et al., 2018) (Figura 6.3).

-

Figura 6.3 — Em (a), visualizacéo do construto utilizando o preenchimento girdide. Em (b), teste de
impressdo com creme Nivea.

6.3.
BioenderTermo

Logo apds o inicio dos testes com o preenchimento, foi entregue a
BioenderTermo (Figura 6.4), baseada na impressora 3D Ender 3, da Creality. Esse
modelo possui modulo de extrusdo de seringa, com possibilidade de resfriamento
a 5° C e aquecimento a 37° C (temperatura utilizada em biorreatores para o cultivo
celular), além de um dispositivo de emissdo UV embutido. A mesa de impressdo pode
ser aquecida até 60° C. Essas funcionalidades possibilitam o uso de hidrogéis ter-
morresponsivos®, cujos experimentos serdo apresentados posteriormente. Junto com
a impressora, foram entregues amostras de materiais utilizados para bioimpresséo, da
marca Sigma-Aldrich: alginato de s6dio, gelatina de pele bovina e Pluronic F-127.

L TPMS sio “superficies continuas que ndo se interseccionam, que possuem a curvatura média igual a
zero, sua area superficial € minimizada localmente de modo que se entrelagam no espago 3D, delimitan-
do o volume em um ndmero finito de ‘labirintos” (DECKER; FRANTZ, 2022, p. 477 ).

2 “Os materiais isotrépicos demonstram a mesma resisténcia e propriedades do material, indepen-
dentemente da diregdo em que estdo sujeitos a cargas ou tensdes”. Disponivel em: https://www.
wevolver.com/article/understanding-the-gyroid-infill-in-3d-printing. Acesso em: 20 fev. 2023.

% Os hidrogéis termorresponsivos sofrem alteragdo em seu volume ou estado fisico a partir de mu-
dangas de temperatura..


http://www/

\
BioEnder .
Tohwo

<

Figura 6.4 — Bioender Termo e detalhe da extrusora.

Foi indicado pela fabricante o uso do software de fatiamento PrusaSlicer?,
também gratuito. A partir de entdo, 0os experimentos visando a impressao com ce-
lulas foram feitos na BioenderTermo, utilizando o PruscaSlicer. Os testes iniciais
de calibracdo com creme Nivea ofereceram rapidamente resultados satisfatorios,
orindos da facilidade da bioimpressora 3D (Figura 6.5).

Figura 6.5 — Diferentes testes de calibracdo com a BioenderTermo.

Junto com a nova bioimpressora, foi firmado um acordo de consultoria com a
BioedTech, o que gerou avancgos, principalmente na impressdao com alginato.

4 Disponivel em: https://www.prusa3d.com/page/prusaslicer_424/. Acesso em: 20 fev. 2023.


http://www.prusa3d.com/page/prusaslicer_424/
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6.4.
Bioimpressao com alginato

A consultoria indicou o artigo “Proposal to assess printability of bioinks for
extrusion-based bioprinting and evaluation of rheological properties governing bio-
printability” (PAXTON et al., 2017), para auxiliar na bioimpressdo com alginato.
O artigo avalia a printabilidade de diferentes hidrogeéis e formulagdes por meio da
formacéo de fibras e avaliacao reologica.

Para os testes com alginato, foram preparadas diferentes solucoes de algina-
to em PBS®, com concentragdes de 4% a 10% p/v (peso/volume), que foram pré-
-reticuladas com solugdes de cloreto de calcio (CaCl,), em concentragGes de 0,0% a
2% p/v, em uma proporcao de mistura de 7:3 em volume. As amostras foram entéo
armazenadas a 37 °C por 24 horas e transferidas para seringas de 1 ml antes do
teste. As amostras impressas foram imediatamente submersas em solucéo de CaCl,
2% p/v por 30 segundos e posteriormente lavadas em H,O.

O artigo apresenta uma tabela, contendo o resultado dos testes com as dife-
rentes misturas de concentracdes (Tabela 6.1). Nela, as células sombreadas indi-
cam a formacdo de fibras impressas, e o texto indica por quanto tempo as fibras
foram depositadas antes de se fundir. As amostras consideradas ndo imprimiveis
sdo indicadas em branco (muito liquido) ou cinza escuro (muito sélido).

Concentracao de CaCl, (p/v)

0.0% 0.5% 1.0% 1.5%

o 4% ls 5s
[la] 8
EE-| 6% s 3s
5 s
e f) 1 8% 3s
8 o

10% 5's

Tabela 6.1 — Teste de formacdo de fibras e deposicdo de camadas com diferentes concentracbes
de alginato e CaCl,. As misturas foram preparadas na propor¢do de volume de 7 (alginato) para 3
(CaCly). Fonte: Adaptado de Paxton et al. (2017, p. 7).

Entre as duas amostras ‘imprimiveis’ (em cinza médio), o artigo aponta que
a de 8%/1% (concentracdo de alginato p/v / concentragéo de CacCl, p/v) possuia

° Solugdo salina tamponada com fosfato.



127

consisténcia mais suave, por causa da menor concentragéo de CaCl,, tornando-a a
amostra mais adequada para impresséo. O uso de CaCl, ja na formulacdo da tinta,
pré-reticulando-a por 24 horas, facilita o processo de impressdo, abrindo méo da
necessidade de taticas de reticulacdo em tempo real, sendo necessario apenas o
banho de CaCl, logo apos a impresséo do construto.

A fim de explorar prontamente as propriedades dessa nova formulacéo de al-
ginato com CacCl,, utilizei os materiais e equipamentos disponiveis, fora de padrdes
laboratoriais (Figura 6.6).

Figura 6.6 — Em (a), CaCl, (de uso geral) e alginato (fruto de doacéo, fora de validade) utilizados
nas formulagGes. Em (b), as amostras nas proporcdes 8% para alginato (tingido com corante alimen-
ticio a base de algas) e 1% para cloreto de célcio. Em (c), a seringa contendo a tinta misturada, apés
24 horas. Em (d), presenca de inimeras bolas na tinta.

O primeiro teste de impressdo com a BioenderTermo ja demonstrou a efi-
cacia dessa nova formulacdo, apresentando um construto com firmeza estrutural.
Entretanto, as fibras impressas ficaram muito grossas e, quando receberam o banho
de CaCl, a 2%, os furos do construto praticamente sumiram (Figura 6.7).
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Figura 6.7 — Primeiro teste de impressdo com a formula 8%1%, gerando um construto firme que, ao
receber o banho de CaCl; se tornou praticamente sélido.

Mais alguns testes foram realizados, aumentandos as dimensdes do modelo
e diminuindo o fluxo de impresséo, para assim gerar fibras mais finas e aumentar
a porosidade do construto (Figura 6.8). Convencionou-se 0 uso de ponteira com
20G, pois ela possibilitava impressdo com resolucao 6tima sem o risco de obstruir
a passagem de esferoides celulares (com aproximadamente 600 pum/0,6mm), por
possuir diametro interno de 900um/0,9mm. Também foram realizados testes com
modelo cilindrico, buscando menor tempo de impressédo (Figura 6.9).

Figura 6.8 — Ap0Os novas tentativas, o construto de alginato apresentou uma maior porosidade em
relacdo ao primeiro impresso.
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Figura 6.9 — Impressédo de modelo em formato cilindrico.

