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tins D.S. & Ambrosio C.E. 2017. [Bioprinting with stem cells and production of mini-
-organs.] Bioimpressdo e produgao de mini-6rgdos com células tronco. Pesquisa Veterind-
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The bioprinting is considered a promising source in cell development, and production of
mini-organs, valves, cartilage that may eventually be used in therapy for transplantation in
animals and humans. It can also be used as an elective therapy in the treatment of injuries
and treatment of chronic degenerative diseases. In humans, this therapy is been studied
mainly in the treatment and regeneration of tissues printed from scaffold cells developed
from stem cells, biomaterials and impressions in 3D. This technology is also an aid for the
study of the formation of tumors, in order to design and evaluate the cellular proliferation of
the tumors and the action of new chemotherapy drugs. However, the main drawback to this
therapy is the lack of standardized protocols with reproducible and detailed methodologies
with the aim of enabling the use of bioprinting and printing cells, tissues and organs in 3D.
Thus, this review seeks to bring together the most current publications of the bioprinting

area in order to describe the technique and its potential use as a therapeutic alternative.

INDEX TERMS: Bioprinting, stem cells, biofabrication, mini-organs, veterinary medicine.

RESUMO.- A bioimpressao é considerada uma fonte pro-
missora no desenvolvimento celular, e na producdo de
mini-6rgaos, valulas, cartilagens que futuramente poderdo
ser utilizados na terapia para transplantes em animais e
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humanos. Assim, essa técnica podera ser utilizada como
uma terapia eletiva, no tratamento de injuirias e principal-
mente no tratamento de doengas crénico-degenerativas.
Em humanos essa terapia esta sendo pesquisada a fim de
auxiliar a medicina no tratamento e regeneracdo de teci-
dos impressos a partir de arcaboucos de células desenvol-
vidas a partir de células-tronco, biomateriais e impressoes
em 3D. O uso dessa tecnologia é também um auxiliar nas
pesquisas oncoldgicas com o intuito de projetar e avaliar a
proliferacdo celular de tumores, bem como a agao de novos
medicamentos quimioterapicos. No entanto, a maior limi-
tacdo para o uso da terapia utilizando-se a impressora de
células, 6rgaos e tecidos em 3D ¢ a falta de protocolos unifi-
cados com metodologias reprodutiveis e detalhadas; com o
objetivo de viabilizar a utilizacdo da impressora e a impres-
sdo de células, 6rgdos e tecidos em 3D. Dessa forma, esta
revisdo busca reunir as publica¢gdes mais atuais na area, as
quais destacam os avancos no uso de bioimpressdo com
células-tronco, a fim de descrever as principais técnicas e
os potenciais de utilizagdo como alternativa terapéutica na
medicina humana e veterinaria.

TERMOS DE INDEXACAQ: Bio-impressio, células tronco, biofabri-
cacdo, medicina veterinaria, mini-orgdos.
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INTRODUCAO

A bioimpressao (bioimprinting) pode ser definida como a
utilizacdo de células e outros produtos biol6égicos na im-
pressdo por empilhamento para a montagem de tecidos
e 6rgdos a partir da deposicdo de camadas auxiliada por
computador, podendo ser utilizada na medicina regene-
rativa, em estudos farmacocinéticos bem como em outros
estudos biolégicos (Guillemot et al. 2010). Essa recente
tecnologia pode ser classificada de acordo com o seu prin-
cipio de funcionamento sendo: bioimpressio baseada em
um jato de tinta, de extrusdo e a impressdo em laser (Tong
etal. 2012).

A partir da modificagdo de impressoras comerciais foi
desenvolvido um mecanismo da impressao utilizando-se
jatos de tinta, podendo ser realizada como jato continuo
ou gota a gota. O primeiro produz um trago ininterrupto,
enquanto o ultimo deposita gotas controladas de tinta em
posicdes coordenadas com precisdo, imprimindo em uni-
dades de goticulas modulares. Somente a impressdo de
tinta gota a gota é considerada adequada para a bioimpres-
sdo, no entanto o método de jato de tinta continua requer
uma tinta condutora. Um cartucho é carregado com célu-
las em bio-hidrogel e é impresso em gotas bem colocadas
que sdo geradas a partir de uma cabeca de impressao pelo
controle proximo de um atuador térmico ou piezelétrico
(equipamentos que podem ser utilizados na construgao de
estruturas flexiveis e personalizadas).O sistema térmico é
mais prevalente para a impressao celular, e embora a tem-
peratura do atuador possa exceder até 200 ° C, as células
experimentam apenas pequenas alteracdes de temperatu-
ra temporarias durante o processo. Atualmente, as cabecas
de impressao a jato de tinta tendem a empregar o sistema
Mecanico Micro-Elétrico, o qual possibilita a impressao
de materiais altamente viscosos (Irvine & Venkatraman
2016). Vale a pena comentar que, a bioimpressio em jato
de tinta, imprime células vivas em forma de goticulas atra-
vés de cartuchos, e é uma das tecnologias mais promissoras
que permitem a biofabricagao de tecidos ou 6rgaos (Chang
etal. 2008). Uma grande vantagem dessa técnica é que esta
permite a impressdo de células individuais bem como de
agregados celulares; através do controle da concentragao,
resolucdo, diminuicdo de volume e didmetro das células
impressas (Ozbolat & Yin Yu 2013). Essa tecnologia utiliza
células vivas e tem por finalidade a deposicdo exata de cé-
lulas encapsuladas em filamentos cilindricos de estrutura
3D utilizando biopolimeros, como quitosana, ceramica e
demais materiais biocompativeis (Ozbolat & Yin Yu 2013).