6.5.
Bioimpreséo 3D de biotinta com esferoides

6.5.1.
Preparacao

Com o sucesso inicial dos testes com alginato 8%1%, 0 grupo passou a planejar
uma bioimpressdo 3D utilizando esferoides compostos por células SAOS 2 (osteoss-
sarcoma diferenciado) fixadas® e marcados com Faloidina (marcador fluorescénte de
fibras de actina). Esferoides sdo agregados celulares que se auto-organizam quando
cultivados em superficies ndo adesivas, preservando as interagdes célula-célulae o
fendtipo especifico do tecido de origem (DE MELO et al., 2021) (Figura 6.10).

Agregacao celular Acumulagao de proteinas Compactagao do esferoide

Figura 6.10 — Etapas na formacao dos esferoides. Agregacdo celular: células individuais proximas
umas as outras, de maneira ndo organizada. Acumulagdo de proteinas: as células mais préximas
umas das outras. Compactacdo do esferéide: a formacéo do esferdide completo com a adeséo entre
as células (MEDRADES, 2021). Fonte: Adaptado de Han; Kwon; Kim (2021, p. 3).

& Afixagdo é um processo quimico pelo qual tecidos bioldgicos sio preservados da decomposicéo, cessan-
do reaces bioquimicas. O proposito da fixagdo € a preservacdo do material biologico 0 mais préximo ao
seu estado natural. Disponivel em: https:/pt.wikipedia.org/wiki/Fixa%C3%A7%C3%A30_(histologia).
Acesso em: 20 fev. 2023.
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Eles sdo uma opcéo mais eficiente que o cultivo 2D de células, pois promo-
vem uma melhor atividade metabolica, viabilidade celular, estabilidade morfold-
gica e capacidade de diferenciacdo celular. A bioimpressdo 3D pode potencializar
essas propriedades, produzindo construtos tridimensionais contendo esferoides es-
pacialmente organizados (BANERJEE et al., 2022).

Pensando em uma futura impressao com esferoides contendo células vivas, o
grupo decidiu testar o uso de meio de cultura (DMEMY) ja na biotinta, visando a uma
melhor viabilidade celular. O uso do meio de cultura desde o primeiro teste seria im-
portante para verificar possiveis alteracdes na printabilidade de biotinta. Também foi
utilizado um alginato da marca Sigma-Aldrich, na validade (Figura 6.11).

Y E
Figura 6.11 —Em (a), o alginato utilizado no teste a seguir. Em (b,c), a amostra de DMEM usada
nas solugdes, no lugar de agua destilada.

O teste com essa formulacdo gerou um hidrogel de baixa printabilidade.
A causa mais provavel € o alginato, pois, posteriormente, percebeu-se que se tratava
de um lote de baixa viscosidade (Figura 6.12).

Figura 6.12 — Em (a), mistura de alginato ssm DMEM e com DMEM. Em (b,c), a tentativa de im-
pressdo com a tinta contendo DMEM e alginato de baixa viscosidade.

7 O Meio Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) é uma modificagio do meio Eagle Basal
(BME), sendo este desenvolvido por Harry Eagle para atender as necessidades nutricionais especifi-
cas de certos subtipos de células HeLa e de fibroblastos mamiferos normais. Disponivel em: https://
exodocientifica.com.br/meio-mem-dmem/. Acesso em: 20 fev. 2023.
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Com a necessidade de uma série de equipamentos para a execuc¢édo do experi-
mento de maneira precisa, ele foi executado no laboratorio da Unidade de Pesquisas
Clinicas (UPC) do Hospital Universitario Antonio Pedro (HUPE), da UFF, com a
supervisao de Jéssica Dornelas.

A proposta inicial era realiza-lo em dois dias: no primeiro, seria prepara-
da a biotinta e, no segundo dia, seria feita a bioimpressdo. Dessa forma, o tempo
para a formulacdo de alginato com CaCl, pré-reticular seria de cerca de 24 horas.
Entretanto, ja no primeiro dia, fomos informados de que n&o seria possivel o retor-
no no dia seguinte, 0 que levou a improvisos para a realizacdo do experimento.

6.5.2.
Execucéo do experimento

Este seria o primeiro experimento realizado com rigor laboratorial, portanto o
primeiro a fazer uso de insumos menos acessiveis.

Como os esferoides utilizados foram de células 6sseas (SAOS 2 — osteosssarco-
ma diferenciado), decidimos incluir na biotinta a Hidroxiapatita carbonatada (CHA),
pois ela é o principal componente da parte inorganica 6ssea, representando de 50% a
70% do peso seco dos 0ss0s. Seu uso em scaffolds tem produzido efeitos benéficos
relacionados & diferenciacio osteogénica® de células-tronco (WENZ et al., 2016). De
acordo com 0o WENZ et al., a proporgao de 1% de CHA na biotinta se mostra ideal.

Para a posterior visualizagdo em microscépio, decidimos adicionar uma mo-
lécula fluorescente, a curcumina, substancia natural retirada da curcuma (também
conhecida como acafrdo-da-terra), como corante da biotinta. As pesquisadoras pro-
puseram seu uso na proporcdo de 0,1% com base na consulta ao engenheiro quimi-
co Marcel Martins.

A partir do resultado do teste realizado com o alginato low-viscosity, para
este experimento utilizamos a amostra de alginato (Sigma-Aldrich W201502) re-
cebida juntamente da BioenderTermo. Também foi utilizado CaCl, dihidratado de
uso laboratorial (Figura 6.13).

8 Processo pelo qual células-tronco se diferenciam em células do tecido 6sseo.



Figura 6.13 — Em (a), manipulacdo do CaCl, com espatula. Em (b), amostras de CHA, curcumina e
alginato W201502. Em (c,d), pesagem das amostras com balanca semianalitica.

A formulagéo da biotinta foi a seguinte:

1. Em 4ml de DMEM (meio de cultura) foram adicionados, na ordem:
+ 0,32g alginato W201502 (em banho maria, facilitando a dilui¢do do alginato)
« 0,08g CHA
 0,004g curcumina

2. Em seguida, foram adicionados cerca de 15 esferoides com uma pipetadora,
seguido do uso de uma espatula fina para a mistura, de forma a minimizar a
desestruturacao deles.

3. Posteriormente foram adicionados 1,71ml de CaCl, a 1% diluido em
agua deionizada.

4. Em seguida, a amostra foi centrifugada por 4 min a rotacdo 1300 rpm para a
remoc&o de bolhas.

O processo foi realizado com uso de pipetadoras para maior precisdo. O re-
sultado foi uma biotinta com viscosidade aparentemente viavel, aproximando-se do
Creme Nivea (Figura 6.14).

Figura 6.14 — Em (a), bancada com as amostras e pipetadoras utilizadas. Em (b), a centrifuga utili-
zada para remocdo das bolhas. Em (c), a biotinta apds a centrifugacéo.
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Como exposto anteriormente, nao foi possivel esperar as 24 horas de pré-
-reticulagéo do alginato com CaCly, sendo esse tempo reduzido para cerca de 3 ho-
ras. Também devido a limitacdo de tempo, optei por imprimir o modelo cilindrico.
A impressdo ocorreu com falhas, havendo necessidade de pausas esporadicas para
ajuste manual do construto com o escoamento da tinta. A impressdo durou cerca de
1 hora e 10 minutos (Figura 6.15).

Figura 6.15 — Em (a), o carregamento da seringa de 10ml com a biotinta. Em (b,c), o processo de
impresséo, evidenciando as falhas no construto. Em (d,e), o construto impresso.