A bioimpressdo por extrusdo é a técnica mais promis-
sora descrita na atualidade, uma vez que permite a fabrica-
¢do de construgdes organizadas de tamanhos clinicamente
relevantes dentro de um tempo real. Esta técnica é capaz
de produzir um traco continuo do filamento da biotinta
(substancia feita de células vivas que podem ser impressas
em um formato programado) de uma seringa, semelhante
ao mecanismo da pasta de dente que emerge de um tubo
espremido.

Abiotinta de hidrogel é forgada a partir da seringa usan-
do pressao de ar pneumatica; a seringa é anexada ao canal
de impressdao movendo a direcdo z-y sobre um coletor que

move o eixo X, de modo que o hidrogel pode ser deposita-
do em padrdes 3D e esta disposicdo de direcdo pode variar
entre os modelos de bioprinter. Inimeros polimeros de hi-
drogel biocompativeis podem ser utilizados como biotintas
para a bioprintagdo por extrusao, vale a pena comentar que
neste processo o material do biotinta deve ser escolhido de
acordo com o tipo de célula a ser utilizada para a bioim-
pressdo e ter a capacidade de proporcionar uma concen-
tracdo celular relativamente elevada. O émbolo de parafuso
mecanico promove um melhor controle sobre o fluxo de
biotinta, o que é importante para melhorar a padronizagio
(Pati et al. 2015, Maher et al. 2009, Campos et al. 2012). No
entanto, para a impressio de células-tronco, a extrusio por
parafuso mecanico e/ou pneumatico pode produzir gran-
des quedas de pressdo ao longo do bico da impressora. Vale
ressaltar, que a queda de pressdo esta associada com a de-
formacgao e apoptose das células encapsuladas em biotinta
(Irvine & Venkatraman 2016).

A utilizagdo da técnica de biompressao a laser foi de-
senvolvida a partir de tecnologias de gravacao direta e de
transferéncia induzida por laser. Esse método funciona por
estimulacdo a laser focalizada a partir da superficie supe-
rior de uma camada aparente que absorve energia. Uma cé-
lula contendo um biopolimero ou biotinta é revestida sobre
a superficie inferior da camada de absor¢do de energia, a
estimulacgdo a laser vaporiza o material de superficie, ge-
rando uma bolha de pressdo que propulsa uma gota de bio-
tinta para um substrato de coleta/recep¢ao para colocagio
da camada celular. Ao contrario da impressao a jato de tin-
ta, a bioimpressao assistida por laser ndo requer um bico
dispensador, isto reduz o esfor¢co de cisalhamento experi-
mentado pelas células-tronco durante a deposicao e tam-
bém elimina a ocorréncia de entupimento do bocal da im-
pressora. E possivel considerar que este método tem boas
propriedades de impressdo de células, uma vez que é capaz
de utilizar bio-filtros viscosos e imprime densidades de
células elevadas com boa viabilidade p6s-deposicdo. Além
disso, a resolucido pode ser de aproximadamente 10um,
contudo, esta técnica é considerada a mais cara e complexa
e requer pesquisas aplicadas em tipos celulares definidos
como: tecido dsseo, cartilaginoso, conjuntivo, entre outros
(Griffin et al. 2015, Irvine & Venkatraman 2016).

A bioimpressdo permite a colocacdo precisa de produ-
tos bioldgicos com a finalidade de reconstituir a biologia do
tecido. A tecnologia permite o desenvolvimento de constru-
¢cdes de 6rgdos ou tecidos que ndo requerem vascularizacdo
substancial, bem como modelos de mini-tecido e/ou mini-
-6rgdo mimetizando a biologia natural para estudos de no-
vos medicamentos, como por exemplo, para o tratamento de
cancer (Ozbolat 2015, Tong et al. 2012, Mutreja et al. 2015).