Uma das possibilidades para o comportamento da biotinta foi justamente a
falta de tempo para a acdo do CaCl» na reticulagdo dela. Apos o banho com CaCl; a
2% e posterior lavagem com agua destilada (Figura 6.16), o construto foi entregue
para visualizacao via microscopia confocal.
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Figura 6.16 — Imagens do construto ap6s o banho com CaCl, para finalizar a reticulagao do alginato.

Com a microscopia confocal, é possivel visualizar a reconstrucao tridimen-
sional da topografia das amostras atraves de imagens em alta resolucdo agrupa-
das. Na amostra enviada, foi possivel encontrar apenas um esferoide no construto,
marcado em vermelho. A curcumina e a CHA deveriam aparecer em verde, porém
ndo é possivel distingui-las. A curcumina ndo cumpriu a funcdo pensada de mar-
car a estrutura do hidrogel no espago (Figura 6.17).

Figura 6.17 — Visualizacdo, a partir de microscopio confocal, de um esferoide no construto.

6.6.
Consideracgbes

A parceria com as pesquisadoras Sara Gemini e Jéssica Dornelas se mostrou
bastante assertiva e frutifera. Houve avanco significativo, culminando na primeira
bioimpressdo 3D com células. Também foi a primeira experiéncia realizada com
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rigor e equipamentos laboratoriais, gerando uma série de procedimentos a serem
levados em consideracao.

A cooperacdo com diferentes areas possibilitou o refinamento das caracte-
risticas do construto, especialmente geométricas, visando a otimizacdo do pds-
-processamento da bioimpressao 3D.

A0 mesmo tempo que mostrou um caminho a ser seguido nos proximos pas-
sos em relacdo a biotinta, o experimento descrito exigiu uma série de novos requi-
sitos. O tempo correto de pré-reticulacdo da formulagdo de alginato com CaCl»
foi fundamental, pois sem ele n&o era possivel alcancar uma boa printabilidade da
tinta. A necessidade de os testes serem realizados com 0s equipamentos e insumos
adequados e de forma sistematica também ficou clara. Mostrou-se necessaria, ain-
da, uma maior atencdo aos corantes usados, de maneira a possibilitar uma melhor
visualizagdo por meio de microscopia. Em paralelo, a BioenderTermo se revelou
uma bioimpressora eficaz e de facil manuseio durante o experimento.

As informacdes levantadas serviram de base para a estruturacao das rodadas
seguintes de experimentos, apresentadas no préximo capitulo.
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Desenvolvimento e bioimpresséo 3D de biotintas com clorofila

Neste capitulo, apresento as Ultimas rodadas de experimentos, esquema-
tizadas a partir dos resultados apresentados no Capitulo 6. Nelas, além da con-
tinuidade da parceria com Sara Gemini e Jéssica Dornelas, contei também com
0 apoio do engenheiro quimico Marcel Martins, que ja desenvolve projetos em
conjunto com as pesquisadoras. Para sanar a questdo do uso de equipamentos e
oferecer maior rigor para essas rodadas, conseguimos a autorizacao para utilizar
o Laboratdério de Nanotecnologia Biofuncional (LabNanoBiof), da professora
Priscila Finotelli, na Faculdade de Farméacia/UFRJ. Também contei com o auxilio
da bolsista de Biomedicina Marisol Santos durante os experimentos.

A partir dos resultados obtidos no ultimo experimento realizado, decidimos
focar nossa estratégia no aperfeicoamento das biotintas. Precisavamos chegar a um
padrdo de reologia que pudesse ser replicado sem grandes ajustes — que podem
decorrer de fatores como mudanga de marca ou lote de insumos, por exemplo.

Outro fator ponderado foi em relacdo a visualizacdo do construto impresso
em microscopia. Para conseguir marcar o hidrogel e ter uma visualizacdo da estru-
tura geral do construto, decidimos testar o uso de clorofilal na formulagdo e, para
marcar a CHA, optamos pela curcumina?.

7.1.
Primeira rodada de experimentos

O primeiro passo foi testar a luminescéncia dos marcadores escolhidos: cur-
cumina e clorofila. Para isso, foram realizados testes com esferas de alginato mar-
cados com ambos os corantes, imersos em CaCl,, formando as esferas que foram
entdo analisadas na microscopia de epifluorescéncia (Figura 7.1).

L«A clorofila é o pigmento que confere a cor verde as folhas. Isso ocorre devido a sua absorcdo prin-
cipalmente de luz nos comprimentos de onda violeta e azul bem como no vermelho. A absorcéo da
luz azul excita a clorofila a um estado energético mais elevado que a absorcéo de luz vermelha, pois a
energia dos fotons é maior quando seus comprimentos de onda sdo menores”. Disponivel em: https://
ensinopraticodebotanica.furg.br/fisiologia/experimento-05.html. Acesso em: 20. jan 2023.

2 Acurcumina é um dos trés pigmentos curcumindides encontrados na clircuma, apresentando
fluorescéncia amarela sob luz ultravioleta.
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Figura 7.1 -Em (a), as esferas de alginato marcadas com clorofila. Em (b), um microscopio
de epifluorescéncia.

Os resultados da microscopia apresentaram a curcumina com marcagao pro-
eminente. Ja a clorofila apresentou uma marcacao fraca, que servia ao proposito de
marcacéo espacial do hidrogel no construto, sem interferir na visualizagéo de outras
particulas e dos esferoides (Figura 7.2).

Mesma exposi¢do
Aumento 4X FILTRO DAPI FILTRO 488 FILTRO 546

BRANCO
(CONTROLE)

CURCUMINA

CLOROFILA
Extrato de espinafre

Figura 7.2 — Luminescéncia dos marcadores utilizados nas esferas de alginato.

A partir desse resultado, iniciamos a preparacdo da biotinta para impressédo
do construto.

A mistura com clorofila foi produzida por mim, em casa, a partir de 4g de folhas
de espinafre babyleaf (sem o talo) adicionadas a 40 ml de 4gua destilada, passada em
mixer doméstico e posteriormente coada com 2 filtros: um filtro usado para p6 de café
e um filtro qualitativo laboratorial para retengéo de particulas (Figura 7.3).
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Figura 7.3 — Em (a), as folhas de espinafre. Em (b), as amostras de agua destilada com clorofila.

Para marcar a CHA com a curcumina, realizamos o processo de impregnacao
por evaporacao de solvente. Primeiramente foi adicionado acetona ao p6 de circuma,
para extrair os curcumindides (fluoréforo natural), que séo praticamente insolUveis
em &gua, porém possui boa solubilidade em solventes orgénicos. O processo de ex-
tracdo em solvente foi realizado com auxilio de um sonicador. Apos a extracao, o
solido remanescente foi decantado e o sobrenadante filtrado (membrana 0,22 pum),
resultando em um extrato de curcumina em acetona, livre de particulados. Em uma
capela quimica, a CHA foi depositada em placa de petri e submetida a aquecimento
(70° C), enquanto o extrato de curcumina foi gotejado sobre a matriz adsorvente.
Nestas condi¢des a curcumina € adsorvida na CHA e a acetona é eliminada por evapo-
racdo, resultando em um pé amarelado (CHA + curcumina). Para garantir que ndo
houvesse excesso de curcumina na CHA, o sélido resultante foi ressuspendido em
agua e foram realizadas algumas lavagens sob aplicacéo de ultrassom, até o sobrenad-
ante se apresentar incolor. O resultado € um p6 homogéneo com coloragdo amarelada,
resultante da incorporagdo de curcumina na CHA (Figura 7.4).

Figura 7.4 —Em (a), a curcumina em p6. Em (b), a solucdo de curcumina com acetona. Em (c),
a CHA marcada com a curcumina ap0s a evaporagao da acetona.
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A biotinta foi produzida com base no artigo de Paxton et al. (2017), conforme
descrito a sequir:

1. Em 3,5ml de agua destilada com clorofila foram adicionados, na ordem:
« 0,289 de alginato low viscosity® (utilizando plataforma aquecida a 30%)
 0,047g de CHA+ curcumina (1%, visando a biotinta final de 5ml)

2. Posteriormente foram adicionados 1,5ml de CaCl; a 1% diluido em agua desti-
lada com clorofila.

A mistura final ficou com cerca de 4ml, considerando as perdas com o aque-
cimento (pois na plataforma disponivel ndo havia op¢édo de temperatura constante)
e a prépria diferenca entre volumes ap06s a reticulacdo do alginato com CaCl.. Para
esse teste, foi utilizado o alginato low viscosity, e o tempo de pré-reticulacdo foi
reduzido, pois seria apenas um teste para visualizacdo. Durante a impresséao, foi
preciso aumentar o fluxo, elevando a 120% e apds, gradualmente, a 140%, e dimi-
nuir a velocidade da impresséo a 75% do padréo (Figura 7.5).

Figura 7.5 - Em (a), seringa carregada com a biotinta. Em (b), a impressdo irregular. Em (c), o
construto impresso apos o banho de CaCl; a 2%.

A microscopia epifluorescente do construto apresentou resultados satisfaté-
rios, delimitando o hidrogel nas imagens (Figura 7.6).

3 Sigma-Aldrich A1112 — Low viscosity.
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IMPRESSAO
Aumento 4X

FILTRO DAPI FILTRO 488 FILTRO 546

Figura 7.6 — Resultado da microscopia epifluorescente em diferentes filtros.

7.2.
Segunda rodada de experimentos — 3 biotintas

Para a nova rodada de experimentos, realizada em dois dias seguidos, optei
por utilizar ao maximo o tempo disponivel no laboratorio e as amostras entregues
junto da BioenderTermo.

Além da formulagdo de alginato* + CHA + CaCl, (desta vez utilizando o
alginato recebido com a BioenderTermo) e ainda usando como base o artigo de
Paxton et al. (2017), produzimos uma biotinta de alginato + gelatina de pele bovina
+ CHA. De acordo com Li et al., (2018), a biotinta de alginato + gelatina alcanca
maior resolucéo e precisdo em comparagdo com biotintas com alginato pré-reticu-
lado. Além disso, segundo SONAYE et al. (2022), a gelatina pode fornecer melhor
adesdo celular a biotinta contendo alginato e melhorar sua bioatividade.

Também produzimos uma biotinta de alginato + Pluronic F-127, utili-
zando como base o artigo “3D Bioprinting Using a Templated Porous Bioink*
(ARMSTRONG et al., 2016). Nele, os autores apontam que o Pluronic atua como
um estabilizador da biotinta, por gelificar quando aquecido (funcionando de manei-
ra inversa a gelatina). Além disso, ele também se torna um material de sacrificio,
sendo dissolvido e tornando o construto de alginato poroso, o que facilita a difuséo
de nutrientes.

Todas as biotintas foram produzidas com agua destilada adicionada de cloro-
fila, e toda CHA utilizada foi marcada com curcumina (Figura 7.7).

4 Sigma-Aldrich W201502.
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Figura 7.7 — Béqueres com as amostras das 3 biotintas preparadas no primeiro dia.

Por se tratar de um teste inicial com o material Pluronic F-127, optamos por
ndo adicionar CHA nessa biotinta. Seguem abaixo as Tabelas 7.1, 7.2 e 7.3 criadas
para a realizacdo das formulagoes:

Alginato W201502 8% + CHA/Curcumina 1% + CaCl2 1%
(solucdo de 2ml + 0,85ml - proporgao 7:3)

ALG 0,16g (8%) diluida em 2ml + CHA 0,029 (2%) [misturar a 30° C]

+
CaClz (1%) utilizados 0,85ml [misturar a temp. ambiente]
Solugdo ALG-CaCl,-CHA [misturar a temp. ambiente]
Impresséo Pos-impresséo

Banho de CaCl, 2% por 10 segundos
e banho de H20

Tabela 7.1 — Mistura de alginato com cloreto de calcio.*A proporcdo de CHA na solugdo final ndo
é exata pelo volume final ser menor que a soma dos 2 volumes iniciais.

Extrusora e mesa na temp. ambiente

Alginato low viscosity 4% + CHA/Curcumina 1% + Gelatina 20%
(solugéo de 1ml + 1ml)

ALG 0,049 (4%) diluida em 1ml + CHA 0,029 (1%*) [misturar a 30° C]
+

GEL 0,20g (20%) diluida em 1ml [misturar a 30° C]

Solugdo ALG-GEL-CHA [misturar a 30° C]

Impressao P6s-impressao

Banho de CaCl, 2% por 30 segundos
e banho de H20

Tabela 7.2 — Mistura de alginato com gelatina.*CHA foi misturado somente com ALG, gerando a
proporcdo final de CHA 1% para solugdo de 2ml.

Extrusoraa 37° C e mesaa 10° C




142

(solucéo de 2ml)

Alginato low viscosity 6% + Pluronic 13%

ALG 0,129 (6%) diluida em 1ml
+
PLU 0,269 (13%) diluida em 1ml

Solugéo ALG-PLU 6%-13%

[misturar a 30° C]

[misturar a 5° C]

[misturar a 5° C, depois 2h
em geladeira e 10 min em
temp. ambiente pré uso]

Impresséo

Pos-impresséo

Extrusoraa 24° Cemesaa 37°C

Banho de CaClz 2% por 30 segundos
e banho de H20

Tabela 7.3 — Mistura de alginato com Pluronic.

Para a diluicdo do Pluronic, foi utilizada uma placa de petri maior, contendo
gelo e agua, para diminuir a temperatura. Usou-se essa mesma estratégia para a
placa onde seria impressa a formulacdo com gelatina (Figura 7.8).

Figura 7.8 — Em (a), a placa de petri com gelo para a mistura do Pluronic. Em (b), a placa de petri
com gelo na mesa da bioimpressora, tendo uma placa menor fixada no centro para a impressao da
biotinta com gelatina.

Antes da impresséo, as biotintas passaram por centrifugacao de cerca de 3500
RPM por 10 segundos® para remogéo de bolhas.

> O tempo de uso foi reduzido pois 0 equipamento desgastava a base do émbolo das seringas utilizadas.



143

A primeira biotinta testada continha gelatina, material que gelifica em baixas
temperaturas e se liquefaz em altas. A extrusora foi aquecida a 37° C, conforme
informado no artigo, e a bandeja se aproximou dos 10° C. Entretanto, a biotinta
se tornou rapidamente muito gelificada, ndo formando camadas e inviabilizando
a impressao.

Prontamente, por conta do tempo, iniciamos a impressdo da biotinta contendo
alginato com CaCly, (Figura 7.9). Para esse teste, a temperatura da extrusora foi co-
locada em 30° C, enquanto a bandeja permaneceu na temperatura ambiente (cerca
de 24° C). Ao longo da impressao, o fluxo teve que ser aumentado gradativamente
a125% e a 133%.