Abiompressio é uma técnica que pode ser utilizada para
tratar cranioplastia, ou seja, deformidades cranianas, uma
vez que os médicos podem desenvolver protétipos para es-
tudar a deformidade, bem como avaliar e treinar a técnica
cirtrgica antes do procedimento em humanos. Ressalta-se
que, esse procedimento pode diminuir os riscos cirturgicos,
pois o cirurgido pode estudar a patologia do individuo de
forma unica e especifica (Lee et al. 2009). Ainda, é possivel
avaliar os dados produzidos a partir de impressdes em 3D
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e com base em dados estatisticos de viabilidade na utiliza-
¢do desta técnica, observar e avaliar estruturas corporais
obtidas a partir de imagens digitalizadas obtidas por meio
de tomografia computadorizada (TC) de modelos 3D de te-
cidos. Dessa forma, pode-se dizer que a partir destes mode-
los 3D, bio-modelos (modelos fisicos), as estruturas 6sseas
e cartilaginosas impressas em 3D podem ser ferramentas
importantes para o desenvolvimento de novas técnicas ci-
rurgicas de alta precisdo para implantes e prototipagem
rapida (Choonara et al. 2016).

Modelos de bioimpressdo poderao ser utilizados para
a preparagdo pré-operatdria, como um molde para estabe-
lecer dispositivos implantaveis, por exemplo, cartilagem e
tecido dsseo para produzir um molde biolégico de acordo
com a necessidade de cada paciente, reduzindo assim a
probabilidade de rejeicdo (Choonara et al. 2016).

Devido a sua grande vantagem na formacdo de varios
tipos celulares, houve o rapido desenvolvimento na cons-
trucdo de tecidos e 6rgdos funcionais inteiros em 3D, tais
como coracdo, pulmao, figado e rins (Ozbolat 2015). Pes-
quisas sobre a producdo de 6rgaos e mini-érgdos tem au-
mentado, gerando expectativa de sua utilizacdo em en-
xertos de tecidos e transplante de 6rgdos. Contudo, até o
momento a estratégia de engenharia de tecidos ainda nao
pode permitir a fabricagdo de tecidos ou 6rgaos totalmente
funcionais (Ozbolat 2015).

A engenharia de tecidos é um campo emergente em que
a ciéncia dos materiais e a biologia celular contribuem para
tornar possivel novas ferramentas, como a implantacao de
tecidos biofabricados na medicina regenerativa. O objetivo
final da bioimpressao é recapitular o processo natural de
formacdo de tecido por células para montar arcabougos
sintéticos que sejam capazes de imitar o microambiente
natural do tecido. O cerne desse desafio multidisciplinar é
entender como ocorre a regulacdo do comportamento celu-
lar através de interacoes célula/tempo, e com isso reprodu-
zir esses conhecimentos para a fabricacdo de biomateriais
compativeis com a produgdo de tecidos, células e 6rgdos
(Tong et al. 2012).

A biompressao de tecidos, 6érgdos e arcaboucos celula-
res podem ser realizadas com as técnicas atuais de impres-
sdo em 3D, no entanto requerem que o material de esco-
lha para a bioimpressao seja um fluido ou pé, visto que a
estrutura do material deve ser rapidamente ajustada para
que haja estabilidade para manter a integridade da impres-
sdo. No entanto, tradicionalmente isto requer um material
que possa ser impresso a temperatura elevada para metais
e polimeros ou até mesmo materiais que possam ser dis-
solvidos em solventes volateis. As células podem ser inclu-
idas e impressas em um material citocompativel, com isso,
a construcdo subsequente sera imediatamente formada
com uma distribuicdo de células consistentes e altamente
vidveis ao longo de todo o processo de biompressao. Além
disso, a distribuicao e formacgao de células de diferentes ti-
pos podem potencialmente ser colocadas e orientadas para
a formacdo da estrutura desejada, sendo tecido celular e
conjuntivo, ainda futuramente com essa técnica, sera possi-
vel o desenvolvimento e impressdo de 6rgdos 3D (Irvine &
Venkatraman 2016).
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Dessa forma, esta revisdo busca reunir as publica¢oes
mais atuais na area, as quais destacam os avangos no uso
de bioimpressio com células-tronco, a fim de descrever as
principais técnicas e os potenciais de utilizacdo como alter-
nativa terapéutica na medicina humana e veterinaria.

UTILIZAGCAO DE CELULAS-TRONCO NA
BIOIMPRESSAO

A bioimpressdo pode ser a tecnologia do futuro, no entan-
to, aspectos como disposicdo hierarquica de células ou a
construcdo de blocos de tecido em um microambiente 3D
e fatores como a fase de maturacdo pods-bioimpressdo sio
tdo importantes quanto o préprio processo de impressao.
Outro componente importante nesse cenario é a escolha
do biomaterial, pois este fornecera todos os aspectos bio-
quimicos (quimiocinas, fatores de crescimento, fatores de
aderéncia, ou proteinas de sinalizacdo) e fisicos (fluxo in-
tersticial, propriedades mecanicas e estruturais da matriz
extracelular). Esses fatores promovem um ambiente com
maior viabilidade de sobrevivéncia da célula, auxiliando na
motilidade e diferenciacdo celular. Além disso, o biomate-
rial deve apresentar elevada estabilidade na integridade
mecanica e estrutural ap6s a bioimpressio, permitindo a
diferenciacdo de linhagens de células-tronco autdlogas em
linhagens de células especificas de tecido, facilitando as-
sim, o enxerto end6geno do tecido sem gerar uma resposta
imunolégica (Ozbolat 2015, Mutreja et al. 2015).