Figura 7.9 — Processo de impressdo da biotinta de alginato com CaCls,.

Mesmo ap0s a reticulagdo com o banho de CaCl, a 2%, a trama permaneceu
espacada e com homogeneidade satisfatoria (Figura 7.11).
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Figura 7.10 — Construto apés o banho de CaCl; a 2%.

Essa foi a impressdo de construto com o melhor resultado formal obtido du-
rante os experimentos, alcancando uma fidelidade geométrica em relagdo ao mode-
lo 3D pouco vista, mesmo em inimeros artigos consultados sobre o tema.

O teste com o alginato + Pluronic n&o foi realizado. O Pluronic possui com-
portamento inverso ao da gelatina: ele se liquefaz em baixas temperaturas e gelifica
em temperatura ambiente. Porém, mesmo ap6s deixar a formulagéo fora da geladei-
ra, a mesma manteve sua forma liquida, o que inviabilizou a impressao.

7.3.
Terceirarodada de experimentos

Para a terceira rodada, além de produzirmos uma biotinta de alginato + CaCl;
contendo esferoides fixados (para a visualizagdo na microscopia confocal), testa-
mos duas novas formulagdes de biotintas, com gelatina de pele bovina e Pluronic
— nessas duas, sem fazer uso da clorofila, de hidroxiapatita ou de esferoides.

A insisténcia nessas formulagdes se deu pelas possibilidades que elas traziam,
juntamente com as capacidades de controle de temperatura da BioenderTermo,
além da gelatina e do Pluronic serem substancias muito utilizadas na bioimpresséo,
aparecendo com frequéncia em novos artigos. Especificamente sobre o Pluronic,
causou estranheza a ndo gelificacdo da biotinta. Para esse novo teste, ndo foi in-
cluida a clorofila na formulagédo, para tentarmos emular a0 maximo o artigo usado
como referéncia.

7.3.1.
Impresséo com alginato + CacCl:

A biotinta utilizou a mesma proporc¢do da segunda rodada, aumentando o vo-
lume da biotinta. Também foram adicionados os esferoides celulares fixados, antes
da pré-reticulagdo com CaCl,. Segue a Tabela 7.4 gerada:
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Alginato W201502 8% + CHA/Curcumina 1% + CaCl2 1%
(solucéo de 5,5ml - proporcéo 7:3) - estocada por 24 horas

ALG 0,329 (8%) diluida em 4ml + CHA 0,049 (2%)* [misturar a 30° C]

+
40 esferoides em meio aquoso — 0,5ml [misturar a temp. ambiente]
+
CaCl (1%) utilizados 1,7ml [misturar a temp. ambiente]
Solugdo ALG-CaCl,-CHA [misturar a temp. ambiente]
Impresséo Pés-impresséo

Banho de CaCl, 2% por 10 segundos
e banho de H20

Tabela 7.4 — Nova mistura de alginato com cloreto de calcio. *A proporcdo de CHA na solucdo final
ndo é exata, pelo volume final ser menor que a soma dos 2 volumes iniciais.

Extrusora e mesa na temp. ambiente

Para a mistura do alginato ocorrer a 30° C, utilizamos a mesa aquecida da
BioenderTermo, j& que a plataforma aquecida disponivel ndo possibilitava essa pre-
ciséo (Figura 7.11a). A solucgéo da biotinta obtida tinha 5,5ml (Figura 7.11Db).

Figura 7.11 — Em (), a bolsista Marisol Santos utilizando a mesa aquecida da BioenderTermo para
mistutrar o alginato na clorofila. Em (b), a seringa carregada com a biotinta.

No inicio da primeira tentativa de impressdo do alginato + CaCl; a biotinta
apresentou comportamento similar a produzida com alginato low viscosity, ou seja,
com pouca printabilidade (Figura 7.12a). Como essa biotinta estava carregada com
os esferoides, testamos aquecé-la com a mesa aquecida um pouco mais, até torna-
-la visualmente mais viscosa. Tal procedimento foi realizado levando em conta as
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possiveis perdas de dgua por evaporacao na mistura anterior, utlizando a plataforma
aquecida. Posteriormente, descobri que a extrusora da bioimpressora estava apre-
sentando problemas, ndo realizando a extrusdo continua em baixas velocidades e
fluxos, o que certamente também afetou as impressées. Mesmo assim, foi possivel
imprimir um construto com fidelidade ao modelo 3D, aumentando o fluxo na im-
pressora para cerca de 140%. (Figura 7.12b,c)

Figura 7.12 — Em (a), a impressao inicial. Em (b,c), o processo de impressdo apds aquecer o hidro-
gel até se tornar mais viscoso.

Apos a impressdo e o banho com CacClz, o construto foi enviado para a mi-
croscopia confocal (Figura 7.13).

Figura 7.13 — Construto impresso apds o banho com CaCl,.

A microscopia confocal conseguiu mostrar novamente um esferoide, além de
particulas que podem ser de CHA com curcumina. Também foi possivel identificar
o hidrogel, com a coloragdo mais fraca, conforme desejavamos (Figura 7.14).
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Figura 7.14 — Microscopia confocal do construto impresso. Em (a,b), o esferoide marcado com
DAPI, fluorescendo em diversos feixes de luz. Em (c,d), particulas (em azul) encontradas no hidro-
gel (verde acinzentado).

7.3.2.
Impresséo com alginato + gelatina

A partir do artigo “Tuning Alginate-Gelatin Bioink Properties by Varying
Solvent and Their Impact on Stem Cell Behavior” (LI et al., 2018), testamos a
formulacédo alginato 8% + gelatina 20%, na propor¢do 1:2, conforme Tabela 7.5
a sequir:
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Alginato W201502 8% + Gelatina 20%
(solugéo de 1,5ml + 3ml)

ALG 0,129 (8%) diluida em 1,5ml [misturar a 30° C]
+

GEL 0,69 (20%) diluida em 3ml [misturar a 30° C]

Solucdo ALG-GEL [misturar a 30° C]

Impresséo Pés-impresséo

1% Extrusoraa 15° C e mesaa 11°C Banho de CaClz 2% por 30 segundos
2% Extrusoraa 40° C e mesaa 25°C | e banho de H20

Tabela 7.5 — Nova formualg&o de biotinta alginato + gelatina.

Na primeira tentativa, com a extrusora a 15° C e mesa a 11° C, a impress&o se
iniciou normalmente, porém logo depois ocorreu um vazamento, possivelmente a
partir do entupimento da tinta na ponteira (Figura 7.15).

Figura 7.15 — Em (@), inicio da impressdo. Em (b), momento do vazamento da biotinta, gelificada.

Para a segunda tentativa, busquei aumentar a diferenca de temperaturas, co-
locando a extrusora a 40° C e mesa na temperatura ambiente (25° C). O fluxo pre-
cisou ser elevado a 144% do padréo (provavelmente devido ao problema no motor
de extrus&o).

Apesar da impressdo aparentemente ndo estar satisfatoria, apoés o banho de
CaCl; foi possivel visualizar uma estrutura com trama aberta e fibras definidas,
mostrando o potencial dessa formulacéo (Figura 7.16).
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Figura 7.16 — Em (a), processo de impressao da biotinta de alginato + gelatina. Em (b, ¢, d), cons-
truto ap6s o banho de CaCl,.

7.3.3.
Impresséo com alginato + Pluronic

Para a nova formulagdo com o Pluronic mantivemos como base
ARMSTRONG et al. (2016), porém sem adicionarmos a clorofila, utilizando
somente agua destilada para a solugdo. Segue a Tabela 7.6 gerada para essa
nova formulacéo:
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Pluronic 13% + Alginato W201502 6%
(solucéo de 1,92ml)

PLU 0,259 (13%) diluida em 1,92ml [misturar a 10° C]

+
ALG 0,115g (6%) [misturar a 10° C]
Solucdo PLU-ALG 13%-6% [estocar a 5° C por 1hr e

depois temp. ambiente]

Impresséo Pés-impresséo
Banho de CaClz 2% por 30 segundos
e banho de H20

Tabela 7.6 — Nova formulagéo de alginato + Pluronic.

Extrusoraa 37° Cemesaa47° C

Nessa formulacéo e nas condicdes descritas, a biotinta agiu conforme o espe-
rado, adquirindo aspecto viscoso em temperatura ambiente e gelificando ainda mais
quando aquecida. Para a impresséo, mantivemos a extrusora aquecida a 37° C e a
mesa a 47° C (Figura 7.17)

Figura 7.17 — Em (a), construto impresso a partir de biotinta de alginato + Pluronic. Em (b), o cons-
truto apds o banho de CaCl,.

A impressdo apresentou excelente formacao de fibra e fidelidade em relacdo ao
modelo 3D e ligacédo entre as camadas. Entretanto, apos o banho de CaCl, o construto
ndo alcancou o aspecto de dureza de outras biotintas (mais emborrachado), sendo
facilmente partido.

A biotinta com Pluronic mostrou potencial de uso, sendo necessarios mais
testes relacionados as temperaturas utilizadas na extrusora e na mesa de impressao.
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7.4,
Consideracodes

Apds os experimentos supracitados, decidimos encerrar 0s experimentos para
a tese e dialogar sobre as informacdes obtidas.

Um dos pontos a ser abordado foi em relacdo aos esferoides nos construtos.
Nas ocasifes em que foram levados para a microscopia confocal, apenas um esfe-
roide foi encontrado em cada construto. Uma das possibilidades aventadas (além
da necessidade utilizarmos uma concentragdo maior) era a de que os esferoides
estivessem se concentrando na parte superior da biotinta — logo, no final da seringa.
Para verificar essa hipotese, é possivel imprimir a biotinta por completo, em linhas
sequenciais. Dessa forma é possivel verificar onde se encontram os esferoides ao
longo de toda a biotinta.

Em relacdo a clorofila, a proposta é que seu uso seja feito com maior rigidez,
pois a maceracao da folha de espinafre traz outros elementos junto, como a celu-
lose, que afetam a reologia da biotinta. O processo de liofilizagio® chegou a ser
executado em uma amostra de agua destilada + clorofila de folhas de espinafre, para
uso futuro com maior precisao.

Também foi aventada novamente a possibilidade do testes com meios de cul-
tura diferentes na biotinta, ja pensando na impressdo com células vivas e posterior
cultura em biorreator.

O uso continuo de um laboratério equipado somado a adicdo de mais profis-
sionais participando dos experimentos possibilitou o0 ganho enorme de experiéncia
tedrica e préatica sobre a bioimpressdo e assuntos correlatos.

Esse experimento conjugou a otimizacao geométrica com 0s avangos na prin-
tabilidade das biotintas, possibilitando a bioimpressdo de construtos com fidelidade
formal e adequacéo material.

Por meio de novos artigos sobre bioimpressdo (objetos desta pesquisa), 0s
experimentos passaram a focar na formulacdo das biotintas e suas respectivas
printabilidades — sem deixar de levar em consideracdo aspectos importantes para a
bioimpressdo com células vivas. Nesse quesito, 0s experimentos alcangaram resul-
tados expressivos, com construtos geometricamente fiéis aos modelos 3D e apro-
priados para posterior cultura em biorreator, visando a nutricdo, a proliferacéo e a
diferenciacéo celular.

® A liofilizacdo é um processo de sublimagéo da 4gua de um determinado produto, ou seja, que
faz com que a dgua congelada va direto do estado sélido para o gasoso, sem passar pelo liquido.
Disponivel em: https://biotechtown.com/blog/liofilizacao/. Acesso em: 20 fev. 2023.
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Consideragoes

Neste capitulo, apresento as consideragdes sobre o processo da pesquisa.
Além da andlise do percurso realizado, trago reflexdes acerca das duas trilhas iden-
tificadas no processo de escrita: 0 caminho mais técnico e pratico, relacionado aos
experimentos visando a bioimpressdo 3D com células; e o caminho mais filosofico
e existencial, na busca da ressignificacdo do “fazer Design”, ambos sustentados
pela interdisciplinaridade.

Dessa maneira, busco responder a questdo norteadora desta pesquisa,
“Como o design pode contribuir, por meio da investigacao exploratdria interdis-
ciplinar de Bioimpressdao 3D, para o desenvolvimento de novos entendimentos
dessa tecnologia?” e apontar os desdobramentos alinhados.

8.1.
Percurso realizado

A pandemia de COVID-19 influenciou negativamente o desenvolvimen-
to da pesquisa, dada a paralisacdo quase total nas atividades em laboratorios de
universidades. A impossibilidade de parcerias com pesquisas envolvendo células
atingiu um dos principais pilares da pesquisa, entendida desde o inicio como de
cooperacdo interdisciplinar.

Dividindo os experimentos temporalmente, as “Experimenta¢des com bioim-
pressdo 3D e materiais” duraram praticamente 3 anos, justamente devido a situacéo
supracitada. O experimento com o GEF/UFRJ durou pouco menos de um ano (ja no
3° ano de doutorado), simultdneo com as experimentacdes. J& 0s experimentos com
células ocorreram em pouco mais de seis meses — até a primeira impressao com
esferdides no HUAP foram trés meses, além de cerca de trés meses até o ultimo
experimento no LabNanoBiof/UFRJ.

Pensando nos experimentos realizados, tracei um paralelo entre cada experi-
mento e as etapas presentes do método duplo diamante (Figura 8.1).
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DESCOBERTA * DEFINIGAO DESENVOLVIMENTO®  ENTREGA

DESAFIO
RESULTADO

Desenvolvimento

Experimentacoes com G:ra;ao dde dmOdte o BJOI:}ptr_estséo 3D e bioimpressao 3D
bicimpressao 3D e materiais 9 1igaca ce 1alo S b oLitda.com de biotintas
bioimpresso esferoides fixados X
com clorofila

Figura 8.1 — Paralelo tracado entre as etapas do método duplo diamante e os experimentos realiza-
dos na tese.

8.1.1.
Experimento 1

As “Experimentagdes com bioimpressao 3D e materiais” caracterizaram a
fase de primeira descoberta. Nela foram desvendados os primeiros requisitos e
restricfes relacionados a bioimpressdo 3D e suas particularidades — ou seja, ao
“projeto”. A partir dessa imersao nos diferentes campos de saber e nas novas prati-
cas por meio de uso das bioimpressoras, foi possivel estabelecer metas, mesmo que
ousadas e impraticaveis dadas as condigdes — porém nao totalmente irrealizaveis.
As experimentacOes se prolongaram muito mais do que o previamente planejado,
também pela possivel necessidade de mudanca da pesquisa como um todo, por con-
tada COVID-19. A partir da percepcdo de que a pandemia poderia durar muito mais
do que o imaginado inicialmente, essas experimenta¢cdes poderiam trazer caminhos
alternativos — como ocorreu em relagdo aos modelos de simulagdo e treinamento.