As células-tronco possuem grande potencial de diferen-
ciagdo, com capacidade de proliferacdo e auto renovacgao,
dando origem a diferentes linhagens celulares especializa-
das (Pereira 2008). Existem varias classes de células-tron-
co, que elas podem ser classificadas em células-tronco to-
tipotentes, pluripotentes e multipotentes; e de acordo com
sua origem elas podem ser embrionarias ou adultas (Vogel
2000, Souza et al. 2003, Silva Junior et al. 2009).

As células-tronco sdo definidas por possuir um poten-
cial de auto renovacdo e multilinhagem, isto é, podem ser
estimuladas para formar varios tipos diferentes de células
funcionais. Existem trés tipos principais de células-tronco
comumente usadas na bioengenharia: mesenquimais, em-
brionarias e pluripotentes induzidas. As células-tronco
mesenquimais sdo também referidas como células estro-
mais mesenquimais ou células multipotentes, essas células
apresentam capacidade de se diferenciar em osteoblastos,
adipécitos ou condroblastos in vitro. Adicionalmente, tam-
bém tém a capacidade de se tornar outros tipos de células
mesenquimais e ndo mesenquimais tais como midcitos,
células de ligamentos, de musculo liso, células endoteliais,
cardiomioticos, hepatécitos e células neurais (Irvine &
Venkatraman 2016).

As células-tronco mesenquimais foram originalmente
isoladas da medula 0ssea, mas, desde entdo, foram loca-
lizadas em muitos tecidos tais como: hepatico, pulmonar,
muscular, adiposo, liquido amniético/gelatina de Wharton,
corddo umbilical e placenta. A fonte particular de células-
-tronco mesenquimais muitas vezes confere aspectos van-
tajosos em comparagdo com outras fontes, visto que, por
exemplo, a concentragdo de células-tronco colhidas a par-
tir do tecido adiposo é significativamente maior que a de
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outras fontes (Lindroos et al. 2011, Irvine & Venkatraman
2016).

As células mesenquimais perinatais tém uma grande
capacidade de expansdo, assim como as células-tronco de-
rivadas do liquido amniético que podem ser cultivadas por
mais de 300 ciclos celulares com um tempo de duplicacdo
de 36 horas (De Coppi et al. 2007, Si et al. 2015, Irvine &
Venkatraman 2016). Além disso, as células-tronco perina-
tais ttm uma gama mais ampla de multipoténcia quando
comparada as células-tronco “adultas” e, ao contrario das
células-tronco embrionarias e das células pluripotentes in-
duzidas, ndo apresentam tumorigenicidade in vitro.

As células-tronco mesenquimais indiferenciadas de
forma importante sdo imunotoleradas, dando a opc¢do de
implantacdo de aloenxerto para a secre¢do de fatores te-
rapéuticos transgénicos, além disso, essas células indife-
renciadas possuem propriedades imunomoduladoras que
podem potencialmente ser exploradas para reduzir os sin-
tomas do enxerto versus hospedeiro e bloquear a rejeigao
do enxerto apo6s o transplante (Madrigal et al. 2014, Gao et
al. 2016, Irvine & Venkatraman 2016).

As células-tronco embriondrias originam-se dentro da
massa celular interna de um blastocisto e tém o potencial
de se diferenciar em células das trés camadas embrionarias
(Yamanaka 2012), portanto, uma multipoténcia maior do
que as células-tronco adultas. No entanto, possuem varias
desvantagens e sua aplicagdo estd associada a controvérsia
ética, visto que a diferenciacdo ndo é facilmente controlada
e as células podem ser imunogénicas (Irvine & Venkatra-
man 2016).

As células tronco pluripotentes induzidas (iPSCs) ofere-
cem uma alternativa as células embriondrias sem os incon-
venientes éticos e imunogénicos. Essas células sdo seme-
lhantes as células-tronco embriondarias na medida em que
formam corpos embrioides e apresentam perfis de expres-
sdo génica muito semelhantes e multipoténcia. As iPSCs
representam células somaticas que formam alteracées no
processo de diferenciacdo em células progenitoras. Yama-
naka et al. (2012) produziram iPSC a partir de fibroblas-
tos através da introducdo de quatro transgénes por trans-
fecgdo retroviral: Oct 3/4, Sox2, KIf4 e c-Myc (Yamanaka
2012) e coquetéis mais complexos de proteinas, peptideos,
produtos quimicos e outros fatores foram desenvolvidos
para maior controle no processo de reprogramacao.

No entanto, o uso clinico de células-tronco mesenqui-
mais e iPSCs é desafiado pelo risco de formagao de terato-
ma in vivo, e também cuja presenca pode interferir na sua
funcdo regenerativa. Em iPSCs, a formacio de teratoma tem
sido associada com a presenca de células indiferenciadas
residuais. A remocgido dessas células indiferenciadas antes
da implantacdo pode melhorar o resultado (Miura et al.
20009, Puri & Nagy 2012). O uso de iPSCs também est4 as-
sociado a geracdo de carcinoma, devido a integracao geno-
mica de um lenti virus, no entanto, versdoes mais seguras de
iPSC sem virus estdo sendo desenvolvidos para torna-los
uma opcao futura para a medicina regenerativa.

Durante muitos anos a medula éssea foi a fonte de cé-
lulas-tronco mais estudada, por possuir tanto células-tron-
co mesenquimais como células-tronco hematopoiéticas

(Bydlowski et al. 2009). Em adic¢do, junto as células-tronco
da medula 6ssea, ja foram encontradas também células
progenitoras endoteliais e células-tronco semelhantes as
embriondrias (Ratajczak et al. 2007). De acordo com Moroz
(2009), essas células que sdo semelhantes as embrionarias,
pois possuem capacidade de se diferenciar em cada um dos
trés folhetos embrionarios, possuindo os mesmos marca-
dores como Oct-4 e atividade de telomerase das células-
-tronco embriondrias.

Em uma nova perspectiva, essas células tém sido utili-
zadas para a engenharia de tecidos e impressdes em trés
dimensdes (3D), surgindo como uma alternativa para a
regeneracdo de tecidos lesionados e perdidos na pratica
clinica. Dessa forma, as células sdo colocadas numa matriz
juntamente com fatores de crescimento adequados, e em
seguida sdo injetados ou colocados no local da regenera-
¢do (Jabbari 2011). Contudo, esses processos exercem
influéncia sobre a morfologia celular, sadde e taxa de di-
ferenciacdo, que sdo consequéncias diretas da pressao du-
rante a impressao dessas células, aumentando os sinais de
sofrimento celular e populagdes necréticas (Snyder et al.
2015).

As células multipotentes sdo consideradas a grande
descoberta a ser desenvolvida e aprimorada na engenharia
de tecidos. Entretanto, atualmente ja existem evidencias do
uso de células multipotentes, as quais sdo empregadas na
bioimpressao de tecidos cartilaginosos e 6sseos. Podemos
citar como exemplo um sistema de distribuicdo de fibras
3D, o qual foi utilizado na impressao de alginato com célu-
las-tronco mesenquimais de origem humana, esta estrutu-
ra apresentou viabilidade e os hidrogéis formados foram
capazes de manter o potencial osteogénico. Este sistema
foi também capaz de fabricar constru¢des heterogéneas,
tais como, condrocitos articulares com alta viabilidade ce-
lular. Através da producio de estrutura de matrizes 6sseas
e de cartilagem, tanto in vitro, como em ex vivo, em pods-
-transplantacdo em camundongos, foi possivel observar a
relevancia funcional do uso da bioimpressdo na construcao
de complexas arquiteturas celulares (Tricomi et al. 2016).

A ultima década foi baseada em estudos sobre medicina
regenerativa identificando um grande potencial das célu-
las-tronco mesenquimais como uma fonte para o padrao de
cuidados e tratamentos clinicos, além de se apresentarem
como uma grande promessa para terapias regenerativas
no sistema musculo-esquelético (Steinert et al. 2012, Jana
& Lerman 2015). Desde entdo, as células foram utilizadas
em modelos pré-clinicos para engenharia de tecido dsseo,
cartilaginoso, adiposo e outros tipos de tecidos conjuntivos
(Caplan 2007).

De acordo com Steinert et al. (2007), para o sucesso de
qualquer terapia com células-tronco uma questdo impor-
tante é a qualidade das células que serdo utilizadas, prin-
cipalmente no que diz respeito a integridade celular, capa-
cidade de proliferacdo, diferenciagdo, idade, senescéncia,
além da func¢do pardcrina intacta. As amostras celulares
podem ser colhidas de forma intraoperatéria, tais como
amostras de sangue, medula ou ambos, tendo esses a van-
tagem de serem submetidos a uma menor manipulagao e
a poucos fatores de estresse durante sua cultura, garantin-
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do suas funcgdes regenerativas. A desvantagem € que essas
preparacdes podem possuir componentes nido identifica-
dos que se apresentam de maneira pouco vantajosa para
a terapia, como células hematopoiéticas. Preparagdes de
células in vitro, apesar de estarem sujeitas a influéncias ex-
ternas adicionais e fatores de estresse, podem permitir me-
lhorias durante seu cultivo como pré-diferencia¢ao, contro-
le de subpopulag¢des indesejadas e sua selegdo (Steinert et
al. 2012, Kurobe et al. 2012).