Mesmo sendo o primeiro experimento, diversas interagdes com profissionais
de outras areas ocorreram, entre elas quimica, engenharia quimica, farmacia, medi-
cina e ciéncias biologicas.

8.1.2.
Experimento 2

A partir do inicio da vacinacdo em territorio nacional, foi possivel re-
tomar a tentativa de parceria com laboratérios, apesar de uma serie de res-
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tricbes ainda vigentes. Nesse contexto, a “Geragdo de modelo de figa-
do de rato bioimpresso” em parceria com o GEF, grupo que ja atuava com
manipulacdo e cultura celular, trouxe uma certa definicdo em relacdo as metas para
0s experimentos. J& levando em conta as etapas de bioimpressdo — pré-processa-
mento, processamento e pos-processamento — vislumbramos a confecgdo de um
construto com diferentes tipos de células, a partir de um modelo 3D gerado por
exame de microCT. Nesse experimento ja houve maior rigor quanto as amostras
e anélises. Essa experiéncia viria a refinar ainda mais as metas de experimentos
seguintes, trazendo-0s um passo atras, para uma realidade exequivel com maior fa-
cilidade. Nesse experimento, novamente ocorreram colabora¢es com profissionais
de diferentes areas, como medicina e biotecnologia, engenharia nuclear, biomedici-
na e segmentagdo de imagens DICOM.

Durante esse experimento ocorreram minhas primeiras palestras externas so-
bre bioimpressdo 3D para os membros do GEF — divulgando a tecnologia e suas
possibilidades — e para o Conselho Regional de Farmacia de S&o Paulo, CRF-SP —
apresentando um panorama geral da tecnologia e avancgos especificos relacionados
ao campo farmacéutico. Ainda nesse periodo ocorreu o convite e a escrita de um
capitulo do livro 3D Physical and Virtual Models in Fetal Medicine, com Gabriel
Liguori. No capitulo, além de apresentar a bioimpressdo 3D e suas principais van-
tagens, pudemos conjecturar suas possiveis aplicacées na medicina fetal.

Com a suspensdo da parceria com 0 GEF, a pesquisa necessitou de readequa-
cao. As experimentacBes continuavam, como citado acima, mas era necessaria uma
nova rodada de experimentos, a partir dos novos requisitos e restricdes adquiridos
até entdo, para que a propria tese e seu percurso mantivesse seu sentido.

8.1.3.
Experimentos 3 e 4

A busca por uma nova parceria se focou ainda mais na pratica da bioim-
pressdo 3D. O objetivo era claro, inclusive verbalizado dessa forma: a meta era
bioimprimir com células, buscando auxiliar pesquisas vigentes por meio da tec-
nologia de bioimpressdo 3D. A essa altura ja havia acumulado experiéncia préatica
no uso de bioimpressoras e arcabouco tedrico sobre os temas correlatos, faltando
a sintese de ambos. Os experimentos, “Bioimpressdao 3D de biotinta com esferoi-
des fixados” e “Desenvolvimento e bioimpressdao 3D de biotintas com clorofila”,
divididos nesta tese em dois capitulos, podem ser entendidos também como um
unico experimento em varias rodadas, contemplando as fases de desenvolvimen-
to e entrega do método duplo diamante. Todo o processo com as pesquisadoras
Sara Gemini e Jéssica Dornelas — e, posteriormente, também com o engenheiro
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quimico Marcel Martins — foi extremamente assertivo e focado em analise dos re-
sultados obtidos e preparacdo para novas rodadas. Nesses experimentos, 0 rigor
laboratorial foi levado ao &pice na pesquisa, a meta de bioimpressdo com célu-
las foi alcancada e logo refinada para o aprimoramento da biotinta a ser utilizada.
Novos fatores, como uso de corantes e visualizacdo na microscopia, foram final-
mente trazidos para 0 escopo da pesquisa, assim como a experiéncia intensiva no
uso de equipamentos e praticas laboratoriais.

Aqui, a cooperacao ocorreu com os pesquisadores do grupo ja formado, pes-
quisadores do UPC e do LabNanoBiof, envolvendo os campos de farméacia, biolo-
gia, biotecnologia, biomedicina e engenharia quimica.

Especialmente na parceria firmada para esses experimentos ocorreu a maior
sinergia e troca de experiéncias e conhecimento, principalmente utilizando grupo
de mensagens e reunides por videoconferéncia. A relacdo ndo soava como uma
consultoria, mas sempre com a percepcao de cooperagdo em prol de um projeto,
com discussdes horizontais, estando cada ator a par do todo.

Nesse periodo, fui convidado a palestrar no Congresso Cientifico HUPE
(Hospital Pedro Ernesto), da UERJ, apresentando a tecnologia de bioimpressédo 3D
no painel “Inovagdo na pesquisa e assisténcia médica”, e também concedi entre-
vista para o portal da FAPERJ', juntamente com meu orientador, apresentando a
bioimpressdo 3D e suas possibilidades.

8.2.
As duas trilhas da pesquisa

A percepcdo de duas trilhas na pesquisa apareceu ja na etapa de qualificacdo
do doutorado, com uma colocacgdo de um membro da banca acerca de duas leituras/
camadas da tese:

+ designer como co-gerenciador em pesquisas de bioimpressao 3D;

* novos papéis do design no mundo — ressignificar a profisséo.

Dado que essa nogédo se acentuou durante a escrita final, busco entéo refletir
sobre elas. A pesquisa certamente comecou pela primeira trilha, focada na préatica
da bioimpressao 3D pelo designer, a partir da percepcdo de uma lacuna a ser fa-
cilmente preenchida por esse profissional que ja lida com impressdo 3D, por seu
know-how de modelagem 3D e execucao dos equipamentos. Um possivel diferen-
cial ocorre em relagdo a como seria esse preenchimento. Poderia ser simplesmente
como um prestador de servico, alocado para desenvolver uma tarefa especifica no

! Disponivel em: https://www.faperj.br/?id=241.7.0. Acesso em: 20 fev. 2023,
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processo de bioimpressdo (como gerar um modelo 3D solicitado, por exemplo).
A escolha, entretanto, foi realmente a de um papel de cooperacdo horizontal no pro-
cesso, buscando o dominio da sistemética do uso da bioimpressdo 3D, e ndo apenas
de etapas especificas, alienadas do todo.

Creio que € a partir dessa premissa que a outra trilha comeca a se apresentar
de forma mais evidente: a ressignificacdo da profissdo. A ideia de um olhar siste-
matico e mais amplo acerca de questdes impostas ndo € nova no campo do Design,
muito menos a relacdo do campo com novas tecnologias apresentadas. Porém, uma
parcela do mundo académico e profissional mantém a visdo do designer como um
“resolvedor” de problemas, alguém para lidar com partes especificas de um pro-
cesso. A tese buscou refutar essa viséo, trazendo o designer como ator presente e
atuante em todas as etapas do processo de bioimpressdo 3D, contribuindo intelec-
tualmente para tal.

Outro ponto existencial da tese vem justamente do que seria apresentado
como resultado dos experimentos. Analisando na escrita final, torna-se facil ima-
ginar a busca por um novo produto (uma biotinta, por exemplo) ou mesmo um
servico (a patente de uma nova terapia), 0 que agregaria o viés mercadoldgico para
a pesquisa. O foco, entretanto, foi o de buscar novos entendimentos e avancos sobre
a bioimpressdo 3D, sempre focando na cooperacéo de saberes e nos ganhos que a
interdisciplinaridade traz para os campos envolvidos, mostrando a amplitude de
atuacdo do “fazer Design”.