A falta de estabilidade de células pés-fabricacao é uma
limitacdo corrente em impressdes 3D devido a auséncia de
células progenitoras, sinalizacdo fisica e difusdo generali-
zada (Jabbari 2011). Entretanto, Snyder et al. (2015) iden-
tificaram que impressoes 3D que condicionam um estresse
minimo podem preservar a viabilidade celular.

No estudo de Tong et al. (2012), foi coletada a cartila-
gem de um bovino sob condi¢des estéreis a partir da arti-
culacdo do joelho de um cadaver fresco com a cartilagem
macroscopicamente saudavel, para estudo de producdo de
cartilagem com a bioimpressdo em 3D. Essa construcdo
foi fabricada através da integracao de termoplasticos bio-
compativeis, hidrogéis em uma unica abordagem de bio-
fabricacdo baseado em 3D, o que demonstra que é viavel
a aplicacdo de materiais biocompativeis e evidencia que
foi essencial o uso desses materiais no apoio da saliéncia
geométrica interna e externa da formagdo do arcabouco
celular. Nesse estudo, os autores verificaram por meio de
cultura de célula e estudos de imagem, que as sec¢oes his-
tolégicas do tecido, representado pelo tenddo do animal,
foram capazes de induzir a diferenciacdo de células-tronco
mesenquimais para o tipo de célula correspondente, bem
como foi possivel reconstruir estes sinais por bioimpressao
e revestimento da matriz extracelular.

PRINCIPAIS AVANCOS

Nessa perspectiva, estudos tém sido realizados na tentativa
de produzir células-tronco a partir de bioimpressao para
maximizar a viabilidade celular, estimulando as proprieda-
des das células, incluindo a diferenciagdo pés-impressao
(Snyder et al. 2015). Durante as trés dltimas décadas a en-
genharia de tecidos conseguiu produzir terapias de pele e
cartilagem para substituir tecidos funcionalmente danifi-
cados, além de outros tecidos como ossos, figado e coragio
como substitutos de tecidos. Esses avanc¢os proporciona-
ram capacidade de melhorar drasticamente a mortalidade
e morbidade apéds a cirurgia em cardiopatias congénitas
(Kurobe et al. 2012).

Os avancos recentes tém permitido a impressao 3D de
materiais biocompativeis, células e componentes de supor-
te para tecidos vivos funcionais. A bioimpressao 3D esta
sendo aplicada a medicina regenerativa com o intuito de
produzir tecidos e 6rgaos adequados para transplante, ten-
do como diferencial da impressao nao biolégica uma série
de complexidades adicionais, tais como a selecao de mate-
riais, tipos celulares, fatores de crescimento e diferencia-
¢do, além dos desafios técnicos relacionados com a sensibi-
lidade das células vivas e a construcdo de tecidos (Murphy
& Atala 2014). Dessa forma, a bioimpressiao 3D mostra-se
como uma ferramenta para a geracdo de tecidos e 6rgdos
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de estrutura e fungdes complexas para aplicagdo em trans-
plantes (Khatiwala et al. 2012).

Assim, a tecnologia tridimensional de impressao de cé-
lulas tem proporcionado uma metodologia versatil para fa-
bricar células em construgdes de tecidos e tecidos in vitro,
e modelos patolégicos para a engenharia de tecidos, testes
de drogas e aplicagdes de triagem (Zhao et al. 2015).

Segundo Xu et al. (2005), as células de mamiferos tam-
bém podem ser efetivamente enviadas por uma impres-
sora de jato de tinta térmica modificada em substratos
bioldgicos, possuindo capacidade funcional. Essa tecnolo-
gia garante a criacdo de células viaveis de mamiferos com
potencial para producdo de analogos de tecidos, podendo
eventualmente levar a engenharia de construcdo de 6rgaos
humanos.

Além disso, existem trabalhos utilizando impressoras
a laser para depositar células com uma resolucdo em mi-
croescala. Essa técnica também foi utilizada com sucesso
e precisdo (Guillotin et al. 2010). Esses trabalhos reforcam
a possibilidade de se utilizar esses tecidos produzidos pela
bioengenharia para substituicdo de tecidos lesionados ou
ndo-funcionais (Smith et al. 2004).

Uma pesquisa realizada por Ouyang et al. (2015) mos-
trou que células-tronco embriondrias foram impressas com
sucesso utilizando um hidrogel em macroporo 3D. Segundo
os autores, esses resultados indicam um forte potencial de
expansdo em larga escala para regulacao de células-tronco
e estrutura da fabricacdo de tecidos vivos e estudos de tria-
gem de drogas.

A TECNOLOGIA DA BIOIMPRESSAO

A tecnologia de bioprinting tem a resolucdo em escala mi-
cron que permite o posicionamento de células, matriz, e bio-
moléculas de forma a mimetizar a estrutura de tecidos de
origem humana ou animal. Esta tecnologia tem o propdsito
de superar progressivamente inconvenientes da engenha-
ria de tecidos convencional, isto é, células indiferenciadas
em um substrato de cultura, assim como uma tecnologia
de ponta alternativa ao enxerto autélogo e substituicao de
6rgdos. Em comparacgdo com a engenharia de tecidos con-
vencional, essa pode atingir a homogeneidade completa do
tamanho do poro, da estrutura, a geometria da porosidade,
e a interconectividade dos poros, além de alto rendimento,
baixo preco, e biosseguranca (Jana & Lerman 2015).

Outro componente principal da impressdao 3D conven-
cional da gera¢do da construcdo de tecido é o arcabouco
solido poroso, que fornece o suporte estrutural para a con-
feccdo da célula (Hollister 2005). No entanto, a tecnologia
pode gerar um tecido 3D sem construir um arcabougo po-
roso sélido (Mironov et al. 2009), na construgio de um 6r-
gdo ou tecido, bem como a exploracdo do processo de auto-
-montagem, e/ou auto formacdo, fatores que ocorrem na
engenharia de tecidos. Se fosse possivel construir o 6rgao
diretamente pela impressao talvez ndo fosse necessario a
utilizacdo de biomateriais organicos ou inorganicos s6lidos
para a etapa de maturagdo no biorreator. Em vez disso, os
blocos de tecido vivo feitos de células automontadas se-
riam utilizados como biomateriais estruturados (Jakab et
al. 2008).
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Além disso, a construcdo de tecido impresso poderia ser
simulada através de modelagem matematica para determi-
nar a cinética de proliferagio de células, crescimento de te-
cido, oxigenacdo e vascularizacao (Guillemot et al. 2010).
A bioimpressdo direta in vivo a partir de uma mistura de
célula e matriz sobre uma pele danificada pode resolver
o problema de gerar um microambiente adequado para a
construgao de tecido funcional em desenvolvimento (Skar-
dal etal. 2012). Pesquisadores tentaram simular utilizando
nanohidroxiapatita (N-HA) em particulas de um defeito na
veia cava in vivo em um modelo utilizando ratos, que elu-
cidou a possibilidade de uma nova aplicacdo mimetizando
a engenharia de tecidos, uma vez que em ratos obteve-se
sucesso nesse procedimento (Keriquel et al. 2010).

A tecnologia de bioimpressao foi também utilizada para
fabricar um modelo farmacocinético in vitro para avaliar
os efeitos colaterais e o sitio de acdo de novos farmacos e
suas respectivas rastreabilidades, dessa forma, essa técnica
pode ser utilizada também em estudos de toxicologia para
simulacdo de efeitos toxicos (Chang et al. 2008). Essa tec-
nologia também tem sido utilizada a partir de um modelo
de cancer in vitro impresso em 3D obtido pela bioimpres-
sdo, com o intuito de aprimorar o conhecimento e o desen-
volvimento de novos farmacos para o tratamento dessa do-
enca (Xu etal. 2011, Knowlton et al. 2015).

PRODUCAO E APLICACOES TERAPEUTICAS DE
MINI-ORGAOS

A impressdo de 6rgaos é uma variante na medicina moder-
na, e é uma tecnologia relevante de prototipagem rapida,
que se baseia na fluidez assistida de tecidos por deposicao
(‘impressdo’) em computador de materiais naturais (célu-
las ou 6rgaos). A impressao é feita de camada em camada
de células a partir de células-tronco durante um deter-
minado intervalo de tempo até a formagdo do arcaboucgo
celular em 3D. Contudo, tentativas recentes utilizando tec-
nologias de prototipagem rapida de projeto de arcabougos
celulares sintéticos sdo incapazes de localizar de maneira
precisa as células ou agregados celulares em um arcabougo
celular impresso (Mironov et al. 2003).

O processo de impressdo de 6rgaos pode ser subdivi-
dido em trés etapas sequenciais: pré-processamento, pro-
cessamento e pds-processamento. O pré-processamento
lida principalmente com o desenvolvimento de um projeto
auxiliado por computador ou projeto de um 6rgio especi-
fico. O desenho pode ser derivado a partir da reconstrucdo
da imagem digitalizada de um 6rgdo singular ou tecido. Os
dados de imagem podem ser derivados de varias modalida-
des incluindo digitalizacdo nao invasiva do corpo humano
(por exemplo, ressondncia magnética ou tomografia com-
putadorizada) ou uma detalhada reconstrugdo em 3D de
cortes seriados de 6rgaos especificos (Mironov 2003). As
principais preocupacdes desse processo sao a sobrevivén-
cia celular, a proliferacao e a diferenciacao, a estabilidade e
arigidez da estrutura (com degradagao gradual ao longo do
tempo) (Mironov 2003, Mironov et al. 2011).