8.3.
A pesquisa e cooperacdao inter e transdisciplinar

Trago novamente as trés fases da colaboragéo interdisciplinar, segundo
Japiassu (1976, p. 92):

« atroca de informagdo matua, em que cada campo do saber/especialista
considera 0 outro como exterior a si;

» aentrevisdo das questdes colocadas pelos diferentes campos;

« atomada de consciéncia coletiva das questes desenvolvidas.

Trazendo a reflex&@o os ultimos dois experimentos, com as pesquisadoras Sara
Gemini e Jéssica Dornelas, considero tais fases estiveram presente nas na cooperagao.
A peculiaridade ocorreu pelo carater assertivo dos membros e pelo uso intensivo do
espaco laboratorial, num processo de conhecer pelo fazer (BENSAUDE-VINCENT,
2009, p. 369-370).

O principal choque de diferencas entre os profissionais veio da minha pos-
tura “designer” em alguns momentos. Talvez pela préatica de busca por referén-
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cias variadas e atipicas, visando a geracdo de alternativas, procurava maximizar
as tentativas e varidveis a serem experimentadas. 1sso vai de encontro com as
premissas experimentais, que visam justamente o controle das varidveis a fim
de analisar as relagcBes “puras” entre as varidveis de interesse, sem contamina-
cdo de outras (SAMPIERI, 2014, p. 162). Foi necessario compreender que era
preciso dosar os momentos exploratorios, de “abertura” de varidveis, com o0s
momentos de afunilar e reduzir as varidveis em prol de resultados especificos.
Como aponta Japiassu:

a interdisciplinaridade requer equilibrio entre amplitude, profundidade e sintese. A
amplitude assegura uma larga base de conhecimento e informagéo. A profundidade
assegura o requisito disciplinar e/ou conhecimento e informacéo interdisciplinar para
a tarefa a ser executada. A sintese assegura o processo integrador (1976, p. 65-66).

Ouso afirmar que, a partir das reflexdes acerca da interacdo entre 0s pesqui-
sadores e do resultado da pesquisa, a mesma perpassou pela transdisciplinaridade.
Segundo Japiassu (2006), ela

Pode atravessar as disciplinas e visa a criagdo de um campo de conhecimentos onde
seja possivel existir um novo paradigma ou um novo modo de coexisténcia e didlogo
entre os filésofos e os cientistas, com os esquemas nocionais devendo circular da fi-
losofia as ciéncias naturais e humanas, sem que haja nenhuma hierarquia entre esses
diversos modos de problematizagéo e experimentagéo (p. 6).

O “Manifesto da transdisciplinaridade”? também traz dois artigos que corrobo-
ram a afirmacdo acima, trazendo a nog&o de “atravessamento’ presente nesta pesquisa:

Artigo 3: A transdisciplinaridade é complementar a abordagem disciplinar, faz emer-
gir do confronto das disciplinas novos dados que as articulam entre si e nos fornece
uma nova Visao da natureza e da realidade. Nao busca o dominio de varias discipli-
nas, mas a abertura de todas aquilo que as atravessa e ultrapassa.

Artigo 4: A pedra angular da transdisciplinaridade reside na unificagéo seméntica e opera-
tiva das acepgOes “através” e “além” das disciplinas (JAPIASSU, 2006, p. 8, grifo meu).

8.4.
As contribui¢cdes da pesquisa

Como inovagdo advinda da tese, destaco o uso da clorofila como corante
em construtos celulares bioimpressos. O fato de sua fluorescéncia ser baixa po-
deria ser considerado uma falha em outras situagdes, mas para a visualizacdo do

2 Charte de la transdisciplinarité . Disponivel em: https://ciret-transdisciplinarity.org/chart.php.
Acesso em: 20 jan. 2023.
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hidrogel no construto impresso essa caracteristica atendeu perfeitamente a um
requisito proposto.

A possibilidade do designer atuar ao longo de todo 0 processo em pesquisas
envolvendo a bioimpressao 3D, co-gerenciando e dialogando com diferentes atores
e campos do saber, em um dialogo horizontal e colaborativo, foi comprovada, apre-
sentando uma outra maneira de “fazer Design”.

A pesquisa também impactou o laboratério do PUC-Rio onde esta inserida, o
BiodesignLab, sendo a vanguardista do tema. Além de um espaco proprio dentro do
laboratdrio, a tecnologia de bioimpresséo se notabilizou, trazendo novas perspecti-
vas dentro dele, expostas adiante.

Um aspecto que ndo estava previsto, mas que naturalmente surgiu no decorrer
da pesquisa, foi o do designer como um divulgador da tecnologia de bioimpressao
3D. Por ser um tema ainda pouco difundido fora de circulos especificos, mesmo nos
campos das ciéncias médicas e bioldgicas, e por ter um carater disruptivo, surgiu a
demanda por comunicacdo sobre o tema. Ao longo do periodo do doutorado foram
ministradas palestras para publicos fora do campo do Design, como farmacéutica
(CRF-SP) e medicina (HUPE/UERJ), além de palestra e entrevista para 0 meio
académico (GEF e FAPERJ). O designer, por seu método que envolve a sintese
de ideias, juntamente com a expertise em traducdo grafica de assuntos, pode ser
um importante ator para a divulgacao e a circulacdo cientifica de novas tecnolo-
gias. Somando isso a mediacdo de diferentes saberes, é possivel ao designer tragar
diferentes paralelos e cruzamentos entre assuntos, produzindo uma abordagem de
divulgacéo atraente.

A partir dessas contribuicfes e das consideragdes apresentadas ao final dos
capitulos considero, portanto, que minha hipotese “a partir de estudos e pesquisas
disponiveis e com a parceria de profissionais de diferentes areas, o designer é capaz
de contribuir, de maneira interdisciplinar e relevante, para a area da bioimpressao
3D” foi confirmada pela tese.

8.5.
Perspectivas futuras

O ciclo de experimentos final apresentado serviu de base para propostas de
projetos do grupo formado. Novos experimentos ja foram pensados, visando o
aperfeicoamento da biotinta e a bioimpresséo de esferoides contendo celulas vivas,
para a formacéo de tecidos. Chegando-se nessa etapa, certamente uma nova gama
de variaveis e de possibilidades se apresentara — a exemplo do uso da clorofila na
biotinta, visando resolver uma questdo até entdo ndo imposta. A partir da etapa
alcancada, trés caminhos possiveis de atuagéo ja foram propostos:
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+ desenvolvimento de biocurativos;
» medicina personalizada com células tumorais;
* regeneracdo 0ssea.

A sala de cultivo e bioimpressdo 3D de células do laboratorio BiodesignLab
DASA/PUC-RJ, contendo infraestrutura, equipamentos e pessoal treinado para tal,
ja teve sua criagdo aprovada. Isso possibilita ndo apenas a continuidade de meus
experimentos, mas que outros alunos possam desenvolver projetos e pesquisas
na area.

Avizinha-se também uma parceria com o laboratério Saude 3D, do HUPE/
UERJ, que ja busca uma area focada em bioimpressao 3D.

A parceria com a Bioedtech se mantém, com novas possibilidades oriundas
da maquina de dois médulos, entregue e ainda ndo explorada.
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