A producdo de drgaos por bioimpressdo é uma grande
promessa para o futuro, mas sua utilizacdo para produzir
um 6rgdo inteiro ainda é uma incégnita devido a varias

limitacoes associadas com a biologia, tecnologia, o bioma-
terial, e o processo de maturagio pds-impressio. Na fabri-
cacdo de tecidos funcionais in vitro essa tecnologia é um
fendmeno sofisticado que compreende uma disposicdo
hierarquica de varios tipos de células, incluindo células do
parénquima, juntamente com os vasos linfaticos e, ocasio-
nalmente, tecidos neurais e musculares. Em modelos de te-
cido in vitro a engenharia ja incorpora parcialmente todos
estes componentes, no entanto o uso desta tecnologia em
humanos e animais ainda precisa de mais estudos para se
tornar uma terapia de escolha no tratamento de doencas
(Knowlton et al. 2015).

A construcdo de modelos de tecidos usando bioimpres-
sdo 3D de células e de matrizes extracelulares (MEC) pode
ser vantajosa para imitar ambientes bioldgicos de sistemas
vivos. Tais modelos 3D poderao aperfeicoar os estudos so-
bre patogénese do cancer e auxiliard no desenvolvimento
de novos medicamentos quimioterapicos. A recente im-
pressdo utilizando o método 3D para a construgido de um
modelo de tumor cervical in vitro, em que as células HeLa
(células de tumor cervical) foram encapsuladas dentro de
uma mistura de hidrogel de gelatina, alginato e fibrinogé-
nio. Neste estudo, as células HeLa foram impressas com 3
materiais de MEC para comparagdo com os controles culti-
vados em modelos 2D convencionais. A comparagdo dos re-
sultados obtidos a partir de modelos de tumor em 2D e 3D
mostrou diferencas em células de proliferacdo, da matriz
de metaloproteinase (MMP) e esta proteina de expressao,
apresentou quimiorresisténcia. Foi alcancada a viabilidade
celular de 90% no modelo 3D bioimpresso e as células pro-
liferaram a uma taxa mais elevada do que em cultura 2D. As
células HeLa em 3D também formaram esferéides celulares
em 3D em contraste com as folhas de células de monoca-
mada formadas em cultura 2D. Os resultados deste estudo
usando uma nova técnica de células-impressas em 3D para
construcdo de modelos in vitro de tumor podem ajudar a
melhorar a caracterizagio da formagao tumor, sua progres-
sdo e a resposta aos tratamentos com medicamentos anti-
cancerigenos (Zhao et al. 2014, Knowlton et al. 2015).

Outra abordagem é a bioimpressao livre de arcabougo
celular, envolvendo a fusdo e automontagem de esferdides
multicelulares componentes de MEC, que afetam significa-
tivamente o comportamento da célula tumoral, incluindo o
modo de migracdo de células, via interagdes célula-matriz.
Quando modelos de tumores heterogéneos em 3D com va-
rios tipos de células sdo construidos via bioprinting e livres
do arcabouco celular, as células que sdo co-impressas com
células tumorais sdo utilizadas para produzir MEC natu-
ralmente, evitando o problema das diferengas estruturais
entre as proteinas utilizadas e a composicio e variando as
propriedades dos materiais associados com arcabougos
exogenos. Assim, as interagdes fisioldgicas serdo indepen-
dentes entre as células e a matriz, com isso podera ser com-
preendida de forma mais direta todo o processo de bioim-
pressdo (Zhao et al. 2014).

CONCLUSOES

Este artigo relatou uma revisdo dos trabalhos sobre a
aplicagdo de uma técnica de impressdo 3D para a elabora-
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¢do de orgdos e tecidos, e a construcdo de modelos in vi-
tro com biomateriais. A utilizacdo da bioimpressio como
terapia ou até mesmo na producido de mini-6rgdos ainda
ndo é totalmente viavel, pois ndo existem protocolos que
avaliem aspectos como a prolifera¢io celular, expressio da
proteina e a quimiorresisténcia. Contudo, pesquisas futu-
ras ainda precisam ser realizadas de forma a aperfeigoar a
traducao de um modelo digital em uma estrutura anatomi-
ca funcional. Além disso, o desenvolvimento de softwares
e hardwares deve ser integrado para que a fabricacao se
torne reprodutivel com varias ferramentas e biopolimeros
distintos e compativeis para uso celular.

Com as pesquisas atuais, passos importantes ja foram
dados em direcdo a fabricacdo de tecidos anatomicamente
moldados para aplicagdo no campo da medicina regenerati-
va. Contudo a selec¢do do polimero ideal para o componente
de suporte na produgao do arcabougo celular é crucial, uma
vez que o seu processo de fabricacdo ou a utilizacdo pode
comprometer a forma e a viabilidade das estruturas alvos.
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